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TABLA DE ABREVIATURAS

c-MSH: alfa-melatohormona

aa: aminoácidos

AcMo: anticuerpos monoclonales

ACTH: hormona adrenocorticotropa

ADCC: citotoxicidad dependiente de anticuerpo

AMPc: adenosfn monofosfato ciclfco

ANP: anapsos

APC: célula presentadora de antfgeno

C3: t'actor 3 del sistema del Complemento

C5a: factor 5 del sistema del Complemento

CD : antfgenos de dit'erenciación (cluster ditl-erentiation)

CID : coagulación intravascular diseminada

Con A: concanavalina A

CRF: f'actor de liberacion de ACTH

CSF: tactor estimulante de colonias

CSIF: t'actor inhibidor de la sfntesis de citocinas

DTH: hipersensibilidad retardada

EBV: virus de Epstein-Barr

e.s.m: error estandar de la media

FITC : isotiocianato de t'luoresceína

G-CSF: t'actor estimulante de colonias granulocíticas

GM-CSF : t'actor estimulante de colonias mielomonocíticas

H2O2: peróxido de hidrógeno

ICAM: molécula de adhesión intercelular

Ig: inmunoglobulinas
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IgS: inmunoglobulinas de superticie

IL: interleucinas

IL-lR: receptor para la interleucina-1

IL-lRa: antagonista del receptor de la IL-l

IL-2R: receptor para la interleucina-2

INF: intert'erón

Kd: kilodaltons

LAK: células asesinas activadas por linfocinas

LB: lintbcito B

LCR: lfquido cefaloraquideo

LGL: linfocitos grandes granulares

LH: hormona lutea

LPS: lipopolisacárido bacteriano

LT: lintbcito T

LTB4: leucotrieno 84

LTc: lintbcito T citotóxico

LTH: lintbcito T cooperador (helper)

LTs: lintbcito T supresor

M-CSF: factor estimulante de colonias monocíticas

MHC/HLA : complejo mayor de histocompatibil idad

MIF: factor de inhibición de los macróf'agos

NGF: t-actor de crecimiento nervioso

NK: células asesinas naturales (natural killer)

NO: oxido nftrico

PAF: t'actor de activación plaquetaria

PBMNc: células mononucleares de sangre periférica

PDGF: productos cle degradación del tibrinógeno
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PE: ficoeritrina

PGE2 : prostaglandina E2

PHA: titohemaglutinina

PKC: proteín cinasa C

Pm: peso molecular

PMA: ésteres de tbrbol

PMN: leucocitos polimorfbnucleares

PWM: pokeweed mitogen

RI: respuesta inmune

SI: sistema inmune

SMF: sistema mononuclear tagocftico

SMM: sistema monocito/macrót'ago

SNC: sistema nervioso central

SNP: sistema nervioso peritérico

STH: somatotropina (hormona del crecimiento)

Tac: cadena alt'a del receptor de la IL-2

TC: tercer color

TCR: receptor del lintbcito T

TGF-p: t'actor de transtbrmación del crecimiento beta

TIL: linfbcitos int'iltradores de tumor

TNF: tactor de necrosis tumoral

TSH: tirostimulina (hormona estimulante del tiroides)

VLA: antígenos muy tardfos

x: media aritmética
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I. INTRODUCCIÓN

1.1 CÉLULAS DE LA RESPUESTA II\MUNE: LINFOCITOS, FAGOCITOS

MONONUCLEARES Y FAGOCITOS POLIMORFONUCLEARES.

El Sistema Inmune (SI) comprende diferentes tipos de células, incluyendo los

linfocitos, fagocitos mononucleares (monocitos, macrófagos) y fagocitos

polimorfonucleares (granulocitos). Estas células median funciones inmunes distintas

y secretan una gran variedad de sustancias solubles que regulan el SI así como la

inflamación y las funciones de otros tejidos y órganos (1).

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

y células Natural Killer (M() (l).

Los LT y LB pueden reconocer más de 10" antígenos diferentes mediante sus

receptores glicoproteicos de membrana, que son el receptor antigénico del LT (TCR)

y ias inmunoglobulinas de superficie (Igs), respectivamente. Estos receptores del LT

y LB se generan respectivamente mediante la recombinación somática de elementos

genéticos, durante el desa¡rollo de dichas células en el timo y en la médula ósea (2,3).

Las IgS de los LB se unen "direcüamente"

incluyendo proteínas, carbohidratos o lípidos. por el

a muchos tipos de antígenos,

contrario, ei receptor antigénico
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de Ia célula T' solamente se une a antígenos peptídicos que a su vez estén unidos a
moléculas del ripo I o II der compiejo Mayor de Hisrocomparibilidad (MHC/HLA),
dispuestas a lo largo de la membrana de las células presentadoras de antígeno (Apc).
La unión de estos receptores de ros LT o LB con er correspondiente antígeno, se
traduce en una activación y proliferación de dichas células, y en la consiguiente
liberación de factores soiubles (citocinas) que inhiben o aumenhn otros aspectos de
la Respuesta Inmune (RI) (3,4).

una ca¡acte¡ística importante y probablemente exclusiva de los linfocitos T y
B es la "memoria inmunorógica,,, a través de la cuai, son capaces en un momento
dado de recordar la exposición previa a un antígeno determinado y de responder
rápida y enérgicamente tras la reexposición ar mismo antígeno (t).

EI tercer tipo de rinfocitos, Ia célura NK o agresora natural, al contrario que
el LT y LB no tiene memoria inmunológica y no expresa un receptor antigénico
resultante del reordenamiento génico (no sufren reordenamiento de los genes de las
inmunoglobulinas ni del receptor der LT). A diferencia de ros LT,Iacérula NK no
requiere de la presencia der MHC para reconocer a sus dianas (5).

Los fagocitos mononucleares (monocito/macrófago) son céluias fundamentales
para la 

, encargiíndose
principalmente de la fagocitosis de aquellos agentes patógenos de-crecimiento
intracelular (determinadas bacterias, hongos y parásitos). su capacidad de ingestión
y de adherencia se ve intensificada cuando se unen a los microorganismos a través de
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receptores especializados para ciertos carbohidratos, inmunoglobulinas (Ig) y

Complemento.

Los monocitos y macrófagos pueden también comportarse como células

presentadoras de antígeno a linfocitos T específicamente sensibilizados, y de esta

forma responder de manera rápida a la eliminación del antígeno extraño, y

postenormente regular la respuesta una vez que el antígeno haya sido eliminado. En

determinadas circunstancias, también adquieren actividad tumoricida (6_s).

Los

y eosinófilos, reciben estos nombres de acuerdo con la tinción histológica de los

gránulos que poseen en su citoplasma. Aunque estas células no muestran ningún tipo

de especificidad para los antígenos, desempeñan un papel importante en la inflamación

aguda y en la protección contra los microorganismos, especialmente aquellos de

crecimiento extracelular (dete'minadas bacterias, hongos y parásitos) (9). Los

neutrófilos represenüan más del 90vo d,e los granulocitos circulantes y su función

primaria es la fagocitosis (10). Los eosinófilos represenüan el2-5% de losleucocitos

sanguíneos; aunque también son capaces de fagocitar, su función primaria radica en

el papel especializado que ejercen contra las infecciones por helmintos (1 1, 12). Los

basófilos represenüan menos del 0'2vo de los leucocitos sanguíneos, y junto con los

mastocitos poseen griínulos en su interior que contienen diversos mediadores

farmacológicos, que tras la estimulación antigénica (aiergeno) son liberados al plasma

desencadenando los síntomas advei.sos de la alergia; también pueden fagocitar (13, 14).
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1.2 CARACTERIZACIÓN

MONONUCLEARES.

FENOTÍPICA DE LINFOCITOS Y FAGOCITOS

FT.INCIÓN EN LA RESPUESTA INM{.INE.

Las céiulas det SI van a reaJizar su función a través del contacto cérura-céiura,
mediante una serie de receptores o antígenos de membrana que se expresan en gran
número a lo largo de su superficie. Algunas de estas moléculas aparecen en
determinados estadios de la diferenciación o en la activación celular, durante breves
períodos de tiempo' mientras que ot,as son características de distintas líneas celula¡es.
Muchos de ellos son identificables desde hace tiempo en el laboratorio, mediante
anticuerpos monoclonaies (AcMo). En un intento de clasificar a los antígenos de
superficie celular de los leucocitos humanos y de proveer una nomenclatura uniforme
para dichas estructuras, se cerebró en el año rggz en paris, un workshop
Internacional sobre antígenos de diferenciación de leucocitos humanos, donde se
acordó denominar a estos antrgenos con las siglas "cD' (Cluster of Differentiation)
(  1 ) .

1 .2 .1

Los cuatro genes del receptor antigénico de las células T (q, g, y, ü),
codifican glicoproteínas que forman heterodímeros de las subunidades a y g o y y 6.
TCR ap se expresa en aproximadamenteerg5% de ras céiulas T humanas, y es er
responsable del reconocimiento de los péptidos ext¡años asociados con antígenos
propios del MHC de crase I o II (15-rg). Estos hererodímeros de TCR cuF o y6, pffB

r0
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poder expresarse en la superficie de la célula requieren su asociación a cD3, un
complejo compuesto por varias cadenas de proteínas diferentes (4). Así, mient¡as ros
heterodímeros TCR se unen al antígeno, las proteínas cD3 median las señares de
transducción celular, resultando en la acüvación subsecuente der LT. La expresión de
las diferentes proteínas que comprenden ei cD3 parecen ser rinaje_específicas, por lo
que el anticuerpo monoclonar anti-cD3 constituye el marcador más fiabre para la
identificación y cuantificación de los LT (4,1g). Los LT representan el 65_75vo del
total de linfocitos en sangre periférica.

El antígeno cD4 es una glicoproteína de membrana de 59 Kilodaltons (Kd)
que interactúa específicamente con moréculas MHC de crase II (DR, Dp, DQ) (20).
EI antígeno cD8 es una estructura de dos cadenas, compuesta de heterodímeros de
subunidades c y p y de homodímeros de subunidades c; ra mayor parte de los AcMo
disponibles comercialmente, reaccionan solo con la subunid ad u. La glicoproteína
cD8, reacciona con moréculas MHC de clase I (A, B, c) (2r_23). La interacción
entre cD4 o cD8 y las moléculas MHC, facilita la activación del LT iniciada por ra
unión del complejo TCR al antígeno específico (24_26\.

Los LT inician la RI, median respuestas efectoras específicas de anÍgeno, y
regulan la actividad de ot¡os leucocitos mediante ra secreción 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 aurnento de la activación y diferenciación de offos LT y de LB, la
supresión de la RI (función supresora) y la secreción de potentes citocinas como er
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Efectos in vitro de anapsos(polypodium leucotomos) sobre fenotipo celular... Jose Miguel Sempere Ortells.

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



Interferón gamma (INF-y) y determinadas interleucinas (IL), constituyen las funciones
reguladoras de las células T sobre muchos leucocitos y sobre otras células der
organismo no inmunes (27). Pueden distinguirse dos subpoblaciones principales de
LT maduros según la expresión de ros antígenos de diferenciación CD4 ycDs (2g_
32\:

- "La subpoblación de LT cD4+cD8-, recibe el nombre de cooperadora o inductora
(TH' o helper/inducer), debido a su capacidad para aumentar las respuesLas mediadas
por LB y para amplificar la respuesta mediada por células efectoras cD4-cDg +. En
sangre periférica, represent¿n un 65-70% del totar de LT. Tras ra exposición al
antígeno-MHc II, las cérulas cD4+cDg- se activan y proliferan. Las cérulas
activadas secretan factores solubles o citocinas (rL-2 y otras interleucinas, factores
estimulantes de colonias, factor de necrosis tumoral alfa, e INF-y), que modulan las
funciones efectoras ejercidas por otros leucocitos como los LB, células NK y
monocitos, estimurando su crecimiento, activación y proriferación de un modo
policlonal, independiente de antígeno.

- La población de LT cD4-cD8 * media Ia mayoría de ras respuestas citotóxicas
antígeno-específicas, ejerciendo su capacida d paramatar a offas células, especialmente
células infectadas por virus, células tumorales, o células arogénicas provenientes del
transplante de un órgano o tejido. Las células cD4-cDg+, reconocen al antígeno
peptídico expuesto en la superficie de la célula diana y asociado a moléculas MHC
propias de clase I' Tras el reconocimiento del antígeno, los linfocitos T citotóxicos
(LTc) cD8+ se activan y destruyen a la célura diana; también pueden secreüar

L2
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determinadas citocinas como ra rL-2 o el INF-y, las cuales pueden aumentar ras
respuestas inmunes mediadas por otros leucocitos. pero además de la función
citotóxica, la subpoblación de céluras T cD4-cDg+ puede también suprimir
respuestas inmunes mediadas por otros reucocitos, a partir de la secreción de
determinados factores supresores solubles que interfieren con ia función de o,.as
células inmunes. Es por eilo por lo que se denomina a dicha subpoblación de
linfocitos T, citotóxica/supresora.

Si bien lo desc¡ito anterio¡men te para los linfocitos T cooperadores o los
citotóxicos/supresores es la norma, también es cierto que la población de linfocitos
T cD4+cD8-' puede en determinadas circunstancias mediar citotoxicidad e
inmunosupresión".

El antígeno cD5 es una glicopro teína de 67 Kd,que se expresa en la
de las céluras T, y con una intensidad menor en una subpoblación de LB.
antígeno comúnmente usado para fenotipar (identifica¡ y cuantificar) a
(32,33).

mayoría

Es otro

los LT

r .2.2

El marcador más clásico de las células B lo constituyen las inmunoglobulinas
de superficie (IgM e IgD). Sin embargo, hay que rener especial cuidado cuando se
usan reactivos específicos contra Ia IgM o la IgD para Ia identiñcación de dichos
linfocitos, ya que muchas células no B que expresan receptores paru eIFc de Ia IgG,

t3
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pueden fijar inespecíficamente estos reactivos y de esta forma ser inapropiadamente

enumeradas como células B (34).

El antígeno cD19, es una glicoproteína de 90 Kd que aparece en las células
pre-B antes de que éstas adquieran las inmunogrobulinas de superficie, y que sigue
presente en la mayor parte de la secuencia de maduración de las células de la línea
B' Por ello constituye el ma¡cador más fiable para identificar y cuantificar al LB (34).

otro antígeno comúnmente utilizado para fenotipar al LB es el cD20, ya que
se encuentra en cantidades más altas que el cDlg en la superficie celurar. No
obst'ante, este anÍgeno aparece más tarde en ia diferenciación cerular, y además
t¿mbién puede expresarse en cantidades más bajas en una subpoblación de linfocitos
r (34).

Tras ser activados por el antígeno, se transforman en células plasmáticas, que
son las que van a secreta¡ los anticueqpos especíñcos frente a los distintos antígenos.
son pues los responsables de la inmunidad humoral. También pueden.actuar como
APC a los linfocitos T (1,34).

r .2.3

Las céruras NK expresan ros antígenos de diferenciación cD16 y cD56, pero
no expresan cD3' En células NK en reposo, el cDl6 es expresado en niveres mucho
más altos que el cD56, por lo que constituye uno de los marcadores de elección para

L+
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identificar y cuantificar a dichas células; no obstante, hay que tener en cuenta que

aproximadamente un I\Vo de NK de sangre periférica pueden no expresar el CD16.

El fenotipo de la población NK será pues cD3-cD16+ ylo cD56+. son

responsables de mediar citotoxicidad contra algunas células infectadas por virus o

contra céiulas tumorales. A diferencia del LTc, los linfocitos NK son capaces de

reconocer y matar tanto a las células tumorales autólogas como a las alogénicas, sin

necesidad del reconocimiento de moléculas MHC en la superficie de la célula diana:

su capacidad citotóxica no estií pues restringidas por el MHC (35). No obst¿nte, su

papel fundamental es probablemente en la defensa contra la infección viral. A causa

de que no requieren una exposición previa al antígeno para responder (carecen de

memoria inmunológica), pueden proporcionar la defensa inicial contra los virus,

durante el período de latencia que tiene lugar antes del desarrolio de anticuerpos y de

los LTc específicos contra el antígeno. Representan un l0-15 % deltotal de linfocitos

de sangre periférica (5).

Además de su actividad NK, dichas células median también ia citotoxicidad

dependiente de anticuerpo (ADCC), mecanismo a través del cual una célula efectora

citotóxica puede matar a una célula diana recubierta en su superficie por anticuerpos.

La unión con el anticuerpo hjado a la célula diana y la consiguiente transducción de

señales, tiene lugar a través del antígeno cDl6. Esta glicoproteÍna es un receptor para

el fragmento Fc de las inmunoglobulinas, especialmente de la IgGl e IgG3, y esta

presente en las células NK y en una pequeña subpobración de LT que también

expresan el CD16 y que por tanto median igualmente ADCC; dicho marcador también

puede ser expresado en neutrófilos 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 antígeno, poder dirigir su actividad citotóxica (35).

Tras su activación, son también capaces de secretar determinadas citocinas,

como laIL-2 o el INF-y, pudiendo de esta forma ejercer un efecto modulador en el

crecimiento, proliferación y activación policlonal de otros leucocitos (5).

Otros antígenos que pueden expresar las NK son poco específicos de las

mismas, ya que se hallan también presentes en otras líneas celulares. Es el caso del

cDz, cD7, cD8, cDllb o cD57. concretamente el cDg se expresa en

aproximadamente un tercio de las células NK, pero con menor intensidad que en los

LT citotóxicos/supresores (5,35).

1.2.4 Antígenos expresados en las células mieloides:

Ai contrario de lo que ocurre con los linfocitos, donde los antígenos de

superficie se han usado para definir un número de subpoblaciones funcionaimente

distintas, los monocitos maduros y los granulocitos son más homogéneos. Los niveles

de la mayoría de los antígenos de membrana detectados en las células mieloides,

indican su estadio de diferenciación, más que delinear poblaciones funcionatmente

distintas. Así, las células progenitoras mieloides expresan inicialmente CD34. una

glicoproteína considerada como un marcador de todas las células madre

hematopoyéticas, y cD33, una glicoproteína que se expresa comúnmente en las

leucemias mieloides agudas (36). La maduración en la línea monocítica tiene lugar

1,6
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con la pérdida del CD34 y la adquisición del CDllb (receptor para el complemento

de tipo 3) y del cD14. La pérdida de cD34 y cD33 también acompaña la

diferenciación a neutrófilos maduros, con la ganancia del CD11b, y de otros antígenos

como el cD15 y el cDl6-I durante los ríltimos estadios de desarrolto (36).

r .2.5

I

Los leucocitos, y de un modo especial los LT, sufren cambios sustanciales en

la expresión de los antígenos de membrana, tras la estimulación inmune. Este proceso

se acompaña de una regulación a la baja o a la alta de ciertos antígenos preexistentes,

así como de Ia expresión de novo de otras estructuras. Antígenos preexistentes como

el cD38 (una antígeno de función desconocida, también expresado en timocitos,

células NK y células plasmáticas), aumentan su expresión después de la estimulación

(37)' También aparecen otros antígenos que habitualmente están ausentes o presentes

en bajas cantidades en los LT en reposo; así, en las dos primeras horas tras Ia

activacion de Ia célula T, aparece el CD69, seguido varias horas más tarde de la

aparición de HLA-DR, cD25 (subunidad p55 del receptor de baja afinidad de la

interleucina-2) y cD71(receptor parala transferrina) (37). Las diferentes isoformas

del antígeno CD45, una fosfatasa de membrana, permite discriminar células T ,,naive,,

(o vírgenes; aquellas que no han tenido contacto previo con el antígeno), de células

T de memoria; así la isoforma CD45RA (220 Kd) se expresa preferentemente en las

células T "naive", mientras que tras la activación, hay conversión hacia otra isoforma.

el CD45RO (180 Kd), que es la que persisre en las céruras de memori a (37).

I /
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I.3.. CITOCINAS. FT.NCIÓN EN LA RESPUESTA INMUNE.

Todas estas células, aparte de realizar sus funciones por contacto directo

céiula-célula, a través de sus receptores específicos, secretran diversos factores

solubles, denominados citocinas. constituyen un grupo de mediadores peptídicos que

actúan como señales intercelulares "regulando" las respuestas inmunológica,

inflamatoria o reparadora del huésped frente a una noxa de cualquier tipo. Son pues

inmunomoduladores (1). Muchas de estas glicoproteínas ,,hormone-like,, 
son

secretadas en el curso de respuest¿s inmunológicas e inflamatorias. Las producidas

por los linfocitos son llamadas linfocinas, mientras que las producidas por los

monocitos-macrófagos son llamadas monocinas (38). se diferencian de las

inmunoglobulinas en la falt¿ de especificidad por los antígenos y en que son operantes

a concentraciones mucho más bajas (niveles de picogramos), similares al rango de
actuación de las hormonas endocrinas. Pero se diferencian de éstas en que por regia
general actúan localmente, de manera paracrina (en células vecinas dentro de un
tejido; así es como actúan también los neurotransmisores) o autocrina (directamente

sobre las propias células productoras), más que de un modo endocrino en células

diana a distancia' se diferencian de los neurotransmisores en que no es&ín
previamente preformados esperando ser liberados, sino que son sintetizados ,,de novo,,
tras la estimulación. Se trata de péptidos o glicopéptidos, cuyo pm oscila entre 10.000

y 200'000 daltons, y cuya acción es ejercicla a través de la unión-a receptores

celulares de superficie de alta afinidad. Las células normales en reposo y la mayoría

de las líneas celulares deben ser po¡ tanto previamente estimuladas (activadas) para
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producirias (38)' Son muchas las citocinas secretadas por las células activadas y es
difícil aislar unas de otras' así como delimitar claramente sus funciones, sobre todo
teniendo en cuenta que citocinas con actividades biológicas distintas per se, pueden
tener efectos similares al poner en marcha la producción de una cascada o red de
citocinas idénticas, que a su vez pueden activar a otras citocinas, y así sucesivamen*,
formando un complejo entramado difícil de inte¡pretar (1,3g). podríamos subdividirlas
en varlos grupos: Factores de crecimiento.- son segregados sobre todo por células no
rnmunes' normales o neoplásicas, procedentes de muchos tejidos, aunque algunos de
el lostambiénpuedensersegregadospor losmacrófa8os;@

como sobre otros tejidos del Organismo);

y y)'- presentan acdvidad anti-vírica, anti-tumo¡ar e inmunomoduladora) e
Interleucinas (de ta IL_l a la IL_17) (3S).

El papel de ias citocinas en la respuesta inmunita¡ia se conoce sobradamente
desde hace dempo (39). Así, citocinas como la IL-lp o el rNF_a, juegan un
importante papei en la regulación de las funciones del monocito, la célula B y la
célula T (40) y entre otras funciones, constituyen mediadores importantes en ia
inflamación, compartiendo multitud de efectos (4I_43).

csF)'- actúan sobre medula ósea, favoreciendo la producción por parte de ésta. de
células del Sistema Mieloide; 

.
es el responsable de la

humanos; posee muchos

mayor parte de la

efectos en común

actividad tumoricida de los monocitos

con la IL-l, tanto sobre los leucocitos
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1.3.1 INTERLEUCINA.I

1.3. r. r ESTRUCTURA: La IL-r (tanto humana como murina), existe en dos
formas funcionalmente activas: IL-la e IL-lp, codificadas por dos genes separados
situados en el cromosoma 2 y sintetizadas como precursores de 30 Kd que,
posterio¡mente, se fragmentan para dar las molécuras activas con pm de r7y 1g Kd;
ambas tienen una homologÍa en su secuencia del 45vo (44-46). La actividad IL-l
puede detectarse en lisados celulares (en su forma intracelular), en células fijadas (en
su forma de unión a la membrana; solo la forma IL-la se encuentra en la membrana,
anclada como forma glicosilada fijada a ras recitinas y con un pm de 23 Kd) y
también en fluídos co¡porales y sobrenadantes (en su forma secretada), aunque a
concentraciones muy bajas (47_49).

Al contrario que otras citocinas, la IL-r puede almacenarse; es decir, puede
habe¡ inducción intracelular y no secreción. Las formas intracelulares son básicamente
las precursoras de 30 Kd y para la secreción (no para la síntesis) se requiere de la
presencia de proteíncinasa c (PKC). La forma proIL-lB es inactiva y al salir de la
célula, libera la IL-lp acriva de lj Kd (4g,49).

r'3'1.2 cÉt-ules sgcR¡rones: Muchos tipos celulares, normares y
transformados, son capaces de producir la IL_1

(monoci tos circulantes, alveolares, peritoneales.

"in vitro"; los monocito/macrófagos

esplénicos, placentarios, células de

2A
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Kupffer' microglía), queratinocitos, células mesangiales del riñón, células del epitelio
corneal' linfocitos T, linfocitos B, NK, astrocitos, células endoteliales, células de
Langerhans' células dendríticas, ñbroblastos, neutrófilos y células musculares lisas
(50)' De todas ellas, las células del sistema monocito/macrófago (sMM) (secreran
predominantemente IL-1p) (51) y los queratinocitos (52) son los mayores productores
"in vivo".

1.3.1.3 INDUCTORES:

- algunas células y líneas celulares son capaces de producir constitutivamente
bajos niveles de IL-l, en ausencia de cuaiquier estímulo. Tal es el caso de los
queratinocitos y las células epidérmicas tímicas por ejemplo (53).

- la mayor parte de células normales necesitan ser previamente estimuladas por
distintos agentes para produci¡ IL-r. Así por ejemplo, ros monocitos no la producen
constitutivamente, sino a través de diversos estímulos:

" " Externos: como pueden ser productos microbianos como el lipopolisacií¡ido
bacteriano (LPs) u otras endotoxinas, exotoxinas, hemaglutininas víricas, radiaciones
ultravioleta, cristales de urato o de sflice (50,54).

... Endógenos: como el factor 5 del complemento (c5a), neuromediadores,
TNF-a (55), factdor de transformación der crecimiento (TGF_B) (56), rL_2(57) e
incluso la propia IL-l (efecto autocrino) (5g).

2 l
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.. Los linfocitos T también pueden inducir la producción de IL-l por los

macrófagos, durante el contacto celular que se da en la presentación antigénica

restringida por el MHC (57).

. Puede también producirse fisiológicamente en algunos tejidos normales,

como en el líquido amniótico (59) y en la orina (60), piel (61), cerebro en desarrollo

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

t .3 . t .4

Aunque actúa básicamente a nivel local, en el sitio de producción, también

puede actuar de forma autocrina o incluso endocrina. Es una de las citocinas más

pleiotrópicas (64).

1.3.I.4.1 Sobre los linfocitos T cooperadores (TH): parece ser que actúa

más sobre aquellos que presentan ARNm paru rL-4 (son los que presentan más

receptores parala IL-l) que sobre los que son capaces de segregar IL_2 (THl) (65).

Su forma de actuar sobre los LT consisten en aumentar la producción de linfocinas

y receptores para dichas linfocinas, como es el caso de rL-z e IL-2R, y de este modo

induci¡ la proliferación linfocitaria; no induce por sí misma la proliferación, sino que

lo hace en sinergia con linfocinas y otras señales, tales como mitógenos o antígenos.

Es en realidad la IL-2 secretada por los LT quien induce la síntesis de ADN v ta

división de la células T, al unirse a su recept or (57 ,66).
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L.3.I.4.2 Sobre los linfocitos T citotóxicos: Probablemente su acción sobre

los LTc, más que directa, es producto de la activación previa de los linfocitos TH.

El caso es que también induce la proliferación a rravés de larL-2 (50).

I'3'I.4.3 Sobre los LT supresores (LTs)¡ Hay menos estudios pero podría

actuar sobre los LTs antagonizando su desarrollo (50).

1.3.1.4.4 Sobre los l infocitos B:

- Tanto individuaimente como en sinergia con otras citocinas producidas por

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

- Aumenta la maduración de los LB; aumenta la expresión de IgS (se sintetizan

las cadenas ligeras) (67).

- Aumenta la proliferación (68).

1'3.1.4.5 Sobre células NK: Los linfocitos grandes granulares (LGL)

aumenüan moderadamente su actividad NK en presencia de IL- 1, probablemente como

respuesta a un efecto indirecto de cascada (5)

I .3. 1 . 4 . 6 Sobre los monocitos/macrófagos: Aume nta la capacidád de las ApC

para activar las respuestas inmunes dependientes de la células T (69,70).

¿ J
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l'3'L'5'1 Estimula la secrecién de citocinas y otros mediadores al actuar

sobre diferentes tipos de células:

* Sobre l infocitos: TGF-0 (56),IL_2 (57), IL_3 (7t),IL_4 (65), IL_6 (7i).

* sobre células endoteliares y del músculo riso vascur ar (72,73):

- "IL-l , rL-6,IL-8, prostaglandina E2 (pGE2), factor de activación

plaquetaria (pAF), GM_CSF.

- Aumenta la adhesión, aumenúando la expresión de la molécula de

adhesión inrercelular 1 (ICAM_1).

- Actúa como mitogénica y angiogénica.

- Actividad procoagulante".

x Sobre monocitos/macrófasos:

- pAF (74), GM_CSF, pGE2, rL_6, IL_1, IL_g (75).

- Aumenta su función citocida (75).
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* Sobre neutrófilos (72,75):

- "Aumenta la adhesión, fagocitosis, y Ia ADCC.

- Causa degranulación y liberación de enzimas,,.

* Sobre condrocitos:

- IL-6, PGE2 (71).

- Aumenta el turnover del cartílago (71).

* Sobre fibroblastos (7I,72,75):

- "IL-6,IL-S, TNF-p, (M, G, GM)_CSF, pGE2, producros de

degradación del fibrinógeno (PDGF), IL_l.

- Aumenta la colagenasa.

- Actúa como mitógeno".

1.3.1.5.2 Actividad antitumoral: (g9,90)

- Acción citostática directa en algunos casos (64,75).

- En otros casos actúa junto arL-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 (r.
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- Muchas líneas tumorales son sin embargo insensibles a la IL-l e incluso

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

1'3' 1'5'3 rnteracción con el sistema Nervioso: A nivel del sistema nervioso
periférico (sNP), activa ros nervios simpáticos (bazo,pulmón, riñón, suprarrenares)

y vía PGE2 aument¿ los reflejos dolorosos. También actúa sobre el sistema nervios

central (sNC), donde puede ilegar vehicurada en ra sangre o bien producirse

localmente (77,78) y su acción se manifiesta en:

Fiebre: "Importante en los mecanismos de defensa frente a infecciones:

. '. porque inhibe la multiplicación de microrganismos.

una temperatura mayor de 3g'5 0C, aumenta la capacidad
microbicida de PMN, aumenh la actividad antiviral del INF, aumentia la proliferación

linfocita¡ia, aumenla la respuesta frente a antígenos timodependientes, la acción de los
LTc y la activación de la vía alterna del complemento. La actividad de los macrófagos

no se modifica por temperaturas elevadas,, (79).

Sueño: IL-l induce la fase lenta del sueño (g0).

Nutrición: IL-l est¿íimplicado en la anorexia (79,g1,g2).

- Regulación:
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"'Actúa sob¡e hipotiílamo aumentando el factor de liberación de la
corticotropina (cRF), que actúa sobre ra hipóñsis aumentando la hormona

adrenocorticotropa (ACTH), que a su vez aumentará los niveles de corticoides. los
cuales frenarán ra secreción de IL-1 por ros macrófagos (feed back negativo) (g3-g5).

..Aumenta la somatotropa u

hormona gonadotropa luteoestimulante (LH)

(rsH) (86).

hormona del crecimiento (STH), la

y la tirotropa u hormona drostimulante

.Aumenta el factor de crecimiento nervioso (NGF) que actúa sobre
las neuronas induciendo un aumento de la sustancia p que a su vez incrementa la
producción de IL-l por los macrófagos (regulación positiva) (g7).

1.3.1.5 .4 Hematopoyesis

- Prolonga la supervivencia de las células madre hematopoyéticas y aumenta

su proliferación' De ahí que los animales tratados con IL-i sobreviven a dosis ietales
de irradiación (75).

- Aumenta la mielopoyesis por inducción de G-CSF, GM-CSF, IL_3 e IL_5,
y a su vez muchos de estos factores inducen la producción IL-l (potenciación) (gg).

, )
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- Inhibe la eritropoyesis y la iinfopoyesis B,

acción de la IL-7 (3g).

1.3. 1.5.5 Inflamación: La

estimuladas por la IL-l: IL_6, IL_g,

(89), lo cual se traduce en:

probablemente por neutralizar la

IL-l junto con otras citocinas (muchas de ellas

TNF e INF-y) aumenta la inflamación articular

- "proliferación de fibroblastos, con producción de colágeno.
- In vitro induce la resorción del hueso por activación de los osteoclastos.
- lnduce la secreción de colagenasa por las cérulas sinoviares.
- Induce la secreción de proteasas y proteoglicanasas por los condrocitos,,

(71,75,90).

- Participa en la inflamación aguda y crónica:

" 'La inyección de IL-1 induce respuestas inflamatorias agudas iocales
que comienzan a la hora y pican a las 3-4 ho¡as. Iniciarmente los neutrófilos se
adhieren a las células endoteliales (que han aumentado la expresión de moléculas de
adhesión' como el ICAM-I) y se marginan a lo largo de la pared de ios vasos. Esto
es seguido de una infiltración por neutróñros, y de edema (g1,g2).

"En contra, la liberación lenta de IL-l de discos de acerato
implantados subcuüíneamente, resurta en una reacción DTH con fórmación de
granuloma con infilt¡ación mononuclearpredominante, fibrosis y formación de nuevos
vasos sanguíneos (9I,92\.
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1.3. 1.5.6 Otras acciones:

- En Hepatocitos: Induce reactantes de fase aguda que aumenran Ia
inflamación; decrece er citocromo p450; aumen[a er componente 3 del complemento
(c3); aumenta er cobre plasmático y disminuye el hierro y zincplasmáticos (75,g3).

- células beta pancre¿íticas: Aumenta la secreción de insuri na (75.¡.

i .3. 1 .6 INHIBIDORES.

- corticoides: Impiden la producción (94). sin embargo, tiene ra capacidad
de aumentar la expresión der recepto¡ pa¡a Ia IL-l (L-iR) en LB humanos. Ero
sugiere que Ia IL-1 puede participar en Ia capacidad referida de los esteroides para
actuar como activadores policlonales de los LB "in vitro,, e ,,in vivo,, (6g). pl
paradójico aumento de expresión de IL-lR en LB por drogas que son
inmunosupresoras, puede servirpara suprimir la inflamación, divergiendo la respuesta
inmune humo¡al de la inmunidad celular. Así, los esteroides parecen favorecer la
inmunidad humoral a expensas de la inmunidad celular, disminuyendo con ello la
inflamación (95-97).

- Alfa-melarohormona (c_MSH) (95).

- Ciclosporina A (95).

- PGE2 (95,98).
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- Dieta rica en ácidos grasos omega-3 poliinsaturados (99).

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

- IL-IR antagonista (IL-1Ra): secretada también por macrófagos, células

epiteliales y queratinocitos. Compite con la IL-l para unirse al receptor; ha de haber

mayor concentración de IL-lRa que de IL-1 para notar una reducción significativa de

la actividad de esta última (102).

T.3.T.7 RECEPTORES.

Son dominios de la superfamilia de las inmunoglobulinas (103). Los mismos

receptores se unen a IL-la, IL-l0, y proll--lc, pero no a proll--lp. Tras la unión

el complejo se inrernaliza (104). Hay dos clonados (105):

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

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

Los receptores cerebrales y de órganos endocrinos son de tipo I. La IL-lp se

fija con mayor afinidad y selectividad al tipo II (105). Las señales intracelulares rras

la unión lL-7/receptor, son múltiples (activación de la pKC, elevación del adenosín

monofosfato ciclíco intracelular o AMpc) (106_10g).
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r.3.2 FACTOR DE NECROSIS TLMORAL

1.3,2.1 ESTRUCTURA:

- TNF-a (cachectina) y TNF-B Qinfotoxina) son miembros de una familia de

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

- Presentan una serie de funciones comunes "in vitro" y se unen a los mismos

receptores' por lo que tienen las mismas actividades biológicas (r09).

- En cambio, su homología es muy limitada (34%) (110).

- Ambos son glicoproteínas y su origen cerular es diferente (ilO).

- El ARNm del TNF-a es en ocasiones detectable en condiciones basales, sin

estimulación, y su transcripción aumenla tras la activación, con una vida media corta

de aproximadamente 30 minutos (r 11). En cambio, el ARNm del TNF-F tiene una

transcripción basal indetectable, que aumenta tras la estimulación inespecífica, aunque

no tanto como la del ARNm del rNF-a; su vida media es más aita (aproximadamenp

5'5 horas)' Estos datos indican las diferencias en la regulación molecular de estos
genes' que se manifiestan en la misma célula y en las mismas condiciones de

activación (I 12,l j,3).
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r.3.2.2 cÉLuLRs sscRproRes:

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

- El TNF-a se produce por numerosas fuentes celulares: monocitos/macrófagos

(i 15)' neutrófilos (116), linfocitos B (117), rinfociros T (TH1-like) (11g), céluras NK

(LAK) (5,119), timocitos, queratinocitos, células mesangiales, trofoblastos, células

del músculo liso, ñbroblastos (120), astrocitos, céiulas epiteliales, mastocitos, células

de la microglía, células endoteliales, células de Langerhans y células granulosas del

ovario (121,122).

1.3.2.3 INDUCTORES:

- La mayoría de los inductores

activadores de los LT, también inducen

su secreción (75).

de IL-l también lo son de TNF-a y, si son

TNF-p, aunque este último es más lenb en

(140), IL-I (75),IL_2

leucotrieno 84 (LTB4),

- citocinas y mediadores: IL-3 (para los mastocitos)

(118), TNF (efecto autocrino), GM_CSF (124),ACTH (125),

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

- Productos microbianos: bacterias (Lps) (12g), parásitos, hongos,

micoplasmas, virus (129-I3l).
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- Estímulos inrnunológicos: tumores (120), GvH (132), rechazos (133), anti_

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

- otros: ejercicio, partículas de ratex, zimosán, mitógenos, IgA porimérica

(136), ésteres de forbol (pMA), ionóforos det Ca* + (f37\.

- Puede producirse fisiológicamente durante el ciclo menstrual y la gestación,

y también en la leche humana (13g).

"rn vivo" se encuentra en plasma o líquido cefaloraquídeo (LCR) durante las

infecciones; por ejemplo, en las meningitis hay una buena correlación entre las tasas

de LPS y TNF-' en el LCR (139), y en las septicemias entre los niveles plasmáticos

de TNF-C, la gravedad del proceso y las posibilidades de supervivencia (i40).

r .3 .2.4

Los múltiples efectos de los dos mediadores inflamatorios de más amplio

espectro' la IL-l y el TNF, pueden revisarse conjuntamente. Aunque sus receptores

específicos de alta afinidad han sido detectados en virtualmente todas las células

nucleadas, y son estructuralmente distintos, las dos citocinas compaften un alto grado

de solapamiento en sus actividades inmunorógicas y no inmunológicas, ,,in vitro,,.

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

más protectora contra la radiación letal y provoca más turnover óseo (75).

* Linfocitos T:

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

comitógeno e induciendo la expresión de citocinas e IL-2R (141-143).

* Linfocitos B:

- puede coparticipar en la proliferación de los linfocitos activados.

pero no en reposo.

- aumenüa la producción de anticuerpos.

- aumenta la expresión de IgS (L44,145).

x monocitos/macrófagos :

- es un activador de los mismos; induce la producción de pGE2, IL_l,

IL-6, IL-8, GM-CSF, lisozima y del propio TNF.

- aumenüa la capacidad citocida y microbicida de éstos.

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

1 .3 .2 .5 .1

Los efectos "in vitro" del TNF sobre los neutrófilos, células endoteliales y del
músculo liso vascular, monocitos, condrocitos y fibroblastos son similares a los de la
rL-L y en algunos casos (neutrófiios, monocitos y células endoteliales) más potentes.
Además el TNF es quimioatractante para neutrófilos y monocitos, y no la IL_r, y
favorece una mayor adhesión de los neutrófiios a los vasos por una mayor expresión
de integrinas (en sinergia con el INF_y) (146_14g).

1.3.2.5.2 Actividad anti_tumoral

Actividad tumoricida por mecanismos necrosantes o de apoptosis, mayor a la
observada con IL-l (106). Dicha acción es incrementada por la IL_l y el INF_y, por
efecto directo (r49), o por esrimuración de las células NK o LAK (150).

No obstante, su utilización con ñnes profilácticos en el cáncer estií siendo
decepcionante y con numerosos efectos secundarios, ya sea solo o asociado a rL-2 o
LAK ( ls1) .
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r .3 .2.5.3

similar a ra IL-i, pero ar contrario que ésta, no es capaz de inducir la
producción de cRF en hipotáamo, ni por tanto de esteroides. Sí induce la producción
de PGE2 y de IL-l (55,t22\.

1,.3.2.5.4 Sobre la hematopoyesis

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

- In vivo: favorece la reconstitución hematopoyética tras la quimioterapia o
radioterapia' aunque menos que la IL-l (efecto sinergístico mayor que el de cada una
por sepalado)' y ello debido a fenómenos indirectos vía producción de csF (153).

1.3.2.5.5 Sobre la inflamación

Es responsable de la inducción de un

sentido tiene numerosas acciones comunes con

tienen acción sinérgica (154_ 156).

gran número de mediadores; en este

la IL-1 (ya descritas) y con frecuencia

A nivel sistémico induce coagulación intravascular diseminada (cID) (157),
hiperpermeabilidad vascular (origen de edema pulmonar) e inhibe la angiogénesis in
vitro (158); in vivo esto se confirma para dosis artas, mientras que ras baias la
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favorecen. La sobreproducción induce fiebre.

signos caracteísticos del shock séptico (159).

1.3.2.5.6 Caquexia

- acompañando a las infecciones

como a los procesos malignos (151).

hipotensión e hipertrigliceridem ia,

crónicas de origen viral y parasitario. así

- actúa sobre los

aumentando de este modo

adipocitos, inhibiendo al Enzima

la lipolisis, más intensamente que la

lipoproreín-lipasa

rL-1 ( ls1) .

r .3 .2.5.7

- aumenta la respuesta "in vitro" frente a antrgenos timo dependientes e
independientes' La adición de TNF-' aumenta la actividad citotóxica de macrófagos
y PMN frente a bacterias y parásitos (147,14g).

- "rn vivo" aumenta la supervivencia de ratones con distintas infecciones (151).

- Potencia la citotoxicidad de los eosinófilos (160).

su efecto antivírico parece mediado por la inducción de INF-y (i51).
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1.3.2.5.8 Otras acciones

- mlsmos efectos sobre los hepatocitos que la IL_1 (161)

- no modura los niveles de insulina ar contra¡io que ra rL-r (162,)

1,.3.2,6 INHIBIDORES

- el receptor soluble para el TNF: es un inhibido¡ fisiorógico que se ha
identificado en plasma, orina y sobrenadantes celulares (163,164).

- esteroides y otros f¿írmacos como la serotonina, histamina, adrenarina,
quinolonas, pentoxifilina, cloroquina, talidomida (165).

- catepsina G, erastasa reucocitaria y otros enzimas producidos por los pMN
activados, son capaces de degradarlo (151).

- rL-4 inhibe ra síntesis por los monocitos activados, pero no sobre ros
linfocitos activados (166).

- TcF_p (101), IL_10 (167).

Yr
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1,3.2.7 RECEPTORES:

- se han clonado dos receptores (16g), el p55(tipo I) y el p75 (tipo II).

- están codificados por genes diferentes.

respectivamente (l 69).

en los cromosomas 12 y 1

- el p75 actúa como mediador de la proliferación

implicado en los fenómenos de muerte celular (16g).

celular y el p55 estií

- ambos receptores f¡-an a ambos TNF (16g,169).

- er tipo I se encuentra en ra superficie de los LB y LT, mientras que er dpo
II está en los monocitos, aunque la mayoría de las células expresan los dos receptores.
Se han demosfado formas solubres de los dos tipos de receptores (163,164,16g).
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1.3.3 INTERLEUCNA-2

I.3.3. 1 ESTRUCTURA

LarL-2 es un péptido de peso molecular 15400 daltons, constituído por 133
aminoácidos y una unión disulfuro interna esencial. Ejerce numerosos efectos
inmunológicos, estimulando la proliferación y la producción de linfocinas por las
células T' céiulas B y células NK. La presencia de cantidades variables de
carbohidratos, resulta en formas de rL-2de mayor peso molecurar; no obstante, estos
carbohidratos no son necesarios para la actividad de la moré cura (L70_r72).

Estudios moleculares con el ADN complementario clonado de varias fuentes
humanas y otras especies, indican que hay un solo gen para rarL-2,rocalizado en er
cromosoma 4' Hay poca o ninguna homología entre la secuencia de dicha citocina y
la de otros factores de crecimiento (171 ,172).

Tras la activación de las células T, la transcripción y la raducción de novo
preceden a la secreción de la citocina. En linfocitos humanos normales estimurados
con fitohemaglutinina (pHA), el ARN* derarL-2se acumura a las 4 horas, afcanza
un miíximo a las 12 horas y después decae nípidamente. La expresión m¿íxima de la
proteína se da a las 24-48 horas postactivación, y va disminuyendo paulatinamente
para casi no detectarse a partir de los 3 días (173).
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1.3.3,2 CELULAS SECRETORAS

células T frescas aisradas, en reposo, no expresan ARN* d,e rL_Z, ni
contienen proteína rL-2. La producción de rL-2 por linfocitos T normales, requiere

que las células se activen previamente por antígenos o por activadores policlonales de

células T (r74)' otras vías de activación de linfocitos T y timocitos, como es la unión

del ligando al receptor de superficiecD2, también estimula la producción de IL-2
(175,176) ' Estudios de subpoblaciones aisladas de linfocitos y timocitos, muestran que

la producción de rL-2 en células activadas por el antígeno se dá sobre todo en las

células T cooperadoras cD4* (2a). Sin embargo, mitógenos policlonales potentes y

aloantígenos MHC de clase I, pueden estimurar a ros rinfocitos T cDg+ a que

produzcan rL-2 (26). Además, una subpoblación de LGL que comparten con el
linfocito T los receptores de membran a CD2 y cD6 y a los que se refiere como
células NK, pueden ser inducidas por lectinas como la pHA o por factores

estimulantes de colonias o INF_y, para producir IL_Z (177\.

1.3.3,3 INDUCTORES

Pa¡a la inducción y secreción delarL-2 se necesita la activación previa de las
células T con mitógenos o antígenos. para que la producción de rL-2sea máxima, se
requiere la presenüación previa del antígeno por células accesorias a los linfocitos T
(15-19,24,26).
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r.3.3.4 eccloNps slolócrces

El papel principal de larL-2 es la expansión clonar de las células T maduras.

La inducción de la proliferación linfocitaria incruye dos pasos. El primer paso es
iniciado por una señal exógena, suministrada al linfocito T quiescente por el antígeno

o el mitógeno (24,26); ello lleva a una activación parcial del linfocito T, que result¿

en un incremento del tamaño del mismo, en la inducción de la transcripción de ciertos
genes' y en el paso de la fase Go a la fase G, del ciclo celular. una segunda señal,

endógena, es necesaria para inducir progresión del ciclo celular con transición a la
fase s del ciclo y finalmente a la división celular; para este segundo paso, se necesita

la unión de la IL-2 a su recepror de ah¿ afinidad (17g_1g0).

Aunque su papel en la fisiología del sistema inmune es muy importante, sus
efectos sobre las células de otros sistemas son marginares y, desde este punto de vista.
es la menos pleiotrópica de las citocinas.

favorece sobre todo la expansión de células cDg+ citotóxicas y aumenta su
citotoxicidad; las células T cooperadoras y unas pocas líneas de células supresoras
también crecen en presencia de rL-2. Además de la capacidad de estas células
clonadas para liberar ellas mismas la rL-2, cooperan con células adherentes

histocompatibles en presencia del antígeno específico, para liberar otras linfocinas
( i81 -182) .
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l'3'3'4'2 Sobre los linfocitos B: Al igual que ocurre con las células T
activadas, los linfocitos B activados y determinadas líneas de linfoblastos B

transformados pueden también expresar el receptor de alta afinidad para la rL-Z, y a
este nivel, dicha citocina puede actuar como factor de proliferación, así como inducir

la diferenciación del linfocito B a célula productora de inmunoglobulinas

(principalmenre IgM, aunque también IeG) (1g3).

L'3'3'4'3 Sobre las células NK: LGL (con actividad NK) frescas aisladas y en

reposo' no expresan la cadena arfa det receptor derarL-2 (p55 0 antígeno Tac), pero

sí la cadena beta (p75), la cual es necesaria para que células LGL sin estimula¡

puedan responder alaIL-2. Tras la activación in vitro conIL-2,las LGL adquieren

el p55 y el receptor de alta afinidad para la dicha citocina. En este sentido, la rL-2

estimula la proliferación y aumenüa la actividad citotóxica de dichas células.

induciendo en ellas además la producción de otras citocinas como et INF_gamma (5).

l'3'3'4'4 sobre los monocitos/macrófagos: las células mieloides (precursores

macrofágicos en la médula ósea y monocitos/macrófagos periféricos), expresan

normalmente el antígeno Tac, aunque con baja densidad; lo habitual es por tanto que

expresen receptores de baja afinidad para la IL-2. sin embargo, la activación de los
macrófagos por INF-y o LPS, resulta en un incremento en Ia expresión de receptores

de alta afinidad para dicha citocina. La adición posterior de rL-2 a estas células

activadas, resulüa en la activación de los genes Tac, GM_csF y G_GSF, y también

aumenh la actividad citotóxica y tumoricida de las mismas (rg4).
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l'3'3'4.5- Sobre la red de citocinas: los linfocitos T activados por la IL-2,

pueden producir otras citocinas como el INF-y, la linfotoxi na, rL_4,IL_6, IL_3, IL_5.

GM-CSF y TGF-B (72,185,196).

Fund¿índose en los efectos mencionados,

inmunomodulador en la terapia de determinados

infecciones crónicas (186).

esta citocina se utiliza como

tumores, inmunodeficiencias e

1.3.3.5 INHIBIDORES

- corricoides (94)

- ciclosporina A (197)

- rL-4' Los efectos delarL-2 pueden amplificarse por IL-4 cuando se trata de

la proliferación de células T, pero ambas citocinas actúan antagónicamente cuando se

trata de las células NK y de los linfocitos B humanos (1gg,ig9).

- IL-10 (100)

1.3.3.6 RECEPTORES (rL_2R)

La expresión de los IL-2R es muy específica de las células implicadas en la

respuesta inmune; todos los linfocitos, sean T o B, expresan el IL:2R en algún

momento de su diferenciación o activación. Además, las células NK y las de la línea

monocito/macrófago (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 unión no covalente de los tres tipos

de cadena (190,191).

La cadena arfa (antígeno Tac) se corresponde con el marcador de

diferenciación cD25; es una glicoproteína de peso molecular 55000 daltons, que

además de en la membrana puede detectarse en forma soluble en el plasma, tras la

activación de las células T in vivo. Su papel en la transmisión de señales inducidas

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

ra cadena beta pertenece a la familia de receptores de factores

hematopoyéticos. Es una glicoproteína de 75000 daltons de peso molecular, y posee

una región rica en serina que juega un papel fundamental en la transmisión de señales

durante la proliferación (194, 195).

La cadena gamma' identificada en r992,es una glicoproteína de 64000 daltons

que también pertenece a la familia de receptores de factores hematopoyéticos. Su

expresión es necesaria para la formación de receptores de afinidad intermedia v de
alta afinidad (i91).

El IL-2R de alta afinidad contiene las tres cadenas. La afinidadl at o. 
"rt"

receptor por la IL-2 es consecuencia de su asociación rápiday de su diso[iación tenta
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a dicha citocina, y es capaz de transmitir todos los efectos biológicos inducidos por
larL-2' La expresión única de ras cadenas alfa no ffansmite ningún impulso, lo que
demuestra la necesidad de las cadenas beta y gamma pafa que exista un receptor
funcional (196)' Tras su fijación al IL-2R de alta afinidad, larL-2se interioriza y
degrada en el interior de la célula. Las etapas posteriores de la transducción, est¡ín
fundamentalmente asociadas a una acüvidad tirosín-quinasa (r7g).
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1.3.4 INTERFERON GAMMA

T.3.4.1 ESTRUCTURA

- Pese a no presentar homología con los otros dos interferones (c

distintos desde el punto de vista estructural, comparte los efectos

antiproliferarivo (197).

Y 9), muy

antiviral y

- Su función principal es la de mediador del sistema inmunitario.

profundos efectos inmunomoduladores e inflamatorios (197).

- Est¿í codificado por un solo gen,

menores de Pm 20 y 25 Kd y otra mayor,

punto de visra biológico (199).

y el aniílisis en SDS-pAGE da dos bandas

de 45 Kd, todas ellas funcionales desde ei

minutos) y

aunque su

- Es muy lábil a pH 2, propiedad usada a menudo para identificarro (rg7).

- Tras la inducción, la aparición der ARNm es muy rápida(30_60

el nivel miíximo de transcripción se obtiene entre ras 6 y las 1g horas.

secreción es más lenta (19g).

A -
+ t
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I .3.4.2 CÉLULAS SECRETORAS

- A diferencia de los otros interferones, que pueden producirse por múltiples

céluias del organismo, la síntesis de INF-y está limitada a LT activados y a células

NK (199).

- Entre los LT, lo producen tanto los CD4* como los CD8* tras la

activación por aloantígenos o mitógenos, mientras que los antígenos solubles estimulan

preferentemente su producción por los CD4+, y dentro de ellos por los TH tipo I

(I93,194). Los LT de memoria producen más cantidad y más nípidamente INF-y que

las no sensibilizadas; la síntesis depende de la producción previa de IL-1 por las

células accesorias, e IL-2 por las células T auxiliares, lo que a su vez lleva a la

producción de INF-y que amplifica la secreción de IL-l (200).

- Las células NK sin embargo, solo requieren una señal para producir el INF-

Y: un mitógeno, un éster de forbol o una citocina, especialmente la IL-2 ylo laIL-L2

(200,201).

- Otras células 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 embrión de cerdo, en el momento de su implantación en la mucosa

uterina (202).
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1.3.4.3 INDUCTORES

Para la inducción y secreción del INF-y se necesita

mitógenos o antígenos, junto con ra producción simultiínea de IL_1

2 por los LT (199,200).

la activación con

por las APC, e IL-

1.3.4,4 ACCIONES BIOLÓGICAS

Las relaciones entre inmunidad mediada por anticuerpos e inmunidad celular,
y la resistencia o susceptibilidad a ciertas infecciones, pueden explicarse por la acción
de los distintos subtipos de células TH, que se caracterizan por los diferentes patrones
de producción de citocinas (1s5). En el hombre, la mayoría de los LT cD4+ ,,naive,,

obtenidos de donantes sanos' tras la primera activación solo son capaces de producir
inicialmente lL-2' Tras varios días de activación, se transforman en THg y pueden
producir simurtáneamente INF-y, rL-z,rL-3,IL-4, IL-5, rL-6,rL_g,TNF, GM_CSF,
L-10 e rL-r2 o combinaciones de varias de elras (203). Sin embargo, rras
exposiciones prolongadas at antígeno y dependiendo del antígeno con el que estas
células hayan sido estimuladas (no estií claro si las THO contienen precursores

comprometidos de THI y THz), las THO se convertirán en TH dpo I secretoras
fundamenhlmente de rL-2 e INF-' y que mediar¡ín sobre todo respuestas de
inmunidad celular, o en TH tipo II, secretoras fundamentalmente de rL_4e IL_rg y
que mediariín respuestas mediadas por anticuerpos. De este modo las THl y THZ
representan crones terminalmente diferenciados (i g5, 1 gg,203).
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se ha comprobado que er INF-1, inhibe la proliferación de TH2 (ypor tanto
de las citocinas que estos producen) pero no de THl. por tanto, Ia mayoría de células
esplénicas seleccionadas en presencia de INF-y son THl y, además, ra presencia de
dicha citocina durante la respuesta inmune debe resultar en la expansión preferente
de linfocitos THl (204).

Induce un estado antiviral que comparte con otros interfe¡ones, y que protege
a las células contra la mayor parte de los virus (lg7,Igg,20S\.

También ejerce una acción de inhibición de la proliferación celular (función
compartida con otros INF) y del crecimiento de tumores. pueden aumentiar o inhibir
la diferenciación cerular, dependiendo der tipo de célula y de ra dosis de INF
(r99,205).

Posée efecto inmunomodulador: actúa sobre las células del Sistema Inmune,
estimul¿índolas para sintetizar mediadores, molécuras de superñcie, etc, desempeñando
con ello un importante papel en las defensas del huésped (205-207). su efecto es
pleiotrópico, ar igual que ra IL-l y er TNF, y del mismo modo que éstas, es también
una citocina de la inflamación, aunque se segrega más tardíamente (206-209).

Puede actuar aumenhndo o disminuyendo ra inmunidad celular y humorar,
dependiendo de la dosis y del momento de administración a las células. ,,rn vitro,,. la
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adición de artas dosis de INF-y a ras céluras antes de ponerras a cultivff, o
simultiíneamente, suprime ia proliferación linfocitaria y la producción de anticuerpos,

mientras que bajas dosis de INF o la adición tardía a las células en cultivo, aumenta
la proliferación linfocitaria y la producción de anticuerpos. Los mecanismos por ros
cuales el INF-y puede aumenta¡ la inmunidad celular y humoral son los siguientes
(205-209,210,211):

- aumento de la expresión de MHC ripo II en los LB (2lI).

- induce selectivamente la producción de IgG2a e inhibe otros isotipos

(especialmenre la IgE) en los LB (21D.

- aumenta la expresión de IL-2R en LTH (especialmente THl), así como

la secreción de IL-2. Del mismo modo, aumenüa la actividad de los LT
cD8+ citotóxicos, jugando un papel fundamental en la activación de los
linfocitos infiltradores de tumor (TIL) (210),

- aumenüa la expresión de moléculas MHC tipo I en las células diana de

los LTc, lo que favorece el reconocimiento (210\.

- favorece la producción de otras citocinas, como la IL-i, TNF e rL-2
por parte de LT y LB (210,211).
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1.3.3.4.2 Sobre las células NK

Aumenh la actividad NK de ras LGL, así como de las LAK. Sin embargo, y
paradójicamente, el pretratamiento de algunos tumores con INF in vifio, los hizo
menos sensibles a ra acción de ras NK, lo cuar refleja la enorme complejidad de
acciones del INF en el Sistema Inmune (201,207_209).

1 .3 .4 .4 .3

Es un factor activador e inhibidor de la migración de ios macrófagos,
aumentando sus funciones bactericida y fumoricida así como sus funciones accesorias;
digamos que prepara a los macrófagos para que puedan lleva¡ a cabo las reacciones
de inflamación crónica o hipersensibilidad retardada,que los hace más eficaces en la
eliminación de tumores y de bacterias y parásitos de crecimiento no soro extra sino
también "intracerular"; todo ello de la siguiente manera (212\:

_ aumenta

inmunoglobulinas,

expresión de receptores para la porción Fc de las
que se faduce en un aumento de la fagocitosis de

rnmunocomplejos y en una capacidad aumentada de lisar bacterias, parásitos y céluras
tumorales revestidas de anticuerpos (ADCC); por tanto aumentan también su
capacidad citotóxica (212),

la

lo
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- aumenta la expresión de MHC tipo II en la membrana de los macrófagos,

e incluso induce la expresión "de novo". Ello se traduce en un aumento de las

funciones accesorias del macrófago (presentación antigénica), que le permite activar

LT más eficazmenre (212,213).

- aumenüa la expresión de receptores de IL-2 dealta afinidad en la membrana

del macrófago, lo cual favorecerá el que estos macrófagos, si existe lL-2 enel medio.

vean aumentada su capacidad tumoricida (212,213).

- induce la secreción por parte del macrófago de otras citocinas, como IL-1.

IL-6, TNF, así como de moléculas del complemento y prostaglandinas; también

aumenta la expresión de moléculas de adhesión (212,213).

- uno de los mecanismos que intervienen en la eliminación de los gérmenes

intracelulares es la destrucción del triptófano constitutivo de dichos gérmenes,

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

I.3.4.4.4 Sobre los pMN

Actúa de modo similar a como lo hace en los

fagocitosis y la citotoxicidad (209,214\.

macrófagos, aumentando la
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1.3.4.4.5 Sobre la red de citocinas:

- es antagónico de la rL-4. El tratamiento de monocitos de sangre periférica
con INF-y' inhibe la expresión del receptor de baja afinidad para el fragmento Fc de
la IgE, cuya síntesis se induce por laIL_4 (204).

- en los macrófagos, aumenta la síntesis de IL-l inducida por LpS (2r5).

- actúa sinérgicamente con la IL-l para inducir la sÍntesis de TNF_a por ros
astrocitos (122).

- actúa sinérgicamente con el TNF-a en Ia actividad antivírica frente a algunos
virus (151).

- es antagónico de la IL_10 (216)

- favorece la producción de IL-r e rL-2 pormacrófagos, LT y LB (206,215\.

1.3.4.5 INHIBIDORES

- corticoides (217)

- ciclosporina A (1g7)

- IL-4 e IL-10 (100)
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- er humano recién nacido tiene disminuida su capacidad para sintetizar INF_v
(200).

- el recepror soluble (dominio extracelula¡) del INF_y (2Ig).

1.3.4.6 RECEPTORES

- Se trata de una gricoproteína específica de especie, de pm g0 Kd, que dene
un gran dominioextracelular (228 aminoácidos), uno transmembrana e3 aminaácidos)
y un dominio intracelular (22r aminoácidos), y cuyo gen estructural se haila en el
cromosoma 6 (219)' Para que el receptor sea funcionante, se requiere la presencia de
al menos dos componentes: la proteína descrita, junto con una proteína accesoria
codificada por un gen del cromosoma 21; esta última proteína es un factor transductor
de señales, que también actúa de modo específico de especie (2rg_220\.

- el dominio extracelular se estií probando en forma soruble como antagonista
del INF-y (en lugar de los AcMo) (2iS).
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1.3.5 INTERLEUCINA 4

1.3.5. i ESTRUCTURA

- Glicoproteína de r53 aminoácidos, que incluye un péptido señar de 24

aminoácidos (221).

- Se han aislado tres variantes de 15, 1g y 19 Kd (222).

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

3 puentes disulfuro cuya integridad es indispensable para la acción biológica

(221,222).

- su estructura se compone de 4 grandes héiices alfu, y la sustitución de la
tirosina 124 por ácido aspiírtico gene¡a una antagonista de la rL-4de fuerte afinidad
(223).

1.3.5 .2 CÉLULAS SECRETORAS

- Subpoblaciones de LT cooperadores (TH0 y TH2) (1g5,rgg,203).

- Línea mastocitos/basófilos (224).

- Grupo de células cD8+;rarL-4 sería en este caso la responsable de ras

propiedades supresoras de esta pobiación (225).
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1.3.5.3 INDUCTORES

- Estimulación inespecífica (mitógenos) y específica (antrgenos, especialmente

alergenos) (226).

- rL-2 (188,189).

- Ia propia IL-  e27).

T.3.5.4 ACCTONES BIOLÓGICAS

Recordemos que ros linfocitos TH tipo 2, se asocian con la producción de
anticuerpos y con la alergia (226). Las citocinas segregadas por los TH tipo 2son IL-
3, rL-4, IL-5, IL-6, rL-g, IL-10, TNF-c, GM-csF (rgs). una característica
importante de los THl y TH2 es su capacidad para inhibi¡se recíprocamente y esta
inhibición se manifiesta a nivel de las células efectoras activadas por estas distintas
subpoblaciones como, por ejempro, ra inhibición por el INF-y de la producción de
IgE inducida por rL-4 o la inhibición por IL-4 de la proliferación linfocit¿ria inducida
por la rL-z (203); es más, los efectos inhibidores se manifiestan a nivel de las propias
subpoblaciones: INF-y inhibe la proliferación de las TH2, mientras que IL_4 e IL_10
inhiben la producción de INF-y por las THl. Se conocen mar ros mecanismos que
controlan el desarrollo de las THl y TH2, pero parece que INF-y erL-4iuegan un
papel crucial en el desa¡rolto de las respectivas subpoblaciones; para ello, la rL-4
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puede ser producida por ras céluras de ra línea mastocitos/basófiros, y el INF_y por
las células NK (204).

La respuesta inmune normal se caracteri za por un equilibrio tre los tipos de
respuesta TH1 y TH2. Elpredominio de THI se traducirá en inflamatorios
crónicos (hipersensibiiidad retardada), mientras que er de las TH2

mediante fenómenos arérgicos e hipergammagloburinemias (1g5).

IÁ IL-4 está dotada de numerosas propiedades biológicas, lo ue concuerda
con la existencia de receptores específicos sobre prácticamente

celulares. una gran parte de los efectos biológicos derarL-4pueden

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

se manifesta¡á

los tipos

también

I.3.5.4.1 Sobre los LT y las células NK

- en coestimulación con un mitógeno, induce ra proliferación los timocitos,
LT maduros y cérulas NK; actúa por tanto como comitógeno (22r,2 ,229).

maduración de los timocitos, induciendo ra desaparición de

y la aparición de CD4+CD8_ y de CD4_CDS+ (225_Z2g).

- parece capaz de inducir la diferenciación de las células CD4+ THO
(productoras de IL-2, IL-4 e INF-') en cD4* TH2, con aumento en ra secreción de
las citocinas características de estas células (203,204,229).

- interviene en la

las células CD4+CD8+

s8
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- aumenta la citotoxicidad en LT CD8+ activados, y estimula el desarrollo de

células citotóxicas específicas para células alogénicas o infectadas por virus (230).

1.3.5.4.2- Sobre los LB

- Favorece la linfopoyesis B: estimula la proliferación de las células pro-B

murinas e inhibe el crecimiento de los progenitores B más diferenciados (lg9);

también inhibe la proliferación espontiínea de las células de la leucemia asuda

linfoblástica del tipo pre-B (231).

- Activación de células B en reposo: aumenta el volumen de las mismas,

aunque sin inducir la síntesis de ADN, y modifica de forma importante la expresión

de antígenos de superficie; aumenta especialmente la expresión de IgM y la del

antígeno cD23 (recepror de baja afinidad para er Fc de ra IgE y rigando del cD2r).

También aumenta la expresión de los antígenos CD40 y B7IBB1, que representan los

receptores para dos moléculas expresadas específicamente en los LT (el ligando de

CD40 y el CD28), así como la expresión de moléculas DR. Lógicamente, estos

efectos de IL-4 van a favorecer la interacción LT/LB; así por ejemplo, el aumento de

la IgM y eI cD23 permiten una mejor captación de los antígenos, libres o formando

parte de inmunocomplejos respectivamente; el aumento de B7IBB1 favorecerá la unión

al cD28 del LT, y el aumento de DR incrementará su capacidad como Apc (lg9).

- Proliferación de LB activados: induce

coestimulados o preactivados con anticuerpos anti

la proliferación de los LB

IgM; actúa por tanto como
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comitógeno. Curiosamente, no es capaz de inducir la

estimuladas por células T activadas, e incluso puede

células B inducida por IL-2; parece ser que en este

expresión de CD25 (199).

proliferación de las células B

bloquear la proliferación de

caso actuaría bloqueando la

- Favorece la transformación de los LB a plasmocitos; en el ratón los induce
a producir IgGl e IgE, mientras que en el humano los induce a producir IgG4 e IgE,
y disminuye la producción de IgG2b e IgG3 (232,233\.

1.3 .5 .4 .3

- Estimula la Hematopoyesis, favoreciendo la proliferación y diferenciación de
los progenitores granulocíticos dependientes de G-GSF (224).

- En combinación con la rL-3, y ra IL-5, juega un paper importante en ra
generación de eosinófilos y de los basófilos/mastocitos. sobre los eosinófilos maduros,
actúa aumentando la expresión de cD23 e inhibiendo Ia expresión de receptores para
la IgG (234)' La administración conjunta de anticuerpos anti rL-4 eIL-3, se traduce
en la desaparición de basófilos y mastocitos y en una mayor predisposición a
infecciones por nemáto dos (223,235).

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

. inhibe la producción de citocinas proinflamatorias (IL-1, IL_6, TNF, IL_

8, GM-CSF, INF-y) y de PGE2 e iones superóxido, y estimula la producción de IL-

lRa, al igual que el resto de citocinas antinflamatorias. También inhibe la adhesión

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

- Sobre los neutrófilos estimula la fagocitosis y la actividad metabólica

respiratoria (236).

1.3.5.5 INHIBIDORES

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

- Citocinas THI (204).

1.3.5.6 RECEPTORES

- Es de alta afinidad (97 Kd), y se expresa en escaso número (de 100 a 1000)

sobre prácticamente todos los tipos celuiares (23g).

- Presenta homología significativa con los dominios extracelulares de IL-2. IL-

3, rL-s, rL-6, rL-7, rL-9, G-csF, cM-csF, STH y eritropoyetina (superfamlia de

las hemopoyetinas) (238).

- Hay otros dos polípéptidos de 65-70 y 75-g0 Kd, que no intervienen en la
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fijación de la IL-4, pero podrían intervenir en la transducción de señales (23g).

- como muchas otras hormonas peptídicas, IL-4 se internaliza tras fijarse al
receptor y se degrada (239).
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1.3.6 INTERLEUCINA rO

1.3.6.1 ESTRUCTURA

- se designó inicialmente como cSIF o factor inhibidor de la síntesis de
citocinas producidas por los LTH tipo I (23g).

- Se comprobó más tarde que realizaba otras dos actividades, que eran la de
coestimular a los timocitos (240) y a los mastocitos; con respecto a estos últimos. su
accién se distinguía de la ejercida por IL_3 e IL_4 (241).

Glicoproreína de 178 aminoácidos y pm de lg Kd (23g).

- una proteína producida por un gen del virus de Epstein_Barr (EBV), el
BCRF1' ha mostrado una fuefie homología en su estructura con la 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 habría sido capturado por el virus. por eso se ha
llamado a su producto IL-10v (242).

- Especificidad de especie: la IL-10 murina no tiene efecto sobre los linfocitos

humanos' pese a presentar ambas una homología en su estructura del 73vo. sin
embargo, la IL-10 humana y la IL-10v sí son capaces de inhibir la síntesis de
citocinas tanto de los clones THl murinos, como de las céiulas mononucleares de
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sangre periférica (pBMNc) humanas (242,243).

1. .3 .6 .2

- En humanos, rinfocitos THO y TH tipo II activados previamente por pMA

y anticuerpos anti-cD3 (243),asícomo ciertas líneas linfocitarias B transformadas por
el EBV (244), en argún linfoma B (240), en cierras ríneas masrocitari as (24r) y en
células del sMM estimuladas por Lps (167,245). Los LB CD5+ son también unos
potentes productore s eae.

- En murinos, clones TH2 activados por concanavalina

clon TH2 sin estimular, así como constitutivamente en todos

monocitos/macrófagos estimulados por LpS (242,243\.

1.3.6.3 ACCIONES BIOLÓGICAS

1.3.6.3. r

A (ConA) y en algún

los l in fomasByen

- rnhibición de la sÍntesis de citocinas monocito/macrófago dependientes
por PBMNc, NK y clones THl:

... Inhibición intensa de ra producción de INF_y, GM_csF, TNF_a y TI.[F_p
en PBMNc estimuladas con PHA, anti-cD3 orL-2. Dicha inhibición se observa ,unrc
en clones THl murinos como en PBMNc humanas y es ejercida tanto a nivel de la
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proteína como del ARNm (242,243). Ello no se debe a un efecto directo de la IL-10

sobre las células efectoras, sino a la inhibición de la función presentadora de los
monocitos/macrófagos (2a\. si las células presentadoras son LB esplénicos

purificados en vez de los monocitos, la producción de las citocinas no se ve afectada
(lo mismo ocurre en líneas B ransformadas por el EBv) (243). El fallo no está a

nivel del procesamiento antigénico, puesto que si los clones THI se estimulan con la
enterotoxina B der Estafilococo Aureo que se comporta como un superantrgeno y por

ianto no necesita procesamiento, la inhibición de las citocinas por la IL-10 se sigue
dando (247)- El fallo radica a nivel de la presenüación, y es posible que al menos
parcialmente elio sea debido a la fuerte disminución de la expresión de MHC clase
II sobre la superficie de los monocitos, por acción de la IL-10; esta citocina además,
vuelve refractarios a los macrófagos a la expresión de MHC tipo II inducida por IL-4
e INF-1 Q48).

" Se observan resulta'dos simila¡es en NK estimuladas con células accesorias
(monocitos purificados) másrL-2, en cuanto a la inhibición en la síntesis de INF-y
por dichas NK' sin embargo, la IL-10 no es capaz de inhibir la síntesis del INF por
células NK estimuladas con IL-2 sin la presencia de monocitos. por ranto, el modo
de actuar de la IL-10 en este caso sería el mismo que en el caso de los TH.I (24g).

- rnhibición de Ia proriferación inducida por mitógenos
(monocito/macrófago dependiente) de LTIIO, THI y TflI2 enhumanos y de THl
en ratones:
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El efecto inhibidor sobre la función APC de los macrófagos por la IL-10,

descrito anteriormente' no se limita a la presentación del antígeno específico, sino que

afecta igualmente a la respuesta proliferativa de los LT inducida por mitógenos (pHA,

conA) o anti-cD3. La supresión afecta tanto a los cD4 como a los cDg, y soro se

observa si las células T purificadas se cultivan en presencia de macrófagos, no

observ¿índose ningún efecto inhibidor si el cultivo es con LB activados, células

dendríticas o fibrobtastos como APCs. Por tanto, el efecto inhibidor es específico

sobre el macrófago y no sobre las células efectoras. La IL-10 pues, más que impedir

la proliferación, previene la presentación y con ello la activación de las células

efectoras' Dicha inhibición es solo parcialmente ¡evertida si se añaden al medio altas

concentraciones de IL-2, lo cual sugiere que la causa de la disminución de la

proliferación no es simplemente una baja producción de rL-z (250).

- rnhibicidn de la fonnación de LT citotóxicos aloespecÍficos en cultivos

mixtos de linfocitos: no esüí claro si la IL-10 inhibe directamente a la generación de

LT cD8+ citotóxicos, o si por el contrario afecta a ra activación de los LT cD4+,

necesarios para la generación de los CDg citotóxicos (100).

- sobre ros monocitos/macrófagos, además de inhibir

presentadora de antígeno y ra expresión de MHC tipo rr, va a

siguientes efectos¡

la funcirín

ejercer los

66

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

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



" ' Inhibición de la síntesis de citocinas por macrófagos murinos peritoneales,

líneas de macrófagos y monocitos humanos, estimulados con Lps, INF_y o Lps

mas INF-y: IL-10 inhibe la producción de IL-1, IL-6, IL-g, GM_csF, G_csF y TNF

(7w,167,245)' Si se añade al cultivo anticuerpos anti IL-10 neutralizantes, se da un

aumento importante de todas estas citocinas en el medio, así como un aumento en la

expresión de MHC tipo II (L67). Es interesante resaltar que IL-10 no suprime

completamente la síntesis proteica de los macrófagos, pues no tiene efecto sobre TGF-

P (167), y que regula positivamente la expresión de IL-1Ra, al igual que la mayoría

de citocinas antiinflamatorias (100).

.. Inhibición de peróxido de hidrógeno (Hzo2) y de óxido nírrico (No) por

los macrófagos activados (100,25 1).

' Inhibición de la capacidad citocida de los macrófagos sobre patógenos intra

y extracelulares (Toxoplasma, Leishmania, Schistosoma) ( I 00).

r .3 .6.3.2

.... Modificación en la morfoiogía y en

expresión de CDl l abc, CDlg, CD54, CD5g, ni

VLA-5), en monocitos cultivados (24g).

la adhesión, aunque no altera la

antígenos muy tardíos (VLA-4 v

- Aumenta la expresión de moleculas

los macrófagos) (100,252).que en
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- Aument¿ la viabilidad de los LB (253\

- Aumenta la proliferación de LB activados con

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

IL-2 (no en reposo) , y la

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

timocitos (240,255).

- Factor coestimurante en la diferenciación y proliferación de LT

citotóxicos: solo en presencia deIL-2 (256).

CD8+

- Actúa como factor coestimulante (con IL-3 e IL-4) en el crecimiento v
proliferación de los mastocitos (241).

1.3 .6 .3 .3

- r'a' elevación 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 capazdirectamente de proteger
de la muerte a ratones con shock endotóxico (257).

- La administración de

deplección de células B CD5+.

anttcuerpos anti IL_10 a ratones, produce una

Parece ser que dicha población, por otro lado
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numéricamente muy pequeña y aún bastante desconocida, podría ejercer las siguientes
funciones en el sistema inmune:

... Inmunidad antibacteriana

" Aclaramiento de debris celulares, como ros hematíes senescentes

' Modulación del repertorio de anticuerpos durante el desarroto

Todo elro sugiere un posible papel de ra IL-10 como incremenhdora de la
inmunidad anti-bacteriana mediada por anticuerpos (257).

T.3.6.4 INHIBIDORES

- INF-y (258).

1.3.6.5 RECEPTORES

El receptor pa-ra la IL-10 ha sido recientemente caracterizado. Er gen
codificador del receptor para dicha citocina, se halla localizado en el cromosoma 11
(zsr).
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1.4. LA RESPTIESTA INMI.INE

Hay dos niveles de defensa contra la invasión por agentes externos: la

inmunidad innata o inespecífica, y la inmunidad específica (adaptativa o adquirida).

La diferencia principal entre las dos estriba en la especificid ad y la memoria

inmunológica, 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 inespecífica

(barreras cut-¿ínea y mucosas, lisozima y otros enzimas, proteínas de fase aguda,

fagocitos, células NK y Complemento). Estos pueden ser suficientes para prevenir la

enfermedad, pero, si no es así, entonces se activa además el sistema inmunitario

adaptativo o específico (linfocitos T, linfocitos B y anticuerpos), que permite la

recuperación de la enfermedad y establece una memoria inmunológica específica; se

dice entonces que el individuo ha adquirido inmunidad contra el agente infeccioso

(38).

Es obvio que ambos tipos de inmunidad, la innata y la adquirida, no actúan

separada ni secuencialmente, sino en íntima ¡elación. Por ejemplo, los anticuerpos

producidos por los linfocitos ayudan a que los fagocitos reconozcan sus dianas.

Después de la activación clonal por el antígeno, los LT producen linfocinas que

estimulan a los fagocitos para destruir con mayor efectividad los agentes infecciosos.

Los macrófagos, a su vez, ayudan a los linfocitos transportando el antígeno desde la
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periferia hasta los gangiios linfáticos y otros órganos rinfoides, donde es presentado
a esos linfocitos en una forma que puedan reconocer (1,3g).

Las respuestas frente a la mayoría de ros inmunógenos requieren pues er
procesamiento previo de dicho inmunógeno por la célula encargada de presentarro a
los linfocitos T, y la expresión uiterior del mismo en la superficie celular, junto a
otras morécuras también de membrana, que se agrupan bajo er nombre de Sistema
Mayor de Histocompatibilidad o MHC, y desempeñan un paper fundamental en Ia
distinción entre lo propio y lo no propio, ya que cualquier antígeno es reconocido por
el receptor de las células T sólo cuando éste les es presentado en conjunción con
moléculas MHc' ros genes que codifican estas moléculas se clasifican en clase I. II
y I I I , yseha l lanene lbrazocor tode lc Iomosoma6(38) .@

penenecen a la familia del "supergen de las inmunoglobuiinas,,. Esta familia codifica
una amplia variedad de moleculas de la superficie celular, que abarca también a las
inmunoglobulinas, al TCR, al cD4 y al cDg (25g). Las moléculas de clase r
incluyen los genes HLA-A, HLA-B y HLA-C, y se encuenffan presentes en Ia
superficie de todas las células del organismo. Las moléculas de clase rr incl,uyen a
los genes HLA-DR, HLA-D', y HLA-De, y sólo se expresan en células del SI.
especialmenteenmacrófagosylinfocitosB(259).@codifican

a los componentes C2 y C4 de la vía

(Properdina) de la vía albrna, al TNF_a y

Q6U.

clásica del Complemento, al Factor B

F, y alos enzimas 2l-hidroxiiasa A y B
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1.4 .1

Los linfocitos T cooperadores (cD4+) son los principales orquesüadores de
la respuesta inmune porque su ayuda es necesaria para la activación de las células
efectoras principales de esta respuesta, es decir, los linfocitos T citotóxicos (CDg*)

y los linfocitos B productores de anticuetpos (1,38). También media la respuesta de
hipersensibilidad retardada, útil sobre todo frente a la infección por parásitos
intracelulares como la tuberculosis, y frente a algunos virus (261).

La activación de los linfocitos T cooperado¡es ocurre tempranamente en el
curso de la respuesta inmune, y requiere al menos dos señales. una primera señal
proviene de la unión del receptor para el antígeno del linfocito T con el complejo
antígeno-MHC de clase II de la célula presentadora (sistema monocito/macrófago)

(262) ' La segunda señal deriva de la IL- 1, una citocina producida por ia Apc activada
cuya principal función es la de inicia¡ la respuesta inmune. Estas dos señales juntas
inducen la expresión de receptores para otra linfocina, la rL-2, asícomo la producción

de la propiarL-2 (57)' raprincipal función delarL-zes la de amplificar la respuesta
iniciada por el conüacto del linfocito T cooperador con la Apc. Ello lo va a llevar a
cabo induciendo el crecimiento y la activación de las células que expresen receptores
para la rL-2, incluyendo ras propias céluras T cooperadoras (65), que son ras que
principalmente la producen (efecto autocatalítico), los linfocitos T citotóxicos
(181,182) y las células NK (5). Estas céruras activadas por ra IL-2 son capaces de
producir a su vez otras citocinas como factores de crecimiento y diferenciación de los
linfocitos B (IL-4, IL-5, IL-6), factores hemaropoyéticos (IL-3, GM_csF) que
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estimulan la producción en medula ósea de nuevas células inmunes mieloides que

pasan a la circulación, o INF-y (72,195,196). El INF-y (secretado por rinfocitos T

y células NK) tiene, entre otras funciones, la de aumentar la actividad de las propias

células NK (201), aumentar la expresión de receptores de alta afinidad para la IL-2

en células del SMM, aumenhr el número de moleculas MHC de clase II y de

receptores para Fc y Complemento en la membrana de células del sistema

mononuclear fagocítico (SMF) (212,213), y aumentar los MHC de clase I de cétulas

diana de los linfocitos T citotóxicos (209). Todo ello se traduce en un incremenro

final en la actividad de las NK, de los LTc y de las funciones principales de las

células del SMM (fagocítica-bactericida, preseniadora de antígeno, tumoricida) (3g);

estas células macrofágicas, reclutadas y potenciadas enormemente en sus funciones

por la actívación inicial de los linfocitos T cooperadores, serán las principales células

efectoras que medien las respuestas de hipersensibilidad retardada (inflamación

crónica) (263)' Los macrófagos que van siendo reclutados al foco inflamatorio

presentan el antígeno a otros linfocitos T cooperadores, y segregan más IL-1 y otras

citocinas como el rNF-c, perpetuando la respuesta (r,3g). Ambas citocinas, apane

de inducir la formación de rL-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 síntomas y signos del

proceso inflamatorio' como son el aumento de las proteínas de fase aguda por los

hepatocitos, la neutrofiiia y la fiebre. Sus efectos en ce¡ebro aparte de la fiebre, son

fundamentalmente somnolencia, anorexia y aumento de la secreción hipotalámica de

cRF, con el consiguiente estímulo del eje hipófiso-suprarrenar y aumento de

esteroides (154).
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1.4.2 La activación de los linfocitos T citotóxicos

Requiere, al igual que los T cooperadores, dos señales de activación. Una

proviene de la interacción del receptor del linfocito T con el complejo antígeno-MHC

de clase I presente en la membrana de la célula diana (célula infectada por virus,

célula tumoral o injerto de tejido extraño) Q64). La segunda señal la proporciona la

IL-2 producida por el rinfocito T cooperador activado (1g1,1g2).

El linfocito T citotóxico activado liberará entonces sus citotoxinas, que son las

encargadas de eliminar a la célula diana (3g).

1.4.3 La activación de los linfocitos B

La producción de anticuerpos requiere, por un lado, la activación de ros

linfocitos B (265), y por otro su dife¡enciación en células plasmáticas, que ser¿ín las
que secreten las inmunoglobulinas (266,267). Mientras el linfocito T cooperador es

activado por un antígeno concreto, los LB específicos para ese mismo antígeno lo
reconocen a través de sus receptores de membrana (inmunoglobulinas de superficie).

La unión con el antígeno es seguida de la internalización receptor-antígeno, y ello

constituye la primera señal en la activación; sin embargo es insuficiente, por io que

la activación completa y posterior diferenciación a célula plasmática es pioporcionada

por los linfocitos T cooperadores a través de la secreción de factores de crecimiento

(268) y diferenciación de LB (269-270\.
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Los LB también pueden actuar como

antígeno, éste es procesado y expresado en la

moleculas MHC de clase lI (27t).

APC. Para ello, tras internalizar el

superficie de la membrana iunto con

1.4.4 La activación de los Linfocitos T Supresores

No estií tan claramente definida como en el caso de los T cooperadores o los T

citotóxicos. A1 contrario que ellos, numerosos hallazgos sugieren que algunas

poblaciones de Linfocitos T supresores son capaces de reconocer antígenos nativos,

sin necesidad de que éstos sean procesados por la Apc. Sin embargo, otras

poblaciones serían MHC-restrictas, al igual que los T cooperadores o T citotóxicos.

Ejercen su acción a través de Factores Supresores, que parecen ser capaces de

sustituir a las propias células en su función supresora específica de antígeno. Al igual

que los LT cooperadores, su misión 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

vías generales: o bien ejerciendo una acción directa negativa sobre las propias células

efectoras del sistema inmune, o bien inhibiendo la función de las células T

cooperadoras, que de esta manera no pueden desempeñar su función estimuladora de

células efectoras (38).
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1.5. MODIFTCACIÓN DE LA RESPUESTA INMTINE. INMTNOSUPRESORES

E INMUNOMODULADORES.

1 . 5. 1 IT{NII.INOSUPRESORES.

El crecimiento de la Inmunología clínica ha puesto al descubierto un número

creciente de enfermedades que son debidas a respuesüas inmunes aberrantes. Ello ha

resultado en la búsqueda de drogas capaces de inhibir esas respuestas no deseadas. A

lo largo de las dos pasadas décadas, se han hecho considerables progresos en la

identificación de un grupo de compuestos capaces de alcan zar t)na inhibición no

especffica de la respuesta inmune (27D.

1.5. 1. 1 Corticosteroides

Las hormonas esteroideas glucocorticoideas son ampliamente usadas para

suprimir de modo eftcaz las manifestaciones de numerosas reacciones inflamatorias

e inmunes' Las actividades antiinflamatorias e inmunosupresoras de los

corticosteroides pueden agruparse en tres categorías: el efecto de estas drogas en la

circulación leucocitaria, su capacidad para alterar funciones celulares específicas y

otra miscel¿ínea de actividades antiinflamatorias (273\.

Tras la administración intravenosa de una sola inyección de glucocorticoides.

se produce un rrípido aumento en el número de neutrófilos y una disminución
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concomitante del número total de linfocitos, monocitos, eosinófilos y basófilos; los

cambios m¿íximos se observan a las 4-6 ho¡as de la inyec ción, y al cabo de 24 horas

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

La neutrofilia resultante de la administ¡ación esteroidea, parece ser debida al

menos a dos actividades distintas: liberación de neutrófilos maduros desde la reserva

en la médula ósea, y disminución del paso de los neutrófilos desde los espacios

intravascul¿Ires a los exudados inflamatorios. Ello se traduce en un incremento en la

vida media de los neutrófilos circulantes. Las actividades de los neutrofilos como la

quimiotaxis y la liberación de enzimas lisosómicos, no se ven afectadas por los

esteroides; sin embargo, la liberación de enzimas proteolíticas no lisosómicas como

la colagenasa y el activador del plasminógeno, sí disminuyen por la acción de los

esteroides (274).

El número de eosinóñlos y de basófilos circulantes, también se reduce a causa

de la redistribución (275).

La reducción en el número de linfocitos ci¡culantes, resulüa del secuestro de

las células linfoides en los tejidos linfoides, incluyendo la propia médula ósea. El

número total de linfocitos T circulantes disminuye marcadamente, mientras que la

reducción del número de linfocitos B es solo moderada; el número de células no T

no B, no sufre ningún cambio. Entre las subpoblaciones de linfocitos T, el número

de células cD4+ se reduce en un mayor grado que ei número de células CDg+. Las

actividades de los linfocitos T se alteran considerablemente; así, los esteroides inhiben
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la respuesta linfoproliferativa in vitro, en parte debido a una lesión en la síntesis y

secreción de interleucina-2, que más probablemente es el resultado indirecto de una
producción suprimida de la IL-1 por los monocitos. La expresión del receptor de IL-2
no se ve afect¿da (276). Los corticosteroides pueden también bloquear la progresión

de los linfocitos estimulados por PHA a través del ciclo mitótico, inhibiendo la

entrada de células en la fase G' del ciclo, y parando la progresión 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 administración, 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
(e4).

uno de ros cambios importantes inducidos por ros esteroides, es una
monocitopenia pronunciada. La cuenta de monocitos frecuentemente cae por debajo
de 50 célulasi ¡r,l y ello se ha postulado como de m¿íxima importancia en la capacidad

de los esteroides para mediar su actividad antiinflamatoria (275). Los esteroides
producen numerosos cambios en las funciones del moriocito-macrófago; así, son
capaces de suprimir la actividad bactericida de dichas células fagocíticas,
traduciéndose ello en una mayor susceptibilidad a determinadas infecciones. También
interfieren en la función de presentación del antígeno de dichas células. otros efectos
inciuyen un daño en la migración del monocito en respuesta a factores quimioüicticos,

una respuestia disminuída al factor de inhibición (MIF), un broqueo de ra
diferenciación de los monocitos a macrófagos, y una supresión de la capacidad de los
monocitos para expresar receptores para er Fc y receptores para el complemento, ro
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cual puede contribuir al daño de Ia actividad fagocít ica (274). Suprimen igualmente
la capacidad de las células reticuloendoteliales para fagocitar antígenos revestidos de
anticuerpos, probabremente a causa de ra disminución de ra unión de ros
inmunocomplejos a ros receptores de membrana para er Fc y el c3b, cuya expresión
se halla disminuída por la acción directa de los esteroides; ello puede justificar su
efecto beneficioso sobre enfermedades como la púqpura trombocitopénica idiopática
y la anemia hemoiítica autoinmune' Los tests cutáneos de hipersensibilidad retardada.
también se inhiben en el tratamiento prorongado con esteroi des (277.

Los efectos descritos de los esteroides sobre el

aplicación en la Clínica bajo tres protocolos diferentes.

sistema inmune, permiten su

según las circunsüancias:

- "administrar la cantidad más peque ña capaz

enfermedad, durante largos períodos de tiempo.

prednisona p¿rra tratar Ia artritis reumatoidea.

de suprimir las manifestaciones de

Por ejemplo, 7,5-10 mg diarios de

- cantidades más grandes, en un intento de suprimir completamente y de un modo
rápido' las manifestaciones de una enfermedad mediada por el sistema inmune. por
ejemplo r-2 mg/kg diarios, en dosis única o repartido en varias dosis; se usa a
menudo en enfermedades como la anemia hemorítica autoinmune, la púrpura
trombocitopénica idiopática 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 crónica 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 citotóxicas

Las drogas citotóxicas son un grupo de compuestos químicos con ia propiedad

farmacológica de matar células capaces de autoreplicarse. Los linfocitos

inmunológicamente competentes representan pues un pobtación susceptible de ser

atacada por estas drogas (281).

Inicialmente fueron introducidas para su uso medicina, en la terapia contra el

ciíncer (282); sin embargo, estudios posteriores revelaron que muchas de estas

sustancias también poseían propiedades inmunosupresoras (2S3). De este modo, su

uso se extendió al tratamiento de enfermedades causadas por respuestas inmunes

aberrantes, y a la inhibición de la reacción de rechazo en los transplantes. Hay 4

drogas citotóxicas utilizadas rutinariamente en Clínica para la inmunosupresión:

ciclofosfam ída, azatioprina, metrotexate y clorambu cil (21 3) .
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Estas drogas pueden ejercer una toxicidad diferente para los linfocitos T y B.

La ciclofosfamida causa una reducción proporcionalmente mucho mayor del número

de linfocitos B, qué de las células T; ello se correlaciona bien con su mayor efecto

supresor de las respuestas inmunes mediadas por anticue{pos, que de las reacciones

mediadas por células (2s4). Es por ello que en clínica, la ciclofosfamida se usa para

tratar aquellas enfermedades en ias que hay una respuesta inmune humoral aberrante.

como sucede por ejemplo en la púrpura trombocitopénica idiopática, mientras que es

poco eficaz en la inhibición de la reacción de rechazo en los transplantes. La

azatioprina por el contrario, parece ser más potente como inhibidor de las respuestas

mediadas por células T y también parece reducir eficazmente el número de células NK

ci¡culantes' aunque puede suprimir tanto la respuesta inmune celular como la humoral

(273,283).

La toxicidad de las drogas citotóxicas no es selectiva para los linfocitos;

t¿mbién pueden matar células proliferadoras no linfoideas, incluyendo precursores

hematopoyéticos, células mucosas gastrointestinales y céIulas germinales en las
gónadas' Es por ello que los efectos secundarios predecibles de estas drogas, incluyen

pancitopenia, toxicidad gastrointestinal e infertilid ad (2g5,2g6).

1.5.1.3 Ciclosporina

La ciclosporina es un agente inmunosupresor derivado de la fermentación de

ciertos hongos, con propiedades distintas a las de los anteriores compuestos y mucho

más selectiva' Así es capaz de modificar la actividad inmunoreguladora de los
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iinfocitos T cooperadores, sin afectar a las células T supresoras, T efectoras,
linfocitos B, granulocitos o macrófagos (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 citotóxicas,
es capaz de producir inmunosupresión sin producir linfolisis. Actúa en la fase
temprana de desarrollo de la respuesta inmune; su mayor actividad parece ser una
inhibición de la síntesis y secreción de larL-2. También puede dañar la capacidad de
los linfocitos T coope¡adores activados para responder a la rL-2, Ál vez,limitando

la expresión del receptor para dicha citocina (2s7).A causa de su poten cia, hatlegado
a ser una droga de uso estandar en la clínica para inhibir las reacciones de rechazo
a aioinjertos, así como para prevenir ia reacción de injerto frente al huésped en el
transplante de médula ósea. su eficacia inmunosupresora puede aumenüarse si se
administra simultáneamente con dosis moderadas de esteroides, ya que ambas drogas
parecen actuar sinergísticamente; la ciclosporina inhibiendo directamente Ia
producción de rL-2, y los esteroides suprimiendo indirectamente la síntesis de dicha
citocina, a partir der bl0queo en la liberación de IL-l por paÍe der monocito_
macrófago (288).

El tratamiento con ciclosporina tiene efectos secundarios que incluyen entre
otros hipe¡plasia gingival, hirsutismo y manifestaciones del sistema nervioso centrar
(187).

En ciertas circunstancias, puede darse un efecto paradójico con ei tratamiento
inmunosupresor en general, como es el caso de aumentar una respuesta específica. Así
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por ejemplo' el efecto de la ciclofosfamida sobre las reacciones mediadas por células

es variable; algunas reacciones son inhibidas mient¡as que otras por el contr¿*io son
aumentadas. por elro ra ciclofosfamida, a causa de su mayor toxicidad para los
linfocitos B, es capaz de suprimir eftcazmente las respuestas humorales frente a un
determinado antígeno y simultiíneamente de aumenta¡ por ejemplo las respuestas de

hipersensibilidad tetardadafrente al mismo antígeno, probabremente debido en parte

a una toxicidad directa de la droga sobre ros linfocitos T supresores (2g3,2g4).

Por otro lado, la capacidad de los inmunosupresores para inhibir una respuesta

ínmune, puede resultar de una actividad farmacológica distinta a la propia

inmunosup¡esión' En este sentido, la expresión de muchas respuesras inmunes

comprende tanto la participación de céluias de la inmunidad específica como de
células efectoras no específicas, como es el caso de neutróñlos y monocitos. El
número o la función de dichas células efectoras no específicas puede también ser
alterado por drogas inmunosupresoras. En consecuencia, una inmunosupresión

aparente puede ser más bien el resultado de las propiedades anti-inflamabrias de un
agente específico' Por ejemplo, los co¡ticosteroides son 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 acción es a partir de una inhibición

de la inflamación, sin afectar las respuestas inmunes subyacen tes (274,275,277\.
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1.5.2 INMUNOMODULADORES.

Los inmunomoduladores (modificadores de la respuesta biológica) son drogas
que modifican directamente una función inmune específica, o tienen un efecto positivo
o negativo sobre la actividad del sistema inmune. Los usos potenciales de los
inmunomoduladores en clínica, incluyen la reconstitución de una función inmune
deficiente y la supresión de una función inmune normal, o excesiva como ocuffe en
el caso de las enfermedades autoinmunes. Existen numerosas sustancias capaces de
modular la reacción inmune; estas sustancias incluyen las citocinas, anticuerpos
monoclonales e inmunomoduladores no específicos eSg).

r'a tecnología del ADN recombinante ha proporcionado cantidades ilimitadas
de citocinas altamente purificadas, permitiendo la evaluación clínica de dichas
sust'ancias en ausencia de contaminantes biológicamente activos. La mayor parte de
las citocinas han sido estudiadas en ensayos clínicos en Fase I para determinar su
seguridad y farmacol ogía, y en ensayos en Fase II para determinar su actividad
inmunomoduladora en situaciones clínicas específicas y para definir regímenes de
tratamiento' Las clases mayores de citocinas que han sido evaluadas clínicamente,
incluyen interferones, algunas interleucinas, factores estimulantes de colonias y
factores de nec¡osis tumoral. En general, son sustancias caras y de difícil manejo; en
ocasiones las dosis que hay que suministrar para conseguir el efecto deseado, causan
efectos secundarios que si bien no suelen seÍ graves, sí son molestos para el paciente
(r,39,273).
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Los anticuerpos monoclonares son producidos por hibridomas, uo
procedimiento en el cual un ratón es inmunizado con un antígeno específico y sus
céiulas de bazo posteriormente fusionadas con una línea inmortal de células B, para
producir una célula híbrida con capacidad de secretar de un modo indefinido,
anticuerpos con especificidad clonal para ese antígeno (l). Ello permite ob*ner
grandes cantidades de anticuerpos f¡ente a un epítopo concreto del antrgeno deseado.
Los ensayos clínicos iniciales se realiza¡on en pacientes cancerosos a los que se
administraba anticuerpos monoclonales murinos frente a determinados antígenos
tumorales' surgiendo numerosos problemas que incluían la enorme heterogeneidad
tumoral' la capación no específica de los anticuerpos en sitios no tumorales, el acceso
vascular limitado de muchos de los tumores o la aparición de anticuerpos humanos
frente a los anticuerpos murinos, problemas todos ellos que siguen limitando el uso
de esta terapia en el cáncer, sobre todo en los tumores sólidos. No obstante, el uso
de Ac Mo conjugados a radioisótopos, toxinas celulares u otras drogas, sigue siendo
hoy en día una de las numerosas líneas de investigación más de moda en la terapia
contra el c¿íncer (1,290)' Del mismo modo, anticuerpos monoclonales como el oKT3,
que posee especificidad por el antígeno cD3 presente en las células T, ha demostrado
ser eficaz en el tratamiento del rechazo agudo del transplante renal y también del
transplante hepático y cardíaco, 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 síntomas simila¡es a los de
un cuadro gripal' cambios en la presión arterial y disnea. por otro lado, el desarrollo
de anticuerpos humanos frente a ratón, acaba limitando su uso repetido (zg0).
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hr 
, pueden dividirse en res grupos:

productos de origen microbiano, productos obtenidos de mamíferos y compuestos
sintéticos' r'os inmunomoclulaclores de origen mícrobianohan demostrado tener un
beneficio terapéutico limitado, baja pureza y mucha variabilidad entre los distintos
lotes; el más estudiado ha sido el bacilo de calmette-Guerin (BcG), que se ha usado
en distintos tipos de cáncer con diferentes result¿dos, siendo el carcinoma superficial
de vejiga (inyección inrravesical) una de sus principaies indicaciones (1,273). En
cuanto a los productos de origen mamífero como las timosinas (sustancias ho¡mone-
like producidas por el timo y que tienen diversas actividades biológicas, incluyendo
el aumento de la respuesta inmune en animales normales y timectomizados), aunque
potencialmente útiles en el traüamiento de determinados estados de inmunodeficiencia,
su verdadera eficacia no ha sido demosffada aún en ensayos crínicos controlados
(273)' l-os cotnpuestos sintéficos como el levamisol, una droga anúhelmín tica capaz
de inhibir la actividad de células T supresoras, cuando es administrado a pacientes con
cáncer se asocia a un incremento en la respuesta de hipersensibilidad reta¡dada y a un
aumento de la proliferación linfocitaria y de las respuestas mitogénicas in vitro (273\.
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1.6 ANAPSOS: EXTRACTO DE POLYPODIUM LEUCOTOMOS

calaguara es el nombre común del helecho polypodium leucotomos, típico de
determinadas zonas de centroamérica, y cuyo crecimiento óptimo se da en,,e ros
2000-2500 m' de altura; desde hace tiempo, viene siendo utilizado en sudamé nca y
España en el tratamiento de enfermedades cutáneas como el psoriasis y la dermadds
atópica' Los efectos clínicos del extracto preparado a partir de los rizomas de ra
planta (Anapsos)' han sido confirmados y documenhdos en ensayos crínicos abiertos
y doble-ciego placebo controlados. El extracto es administrado orarmente a ros
pacientes' y hasta el momento solo se han observado efectos secundarios menores, del
tipo de molesrias gástricas eg1_2g3).

Estudios iniciales demostraron un efecto antitumoral de Anapsos (ANp). La
actividad metabólica de dicha sustancia sobre fragmentos de tumores humanos ,,in
vitro"' mosfó inhibición de la síntesis de ADN y proteínas, así como disminución der
transporte de glucosa ma¡cada ai interior de la célula, affibuyéndose el efecto
antineoplásico a modificaciones en la membrana plasmática. La acción dei producto
sobre tejidos normales, al contrario que la acción de los citostáticos, fue más bien
anabórica' tanto in vitro como in vivo (2g4). otros autores, atribuyeron el efecto
antineoplásico a una inrcracción con receptores citoplasmáticos similar-a ra ejercida
por los glucocorticoides (295).
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En el año 1983, se describió por vez primera un efecto inmunomodulador de

Anapsos. En sujetos voluntarios sanos, la administración del producto por vía oral,

disminuye-la respuesta linfoblástica a la estimulación con mitógenos y los niveles

séricos de inmunoglobulinas después de tres días de tratamiento, y aumenta el índice

de supresión, la respuesta linfoblástica a mitógenos, los niveles séricos de

inmunoglobulinas y la proporción de células CD8+, sin altera¡ la tasa de células

CD3+ y CD4+, tras cinco días de administrac ión (296).Diversos estudios refieren

el efecto inmunomodulador de Anapsos en patologías diferentes como la dermatitis

atópica, la psoriasis o el vitfligo (291-293,297). Del mismo modo, en un estudio

realizado en Esclerosis Múltiple, el tratamiento con extracto de Polypodium

leucotomos resultó útil para corregir las alteraciones del fenotipo inmunológico más

frecuentes en dicha enfermedad (aumento de linfocitos T inductores de células B y

disminución de linfocitos T supresores) coincidiendo ello a su vez con una

estabilización clínica 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 actúa como potencial agente neurotrófico y neuroinmunoregulador

modulando Ia producción de IL-I, IL-2 y TIIF en SNC de ratas tratadas con

diferentes dosis del extracto (300). Posteriormente, los mismos autores han

demostrado que la administración aguda y crónica 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 administró Anapsos por vía
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subcutánea a ratones viejos durante once meses, se ha observado que el producto

mejora la coordinación psicomotora con respecto a animales no tratados, sin afectar

significativamente la tasa de supervivencia, la evolución del peso corporal, la ingesta

sólida y líquida, ni la aparición de signos neurológicos (30r).

Anapsos se ha mostrado también útil en ei tratamiento de patologías 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,

relacionándola con mecanismos inmunológicos (306,307).
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tr. OBJETIVOS

En un intento de ahonda¡ en la actuación del producto desde un punto de vista
inmunológico que nos permitiera hallar un nexo común capazde justificar la mayor
parte de sus efectos, decidimos testar la capacidad inmunomoduiadora de dicha
sustancia "in vitro". para elro nos planteamos los siguiente objetivos:

1.- comprobar si Anapsos ejerce una acción pleitropica sobre el sistema

inmune.

2'- valorar el efecto de Anapsos sobre la producción de citocinas por

células del sistema monocito/macrófago.

3'- Vaiorar er efecto de Anapsos sobre la producción de citocinas por

los diferentes clones de linfocitos T helper: TH', THl y TH2.

4'- Valorar el efecto de Anapsos sobre proliferación y activación de linfocitos
T, de linfocitos B y de células NK. An¿íiisis fenotípico por citometría de
flujo.
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III. MATERIAL Y MÉTODOS

Anapsos (extracto de Polypodium leucotomos), en forma de liofilizado, fue

amablemente cedido por ASAC Pharmaceutical International A.I.E (Alicante,

España)' Todos los experimentos fueron realizados con el mismo lote del producto

(PaJ-22).

Los rizomas del Polypodium leucotomos fueron recolectados en las

Plantaciones Experimentaies y de Recuperación Ecológica de Guatemala, propiedad

de ASAC Pharmaceutical International situada a2000meÍos por encima del nivel del

mar' Los rizomas fueron examinados para su identificación por JM. Aguilar Cumes

(Jefe del Jardín Bouínico de la universidad de San carlos de Guatemala). La

deshidratación de los rizomas se hizo a 50o c durante 4g ho¡as. Los rizomas secos

(500 gr) fueron sumergidos y macerados en una mezcla de disolventes polares (5

litros) a una temperatura inicial de 70o c y llevados a temperatura ambiente

(temperatura final) durante 8 horas. El extracto así obtenido, fue filtrado y liofilizado

para su uso en el experimento.
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3,2 MUESTRA DEL ESTUDIO

Las células se obtuvieron de un grupo de diez donantes sanos de ambos sexos.

con edades comprendidas entre los 21 y 35 años.

3.3 TEST DE LABORATORIO

células mononuclea¡es de sangre periférica fueron aisladas a partir de sangre
heparinizada, mediante centrifug ación en gradiente de densidad (Fico[-Hypaque).

Las células separadas fueron ajustadas en todos los casos a lxl0ulml con medio

de cultivo RPMI 1640 (WHITAKER), suplementado con r0% de suero de ternera

fetal (FLow), 1 vo de antibiótico (GIBco) y rvo deGluramina (GIBCO).

3.3 .1

Las células fueron sembradas por triplicado en placas de 96 pocillos

(cosTAR) de fondo plano, a razón de 200.000 célulasipocillo (200 pllpocillo). Las
células fueron estimuladas con 0'5 pglml del mitógeno pHA o 4 ¡.rg/ml de pokeweed

(PwM), con y sin Anapsos, así como con Anapsos solo. Las dosis de Anapsos
utilizadas en todos los casos fueron de 75, 150, 500, 1000, 1500 y 4500 pglml.

como controi de la proliferación se utilizaron células conteniendo solo medio de
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cultivo' Las células se incubaron a continuación en estufa de cultivo, durante 3 días
a37oC y 5% de co2; 18-20 horas antes de finalizar el cultivo, se incorporó al medio
1 ¡'tcu de 3[H]-Timidina 

(AMERSHAM). Finalmente las células fueron recolectadas
en el Harvesbr y la proliferación medida en un contador beta y expresada en c.p.m.
(cuentas por minuto).

3.3.2 Determinación de citocinas

Las células se sembraron a razón d,e lx1'./pocilro (1 ml/pociro). La
estimulación se realizó con Lps solo (control), Lps+pHA, Lps*Anapsos y
LPS +PHA *Anapsos' se decidió utilizarlps como estimulante común, p¿*a asegurÍu
una buena producción de citocinas inflamatorias como IL_lp o TNF_'. Las dosis
utilizadas en cada caso fueron 20 *dmrde Lps, 4 ¡tglmrde pHA y 150 ¡iglml de
Anapsos' Se utilizó esta dosis de Anapsos por ser Ia que presentó mayor efecto sobre
la proliferación linfocitaria. Las células se incubaron en estufa (37oc, 5% de co2)
y se realizó una cinética compreta de cada una de las citocinas (a las 0, 12, 24, 4g,
72 y 96 horas)' para cada una de las condiciones de estimulación. Tras centrifugar los
medios' se recolecüaron los sobrenadantes en viales de congelación (1 ml/vial) y se
guardaron en congelador a -70oc, hasta su ulterior procesamiento. Las citocinas
medidas fueron la IL-lp, TNF-' , rL-2,INF-y, rL-4 eIL_10 y su determinación se
realizó mediante ELISA (RD Diagnostics). Los límites de detección para los distintos
Kits, fueron de (5 pg/ml.
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3.3.3 Análisis fenotíoico

Las células se sembraron a lxiOu/ml en placas (cosrAR) a ruzón de r

' ml/pociilo. Las condiciones de estimulación fueron las mismas que las utilizadas para

determinar producción de citocinas (20 pg/ml de LpS, ylo 4 pglml de pHA y/o 150

p'g/mI de Anapsos). Las células se incubaron durante 48 horas en estufa (37oC,5Vo

de CO') y a continuación fueron lavadas con medio RPMI 1640 conteniendo ZVo de

suero de ternera fetai y l% de azida sódica (10 minutos a 1500 rpm y 5 minutos a

1200 rpm; Ta: 18oC), ajustadas a un mínimo de 200.000 células/tubo, e incubadas

durante 45 minutos a 4oC con 5A% de suero AB, 1 % de azidasódica y los diferentes

anticuerpos monoclonales. Finalmente se lavaron de nuevo las células (2 lavados de

5 minutos a 1200 rpm, 4oC) y se resuspendieron en 2 ml de pBS/glicerol al 50%.

Seguidamente las distintas poblaciones fueron cuantificadas por inmunofl uorescencia

directa mediante an¿ílisis fenotípico por citometría de flujo analítica con doble o triple

marcaje, usando la combinación de anticuerpos monoclonales más adecuada en cada

caso (GALTAG: cD3, cD4, cD5, cDg, cD16, cD19, cD25, cD3g, GD45RA;

Becton Dickinson: CD45RO). Como fluorocromos se utilizaron la fluoresceína

(FITC), ficoeritrina (pE) o rercer color (TC).
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3.4 ESTADÍSTICA

Los resultados de la proliferación vienen expresados en media geométrica *

error estandar de la media geométrica. La significación est¿dística se determinó

mediante el test de la t-Student para datos pareados. Se consideraron significativos

aquellos valores para una p< 0'05.

Tanto para el análisis de la producción de citocinas como para el análisis

fenotípico, la significación estadística se determinó 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 correlación entre las distintas citocinas para las diferentes condiciones de

estimulación, se determinó mediante los coeficientes de correlación lineal.
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IV.- RESULTADOS
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TV. RESULTADOS

cuando las células se esümula¡on con Anapsos solo, se observó un aumento
estadísticamente significativo en la proliferación, con las concentraciones de 75 ¡tg/ml
(cpm: 5815+1716; p=Q'013) y 150 ¡rglml (cpm: 6954+1751; p:0,017) vs.
control (células sin esrimular) (cpm=3g0 6+766); dichas dosis coinciden
respectivamente con los niveles piasmáticos aproximados que se alcanzarían con la
toma de 3-6 cápsulas/día de 120 mg (<500 pglml). A dosis superiores de Anapsos,
este efecto de estimulación fue disminuyendo progresivamente, llegando incruso con
la dosis de 4500 pglml a obtener valores de proliferación inferiores a los del control,
pero sin llegar en ningún caso a alcanzarniveles de significación (Figura 1; resultados
expresados en media geométrica * e¡ror estándar de ra media geométrica). Mencionar
a este respecto que la viabilidad ceiula¡ del cultivo medida por la técnica de Azul
Trypan, en aqueilos casos en ros que se utilizó la dosis más alta de Anapsos (4500
pglml) fue inferior ar 50%, siendo en el resto de casos superior at 90vo. El aumenb
mencionado en las cifras de proliferación quedó consistentemente enmascarado cuando
las células fueron simulkíneamente estimuradas con ros mitógenos pHA (Fig.2) o
PwM (Fig'3); dosis superiores a 1000 pglml de anapsos, mosffaron una tendencia
progresiva a disminuir ra proriferación inducida por ambos mitógenos, sin que ros
resultados fueran estadísticamente significativos (Fig.2 y 3).
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4.2 DETERMINACION DE CITOCINAS

Las Tablas I, II, ilI, IV, V y VI, muestran la cinética de producción de las

diferentes citocinas analizadas, para las diferentes condiciones de estimulación. Los

resultados vienen expresados como la media (x) + error estándar de la media (e.s.m).

La Figura 4 muestra la producción de IL-lp "in vitro" (X+esm) en PBMNc

de sujetos sanos estimuladas con Anapsos, comparada con la estimulación debida a

los mitógenos solos. Los niveles de IL-lp 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

estadísticamente significativas (810+67 pg/ml vs. 1041198 pglml) (p<0'05).

También se aprecia en estas primeras 12 horas, una reducción estadísticamente

significativa en los niveles de IL-lp en el grupo de células estimuladas con

LPS*Anapsos (755X74 pglml), comparados con los niveles de dicha citocina en

células control estimuladas solo con LPS (104i +98 pg/ml) (p < 0'025). Globalmente,

lo que se observa es un retraso de L2 horas en la síntesis y/o liberación de IL-lp

cuando las células fueron estimuladas con Anapsos, de modo que las curvas

correspondientes a las células estimuladas con este producto alcanzaron un máximo

de producción a las 24 horas, mientras que las curyas correspondientes a células

estimuladas solo con LPS o con LPS+PHA alcanzaron dicho m¿íximo a las 12 horas

de cultivo. Las diferencias obtenidas entre los niveles de IL-lp a las 24 hons en
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células estimuladas con Anapsos y a las 12 horas en células estimuladas con LpS v

PHA+LPS, no fueron significativas.

La Figura 5 muestra la cinética de producción de TNF-a "in vitro" (Xf esm)

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 (468 + 122 pg/ ml) ,

fueron inferiores a los obtenidos en células estimuladas solo con LpS (623+11g

pg/m1); alas24 horas de cultivo sin embargo, los niveles de TNF-a en las células

estimuladas con LPS*Anapsos fueron mayores (3581 121 pg/ml) que los obtenidos

con las células estimuladas solo con LPS (I62+21pglml). No obstante, ni a las 12

ni a las 24 horas dichas diferencias fueron significativas.

La cinética de producción 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 producción de IL-2 fue prácticamente idéntica

a la obtenida cuando se estimularon las células solo con LPS, observándose tan solo

una ligera elevación en los niveles de dicha citocina que en ningrin caso fue

significativa. Sin embargo, cuando a la suma de ambos mitógenos se añadió Anapsos,

se produjo un incremento en los niveles de IL-2 a lo largo de toda la curva. Estas

diferencias fueron estadísticamente significativas con respecto a las células control

estimuladas solo con LpS, a las 12 horas de cultivo (31tO pg/mt vs. 20* 1 pglml)

(p<0'05), alas24 horas (30+5 pgiml vs. 19*1 pg/mt) (p<0'05) y a las 72horas,

donde alcanzó su m¿íxima significación (60+5 pglml vs. 4l+3 pglml) (p<0'01).
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Con respecto a la producción "in vitro" de INF-1, las distintas curvas aparecen

representadas en la Figura 7 (resultados expresados en i*esm). I"a adición de PHA

al LPS se tradujo en un incremento en los niveies de producción 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. 6tl pg/ml) (p<0'025), manteniéndose a las 48 (43111 pg/ml vs. 15+1 pglml)

(p<0'025) y alcanzando su máxima significación a las 72 horas (47+11 pglml vs.

16+ 1 pg/ml) (p < 0'01). Cuando a PHA+LPS se añadió Anapsos, dichas diferencias

aumentaron, aJcanzando a partir de las 24 horas de cultivo una mayor significación

que al añadir 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 producción de la IL-10

(x-+esm). Ocurrió algo similar a lo observado en el caso del INF-y. Cuando se añade

PHA al LPS, también se observa un incremento en los niveles de producción de dicha

citocina, comparándolos con los obtenidos al estimular las células con LPS soio; estas

diferencias fueron significativas a las 12 horas de cultivo (3080+334 pglml vs.

530+96 pglmi) (p<0'001), a las 24 (4000+305 pg/ml vs.2444*337 pg/ml)

(p<0'005) a las 48 (3426+578 pglml vs. 191 It52!6pglml) (p<0'05) y alas72

horas (3040+452 pg/ml vs. 17681361 pg/ml) (p<0'025). Al añadir Anapsos a

PHA+LPS, las diferencias anteriores aumentaron, alcanzando a partir de las 24 horas

de cultivo una mayor significación que al añadir solo la PHA at LPS (p (0'001 a las

24 horas, p < 0'025 a las 48 horas y p < 0'001 alas72 horas). La adición 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 producción de laIL-4 aparece representada en la Figura 9; los

niveles obtenidos de dicha citocina en las 4 curvas fueron prácticamente idénticos, no

existiendo en ningún caso diferencias significativas entre ellas.

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

cuando se añade Anapsos al cultivo.
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ESTIMULO CORREIáCION HORAS DE
CULTIVO

(  r ) ( p )

LPS PHA ANP

INF-yi lL-10
INF-y/ lL-10
INF-y/ lL-10

tL-1Ft tL-2
rL-1p/ rL-2
|L-lpt 1L-2

lL-1p / INF-1
lL-1p / INF-y
lL-1p / INF-y

'12

12
12

- 0'60
0'20
0'85

0'33
0'80

- 0'80

0'002
NS

0'001

24
24
24

NS
0.004
0'005

0'004
NS

0'003

46
48
48

0'94
o'22

- 0'69

0'25
0'73

- 0'66

rL-1p/ rL-10
rL-lp/ rL-10
tL-rp/ rL-10

48
48
4E

NS
0'02
0'003

TABI.A VII

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

r: Coeficiente de correlac¡ón
p: n¡vel de significación

NS. no significativo
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4.3 ANÁLISIS FENOTíPICO

Las Tablas VIII, IX y X muestran los porcentajes de expresión de diferentes

antígenos de diferenciación leucocitarios, para las condiciones de estimulación F0

(células sin estimular), LpS*pHA, LpS*Anapsos y Lps+pHA*Anapsos; los

resultados vienen expresados como la i*esm.

Tras 48 horas de estimulación con LPS+PHA, se observa un descenso

significativo en el porcentaje de expresión de marcadores de membrana característicos

de la línea de linfocitos T (CD3, CD5, CD4) vs. células sin estimular a tiempo inicial

(F0); en el caso del CD3 ocune lo mismo, en la estimulación 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 cDg+ (p:0,001)

vs. F0 y del porcentaje toral de células CDs+ (p:0'001) y células CD4+ (p:0,004)

vs. LPS+PHA. La adición de Anapsos a Lps+pHA produjo un aumento

significativo en la expresión del marcador CD4 (p:0'017), así como una tendencia

al aumento en la expresión de CD3 y CD5; igualmente se produjo un incremento

significativo (vs. F0) en el porcenraje de células expresando cDg (Fig.l0) (Tabla

VIID.

La estimulación con LpS+pHA tras 4g horas

incremento significativo (vs. F0) en el porcentaje de

(p:0'005), que aumentó cuando se incluyó Anapsos

de cultivo, produjo un

células CD4+CD25+

en las condiciones de
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estimulación (p<0'001). La ligera tendencia al aumento del porcentaje de células

cD4+cD45Ro+ observada tras la estimulación con LpS+pHA (vs. F0), se

transforma en un incremento significativo de dicho porcentaje (p<0'005 vs. F0 y

LPS+PHA), cuando las células son estimuladas con LPS*Anapsos, apreci¿índose

también en este último caso un incremento significativo en el porcentaje de células

cD4+cD38+ (p=0'01) vs. LPS*PHA. I-a adición de Anapsos a LpS*pHA

produjo una tendencia al aumento en el porcentaje de células CD4+CD25* vs.

LPS+PHA, así como un incremento significativo de la proporción de células

CD4+CD45RO+ vs. F0 y LPS+PHA (p<0'005) (Fig.11) (Tabla IX).

La estimulación con LPS+PHA produjo t¡as 48 horas de cultivo un

incremento significativo vs. F0 (p<0'005), de ros porcentajes de células

CDS + CD25 + y CD 1 ó * . Cuando las células fueron estimuladas con LpS * Anapsos,

los niveles de significación para dichas células aumentaron (p<0'001 vs. F0), y

también se observó un incremento significativo vs. Lps+pHA (p:0'024 para

cD8+cD25+ y p:0'035 para las cD16+). La adición de Anapsos a Lps+pHA

se tradujo también en un incremento significativo del porcentaje de células

cD8+cD25+ 1p:6'02; p<0'001 vs. F0) y en una tendencia al aumento de las

células CD16+ (vs. F0). El porcentaje de células con alta y baja densidad de

expresión de CD8, también se modificó en función del estímulo recibido. Así cuando

las células estiín sin estimular (F0) o estimuladas con LPS+PHA, los patrones son

similares, mostrando un mayor porcentaje de células con alta expresión del receptor

de membrana cD8 (cD8on,hJ (p<0'001 vs LpS*Anapsos). La estimulación con

LPS*Anapsos da lugar a un patrón opuesto al anterior, con un porcentaje superior

r02
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de células con baja expresión de dicho receptor (cD&J vs F0 y LpS+pHA

(p < 0'001)' La adición de Anapsos a LPS +PHA, tiende a disminuir el porcentaje de

células CD8b,irr,, y a aumentar el de células CDgd'" (Fig.12) (Tabla X).

No se produjeron cambios significativos en los

células CD19+ (Fig. i0) ni de células CD4+CD45Ra*

condiciones de estimulación.

porcentajes de expresión de

(Fig. i 1), para las diferentes
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V.DISCUSIÓN

En 1986, fue propuesta una subdivisión mayor de los linfocitos T cooperadores

CD4+ de ratón, basada en diferencias en sus patrones de producción de citocinas.

Hoy se acepta que los clones de linfocitos T de la subpoblación THl, sintetizan y

secretan entre otras citocinas interleucina-2 e interferón-gamma, pero no interleucina-4

ni interleucina-5, mientras que los clones de linfocitos T de la subpoblación TH2

producen entre otras rL-4,rL-s,rL-6 e IL-10 pero no rL-2 ni INF-y; una tercera

subpoblación de linfocitos T, la TH0, sintetiza un patrón mixto de dichas citocinas

(18s).

Diversos autores han aislado clones de linfocitos T humanos, similares a los

THO, THl y TH2 del ratón, hablando de patrones de citocinas TH0-like, THl-like

y TH2-like. Algunos de estos autores han comprobado además que dichos patrones

pueden acumularse en los tejidos o en la sangre periférica de pacientes con distint¿s

enfermedades, siendo el patrón distinto dependiendo de la enfermedad en cuestión.

y comprueban que la inmunización de los pacientes con agentes diferentes evoca

respuestas distintas, TH1 o TH2 . Así, tras la primoactivación, los linfocitos T

"naive" solo producen IL-Z; a los pocos días de haberse activado se transforman en

células THO, las cuales dependiendo del tipo de antígeno estimulante y tras varios días

de exposición al mismo, se transforman en células TH1 o TH2. La subpoblación THI

representa a las células efectoras más importantes en reacciones inflamatorias

asociadas a respuestas vigorosas de hipersensibilidad retardada, pero con baja
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Efectos in vitro de anapsos(polypodium leucotomos) sobre fenotipo celular... Jose Miguel Sempere Ortells.

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



producción de anticuerpos, üal como ocurre por ejemplo 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 sí a producción persistente de anticuerpos (incluyendo IgE) y

eosinofilia, tal como ocurre en infecciones helmínticas en humanos, y en la alergia

(203,2t0,227).

Numerosas enfermedades (Artritis Reumatoide, Enfermedad de Crohn,

enfermedad de Lyme) se han asociado con producción excesiva "in vitro" de citocinas

inflamatorias como la IL-l0 y el TNF-a, y otras enfermedades como el SIDA o el

lupus eritematoso sistémico, se han asociado con una producción disminuída de

citocinas THl-like como La lL-2 y el INF-y 
!40). 

El efecto que dererminados

fármacos como el metrotexate, ejercen como restauradores de este desequilibrio, se

ha relacionado en determinados casos con una mejoría clínica de los pacientes (30g).

También hay estudios que demuestran que la disfunción que se produce en la

liberación de citocinas durante la infección viral, puede ser la responsable de la

supresión de la respuesta inmune que acompaña a determinadas infecciones virales

(30e).

Dado pues que las citocinas juegan un papel importante en la homeostasis

inmunológica, la determinación de variaciones en sus niveles puede ser importante

para una mejor comprensión de las alteraciones inmunológicas que acompañan a

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

decidimos inicia¡ el presente trabajo.

Estudios previos (299) "in vitro" con PBMNc de controles sanos estimuladas

con ConA demostraron una supresión dosis dependiente de la proliferación al añadir

Anapsos al cultivo, así como una inhibición dosis dependiente en la secreción deIL-2.

En ambos casos, la supresión fue m¿íxima con las dosis de 500 y 1000 pg/ml de

Anapsos. La medición de citocinas como Ia IL-la, IL-lp, rL-6 y TNF_* en los

sobrenadantes de cultivo, demostró un incremento dosis dependiente en la secreción

de dichas citocinas, cuando las PBMNc fueron estimuladas con Anapsos y ConA; este

incremento resultó m¿íximo con dosis de 500-1000 pglmt. Cuando las células se

estimularon con Anapsos solo (sin conA) a razón de 1000 pglml, se produjo

igualmente un incremento con respecto al control sin estimulación, en la secreción de

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

En el presente trabajo hemos mostrado que Anapsos "in vitro" a dosis

consideradas efectivas cuando se usan in vivo (<500 ¡rglml), es cap.v de estimular

la proliferación de PBMNc de sujetos sanos en cultivo y de aumenüar la secreción de

IL-Z a lo largo de toda la cinética de la curva, con niveles máximos de citocina a las

72 hotas de cultivo, que coinciden con el tiempo de máxima respuesta proliferativa.

Un efecto de éstimulación de la proliferación ya ha sido referido en esiudios previos

(2e6).
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Por otro lado, Anapsos es capz

liberación de IL-1B al medio, y tiende a

primeras 12 horas de cultivo.

de reducir, al menos inicialmente, la

disminuir los niveles de TNF-c en las

La disparidad manifiesla entre los resultados de nuestro estudio y los obtenidos

en el estudio citado previamente (299), creemos que se debe básicamente a ias

diferencias metodológicas entre ambos. El mitógeno utilizado para la estimulación y

las dosis de Anapsos empleadas, son distintas. De hecho, cuando nosotros utilizamos

dosis superiores del producto, en el caso de la proliferación también observamos una

tendencia a la supresión, pero que en ningún caso llega a ser significativa. por oro

lado hay que tener en cuent.a que el efecto de estimulación sobre la proliferación se

hace evidente cuando las células son estimuladas solo con Anapsos, quedando dicho

efecto enmascarado en la co-estimulación con los otros mitógenos utilizados; los

autores del trabajo previo no midieron el efecto que Anapsos por sí solo podía ejercer

sobre dicho parámetro (299).

En cuanto al efecto diferente del producto sobre los niveles obtenidos de

citocinas inflamatorias como la IL-lF o el TNF-a en ambos estudios, creemos que

además 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 estimulación. Así por ejemplo, si nos

fijamos en la cinética completa de la IL-lP 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 estimulación se ha hecho con LpS soio o con LpS*pHA:

t07
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el otro corresponde a estas mismas curvas pero añadiendo Anapsos al cultivo. Las dos
curvas sin Anapsos obtienen un máximo de producción a las 12 horas, mientras que
al añadi¡ éste' se produce un enlentecimiento o retraso en la liberación de la IL-l g
al medio de cultivo, de modo que ambas curvas alcanzandicho máximo a ras 24
horas' si analizamos un soro punto de corte para las 4 curvas, por ejempr o a las 24
horas, como ros niveles obtenidos en las curvas con Anapsos son mayores, podríamos
interpretar erróneamente que Anapsos estií estimulando de algún modo la síntesis o
la liberación de dicha citocina al medio, cuando en realidad esüí ocurriendo justo lo
contrario.

Pa¡te de ros hatazgos observados con Anapsos sobre la IL-lp en el presente
estudio' concuerdan con los obtenidos en estudios experimenhles en animales tratados
con dicho producto por vía oral (300,301).

El hecho de que Anapsos "in vitro" pueda ser capaz de bloquear o retrasar,
al menos inicialmente, la producción o la liberación de citocinas inflamatorias como
Ia IL-IF o el TNF-c' puede result¿r de interés para explicar como podría estar
actuando el producto desde un punto de vista inmunológico, al menos parcialmente,
sobre determinadas patologías en las que un aumento en los niveles de dichas citocinas
pudiera es'ur jugando un papel en la pabgenia de las mismas. AsÍ por ejemplo, ra IL_
1 media un importante número de procesos patológicos asociados a enfermedad, como
puede ser er caso der psoriasis u otras enfermedades (310,311). En el caso der
psoriasis, el efecto antinflamatorio de exffactos vegetales der género porypodium, ya
ha sido puesto de manifiesto por otros autores (3i2).
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Por otro lado, es sabido que citocinas como la IL-r-c, la IL_r F y el TNF_',
juegan un papel importante en la destrucción del tejido conectivo, al estimular la
PGE2 y la colagenasa (71). En este sentido, los efectos referidos de Anapsos sob¡e
la IL-lF y el TNF-c, pueden justificar, también en parte y desde un punto de vista
inmunológico, la ya descrita acúvidad colagenopoyética del producto (306,307).

Igualmente, se ha demostrado el papel que niveles aument¿dos de IL_r F yro

TNF-a y subsecuentemente de pGE2, juegan en la patogenia de dive¡sas
enfermedades neurodegenerativas como la enfermedad de Alzheimer y la Esclerosis

Múltiple (313,314), así como el papel terapéutico de agentes antinflamatorios no
esteroideos en estas enfermedades (315). Desde este punto de vista, aquellos fármacos
que como en el caso del Anapsos sean capaces de disminuir la producción o la
liberación de dichas citocinas, pueden resultar de utilidad en el tratamiento ae eshs
enfermedades (316). De hecho, diversos autores han podido comprobar en estudios
experimentares realizados con Anapsos, que est" compuesto actúa como potencial

agente neurotrófico y neuroinmunoregulador (300), normalizando las alteraciones
neuroinmunes cerebrales observadas en un modero animal de enfermedad de
Alzheimer, y revirtiendo la hiperactividad motora y el deterioro del aprendizaje
típicos de esta enfermedad (301).

De cualquier forma, pensamos que para confirmar definitivamente la
relevancia clínica 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 más debidos a la acción
de la PHA, que al propio Anapsos. De hecho, y tal como ocurre en el presente
estudio, ya se ha demostrado que la esdmulación conjunta de pBMNc con
LPS+PHA, reduce ra producción de IL-1 si se compara con LpS soro y aumenüa la
producción de INF-y si se compara con pHA sora (317). No obstante, se observa que
cuando a Lps+pHA se añade Anapsos, se produce un aumento en ra significación
estadística para er INF-y cuando ambas curvas se comparan con LpS soro, que puede
interpretarse como un papel potenciador del producto sobre la acción 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 algún caso y desde un punto de vista inmunológico, las ya referidas
acciones antitumoral y/o antivírica del producto (294,295,302-304) dado el efecto de
estimulación que dicha citocina ejerce sobre la inmunidad cerular. Este aspecto del
producto se ve reforzado por su acción incremenhdora sobre IarL_2.

El aumento de IL-10 puede resultar interesante, por su efecto coestimulatorio
con oras citocinas (rL-2) en el crecimiento de timocitos, por su conocido efecto
inhibitorio sobre las citocinas inflamatorias, asÍ como por su efecto estimulante de la
inmunidad humoral sobre los linfocitos B (100). Er efecto de Anapsos en la
producción de anticuerpos ya ha sido referido en estudios previos (296).

Anapsos no parece ejercer en

producción de IL_4.

principio ningún efecto apreciable sobre la

i10
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De todo lo expuesto en el presente estudio y fijándonos en las correlaciones

obtenidas ent¡e las citocinas para las diferentes condiciones de estimulación (Tablas

vII), se observa que Anapsos no actúa del mismo modo sob¡e las diferentes citocinas

medidas.

El efecto opuesto e independiente que Anapsos parece ejercer sobre la IL-lp

y larL-2 es reforzado por una de las correlaciones del presente estudio que más llama

la atención. cuando nosotros estimulamos las células en cultivo con LpS*pHA, se

observa una correiación positiva (r=0,g0; p:0'004) que está indicando que la acción

de LPS+PHA sobre ambas citocinas es idéntica. Sin embargo, cuando añadimos

Anapsos a LPS+PHA, dicha correlación se hace negativa (r=-0'go; p:0,005). Lo

mismo ocurre en er caso de la IL-lg y er INF-y o Ia IL-10 e IL-10. Del mismo

modo, correlaciones que resultan negativas cuando las células se estimulan sólo con

mitógenos, se transforman en positivas al añadi¡ Anapsos al medio de cultivo: éste es

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

Podemos pues concluir que el producto parece ejercer un efecto opuesto e

independienre sobre la IL-1 p e rL-2, IL-r p e INF-y e IL-1p e IL-10. Sin embargo,

ejerce un efecto similar sobre la IL-10 e INF-y; algunas de estas correlaciones apoyan

un posible efecto sinergístico de Anapsos y pHA sobre la IL-10 y er INF-y. De este

modo, aunque otros estímulos puedan es|ar envueltos en la autoregúlación de la

producción de citocinas, Anapsos también ejerce un papel importante en la misma.
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Estos resultados' sugieren un efecto pleiotrópico "in vitro" de Anapsos p¿*a
las diferentes citocinas analizadas, que puede deberse a un modo de acción diferente
sobre distint¿s poblaciones del sistema inmune. por un lado Anapsos está ejerciendo
un efecto inhibitorio posiblemente sobre los monocitos, principales células secreroras
de IL-lp y TNF-d; por otro estií estimulando a diversos ciones de linfocitos T
(principalmente THl), o tar vez THO (IL-2, INF-y, IL-10), para que produzcan y/o
secreten sus citocinas al medio de cultivo. creemos que ser¿ín necesarios nuevos
estudios en poblaciones celulares separadas, para poder confirmar definitivamenre

estos datos.

La citometría de flujo constituye un herramienta muy sensible de identificación
y caracterización de poblaciones celulares. una de sus aplicaciones más comunes en
el campo de Ia clínica, incluye el inmunofenotipado de antígenos de diferenciación
de superficie celula¡es (31s) . Además de determinar el número y Ia función de
granulocitos, linfocitos y monocitos, han llegado a ser rutina en el diagnóstico y en
la monitorización del tratamiento con posibles agentes inmunomoduladores. La
inmunomodulación de la expresión de antígenos de superficie celulares, puede ser
reconocida como un cambio, en el tiempo, del porcentaje de cérulas positivas para
dichos antígenos y/o un cambio en la densidad relativa de los mismos (31g). El
fenotipo' en ocasiones puede indicar una cierta función. Esta correlación puede
resultar en parte del hecho que muchas de las moléculas de superficie celulares
reconocidas por 10s anticuerpos monoclonales, juegan un paper específico en las
funciones de los linfocitos, como es el reconocimiento del antígeno o la lisis de

n2
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células infectadas por virus. otras de estas moleculas constituyen marcadores de línea
celular' otras reflejan madurez o activación celula¡ o receptores para citocinas (32.34-

37).

Estudios "in vivo" realizados en sujetos sanos, demuestran que Anapsos
incremenh el porcentaje de células cD8+ sin alterar el porcentaje de células cD3+
ni el de células cD4+ (296). En un estudio preliminar en pacientes con Esclerosis
Múltiple' otros autores demuestran también un aumento del porcentaje de células
cD8+, así como una disminución der porcentaje de céruras cD4+cD45Ro+ (2gg).
otros autores refieren un efecto del producto sobre células cDg+ en pacientes con
otras patologías (297).

Nosotros demostramos que Anapsos "in vitro" a dosis terapéuticas incremenn
el porcentaje de linfocitos T, tanto de su población cooperadora como especialmente
de la supresora/citotóxica. El aumento en la coexpresión de células cD4+ y células
cD8+ con antígenos de membrana como el cD25, cD3g, y cDa5Ro, indica que
Anapsos es capaz de inducir igualmente la expresión de marcadores de activación en
dichas células.

La disminución en la expresión de marcadores típicos de linfocitos T
observada en la estimulación con LPS*PHA, p¿rrece ser debida a una.disminución
relativa del porcentaje de los linfocitos cD4* (no activados), a expensas sobre todo
de un aumento en el porcentaje de células cD16+ y en menor grado de linfocitos B.
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La mayor parte de la citotoxicidad dependiente de anticuerpo está mediada por
células NK y por una pequeña subpoblación de linfocitos T, que expresan cDi6 (5).
Este marcador se expresa en más del 95 % de las pBMNc con actividad citotóxica
para distintas líneas celulares (319). Aproximadamente, entre un 30-50vo de las
células NK también expresan el antígeno cDg pero con una intensidad de
fluorescencia baja Qzq' Los resultados de este estudio demuestran que Anapsos
incrementa el porcentaje de células con expresión de dichos ma¡cadores de membrana.
caracterizadas como citotóxicas.

En resumen, Anapsos "in vitro" puede ejercer un efecto estimulante en la
proliferación y activación de linfocitos T y de células NK. Ello permite explicar,
desde un punto de vista inmunológico, los resultados obtenidos con el producto in
vitro e in vivo de su actividad antitumorar y antivírica eg4,2g5,302_304),y apoya
en parte' los obtenidos en el estudio sobre citocinas, donde se demuestra un efecto
predominante del producto sobre la inmunidad celular, potenciando la producción de
rL-2 e INF-y (321)' otros autores también encuentran este efecto predominante del
producto sobre la inmunidad celular (322).

No obstante, serán necesarios nuevos estudios para elucidar definitivamente
la relación existente entre ros cambios fenotrpicos observados y su función.

Las hormonas esteroideas glucocorticoideas son ampliamente usadas para
suprimir de modo eftcaz las manifestaciones de numerosas reacciones inflarnatorias
e inmunes' El número total de linfocitos T circulantes disminuye marcadamente: el

I14
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número de células cD4l se reduce en un mayor grado que el número de células

cD8+' Inhiben la respuesta linfoproliferativa in vitro, en parte debido a una lesión

en la síntesis y secreción de interleucina-2, que más probablemente es el resultado

indirecto de una producción súprimida de la IL-IF 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 ADCG. Anapsos, al igual que los

esteroides es capaz de frenar, al menos inicialmente, la producción y/o liberación de

L-lP; pero a diferencia de los esteroides y la ciclosporina, es cap¿u de estimular la
producción de rL-2 y la proliferación linfocit¿ria, o lo que es lo mismo, de ejercer

un efecto opuesto e independiente sobre dicha citocina y la IL- 1 g. at contrario que

los esteroides y otras drogas con actividad sobre el Sistema Inmune (Ciclofosfamida,

Azatioprina, ciclosporina), Anapsos no actúa disminuyendo, sino incremenfando el
porcentaje de linfocitos T (in vitro), tanto de cD4+, como sobre todo de células

cD8+' Del mismo modo pafece actuar sobre células con potencial actividad ADCC
(cD16+), incrementando su porcentaje. [a ciclosporina, por el contrario, parece

centrar su acción exclusivamente sobre los linfocitos T cD4*.

En resumen, el efecto estimulante ejercido por Anapsos ,,in vivo,, e ,,in vitro,,
sobre células dei Sistema Inmune con expresión de antrgenos de memb¡ana

característicos de linfocitos T (especialmente de la población cDg+) y de células

Natural Kiiler, su efecto incrementador del índice supresor (296) y er efecto
pleiotrópico ejercido sobre diferentes citocinas, confieren al producto una interesanb

capacidad inmunomoduladora.
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Las diferencias que a priori pa.recen existir entre Anapsos y otras drogas

inmunomoduladoras, así como la ausencia de toxicidad demostrada del producto a las

dosis utilizadas en este estudio, abren enormemente el abanico de posibilidades

terapéuticas del producto en ensayos clínicos.

Concluímos que su buena tolerancia clínica, la ausencia de efectos adversos

demostrada en los diferentes ensayos clínicos y avalada por la ausencia de

notificaciones de los mismos al Sistema Nacional de Farmacovigilancia durante los

últimos 15 años, y los hallazgos descritos en este trabajo de investigación, confieren

al producto un potencial interesante para evaluar su efecto en determinadas

enfermedades autoinmunes sistémicas, o infecciosas, especialmente víricas, en las que

exista un exceso de producción de citocinas.inflamatorias o un disbalance THI/TH2.

que pueda estar jugando un papel importante en su patogenia, y sobre todo teniendo

en cuenta que el tratamiento de dicha alteración inmune con determinados ffumacos.

se traduce en muchos casos en una mejoría clínica de ra 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 acción del producto

sobre el sistema inmune.
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VI. CONCLUSIONES

1.- Anapsos ejerce un efecto pleiotrópico "in vitro", ptra diferentes

citocinas.

2.- Anapsos ejerce un efecto inhibitorio sobre los monocitos, principales células

secretoras de IL-lp y TNF-c.

3-- El efecto inhibidor ejercido por Anapsos sobre citocinas de la inflamación

como la IL-IF o el TNF-c, justifica su actividad colagenopoyética sobre

aquellos tejidos afectados por procesos patológicos, como el psoriasis o la

dermatitis atópica.

4.- Anapsos ejerce un efecto estimuiante sobre diversos clones de linfocitos T.

principalmente THl o THO, incrementando la producción de las citocinas IL-

2, INF-y e IL-10.

5.- Anapsos ejerce un efecto estimulante sobre la proliferación y activación de

linfocitos T CD4+.

6.- Anapsos ejerce un efecto estimulante sobre la proliferación y activación de las

poblaciones celulares cD8+ y cDl6+ (linfocitos T y célutas NK).
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7 '- El efecto de estimulación ejercido por Anapsos sobre citocinas TH1-like como

el IL-2 o el INF-y, junto con su efecto estimulante de la proliferación y

activación de linfocitos T y células NK, indica una acción predominante del

producto sobre la inmunidad celula¡.

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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Figura L: Proliferación linfocitaria en cuenüas por minuto, de células estimuladas solocon Anapsos.

Figura 2: Proliferación linfocitaria en cuentas por minuto, de células estimuladas conPHA (0'5 pglml) mas Anapsos.

Figura 3: Proliferación linfocitaria en cuentas por minuto, de células estimuladas conPWM (4 ¡rg/ml) mas Anapsos.

Figura 4: Secreción de IL-l9 para las diferentes condiciones de estimulación (LpS,LPS +PHA, LpS *Anapsos, I-bS +pHe *Anapsos).

Figura 5: secreción.de TNF-c para las diferentes condiciones de estimulación (Lps,LPS +PHA, LpS *Anapsos, I-ÉS +pHe *Anapsos).

Figura 6: Secreción de IL-2
LPS+PHA, LpS*Anapsos,

para las diferentes condiciones de estimulación (LpS,
LPS +PHA *Anapsos).

Figura 7: Secreción de INF-y para las diferentes condiciones de estimulación (Lps,LPS+PHA, LpS*Anapsos, t irS +pUn*Anapsos)

Figura 8: Secreción de IL-10 para las diferentes condiciones de estimulación (Lps,LPS +PHA, LpS *Anapsos, Lps+pHA*Anapsos).
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Figura 9: Secreción de IL-4 para las diferentes condiciones de estimulación (LpS,
LPS +PHA, LPS *Anapsos, LPS +PHA*Anapsos).

Figura L0: Porcentaje de células expresando los antígenos de membrana CD5, CD3,
CD4, CD8 o CD19, para las diferentes condiciones de estimulación: F0 (células sin
estimular a tiempo inicial), LPS +PHA, LPS *Anapsos, LpS +pHA *Anapsos.

Figura 1l-: Porcentaje de células CD4+ con expresión simult¿ínea de CD25, CD38,
CD45RA o CD45RO, p?r& las diferentes condiciones de estimulación: F0 (células sin
estimular a tiempo inicial), LPs +PHA, Lps *Anapsos, LpS +pHA*Anapsos.

Figura 12: Porcentaje de células cD16+, cD8+cD25+, y expresión de cDg con
alta (bright) o baja (dim) intensidad de fluorescencia, para las diferentes condiciones
de estimulación: F0 (células sin estimular a tiempo inicial), LpS+pHA,
LPS * Anapsos, LPS +PHA +Anapsos.
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