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JUSTIFICACIÓN



Justificación

El SistemaInmunedentrode los sistemasreguladoresdelorganismoesuno de los más

importantes,complejoy aún, en parte,desconocido.Además,todaslas fimcionesde este

sistema,estánen contmuacomunicacióncon el restode las fUncionesorgánicas.

En los últimos años,la Inmunologíaha experimentadoun granavance,debidoa la

necesidadde conocermejor el fUncionamientodel sistema inmune, para poder resolver

importantes alteraciones orgánicas producidas por un desajuste en las fUnciones

inmunológicas,sobretododesdela apariciónde ciertasenfermedadescomo el Síndromede

InmunodeficenciaAdquirida(SIDA).

La farmacologíaha intervenido (e interviene)en la resoluciónde las diferentes

alteracionesen estecampo,mediantela obtenciónde sustanciastan importantescomo los

agentesinmunosupresoresy citostáticos,de granvalía en la prevencióndel rechazoen los

trasplanteso enciertasenfermedadesautoinmunesy oncológicas.

La revisiónbibliográficade las relacionesexistentesentreel SistemaInmunológicoy

otrossistemasorgánicos,nosdesveléla influenciaqueésteejercesobreel SistemaEndocrino,

y viceversa.Estasrelacioneslleganinclusoa mantenercontactoconel SistemaNervioso.En

efecto,sesabequelascélulasneuroendocrinasliberanhormonasqueinfluyen enlos linfocitos,

ya que éstosposeenreceptoresparaunaampliavariedadde hormonas.Además,las células

linfoides puedenproducirpor sí mismashormonasque puedenactuarinterviniendoen la

respuestainmune. Es interesanteresaltarque un punto importantede discusiónsobrelas

interaccionesneuroendocrinase inmunesesel estrés;así,seconoceque ciertashormonas

tienencarácterinmunoestimulantemientrasotrassoninmunosupresoras.Ciertascitocinas,

factoressolublesproducidosporlas célulasdel sistemainmune,tambiénejercensuefectoen

la regulaciónde la comunicaciónbidireccionalinmune-endocrina,comoes,su actuaciónen el

eje hipotálamo-hipófisis-adrenal.Por otro lado, los estudiosdel efecto de las hormonas

gonadalessobreel sistemainmunetambiénindican unaestrecharelaciónenlas funcionesde

las ditérenteshormonasconla respuestainmune, siendotanto estrógenoscomoprogestágenos
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Justificación

o andrógenoscapacesderegulardicharespuesta.

El interésquedespiertael conocimientode estasrelacionesnosllevó aconsiderarla

posibilidad de estudiarlassobre un animal sano, administrándolediferentes sustancias

inmunosupresoras,con distintosmecanismosdeacción. Así se eligieronla ciclosporina, de

granimportanciaenestetipo de terapiasy uno de los másselectivos;la azatioprina,agente

muy utilizado en cirugía como preventivo del rechazoa diferentestipos de trasplantes

orgánicos,conun mecanismode accióndiferenteal anterior;y laprednisona,representante

de los glucocorticoidessintéticosy siemprepresentesen estetipo deterapiasy enotrasde más

amplio espectro.

El primer objetivo de nuestro trabajo es comprobarsi efectivamentelos tres

inmunosupresoresprovocanunadisminuciónenla respuestainmuneenconejos(Oryctolagus

cuniculus);paraello, seestudiaránlas concentracionesde InmunoglobulinaO alo largode la

Ñsedetratamiento,comprobandosi despuésde la retiradade los diferentestratamientos,los

nivelesde IgO regresanaconcentracionessemejantesa las de la fUse previaal mismo.Parauna

mejorvaloracióndela accióninmunosupresorade los diferentesfármacosy debidoa los pocos

datosexistentese inclusocontradictoriosde los mismos,los nivelesobtenidoscon los animales

tratadossecompararáncon un grupode animalesa los que no seles administraráningún

tratamientoinmunosupresor.

Una vez comprobadosi los fármacosprovocanla inmunosupresióndeseada,se

verificarási un cambioenel estadoinmunológicode los animales,puedeejerceralgunaacción

sobreel sistemaendocrino,fundamentalmentesobreel ejeadreno-gonadal.Así seestudiará

la cortezaadrenal,tanimportanteen la regulaciónde los mecanismosimplicadosenel estrés,

mediantela determinaciónde los nivelesde hormonasadrenales:corticosteronay cortisol.

También se evaluarála influencia que puedetener el agenteinmunosupresorsobre la

flincionalidadgonada],paraintentardilucidarsi elagentetienecapacidadparaprovocaralguna

alteración del sistemareproductor.Para ello analizaremoslos perfiles de las hormonas
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Justificación

implicadasenla esteroidogénesistesticular,como son: androstenodiona,testosteronay 1 713-

estradiol.Además,seestudiarási el efectoquepuedentenerdichosfármacossobrecadauna

de lasglándulasrepercutesobrelaotra,yaquecomo se haindicadoen diferentestrabajos,el

ejehipotálamo-hipóllsis-adrenalpuederegularel ejehipotálamo-hipófisis-gonaday viceversa.

Por otro lado, los estudios referentes a la admmistracíon de tratamientos

mmunosupresores,serealizansobreanimaleso personassometidasa un trasplanteo que

padecenalgunaenfermedadautoinmune,lo cuálpuedeafectaranivel sistémico.Sin embargo

existenmuy pocosdatos de referenciasobre el efecto del agenteinmunosupresoren la

flincionalidad orgánicaen una personao animalsano.Porestarazón, sehacenecesariala

determinaciónde unaseriede parámetrosbioquímicosquenospuedanorientarsobreelestado

del fisiologismo del animal. De esta forma, se intentarávalorar las repercusionesdel

tratamientoenun animalsanoy asípoderasumir los posiblescambios producidosporel

tratamientoinmunosupresivosobrela flincionalidaddelorganismode estosanimales.

Paraello, serealizaránunaseriedepruebasqueestableceránelestadofuncionalde los

diferentesórganos.Así, se determinarándiversas pruebasde la fUncionalidad hepática

basándonosenel análisisde diferentesparámetrosdependiendode las distintasfuncionesdel

hígado,teniendoencuentaqueestassustanciassemetabolizanporvíahepática.

Paraevaluarla fiuncionalidadhepáticasedeterminarála actividadenzimáticade las

siguientesenzimasalaninoamino transtérasay aspartatoamino transferasa.Parala valoración

de las fUncionesbioquímicasespecfficasque ejerceel hígado,sedeterminarándiferentes

parámetrosqueafectanal metabolismode las proteínascomo,porejemplo,la concentración

sérica de las proteínastotales. El metabolismode los lípidos se evaluarámediantela

determinacióndel colesteroltotaly las concentracionesde los triglicéridos.

Elconjuntode laspruebasrealizadasnosdaráunaevaluaciónde la actividadhepática

y de otrasfUncionalidadesorgánicasrelacionadasconella.
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Justificación

Porotro lado,parececonvenientedeterminarparámetrosbioquímicosrelacionadoscon

la funcionalidadrenaly comprobarsi los diferentesfármacos,ciclosporina,azatioprinay

prednisonainfluyen endicho fUncionalismoy si éstopuedeinfluir directao indirectamente

sobreotrasconstantesfisiológicasy tambiénsobreel sistemaendocrino.Con estemotivo se

determinaránla ureay creatininaséricas.

Con el conjunto de las diferentes pruebas anteriormente mencionadasy

contrastándolasconlos resultadosde los animalesqueno recibieronningúntipo de tratamiento

inmunosupresor,se podránevaluar las posiblesrepercusionesde los tratamientoscon

ciclosporina,azatioprinay prednisona,sobrela flhncionalidadorgánicade los animalesy de

estaforma,poderestablecery esclarecerlarelaciónexistenteentreel sistemainmuney eleje

adreno-gonadal.
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Introducción

El SistemaInmuneno sólo sedebepresentarcomoun sistemadesarrolladoen los

seresvivos, partiendode la necesidadquetienende protegersefrenteatodoaquelloque

lesesextraño,sino tambiéncomounaunidadorgánicacuyasactividadesnormalesno están

bajo la influenciadelaestimulaciónexterna,realizandounaseriede funciones,queimplican

el mantenimientodela integridadfisica, lo queconlíevaunaseriederelacionescon otros

sistemasorgánicos,biena travésde la accióndelas propiascélulas(fagocitosis)comoa

travésde componenteshumorales(anticuerpos)y hormonales(linfocinas).

Desdefinalesdelsiglo XVlII, cuandoJennerdescubrióla posibilidad de “vacunar”

contrala viruela, laimportanciade la Inniunologiahaido en aumento.A principiosdeeste

siglo sepensabaquetodos susmecanismoserandefensivos,y fue entoncescuandoRiehet

y Portier descubrieronefectosno deseadosdel sistemainmune, la anafilaxia; lo que

permitiócomenzara intuir la complejidaddel sistema.Un conocimientomejordel sistema

inmuney susrelacionesconotrossistemashacontribuido,deformaimportante,a progresos

en el conocimiento,no sólo de las enfermedadesinfecciosas,suprofilaxis y tratamiento,

sino tambiéna los avancesde la medicinamodernacomo sucedeen los trasplantesde

órganos,enlasenfermedadesautoinmunes,o en enfermedadesneoplásicas;asícomo en las

alteracionesprovocadasporun déficit de estesistema,como porejemploocurreen las

enfermedadesdondeseproduceunainmunosupresióntanto congénita,farmacológicao

infecciosa,comoocurreenel tanpreocupanteSíndromede InmunodeficienciaAdquirida

(SIDA).

El sistemainmuneno se encuentraen modoalgunoaisladodelos otrossistemasde

control delorganismo;de hecho,existennumerosasposibilidadesde comunicaciónentre

los sistemasnervioso,endocrinoe inmunitario comosucede,porejemplo,en el estrésdonde

los niveleshormonalesproducenun efectosobreel sistemainmune,asi comoa suvez,las

célulasinmunessoncapacesde producirhormonasinmunorreactivas.Las correlaciones

entreestossistemasde control, sonimportantesparaexplicarunaseriede fenómenosque

seproducenen el organismo,en diferentessituacionesfisiológicas relacionadascon los

perfileshormonalesy la respuestainmuneque provocan.
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1? SistemaInmunológicoe inmunosupresiónfarmacoló.gica Introducción

1. SISTEMA INMUNOLÓGICO E INMUNOSUPRESIÓNFARMA COL(5GICA

El sistemainmunesehallaorganizadoen un conjuntode célulasqueformantejidos

y órganosque constituyenel sistemalinfoide y en ungrupode célulaslinfocitariasy del

sistemamononuclearfagocitario,queseencuentrancirculandoporel organismo.

1.- RespuestaInmunolgica

El organismoantela presenciade unasustanciaextraña,quesecomportacomo

antígeno,va a producir una respuesta,la respuestainmunológica.Dependiendode los

factoresque intervengan,sepuededividir en dostipos de respuesta:respuestahumoraly

respuestamediadaporcélulas.

La respuestahumoraldependedela interaccióndel antígenoconel anticuerpo.Los

anticuerpossoncapacesde reconocerel antígenosiemprequetenganaccesoaél y activar

mecanismosmuy eficacesde defensa.El apelativo de “humoral” no indica que no

intervengancélulas,yaque paraque seproduzcaestarespuestaesnecesariala activación

de los linfocitos E, que se transformaránen células plasmáticasque producirán los

anticuerposy delos linfocitos 1 queproducenfactoressolublesnecesariosen la activación

de los linfocitosE. Además,paraqueselogresu objetivo,la eliminaciónde aquelantígeno

queinició la respuesta,esnecesarioatraery dirigir a las célulasfagocitariasal lugardonde

debenderealizarsu cometido(Gomezde la Concha,1992).

La respuestamediadaporcélulas,seinicia apartir de la activaciónde los linfocitos

1 y sedesarrollacon el fin de eliminarlos antígenosqueseencuentran‘escondidos”en el

interior de las células,queno puedenseratacadospor los anticuerpos.Portanto, aunque

en ocasionescolaboranlos dos tipos de respuesta,otrasveces,dependiendodel tipo de

infección,actuaráunasobreotra(Feldmanny Male, 1991).

El desarrollodela respuestainniunitaria, trasla activacióninducidaporel antígeno
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1? SistemaInmunológicoe inmunúsupresiónfarmacológica Introducción

1.2.1.-Activación

Los linfocitos B reconocenespecíficamenteel antígenopor medio de las

inmunoglobulinasde superficie.Tambiénseproducela endocitosisdel complejoantígeno-

rnmunoglobulinaporel linfocito B, el cuállo metabolizay reexpresaen su membranalos

detenninantesantigénicos,amodo deAPC.

1.22-J»oliferación

Deformasimilar ala de los linfocitosT, los B, proliferangraciasala interacciónde

linfocinas (JL-2, 11-4, interferón-yy linfotóxina) y monocinas(IL- 1 y factorde necrosis

tumoral)consusreceptores.PareceserquealgunassubpoblacionesdelinfocitosB pueden

secretarlinfocinas,regulandodeformaautocrinasu propiaproliferación(Feldmanny Male,

1991).

1.2.3.- Diferenciación de los Linfocitos B en Células Productorasde

Inmunoglobulinas

A lo largo de los diferentesciclos de proliferaciónde los linfocitos B, algunos

adquierenla capacidadde diferenciarseen célulasplasmáticasproductorasde anticuerpos.

Esteprocesosedebe,en parte,a la adquisiciónde receptoresparacitocinasinductorasde

estadiferenciaciónqueprogresaráirreversiblementehaciacélulaplasmática(véasefigura

2).

Entrelas linfocinasy monocinascapacesderegularladiferenciaciónde los linfocitos

B, clonalmenteactivados por el antígenohacia celulas plasmáticas,se incluyen la

Interlucina-í(IL-I), JL-2,JL-4,JL-6, factorde necrosistumoraly linfotoxinas(Alvarezde

Mon y García,1992).
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2.- AgentesIninunosupresores

Se puededenominarinmunosupresióna una alteracióndel sistemainmune que

deprime,enparteo completamente,las accionesquetieneencomendadas.Lacausapuede

serdediferentetipo: pormotivosgenéticos,infecciososo serprovocadoporel efectode

ciertosagentesfarmacológicosqueinhiben o alteranla respuestainmunológica.

Despuésdel gran avanceque supusopara la medicina clínica el tratamiento

quirúrgicode ciertasenfermedadesmedianteel trasplantede órganos,surgióel problema

de cómoevitarla respuestainmunedelhospedadorfrenteal injerto; esdecir,el rechazodel

órganotrasplantado.Fueapartirde la décadadelos 60, cuandoseinicia el usodefármacos

quepudierandisminuir esosefectosindeseados.Surgieroncompuestosutilizadosparatal

fin, comola azatioprina;posteriormente,seaplicaronotroscompuestoscomocorticoides,

ciclosporina,anticuerposinmunosupresoresy másrecientemente,otros inmunomoduladores

de nuevageneracion.El fin de la terapiaproducidacon estosfarmacosesinhibir, en algún

paso,la respuestainmunológica.Cadaunode los diferentestipos de fármacosvana actuar

en distintosmomentosde la respuestainmunológica.

2.1.-Ciciosporina

Es un polipéptidocíclico de 11 aminoácidosque seaisló de cultivos del hongo

Tolipocladium infiatum Gams(Borelel al., 1976;Wenger,1985; Wengerelal, 1986). Su

acción se centra, de forma selectiva,preferentementesobre el linfocito 1 activado,

inhibiendo laproducciónde linfocinas.La ciclosporinainterfiereen la señalqueinducela

activacióndel linfocito 1 sensibilizadodespuésdel contactocon el macrófagopresentador

del antígeno,por lo quedicho linfocito T no quedaactivado(White elal, 1979;Lafferty

el aL, 1983).Si ya sehaestablecidoestaactivación,la ciclosporinaactúasobreel linfocito

T activado inhibiendo la producciónde linfocinas, en especialel interferón-y y la

interleucina-2y sin ningunaaccióndirectasobrelos linfocitos citotóxicos(BoreIl y Ryfell,

1985; Yoshimurael al., 1988). La disminuciónde Interleucina-2conlíevaque no se
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produzcala donaciónde los linfocitos citotóxico (linfocitos CDS, células agresoras

naturalesNK), y además,no seproducelaexpresióndelos receptoresparala Interleucina-2

delos linfocitos (Thompson,1983)(véasefigura 5).

La disminucióndel interferóngammacomportaráel queno aumenteel númerode

célulaspresentadorasdeantigeno,con lo quedisminuiráel númerode linfocitos activoso

sensibilizadosal antígeno.

Laciclosporinaesunpotenteinmunosupresor,aunquepresentaefectosnefrotóxicos

y hepatotóxicos;la introducciónporCalney White (1977)de estefármacoen la prevención

del rechazo,esuno de los mayoreslogrosproducidosen los últimos años.

2.2.-Análogosdela Purina

En 1959, Schwartzy Dameshekdemostraronqueun antimetabolitoanálogode la

purina, la 6-mercaptopurina(6-MP), suprimía la respuesta inmune en conejos.

PosteriormenteCalne(1960),demostróque la 6-MP inmunosuprimiaprofundamenteel

rechazodel injerto renalen perros.Enun esfuerzoporreducirlos efectostóxicosde este

compuesto,Hitchingsy Ellion desarrollaronla azatioprinacomo un derivadoimídazólico

de la 6-MP (Schwartzy Dameshek,1959; Calne,1960;Hitchingsy Ellion, 1963).

2.2.1.-Azatioprina

La azatioprinaesunasustanciasintéticaderivadade la 6-

mercaptopurina,a la que se le adicionaun anillo imidazólico. La

composiciónquímicaesla 6-(l -Metil-4-nitroimidazol-5-tio)purina

(véasefigura 3).

La supresiónde la respuestainmuneporla administración

~ sistémicade los análogosde la purina como azatioprinaó 6-

Figura3
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mercaptopurina,seproduceporunainhibición dirigidahacialos mecanismosde formación

de anticuerpos,produciendo un debilitamiento del sistema de respuestainmune,

probablementepor interferenciadirectaconel metabolismode la purinaen eltejido linfoide,

durante la fase tempranade inducción de la reacción inmune (Sterz, 1960). Este

antimetabolitoafectaalos linfocitos en proliferación(y no alos queestánen reposo)y

puedesuprimir la respuestade anticuerpos,tanto primarios como secundarios,si se

suministradespuésdela exposiciónal antígeno.

La azatioprinaposeeunaimportanteacciónantintiamatoria,debidoa su capacidad

de inhibir la producciónde macrófagos.Carecede efectosdirectossobrela producciónde

mediadoressolubles,porpartede los linfocitos, y afectapor igual a los linfocitos 1 y E

(véasefigura 5).

Desdelos primerosestudiosde Ritchingselal., queseiniciaronen 1942,muchos

análogosdebases,nucleósidosy nucleátidosnaturalesde purinasehanexaminadoen gran

variedadde sistemasbiológicosy bioquímicos.Estasampliasinvestigacioneshanpermitido

laaparicióndevariosfirmacos,no sóloútilesparael tratamientode enfermedadesmalignas

(mercaptopurina, tioguanina) sino también para la terapéutica inmunosupresora

(azatioprina)y antiviral (acyclovir,vidarabina).El análogode hipoxantina,alopurinol,un

potenteinhibidorde la xantinaoxidasa,esun importantesubproductodeestosesfuerzos.

Undesarrollomuyprometedor,esel descubrimientodepoderososinhibidoresde adenosina

desaminasa,por ejemploeritrohidroxinoniladeninay pentostatina(2’-desoxicoformicina)

(Elion y Hitchings,1965; Elion, 1967;Loo y Nelson, 1982;McCormacky Johns,1982).

2.3.-Glucocorticoides

Los corticosteroidesconstituyenuna parte importante de la mayoría de los

regímenesinmunosupresores.Peseala extensaexperienciaclínicaconestosfármacos,aún

no se conoce con exactitud el mecanismo de acción de los corticoides en la

inmunoniodulación.Partede la razónde estafalta de conocimientoesel elevadonúmero
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de funcionesbiológicasdistintasqueposeenlos corticoides.Ademásde susbienconocidas

propiedadesantiinflamatorias,los corticoidestienenun efectoestabilizadorde membrana

que puedereducir la capacidaddel sistemainmunitario parapresentarantígenos.Esto

puede,también,producir cambiosen los patronesdel tráfico celular. En concreto,hay

cambiosacusadosen la distribucióndelas célulasT, conla apariciónde un númeromuy

reducido de ellas en la circulación (Claman, 1987; Zubiaga el al., 1992). Los

corticosteroidestambiénpuedenenlentecerla división celulare influir en el tamañoglobal

del conjuntode linfocitos (Westonel aL, 1973;Haynesy Murad,1986)(véasefigura 5).

Los estudios sobre el efecto en la produccion de anticuerposhan sido

controvertidos,seindicandatosde quealtasconcentracionespuedenproducirunaligera

disminuciónde la IgO en humana,comoconsecuenciatanto de un decrecimientoen la

síntesiscomode un incrementoen el catabolismo(Butíery Rossen,1973)

2.3.1.- RelaciónEstructura-actividad

La estructurabásicade un glucocorticoideconstade 21 átomosde carbonoen

distribuciónpregnano,doble enlaceC4 = C5 y un oxigenoen los carbonosC3, C11 y C20. A

partir de dicha estructura,la molecula se ha modificado y así, han surgido diferentes

CH,OH glucocorticoidessintético: los de primerageneración,
sonlos quetienenunamodificacióncon un dobleenlace

entre C1 = <2 aumentandola actividadbiológica,la vida

mediay disminuyela actividadniineralocorticoide,entre

elloslos másutilizadosson, la prednisonay uno de sus

derivados, la prednisolona (véase figura 4).

Posteriormente, aparecieron los glucocorticoides

Figura4 sintéticosde segunday tercerageneración,en estos

gruposseencuentranla dexametasonay el deflazacort(Haynesy Murad,1986).

Laspropiedadesantinflamatoriase inmunosupresorasdeestosproductoshacenque

~NA
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2.5.-FKSO6

Es un macrólidoaisladodel Slreptomycesísukubaens¡sen Japónen 1983.Impide

la activaciónde los linfocitos 1 inhibiendo la producciónde interleucina,esun fármaco

eficaz y con pocos efectossecundariosa corto píazo, con un mecanismode acción

semejanteal dela ciclosporina(McCaulleyel al., 1990;Muraseel aL, 1990;Gorskielal.,

1991)(veasefigura 5).
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II. 515TE&L4 INMUNOLÓGICO: LASINMUNOGLOBULINAS

El fundamentode unarespuestainmunitariaesel reconocimientode marcadores

químicosque distinganlo propiodelo ajeno. Lasmoléculasimplicadasen estalabor son

proteínascon unacaracterísticaespecial, su gran variabilidad. Esto permiteque cada

molécula seacapazde reconocerun modelo especifico de efector. Las proteínasde

reconocimientoimplicadasen larespuestahumoralsonlas inmunoglobulinaso anticuerpos,

glucoproteinasséricassintetizadaspor losvertebradosparaactuarfrentea los diferentes

antígenos.

Los linfocitos B son las célulasproductorasde anticuerpos.Su modode acción

fundamentalse recogeen La Teoria de la SelecciónClonal propuestapor Macfarlane

Burnet.Conformemadurala célulaB enla médulaósea,quedacomprometidaen la síntesis

de anticuerposque reconocenun antígeno,o modelo molecular,específico.Todoslos

descendientesdeesacélula,formaránun clon inmunológicamenteidéntico.Los anticuerpos

producidospor la célula B permanecenancladosen la superficie celular a modo de

moléculasreceptoras.Cuandoun antígenoseuneaestereceptor,la célulaB seactivay

comienzaun procesodeproliferacióndedichacélula. Partede la descendenciadelos clones

seleccionadospermaneceen forma de linfocito B circulante,comportándosecomocélulas

de la memoria que en una segundaexposiciónal antígenoactuaránprovocandouna

respuestamásrápida.Otrapartedelascélulasdel clon, sufreun procesode diferenciación,

dejan de reproducirse,aumentande tamañoy comienzanla produccióny secreciónde

inmunoglobulinasespecíficas,sonlascélulasplasmáticas(Jeme,1955;Burnet,1957;Jeme,

1974).

En esencia,cadamoléculade inmunoglobulinaes biñmcional; una región de la

molécula interviene en la unión específicacon el antígeno,mientrasque otra es la

responsablede la unióna los tejidosy moléculasdel huésped,incluyendodiversascélulas

del sistemainmunitario, célulasfagociticasy componentesdel sistemade complemento

(Tonegawa,1985).
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1.- EstructuraBásicade las Ininunoglobulinas.

Enla mayoríade los mamíferossuperioresseconocencinco claseso tiposdistintos

de inmunoglobulinas:IgG, IgA, IgM, Igl) e IgE, quedifieren unasde otrasen tamaño,

carga, composición de aminoácidosy contenido de glúcidos, proporcionandounas

característicasfisicasy químicasdiferentes.

Unamoléculabásicade anticuerpoconstade cuatrocadenaspolipeptídicas:dos

cadenasligerasL idénticas,deunos220 aminoácidosy Pm de 25.000daltonsy doscadenas

pesadasH idénticas,de 330 ó 440 aminoácidosy Pm de 50.000ó 77.000 daltons.Las

cuatrocadenassemantienenunidasentresípor puentesdisulíbro,enlacescovalentesy no

covalentes,formandounaestructuraen forma deY (Poder,1973).

La estructuratridimensionalde las inmunoglobulinasha sido determinadapor el

método de difracción simple de rayos X, observándoseque las inmunoglobulinasson

proteínasmultiméricasunidaspor puentesdisulhzroíntere intracatenariosquedelimitan

subunidadesglobulareso dominios con unascaracterísticassimilaresen su estructura

secundariay terciariade láminafi plegadaantiparalela,queproporcionaal volumeninterno

de estassubunidadesunaflierte unión porrestoshidrofóbicos.La cadenaL poseedos

dominiosy la cadenaH cuatroo cinco dependiendodeltipo de inmunoglobulina.Cada

puentedisulfriro abarcaun asapeptidicadeunos60 ó 70 aminoácidosquepresentanuna

notablehomologíaentreasas,sedenominanregioneshomólogasy representanlaporción

centraldeun dominio deaproximadamente110 residuosaminoacidicos.En cadaregiónde

homologíaresideunapropiedadbiológicadeterminada(Poljak, 1975).

Tanto en las cadenaspesadascomoen las ligeras, el extremoN terminal está

constituidoporunasecuenciade aminoácidosdonderesidela mayordiferenciaentrelos

anticuerpos,es lo que constituyela región variable(VL y VH), mientrasque las demás

subunidadesestructuraleso dominios mantienenuna semejanzacomún en todas las

inmunoglobulinas,constituyendola regiónconstantede lascadenasligeraCL y pesadaC~
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Sedenominaregiónbisagraa un pequeñosegmentode la cadenapesada,entrelos

dominiosC1j y CH
2, dondeestánsituadoslos puentesdisulfliro queunenlas doscadenas

pesadas,esteáreatieneunaciertaflexibilidad quepermitequevaríela distanciaentrelos

dos sitios de unión con el antigeno,haciendoposible queoperenindependientemente

(Frangioney Milstein, 1967;Amzel y Poljak, 1979).

2.- Propiedadesy EstructuradelasDiferentesClasesde Ininunoglobulinas

Aunquelasinmunoglobulinassonmuy similaresenlo queala estructurageneraly

fUncionesserefiere,unasdifierende otrasen suspropiedadesfisicasy químicas.

2.1.-Tiposo Isotiposy subclases

Enla regiónconstantede lascadenasligeray pesadade lasinmunoglobulinasexisten

pequeñasdiferenciasque puedenserclasificadasantigénicamentepor isotiposo clases:

* Isotipo deregionesconstantesenla cadenaligera: kappa(ic) y lambda(X).

* Isotipo de regionesconstantesde la cadenapesada:mu (p), delta (5),

gamma(y), epsilon(e), y alfa (a).

Los diferentesisotiposde lascadenaspesadassonlas quedanlugara las diferentes

clasesdeinmuoglobulinas.La IgO tieneunacadenapesaday, la IgM una i~, la IgA unaa,

la IgD una5 y la IgE tendráunacadenapesadadel isotipoE.

Cualquierade lostipos de cadenasligerassepuedencombinarconcualquieradelos

de cadenaspesadas,peroenunamismamoléculalasdosligerassonsiempredel mismotipo

y no existenmoléculashíbridasnaturales.

Los anticuerposqueposeenlasmismasregionesvariables,perodiferentesclasesde
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cadenapesada,reconocenalos mismosantigenosperodesempeñanpapelesdiferentesen

la respuestainmunitaria.Así, los anticuerposunidosala membranaquesirvende receptores

enla célulaB llevanincorporadascadenasg o5, mientrasquela mayoríadelos anticuerpos

secretadosen respuestaaun antígenocontienencadenasy o a.

Se han encontradodiversas subclasesde inmunoglobulinasG con pequeñas

variacionesenla secuenciaaminoacídicade laregiónconstantede la cadenapesaday en las

uniones intercadenapor puentesdisulfi.iro de la IgG, que comportacierta variación

estructuraly, enalgunoscasos,variacionesen lasfUnciones.La apariciónde estassubclases

pareceserposteriora laformacióndelas especiesy así,enla humanaaparecen4 subclases

diferentes:IgG1, 1g02, IgG3, IgG4 pero las característicasy fUncionesde éstasno son

comparables,porejemplo,con las 4 subclasesidentificadasen el ratón.En otrasespecies

animales,inclusopuedenfaltaralgunade lassubclases.En ciertasespeciesanimalessehan

descritodossubclasesde IgA: IgAl e IgA2, comoel conejo,mientrasquede IgM, IgE e

IgD, no seconoceninguna(Nisonoffetal., 1975; Bankerty Mazzaferro,1989; Turner,

1991).

2.1.1.-Variabilidad Genéticadelas Inmunoglobulinas

Estavariabilidadvienedeterminadamedianteel estudioantigénicode las diferentes

partesde lasinmunoglobulinas;segunla revisióndeFigueredoDelgadoel aL (1992)esde

trestipos, quesonlos siguientes(véasefigura 7):

4 1. Isot¡pos (Individuosmismaespecie,porvariacionesen lascadenaspesadas

y ligeras).

4 2. Aloúlpos (diferentesalelosenun mismo locus)

4 3. Idiotipos (variacionesen las secuenciasde las regiones).
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2.3.- InmunoglobulinaM (IgM)

Representaalrededordel 10%del reservoriototal de inniunoglobulinas,tieneuna

estructurapentaméricacon un Pmde 970.000daltonsy coeficientede sedimentaciónde

19S,aunquepuedenencontrarsepequeñascantidadesdeIgM en formademonómerocomo

unidadessimples,conocidascomo IgM-7S o IgMs. Estainmunoglobulina, confinada

prácticamenteal espaciointravascular,es la predominanteen la respuestaprimariade

anticuerposcontralos microorganismosinfecciososantigénicamentecomplejos.Unasola

moléculadeIgM unidaal antígeno,escapazdeiniciar lacascadadel complemento,también

eseficaz en reaccionesde aglutinación,opsonizacióny neutralizaciónde virus, aunquesu

papelesde pocaimportanciaen la protecciónde fluidostisularesy secrecionescorporales

(Mesteckyy Schoruhenloher,1974;Hayzery Jaton, 1985).

2.4.-InmunoglobulinaA (IgA)

Suponealrededordel 15%delasinmunoglobulinasséricas,puedepresentarsecomo

un monómero,como un dímeroe inclusoformandopolímerosy esrica en glúcidos.La

forma diméricatiene un coeficientede sedimentaciónde 115 y el trímerode 13S. Es la

inmunoglobulinapredominanteen las secrecionescomo la saliva,secrecionesdigestivas,

traqucobronquiales,leche,calostroy secrecionesgenitourinarias(DelacroixetaL, 1982).

La IgA secretora(IgAs), esla masabundanteen las secrecionesseromucosas,sueleserla

formadimérica115 y seasociaaotraproteínaqueconformael componentesecretor.Este

essintetizadopor las célulasepitelialesy seañadeal dímerocuandoatraviesael epitelio.

Tienela fUnción deprotegera laIgA dela proteolisisporlas enzimasgastrointestinales.Su

presenciaaisladaen las secrecionespareceindicar que susíntesisesindependientede la

secreciónde inmunoglobulinas(Mostovetal., 1984;FigueredoDelgadoet al., 1992).

La IgA no actúacomoopsoninani escapazde activarla cascadadel complemento;

sin embargo,aglutinapaniculasantigénicasy neutralizavirus, sumisiónprincipalesla de

prevenirla adherenciadel antígenoa la superficiecorporal(Mesteckyy Kilian, 1985).
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2.5.- InmunoglobulinaD (Igl>)

En el plasmarepresentamenosde un 1%, pero sesabeque existeen grandes

cantidadesen la membranade los linfocitos 13 circulantes,actuandocomo receptor

antigénico.Pareceserque intervieneen la diferenciaciónlinfocitaria desencadenadapor

antígenos(Spiegelberg,1985).

2.6.-InniunoglobulinaE (IgE)

Se encuentraenla membranade los basófilosy mastocitosde todoslos individuos.

Pareceserqueactúaen lainmunidadactivafrentea los parásitoscomo helmintos,también

se asociaa procesosde hipersensibilidadinmediataen dondeseproducela unión con el

antigeno provocandola degranulaciónde los mastocitosy la liberación de aminas

vasoactivas(Ishizaka,1985; Turner,1991).

3.- ProduccióndeInniunoglubulinas

Antesdequelleguea sintetizarsela proteínadel anticuerpo,esnecesarioeliminar

los intronesdel RNA primario transcrito.Pareceserque existenunassecuenciasque

indicarían los lugares dondedeben de actuar las enzimaspara que las escisionesy

reempalmesdeRNA serealicenconprecisión,de tal formaque setranscribaun RNAm

eficaz(véasefigura 9).

El RNAm saledelnúcleoy entraen el citoplasma,dondeseuneaun ribosoma.La

secuenciaconductora(L) estraduciday el productoseunealaproteínadereconocimiento

dela señal(SRP)quebloqueala traducción.El complejoproteina/ribosomaquereconoce

la señalniigraal retículoendoplásmico(RE), dondela SRPseune ala proteínaen un lugar

vacantedel RE. Ahorapuedecontinuarla traducción,y la cadenasintetizadoraatraviesala

membranaen el RE. La secuenciaconductoraeseliminaday la cadenaformadaquedalibre

paraunirseal restode las cadenas.Enunpasoposterior,laproteínaseuniráal aparatode
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4.-CaracterísticasEspecíficasde las Inmunoglobulinas de Conejo

4.1.- Inmunoglobulina G

Esteisotipoposeeunagrandiversidadcon respectoal númerode subclasesen casi

todaslas especies;sin embargo,en el conejo sólo se han identificado dos isotipos o

subclasesdenominadas1801 e IgG2 (Bankert y Mazzaferro, 1989). En el conejo las

unionesporpuentesdisulfiaro intercatenariosdifierende las de otrasespecies,en que sólo

existeunauniónporpuentesdisulifiro (Nisonoffetal., 1975).

La IgO de conejoestácompuestaprácticamentede un solo subtipode IgG, por lo

que los preparadosparacristalizacióndel fragmentoFc sonmuy homogéneos(Porter,

1959).

4.2.- lnmnunoglobul¡naM e IgA

La IgM en todaslas especies,existede formapentaméricacon un coeficientede

19S,constituidaporunasubunidadbásicade 75. LacadenaJ estáasociadaala IgM de la

mayoríade las especiesincluido el conejo(Lammy Small, 1966).

La inmunoglobulinaA puedeencontrarsecomomonómeroo formandopolimeros

asociándoseauna cadenaJ. La formasecretadaesgeneralmenteun dímerounido por la

cadenaJ y un componentesecretorcon alto contenidoen glúcidos, sintetizadopor las

célulasepiteliales,conlafUnción detrasportarla IgA atravésde dichascélulasy protegerla

dela acciónproteoliticadelasenzimasquela acompañanen las secreciones(Mostovela!,

1984).

El componentesecretorde la IgA del conejo estáasociadoa estamoléculapor

fUertes enlacesno covalentes,perono poseeningúnpuentedisultUro deunión comoen

otrasespecies(Halperny Koshland,1970).En pocasespecies,sehandefinidodiferentes
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subclasesde IgÑ sin embargo,el conejoposeedos isotipos,IgAl e IgA2 (Bankerty

Mazzaferro,1989).

Propiedadesde las Inmunoglobulinas de Conejo

Clasesy SubclasesdeInmunoglobulinas
= = =

IgO 1 IgG2 IgA JgM
= = =

IgE IgD

Coeficientede

Sedimentación:

PesoMolecular:

Vida media(días):

Concentración

Sérica(mg/mI):

Transferencia

Placental:

Unión aProteínaA:

75

150K

mínima

75

150K

7-9

9- 12

+

+

>150K

<1

>113

ND

19S

900K

34

85

180K

<1 <0,01

+

+

ND

ND = No Determinado

(Deichmiller y Dixon, 1960; Banibelí, 1966;Bankerty Mazzaferro,1989)

SS

190K
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III. INTERACCIÓN ENTRE LOSSISTEMASiNMUNE YNEUROENDOCRJNO

El sistemainmunitariono seencuentraenmodoalgunoaisladodelos otrossistemas

decontroldel organismo;dehecho,existennumerosasposibilidadesde comunicaciónentre

los sistemasnervioso,endocrinoe inmunitario. En efecto, las células neuroendocrinas

liberanhormonasque puedeninfluir sobrelos linfocitos. Los mismoslinfocitos poseen

receptorespara una amplia variedad de hormonas, incluidos los corticoesteroides,

catecolamninas,endorfinasy hormonadel crecimiento.Además,prácticamentetodaslas

hormonasestudiadasejercenalgúnefectosobreel sistemainmunitario, aunqueno todos

estosefectosseanmuy directos(Taylor, 1991).

Los sistemasnerviosoo endocrinoposeenmúltiplesoportunidadesparacontrolar,

no sólamentela intensidad,sino tambiénla modalidad,la cinéticay la localizaciónde las

respuestasinmunitarias.Debeindicarsequelas célulaslinfoides puedenproducirpor sí

mismashormonasinmunorreactivas,talescomolahormonaadrenocorticotropa(ACTH),

hormonaestimulantedelos folículos (FSH) y lahormonaestimulantede la tiroides (TSH),

quepuedenejercerulterioresaccionesmoduladorassobrela respuestainmunitaria(Blalock

y Smith, 1985;Alvarez-MonetaL, 1985;Blalock, 1989).

A. SISTEMÁ INMUNOLÓGICO Y HORMONAS GLUCOCORTICOIDES

Durantemuchosaños,las accionesinhibitorias de los glucocorticoidessobreel

sistemainmune fUeron consideradasdesdeel punto de vista farmacológico,ya que se

administranadosiselevadasparaquese manifiestensusefectos.Sin embargo,actualmente

sesabeque,tantoenindividuossanoscomo durantelos procesosinfecciososo tumorales,

los glucocorticoidesjuegan un papel importantefrenando la respuestadel sistema

inmunitarioparaqueéstano seaexcesiva(FaucietaL, 1980).

Los glucocorticoidestienen accionesmuy marcadassobre los macrófagosy

linfocitos T. Los macrófagos,ademásde participaren la respuestainflamatoria,jueganun
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papel muy importanteen la inmunidadespecifica,liberan la interleucina1 (11-1) que

aumentala proliferaciónde los linfocitos 1 en respuestaaun antígeno.La interleucina2

(IL-2), liberadaporlos linfocitos T activados,al igual quela IL- 1, estimulael desarrollode

los linfocitos 1 y laproducciónde interferón.El interferónasuvez, estimulala actividad

delos macrófagosy delas célulasNK. Los glucocorticoidesadosisfisiológicasinhiben la

síntesisy liberaciónde IIL-í y IIL-2, de estemodo atenúantoda la seriede reacciones

expuestasanteriormente(Guillis etaL, 1979;Palaciosy Sugawara,1982).A dosiselevadas,

los glucocorticoidespuedenproducirla muertede los linfocitos, por lo queórganoscomo

el timo, bazoy ganglioslinfáticosinvolucionany disminuyendetamaño(Nieto et aL, 1992).

Los factoresliberadosdelas célulasinmunológicas,la It- 1, la LL-2, el interferóny

los t%ctorestimicosactúansobreel eje adrenal,produciendoun aumentode los corticoides

plasmáticos.Estosa suvez,al inhibir la actividaddel sistemainmunitarioy la secreciónde

susfactores,previeneno modulanla intensidadde la respuestainmunológica.Se formaasí

un circuito regulador,perfectamentecontroladoy el sistemainmunitario, apesardetener

una autorregulaciónintrínseca,quedabajo la dependenciadel sistemaneuroendocrino

(Browny Blalock, 1990).

Las accionesdelos glucocorticoidessobrelos linfocitos13 sonmenosmarcadasque

sobrelos 1. Los corticoides,adosisfisiológicas,aumentanla síntesisde inmunoglobulinas,

pero en dosisfarmacológicasdisminuyenel númerode inmunoglobulinascirculantes,la

producciónde célulasE y tambiénpuedenproducirsu citolisis (Lopez-Calderón,1992).

1.- Estrése Inmunidad

Un elementoesencialde discusionsobrelas interaccionesneuroendocrinase

inmunesesel estrés.El estréssepuededefinir como “una condicióndinámicay compleja

en la cualla homeostasisnormal,estáalteradao amenazada”.Desde1936,cuandoSelye

describióel síndromegeneralde adaptación,sesabíaqueel estréscrónicoproducíaatrofia

del timo e involución de los órganoslinfoides por lo que, actualmente,el efecto
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Los mediadoresmásimportantesenla respuestaproducidafrenteal estrés,parecen

ser,la hormonaliberadorade corticotropinas(CRH), el eje hipotálamo-hipófisis-adrenal

(HPA) y el sistemanerviosoautónomoanivel del núcleocereleuscerebral(Chrousosy

Oold, 1992).

La CRE hipotalámicajuegaun papelcentral en la integracióndel sistemade

respuestaal estrés.La activacióndel eje hipotálamo-hipófisisincluye la secreciónde la

corticotropinahipofisariaACTH y de los corticoidesadrenales.Por otro lado, la CRH

activa el sistema nervioso simpático liberándoseepinefrmna y norepineflina. Como

consecuencia,seproduceun incrementoen los nivelesde laglucosasanguinea,en lagasto

cardiacoy de la presión sanguínea,mientras que son inhibidos, el sistemainmune y

antinflamatorio.La activacióndel sistemanerviososimpáticotambiénestimulala liberación

de CREhipotalámica.Deestaforma, el sistemade respuestaal estrésparecefUncionar

comoun circuito de retroflincionalidadbidireccionalpositivo (Wilder, 1995).

1.1.- Interacciónde la Respuestaal Estréscon los EjesNeuroendocrinos

La activaciónde la respuestaal estréstambiénincluye los sistemashipotálamo-

hipófisis-prolactinay -hormonadel crecimiento,así como el eje hipotálamo-hipófisis-

tiroides y -gonadal.El estrésagudopuedeincrementarla secreciónde hormonadel

crecimientohipofisariamientrasqueel estréscrónicopareceinhibir la secreciónde dicha

hormona,comorespuestaa laliberaciónde somatostatinaestimuladaporla CRE.El estrés

crónico inhibe la expresióndel RNAm de prolactina.Es decir, hay un aumentode la

secrecióndelashormonasinmunosupresorasy unadisminuciónde las hormonascon acción

inmunoestimulante,lo cualnosayudaa comprenderel efectoglobalinmunosupresordel

estréscrónico.La secreciónde somatostatinainhibe la secreciónhipofisariade hormona

estimulantede la tiroides (TSR); además,los glucocorticoidesinhiben la conversiónde

tiroxina a triyodotironina Estasrespuestasseproducenduranteel estrés,probablemente

como una consecuenciaadaptativacon el fin de limitar el gastoenergético(Chrousosy

GoId, 1992).
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2.- EfectodelasCitocinasen la Respuestaal Estrésy en los EjesNeuroendocrinos

Aunque la coordinaciónentrelos sistemasnerviosoy endocrinoen la respuesta

adaptativaal estrésseconocedesdehacetiempo,el conceptode integración,coordinación

y regulaciónbidireccionalinmune-neuroendocrinade la respuestaal estrés,esde desarrollo

reciente.

Las interleucinas-1 (It-1) y -6 (IL-6), sonlascitocinasmásintensamenteestudiadas

en relación a su fUnción reguladorade la comunicaciónbidireccional del sistema

neuroendocnno-inmunológico,sin embargotambiénjueganun papel importanteotras

citocinas,comoel factor denecrosistumoral(TNF-a),1-2 e interferón-y(IFN-y) entre

otras(Imuray Fukata,1994).

2.1.-Interleucina-1

Besedovskyeta! (1986) fUeron de los primerosinvestigadoresinteresadosen el

estudio de las característicasde la It- 1, comprobandoque dicha citocina estimula,

temporalmente,la producciónde glucocorticoidespor activacióndel eje HPA por acción

dela CRE(SapolskyetaL, 1987).La producciónde interleucina-1 estáregulada,asu vez,

por los glucocorticoides.Asi, se confirma el importantepapelquejuegael eje HPA en

prevenirunaexcesivaamplificaciónde la activaciónde las célulasdel sistemainmune.El

circuito deretroflincionalidadentrela producciónde It- 1 del sistemainmuney el eje HPA

hansidoextensivamenterevisados(Denckla, 1978;Browny Blalock, 1990;AnsarAhmed

y Tale], 1990;Holaday,1991;Geenenetal?, 1991;Wilder,1995; Torpy y Chrousos,1996;

Chikanza.,1996).El conceptofUndamentalquesugierendichosestudiosesquetantoIt- 1

comoCRHjueganun papelcentralcomo mediadoresen la comunicaciónentresistema

inmune, endocrinoy nervioso.Por otro lado,seha demostradoenratasquela It- 1 estimula

directamentelaproducciónadrenalde corticoides(Andreisetal., 1991). Sehandetectado

receptoresde altaafinidadparalaIt-í envariaszonasdel cerebroy de órganosendocrinos,

incluyendohipófisis,ovariosy testículos(Cunninghamy De Souza,1993).
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2.2.- Interiencina-6

La It-6, como la It- 1, esun potenteestimuladorde la secreciónde corticoides

adrenalesa travésde la intervenciónde la CRE y de la activacióndel eje HIPA. Si se

requiereunaestimulaciónmas prolongada,entoncespuedeestimulardirectamentela

hipófisisy liberarACTH (LysonyMcCann, 1992).Enla glándulaadrenal,la producción

deIL-6 esestimuladapor It- 1, ACTH y angiotensinaII; pareceserquela glándulaadrenal

es un importantepunto de integraciónde los sistemasneuroendocrinoe inmunológico.

Además,la producciónlocal deIIL-6 y de otrascitocinasparticipanen la regulaciónde la

ovulación y en la fUnción de las células de sertolí del testiculo (Schobitzetal, 1993;

Brannstromet al., 1994;Broockfory Schwarz,1991).
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B. SISTEMA INMLJNOLOGICOY HORMONASGONABALES

La importanciade las relacionesentreel sistemainmunológicoy el endocrino,ha

sido objetode diversosestudiosy revisionespordiferentesautores.Desdehacetiempo,se

han observado diferentetipo eintensidadde respuestainmunológicadependiendode que

el individuo fUera machoo hembra,comprobándosequela respuestaimnunológicaen las

hembraseramayorquela observadaen los machos(Terreset al., 1968).En los últimos

añoslas investigacionesen esteárease han intensificadocon un númerosuficientede

revisionesqueconfirmanun incrementoen el interesde varios de los aspectosde esta

“interdisciplina” (Grossman,1984; Grossman,1985; Ansar Ahmed et al., 1985; Sljivic,

1986;Mooradianet al., 1987;Blalock, 1989; Schuursy Verheul, 1990; ArisarAhmedy

Talal, 1990;Wilder, 1995; Torpyy Chrousos,1996).

El conjuntode tantasevidenciasindicaqueesmuy probablequeestasdiferencias

en la respuestainmunológicaentre los sexosestuvieramediadapor la acción de las

hormonasesteroidessexualesy quede algunamaneraéstasejercieranun control sobrela

poblacióncelularinmunocompetente.

1.- Efectode lasHormonasGonadalesen la Inmunidad

Para determinarsi la fbncionalidad gonadaljuega un papel importante en la

regulacióninmunológica,los investigadoresestudiaronel tejido linfoide y la respuesta

inmuneen animalesenterosy gonadectomizados(Castro1974; Kittas y Henry, 1979).

En la mayoríadelos trabajosrealizadosparaestudiarel efectoque producenlas

hormonassexualessobre el tejido linfoide, se observóque se producíancambios

morfológicosen el timo, inclusoantesde queseconocierala importanciade esteárgano

en la competenciainmunológica.Las primerasobservacionesserealizaroncon animales

gonadectomizadosmachosy hembras,antesde la pubertad.Enellos,aparecíantimoscon

untamañomayorqueel normal,asociadoa un incrementodela celularidad.El comienzo
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de la involución timica con la madurezsexual del animal y la aparentepérdidade la

involución en animalesgonadectomizadosparecíasignificar que las hormonassexuales

teníanun importantepapelen la involución fisiológica del timo (Castro 1974; Kittas y

Henry, 1979).

Trabajosrealizadosen ratonescastrados,paracomprobarla reacciónde los animales

frente aun alotrasplantede piel, produjeronun aceleradoy marcadorechazodel injerto,

comparándoloconun grupo control, comprobándoseademásqueésterechazose puede

prevenircon la administraciónde andrógenos(Castro,1974). Sin embargo,cuandolos

animaleseranorquiectomizadosy timectomizados,no presentabanrechazoal trasplante

(Castro,1975).

Paradeterminarcual es el papel que ejercenlas hormonasesteroidessobrelas

célulaslinfoides,serealizarondiversosestudiosin vítro encultivos de linfocitos T, a losque

seañadiósuerosprocedentesde ratasmachoen diferentescircunstancias.Primeramente,

seadicionósuerode ratamachogonadectomizado,comprobándoseque seproducíaun

estimulode la mitosiscinco vecesmayorqueen un cultivo control. Si al cultivo celularse

le añadíasuerode animalesadrenalectoniizados,la mitosis se incrementabahastasiete

veces.El suerode los animalesconla dobleablacciónproducíaunaelevaciónde la mitosis

llegandoa ser superior a 10 veces. Esteestudiosugiereque las hormonasesteroides

producidas,tantoen las gónadascomoen la glándulaadrenal,soncapacesde deprimir la

fUnciónde los linfocitosT, por lo queunaeliminaciónde estashormonaspuedeestimular

la respuestade los linfocitos T (Orossmanetal., 1982).

Porotraparte,Nelsony Steinberg(1987) y Astorquizaetal. (1987)comprobaron

en machos roedorescastradosque se producia un incremento de los niveles de

inmunoglobulinasy de la respuestainmunemediadaporcélulas.Estosresultadosparecían

indicar quelosnivelesde hormonasesteroidespuedenser importantesen el control de la

producciónde anticuerpos(Stimson,1987).
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Se realizarondiversosestudiospara comprobarcómo podría influir sobre la

respuestammunológicay el tejido linfoide, la administraciónde estrógenos,progestágenos

y andrógenos.Kochakian(1976) comprobócómo seproducíala involución deltimotras

la a&ninistraciónde estrógenosy andrógenos.Ademásindicó quelainvolución timica,era

debida a los efectos directos de dichas hormonas,y no estabamediadapor las

corticotropinashipofisariasni por los corticosteroidesya que, tanto estrógenoscomo

testosterona,producen una reducción del peso del timo también en animales

adrenalectomizados.Por otro lado,seobservóquela administraciónde progesteronano

influíasobreel tamañotímico (Nelsonel al, 1967; Shobon1974)

1.1.-Acción delos Estrógenosen la Inmunidad Humoral y Celular

Stemy Davidsohn(1955),describela influenciade losestrógenosen el incremento

en la producciónde anticuerpos.En ratashembra,la producciónde estrógenosparece

regularla síntesisde IgA eIgOuterinas,observándoseincrementosespontáneosdel nivel

de inmunoglobulinasduranteel ciclo estralquepodríanserel resultadode la accióndel

estradiolen el útero(Wira y Sandoe,1980).

El estradioles capazde inhibir la actividadde las célulasT supresoras,lo cuál

provocaun incrementoenla maduraciónde las célulasB y un aumentoen la producción

de anticuerpos(Paavonena al., 1981; Stimson,1987).Puestoquela blastogénesisde las

célulasB ocurreenlos tejidoslinfáticos,no sorprendeencontrarun aumentodela respuesta

proliferativaal antígenoen el bazoy nóduloslinfáticos comoresultadoaun tratamiento

estrogénico.

Tratamientosconmayoreso igualesdosisfisiológicasde estradiol,en roedores

machosy hembras,enteroso castrados,producenun incrementoen la respuestade

anticuerposa varios antígenos,tanto T-dependientescomo T-independientes(Myers y

Peterson,1985; Brick ex al., 1985).
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Paraidentificarel mecanismoporel cuallos estrógenos,u otrashormonassexuales,

soncapacesde deprimirla inmunidadcelular,esnecesariorevisarlos estudiosen los que

losefectosdecompuestosestrogénicosu otrosesteroides,sonevaluados¡ti viti-o utilizando

cultivosde linfocitos timicos blastogénicos.En dichoscultivos, la mitosisde los linfocitos

esestimuladapor la adiciónde sustanciasmitogénicascomola titohemoaglutiina(PHA)

o la concavaninaA (con A), el incrementode la síntesisde DNA secompruebapor la

incorporacióndeun nucleótido[H3],generalmentetimidina [H3].

En estudiosenlos que seañadeestradiola loscultivos linfocíticos,seprodujouna

marcadadepresiónde la estimulaciónde PHA en la transformaciónblastogénica(Wyle y

Kent, 1977; Mendelsohnet al., 1977). Los mismos autoresobtuvieron resultados

semejantesafiadiendoal mediode cultivo progesteronay testosterona,igualmentesucedió

condietilestilbestrol(DES) (Ablin et al., 1974). Sin embargo,hayqueteneren cuentaque

entodosestosestudiosseagregóunaconcentraciónde hormonasal mediode cultivo muy

superioral valor fisiológico.

Grossmanet a! (1982) realizaronunaserie de trabajosañadiendoal medio de

cultivo preparadosséricos de ratas castradas,produciéndoseun marcado efecto

estimulatoriode la blastogénesisdelos linfocitos T. Cuandoserealizóla experimentación

utilizando suerospreparadosde ratascastradasy pretratadas¡ti vivoconconcentraciones

fisiológicastantode estradiolcomo detestosterona,seprodujoun efectomarcadamente

inhibitorio de los linfocitos T. Cuandose utilizaron suerosprocedentesde animales

castradosy timectomizados,se produjo la pérdidade la capacidadparaestimularlos

linfocitos T (Grossman,1984).Estosresultadossugirieronque, tal vez, los estrógenos(o

la testosteronametabolizadaaestrógenos)inhibenla eliminaciónde factorestiniicos séricos

queregulanla fUnción de los timocitos.Puestoqueestosfactoresestimulannormalmente

la fUnción de los linfocitos T, en ausenciade dichosfactoresla actividaddelos linfocitos

T estádeprimida(Grossmanetal., 1982;GrossmanyRosell,1983;Grossmanet al., 1983).

Los estrógenospuedentenerun efecto directo sobrelas célulasB (Myers y

39



III? Interacción entre ¡os Sistemas Inmune y Neuroendocrino Introducción

Peterson,1985), inhibir la fUnción de los linfocitos supresores(Paavonenet al., 1981) o

facilitar lamaduraciónde los linfocitos cooperadores(AnsarAmhedet al., 1985)y pueden

influir enla maduraciónde losmacrófagosy sufUnción (Baraket al., 1986;Hu et al., 1988;

Schereiberet al., 1988).

1.2.-Acción delos Andrógenosen la InmunidadCelulary Humoral

Losandrógenostambiénestánimplicadosenla regulaciónde la fUnción inmune.En

estirpesde ratónconelevadasensibilidada los andrógenos,los machostienenmenores

nivelesde lgvI e 1g02circulantesque las hembras,mientrasque las hembrasproducen

mayor cantidadde anticuerposftente al antígenoalbúminaséricabovina (Cohn, 1 979a;

Cohn, 1979b; Cohn, 1986). Las hembrasde hamstertambiénposeenmayor actividad

primaday secundariaen la inmunidadmediadapor anticuerpos,comparándoloconlos

machos(Blazkovecet al., 1973; Orsini y Blazkovec, 1974; Blazkovecy Orsii, 1976).

Además,estadepresiónde lafUnción inmuneenel hamstermachoseproducepocodespués

de la madurezsexual(Blazkovecy Orsii, 1976).

La testosteronano es el único andrógenoqueseconoceque alterela fUnción

inmune La 5a-androsteno-3,17-diona,pareceser quedeprimeciertasfuncionesdel sistema

inmunologicomediadoporcélulas(Skowron-Cendrzakex al., 1975).

Otroandrógenodeinterés,esla dihidrotestosteronala cuál,en algunostejidos,es

el andrógenofisiológicamenteactivo, Estecompuestodeprime¡ti viti-o, la estimulación

blastogénicade laPHA en los linfocitos tímicos(Grossmany Roselle, 1983;Orossmanet

al., 1983). Aparentemente,los andrógenosreduceny los estrógenosincrementan,tanto los

anticuerposproducidosespontaneamentecomolos inducidosporalteracionesautoinmunes,

en los ratoneshibridosde la estirpeNZB. Los tratamientosde las hembrasdel mismo

hibrido contestosteronao dihidrotestosteronaretardanel procesode la autoinmunidad

mientrasquelos estrógenosproducenunamarcadaaceleracióndel proceso(Steinbergcf

a!, 1979).
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La testosteronatambiénpuedeinhibir la regeneraciónde áreastimo-independientes

de los tejidos linfoidesperiféricos,pobladasfUndamentalmentepor linfocitos B, lo que

sugiereque la testosteronaactúaen la diferenciaciónde las célulasprimordialesde la

poblacióndelinfocitosB, derivadosde la médulaósea(Fujii et al., 1975)

Engeneral,estosestudiossugierenquelos andrógenos,al igual quelosestrógenos,

son capacesde regularla respuestainmune. Los andrógenosejercensus efectosen la

respuestainmunealterandoel desarrollode las poblacionesT y B, y regulandola fUnción

de lascélulasT inmunocompetentes.Dicha regulación,va acompañadadeunamodulación

delashormonastímicas.Sinentraren losmecanismospor loscualeslos andrógenosejercen

su acciónsobrelascélulasT, éstosproducenunadepresiónen la respuestade los linfocitos

T. Pareceserquela actividadinmunosupresora,inducidapor la testosterona,puedeestar

reguladagenéticamente(AnsarAhmedet al., 1987).

Enlas conclusionesdeunarevisiónsobreel temarealizadasporShuursy Verbeul

(1990),seindicaquelos andrógenospuedeninterferir en los procesosde maduraciónde

las célulasB (Hirota et al., 1980; Grossmanet al., 1984) y de las célulasT supresoras

(Holdstock,et al., 1982),influyendoen losprecursoresde las célulasT y B en la médula

ósea(Weinsteny Berkuvitch, 1981) lo queproduciráun incrementode la fUnción de los

linfocitosT supresores(AnsarAhmed et al., 1985).

12.-Acción dela Progesteronaen la InmunidadCelular.

Al igual quesucedeconlas hormonasanteriores,sehanpublicadodiversostrabajos

sobreel efectode la progesteronaen la respuestainmunológica.En trabajosen los quese

utiliza progesteronao acetatode medroxiprogesterona,éstapuedesuprimir la fUnción

inmunedelbazotanto iii viti-o como ¡ti vivo, debidoa la acciónespecificasobredichas

células(Sekiyaex al., 1975). En estudios¡ti vivo seha demostradoque la progesterona

aumentala actividadde las célulassupresoras(Holdstocket al., 1982).La progesteronay

la 20a-dihidroprogesteronatambiéninhiben la accióndela PHA (Mori et al., 1977).
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Así comola progesteronapareceafectarala regulacióndel sistemainmune,éstea

suvez,estambiéncapazde regularel metabolismode la progesterona,al igual que el de

otros esteroides.En ratashembrasa las que se les produjounainmunodeficienciapor

timectomía y radiación, se determinaronlos niveles de progesteronay estradiol,

encontrándoseconcentracionesde ambashormonassignificativamenteinferiores con

respectoal grupocontrol(Wifliams et al., 1978). Losautoressugierenquela causade esta

disminuciónpodríaestarproducidapor los dañoscausadosen los ovarios, pero otras

explicacionestambiénpuedenser posibles.De acuerdoconotrasinformacionesposteriores,

las hormonastimicas puedenregular la secreciónde hormonaluteinizante(LH) de la

hipófisis, modificar la fUncionalidad ovárica y disminuir los niveles de progesterona

circulante(Rebaret al., 1981; Rebaret al., 1983;Michael et al., 1981a;Michael et al.,

1981b).

La progesterona (y otros esteroides) es a la vez inmunorregulada e

inmunorreguladora.Los elevadosnivelesde progesteronacirculantesencontradosen la

gestaciónen muchasespecies,incluida la mujer, parecenindicar el importantepapel

inmunorreguladorquetieneestahormonadurantela gestación(Siiteri y Stites,1983).
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C.- INTERCONEXIÓN ENTRE LOS EJES aPA, REPRODUCTOR Y EL

SISTEMA INMUNE

1.- EjeHipotálamo-Hipófisis-Gónada

La hormonaliberadora de gonadotropinas(GnRH) del hipotálamo,regula la

secreciónde gonadotropinashipofisariasLH o FSH. La FSH estimulalaproducciónde

estrógenosy dicho esteroidemodificala secreciónde GnRHy FSH porun mecanismode

retroffincionalidad positiva y negativa. La LH en el macho estimula la producción de

testosterona por las células de Leydig y dicho esteroide actúa negativamente sobre el eje

hipotálamo-hipófisis-gónada (HPO).

La activacióndel eje HIPA inhibeel eje hipotálamo-hipófisis-gonadalen múltiples

niveles. La CRH suprimela secrecióndehormonaliberadorade la hormonaluteinizante

(LHRH) del núcleo arcuato hipotalániico, tanto directa como indirectamentepor la

estimulación de j3-endorfinas o de los glucocorticoides. Además, los glucocorticoides

puedeninhibir directamentela liberaciónde LH hipofisariay la produccióngonadalde

esteroidescomoestrógenos,progesteronay testosterona.Además,tambiéninhiben los

tejidos efectores de los esteroides gonadales (Rivier y Rivest, 1991; Chrousos y Oold,

1992). Por el contrario, el estradiol parece ejercer un efecto positivo en la produción de

CREtantoen hipotálamocomoentejidosperiféricos(Torpy y Chrousos,1996). El tiroides

y los esteroides sexuales modulan la actividad del eje HPA enfatizando la conexión

bidireccional de estos sistemas (vease figura 11). La conexión de los ejes HPGy HPAy las

diferencias fUncionales relacionadas con el sexo en respuesta a estos sistemas, son

importantesparapoderentenderel desarrollode ciertasanormalidadesdel sistemainmune,

comosonlas enfermedadesautoinmunes; éstas son mucho más frecuentes en las hembras

y, además,tiendenadesarrollarseen períodosde cambiosde la actividadfUncionaldel eje

HPO comosonla pubertad, gestación, postparto, menopausia o en momentos de estrés

psicológico. Estas situacionesestán relacionadascon cambios en las secreciones

hipotalámicasde GnRH, hipofisariasdeLH, esteroides sexuales y otras hormonas. Además
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enla hipófisisehipotálamolo cualpuedetendera incrementarla actividaddel ejeHIPA por

interferenciacon la regulaciónde los glucocorticoides(Turner1990; Turner, 1992). La

progesteronatieneun efectoopuesto(Careyeta!., 1995).La retiradade los andrógenos

en los machosprovocaun incrementoen la actividaddel ejeHIPA, el efectosevuelve

reversibleconel remplazamientode dichashormonas.La castraciónincrementalos niveles

deCRE(Volpeeta).,1986).

El ejeHIPA inhibe el ejereproductora variosniveles.La CRiN inhibe la secreción

deOnRil directamenteo vía f3-endorfinas(Chrousosy GoId, 1992).Como las neuronas

productorasdeGnRHno tienenreceptoresparalos estrógenos(Shiverseta!, 1983),el

estradiolpuedeactuaratravésde la CREhipotalániicaparainhibir la secrecióndeGnRiH

y ejercerun efecto de retroflincionalidadnegativaa travésde estemecanismo.Los

glucocorticoidesinhiben la secreciónde GnRH asi como la de gonadotropinasy la

produccióny accióndelos esteroidesgonadales.Porel contrario,el estradiolpareceejercer

un efectopositivo enla produccióndeCRiN tantoenhipotálamocomoentejidosperiféricos

(Torpyy Chrousos,1996) (véaseflgua 11).
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IV. EFECTO DE FÁRAUCOSINMUNOSUPRESORESSOBRELOSSISTEMAS

ENDOCRINOE INMUNE YFUNCLONALJDAD ORGÁNiCA

1.- Acción de los AgentesInmunosupresoresSobreel SistemaEndocrino

La revisiónbibliográficaefectuadasobreel temanosindicaqueladepresióndel sistema

inmune por agentes farmacológicos y la repercusióndelas accionesde éstossobreel sistema

endocrino,parecenno estarsuficientementeaclaradas.

Porun lado,la mayoríade los estudiosseefectúansobrepersonaso animalesa los que

se les ha sometido a un trasplantey en los que se ha utilizado una triple terapia

mmunosupresora,generalmenteazatioprina,glucocorticoidesy ciclosporina.Porlo cual,los

efectosencontradosen la flincionalidad gonadalo adrenal,generalmente,no esposible

achacarlosauno de los inmunosupresoresutilizados.Porotro lado,hay queteneren cuenta

el estadogeneralen el queseencuentraunpacientesometidoaun trasplantede órganoso con

unaenfermedadautoinmune,ya quedepor si, presentaalgunaalteraciónen su fisiologismo.

Zipf cf a! (1980) investigaron el efecto de la terapiacon prednisonay la retiradade

tratamientoy la relación hormonalen 6 pacientesadolescentescon hiperpíasia adrenal

congénitadebidoaunadeficienciadela enzima21 hidroxilasa.El tratamientocontinuadocon

prednisona,suprimela liberaciónadrenalde 17 alfahidroxiprogesteronaen 4 pacientesy

controla la excreción de 17 oxoesteroidesen 5 de ellos. La concentración sérica de

dehidroepiandrosteronasulfato no se incrementóduranteo despuésde la retiradadel

tratamiento. Según los autores, la prednisona no suprimió la secrecion de OHy la retirada del

tratamiento se asoció a una disminución en la proporción FSH/LH en 5 pacientes y un

incremento en testosterona sérica en 4.

Shek y Sabiston (1983), estudiaron, en el ratón, la relación entre la formación de

anticuerpos, tras una inmunización, con los niveles de corticoesterona circulante, encontrando

que en los animales inmunizados, las concentraciones de corticoesterona se incrementaron.
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Esto les sugirió una correlación directa entre la respuesta inmune y los cambios hormonales.

Además, fUe evidente un cambio en el ritmo circadiano de la corticoesterona en los animales

inmunizados, mostrando un patrón contrario a los controles. Comprobaron además, que la

respuesta de la corticosterona, inducida por la inmunización, puede ser bloqueada por la

administración de diazepan, un efecto que podríaimplicar un control centralhipotalámo-

hipofisis.

Los trabajos de Rees eta! (1988) realizados con niños en edad puberal, tratados con

glucocorticoides y azatioprina o ciclosporina, indicaron un disminución de la velocidad de

crecimiento y un retraso en la aparición de los carácteres sexuales secundarios. Los análisis de

los perfiles hormonales mostraron un despuntamiento (Blunting) en la pulsatilidad de la OH

y de las gonadotropinas. Los autores concluyeron indicando que el tratamiento a largo plazo

con glucocorticoides tras el trasplante, induce a un cuadro clínico y endocrino de retraso en

la pubertad.

Los estudios realizados para determinar la causa de la hipertricosis producida por el

tratamiento con ciclosporina, mostraron niveles de hormonashipofisarias,testicularesy

adrenales dentro de un margen normal. Parece ser que la ciclosporina puede provocar

hipertricosis por una vía independiente de las hormonas sexuales (Lindholm cf al., 1988).

Sikka cf a! (1988) utilizando ratas macho adultos intactas, indicaron que la

ciclosporina induce una disminución significativa de la testosteronasérica,LH séricay

testosterona intratesticular. El estudio del mecanismo por el cual la ciclosporina puede

provocar hipogonadismo hipogonadotrópico, parece estar mediado a través del eje

hipotálamo-hipófisis, y es modulado por la testosterona y/o sus metabolitos.

Los trabajosrealizadosparaevaluarel eje}{PA, determinandocortisol, en pacientes

trasplantados de riñón que recibieron un tratamiento inmunosupresor con prednisolona y

ciclosporina, indicaron una disminución de la concentración de cortisol en el periodode

acumulación de prednisolona (urano cfa!, 1991).
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KruegeretaL (1991)indicaronqueuno de los efectossecundariosdela ciclosporina

incluye la disflinción testicular y la disminución de la testosteronacirculante. Sin embargo, los

mecanismos no están suficientemente aclarados debido a discrepancias entre los trabajos

concernientesa los nivelesde gonadotropinascirculantesy alos estudiosincompletossobre

la esteroidogénesis intratesticular. Paradilucidarestosmecanismos,los autores,estudiaronla

regulación endocrina de la esteroidogénesis. Para ello, inyectaronciclosporina(a dosisde 25

ó 40 mgfkg/dia) a ratas macho durante 6 días, sacrificándoles al dia siguiente. El tratamiento

suprimió los niveles de testosteronaséricaen ambos grupos, ademásel contenido de

testosterona mtratesticular declina a dosis elevadas de ciclosporina y se comprobó que la LH

y FSH séricasseelevaronde dosa cuatrovecesen elgrupodetratamientoa dosisaltasde

ciclosporina. La determinación de los receptores testiculares para LH revelaron una

disminución de los mismos y que la ciclosporina reduce la disponibilidad de los testiculos a

responderaniveles,tantonormales como elevados, de LH circulante.

El estudio de la esteroidogénesis testicular indicó que en animales que recibieron altas

dosis del fármaco, la actividad de citocromo P450, cuyas enzimas son las encargadas de la

ruptura de la cadena lateral del colesterol mitocondrial, el cual es el paso limitante en la

esteroidogénesis, se redujo marcadamente hasta un 30 %del valor control. Además, la

actividad del citocromo P450 dependiente de la 17-a hidroxilasa descendió a menos de la

mitaddel valor control.Estosdatos sugieren que, en general, la ciclosporina tiene un efecto

adversoenlos citocromosP450(Kruegereta!, 1991).

Por otra parte, el tratamientode ciclosporinaalteralos parámetrosmetabólicosde

grupo hemo, observándose una inhibición en la formación de este grupo hemo, lo que puede

contribuir sustancialmentea reducir los niveles de citocromos P450 y las actividades

esteroidogénicasquedependende ellos. Todo ésto indica un mecanismopor el cual la

ciclosporinapuedeinducirunadisflinción testicular;comoresultadode la combinaciónen la

reduccióndel númerode receptoresde LH y unasupresiónen la formacióndel grupohemo,

comprometidoen las actividadesenzimáticasesteroidogénicashemoprotein-dependientes,

conduciendoaunaalteraciónen la fUnción testicularnormal(Kruegercf al., 1991).
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En la rata,la artritis adyuvante(AA) esunaenfermedadinflamatoriaasociadaconla

estimulacióncrónicadel ejehipotálamo-hipófisis-adrenal.Stephanoucf al. (1992)investigaron

los efectos de la ciclosporinaen losnivelesplamáticosdeACTH y corticoesterona,asicomo

la acumulación en la hipófisis anterior de propiomelanocortina (POMC) y mRNA-IL-6. En los

animalescontrol,la ciclosporinareducePOMC y mRNA-IIL-6 produciendounadisminución

del nivel plasmático de ACTHy corticosterona. Los animales inyectados con el adyuvante y

tratadoscon ciclosporinano mostraronsignosde AA. En estudiosin viti-o, la ciclosporina

reduce el contenido de mRNA-POMCdel cultivo de células de la hipófisis anterior y disminuye

el efecto estimulatorio de CRHen la expresión de mRNA-POMCy la secreción de ACTHpor

esascélulas.Ésto indica que la ciclosporina actúa directamente sobre el eje HIPA y además,

reducela activaciónde dicho ejeen la artritis inflamatoriacrónica(Stephanoueta!, 1992).

MazzocchietaL (1994)estudiaronel efectoagudode la ciclosporinaen la actividad

secretorade las célulasadrenocorticalesde rata.Estosestudiossugierenquela ciclosporina

a bajasconcentracionesestimulafUertementela conversiónde colesterola pregnenolona,

mientrasqueconcentracionesmediasde ciclosporinano afectanestepaso,perointerfieren

específicamentecon acontecimientosintracelulares, lo cual se traduce en una señal

estimulatoria de la angiotensina II, en el paso posterior de la producción de

mineralocorticoides(la conversiónde corticosteronaen aldosterona).

Trabajosrecientesen niños en edad prepuberal,tratadoscon una terapiatriple

Inmunosupresora(azatioprina,glucocorticoidesy ciclosporina)trasel trasplantehepáticoo

renal,realizadosporSarnacf al. (1995) indicanqueno haydiferenciasen la secreciónde OH

m del factor de crecimientosemejantea la insulina (IOF-I). Sin embargo,la disminución

encontradaen los nivelesde cortisol pareceindicar que se producepor la supresiónde la

fUnción adrenalinducidaporla terapiaconglucocorticoides.

Como sehaindicadoconanterioridad,la acciónde los inmunosupresoressobreel

sistemaendocrinoestátodavíamuy confUsa.
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2.- Efectodelos InniunosupresoresSobrelosNivelesdeIninunoglobulinas

El efectodelos diferentesinmunosupresoressobrela inmunidadhumoral,dependede

la acciónespecíficadecadauno deellosy sobreel nivel al queactúanen la respuestainmune.

Sin embargo,no hay que olvidar que la respuestainmunológica es un conjunto de

acontecimientosen los quegeneralmente,actuanen coordinaciónla respuestahumoral y la

mediadapor células,por lo tanto, es lógico suponerque el efecto de cadauno de los

rnmunosupresoresen un nivel de la respuestainmunológica,puedea&ctar al restode los

componentesde dicharespuesta.En la revisiónbibliográficasobrela accióndelos fármacos

inmunosupresores,objetode nuestraestudio,en relaciónalos nivelesde inmunoglobulinas,

encontramosdiferentesconclusionesrealizadaspor los distintosautores,no pareciendoestar

suficientementeaclaradosla accióndeestoscompuestossobrelosnivelesde inmunoglobulinas

circulantes.

Diferentesexperimentosrealizadosen ratóny conejoindicanquela azatioprina,y su

metabolitoactivo, la 6-mercaptopurina,afectanalos linfocitos en proliferación,suprimiendo

la respuestade los anticuerpostanto primarios como secundarios,cuandose administra

despuésde la exposiciónal antígeno(Sterlz,1960;Berembaum,1960).

Enestudiossobrelos linfocitosde sangreperiférica,realizadosen sujetosnormalesy

trasplantadosde riñón y tratadosconazatioprinay preduisona,sedeterminóla actividadde

lascélulasagresorasnaturales(NK) y la actividadde lascélulasagresoras(K), comprobándose

queenpacientesinmunodeprimidos,la citotoxicidadnaturalmediadapor célulasfUe abolida,

mientrasquela citotoxicidaddependientede anticuerpossemantuvonormal(Lipinski cf al,

1980).

Obminska-Domoradzkaeta! (1995)experimentaronconconejossometidosaestrés

porfrio (hipotermia)y en animalesnormotérmicos.AmbosgruposfUeroninmunizadoscon

diferentesinmunógenos.El estudioconcluyó indicando que el estréspor frio reduciala

respuestahumoral.
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Schuurmanet a! (1992) indicaron cómo podía afectar la acción de ciertos

inmunosupresoressobreel timo. Los glucocorticoidesactúanen los timocitospequeñosenla

cortezay la ciclosporinaactúaen las célulasdendriticasy en el epitelio de la médula. El

mecanismode toxicidadde los glucocorticoidesincluyela activacióndeunaendonucleasa

dandocomoresultadola fragmentacióndel DNA (muertecelularprogramadao apoptosis)y

la interferenciaen la proliferacióncelular.Lasconsecuenciaspuedenserunadisminuciónen

la produccióntimicade linfocitos T de nuevageneracton.

Porotro lado,los trabajosde Fujitaet al? (1991)sobreel efectode la ciclosporinaen

laneflitis de ratasproducidaporinmunizacionconalbúminaséricabovina (BSA), sugierenque

la ciclosporinasuprimela producciónde anticuerpos.

Estudiosenratassobreel efectode la ciclosporinaen la nefritis experimentalinducida

porantígenos,indicanquela producciónde anticuerposfUe dramáticamenteatenuadapor la

administraciónde ciclosporina, sin embargo,éstano disminuye el númerode leucocitos

circulantes.Losefectosen la supresiónde la nefritis sonatribuiblesal poderde depresiónde

la produccionde anticuerpos(Nagamatsuel al., 1994).

3.- Inmunosupresoresy FuncionalidadOrgánica

Como se indicó con anterioridad, los inmunosupresorespueden afectar a la

flincionalidad orgánicapor los efectostóxicos que seles han atribuido. Diversosestudios

intentanexplicarmuchasde las accionessecundariasde estoscompuestos,indicandoque

efectivamente,puedenprovocaralteraciones(amenudodosis-dependiente)fUndamentalmente

anivel hepáticoy renaly tal vez, dichaslesionespuedaninterferir anivel adrenaly/o gonadal

(Glassetal., 1979; Sikkaeta!, 1988).

Entre los principales efectos secundariosde la azatioprina, se encuentranla

mielotoxicidad,produciéndoseleucopeniaeinfecciones(Kisselcf a!, 1986);por otra parte,

la azatioprinasemetabolizaenhígadoy puedeprovocardañoshepáticos(Krom et al., 1987);
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tambiénsehandescritocasosde pancreatitisen humanay en perros(Moriello, 1987)y casos

de hipertensiónen los humanos(Kullmanneta!, 1996).

Los efectossecundariosde los glucocorticoidessonmuy variadosdependiendodel

tejido afectadoy de la dosisy el tiempo quesehanutilizado. Entrelos másimportantesse

encuentranlosqueafectanal metabolismoglucidicoy lipídico; los queafectanala supresión

del eje hipotálamo-hipófisis-adrenal(Halliwell y Oorman,1989);einclusoalgunoscasosde

pancreatitisaguda (Steinbergy Lewis, 1981); también es común encontrarcasos de

hepatopatias(Rogersy Reubner,1977).

La ciclosporinaes un potenteinmunosupresorpero su uso puedetenerdiversas

consecuencia.Es frecuenteencontrarcasosdenefrotoxicidad,hepatotoxicidade hipertensión,

asícomoalteracionesgingivalese hirsutismo.Por otrolado,la inmunosupresióninduceaun

estadode deficienciaenla respuestaalos agentesextraños,provocandoinfeccionese incluso

el desarrollodeciertostumores(casoscomunesal empleode los fármacosinmunosupresores).

Diversosestudios,enlosqueseutilizan modelosanimaleso modelosin vitro, intentan

desvelarlasaccionestóxicasdecompuestoscomoazatioprina,ciclosporinao glucocorticoides

sintéticos.Wilsony Hartz (1991),estudianlos mecanismosde toxicidadde la ciclosporinaen

cultivosde epitelio dediferentesfraccionesdeltúbulorenalde conejoy humano,comprobando

queel túbulo contorneadoproximaly el túbulo rectoproximalson muy sensibles;sin embargo,

el asade Henieesmenossensibley el túbulo colectoresrelativamenteresistente.

Paraestudiarlos efectosnefrotóxicosdela ciclosporinaseutilizó, comomodeloanimal

el conejo,comprobandoque seproducíanalteracionessimilaresalas provocadasen humana,

siendomejormodeloquelos roedores,animalesutilizadoshastael momento(Thliveris el a!,

1991).

El trabajo realizadoporEsmatjeset aL (1991) sugiereque la ciclosporina,adosis

normal, no tiene ningúnefectosobrelas células[3pancreáticas,indicandoquela evidencia
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indirectade la resistenciaa la insulina observadaen pacientestratadoscon ciclosporinay

prednisona,esatribuibleal tratamientoconcorticoides.

Henkin cf a! (1992) examinaronel efecto de diferentesdrogassobrelos lípidos

sanguíneosy los nivelesdelipoproteinas.LashormonasesteroidesconfUertespropiedades

progestágenasy androgénicas,así como otros compuestoscomo la cíclosporina, son

potencialmenteaterogénicos.Lashormonasesteroidesconpropiedadespredominantemente

estrogénicassonpotencialmenteantiaterogénicas.Los corticoidesparecenelevartodos los

nivelesdelipoproteinasdel colesterol.Además,losestrógenosoralesy los corticoidestambien

parecenquepuedanelevarlosnivelesdetriglicéridos.

Se examinó,utilizando dosmodelosanimales(ratay conejomachos),el efectode la

ciclosporinasobreel sistemamicrosomalrenalcitocromoP450.Los animalesfUerontratados

conaceitesóloo conciclosporinaaunadosisde 30 mg/kg/díadurante14 días. En la rata,los

nivelesséricosdeureay creatininaaumentaron,indicandoel desarrollode unanefrotoxicidad

a los 14 días. Enel conejo,los nivelesde ureay creatíninaseincrementarona los 7 díasde

tratamientoEl P450renaltambiénaumentóen las dos especiestratadas(Yoshimuracf al.,

1993).

Fergusoncf a! (1993)pretendenestablecerun modeloanimal(rata)parael estudiode

la nefrotoxicidadproducidapor ciclosporinautilizando dosissemejantesa las de humanay

duranteun periodosuficiente.Obtuvieronadosisde5 mg/kg/díaunaalteracióndela filtración

glomerular,adosisde7,5 mg/kg/dia seprodujounadisminucióndel flujo efectivodel plasma

renal,adosisde lomglkg/díala fraccióndefiltración declinésignificativamentey en el examen

histológicosecomprobóunadilatacióntubular.

Otrosautoresestudianlavaloracióndela nefrotoxicidadporciclosporinaen el conejo,

explorandolos mecanismosdeestatoxicidadcon especialatencionen las alteracionesdel

metabolismodel glutatión y los nivelesde citocromo P450 en el riñón. Se observóun

incrementodel citocromoP450 en la cortezarenal posiblementedebido al efecto de la
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ciclosporina(Massicotcf al., 1994).

Pareceser que la ciclosporinaproduceunadisminución en el flujo tubular distal,

reduciéndosela excreciónde 10, provocandohipercaleniia(Lame et a!, 1994; Lame y

Holberg,1995).

milveris cf al. (1995)utilizaron, en susestudios,conejosalos quesele practicóun

trasplanteheterotópicode corazón.Paraevitar el rechazo,a los animalesseles adnúnistró

ciclosporinay rapamicima,evaluandolasposiblesalteracionesquepuedenprovocar.En dicho

estudio,seobservóunaatrofiatubulary fibrosis interticial en el riñón de los que recibieronel

tratamientoconciclosponna.

Diversosestudiosrevisanlasposiblescausasqueprovocanhipertensiónen pacientes

tratadoscon ciclosporina.Gradyeta! (1988)estudianen pacientescontrasplantehepático,

losefectosquela terapiainmunosupresivaejercesobrediferentesparámetrosorgánicoscomo

son; los valoresséricosde las enzimashepáticas,las concentracionesde creatininaen sangre

y la flhncionalidadrenal,asícomola presiónsanguínea,comprobádoseunaelevadaincidencia

de pacientescon hipertensión.Estudiosse mejantes,se han realizadoen pacientescon

trasplanterenal, comprobandolas posibles alteracionesen la fúncionalidad renal y las

relacionesconel incrementode la presiónarterial(Kiberd, 1989).

Nelí et a! (1996) estudianel crecimiento gingival asociadoal tratamientocon

ciclosporinaen rata, conejoy humanos,comprobandoque seproduceunainhibición en la

síntesisde prostaglandina12, la cualejerceunaactividadantiproliferativaya elevacióndel

AMPc. La ciclosporinainducela inhibiciónde la prostaglandinaPGI2 siendoresponsablede

la hipertroflagingival.

Aunque se conocenlos efectosde la ciclosporinasobreel músculo liso vascular

provocandohipertensión,no seconocela accióndeltbnnacosobreel músculoliso dela uretra

y vejiga. Kitani cf a! (1996) utilizancomo modeloel conejo,indicandoquela ciclosporina
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puedecausaruna alteraciónurinariapor incrementarla resistenciade la uretra.

Nadeuej al. (1996),en ratascon trasplantede riñón y tratadascon ciclosporina,

comprobaronmorfológicamentealas 24 semanasde tratamiento,alteracionesde lasarterias

anivel renaly glomeruloesclerosis,atribuidasalos efectosnefrotóxicosde la ciclosporina.

La bibliografia revisadasobreel efectode los diferentesagentesinmunosupresores

sobrela fUncionalidad orgánica,indica la necesidadde un control y evaluaciónde dicha

flincionalidadmediantediversasmetodologíascomosonlaspruebasdefuncionalidadorgánica,

el estudiode los parámetrosbioquímicosséricosu otrasconcarácterhistológico.
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1. Animales Material y Métodos

1. ANIMALES

1.- Eleccióndel Animal

Parala realizaciónde nuestroestudiosehanutilizado un total de 40 conejosmachosde

la estirpeBlancodeNuevaZelanda (NZW#4ewZealandWhite). El pesode los animalesestaba

comprendidoentre2 y 2,5 Kg. Todoslos animalesprocedendeB & K Universal,Oit, 5. L.

dondeseasegurala purezadela razay el estadosanitario.

2.- CondicionesdeAlojamiento

La experimentaciónconestosanimalesserealizósegúnlo estipuladoen el RD 223/1988

del 14 deMarzo,que regulala protecciónde los animalesutilizadosen experimentación.

Losanimalesfueronalojadosenlas habitacionesdestinadasparaello en el animalariodel

DepartamentodeFisiologíade la Facultadde Veterinaria,UniversidadComplutensede Madrid,

quereunelos requisitosexigidospor la Comunidadde Madrid y el Ministerio deAgricultura,

Pescay Alimentación(Animalario registradoconel númeroEX-Oíl-U).

Lascondicionesde alojamientofueronlas siguientes:seutilizaronjaulasindividualesde

acero inoxidablede 48 x 61x 46 cm; la comida seadmiistró en forma de pellet comercial

específicoparalagomorfos(Purina Lab Chow) a razónde 150 g/día, el aguade bebidase

administró“ad líbanm”, con la utilizaciónde bebederosautomáticos.La habitaciónsemantuvo

conambientecontrolado:temperaturade 20-220C,humedadrelativa del aire 50-55%y 10-15

renovacionesde aire por hora. La iluminación de la habitaciónse reguló automáticamente

utilizando un ciclo de luz/oscuridadde 12/12h, durantetoda la experimentación.En estas

condicionespermanecieronlos animalesduranteel periododeaclimataciónde 15 díasy el periodo

experimental.Todoslos animalesfueronexploradosy examinadosdiariamenteparacomprobar

su estadode salud.
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II PROTOCOLODE EXPERIMENTACIÓN

1.- GruposExperimentales

Todoslos animalesse identificaronpor tatuaje(tanto en la orejaderechacomo en la

izquierda)parano interferir las extraccionessanguíneasy seagruparonde forma aleatoriaen

cuatrolotes, dependiendode los diferentestratamientosque se les iba a administrar.De esta

forma, los animalessedividieronen los siguientesgrupos:

1.1.-Grupo1 (Control):

1.2.- GruposdeAnimalesTratados:

1.2.1.-Grupo II (CiclosporinaA):

1.2.2-Grupo III <Azañoprina):

1.2.3.-Grupo IV (Predmisona):

estegrupoestáconstituidoporun total de 10 animales.Formanel

grupode animalessin tratamiento.A los conejosde éstegrupono

se lesadministró,durantetodo el tiempo de la experimentación,

ningún tratamientoinmunosupresor;sin embargo,recibieronla

cantidadequivalentede suerofisiológico.

cada grupo se formó con 10 animales

dividiéndolosen treslotesde animalestratados

con los diferentes tipos de inmunosupresores

elegidos.Así, denominamosalos distintosgrupos

de la siguienteforma:

este lote estácompuestode igual forma

queel anterior,peroaestosanimalesseles

pondráun tratamientoinmunosupresorcon

ciclosporina

formado por 10 conejosmachosNZW a

los queseles administraazatioprina.

el tratamientofarmacológicoque reciben
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estos animales es el glucocorticoide

prednxsona.

2.- Fasesdela Experimentación

2.1.-FasePre-experimental

La duraciónfUe de 15 días,dondelos animalesestuvieronvigiladosy controladospara

comprobarsu adaptacióna las característicasy condicionesdel alojamiento con el fin de

conseguirque susconstantesfisiológicasse mantuvieranestablesy disminuyerael estréspor

adaptacion.

2.2.-Faseexperimental

Esteperiodotuvo unaduraciónde 18 díasen total,que sepuedesubdividir endiferentes

etapas.

2.2.1.-EtapaInicial

Esteperíodolo constituyóel primerdíade la experimentación(toman0 1) en el que se

tomóunamuestrade sangreatodoslos animalesparacomprobarla homogeneidadde los grupos

y partir de unos valoresbasales.Posteriormente,a los animalesde los diferentesgruposde

tratamientos,selesadministróla primeradosisdel fármacoinmunosupresor.

2.2.2.-EtapadeTratamiento

Estaetapaconstóde 8 díasconsecutivos(tomasn0 2 - 8) duranteloscuáles,alos animales

de los grupostratados,les fue administradoel fannaco
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2.2.3.-EtapadeRetiradadel Tratamiento

Estafasela constituyeronlosdías9, 10 y 11, (toman09, 10 y 11) conel fin devalorar

lasposiblesrepercusionesde lafalta de tratamientodespuésde 24 h y 48 h de la retirada.Dicha

etapaseprolongóunasemanadespuésdela última dosisde todoslos tratamientos,realizándose

unaúltimatomade muestras;toman0 12 de la experimentación.

3.- Preparacióndelos Animales:Tranquilización

Conanterioridadala extracciónsanguíneay ala administracióndel tratamiento,todoslos

animalesfuerontranquilizadosconunadosisdeDroperidol(2,5 mg/kg) y Fentanilo(0,05 mg/kg)

administradapor ya subcutánea,dosis suficiente para producir un efecto vasodilatadory

tranquilizantepara no provocar estrésa los animalesy poder realizarla toma de muestra

sanguíneaen las mejorescondiciones(Tilímany Norman,1983).

Los animalessecolocaronen ceposindividualespararealizarla tomade muestrasy la

administracióndel fármacoinmunosupresor,previamente,los animalesfueronaclimatadosalos

mismosparadisminuirel factor estresantedela sujeccióny manejo.

4.- Administracióndelos Inmunosupresores

4.1.-Grupo [1(CiclosporinaA)

La dosisutilizadafue de 10 mg/kg de ciclosporinaA (Sandimmun,Sandoz),siendola

misma durante todos los días que duró la etapa de tratamiento. Se administró por vía

intramuscularprofunda, extrayendola cantidad adecuadade ampollas que contienenuna

concentraciónde 50 mg/mi.
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4.2.- Grupo III (Azatioprina)

A los animalesincluidosen el grupom seles administróazatioprina(linurel, Gayoso

Wellcome),despuésde la extracciónsanguíneacon la siguientepauta:

Dosis inicial: Se administróen dosisúnicade 4 mg/kg,porvía intravenosautilizando la vena

marginal de la oreja. Cadavial inyectablecontieneel equivalentea 50 mg de

azatioprinaen forma desal sódica,liofilizada. Sereconstituyecon un mínimo de

5 ml de aguadestiladalibre de pirógenosparainyección.Por serunasolución

alcalinay muy irritante,el laboratoriofabricantesugiereque seadministremuy

lentamentey conposterioridad,seefectúeel lavadodela venaconsuerosalino

fisiológico.

Dosis de mantenimiento: se adnxinistróen dosisúnica diariade 2,5 mg/kg por vía oral a

todoslos animalesdelgrupodurantela etapade tratamiento.Cada

comprimidocontiene50 mg de azatioprina.Parala obtenciónde

la dosiselegida,los comprimidosse disolvieronen la cantidad

necesariadeaguadestilada,estasoluciónseadministróutilizando

unasondagástrica.

4.3.-GrupoIV (Prednisona)

A estegrupo de animalesse les trató con 3 mg/kg de prednisona(Dacortín,Merck)

diariamentepor víaoral. Seutilizaroncomprimidosde 30 mg quefueronadecuadamentediluidos

paraobtenerla concentraciónnecesariaparael tratamientodenuestrosanimales.

5.- ExtracciónSanguíneay ProcesadodelasMuestras

Para la realizaciónde nuestroestudiose tomaronmuestrassanguíneasde todos los

animalesdurantetodoslos días,efectuandola extracciónala mismahora,entrelas 8:00-8:30h
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dela mañana.

Transcurridoel tiempo necesarioparaqueel vasodilatadorhagasu efecto,serealizóla

extracciónsanguíneaen la arteriacentralde la oreja. Parala obtenciónde la sangreseutilizaron

agujas de 21 0 utilizando el métodode hilera et al. (1990),medianteel cuál se consiguen

cantidadessuficientesde sangreevitandola lesióndel vasoy sin forzarla salidade la sangrepara

no provocarhemolisis. La sangrese recogió en tubos de cristal de 5 ml sin aditivos. El

tratamientoposteriordelas muestrasfUe el siguiente:

• Las muestrasde sangrerecogidasen tubossin aditivos sedejaroncoagular a

temperaturaambiente,manteniendoel tubo conunainclinaciónde 45 gradospara

favorecerla formacióndel coágulo.Trasunacentrilbgaciónen unacentrífuga

Miifúge RiF (Heraeus)a 1.300 x g y a 4”C, durante15 minutos, se separóel

sueroutilizandounapipetapasteur(Brand)y sealicuotóen tubosde plásticode

15 x 50 mm, quesetaparony sellaronconparatilm(AmericanCanCompany).

• Cadatubo y cadaalícuotaseidentificóy etiquetóconel númerode animal,grupo,

númerode alicuotayfechade recogida.El suerosealmacenóy conservóa -300C

enun congelador,parasu posterioranálisis.
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HL DETERMINACIÓN DE PARÁMETROSYMETODOLOGL4 UTILIZADA

1.- Determinacionde InmunoglobulinaG (IgG)

1.1.-Fundamentode la TécnicaELISA Sandwich

LatécnicaanalíticaELISA Sandwichesun métodoinmunoenzimáticoindicadoparala

determinaciónde compuestosde elevadopesomolecular,como son las proteínasglobulares

inmunocompetentes.En nuestrocasoseva autilizar parala cuantificaciónde inmunoglobulina

O (IgO) de conejo.

La técnicaconsisteen la adhesiónen la fasesólidade un primeranticuerpo,anti-IgO de

conejo, producido en una especieanimal diferentea la que pertenecennuestrasmuestras,

obteniéndoseunanticuerpoanti-especiedelcompuestoquequeremosdeterminar.Trasun tiempo

de incubación,se efectúala eliminaciónde los anticuerposno fijadosala placay seadicionala

muestraproblemay los estándaresdeIgO deconejo.

Despuésde un período de incubación necesariopara que se produzca la unión

antilgO-1g0, se~e uns~do anticuerpo,otroanti-IgOanti-especie,quepuedeestar

producidoenla mismaespecieque el primeranticuerpo(ELISA sandwichhomólogo),o en otra

distinta(ELISA sandwichheterólogo).Estesegundoanticuerpoestarámarcadoconunaenzima,

(antiIgO~~0-Enzima).

Unavezproducidala reaccióninmunológica,seformaun doblecomplejomarcadocon

la enzimaal que se le añadeel sustratoy el cromógeno,de tal forma que en los complejos

formadosseproduceuna reacciónenzimáticacon el sustratoqueprovocala oxidacióndel

cromógeno,el cuál vira de transparentea coloreadocon unaintensidadque es directamente

proporcionala la cantidaddeinmunocomplejosformadosy, por tanto,ala cantidadde IgO de

la muestra.
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1.2.-Materialesy ReactivosUtilizados

1.2.1.- Material:

- Microplacasde poliestierenode 96 pocillos de altaabsorción(NuncMaxisorp)

- Puntasdesechables,parapipetasEppendorf,de 10-200 pl y de 100-10001fl

(Comfortips,Eppendort}

- Puntasde pipetamulticanal,25-250pl (Costar).

- PipetasautomáticasEppendorf(Merck)de 10-100pi y de 100-1000pl.

- Pipetamulticanalde ochocanales,de 50-250pl (Costar).

- Agitador (Vórtex) Reas2.000(Heindolph).

- Pipetasde cristalde dobleenrasede 5 y 10 ml (Protón).

- Selladoresadhesivosde acetatoparaplacas(ICNBiomedicalInc.)

- Tubosde ensayodecristalde 16 x 100 mm (BecktsonDickinson).

- Lector automáticodeplacas(Bio-TekInstruments)

1.2.2.-Reactivos.

- Acido ortofosfórico:H304P(Merck>

Aguapurificada.
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- Albúmina séricabovina, fracciónV: BSA (Cohn,Sigma& Co).

- Anticuerpo:cabraanti-IgG(completa)de conejo(BoebringerMannheimBiochemicals)

- Cloruropotásico:CIK (Merck)

- Co¡~ugado:cabra anti-IgG (completa)de conejomarcadoconperoxidasa(Boehringer

MannheimBiochemicals)

- Digluconatode clorhexidina:1,1 Hexametilenebis[5-(P-clorofenil-biguanidina)](Sigma

& Co.)

- Di-sodioetilendiamina EDTA: C10H14N2O8Na2+2 H20 (Sigma& Co.)

- Di-sodiohidrógenofosfatoanhidro: HNa2O4P(Merck).

- Fosfatopotásicomonobásico:KH2PO4

- IgO de conejoestándar(AntibodiesIncorporated,Davis, USA)

- MOPS: 3-(N-Morfolino)ácidopropanosulfónico,salsódica(Sigma& Co.)

- Sodiocarbonato:Na2CO3(Merck).

- Sodiocloruro: NaCí (Probus).

- Sodiodihidrógenofosfatomonohidrato:NaH2PO4.H20(Merck).

- Sodio hidrógenocarbonato:NaHCO3(Merck).
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- TetrametilbenzidinaSustratoK (TMB) (Labsystems)

- Merthiolato: Acido 2-[(etilmercurio)benzóicol,sal sódica(Merek).

- Tween-20(Merck).

1.2.3.-SolucionesTwnpón

1.2.3.1.-Carbonato-Bicarbonato:pH: 9,6.

Para1.000ml de solución:

* Na2CO3: 1,59g.

* NaHCO3:2,93g.

* Merthiolato 1%: 5 ml.

Conservara4
0C.

¡.2.3.2.-SoluciónTampónFosfatoSalino(PBS): pH: 7,2.

Para1.000ml de solución:

* NaCí: 8,0 gr

* KCI: 0,2 gr

* Na
2HPO4:1,44gr

* KH2PO4: 0,24 gr

* Thimerosal1%: 5 ml.

Conservara4
0C.
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1.2.3.3.- SolucióndeLavado: Soluciónconcentrada.

Para1.000ml de solución:

* NaCí 1,5 M: 87,66g.

* Tween-200,5%: 5 ml

Conservara temperaturaambiente.Seutiliza diluida en unaproporción 1:10

1.2.3.4.-TampóndeNeutralización:

* BSAaII%enPBS

1.2.3.5.-TampónMOPS:pH 7,2

Para500 ml de solución:

* MOPS:4,18g

* NaCí: 2,92g

* EDIA: 1,86g

* Tween20 al 0,1%: 0,250ml

* Clorhexidina:0,024g

* BSAaJO,l%:0,5g

Conservara40C

1.2.3.6.- Sustrato-cromógeno

Esta solución se encuentrapreparadacomercialmente,en la proporción necesana:

TetrametilbenzidinaSubstratoK: TMIB (Labsystems)
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1.2.3.7.-SolucióndeFrenado:H3P044M

Para500 ml de solución:

* H3P04:28,65m1

Conservaratemperaturaambiente

1.3.-Condicionesdel Ensayo

Siguiendoel métododefilera etaL (1996)parala determinacionde LH deratay Malagón

et al. (1986) para la determinaciónde IgO porcinapor el método ELISA sandwichy para

desarrollarla técnicacon nuestramoléculaa determinary para nuestraespecie,fijamos las

condicionesdel ensayode la siguientemanera

1.3.1.-FaseSólida

Seutilizaron microplacasdepoliestirenode 96 pocillosde máximaadsorción(Nune)y

selladoresde placasde acetato.

1.3.2.-CondicionesdeIncubación

/ Adsorcióndel primeranticuerpoa la fasesólida: el tiempomínimo necesarioes

delá ha4
0C.

1 Neutralización:mediahoraa370C.

/ Reacciónde la muestraconel primeranticuerpo:2 h atemperaturaambiente.
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/ Reacciónconel segundoanticuerpomarcadoconla enzima:2 h atemperatura

ambiente.

Hidrólisisdel sustrato:veinte-treintaminutosatemperaturaambiente.

1.4.-CurvaEstándarde IgG deConejo

Paralarealizaciónde lacurvapatróno estándarserealizarondiferentesdilucionesde una

solución conocidade IgO purade conejo.LasdilucionesserealizaroncontampónMOPSpara

obtenerun margende lng/ml a 1.000ng/mí. Seutilizaronun total de 10 estándaresincluyendo

un estándarcon O ng/ml que contieneúnicamenteel tampónde dilución utilizado (tampón

MOPS).

Conestasdilucionesserealizael ELISA sandwichy setrazala curvaestándartomando

enun eje lasconcentracionesconocidasdeIgO de conejoy en el otro las absorbanciasobtenidas.

Sobre estacurva se reflejaránlas absorbanciasmedidasde las muestraspara determinarla

concentraciónde IgO correspondientede cadaunadeellas.

1.5.-Determinacióndela Dilución OptimadeSuero

Parala determinación de la dilución óptima de los sueros,se realizarondiferentes

dilucionesde los mismosdesde1/1.000a 1/500.000,cuantificándoseen nuestracurvapatrón.

Seeligió comodilución óptimala 1/100.000paratodaslas muestras.

69





ID? Determinación de Parámetrosy Metodología Utilizada Materialy Métodos

sesecaparaqueno quedenrestosde solución.

1.6.2- Neutralizaciónde la flaca

Unavez secala placa,seañaden200 pi/pocillo deun tampónque contieneBSA al 1%

enPBS.El periodode incubaciónesdemediahora a370C. Posteriormenteserealiza el lavado

de la placa5 vecesconsoluciónde lavado.

1.43.- Adición dela Muestroy delos Estándares

Se preparanlasdiferentesdilucionesde IgO purificadade conejo(estándares)desde0,1

gg/ml hasta1 mg/ml en solucióntampónMOPS,y seadiciona,por duplicado,arazónde 100

pi/pocillo. El total de estándaresutilizadoses de 10, incluyendoel estandarde O mg/mí, que

contieneúnicamentesolucióntampón.Seguidamente,en el restodela placaseañaden100 pi de

las dilucionesde los sueros,por duplicado,utilizando la dilucion 1/100.000.

El periodode incubaciónesde 2 h, atemperaturaambiente.Transcurridodichotiempo

serealizadenuevoel lavadode las placasde la forma anteriomentedescrita.

1.6.4.- Adición delSegundoAnticuerpoConjugadocon Peroxidasa

Sepreparaunadilución 1/6.000de conjugadoen solucióntampónMOPS.Seañadena

la placa 100gu/pocillo.El tiempode incubaciónesde 2 h atemperaturaambiente,postenormente

selava la placa.

1.6.5.- Adición delSustrato

Despuésdesecarla placa,seañaden100 pi por pocillo de la soluciónde sustratoTMB.

Se le dejareaccionarde20 a 30 minutosatemperaturaambientemientrasseproduceel desarrollo

del color.
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1.44- Frenadoy Lectura

La reacciónsefrenaañadiendo100 kl/pocillo de ácidofosfóricoestabilizándoseel color

y selee enun lectorde placasELISA a 450 nmy 600 nm.

1.47.- Procesadodelos Resaltados

El procesadode los resultadosobtenidos,en el análisisde las inmunoglobulinasO se

realizaconla ayudadeun programainformático diseñadoespecialmenteparala técnicaELISA

en el DepartamentodeInfonnáticadelaUniversidaddeCalifornia(Davis, USA>. Ésteprograma

calculala curvapatrónenfrentandolas concentracionesestándarde IgO de conejocon sus

respectivasdiluciones(eje de abcisas)y el porcentajedeunióndelas muestrasestándarconel

anticuerpo(E/E0) (ejede ordenadas).A continuación,el programacalculalas concentracionesde

las muestrasproblematomandocomoreferencialas curvaspatrón

Paraexpresarcorrectamentelas concentracionesobtenidasdebemostomarencuentala

dilución de las muestrasy multiplicar el resultadopor dicha dilución (100.000),denominado

factor de corrección.

2.- Determinacion de las Concentracionesde Hormonas Esteroides: Cortisol,

Corticosterona, Androstenodiona,Testosteronay Estradiol

2.1.- Fundamentode la TécnicaELISA de Competición

La técnicaELISA de competición sebasaen la reacciónentre un anticuerpoespecífico

fijado a una usesólida y una muestraproblema o estándar (sin marcar) y el conjugado(hormona

marcadaconunaenzima).A continuaciónsemide la fracciónde la hormonamarcadaunidaal

anticuerpo,mediantela reaccióndel sustrato-cromógenoconla enzima,lo cuálsetraduceen la

oxidación del cromógenoproduciéndoseuna reacción coloreada.Posteriomente,se lee la

absorbanciadel color desarrolladoel cuál seráinversamenteproporcionala la cantidadde
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hormonasin marcardela muestra(problemao estándar).

2.2.-Materialesy ReactivosUtilizados

El materialutilizadoesel mismoque parala técnicaELISA descritaconanterioridad,la

únicadiferenciaes la utilizaciónde otro tipo de placasque en estecaso son, microplacasde

poliestierenode 96 pocillos confondo plano, debajaabsorcióny conunacapacidadde 350 pl

por pocillo (Dynatech).

2.2.1.-Reactivos:

Acido ortofosfórico:H3O~ (Merck)

X Aguapurificada.

Albúminaséricabovina,fracciónV: BSA(Cohn,Sigma& Co).

Anticuerpospoliclonales obtenidosy caracterizadosen el Departamentode

FisiologíaAnimal (Facultadde Veterinaria.U.C.M.): antitestosterona,anti-1 7f3-

estradiol,anticortisol, anticorticosteronay antiandrostenodiona(Silván et aL,

1990; llera et al, 1992a;hilera etal., 1993a;Silván et al., 1993;hIlera et al.,

1997).

Conjugadoshormona-peroxidasa,preparadosy caracterizadosen el Departamento

de Fisiologia Animal (Facultad de Veterinaria, U.C.M.) para las hormonas

anteriormentemencionadas(Silvánet aL, 1990;Illera et al., 1993a;Silvánet al.,

1993;hIleraet al., 1997).

X Di-sodiohidrógenofosfatoanhidro(HNa2O4P)(Merck).
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Etanol absoluto:C2H5OH(Prolabo).

X Hormonasesteroidesestándar(SteraloidsInc., N.H. USA):

* 1 l,17,21-Trihidroxipregn-4-eno-3,20-diona:cortisol

* (11~)-11,21-Dihidroxipregn-4-eno-3,20-diona:corticosterona

* 4-Androsteno-3,17-diona:Androstenodiona

* 1 713-Hidroxiandrost-4-en-3-ona:testosterona.

* (17)j3-Estra-1,3,5 (10)-trieno-3,1 7-diol: estradiol.

X Sodiocarbonato(Na2CO3)(Merck).

Y Sodiocloruro(NaCí) (Probus).

Y Sodiodibidrógenofosfato monohidrato(NaH~O4.H2O)(Merck).

Y Sodiohidrógenocarbonato(NaIICO3) (Merck).

Y TetrametilbenzidinaSubstratoK¿ TMIB (Labsystems)

Y Merthiolato: Acido 2-[(etilmercurio)benzóico],salsódica(Merck).

Y Tween-20(Merck).

2.2.2.- Solucionestwnpón

2.2.2.1.- Carbonato-Bicarbonato

2.2.2.2.-Solución TampónEJA: pH: 7,0

74



III. Determinación de Parámetros y Metodología Utilizada Materialy Métodos—
Para1.000 ml de solución:

* NaHyO4H2O:5,421 g.

* Na2}1P04:8,662g.

* NaCí: 8,7 g.

* Albúmina séricabovina: 1,0g.

* Merthiolato 1%: 5 ml.

Conservara 4”C.

2.2.2.3.-SolucióndeLavado

2.2.2.4.- Sustrato-cromógeno

2.2.2.5.- Soluciónde Frenado:

2.3.- Condicionesdel Método

Una vez puestaa punto la técnicaELISA de competiciónpara la determinaciónde

testosterona,1 713-estradiol,cortisol, corticosteronay androstenodionaseanalizanlas muestras

deplasmadelosdistintosanimalessegúnel criterio de Silván (1991),lleraetal. (1993)eIllera

etal. (1997):

2.3.1.-Fasesólida:

Se utilizaron microplacasde poliestierenode 96 pocillos y fondo plano con

selladoresde acetato.
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2.3.2.-Condicionesdeincubacwn:

- Inmovilizacióndel anticuerpoala fasesólida: 16 horasa 40C.

- Reaccióndecompetición:2 horasatemperaturaambiente.

- Hidrólisis del sustrato:mediahoraen oscuridadatemperaturaambiente.

La temperaturaambienteno debe superarlos 240C ya que las reacciones

enzimáticasno serianestablespudiendoaparecervariacionesen las medidasde

absorbancia.

2.4.-Detenninaciónde lasDilucionesÓptimasdeTrabajo

Paradeterminarla diluciónóptimade anticuerpoy conjugadoparalas hormonasdebemos

enfrentardilucionesdiferentesde anticuerpoy conjugado.

Lasdilucionesdeanticuerpoempleadasparatestosteronaestradioly cortisol son1/2.000,

1/4.000y 1/6.000y parael conjugado1/20.000,1/40.000y 1/60.000.Paraandrostenodionay

corticosteronalas dilucionesenfrentadasson 1/4.000, 1/8.000, 1/16.000y 1/32.000para el

anticuerpoy parael conjugadode 1/40.000,1/80.000,1/1603)00y 1/320.000.

A continuaciónseseleccionanlas dilucionesquepresentenunadensidadópticade 0,6 a

0,8a 450 nmn (Munro y Stabenfeldt,1984),eligiéndoselas siguientes:

• Cortisol: 1/6.000de anticuerpoy 1/60.000de conjugado.

• Corticosterona: 1/16.000de anticuerpoy 1/160.000de conjugado.

• Androstenodiona:1/16.000de anticuerpoy 1/160.000de conjugado.

• Testosterona:1/6.000deanticuerpoy 1/50.000deconjugado.

• 17j3-estradiol:1/2.000de anticuerpoy 1/20.000de conjugado.
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2.6.-Desarrollo de la TécnicaELISA de Competición

Comprendelas siguientesetapas:

2.41.-TratamientodelasMuestras

Paraladeterminacióndelas hormonasesteroidestestosteronay androstenodiona,no se

precisóningúntipo de tratamientoprevio de los sueros.

Paraanalizarestradiol-1713 serealizóla extraccióndelesteroide.Paraello, sediluyeron

100 ¡tI de suero en 2ml de dietil eter, la mezclaseagitadurante45 segundosy se congela

rápidamenteutilizandoun bailo demetanoly nievecarbónica.Unavez congeladoel sedimento,

el sobrenadante,dondeestándisueltoslos esteroides,seseparay el solventeseevaporamediante

un evaporadorde flujo de nitrógeno.

Lasmuestrasde sueroutilizadasparadeterminarcortisol y corticoesteronarecibieronun

tratamientoprevioparasepararlos esteroidesqueestánunidosalas proteinasde transporte.Para

ello,setomanlOOpi de sueroy sedisuelvenen 1 ml de etanolabsoluto.Dicha mezcla,seagita

y centrifligaa 3.500rpm durante20 minutosa4 0C. Del sobrenadantesecojerán100 pi parala

determinacióndecadahormonaasíprocesaday seevaporacomoen el casoanterior.

2.42.-AdsorcióndelosAnticuerposa la FaseSólida

Diluimos el anticuerpoen tampón carbonato/bicarbonatohastallegar a la dilución

correspondiente.A continuaciónsetapizanlos pocillos con 100 ¡tI exceptoel pocillo Al quese

dejacomoblanco.Sesellanlas placasy seincubana40C durante16 horas.

Seguidamenteselavatresvecesla placacon solucióndelavado(200 ¡tI porpocillo) para

eliminarel excesode anticuerpoqueno sehafijado a la placay se secaenérgicamentemediante

volteoenpapelde filtro.
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2.6.3.- Reacciónde Competición

La reacciónseproduceentrela hormonasin marcar,ya seade la muestrao estándar,y

lahormonaconjugadaa la enzima.

SediluyenlosconjugadosensolucióntampónETA convenientementey semezclantanto

la muestraproblemacomola estándarconla dilución apropiadadeconjugado.

A continuaciónseprocedeadiluir las muestrasenla soluciónde conjugadoen diferentes

proporciónes:dependiendode la hormona a determinar. En el caso de testosteronay

androstenodionaseañaden75 ¡tI demuestraquesediluyen en 75 pl deconjugadoen untubo de

ensayodecristal de 25 x 70 mmy sehomogeinizacuidadosamentemedianteun vórtex. Seutilizan

50 pl de estasoluciónjunto con50 pl de tampónEIA paratapizarlos pocillos de la placade

poliestireno.

Cuandosedeterminaestradiol-17B,el extractoquese evaporóen el tubo,serediluyecon

150 pl dela diluciónde conjugado.El procedimientodeltapizadoesel mismo,teniendoen cuenta

la buenaredilucióndel extractomedianteunaagitaciónenérgica.

En el caso de la determinaciónde los glucocorticoidescortisol y corticosterona,el

procedimientoes similar al anterior,rediluyendoel productode la evaporaciónen 150 pi de

conjugado.

El tiempo que transcurredesdeel tapizado del primer pocillo al último, no debe

sobrepasarlos 10 minutos, debido a que las variacionesde absorbanciaobservadasen la

determinacióndeunamismamuestra,situadaal principio y al final de la placa,puedenalterarla

repetibilidadde la técnicade análisis.

Las muestrasestándary problemase determinanpor duplicado,distribuyéndoseen la

placarepresentadaen el siguientedibujo, queincluyeunaprimeray última fila, denominadasE0,
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2.46.- Frenadode las Placas

Trasel tiempo necesarioparaque se desarrolleel color del cromógeno,se produceel

frenadode la reacciónañadiendo100ml de solucióndefrenado.

2.6.7.-Lecturade las Placas

Unavezfrenadalareaccióndelsustrato,seprocedeala lecturade la densidadópticadel

color desarrollado,paraello empleamosun lectorautomáticodeplacas(ELISA) (Bio-Tek), el

cuál mediantefiltros de 450 y 600 nm, realizauna lecturabicromáticaeliminando el color

producidopor unaposiblereaccióninespecíficade fondo.

2.48.-Procesadode los Resultados

Elprocesadodelos resultadosobtenidosen el análisishormonal,serealizacon la ayuda

deun programainformáticodiseñado,especialmenteparaello, enel Departamentode Informática

dela UniversidaddeCalifornia(Davis,USA).Paraexpresarestasconcentracionesen lasunidades

correctasesnecesariola introducciónde un factor decorrecciónen fúnción de la dilución que

hayamosutilizado.
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3.- Análisis de ParámetrosBioquímicos:Perfil Bioquímico

Las muestrasde sueroseanalizaronutilizando el autoanalizadorselectivo de

bioquímicasanguíneaHITACHI 747 (Hitachi) en el Departamentode Bioquímicadel

Hospital “La Paz” de Madrid. Las determinacionesbioquímicassanguíneasanalizadas

fueronlas siguientes:

3.1.-EnzimasSéricas

3.1.1.-Aspartatoaminotransíerasa

o oxobutaratoaminotransferasa(ASAT o GOT) EC 2.6.1.1

(standardof nomenclature),se realizó por un método U-V,

expresándolos resultadosen U/l.

3.1.2.-Alanino aminotranferasa

o glutamatopiruvatotransaniinasa(ALAT o GPT)EC 2.6.1.2

utilizandoun métodocolorimétricoenzimáticoultravioleta(U-V),

determinándosela actividadaen U/l.

3.2.-ProductosMetabólicos

3.2.1.- Urea

MétodoU-V cinético,métododeoxidacióndelNADH expresado

en mg/dl.
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3.2.2- Creatinina

Método de Jaifé cinético, sin desproteinización.En solución

alcalina,la creatininaformacon el picratoun complejocoloreado.

Se mide la velocidaddel desarrollodel color y se expresaen

mg/dl.

3.23.- Lípidos

3.2.3.1-Colesterol.

Método colorimétricoy enzimático(mg/dl).

3.2.3.2-Triglícéridos.

Métodoenzimáticoy colorimétricopor hidrólisisenzimáticade ¡os

triglicéridosy determinacióndel glicerol formado(mg/dl).

3.3.-ProteínasTotales.

Método colorimétrico,basadoen la reaccióndel Biuret: en solución

alcalina, las proteínas forman con los iones de cobre un complejo

coloreado,los resultadosseexpresanen g/dl.
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IVANALISIS ESTADÍSTICO DE LOSRESULTADOS

El análisisestadísticode nuestrosresultadosserealizóutilizandoel paqueteestadístico

BMDP (BiomédicalDataPrograin= Programade Tratamientode DatosBiomédícos)(Dixon,

1992)en el Centrode Cálculode Moncloade la UniversidadComplutensede Madrid.

El nivel de significaciónde los testestadísticosutilizadosfue del 95%,correspondiente

aunap< 0,05.

1.-Análisis de la Varianza

Serealizó un Análisis de Varianza con medidasrepetidaspara cada uno de los parámetros

determinados.Estapruebanospermitecomparar,indirectamente,variasmediasaritméticas,por

medio de la comparacióndirecta de sus dispersionesy ademásnos permite comprobarla

influenciaque los factoresgrupoy tiempotienensobrenuestrosparámetros.Deestaformase

determino:

1.1.-Efecto grupo:

1.2.-Efecto tiempo:

1.3.-Interacción:

nos indica si existendiferencias,estadísticamentesignificativas,

entrelos gruposdeanimalesde nuestraexperimentación.

nosindica si existeunadiferencia,estadisticamentesignificativa,

entrelos diferentesdíasde la experimentación.

nosindica si el efectodíadifiere de ungrupoa otro.

2.- Test de Mann-Wittney

Se realizóun análisisdediferenciademedias,no paramétrico,utilizando el testdeMann-

Witney; dichotestno imponeningúnrequisitoa la distribuciónde lasvariablesTodoslos valores

determinadosen nuestraexperimentaciónseincluyeronpararealizaresteanálisis.
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1. Validación y puesta a punto de la técnica ElISA Resultados

la sensibilidady repetibilidad necesaria.Así mismo, se realizó una prueba de paralelismo

enfrentandola curvaestándarcon lasdilucionesdenuestrasmuestras,comprobándosequelas dos

curvaseranparalelas.

1.2.-Precisióny Repetibilidad

El coeficientedevariación(% CV) intra-ensayosedetenninóvalorandolos resultadosque

nosproporcionabanlas mismasmuestrasen un mismo análisis,mientrasqueel coeficientede

variacióninter-ensayosedeterminódela mismamaneraperocon análisisrealizadosen diferentes

días.El % CV intra-ensayono superóel 3,7%,asímismoel % CV inter-ensayono superóel

10%.

1.3.-Exactitud

Losporcentajesderecuperaciónoscilaronentre85-95%(p< 0,05).

1.4.-Sensibilidad

En éstatécnicasedeterminael limitesdedetección,queen el casode la determinación

de IgO de conejoporELISA sandwichesde 1,60ng/ml

1.5.-DilucionesOptimas de Anticuerpo y Conjugado

Paradeterminarlas dilucionesóptimas, tanto de anticuerpocomo de conjugado,se

efectuarondiferentespruebashastaelegir la dilución de trabajoparael desarrollodel ELISA

sandwich,dichasdilucionesfueronlas siguientes:

* Anti-IgG de conejoproducidoen cabra: 1/15.000

* ConjugadoHRP-Anti-IgGdeconejoproducidoen cabra: 1/ 6.000
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2.- Validación y Puestaa Punto de la TécnicaELISA de Competición para las Hormonas

Esteroides: Cortisol, Corticosterona, Androstenodiona, Testosteronay l7Westradiol de

suerode conejo.

2.2.-DilucionesOptimas de Anticuerpo y Conjugado

Los resultadosobtenidostraslas pruebasrealizadasparacalcularla dilución de trabajo

óptimadeanticuerpoparaEL4 decompeticiónfueronen cadacaso:

>( Anti-cortisol: 1/6.000

1< Anti-corticosterona:1/8.000

1< Anti-androstenodiona:1/16.000

Y Anti-testosterona:1/6.000

Y Anti 1713-estradiol:1/2.000

La determinacióndelas dilucionesóptimasde conjugadosonun factorcritico parauna

puestaapuntodel método.Los resultadosfueronlos siguientes:

V ConjugadoHRP-cortisol: 1/60.000

V ConjugadoHiRP-corticosterona:1/80000

yt ConjugadoHRP-androstenodiona:1/160.000

y ConjugadoHRP-testosterona:1/50.000
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yt ConjugadoHRP-1713-estradiol:1/20.000

2.3.-Precisióny Repetibilidad

Cálculode los coeficientesintra e inter-ensayo.%CV = Desviaciónestandard/mediax

100. Ennuestrocaso,los %CV intrae inter-ensayofUeronsiempremenoresdel 10 % paratodas

lashormonasestudiadas.

2.4.-Exactitud

Losporcentajesde recuperaciónoscilaronen todoslos casosentre85-95%(pc 0,05).

2.5.- Sensibilidad

Sedeterminóde dosformas:

2.5.1.- LimitesdeDetección:

O Cortisol: 3 pg/pocillo

O Corticosterona:15,4pg/pocillo

O Androstenodiona:15,4pg/pocillo

O Testosterona:6 pg/pocillo

O 17~-estradiol:0,3pg/pocillo
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2.5.2.-Sensibilidadal 50% deunión:

O Cortisol: 58,82pg/pocillo

O Corticosterona:20,3 pg/pocillo

O Androstenodiona:12,1 pg/pocillo

O Testosterona:83 pg/pocillo

0 1 7~-estradiol:8,3 pg/pocillo
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II. CONCENTRACIONESSÉRICASDE IGG

En la Grafica 1 y Tabla 1, aparecenreflejadoslos nivelesséricosde IgG de todos los

gruposesperimentales,expresadoscomomedia+ ESMen mg/ml. En dichagráfica,semuestran

las diferentesfasesde la experimentaciónmarcándoselas tomasde inicio de tratamientoy de

retiradadelmismo.

La Grafica Ja, nosmuestralasconcentracionesséricasdela inmunoglobulinaenel Grupo

II, tratado con ciclosporina,con respectoal grupo control (Grupo 1), observándoseque los

valoresdel grupo tratadocon ciclosporina,mantieneunosvaloresinferioresdurantela fase

expenmental,teniendosignificaciónestadísticaenla toman0 3 (p< 0,05).Sin embargo,en latoma

n0 9, unavez retiradoel tratamiento,seproduceun incrementoen los nivelesdeIgO del Grupo

II con pC 0,001, manteniendoseéste incremento en la siguiente toma (p< 0,05), para

posteriormenteigualarsea losvalorescontrol.

La Gráfica Ib, comparalos valorescontrolescon los del grupo de la azatioprina,Grupo

HI; observándose,queambosgrupos mantienen una trayectoriasimilar, si bien,los valoresdel

grupoIII, son inferioresa los controles.En la fasede retiradadel tratamiento,sin embargo,se

compruebaque las concentracionesde IgO del grupo tratadocon azatioprinacontinúancon

valoresinferiores,siendoéstosestadísticamentesignificativosen latoman0 9 (p< 0,01)y 10 (p<

0,05), aunquela toma realizadaa la semanade la retiradadel tratamiento,los nivelesson

semejantesa los controles.

La Gráfica lc, en la que estánrepresentadoslas concentracionesdel grupo control,

comparándolasconlos tratadosconprednisona(GrupoIV) muestrancómo,al inicio de la etapa

detratamiento,apareceunadisminuciónde las concentracionesséricasdeJgGdel grupoal que

sele administróprednisona,siendoestadísticamentesignificativo en las tomasn0 2 y 4 (p< 0,05).

En la fasefinal de la experimentación,los valoresde IgO del GrupoIV aumentan,siendoestos

valoresestadisticamentesignificativosenlatoman0 9 (p< 0,05),continuandosu incrementohasta

el final de la experimentación,toman012, dondelosvaloressonsemejantesalos del grupo 1.
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El Irfistograma 1, quecomparalas concentracionesde los tresgrupos de tratamiento,

muestradiferenciasestadísticasfundamentalmente,en las tomasn0 9 y 10 de la fasede retirada,

debidoaunadisminuciónde las concentracionesde IgO del grupotratadoconazatioprina.
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HL CONCENTRACIONESSER1’CASDE GLUCOCORTICOIDESADRENALES

1.- Corticosterona

En la Gráfica 2y Tabla 2, aparecenreflejadoslos nivelesséricosde corticosteronade

todoslos gruposesperimentales,expresadoscomomedia±ESM en ng/ ml

La Gráfica 2a, comparalos valorescontrolescon los del grupo de la ciclosporina;

manifestándoseun incrementoen las concentracionesséricasde cortícosteronaen elgrupo11,

durantela faseexperimental,en las tomasn0 3 (p< 0,01); 4 (pC 0,01); 5 (Pc 0,001);y 6 (p<

0,001).En el restode lastomasno seobservanvariacionesentrelos grupos.

LaGráfica 2b, nosmuestralasconcentracionesséricasde estahormonaenel grupollí,

tratado con azatioprina, con respecto al grupo control, Grupo 1; observándose,un

comportamientodel grupo tratado con azatioprinasemejanteal grupo de tratamientoII,

apareciendoaumentosestadísticamentesignificativosen las tomasn0 3 p< 0,001; 4 p< 0,05; 5 Pc

0,001;6 Pc 0,05;7 p<0,05 y toman08 Pc0,01. Durantetodala faseexperimentaly aúnen la

fase de ratiradadel tratamiento,los valoresde corticosteronade estegrupotratado fueron

superioresa los controles,aunqueestosvalores,en la tomarealizadaa la semanade la retirada,

sonsemejantesen ambosgrupos.

La Gráfica 2c, en la que estánrepresentadoslas concentracionesdel grupo control,

comparándolascon los tratados con prednisona,grupo IV; se refleja sin embargo,un

comportamientocontrarioenestegrupo de tratamiento.Losvaloresdel grupo IV son inferiores

durantetoda la fase experimentale incluso llegando hastala toma n0 12. Las diferencias

estadísticasencontradasson: toman03 (Pc0,05);4 (p< 0,001); 5 (Pc0,01); 7 (pc 0,05);8,9 y

10(pco,001)yenlatoman011 (p<O,Ol)

El Histograma2, quecomparalas concentracionesde los tresgruposde tratamiento,

muestradiferenciasestadísticasfundamentalmentedesdelatoma 2 hastaincluso la n0 11, siendo
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estasdiferenciasfundamentalmentepor la disminuciónde losvaloresde corticosteronadel grupo

tratadoconprednisonafrente a los otros dosgruposde tratamiento,dondelos valoresestán

incrementados.

2.- Cortisol

En laGrafica 3y Tabla3, aparecenreflejadoslos nivelesséricosde cortisol de todoslos

gruposesperimentales,expresadoscomo media+ ESM en ng/ ml.

La Gráfica3a, comparalosvalorescontrolesconlos del grupode la ciclosporina,Grupo

II; indicandounasconcentracionessemejantesen ambosgruposaunqueel grupotratadomuestra

una diferenciaestadísticanientesignificativa en la toman0 3 (p< 0,05), aunquelos valoresde

cortisol delgrupoal quese le admiistróciclosporinamantienenun ligeroincrementodurantela

faseexperimental.

La Gráfica3b, nos muestralasconcentracionesséricasde estahormonaen el GrupoIII,

tratadoconazatioprina,conrespectoal grupocontrol,Grupo1, observándosecomoal comienzo

del tratamientocon el inmunosupresor,las concentracionesdel cortisol se incrementancon

significaciónestadísticaen las tomasn0 3, 4 y 5 (p< 0,001),sin embargo,posteriormenteambos

gruposcontinúanla mismalinea.

La Gráfica 3c, en la queestánrepresentadoslas concentracionesdel grupo control,

comparándolasconlos tratadoscon prednisona,grupolV;no seaprecianvariacionesentredichos

grupos.

El Histograma3, quecomparalas concentracionesde los tresgruposde tratamiento,

muestradiferenciasestadísticasfundamentalmenteen las tomasn0 3, 4 y 5, del comienzode la

experimentacióny tambiénen las tomasn0 8 y 9 fundamentalmenteporunadisminuciónde las

concentracionesde cortisol en el grupotratadoconprednisona.
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IV CONCENTRACIONESSÉRICASDE HORMONASESTEROJDESGONADALES

1.-Androstenodiona

En la Grafica4y Tabla 4, aparecenreflejadoslos nivelesséricosde androstenodionade

todoslos gruposesperimentales,expresadoscomomedia±ESM en ng! ml

LaGráfica4a,comparalosvalorescontrolesconlos del grupodela ciclosporina,Grupo

II; Observándose,como el grupotratadoexperimentaun incrementoa partir de la toman0 3 y

hastael final de la faseexperimental,obteniéndosevaloresestadísticamentesignificativosen las

tomasn0 3, (p< 0,05); 4 (p<0,01); 5 (pC 0,001)y 9, 10, 11 y 12 (p< 0,001).Comose indica, en

la fasederetiradadeltratamiento,los valoresdel grupoII continuanelevadosinclusoen la toma

realizadaala semanadelfin del tratamiento.

La Grafica4, nosmuestralas concentracionesséricasdeestahormonaen el GrupoIII,

tratado con azatioprina,con respectoal grupo control, Grupo 1. Se observandiversas

fluctuacionesen los valoresde ambosgrupos,quesiguenuna trayectoriasemejantedurantela

faseexperimental,exceptoentatoman0 6 en queapareceun incrementoen los valoresdel grupo

II encontrandosediferenciasestadísticasde p> 0,05.

La Gráfica 4c, en la que estánrepresentadoslas concentracionesdel grupo control,

comparándolascon los tratadoscon prednisona,grupolV; aparecenincrementosen la fase

experimental,siendoestadisticamentesignificativo en las tomasn0 3 (p< 0,01)y n0 5 (p< 0,001).

El 1sfistograma4, que comparalas concentracionesde los tresgruposde tratamiento,

muestradiferenciasestadísticasfundamentalmenteenlastomasn0 3, 4 y 5 de la faseexperimental.
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2.- Testosterona

En laGráfica Sy tabla 5, seencuentranexpresadoslas concentracionesséricas(media

+ FSM) de testosteronade las muestrasde los diferentesgruposexperimentales,expresadasen

ng/ml.

La GráficaSa,refleja lasvariacionesqueexperimentael grupociclosporinacomparandolo

conel grupo1, observándodisminucionesenla concentracióndetestosterona,fundamentalmente

al comienzode la faseexperimental,siendoestosvaloresestadísticamentesignificativosen las

tomasn0 3 y 4 (p< 0,05).Posteriormente,los valoresseincrementan,siendo,en la toman0 9

estadisticamnetesignificativo (p<0,05),paraterminar,al final dela experimentación,con valores

semejantesalos determinadosen el grupocontrol.

En la Gráfica Sfr dondese comparael grupo 1 con el III, seaprecianfluctuacionesen

ambosgruposno siendoestadísticamentesignificativo,exceptoen la tomade muestran0 4; aquí

los valoresdetestosteronadel grupotratadoconazatioprinamuestranunadisminución(p< 0,05).

LaGráfica Sc, expresalas variacionesdel grupo IV, comprobándosequeen la primera

partede la faseexperimental,losvaloresdetestosteronadel grupotratadoconprednisonason

semejantesa los delgrupocontrol;sin embargo,apartir de la toman0 7 (p<0,05)y en la fasede

retiradadel tratamiento,las concentracionesde testosteronacomienzana incrementarse,

volviendoavaloressemejantesa los del control,en la tomarealizadaa la semanade la retirada.

El Histograma5, quecomparalasconcentracionesde los tresgruposdetratamiento,nos

muestradiferenciasestadisticasal inicio del tratamiento,fundamentalmenteporunadisminución

de lasconcentracionesde testosteronadel grupotratadocon ciclosporina.Porotraparte,en las

tomas9 y 10, las diferenciasentrelos diferentesgrupossereflejanen unadisminuciónde los

valoresde testosteronadel grupotratadoconprednisona.
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3.- 17~3-estradioI

En la Gráfica 6y Tabla 6, se muestranlos nivelesséricosde 17¡3-estradiol(media+

ESM), expresadoen ng/ml, de todoslos grupos.

Enla Gráfica6a, seexpresaclaramente,unadisminuciónen las concentracionesde 1 713-

estradiolen los animalesdel grupoquesetrató conciclosporina.El análisisde la diferenciade

mediasindicó estasvariacionesenlas tomasn0 3 (p< 0,05),4 (p< 0,001),6 (p< 0,001),7 (p<

0,001)y 8 (p< 0,01).En la fasede retirada, los valoresde 1713-estradioldel grupotratado,

comenzarona incrementarsecon respectoa los controles,siendoestadísticamentesignificativo

enlatoman09 (p<0,05).En la toman012 éstosseequiparancon los determinadosen el grupo

control.

La Gráfica 6b, expresafluctuacionessemejantesen los gruposcontrol y tratado con

azatioprinano teniendoningunadiferenciaestadística,exceptoen la toman0 6 y 9 (p< 0,05),con

un incrementoen las concentracionesdel grupotratado.

En la Gráfica 6c, expresa,al inicio del tratamiento,toma n0 2, un incremento

estadisticainentesignificativo (p<0,01). Sin embargo, los valoresdel grupode animalestratados

con prednisonadisminuyeronposteriormente,sobre todo en la segundaparte de la fase

experimental,siendode significaciónestadísticalas tomasn0 7 (p< 0,05)y 8 (p< 0,01).En la fase

de retiradalas concentracionesde ambosgruposseequipararon.

El Hístograma6, quecomparalas concentracionesde los tresgruposde tratamiento,

muestradiferenciasestadísticasfundamentalmenteentrelastomasn0 4 y 9 de la faseexperimental,

indicandograndesdiferenciasentrelos distintostratamientos.
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V CONCENTRACIÓNDE PARÁMETROSBIOQUÍMICOS: PERFIL BIOQUÍMICO

1.- PruebasdeFuncionalidadHepática

1.1.-PruebasBasadasen la ActividadIEnzi¡nática:

En laGráfica 7y Tabla 7, se muestranlos nivelesséricosde ASAT (media+ ESM),

expresadoen U/l, de todoslos grupos.

En la Gráfica 7a, expresa,diversasfluctuacionesen los gruposcontrol y tratado.Enla

faseexperimentalseobservaun incrementoenlasconcentracionesde ASAT del grupoII, tratado

con ciclosporina,siendo estadísticanientesignificativa en las tomasn0 4 y 6 (p< 0,01). Sin

embargo,tantoal inicio del tratamientocomoen el periodode retirada,los nivelesde ASAT del

grupoII, seencuentranpordebajodel grupocontol, encontrándosediferenciasestadísticasn0 2

y 3 (p<0,05)y en las tomasn0 9 (p< 0,01)y 10 (p< 0,001).

La Gráfica 7b, expresafluctuacionessemejantesen los gruposcontrol y tratadocon

azatioprinaaunque,aparecendiferenciasestadísticasen las tomasn0 2 (p< 0,01)y en la fasefinal

del tratamiento, tomasnti 8 (pc0,05)conunincrementoenosvaloresde ASAT del grupotratdo

con azatioprina.Sin embargo,en el periodode retirada,los valoresde ASAT sevuelvena

incrementarsindo de significaciónestadísticaenlas tomasde muestran010 y 11 (p< 0,05).

En la Gráfica 7c, dondeseobservanlos valoresdel grupo de animalestratadoscon

prednisonacomparándoloscon los controles.Los estudiosestadísticosindican que el grupo

tratadomantienevaloressuperioresa los controlescon diferenciasestadísticasen lastomasn0 5

(pC 0,05),6 (p< 0,01),7, y 8 (p< 0,001). Sin embargo,la muestran02 tieneunosvaloresde la

actividadde la enzima,inferioresa los del grupocontrol(p< 0,01).

El Hístograma7, que comparalas concentracionesde los tres gruposde tratamiento,

muestradiferenciasestadisticasenvariosmomentosde la experimentaciónfundamentalmentepor
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la disminuciónde los nivelesde ASAT del grupotratadoconciclosporina.

La Gráfica 8 y la Tabla 8 ilustran los nivelesséricosde ALAT, las concentraciones

(media+ ESM) seexpresanenU/l.

En laGráfica8a, seapreciaunincrementoenlos valoresde ALAT del grupoII (tratado

concíclosporina)durantelafaseexperimental,sin embargolos resultadosdel análisisestadístico,

revelandiferenciasen las tomasn0 6 y 9 con una p< 0,05

La Gráfica8b, expresalos resultadosobtenidosen las determinacionesde ALAT de los

gruposcontroly tratadocon azatioprina,indicando,al igual queen la gráficaanteriorun ligero

incrementoenlos valoresde los animalestratados,siendodevalor estadísticoen las tomasn0 3

(p< 0,05)y 9 (p< 0,01).

En la Gráfica Sc, Los valores del grupo de animalestratadoscon prednisonase

incrementan,fundamentalmenteen la segundaparte de la fase experimental,siendo de

significaciónestadísticalas tomasn0 7 y 8 (p< 0,05).En la fasede retiradalas concentraciones

de ambosgruposseequipararon.

El Histograma8, que comparalas concentracionesde los tres gruposde tratamiento,

muestradiferenciasestadísticasfundamentalmenteentrelastomasn0 3 y 6 dela faseexperimental,

indicandograndesdiferenciasentrelos distintostratamientos.
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1.2.-PruebasBasadasenFuncionesBioquímicasEspecificas

1.2.1.-PruebasdelMetabohsmode Proteínas:ProteínasTotales

En la Gráfica 9y Tabla9, semuestranlos nivelesséricosde proteínastotales,como

media+ ESM, expresadoen gIdl, de todoslos gruposexperimentales.

En la Gráfica 9a, serepresentanlas concentracionesséricasdeproteínastotalesde los

gruposcontroly tratadoconciclosporina.La estadísticarealizadaindicadiferenciasenlas tomas

n0 8 (p< 0,01),9, 10, y 11 (p< 0,001) conun incrementode los valoresdel grupotratado.

La Gráfica 9b, expresafluctuacionessemejantesen los gruposcontrol y tratadocon

azatioprinaexistiendounadiferenciaestadísticaen la toman0 9 pordisminuciónde los valores

del grupotratado.

En la Gráfica 9c, las concentracionesdel grupoIV, muestranun patrónsemejanteal

tratadocon ciclosporina.El estudioestadísticode diferenciade mediasindica un incremento,

estadísticamentesignificativo, en los valoresdel grupotratado,desdela toman0 5 (p<0,05),6

(p< 0,01)y desdela toman07 hastala 11 con unasignificaciónde p< 0,001.

El Hístograma9, que comparalas concentracionesde los tres gruposde tratamiento,

muestradiferenciasestadísticasfundamentalmentedesdela toman0 5 hastala n0 12.

1.2.2.-PruebasdelMetabolismodeLípidos: Colesteroly Triglícérídos.

LaGráfica loy la Tabla 10 reflejanlas medias±ESM de las determinacionesséricasde

colesteroltotal (mg/dl) en los gruposdel estudio.

En la Grafica loa, se representalas concentracionesdel grupo1 junto conlas del grupo

II. Ambosgrupossigenuna trajectoriasemejante,observándose, en la fasede retiradadel
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tratamiento,diferenciasestadísticas,conun incrementoen los valoresdel grupotratadocon

ciclosporinaen las tomasn0 9, 10 y 11 (p< 0,01).

La Gráfica ¡Ob, expresafluctuacionessemejantesen los gruposcontroly tratadocon

azatioprinano teniendoningunadiferenciaestadística.

En la Gráfica ¡Oc, Los valoresde colesterol del grupo de animalestratadoscon

prednisona,comparándolñoscon los controlesy tras el estudioestadísticode diferenciade

medias,hay que indicar que las concentracionesdeterminadasenel grupoIV son superiores

durantedoda la experimentación,excepto en la primera y última toma, en el resto se han

determinadodiferenciasen lastomasn0 2 (p< 0,05); 3 y 4 (p< 0,01); 5 a 11 (p< 0,001).

El Histograma10, quecomparalas concentracionesde los tresgruposde tratamiento,

muestradiferenciasestadísticasen casitodaslas tomasfundamentalmenteporlos incrementos

producidosen las concentracionesde colesteroldel grupotratadoconprednisona..

La Gráfica Ji y la Tabla ¡ ¡ muestranlos niveles(media+ ESM) de triglicéridos

expresadosen mg/dl de los grupos1, II, III y IV.

En la Gráfica ¡Ja,dondeserepresentanlasconcentracionesde txiglicéridosde los grupos

controly tratado con ciclosporina,seobservaun incrementoen los valoresdel grupotratado

durantetodala faseexperimentaly aúnen la fasede retiradahastala toma n0 11. El análisis

estadísticodediferenciade medias,reveladiferenciasestadísticasentrelas tomasn0 3 y 11 de la

experimentació

La Gráfica ¡Ib, expresafluctuacionessemejantesen los gruposcontroly tratadocon

azatioprinano teniendoningunadiferenciaestadística.

En la Grafica lic, Losvaloresdelgrupode animalestratadoscon prednisonamuestran

un perfil semejantea los tratadoscon ciclosporina,apareciendodiferenciasestadisticasdesdela
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toman03hastalan011.

El HístogramaJi, quecomparalas concentracionesde los tresgruposde tratamiento,

muestradiferenciasestadísticasdurantecasi todaslas tomasdebidofundamentalmentea los

incrementosproducidosen las concentracionesde triglicéridos de los grupostratadoscon

ciclosporinay prednisona.
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2,- Pruebasde Funcionalidad Renal

2.1.- Determinación de Nitrógeno no Proteico en Sangre

En la Gráfica 12 y la Tabla 12 se representanlas concentraciones(media±ESM)

encontradasde ureaexpresadasen mg/dl.

En la Gráfica 12a, seencuentranrepresentadaslas concentracionesde ureadel grupo

controlcomparándolocon el grupotratadocon ciclosporin& Losvaloresdelf¶ grupotratadose

encuentraporencimade los controlesdesdela toman0 5 hastala n0 11, El análisisestadístico

demuestradiferenciassignificativasen las muestrasn0 8 (p< 0,01),9 (p< 0,001), 10 (pC 0,01)y

11 (p< 0,001).

La Gráfica 12b, expresafluctuacionessemejantesen los gruposcontroly tratadocon

azatioprina,existiendodiferenciaestadísticaen la toman0 3 (p< 0,01), porincrementode los

valoresde ureadel grupoIII.

En la Gráfica 12c, los valoresdeterminadosdel grupo de animales tratadoscon

prednisona,experimentanun incrementodesdelatoman0 3 hastainclusola fasede retirada,toma

n0 11. El estudioestadísticorevelauna significaciónen dichastomascon p< 0,01 y p< 0,001.

El Histograma12, que comparalas concentracionesde los tresgruposde tratamiento,

muestradíferenciasestadísticasen casitodaslas tomas,fundamentalmenteporun incrementoen

la concentraciónplasmáticadeureadel grupotratadocon prednisona.

En la Gráfica13 y Tabla 13 seencuentrareflejadaslas concentraciones(media+ ESM)

encontradasde creatiina,en mg/dl, de los animalesde nuestroestudio.

En la Gráfica 13a, están representadoslas concentracinesde los grupos 1 y II,

observándoseque ambosmuestranun perfil similar aunqueen la toma n0 9, se apreciaun
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incrementoen los valores del grupo tratado con ciclosporina que son estadisticamente

significativos.

La Gráfica 13b, expresafluctuacionessemejantesen los gruposcontroly tratadocon

azatioprina,aunqueno seobservaningunadiferenciaestadística(p> 0,05).

En la Gráfica 13c,Los valoresdel grupode animalestratadoscon prednisonamuestran

una trayectoria semejantea los otros gruposde tartamiento.el análisis estadísticoreveló

diferenciassignificativasen lastomasn0 8 y 10 conunap< 0,05.

El Hístograma13, que comparalas concentracionesde los tresgruposde tratamiento,

solo muestradiferenciasestadísticasfundamentalmente,en las tomasn0 7 y de la 10 a la 11.
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Discusión

1.-Elección de la especieanimal y de los fármacos inniunosupresores

Durantela elaboracióndelprotocoloexperimental,seeligió el conejo(Oryctolagus

cunículus),enprimerlugar,por serun animalde fácil manejoy congranaccesibilidada los

vasos sanguíneos. Por otro lado,nuestroDepartamentodisponedeun animalarioen el que

lashabitacionesestánespecialmentepreparadasparael alojamientode estaespeciey existe

un controlperiódicode las condicionesambientalesy sanitarias,de acuerdoconel RD

223/1988, para la experimentaciónanimal. Además, el conejo es un animal de

experimentación ampliamenteutilizado en estudiosinmunológicos,particularmentelos que

tratansobrela respuestahumoralfrenteaun estímuloantigénico(Krausel al., 1984),así

comoporserun anlinaldeeleccióncomo productorde anticuerpospoliclonales(Silvén,

1991;llera elal., 1992).

Por otraparte,la revisiónbibliográficarealizadasobreel efectode los fármacos

inmunosupresoresen diferentesespecies,nos indicó que el conejoesun ammalmuy

utilizado para el estudio del metabolismode diversoscompuestos,entre los que se

encuentranla prednisonay la ciclosporina,así como parael esclarecimientode ciertos

efectossecundariosdealgunosde ellos (ciclosporina).Además,tambiénseutiliza el conejo

en investigacionessobreel trasplantede órganos,dondeseles administransustancias

inmunosupresorascomo la azatioprinay/o ciclosporinay/o corticoides.

Paraestudiarla patogénesisde la aterosclerosiscoronariaaceleradaKuwajarael al.

(1991) utilizaron, como modelo animal, el conejo NZW macho.Los animalesfueron

trasplantadosde corazón y recibieron 10 mg/kg/día IM de ciclosporina como

inmunosupresor.Ihilveris et aL (1991)utilizaron como modelo animal el conejopara

estudiar los efectosnefrotóxicosde la ciclosporina, comprobandoque se producen

alteracionessimilaresa lasprovocadasenhumanosy siendomejormodeloquelos roedores.

Paraun mejor conocimiento de la accióndela ciclosporinasobreel músculoliso de lauretra

y vejiga,Kitani el al. (1996)utilizaronel conejoobteniendoexcelentesresultados.
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Tamolanget al? (1995) desarrollaronun sistemaenzimáticomicrosomalhepático,

paradeterminarlos diferentesmetabolitosde la ciclosporinaA, utilizandoel conejocomo

modeloexperimentaly comprobandoque los patronesde los metabolitosdel t~rmaco

muestranunagransemejanzaa lo observadoenla especiehumana;estosautoresconcluyen

estableciendo que se puede utilizar el conejo como modelo para predecir la

biotrasformaciónde la ciclosporinaA, en el hombre.Paraun mejor conocimientodel

metabolismode la ciclosporina,Pham-Huyel al? (1995)establecieronunmodelo iii vitro

demicrosomashepáticoso renalesprocedentesde conejos.MassicotelaL (1994)valoraron

los efectosnefrotóxicosproducidospor la ciclosporinaen el conejo,argumentandoque

posiblementeseaun animalmássensiblequela rata.

Por todo lo anteriormenteexpuesto,nospareció queel conejoblancode Nueva

Zelandapodríaserel animalde elecciónen nuestroestudio,yaqueel sistemaenzimático

microsomalhepáticoy renalsonsemejantesa los de la especiehumana.

La elecciónde los inmunosupresoresserealizóenbasea la terapiautilizadaeneste

momentocomo fármacosde elecciónen el trasplantede órganos,estaesla denominada

“terapiatriple clásica’ que constade ciclosporina,azatioprinay prednisona.Con este

protocolo, se consigueuna inmunosupresiónadecuaday se disminuyen los efectos

secundariosdecadafármacopordisminuciónde la dosisde cadauno de ellos,yaqueuno

aotro sepotenciany complementan.Mientrassedisponede abundanteinformaciónsobre

la terapiaclásica(Gruberel al., 1989;Withe, 1994;Wienekeel al., 1996),poco seconoce

sobrelos efectosdel tratamientocon un solo inmunosupresor,por lo que sequisover el

efectode cadauno de ellosporseparado,y poderconocerlos diferentesmecanismosde

acción sobreel sistemainmunológico.Tambiénsequiso comprobarsi estadiférencia

repercutíade algunaforma sobreel eje adreno-gonadaly sobreel fisiologismo de los

animalesutilizadosen elprotocoloexperimentalya que la informaciónsobreestospuntos

esescasa.

Ladosisde ciclosporinaA administradaalos conejosde nuestraexperimentación
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fue elegidatras la revisiónbibliográficade diferentesautores,quehanutilizado el conejo

endiversosprotocolosen quesenecesitaunadosisde ciclosporínaeficazen la inhibición

de la respuestainmune.Así, en los trabajosde Thliverisa al? de 1991 y 1994,en los que

realizanun estudiocomparativoentrelos resultadosobtenidospordiferentesautores,y por

ellos mismos,entratamientoscon ciclosporinaa distintasdosis,vías de administracióny

especiesanimales,concluyenindicando que en el conejo,la dosisefectivaesde 10-15

mg/kg/día,coincidiendoconlos estudiosdeNeild et al? (1983)y de Monacoet al? (1988).

En estudiosbm vivo e in vitro donde se comparóel efecto de la ciclosporinaA y la

ciclosporinaG (a distintasdosis) utilizando el conejo NZW en el trasplantede piel, se

muestróque las dosisde ciclosporinaA de 5 y 10 mg/kg/díaporvía í.v., son las más

efectivas(Rayataal., 1993;Nakagawaa al., 1995).Delaereet al? (1996)administraron

a conejosciclosporinaa ladosisde 10 mg/kg/día,como inmunosupresorefectivo en el

trasplantedetráquea.Porlos argumentosmencionadosen la revisiónbibliográfica, la dosis

utilizadaen nuestroestudiofue de 10 mg/kg/día.

Los trabajosde Fryeret al? (1993)comparandoel tratamientoconciclosporinao

rapamicina(adiferentesdosis)enel trasplanteheterotópicode corazónen el conejoNZW,

indicaronque la dosisde 10 mg/kg/díaes efectivafrenteal rechazoy no produjo una

alteraciónsignificativaen los parámetrosbioquímicosanalizados.Porotraparte,el estudio

de la concentraciónde ciclosporinaen sangre,monitorizadaporcromatografialíquida de

altaresolución(I—II>LC) demostróqueel conejotratadoconunadosisde ciclosporinade 8

mg/kg/día,alcanzabalasmismasconcentracionesensangreque la dosisterapéuticautilizada

en el hombre(Andersenet aL, 1994).

Encuantoa la utilizaciónde azatioprinaenel conejo,los trabajosencontradosson

escasos;aunasí,Leibowithy Efliott (1966ay 1 966b)en estudiosrealizadossobrela terapia

preventivadelrechazoen trasplantede córneaen conejos,afirmanquela administración

sistemáticade análogosde la purinaescapazde suprimirel rechazoininunológico.Sin

embargo,cuandoestefñrmacoseadministradurantelargosperiodosdetiempo, se mantiene

elii~erto, peroaparecenefectossecundariostóxicosquehacenprohibitivo suuso.Porotro
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lado, otros trabajosafirmanqueadministradoa dosisóptimay acorto tiempo, no causa

efectotóxico y escapazde disminuir la respuestainmunológicaal trasplante(Polack,1965).

Existenpocosestudios,y éstossoncontrovertidos,encuantoa la dosiseficazde

azatioprina,como supresorde la respuestainmune enel conejo.Despuésde la revisión

bibliográficarealizaday siguiendolas indicacionesen laposologíarecomendadaenhumana

para el trasplantede órganos(dosis inicial: hasta5 mg/kg/díapor vía Lv.; dosis de

mantenimiento:de 2 a4 mg/kg/díaporvía oral) comprobamosque estadosiseseficaz,

corroborándololos trabajosde Goldbergy Lance(1972),sobreel trasplantede huesoen

conejo,indicandoqueesun métodoefectivo de ininunosupresiónenconejo.Portodo ello,

seeligió la dosisdetratamientoconazatioprinadenuestroestudio(dosisinicia]: 4mg/kg/día

porvíaLv.; dosisde mantenimiento:de 2,5 mg/kg/díaporvía oral).

Ferryy Wagner(1987)estudiaronlas característicasde la unión a proteínasde

prednisonay prednisolonaen plasmade conejoy hombrey comprobaronque la prednisona

presentaunaunión característicalineal en ambasespecies.Esto nosindicó quesepodría

utilizar como dosisde elecciónennuestroprotocoloexperimentalla que recomiendael

laboratorio,parael casodetrasplantesen humanos,Porotro lado, estedatofue confirmado

por los trabajosde Manthorpea al? (1975),que utilizaron2 mg/kg/díadeprednisonaen

conejos,parael estudiodel efectode los glucocorticoidesenel tejido conjuntivo de los

vasos,siendodichadosisla másadecuada.
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2.- Concentracionesde Inmunoglobulina G del Conejo

La determinaciónde las concentracionesplasmáticasde IgG de los animalesde

nuestraexperimentaciónse realizó para comprobarsi el efecto del inmunosupresor

disminuíael nivel de anticuerposcirculantes.El organismoestáencontinuaproducciónde

anticuerposfrente a una amplia variedadde antígenosambientales.La produccióny

catabolismosemantienenen equilibrio, observándosequeel catabolismoesproporcional

a la concentraciónséricade las inmunoglobulinasencasitodaslasespecies(Beil y Fahey,

1964; SeIl, 1964).Enel conejoestepuntono estámuy claro; diversosautoresindicanque

no hayuna correlacióndirectaentredichosparámetros(Humphreyy McFarlane,1954)y

sin embargo,Catsouliset aL (1964) indican un incrementoenel catabolismode IgG en

animaleshiperinmunizados.

Al realizarel estudiode los gruposcontrol (grupo1) y tratadoscon ciclosporina

(grupoII), azatioprina(grupoIII) y prednisona(grupoIV) (Gráficay Tabla 1) frenteal

comportamientode éstosen lasdiferentesetapasexperimentales,secomprobócómo,en

laetapainicial, todoslos gruposmantienenunosnivelessemejantesde IgG.

La ciclosporina,como se indicó conanterioridad,ejercesuacciónselectivamente

sobrelos linfocitos T, responsablesde la inmunidadcelular,peroa travésde estaacciónse

produceuna disminuciónen la formaciónde los anticuemos.La comparaciónentrelos

grupos1 y II, muestraque las concentracionesdel grupo tratadocon ciclosporinason

inferioresa los controlesdurantecasi todas las tornas de la fase de tratamiento.Sin

embargo,unavezretiradoel tratamiento,seproduceun incrementode las concentraciones

de IgG, paradisminuirposteriormentehastaque;en la tomarealizadaa la semanade la

retiradadel tratamiento,las concentracionesde IgG de ambosgruposson semejantes.

Nuestrosresultadoscoincidencon los aportadosporBlackhamy Griffths (1991)y Brahn

a al? (1991)comprobandola involución de laartritis inducidaporantígenosenel conejo

y en ratas (respectivamente) tratadoscon ciclosporina,lo queindicó la existenciade una

disminuciónde la producciónde anticuerpos.ResultadossemejantesobtuvieronFujita er
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al? (1991),en ratasinmunizadascon BSA y tratadascon ciclosporina,dondesesuprimió

la produciónde anticuerpos.Estudiossimilaresllieron los realizadosporBussiereet al.

(1991), Kurunazy y Mark (1993)y Nagamatsuet aL (1994), donde indicaronque la

ciclosporinadisminuyóla producciónde anticuerpos,corroborandolos resultadosobtenidos

ennuestrosanimalestratadosconciclosporinaya quese produceuna disminuciónde las

IgOs circulantesdurantela fasede tratamiento.

La azatioprina afecta fUndamentalmentea las células inmunológicasque se

encuentrenen fase de inducción de la producciónde anticuerpos.El tratamiento

inmunosupresorconazatioprina,reflejauna disminuciónen las concentracionesde IgG del

grupo III durantetodala fasede tratamientoque se mantieneen la etapade retirada,

aunque,enla últimatomade la experimentaciónla concentraciónde IgU de ambosgrupos

seequiparó.Nuestrosresultadoscoincidencon los obtenidosporBerembaumen 1960, que

compararon,enel ratón,los efectosde diferentessustanciascitotóxicastrasla exposición

al antígeno.En ellos, se comprobó que la 6-mercaptopurina(metabolito activo de la

azatioprina)disminuíael título de anticuerposa los 10 díasde la administración.Nosotros

hemoscomprobadoquela disminuciónde la concentraciónde IgG seproduceya a las 24h

de recibido el tratamiento;tal vezéstoseadebidoala dosisinicial empleaday a la vía de

administración;además,la azatioprinaesmásactivaquela 6-mercaptopurinautilizadaen

los ratones.

Porotro lado,Schwartzet al? (1958)utilizandoantígenosproteicos,obtuvieronuna

inhibición completa de la síntesis de anticuerpos mediante la utilización de 6-

mercaptopurina.En nuestroestudio,la inhibición de la produciónde anticuerposno es

completa,debido fundamentalmentea quenuestrosanimalesestuvieronen un ambiente

antigéniconormal,ya que no se les expusoa la acciónde un antígenoespecifico.Por

último, enpruebasquefueronefectuadasen conejo,secomprobóla eficaciainhibitoria de

la6-mercaptopurinaen la faseinductivade la respuestainmunológica,cuyosmecanismos

estánimplicadosconla síntesisde nucleoproteinas(Sterzl, 1960); sin embargo,el efectoes

limitado cuandolos linfocitos estánen reposo(Sullivan et al., 1981; Freyet al?, 1984).
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Estudiosrecientesutilizan azatioprinao 6-mercaptopurinaen la enfermedadde Crohnen

el hombre, indicando que esun tratanuientoeficiente en estaenfermedadcon origen

autoinmune(Candyet aL, 1995;Pearsonet al., 1995;Bouhniket al., 1996).

El efectode los glucocorticoidessobrela síntesisde anticuerposno pareceestár

suficientementeaclarado.Se ha observadoen la especiehumanaque dosis altas de

metilprednisolonaproducenunapequeñareducciónde IgG como resultadotantode un

disminuciónen la síntesiscomo de un incrementoen el catabolismo(Butíer y Rossen,

1973).No obstante,enotrosestudios,el mismo fármacono suprimió la respuestaprimaria

o secundariade los anticuerpos;sin embargo,redujo el nivel de produccióncontinuode

anticuerpos(Butíer, 1974). En cuantoa los resultadosobtenidosenel grupode animales

a los que se les trató conprednisona,podemosindicar que el fármaco produjo una

disminuciónde la concentraciónde IgG, quefue másmarcadaal inicio deltratamiento.De

hecho,la retiradadeltratamientoprodujoun incrementoen la concentraciónde IgG, tal vez

debidoa un incrementoen la síntesisy/o unadisminucióndelcatabolismode las mismas;

despuésde 7 díasdehaberretiradoel tratamientofarmacológico,los animalespresentaron

concentracionessimilaresa las de los controles,demostrandoque,despuésde la supresión

del tratamiento,el sistemaininunológicovuelveasuestadonormalo fisiológico.

El estudiocomparativode los trestratamientos(Histograma1) muestracomo en

la toman0 2 existeunadiferenciaentrelos gruposII y IV, comprobándoseunainhibición

enla producciónde IgO, másmarcadaenlos animalesquerecibieronprednisonay actuando

éstaconmayorrapidez.Sin embargo,en la etapade retiradadeltratamiento,seobservan

valoresinferioresen los animalestratadoscon azatioprina,pareceserque el efecto que

provocasu administraciónesmásduraderoe incluso podríamosdecir que éstatiene un

efectoacumulativodiferentea los otrostratamientos.

De los resultadosobtenidossededuceque el tratamientoinmunosupresorcon

ciclosporina,azatioprinao prednisona,produceunadisminuciónde las inmunoglobulinas
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(1circulantessintetizadascomo consecuenciade la exposicióna los antígenosambientales

en el conejo.Sin embargo,no inhiben completamentela formaciónde anticuerposy la

retiradade los mismosproducela vueltaa la normalidadde lasconcentracionesséricasde

IgG.
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3.- Efectode la inmunosupresiónsobreel ejeadrenoogonadal

Una vez comprobadoque los tres inmunosupresoresempleadosproducenla

disminucióndelasconcentracionesde IgG en los animalesde los grupostratados,sequiso

comprobarsi estehechoejercíaalgúnefecto sobreel SistemaEndocrino,fundamentalmente

sobreel ejeadreno-gonadal.Porestarazón,se determinaronlas concentracionesde las

principaleshonnonasesteroidessecretadaspor la cortezaadrenaly por el testículo,

indicadorasdela fimcionalidadde dichasglándulasendocrinas.La relaciónexistenteentre

el sistemainmunológicoy endocrinohaquedadoreflejadaen el apartadode Introducción,

dejandoestablecidala intercomunicaciónque existeentrelos dos sistemas(Grossman,

1984;Blalock, 1989;AnsarAhmedel al., 1987; Wilder, 1995;Torpyy Chrousos,1996).

Porello se analizaronlashormonasesteroidestantode la la cortezaadrenal(corticosterona

y cortisol),comolas gonadales(androstenodiona,testosteronay 1 713-estradiol).

Hormonascorticoadrenales

La secreción,porpartede la cortezaadrenal,de corticosteronay del cortisol está

influenciadapormúltiples factoresexternoscomo son: el propio manejo,el ejercicioo la

épocadel año, lodosestosfactorestestresantes”seintentaronevitar,en lamedidade lo

posible,al diseñarel protocoloexperimental,por lo que lite utilizado un tranquilizante

(droperidoly fentanilo)(humany Norman, 1983). Las muestrassanguíneassiemprese

tomarona la misma hora (8:00) y en un intervalo total de 30 minutos,paraevitar las

variacionescircadianasproducidaspor lahorade la recogidade las muestras(hileraet al.,

1993)

La corticosteronaesel glucocorticoidesecretadoen mayorcantidadpor lacorteza

adrenaldelconejo(Bush,1953; Gamjanet al., 1972).Hollinan (1956)estudia,enelratón,

la síntesishormonalde la cortezaadrenalindicandoque, en esta especie, predominala

produccióndecorticosterona,existiendounamarcadaindisponibilidadparahidroxilar los

esteroidesadrenocorticalesenel C-17. En los trabajosde Conleyy Bird (1997),endonde
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se hacereferenciaa las diferentesrutas metabólicasde la esteroidogénesisadrenalen

distintasespecies,seindicaqueel conejoproducemayor cantidadde corticosteronapor

faltade unadelasenzimas,laP450 17 a-hidroxilasa/]7-20liasa(P 450~1,j,responsablede

labiotrasformaciónde la pregnenolonaen cortisol.

Los datosaportadosporotrosautoresconrespectoa la acciónde la ciclosporina

sobrelas hormonascorticosteroidessonescasosy controvertidos.Stephanouet al? (1992)

investigaronlos efectos de la ciclosporina en los niveles plamáticos de ACTH y

corticosterona, indicandoque se produceunadisminuciónde los mismos,afirmandoque

la ciclosporinaactúadirectamentesobreel ejeEPAreduciendola activaciónde dichoeje.

Sin embargo,en nuestroestudioseobservaquelasconcentracionesdecorticosteronadel

grupotratadocon ciclosporina,muestranque entodala fasede tratamientolos animales

tuvieron mayores concentraciones de corticosteronafrenteal grupoqueno recibió ningún

tratamientoinmunosupresor(gráfica2a).No obstante,la retiradadel tratamientohizo que

los valoresde ambosgruposfueronsimilares.Además,las concentracionesde cortisol son

ligeramentesuperioresa los controles(gráfica3a). Posiblemente,la diferenciaentrelos

distintosresultadosseandebidosa las distintasdosisutilizaday a la especieanimal, ya que

los autoresanteriormentecitadosutilizan roedores.

Un comportamiento semejante fue el que tuvieron los animalesque recibieron

azatioprina,apareciendoconcentracionessuperioresduranteel tratamiento.En la fasede

retirada, los animalesdel grupo 111 continuaronmanteniendoniveles superioresa los

controlespero no hay diferenciasestadísticas(p>O,OS). Por otro lado, se observaun

incrementoen la producciónde cortisol, en el grupotratadocon azatioprina al inicio del

tratamiento,posteriormente,estasconcentracionessehacensimilaresa lasdeterminadasen

el grupo control.

Por otra parte,diversosautoreshanpuntualizadola importancia de uno de los

efectossecundariosmásfrecuentesenla terapiacon ciclosporina(Ryffel etal?, 1986; Grady

etal?, 1988;Kiberd, 1989Laine et al?, 1997)y azatioprina (Kullmanet al., 1996),que es

154



Discusión

la elevaciónde la presiónarterialcuandose utilizan éstosentratamientoscrónicos.

Existendiversostrabajosdondesc intenta explicar el efectode la ciclosporinasobre

la tensiónarterial. Pareceser que el fármacoproduceunadisminuciónenel flujo renal

(Pallery Murray, 1985; Jacksonet al., 1989; Fergusonet aL, 1993; Lameet al., 1994;

Lame y Helberg, 1995; Laine et al., 1997), lo que provocaríauna respuestaen el

organismo,produciendoposteriormenteunincrementoenlapresiónarterial.El mecanismo

por el cualse produceesteefectoesporque,cuandolapresiónarterialdisminuye,el flujo

sanguíneo que llega al riñón tambiéndecrece,provocandouna señalen las célulasdel

aparatoyuxtaglomerularparaque secretenla enzimarenina. Estaenzimapasaala sangre

y activa la producciónde angiotensina1, queatravésde la acciónenziniáticasetransforma

enangiotensinaII, la cualtieneunefectovasoconstrictoractuandodirectamentesobreel

riñóny provocandounadisminuciónenla eliminaciónde líquidos,aumentandola volemia,

y porlo tanto,incrementandola presiónsanguínea.Además,la angiotensinaII, ejercesu

acción estimulandolas célulasde la cortezaadrenal,produciendoun incrementoen la

secrecióny liberaciónde aldosterona,lacualactuará,en último término,elevandola presión

sanguínea(Guyton, 1988).

Además,segúnlos trabajosiii vitro en célulasadrenalesde rata,de Mazzocchiet

al. (1994), la ciclosporinaa concentracionesmedias,produceuna estimulaciónde la

angiotensinaII, provocandola conversiónde corticosteronaen aldosterona.Como la

ciclosporinaproduceun incrementode angiotensinaII, éstainduceaunaelevaciónde los

nivelesdeglucocorticoides(Wanet al?, 1996;Andreiset aL, 1998),debidoa un efecto

directo enlasecreciónadrenal(Yin y Yang, 1996),lo quecoincideconnuestrosresultados

(gráficas2ay 3a).

Hestinet al? (1997) estudiandolos mecanismosde producciónde hipertensiónen

pacientestratadosconciclosporinao azatioprina,indicaronqueal inicio del tratamiento

apareceun incrementoenlos nivelesde angiotensinaII; sin embargo,posteriormenteéstos

permanecenbajos,al igual que los de renina,confirmandoqueentratamientosagudosse
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produceuna disminucióndel flujo sanguíneoy de la presiónarterial, coincidiendocon

nuestro protocoloexperimental.

En los animalesde los grupostratadoscon ciclosporinay conazatioprina,aparece

un incrementoen la producciónde corticosterona,tal vez debidaa los mecanismos

anteriomenteexpuestos,coincidiendoconlos incrementosenlaproducciónde angiotensina

II producidospor la ciclosporina indicadospor Mazzocchiel al? (1994); además,

posteriormentelas concentracionesde los corticoidessemantienenenun nivel semejante

al de los controles,debidoa la propiaregulacióndelorganismo por la disminuciónde renina

y angiotensinaobservadapor flestin el aL (1997)y a la retiradadeltratamiento.

Esposibletambiénqueel incrementode la actividadde la glándulaadrenalpueda

producirsepor un incrementoen la actividaddel eje hipotálamo-hipófisis-adrenal.La

disminucióndel flujo sanguíneoafectaa las células hipotalémicas,esto provocarasu

estimulacióny liberaciónde CRH, que actuaráproduciendola secrecióny liberaciónde

ACTH al torrentecirculatorio,estaúltima actuaríasobrela glándulaadrenalprovocando

un incremento en la secreción de los glucocorticoidese, incluso,de laaldosterona(Wilder,

1995).

Otraexplicaciónal incremento de los glucocorticoidespuedeserquecomo sesabe,

laIL-6 esun potenteestimuladorde la secreciónde los glucocorticoidesadrenalesatravés

de la activacióndel ejeI7JPA. Además,la angiotensinaII estimulala producciónde IL-6

(Lyson y McCamm, 1992),por lo quesepuedededucirque la ciclosporinaoriginaun

incrementoenla liberaciónde glucocorticoidescomoconsecuenciadelefectoqueprovoca

sobrela angiotensinaII (Mazzocchiel al., 1994).Estehechocoincidió con los resultados

obtenidosenlasconcentracionesdecorticosteronadel grupotratadocon ciclosporina.De

estaforma, secompruebaquetodosestosmecanismosseinterrelacionan,y tienenpuntos

encomún,comosonel sistemainmuney el neuroendocrino.

Pareceser que el tratamiento con ciclosporinay azatioprinaejerce un efecto
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estimulantede lazonacorticalde la glándulaadrenal;sin embargo,el grupo tratadocon

prednisona,presentóun comportamientocontrario, observándoseunadisminuciónen las

concentracionesséricasde corticosteronadurantela flise de tratamientoy aúnen la de

retirada,hastala toma n0 12 (7 díasdespuésde retiradoel fármaco) dondellegarona

equipararselos valoresde ambosgrupos.Las concentracionesde cortisol del grupo de

animalesa los queseles administróprednisonafueronligeramenteinferioresenalgunas

tomasde la fasede tratamientoy de la fase de retiradadel mismo, aunqueel estudio

estadísticono reflejó diferenciassignificativas(p>O,O5)(gráficas2c y 3c). Estadisminución

enla produciónde corticoidesadrenalessepodríaexplicarporquelaprednisonainhibe la

produciónde glucocorticoidesendógenospor un efecto de retrofuncionalidadnegativa

sobreel ejehipotálamo-hipófisis-adrenalcuyo resultadofinal esla disminuciónde la síntesis

de glucocorticoides;estehecholo demuestrantambiénlos trabajosde Hirano et al? (1991),

que indicanque el tratamientocon prednisonadisminuyela concentraciónde cortisol (en

humanos)fundamentalmenteenel periodode acumulaciónde dicho fármaco.

Por otro lado, los glucocorticoidesactúansobrelos macrófagosinhibiendo la

síntesisde IL-1 (Guillis, etal?, 1979;Palaciosy Sugawara,1982); estainhibiciónproducirá

una disminución en la secreciónde corticoidesadrenales(Brown y Blalock, 1990)

coincidiendo con el efecto que produce el tratamiento con prednisonasobre las

concentracionesséricas de corticosterona.Además, con estos resultadospodemos

comprobarcómo una enel sistemainmune serefleja o manifiestaa nivel

adrenal.

Por todo lo anteriormenteexpuesto,podemosindicar que los tratamientos

inmunosupresorescon ciclosporinay azatioprina incrementanlasconcentracionesde los

glucocorticoidesadrenales;estoesdebidoal efectode los fármacossobrelapresiónarterial

y másdirectamentesobrela acciónen la síntesisde la angiotensina II y la acción que

producensobrela interleucina6. El efecto contrario se produceen los animalestratadoscon

prednisona,fundamentalmenteporactuarinhibiendo el ejeUPA y porsuacciónsobrela

IL- 1. De estamanera,seconstatala relaciónexistenteentreel sistemainmune y el eje
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hipotálamo-hipófisis-adrenal,considerándosela cortezaadrenalunpunto importantede

integraciónentrelos sistemasinmuney neuroendocrmo.
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Hormonas gonadalestesticulares

La&nción reproductorade los conejosmachosse puededeterminarporel análisis

de las concentracionesséricas de las hormonasesteroidesgonadales:testosterona,

androstenodionay 1 7~-estradiol.Sin embargo,los cambiosque sepuedenproduciren la

secreción de dichos esteroidescuando se produceuna inmunosupresiónno están

completamenteaclarados.Por ello, pareceinteresante,determinarlas concentraciones

séricasde los andrógenosy estrógenosdurantelaactuaciónde diferentesfármacos,cuyo

efectoesprovocarinmunosupresion(Gráficasy Tablas4, 5 y 6),y de estaforma,precisar

lasposiblesalteracionesenla funcióngonadalde los anñnalestratados,asícomo establecer

la intercomunicaciónentreel ejeadreno-gonadal.

En el estudiode los valoreshalladosde los andrógenostesticularesse comprueba

quelas concentracionesdeandrostenodiona(metabolitoprecursorde la testosterona)de

los animalestratadosconciclosporina seincrementan(enlaetapade tratamientoe incluso

en la fase final de retiradadel mismo). Por el contrario, el estudiode los perfilesde

testosteronaseñalaunadisminuciónde las concentraciones(gráficaSa),peroenestecaso

los valoresse incrementanen la etapade retiradadeltratamiento.Estehechoseexplica

porque la producciónde testosteronaestá regulada,en primer término, por el eje

hipotálamo-hipófisis-gónada.LaLH hipofisariasesecretabajo la influenciade la GnRH del

hipotálamo,produciendoel estímulode las célulasde Leydig testiculares,víacAMP, para

que sesecretey libere testosterona(hilera et al., 1995).El incrementode los nivelesde

testosteronaplasmáticaprovocauna señalde retrofúncionalidadnegativainhibiendo la

secreciónde LH (Woodman,1997).Por todo lo anteriormeteexpuesto,sepuedeindicar

que la supresiónde la secrecióntesticularde testosteronasedebea unaalteracióndeleje

hipotálamo-hipófisis-gónada,debidoa un efectode retrofuncionalidadnegativo sobreel

mismoalaumentarlas concentracionesséricasde androstenodiona.

Ahora bien, en la esteroidogénesistesticularocurrenuna serie de reacciones

enzimáticasdonde a partir del colesteroly mediantela acción de diversas enzimas
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pertenecientesal sistemaenzimáticocitocromoP450,van a dar lugar a los esteroides

responsablesde la fúncionalidadreproductora.Al parecer, lo que sucedeen nuestros

animalestratadoscon ciclosporinaesunbloqueoen la esteroidogénesisen el pasodonde

se producela conversión de la androstenodionaen testosterona,posiblementepor

inactivaciónde la enzima 17 [3-hidroxiesteroidedeshidrogenasa;por estemotivo, se

produceun incrementode sustratoqueaparecereflejadoenlas concentracionessanguíneas

de androstenodiona.Porotro lado,existeunadisminuciónde la conversiónen testosterona,

comohan indicadoConleyy Bird (1997)enun trabajode revisiónrecienteaunque,sus

estudiosserealizaronenotra especieanimal.

Otro argumentoparapoder explicar Ja disminuciónde las concentracionesde

testosterona es el aportadopor Sikka et al. (1988),que indicanque el hipogonadismo

hipogonadotrópicoinducido por ciclosporina, que produce una disminución de la

testosteronasérica,esdebidoa quela ciclosporinapuedeproducirunasupresiondeleje

hipotálamo-hipófisismásque porunainhibicióndirectaanivel testicular.Existentrabajos

en dondeindican que los nivelesde LH, en ratastratadascon ciclosporinaaumentan

(Seethalalcshmiet al., 1990)y otros, sin embargo,indicanunadisminución(Koyle et al.,

1986;Rajferet al?, 1987),no pareciendoestarclaroesteconcepto.Trabajosposteriores

(Kruegeret al?, 1991)argumentanque estasdiferenciassondebidasa un efectodosis-

dependientede la ciclosporina.,indicandoquela ciclosporinaproduceunadisminuciónde

la capacidadde unión de los receptoresde LH testiculares,reduciendosela capacidad

testicularpararespondertanto a nivelesnormalescomo elevadosde dichahormona.

Además,sugierenque la ciclosporinaafectaa nivel del sistemaenzimáticodelcitocromo

P450testicular,por lo que la ciclosporinaprovocaunaalteraciónen la esteroidogénesis

(dondela actividadde estesistemaenzimáticoesfundamental).Estehechopareceserque

eslo queprovocaestadisminuciónde las concentracionesde testosteronaenlos animales

de nuestraexperimentación.

En nuestrosresultadoscomprobamosademásquelas concentracionesséricasde

1 7fl-estradiolseencuentrandisminuidas.Efectivamente,la ciclosporinaafectaa las enzimas
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responsablesde la esteroidogénesis,al menosanivel de la conversiónde androstenodiona

en testosteronapor laacciónde la enzimaP450 17 [3-hidroxilasa;porconsiguiente,la

conversión de testosteronaen estradiolseve alteradapor una disminución de la

concentración del sustrato.

Porotraparte,seconoceque lacorticosterona,por sí misma,puedemodificar la

secreciónde testosterona.Elevadosniveles de corticosteronaaumentanel efecto de

retroftmcionalidadnegativo de la testosteronasobreel ejehipotálamo-hipófisis-gonadal

(HPG)porun mecanismoqueaunno estáaclarado(Woodman,1997).La disminucióndel

comportamientodelmacho,como resultadode una exposiciónal estrés,seha explicado

como cambiosrecíprocosencorticosteronay testosteronay unabajaactividadtesticular

de la 11 betahidroxiesteroidedeshidrogenasa,enzimaqueinactivalos glucocorticoidespor

conversióndelgrupo11-hidroxiaungrupo Il-ceto (Monderet al?, 1994).Deacuerdocon

estoúltimo, los animalestratadosconciclosporinarespondieronconun incrementoenla

produccióndecorticosteronay cortisol, por lo queestemecanismotambiénpuedeestar

implicado en la disminuciónde la testosterona,corroborándosela acciónde la corteza

adrenalsobreel testiculo.

Contranamentea lo quesucedeconel grupoanterior,el tratamientode los animales

con azatioprinano produjoningunavariaciónrelevanteenlas concentracionesséricasde

androstenodiona,testosterona,y 17[3-estradiol (gráficas4b, 5b y 6b). La azatioprinaen el

conejo,a ladosisutilizada,no afectaa la funcionalidadgonadalde formaimportante,y no

se compruebaninguna alteración a nivel esteroidogénico.Sin embargo no hemos

encontradoningúndatoaportadoporotrosautoresal respecto.

El tratamientoconprednisonaprodujoun incrementode androstenodionaal igual

que enel grupo de la ciclosporina;sin embargo,las concentracionesde testosteronano

tuvieron variacionessignificativas.Mientras que las concentracionesde 1 7[3—estradiol

aparecierondisminuidas(gráficas4c, Sc y 6c). La causade estasdiferenciasla podemos

encontraren que los glucocorticoidesinhiben la funcióntesticulartanto in vivo como iii
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vitro, pareceserque por inhibicióndirectacon los receptoresde LII. Sehanidentificado

receptoresde glucocorticoidesen áreastesticulares,másconcretamenteen las célulasde

Leydig y pareceser,quepuedenactuaratravésde susreceptoresespecíficos(Bambinoy

Hsueh,1981).

Como seha indicadoconanterioridad,los glucocorticoidesinhibenla síntesisde

testosterona;sin embargo,éstono sucedeenelgrupotratadoconprednisona.La causade

estadiferenciala podemosencontraren las distintasaccionesde los glucocorticoides

dependiendode quela dosisseafisiológicao farmacológica(Cbrousosy Gold, 1992).De

hecho, la prednisonainhibe el eje IIPA, comprobadopor la disminución de las

concentracionesdecorticosteronay cortisol de estegrupo.Por lo que, enestecaso,dicho

ejeno puedeafectara la funcióngonadal.

En resumen,la ciclosporinaafecta la flincionalidad gonadaldel conejomacho

reflejado por los resultadosobtenidos.Además,seponende manifiesto las relaciones

existentesentrela cortezaadrenaly lagónadaya que,conesteagenteinmunosupresor,se

altera la secreciónpor parte de la cortezaadrenal y ésta provoca un efecto de

retroflincionalidadsobreelejeHPGmodificandola secrecióngonadal.La prednisonaafecta

de diferenteforma a la gónada,y la posiblealteraciónque esteinmunosupresorpuede

producirno setraduceenunadisminuciónde testosterona.Por los resultadosobtenidos

podemosindicar que la azatioprinano afectala secreciónde las hormonastesticulares

analizadas,pudiendono afectara la fúncionalidadgonadalde los animales.
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5.- Pruebasde ¡‘uncionalidad orgánica

Unavez comprobada laeficaciade los agentesinmunosupresores,quisimosvalorar

el estadofisiológico generalde los animalesde nuestroestudiomediantela realizaciónde

diferentespruebasorgánicas.Paraello, procedimosarealizarun perfil bioquímicode todos

los animalesdurante los días de la experimentación.Los resultadosde las pruebas

bioquímicasrealizadasseestudiaronclasificándolasdentrode susignificacióncomopruebas

de fúncionalidadde ciertosórganosrepresentativosdelfisiologismo general,como sonel

higadoy el riñón.

Así, el hígadodesempeñaimportantes fUnciones metabólicas y todavaloración

funcionalde esteórganodependede sucapacidadpararealizarestasactividadesespecificas.

De las diversaspruebashepáticasbasadasen las funcionesde dicho órgano,ennuestro

perfilbioquímicosehanreflejadolas siguientes;aquellasbasadasen la actividadenzimática

y enfuncionesbioquímicasespecificas:metabolismode proteínasy metabolismolipídico

(Coles,1986a).

Como pruebasbasadasen la actividadenzimátíca,sedetenninaronlas enzimas

aspartatoaminotransferasa(ASAT o GOT) y alaninoaniinotransferasa(ALAT o GPT).

Sinhay Saran(1972)encontraronenel conejounacorrelaciónpositivaentreel gradode

necrosishepáticay la actividadALAT en el suero,aunqueen estaespeciela enzima

presentamenosespecificidadde órgano,apareciendocasila mismaactividaden tejidos

comoel hepáticoy muscularmiocárdko(Clampitt y Hart, 1978).Además,la liberaciónde

ASAT al torrentecirculatorioessignificativo de dañocelular,ASAIF espocoespecíficade

órgano;sin embargo,la determinaciónde ambasenzimasaportaunamayor información

sobreel estadofisiológico del hígado(Cornelius, 1989;Hoflinannet aL, 1989).Poresta

razónseha realizadoun estudioconjuntode los resultadosde ASAT y ALAT (Gráficasy

tablas7 y 8), de los animalesde nuestraexperimentación.Comparandonuestrosresultados

con los halladospor otros autoresreferidosal conejo macho(Oryctolagus cuniculus)

incluidos en el Cuadro 1, encontramosque las variacionesen la determinaciónde este
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parámetrosonsusceptiblesde la metodologíautilizadaparaello; porésto,nosotrosnos

basaremosenlos valoresquerepresentaelgrupocontrolfrentea los gruposproblema.

En los animalesdel grupo tratadocon ciclosporina aparecenincrementosen la

actividad enzimáticadeASAT en las tomasintermediasde la fasede tratamiento;sin

embargo,enel restode las tomas,los valoresdel grupoII sonincluso inferioresa los

halladosenlos controles.Enel casode la determinaciónde los valoresde ALAT seobserva

un ligero incrementoenlos valoresde los animalestratados,aunqueéstosno presentaron

dilérenciasestadísticamentesignificativas(p>O,O5),exceptoenalgunatoma(gráficas7a y

Sa). Estos resultadosno indican una alteraciónen la integridaddel órgano. Aunque

puntualmentepuedahaberalgún incrementoen la actividadde dichasenzimas,éstosson

pasajerosy de corta duración; además, la retirada del tratamiento conileva una

normalizaciónde los valores.Nuestrosresultadoscoincidencon los reflejadosen los

estudiosde Fryeret aL (1993)realizadosenconejossometidosa un trasplantede corazón

y tratadosa diferentesdosisde ciclosporina(5, 10 ó 1 Smg/kg/día),dondeindicaronquelos

valores deALAT, ASAT, bilirrubinay fosfatasa alcalina,no mostrarondiferenciasdesde

el inicio hastael final deltratamiento.

Sin embargo,comosehaindicadoconanterioridad,la ciclosporinapuedeproducir

efectoshepatotóxicos.Kim a al. (1990y 1991)realizaronestudiosin vivo e in vitro de la

ciclosporinay susmetabolitosasociándoloscon los posiblesefectostóxicosdel fármaco.

Enesteestudio,los autoresutilizan ratastratadascon ciclosporinaadosisde 7,5 mg/kg/día

durantesietedías;posteriormente,seanalizaronASAT y fosfatasaalcalinay serealizóun

estudiohistológicohepático.Contrariamenteanuestrosresultados,los autoresconcluyen

indicandoqueexisteunadisf¡mciónhepáticaen los animalestratadosconciclosporina,con

un incrementoen las enzimasanalizadas;sin embargo,no se apreció daño a nivel

histológicoendicho órgano(Kim etal., 1991).A lavistade nuestrosresultados,pareceser

queel conejoesunaespeciemásresistentea los efectoshepatotóxicosde la ciclosporina

queotras;además,laactividaddetoxicantedelhepatocitoesdiferenteenlagomorfosque
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en roedores (Laird, 1974). En los animalesde nuestroestudio,seproduceun ligero

incrementoen los valoresdeASAT y ALAT, peroéstosse restablecenrápidamentetrasla

retiradadel fármaco,llegandoincluso a valoresinferiores a los delgrupo control. Seha

indicadoquelos metabolitosde la ciclosporinasonmenostóxicosqueel principio activo,

y comoenel hígadosemetabolizaprácticamentetodala ciclosporina,esposiblequeésta

seala causade que el dañohepáticono seamuy importanteen la especieestudiadaen

nuestraexperimentación(Pham-Huyet al?, 1995).

El tratamientode los animalesconazatioprinareflejaun incrementoen la actividad

enzimáticade ASAT, en la tomarealizadaal día siguientede la inyeccióndel fármaco,

mientrasque,en las tomasposteriores,ambosgruposmantienennivelessemejantes;sin

embargo,en la fasede retiradacomienzanaincrementarselos valoresdel grupoIII hasta

la tomarealizadatrasunasemanade retiradoel tratamiento,dondela actividadenzimática

essemejantea los valoresdel grupo control.En cuantoa los valoresdeterminadosde

ALAT secomprueba,en elgrupo III, quelos valores de estaenzimasonsuperioresdurante

casitodala experimentación,aunquesin significaciónestadísticaexceptoen algunastomas

(gráficas7b y 8b).

No ha sido posible encontrarreferenciasbibliográficas sobreel efecto de la

azatioprinaenel metabolismohepáticode los conejos;no obstante,nuestroestudiorefleja

una alteraciónde la actividadde ambasenzimas,al inicio del tratamientoy un efectode

acumulacióno demantenimientodespuésde retiradoel mismo.Talvezéstoseaproducido

por algunaalteraciónde las célulashepáticasporel tratamientodebidoala dosisinicial

(4mg/kgi.v.) del inmunosupresor;aúnasí,esteincrementoes insignificante,por lo queel

dañohepáticosepuedeconsiderarleve,ya quelos nivelesde ambasenzimas,en la toma

realizadaa la semanade la retirada,son semejantesa los analizadosen los animalesdel

grupo control. Como la azatioprina se metaboliza en higado y puedealterar su

funcionalidad,Krommet aL (1987)recomiendan,en el pacientetrasplantadode higado,un

inicio de tratamientoinmunosupresorcon ciclosporinaparaposteriormentecambiara

azatioprina, por los efectos nefrotóxicos dela ciclosporinaenhumanos.
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Los valoresde ASAT del grupotratadoconprednisonamuestran,enestecaso,que

la actividadenzimáticadurantela fasede tratamientoseincrementa,pararecuperarvalores

basalesen la fasede retirada.El estudiocomparativode ALAT, indica que los animales

tratadosconprednisonamantienennivelessemejantesal inicio de la fasede tratamiento;sin

embargo,apartirde la toman0 7 seproduceun incremento que continúa hastael inicio de

la fasede retirada(gráficas7c y 8c).

A tenor de los resultadosobtenidos,se puedeafirmar que el tratamientocon

prednisonaafectaa la tbncionalidadhepática,encuantoala integridadcelular, aunquese

va produciendoprogresivamentesegúnpasanlos díasde tratamiento.Los trabajosde

Khalafallah y Jusko (1984), que estudianla distribución y farmacocinéticade la

prednisolonaenel conejo,indican que enel hígadoseproduceunainterconversiónde

prednisolona-prednisonay queademásaparecengrandescantidadesde glucocorticoidesen

la bilis, lo cual indicaríaun probableciclo enterohepáticoque afectaríaa la normal

distribucióndel f~rmaco;tal vezéstasealacausade que la afectaciónhepáticaseproduzca

segúnseva administrandoel fármaco,y que seobserveun efectoacumulador,ya quela

actividadenzimáticacontinuasiendoelevada,despuésde la retiradadelfármaco.Nuestros

resultadoscoincidencondiferentesestudiosdondesedescribeunahepatopatíaproducida

poresteroides(Rogersy Reubner,1977).

Por último, podemosindicar que los tres inmunosupresoresafectande forma

diferente en cuanto a la actividad de las enzimas hepáticas (histograma 7 y 8)

comprobéndosequela ciclosporinatieneun efectopuntualy pasajerosobrela actividad

enzimáticade ALAT y ASAT, no pareciendoestarcomprometidala integridaddel órgano

en el conejo NZW y a las dosisy duracióndel tratamientoutilizado. En cuanto al

tratamientocon azatioprina,sepuedeindicarqueprovocaunaleveafectacióndel hígado

cuandoseutilizan dosiselevadasy comoconsecuenciade un efectoacumulativoal cabodel

tiempo,restableciedosela alteraciónenunperiodorelativamentepequeño.El efectode la

prednisonaesmásacusado,comprobándoseunincrementoenlasconcentracionesde ALAT

y ASAT queinclusopermanecendespuésde laretiradadeltratamiento,lo queindica una
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alteracióncelularhepática.

Cuadro 1

Valoresenzimáticosenel conejo

Autores ASAT ALAT

Laird, (1972, 1974) 30,3±27,? 49,1 + 20,2’

Kozmaetal. (1974) 14~113U* l7-67U

Mitruka y Rawnsley(1977) 42,5-98,0U/L 48, 5 -78,9U

hieraet al? (1992) 23,44±0,77b U/L 47,43 + 446b

a = media+ DS; b Media + ESM; * unidadesKarmen
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Mediantelas pruebasbasadasenlas funcionesbioquímicasespecificasdelhígado,

sepuedeconocerla flincionalidadde ésteórganosobreel metabolismodelasproteínas

(Coles,1986).Conestepropósitosedeterminaronlas concentraciones séricas de proteínas

totalesdelos gruposexperimentales(Gráficay Tabla9). Conrespectoa lasconcentraciones

de lasproteínastotalesdelgrupotratadoconciclosporina,seobservaqueduranteel inicio

y prácticamentetodala fasede tratamiento,no seapreciancambiosen los valoresde los

animalestratados;sin embargo,a partirde la toman0 8 y hastala n0 11 se incrementan las

concentraciones de las proteínastotales, siendo estas diferencias estadísticamente

significativas(p<0,05).Finalmente,despuésde unperiodode sietedíassin tratamientolas

concentracionesde ambosgrupossonsimilares.

Estasvariacionesqueseproducenen los animalestratadosconciclosporina,parecen

ser debidasa un incremento en la síntesiso, posiblemente,a una variación en el intercambio

proteico tisular y plasmático,con mayor excreción deproteínasal torrentecirculatorio.

Existe un equilibrio dinámicoentreproteínasplasmáticasy tisulares,ya que cadaparte

sostienea la otrasi las demandasasí lo requieren(Kaneko, 1989),enel caso de haber

escasezde proteínasplasmáticasel organismotiendeamantenersuconcentracióngracias

alaportede las proteínastisulares,fundamentalmentede albúmina(Coles, 1986),

El estudiode los valoresdelasproteínastotalesde los gruposcontroly tratadocon

azatioprina,reflejanunpatrónsimilar en ambosgruposdurantetodala faseexperimental.

Ésto indicaque dicho fármaco no producealteracióndel metabolismoproteicoen esta

especie(gráfica9b).

La variaciónmáspronunciadaenesteparámetrosereflejaenel grupotratadocon

preánisona.Enestegrupoexperimental,los valoresde lasproteínastotalesseincrementan

progresivamentehasta la fase de retirada del tratamiento; posteriormente,las

concentracionesregresana nivelesbasalesdespuésde una semanade haberretirado el

tratamiento(toman0 12). Estaalteracióntanmarcadadelas concentracionesde laproteínas

totalesde los conejos tratadosconprednisonatambiénaparecen cuandocomparamoslos
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distintosgruposde tratamiento,observándoseque existendiferenciasestadísticamente

significativas (p<cO,05)entrelos animalesdelgrupode la prednisonarespectoa los otros dos

tratamientosinmunosupresores(histograma9). No hemospodidoencontrarbibliografla

referenteal tratamientocon prednisonaen el conejo;no obstante,nuestrosresultados

coincidenporlos aportadosporMooreetal. (1992),dondeseindica queel tratamientocon

prednisonaen el perro produceun incrementoen las concentracionesplasmáticasde

abúminay en lasproteínas totales.

Portodo lo anteriormenteexpuestopodemosindicar queenel conejoNZW tanto

la ciclosporinacomo la prednisonaalteranel metabolismode las proteínasde nuestros

animales.Además,no serestablecela normalidadhastalasemanade retiradoel tratamiento,

comprobándoseuna alteraciónen la funcionalidadhepáticaen el metabolismode las

proteínasen dichos grupos.Por el contrario, la azatioprinano afecta al metabolismo

proteicollevadoa caboporel hígado.

Para evaluar la flincionalidad hepáticasobre el metabolismode l4oidos, se

determinaronel colesteroltotal (Gráficay Tabla 10) y los triglicéridos(Gráficay Tabla

II) (Coles, 1 986a).Elhígadointervieneenvariasfásesdelmetabolismode los lípidos; entre

ellas,lasíntesis,esterificacióny excreciónde colesterol.La esterificacióndelcolesterolcon

ácidosgrasosesunade las principalesfuncionesdelparénquimahepático(Coles,1986a).

En el momento de compararnuestrosresultadoscon los aportadospor los diferentes

autoreshay quetenerencuentaqueel nivel decolesterolestainfluenciadopor factores

genéticos,la dieta,elsexo,la estirpee inclusoexistenvariacionescircadianasen los niveles

de colesterolque estánreflejadasen las variacionesque experimentanlas hormonas

esteroides(Laird y Fox, 1970).Los valoresde colesteroldel grupocontrolcoincideconlos

determinadosporJones(1975),queobtieneunamediade 76 + 1,98 mg/dl y un margende

50-110mg/dl. Valoressemejantesa los delgrupocontrolde triglicéridos,hansido hallados

porotrosautoresconmárgenesde 45 -170 mg/dl (Foxetal., 1974)y 93,54+ 0,50 mg/dl

porhileraet al? (1992),conel mismociclo de luz/oscuridady horade la tomade muestras

enla queserealizónuestroestudio.Laird (1974)encuentramárgenestanamplioscomo 7-
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205 mg/dl.

Así, enlos resultadosobtenidosse apreciaun incrementoen los valoresde colesterol

(delgrupotratadocon ciclosporina) en la fasede retirada;aunque,en la últimatoma(n0

12), estosvaloresregresanaconcentracionessemejantesa las de los controles.Enel mismo

grupo de tratamientoaparecereflejado un incrementoen las concentracionesde los

triglicéridos,prácticamenteentodala flise experimentaly aúnen lade retirada,aunqueesta

diferenciano seapreciaa la semanade retiradoel tratamiento(gráficas1 Oa y lía). Las

variacionesproducidasen eltratamientoconciclosporinapuedeserdebidoaunaalteración

anivel hepático,aunqueestoseproducefundamentalmenteal final de la experimentación

segúnnuestrosresultados.Además,los resultadosde nuestroestudiocoincidencon los

aportadospor otros autoresque indican que la cilosporinapuedeserpotencialmente

aterogénicae incrementarlos nivelesde colesterol(Henkina al?, 1992).

Las concentracionesséricasde colesteroldel grupode animalesque recibió el

tratamientocon azatioprina, no reflejaningunavariacióncon respectoalgrupo control,

manteniendounas concentracionessemejantesy establesdurante todas las etapas

experimentales.Un comportamientosemejanteesel observadoenlas concentracionesde

triglicéridosdelos dosgruposanteriormenteindicados.Estosresultadossonindicativosde

queestetratamientono afectaal metabolismolipídico de nuestrosanimales.

Por otro lado, los valores determinadosen el grupo tratadoconprednisona

experimentanun incrementoestadísticamentesignificativo (p<O,OS)en todaslas tomas

experimentales,exceptoen la toman0 12, dondelos valoressonsimilaresa los controles;

esdecir,los animalesrecuperandespuésde cesareltratamientoduranteunasemana(gráfica

1 Oc). Además,los triglicéridosséricos,estánincrementadosen casitodas las tomasdel

grupodetratamientoconprednisona(p< 0,01).Esteparámetroesel principalcomponente

del tejido adiposoy actúacomo almacénde fuentede energíacuandoporalgunacausa

disminuyeel nivel de glúcidosdisponibles(Laird, 1974);estosucedeenel tratamientocon

glucocorticoides,produciéndoseunaacumulaciónde glucógenoenel hígadosintetizándose
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a partir de la glucosa,por lo que éstadisminuyey se incrementanlos triglicéridosenel

plasma.Éstocoincidecon los datosaportadosporFittscheny Bellamy(1984)en penos

tratadosconprednisona,donde se produceun acúmulode glucógenointrahepáticoque

provocaunahepatomegaliacoincidiendoconincrementosde colesteroly triglicéridosen

el plasma.

Efectivamente,sesabequelos glucocorticoidessintéticosproducenunaalteración

enel metabolismolipídico, provocandoun incrementode la movilizaciónde los depósitos

grasosy nuevaredistribuciónde los mismos (Hafliwel y Gornian, 1989). Además,los

glucocorticoidespuedenprovocarhepatopatías(Rogersy Reubner, 1977; Fittscheny

Bellamy, 1984). Por ello puede que, estassean las causasde la elevaciónen las

concentracionesde triglicéridosy colesteroltotal ensuerode nuestrosanimales.Broyeret

al? (1981)comprueba,en niñostratadosconprednisona,comoéstaproduceun incremento

en elcolesteroly triglicéridosde los pacientes.Segúnlos trabajosde Henkinet al? (1992),

los corticoidesson potencialmenteaterógenosy puedenincrementarlos niveles de

lipoproteinasdelcolesteroly delos triglicéridos.Éstotambiéncoincidecon lo queindicaron

Williams y Dluhy (1991),sobrela acciónde los glucocorticoidessobreel metabolismo

lipídico, aseverandoque aceleranla aterogénesisy provocan hipertriglicidemia e

hipercolesterolemia.

Trasel estudiode nuestrosresultadosconcluimosindicandoquelos animalesque

recibieronel tratamientoinmunosupresorcon cilosporina o con prednisona,tuvieron

alteracionesanivel del metabolismode lipidos con incrementosenlos nivelesséricosde

colesteroly triglicéridosdurantela etapade tratamientoe incluso en las primerastomas

posterioresa la retiradadel mismo. No ocurrió así en los animalesa los que se les

administróazatioprina,queno mostraronvariabilidaden el metabolismolipidico producido

porel fármaco.
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Como pruebasbioquímicasde funeionalidadrenal,a los animalesde nuestro

estudio,se les determinóla concentraciónde nitrógenono proteicoen sangre: urea y

creatinina(GrállcayTablal2y 13). Seprocederáa discutirconjuntamentelos resultados

de ambosparámetrosparaunamejorexplicaciónen lavaloraciónde la fimción renalde

nuestrosanimales.

Las concentracionesséricasde ureade los animalesa los que se les administró

ciclosporina, comparándoloscon los del grupo control, indican que ambos grupos

mantienenunosvaloressemejanteshastala toman0 8, dondeseproduceun incrementoen

las concentracionesde ureadel grupotratado,quesemantienenhastala toman0 11; sin

embargo,enel análisisrealizadoa la semanade retiradoel tratamiento,no se aprecian

diferenciasestadísticamentesignificativas(p> 0,05). Igualmente,la concentraciónde

creatininade los animalestratadosmantienenivelessemejantesa los del grupocontrol; sin

embargo,tambiénse observaun incrementoen las concentracionesapartir de la toman0

8, enlos animalestratados(gráficas12ay 13a).Esteaumentoenlas concentacionesde urea

y creatininaenel grupotratadoserelacionadaconel efectoqueproducela ciclosporinaen

la funcionalidad renal, ya que Thliveris el aL (1991; 1995) estudiandolos efectos

nefrotóxicosdela ciclosporinaenel conejoNZW condosishasta1 Omg/kg/díadurante30

d~s,comprobaronqueseproducenalteracionessimilaresa las provocadasen humanacon

atrofia tubular, fibrosis intersticial y arteriolopatia;debido a ello, se produce una

disminuciónde aclaramientodecreatinina,yaque dichadisminuciónsecorrelacionaconun

incrementoenla creatininasérica,lo cualesindicativo de unadisminuciónenla filtración

glonierular.La elevaciónnetade la creatininaensueroindicadañoorgánicoo fUncionalen

la nefrona(Finco, 1989).

Además,nuestrosresultadoscoincidencon los estudiosde Yoshimurael al? (1993),

sobreel efectode la ciclosporinaen el sistemamicrosomalrenalcitocromoP450. Los

autoresutilizaronratasy conejosmachosquefuerontratadosconciclosporinaadosisde

30 mg/kidíavía oral durante14 días. En la ratalos nivelesséricosde ureay creatinina

aumentaron,indicandoel desarrollode unanefrotoxicidadalos 14 dias.Enel conejo,los
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nivelesde ureay creatimnase incrementarona los 7 díasde tratamiento.El P450renal

tambiénaumentóen las dos especiestratadas.Los incrementosencontradospor estos

autores,en los parámetrosbioquímicosrenales,coincidenconlos encontradosen nuestro

estudio,incluso enel tiempo de apariciónya que, como hemosvisto anteriormente,el

incrementoaparecea los 8 díasde iniciadoel tratamiento.Además,Massicotet al? (1994),

enel mismotipo de estudioenel conejo,exploranlos mecanismosde estatoxicidad.Para

ello administraroncilosporinadurante3 díasadosisde 50 mg/k, con ello consiguieron una

nefrotoxicidad,valoradapor las alteracioneshistológicasy porun incrementode ureaen

sangre.

Uno de los mecanismosqueintentanexplicarlos efectosneftotóxicosinducidospor

la ciclosporinasedescribeenlos trabajosde Pham-Huyet al. (1995),queindicanque la

cilosporinaiii vivo esfUndamentalmentemetabolizadaporporel citocromohepáticoP450

hA ademásde en el microsoma renal.Paraunmejorconocimientodelmetabolismode la

ciclosporina desarrollaronun modelo in vitro incubandomicrosomashepáticosy renales

procedentesde conejos.Estosautoresconcluyenindicando quela metabolizaciónde la

ciclosporinaporel microsomarenalesmenorque enelhepáticoy quelos metabolitosde

la ciclosporinasonmenoscitotóxicosqueésta.Porello, la debil biotrasformaciónrenalsería

la causade la nefrotoxicidad,ya que granpartede lacilosporinaquedasin metabolizaren

esteórgano.Estemecanismoexplicaríala causade la alteraciónrenalcomprobadaen

nuestrosanimalespor los incrementosproducidosen las concentracionesplasmáticasde

ureay creatinina.

El tratamientode los animalesconazatioprinareflejó que el fármacoadministrado

no producealteracionesa nivel renalya quelos valores,tantode ureacomo de creatinina,

de estegrupode tratamientoy los del grupocontrolmuestranunatrayectoriasemejante

durantetodala experimentación.Existenpocostrabajossobrela repercusiónanivel renal

de la azatioprina,aunqueestáindicadocomo fármacode elecciónen los trasplantes renales

por no tenerun efecto nefrotóxico marcado,coincidiendocon nuestrosresultadosy

reafirmandolo descritoporKronim etal. (1987),queindicaronquelaazatioprinaesmenos
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nefrotóxicaquela ciclosporina.

Enel casode los animalestratadosconprednisonaseapreciaunaelevaciónde las

concentracionesde ureadesdelas 48 h de la primeraadministracióndeltratamiento(toma

n0 3) hastaincluso latoman011. Además,enlos animalesquerecibieronel tratamientocon

prednisona,scadvierteun incrementoal final de la fasede tratamientoe inclusoen la fase

de retirada de las concentracionesde creatinina (gráfica 12c y 13c). Como se ha

comprobadoanteriormentepor los resultadosobtenidosen las concentracionesde

corticosteronay cortisolenlos animalestratadosconprednisona,estefármacoprovocauna

inhibición del eje HiPA con disminución de los corticoides adrenalesanalizados,

coincidiendoconKeller-.Woody Dallman(1984).Estehecho,segúnl3ehrendy Kemppainen

(1997),conduceaunaatroflade lacortezaadrenalqueva adesencadenarunahipotUnción

corticoadrenal.Además,la retiradadeltratamientopuedecausarunacrisis (Addisoniana)

adrenalpor la incapacidaddel sujetode secretarsuficientecantidadde glucocorticoides,

duranteuntiempo (Behrendy Kemppainen,1997).

Los datosaportadosporMelby (1977)indicanque el tratamientode altasdosisde

corticoidesproduceunaatrofla adrenal,en la mayoriade las especies,dentrode los 10

primerosdíasde habercomenzadoel tratamiento.En gatos,animalmenossensiblea los

corticoidesqueel conejo,dosisde 2 mg/kg/díade prednisolona,producenunadisminución

de la respuestaadrenalen unasemana(Middletonet al., 1987).SegúnKintzer y Peterson

(1997), esta atrofla corticoadrenalconlleva una azotemiade origen prerrenal con

incrementosenla ureay creatininasérica,coincidiendoconnuestrosresultados.Además,

el balanceelectrolíticoestaalteradocomprobandoseunahiperkalemiaehiponatremia;este

desequilibrio,segúnse conoce,incrementala reabsorcióna nivel del túbulo renal,

disminuyendola filtración glomerular.Además,los fármacosqueproducenaumentodel

catabolismoproteicocomosonlos corticoesteroides,provocanun aumentode laureasérica

(Coles,1986 b).

Las diferenciasentrelos distintostratamientosseobservanprincipalmente,enlas
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tomasfmales,fundamentalmentepor los incrementosen las concentracionesde ureay

creatininaen los grupostratadoscon ciclosporinay prednisona(histograrna12 y 13).

Comparandonuestrosdatosdeureadelgrupocontrol conlos de otrosautores(Cuadro2)

observamosque estáncomprendidosen los márgenesde normalidad encontrados.

Igualmente,los nivelesde creatininaséricaalcanzadosporel grupocontrol,durantetoda

la experimentación,seencuentranenelmargenhalladosporotrosautores(Cuadro2).

Trasel estudiode nuestrosresultadosy comparándoloscon los deotrosautores

podemosconcluir indicandoqueel tratamientocon ciclosporinaproduceunaalteración

renalcon disminuciónde la filtración glomerular,aunqueestehechoes reversiblea la

semanade la retiradadel fármaco. Sin embargo,la prednisonaprovocaunaatrofia de la

cortezaadrenal,queinclusopuedesermáspronunciadapor la retiradadeltratamiento,lo

que provocaun incrementoen las concentracionesséricasde ureay creatininaen los

animalesdenuestraexperimentación.Por el contrario,el tratamientoconazatioprinano

produjoalteracionesrenalesenel conejoNZW y a lasdosisutilizadas.

Valoresde funcionalidadRenalen el Conejo

Cuadro2

Autores Urea Creatinina

Kozmaetal? (1974) 23,3 + 5,2’ mg/dl 1,2+ 0,10’mg/dl

Mitruka y Rawnsley(1977) 13,1-29,5 mg/dl 0,50-2,65mg/dl

Kaneko(1989) 0,80-2,57mg/dl

hIeraetal. (1992) 1,20+ 0,10b mg/dl

a = media+ DS; b Media + ESM
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Despuésde realizarel análisisde los resultadosobtenidosennuestraexperimentación,

llegamosa las siguientesconclusiones:

ia Conclusión:

2 Conclusión:

3~ Conclusión:

4 Conclusión:

El conejomachoBlancode NuevaZelandapuedeservir de biomodelo

parael estudiodel sistemainmunológicoy/o del eje endocrinoadreno-

gonadal,en las investigacionesque utilicen agentesinmunosupresores.

El tratamiento, tanto con cilosporina como con azatioprina y/o

prednisona,con unadosis similar a la utilizadaen la especiehumana,

produceunadisminuciónde la respuestahumoraldel sistemainmune, en

el conejoNZW, comprobadaporunadisminuciónde lasconcentraciones

séricas de inmunoglobulinas G, durante el tiempo que duró la

experimentación.

La acciónde la ciclosporinay la azatioprina,sobrela flmcionalidadde la

cortezaadrenal,demuestraque estosinmunosupresoresproducenuna

disfunción en la actividad de dichaglándulacon una alteraciónen la

esteroidogénesis, reflejadapor el incrementoen las concentraciones

séricasdecorticosteronay cortisol(h¡~eradrenocorticismo).Sin embargo,

la prednisonamostróel efectocontrario,al provocarunadisminuciónde

las concentracionesséricas de dichas hormonas glucocorticoides

(hipoadrenocorticismo)y producirademás,unainhibiciónde la función

adrenal.

En la fUnción gonadal, el tratamientocon ciclosporinaprodujo altas

concentracionesde androstenodiona,pero bajosnivelesde testosterona

y estradiol, mostrandouna variación en la vía de conversiónde la

esteroidogénesistesticular. Sin embargo, no se produjo ninguna

distinciónde la secreciónhormonaltesticularenlos conejostratadoscon

azatioprina
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5a Conclusión:

Conclusión final:

Laspruebasbioquímicasrealizadasparavalorarla flincionalidadhepática

(ASAT, ALAT, proteínastotales,colesteroly triglicéridos)y renal(urea

y creatinina)indicaronque el t~rmaco inmunosupresorazatioprinano

alterólas funcionesde dichosórganos,mientrasquesí estánalteradasen

el tratamientocon ciclosporina,siendolaprednisonala queprodujouna

mayordisfunciónhepáticay renal,ya quemantuvoniveleselevadosde

todoslos parámetrosinclusodespuésde 48hde cesarel tratamiento.

De los tres inmunosupresoresutilidados, podemos indicar que la

azatioprinaesel fármacoque provocamenordisfunciónorgánicaen el

conejo NZW; sin embargo,los tres agentes ejercen un efecto en la

secreción adrenal y/o gonadal, poniendo de manifiesto la

intercomunicaciónexistenteentreSistemaInmune-SistemaEndocrino.
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Resumen

Enlos últimos años,la Inmunologíaha experimentadoun gran avancedebidoa la

necesidaddeconocermejorsu fUncionamientoy lasrelacionesquetiene conotrossistemas

orgánicos. Todo ello ha permitido obtenerun mayor conocimientosobreimportantes

alteracionesorgánicasproducidasporundesajusteen lasfUncionesinmunológicas,sobre

todo desdela aparicióndeenltrmedadescomoel SíndromedeInmunodeficenciaAdquirida.

La importanciade la fannacologíaen la resoluciónde las diferentesalteracioneseneste

campo, ha conseguido obtener sustancias tan importantes como los agentes

inmunosupresores,de granvalíaen la prevencióndel rechazoenlos trasplanteso en ciertas

enfermedadesautoinmunes.El interésque despiertael conocimientodeestasrelaciones

llevó a considerarla posibilidad de estudiarlassobreun animal sano,administrándole

diferentessustanciasinmunosupresorascon distintos mecanismosde acción. Así, se

eligieron la ciclosporina, la azatioprinay la prednisona,que representanuna de las

combinacionesfarmacológicasmásfrecuentementeutilizadasenhumana,pero de lasque

aún poco se conocesobresu acción individual en los protocolosque necesitanuna

Inmunosupresión.

En laparteexperimentaldel presentetrabajo,seutilizaroncuarentaconejosmachos

jóvenes(Oryctolaguscuniculus). El grupo 1 (control)y los gruposII (ciclosporina),III

(azatioprina)y IV (prednisona)fueronconstituidosconanimalestratadosconlos diferentes

mmunosupresores.Lapautade tratamientodelgrupoII consistióen la administraciónde

unadosisdiariade 10 mg/kgdecilosporina.El grupoIII fue tratadocon unadosisinicial

de 5 mg/kg de azatioprina(iv.) y despuéssemantuvoa unadosisdiaria de 2,5 mg/kg

(yo.). Al grupo IV se le administró prednisonaa una dosis de 2 mg/kg/día. La

experimentación finalmente, se dividio enlas siguientesetapas:a) inicial; correspondeal

primer día; b) tratamiento;los animalesproblemarecibieronuna dosis diaria de cada

diferenteinmunosupresorconla pautaindicadaanteriormente;la duraciónde estaetapafue

de ochodías;c) finalizacióndeltratamiento,tomandounamuestrasanguíneaa las 24 y 48

horasde la última administracióny repitiéndolaunasemanadespués.
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El primer objetivo de nuestrotrabajo fUe comprobarsi las diferentesterapias

provocanuna inmunosupresiónen conejos;paraello se estudiaron,en primerlugar, las

concentracionesde inmunoglobulinaG determinadaspor la técnicaFíA sandwich,trassu

validacióny puestaapunto. Despuésde realizarel análisisde los resultadosobtenidosse

dedujo,que el tratamientoinmunosupresorcon cilosporina,azatioprinao prednisona,

produjo una disminución de las inmunoglobulinasG circulantes sintetizadascomo

consecuencia de la exposición a los antígenosambientalesenel conejo.Si bien,no inhibió

completamentela formaciónde anticuerposy además,la retiradade los tratamientos

produjolavueltaa la normalidadde las concentracionesséricasde IgG.

Posteriormente,sequiso comprobarsi un cambio enel estadoinmunológicode los

animalespodíaejerceralgunaacciónsobreel sistemaendocrino(ejeadreno-gonadal);tanto

sobrela glándulaadrenal(determinandolos nivelesde cortisoly corticosterona)como sobre

la fUncionalidad gonadal,(analizandolos perfiles de las hormonasandrostenodiona,

testosteronay 1 713-estradiol).Todaslas hormonasesteroidessedeterminaronpor la técnica

EIA de competición.

Tras el estudiode la actividad de la glándulaadrenal, sepudo indicar que los

tratamientos inmunosupresorescon ciclosporina y azatioprina, incrementaron las

concentracionesde los glucocorticoidesadrenalesdebidoal efectode los fármacossobre

el flujo sanguíneoy la acciónqueproducensobrela interleucina6. El efectocontrario fue

el producidoen los animales tratadosconprednisona, fundamentalmentepor actuar

inhibiendoel ejeHPA y porsuacciónsobrelaIL- 1. Deestamanera,seconstatóla relación

existenteentreel sistemainmuney el eje hipotálamo-hipófisis-adrenal,considerándosela

cortezaadrenalun puntoimportantede integraciónde sistemasinmuney neuroendocrino.

Ademássepusode manifiestolas relacionesexistentesentrela cortezaadrenaly la

gónada,ya que,con la ciclosporina,sealteró la secreciónporpartede lacortezaadrenal

y éstaprovocóun efectoderetroflincionalidadsobreelejeHPG, modificandola secreción

gonadal.La prednisonaafectóde diferenteformaa lagónada,y la posiblealteraciónque
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esteinmunosupresorpudoproducirsetradujoenun aumentodeandrostenodiona.Por los

resultadosobtenidos,podemosindicar que la azatioprinano afectóa la secreciónde las

hormonastesticularesanalizadas,pudiendono afectara la funcionalidadgonadalde los

animales.

Porotro lado,sevaloró la flincionalidadhepáticamediantela determinaciónde las

siguientesenzimashepáticas:ALAT y ASAT. Ademásseestudiarondiferentesparámetros

queafectanal metabolismode lasproteínas:concentraciónséricade lasproteinastotales;

el metabolismode los lípidos: colesteroltotal y las concentracionesde los triglicéridos.

Podemosindicar quelos tresinmunosupresoresafectande formadiferenteen cuantoa la

actividad de las enzimashepáticas,comprobándoseque la ciclosporina tiene un efecto

puntualsobrela fúncionalidadhepática,sin comprometerla integridaddel órgano.Además,

los animales tratadostuvieron alteracionesa nivel del metabolismo de lípidos con

incrementosenlos nivelesséricosdecolesteroly triglicéridos.El efectode laprednisona

fUe másacusado,observándoseun incrementoen las concentracionesde ALAT y ASAT,

lo que indicó una alteracióncelular hepática.Tambiénse alteró el metabolismode las

proteínasy el lipídico. En cuantoal tratamientocon azatioprina,sepuedeindicar que

provocóunaleveaféctacióndelhígadocuandoseutilizarondosiselevadas,restableciedose

la flincionalidad y no viendoseafectadoel metabolismoproteiconi lipídico cuandose

administóel f~rrnacoa dosisde mantenimiento.

Finalmente,tambiénsedeterminaronparámetrosbioquímicosrelacionadoscon la

flincionalidadrenal,como laureay la creatininaséricas,indicandoque el tratamientocon

ciclosporinaprodujounaalteraciónrenalcon disminuciónde la filtración glomerular;sin

embargo,éstehechofUe reversiblea lasemanade la retiradadel fármaco.Porotro lado,la

prednisonaprovocóun incrementoen las concentracionesséricasde ureay creatinina,

provocandoincluso un efectoacumulativoquesemanifestóen elperiododeretiradadel

tratamiento.El tratamientocon azatioprinano produjoalteracionesrenalesenel conejo

NZW alas dosisutilizadas.

182



Resumen

Por todo lo anteriormente expuesto, podemos indicar que de los tres

inmunosupresoresestudiados,la azatioprinaesel que produjounmenordañoorgánico,al

menosanivel hepáticoy renal,no apareciendotampocoalteracionesanivel delejeadreno-

gonadal,como sí quesucedióenel tratamientocon ciclosporina.
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