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JUSTIFICACION



Justificacion

El Sistema Inmune dentro de los sistemas reguladores del organismo es uno de los mas
importantes, complejo y atn, en parte, desconocido. Ademads, todas las funciones de este

sistema, estan en continua comunicacion con el resto de las funciones organicas.

En los tltimos afios, la Inmunologia ha experimentado un gran avance, debido a la
necesidad de conocer mejor el funcionamiento del sistema inmune, para poder resolver
importantes alteraciones orgéanicas producidas por un desajuste en las funciones
inmunolégicas, sobre todo desde la aparicién de ciertas enfermedades como el Sindrome de

Inmunodeficencia Adquirida (SIDA).

La farmacologia ha intervenido (e interviene) en la resolucién de las diferentes
alteraciones en este campo, mediante la obtencion de sustancias tan importantes como los
agentes inmunosupresores y citostaticos, de gran valia en la prevencion del rechazo en los

trasplantes o en ciertas enfermedades autoinmunes y oncologicas.

La revision bibliografica de las relaciones existentes entre el Sistema Inmunolégico y
otros sistemas organicos, nos desvelo la influencia que éste ejerce sobre ¢l Sistema Endocrino,
y viceversa. Estas relaciones llegan incluso a mantener contacto con el Sistema Nervioso. En
efecto, se sabe que las c€lulas neuroendocrinas liberan hormonas que influyen en los linfocitos,
ya que éstos poseen receptores para una amplia variedad de hormonas. Ademas, las células
linfoides pueden producir por si mismas hormonas que pueden actuar interviniendo en la
respuesta inmune. Es interesante resaltar que un punto importante de discusion sobre las
interacciones neuroendocrinas e inmunes es ¢l estrés; asi, se conoce que ciertas hormonas
tienen caracter inmunoestimulante mientras otras son inmunosupresoras. Ciertas citocinas,
factores solubles producidos por las células del sistema inmune, también ejercen su efecto en
la regulacion de la comunicacién bidireccional inmune-endocrina, como es, su actuacién en el
eje hipotalamo-hipofisis-adrenal. Por otro lado, los estudios del efecto de las hormonas
gonadales sobre ¢l sistema inmune también indican una estrecha relacién en las funciones de

las diferentes hormonas con la respuesta inmune, sicndo tanto estrégenos como progestagenos



Justificacion

o androgenos capaces de regular dicha respuesta.

El interés que despierta el conocimiento de estas relaciones nos llevo a considerar la
posibilidad de estudiarlas sobre un animal sano, administrindole diferentes sustancias
inmunosupresoras, con distintos mecanismos de accion. Asi se eligieron la ciclosporina, de
gran importancia en este tipo de terapias y uno de los mds selectivos; la azatioprina, agente
muy utilizado en cirugia como preventivo del rechazo a diferentes tipos de trasplantes
organicos, con un mecanismo de accién diferente al anterior; y la predrnisona, representante
de los glucocorticoides sintéticos y siempre presentes en este tipo de terapias y en otras de mas

amplio espectro.

El primer objetivo de nuestro trabajo es comprobar si efectivamente los tres
inmunosupresores provocan una disminucion en la respuesta inmune en conejos (Oryctolagus
cuniculus); para ello, se estudiaran las concentraciones de Inmunoglobulina G a lo largo de la
fase de tratamiento, comprobando si después de la retirada de los diferentes tratamientos, los
niveles de IgG regresan a concentraciones semejantes a las de la fase previa al mismo. Para una
mejor valoracion de la accién inmunosupresora de los diferentes firmacos y debido a los pocos
datos existentes e incluso contradictorios de los mismos, los niveles obtenidos con los animales
tratados se compararan con un grupo de animales a los que no se les administrard ningan

tratamiento inmunosupresor.

Una vez comprobado si los firmacos provocan la inmunosupresion deseada, se
verificara si un cambio en el estado inmunologico de los animales, puede ejercer alguna accién
sobre el sistema endocrino, fundamentalmente sobre ¢l eje adreno-gonadal, Asi se estudiara
la corteza adrenal, tan importante en la regulacion de los mecanismos implicados en el estrés,
mediante la determinacion de los niveles de hormonas adrenales: corticosterona y cortisol.
También se evaluara la influencia que puede tener el agente inmunosupresor sobre la
funcionalidad gonadal, para intentar dilucidar si el agente tiene capacidad para provocar alguna

alteracion del sistema reproductor. Para ello analizaremos los perfiles de las hormonas
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implicadas en la esteroidogénesis testicular, como son: androstenodiona, testosterona y 1783-
estradiol. Ademds, se estudiara si el efecto que pueden tener dichos firmacos sobre cada una
de las glandulas repercute sobre la otra, ya que como se ha indicado en diferentes trabajos, el
eje hipotalamo-hipéfisis-adrenal puede regular el eje hipotalamo-hipéfisis-gonada y viceversa.

Por otro lado, los estudios referentes a la administracion de tratamientos
inmunosupresores, se realizan sobre animales o personas sometidas a un trasplante o que
padecen alguna enfermedad autoinmune, lo cudl puede afectar a nivel sistémico. Sin embargo
existen muy pocos datos de referencia sobre el efecto del agente inmunosupresor en la
funcionalidad orgénica en una persona o animal sano. Por esta razon, se hace necesaria la
determinacion de una serie de parametros bioquimicos que nos puedan orientar sobre el estado
del fisiologismo del animal. De esta forma, se intentara valorar las repercusiones del
tratamiento en un animal sano y asi poder asumir los posibles cambios producidos por el

tratamiento inmunosupresivo sobre la funcionalidad del organismo de estos animales.

Para ello, se realizardn una serie de pruebas que estableceran el estado funcional de los
diferentes Organos. Asi, se determinardn diversas pruebas de la funcionalidad hepatica
basandonos en el andlisis de diferentes parametros dependiendo de las distintas funciones del

higado, teniendo en cuenta que estas sustancias se metabolizan por via hepética.

Para evaluar la funcionalidad hepatica se determinara la actividad enzimatica de las
siguientes enzimas: alanino amino transferasa y aspartato amino transferasa. Para la valoracion
de las funciones bioquimicas especificas que ejerce el higado, se determinaran diferentes
parametros que afectan al metabolismo de las proteinas como, por ejemplo, la concentracion
sérica de las proteinas totales. El metabolismo de los lipidos se evaluard mediante la

determinacion del colesterol total y las concentraciones de los triglicéridos.

El conjunto de las pruebas realizadas nos dara una evaluacion de la actividad hepética

y de otras funcionalidades organicas relacionadas con ella.
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Por otro lado, parece conveniente determinar parametros bioquimicos relacionados con
la funcionalidad renal y comprobar si los diferentes fAirmacos, ciclosporina, azatioprina y
prednisona influyen en dicho funcionalismo y si ésto puede influir directa o indirectamente
sobre otras constantes fisioldgicas y también sobre el sistema endocrino. Con este motivo se

determinaran la urea y creatinina séricas.

Con el conjunto de las diferentes pruebas anteriormente mencionadas vy
contrastandolas con los resuitados de los animales que no recibieron ningtin tipo de tratamiento
inmunosupresor, se podran evaluar las posibles repercusiones de los tratamientos con
ciclosporina, azatioprina y prednisona, sobre la funcionalidad organica de los animales y de
esta forma, poder establecer y esclarecer la relacion existente entre el sistema inmune y el eje

adreno-gonadal.
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Introduccion

El Sistema Inmune no sélo se debe presentar como un sistema desarrollado en los
seres vivos, partiendo de la necesidad que tienen de protegerse frente a todo aquello que
les es extraiio, sino también como una unidad organica cuyas actividades normales no estan
bajo la influencia de la estimulacion externa, realizando una serie de funciones, que implican
el mantenimiento de la integridad fisica, lo que conlleva una serie de relaciones con otros
sistemas organicos, bien a través de la accion de las propias células (fagocitosis) como a

través de componentes humorales (anticuerpos) y hormonales (linfocinas).

Desde finales del siglo XVHI, cuando Jenner descubrio la posibilidad de "vacunar”
contra la viruela, la importancia de la Inmunologia ha ido en aumento. A principios de este
siglo se pensaba que todos sus mecanismos eran defensivos, y fue entonces cuando Richet
y Portier descubrieron efectos no deseados del sistema inmune, la angfilaxia; lo que
permitié comenzar a intuir la complejidad del sistema. Un conocimiento mejor del sistema
inmune y sus relaciones con otros sistemas ha contribmdo, de forma importante, a progresos
en el conocimiento, no sé6lo de las enfermedades infecciosas, su profilaxis y tratamiento,
sino también a los avances de la medicina moderna como sucede en los trasplantes de
Organos, en las enfermedades autoinmunes, o en enfermedades neoplasicas; asi como en las
alteraciones provocadas por un déficit de este sistema, como por ejemplo ocurre en las
enfermedades donde se produce una inmunosupresion tanto congénita, farmacologica o
infecciosa, como ocurre en el tan preocupante Sindrome de Inmunodeficiencia Adquirida
(SIDA).

El sistema inmune no se encuentra en modo alguno aislado de los otros sistemas de
control del organismo; de hecho, existen numerosas posibilidades de comunicacion entre
los sistemas nervioso, endocrino e inmunitario como sucede, por ejemplo, en el estrés donde
los miveles hormonales producen un efecto sobre el sistema inmune, asi como a su vez, las
células inmunes son capaces de producir hormonas inmunorreactivas. Las correlaciones
entre estos sistemas de control, son importantes para explicar una serie de fenémenos que
se producen en el organismo, en diferentes situaciones fisiologicas relacionadas con los

perfiles hormonales y la respuesta inmune que provocan.
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L SISTEMA INMUNOLOGICO E INMUNOSUPRESION FARMACOLOGICA

El sistema inmune se halla organizado en un conjunto de células que forman tejidos
y organos que constituyen el sistema linfoide y en un grupo de células linfocitarias y del

sistema mononuclear fagocitario, que se encuentran circulando por el organismo.

1.- Respuesta Inmunolgica

El organismo ante la presencia de una sustancia extrafia, que s¢ comporta como
antigeno, va a producir una respuesta, la respuesta inmunologica. Dependiendo de los
factores que intervengan, se puede dividir en dos tipos de respuesta: respuesta humoral y

respuesta mediada por células.

La respuesta humoral depende de la interaccion del antigeno con el anticuerpo. Los
anticuerpos son capaces de reconocer el antigeno siempre que tengan acceso a €l y activar
mecanismos muy eficaces de defensa. El apelativo de "humoral" no indica que no
intervengan células, ya que para que se produzca esta respuesta es necesaria la activacion
de los linfocitos B, que se transformaran en células plasmaticas que produciran los
anticuerpos y de los linfocitos T que producen factores solubles necesarios en la activacion
de los linfocitos B. Ademas, para que se logre su objetivo, la eliminacion de aquel antigeno
que inicio la respuesta, es necesario atraer y dirigir a las células fagocitarias al lugar donde

deben de realizar su cometido (Gomez de la Concha, 1992).

La respuesta mediada por células, se inicia a partir de la activacion de los linfocitos
T y se desarrolla con el fin de eliminar los antigenos que se encuentran "escondidos" en el
interior de las células, que no pueden ser atacados por los anticuerpos. Por tanto, aunque
en ocasiones colaboran los dos tipos de respuesta, otras veces, dependiendo del tipo de

infeccion, actuara una sobre otra (Feldmann y Male, 1991).

El desarrollo de la respuesta inmunitaria, tras la activacion inducida por el antigeno
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incluye, el complejo proceso por el cual los linfocitos estimulados especificamente por este,

proliferan y se diferencian hacia celulas efectoras.

1.1.- Activacion de los linfocitos 'T

En la activacion de los linfocitos T se pueden diferenciar dos' induccion y expansion

{vease figura 1).

| LINFOCITO T ]

Figura |

1.1.1.- Induccion

El linfocito T para poder ser aclivado por un antigeno necesita ser reconocido en
la superficie de una célula. en presencia de moléculas del complejo mayor de
histocompatibilidad (MHC), v asi ser captados por celulas presentadoras de antigenos
(APC), siendo modificados en su citoplasma, este mecanismo se denomina procesamiento

antigénico (Engelhard. 1994).

Entonces, la célula accesoria. generalmente monocito/macrofaco segrega al medio
interleucina-1 (1L.-1), que interacciona con el receptor del linfocito. Esto produce, por un
lado, un incremento de la produccion de IL-1 v, por otro, una amplificacion en la respuesta

bioquimica intracelular inducida en la celula T produciéndose la activacion del
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correspondiente clon linfocitarnio T (Shevach, 1990, Alvarez de Mon y Garcia, 1992).
1.1.2.- Expansion

Las células T activadas incrementan la expresion de receptores para 1L-2.
Simultaneamente, la [L-2 segrepada al medio, actua sobre la poblacion que expresa el
receplor para la 1L-2 (1L-2R) Tras la union al receptor, el complejo 11.-2 y 11-2R se
internaliza en la célula (véase figura 1) El resultado final de este proceso es la proliferacion
y expansion del correspondiente clon de linfocitos T cooperadores (Th) y la sintesis de
linfocinas que regulan la proliferacion y diferenciacion de las células B, NK y I citotoxicas

(Te) (Smith, 1990)
1.2.- Activacion de los Linfocitos B

Generalmente, la activacion de los linfocitos B, requiere la interaccion con el
antigeno vy la colaboracion de los linfocitos T cooperadores. La activacion de los linfocitos

B se divide en diferentes fases (vease figura 2)
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L.2.1.- Activacion

Los linfocitos B reconocen especificamente el antigeno por medio de las
inmunoglobulinas de superficie. También se produce la endocitosis del complejo antigeno-
inmunoglobulina por el linfocito B, el cuél lo metaboliza y reexpresa en su membrana los

determinantes antigénicos, a modo de APC.

1.2.2.- Proliferacion

De forma similar a la de los linfocitos T, los B, proliferan gracias a la interaccion de
linfocinas (1L-2, IL-4, interferon-y y linfotoxina) y monocinas (IL-1 y factor de necrosis
tumoral) con sus receptores. Parece ser que algunas subpoblaciones de linfocitos B pueden
secretar linfocinas, regulando de forma autocrina su propia proliferacion (Feldmann y Male,
1991).

1.2.3.- Diferenciacion de los Linfocitos B en Células Productoras de

Inmunoglobulinas

A lo largo de los diferentes ciclos de proliferacion de los linfocitos B, algunos
adquieren la capacidad de diferenciarse en células plasmaticas productoras de anticuerpos.
Este proceso se debe, en parte, a la adquisicion de receptores para citocinas inductoras de
esta diferenciacion que progresara irreversiblemente hacia célula plasmatica (véase figura
2).

Entre las linfocinas y monocinas capaces de regular la diferenciacion de los linfocitos
B, clonalmente activados por el antigeno hacia celulas plasmaticas, se incluyen la

Interlucina-1 (EL-1), IL-2, 1.4, 1L-6, factor de necrosis tumoral y linfotoxinas (Alvarez de
Mon y Garcia, 1992).
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2.- Agentes Inmunosupresores

Se puede denominar inmunosupresion a una alteracion del sistema inmune que
deprime, en parte o completamente, las acciones que tiene encomendadas. La causa puede
ser de diferente tipo: por motivos genéticos, infecciosos o ser provocado por el efecto de

ciertos agentes farmacoldgicos que inhiben o alteran la respuesta inmunologica.

Después del gran avance que supuso para la medicina clinica el tratamiento
quirirgico de ciertas enfermedades mediante el trasplante de 6rganos, surgid el problema
de como evitar la respuesta inmune del hospedador frente al injerto, es decir, el rechazo del
organo trasplantado. Fue a partir de la década de los 60, cuando se inicia el uso de farmacos
que pudieran disminuir esos efectos indeseados. Surgieron compuestos utilizados para tal
fin, como la azatioprina; posteriormente, se aplicaron otros compuestos como corticoides,
ciclosporina, anticuerpos inmunosupresores y mas recientemente, otros inmunomoduladores
de nueva generacion. El fin de [a terapia producida con estos farmacos es inhibir, en algun
paso, la respuesta inmunolédgica. Cada uno de los diferentes tipos de farmacos van a actuar

en distintos momentos de la respuesta inmunologica.

2.1.- Ciclosporina

Es un polipéptido ciclico de 11 aminoacidos que se aislo de cultivos del hongo
Tolipocladium inflatum Gams (Borel et al., 1976, Wenger, 1985, Wenger ef al., 1986). Su
accion se centra, de forma selectiva, preferentemente sobre el linfocito T activado,
inhibiendo la produccion de linfocinas. La ciclosporina interfiere en la sefial que induce la
activacion del linfocito T sensibilizado después del contacto con el macrofago presentador
del antigeno, por lo que dicho linfocito T no queda activado (White ef al., 1979; Lafferty
et al , 1983). Si va se ha establecido esta activacion, la ciclosporina actiia sobre el linfocito
T activado inhibiendo la produccion de linfocinas, en especial el interferon-y y la
interleucina-2 y sin ninguna accion directa sobre los linfocitos citotoxicos (Borell y Ryfell,

1985; Yoshimura ef al., 1988). La disminucion de Interleucina-2 conlleva que no se

12
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produzca la clonacion de los linfocitos citotoxico (linfocitos CD8, células agresoras
naturales NK), y ademds, no se produce la expresion de los receptores para la Interleucina-2

de los linfocitos (Thompson, 1983) (véase figura 5).

La disminucién del interferén gamma comportara el que no aumente el namero de
células presentadoras de antigeno, con lo que disminuira el niimero de linfocitos activos o

sensibilizados al antigeno.

La ciclosporina es un potente inmunosupresor, aunque presenta efectos nefrotoxicos
y hepatotoxicos; la introduccion por Calne y White (1977) de este farmaco en la prevencion

del rechazo, es uno de los mayores logros producidos en fos ultimos afios.

2.2.- Andlogos de la Purina

En 1959, Schwartz y Dameshek demostraron que un antimetabolito analogo de la
purina, la 6-mercaptopurina (6-MP), suprimia la respuesta inmune en conejos.
Posteriormente Calne (1960), demostrd que la 6-MP inmunosuprimia profundamente el
rechazo del injerto renal en perros. En un esfuerzo por reducir los efectos toxicos de este
compuesto, Hitchings y Ellion desarrollaron la azatioprina como un derivado imidazolico
de la 6-MP (Schwartz y Dameshek, 1959, Calne, 1960; Hitchings y Ellion, 1963).

2.2.1.- Azatioprina

N
cH La azatioprina es una sustancia sintética derivada de la 6-
ON * . . vy e eaox.
| mercaptopurina, a la que se le adiciona un anillo imdazolico. La
> composicion quimica es la 6-(1-Metil-4-nitroimidazol-5-tio) purina
N (véase figura 3).

La supresion de la respuesta inmune por la administracion
AZATIOPRINA ) sistémica de los analogos de la purina como azatioprina ¢ 6-

Figura 3
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mercaptopurina, se produce por una inhibicion dirigida hacia los mecanismos de formacion
de anticuerpos, produciendo un debilitamiento del sistema de respuesta inmune,
probablemente por interferencia directa con el metabolismo de la purina en el tejido linfoide,
durante la fase temprana de induccion de la reaccién inmune (Sterz, 1960). Este
antimetabolito afecta a los linfocitos en proliferacion (y no a los que estan en reposo) y
puede suprimir la respuesta de anticuerpos, tanto primarios como secundarios, si se

suministra después de la exposicion al antigeno.

La azatioprina posee una importante accion antinflamatoria, debido a su capacidad
de inhibir la produccion de macrofagos. Carece de efectos directos sobre la produccion de
mediadores solubles, por parte de los linfocitos, y afecta por igual a los linfocitos Ty B

(véase figura 5).

Desde los primeros estudios de Hitchings ef al., que se iniciaron en 1942, muchos
analogos de bases, nucleosidos y nucledtidos naturales de purina se han examinado en gran
variedad de sistemas biologicos y bioquimicos. Estas amplias investigaciones han permitido
la aparicién de varios farmacos, no solo utiles para el tratamiento de enfermedades malignas
(mercaptopurina, tioguanina) sino también para la terapéutica inmunosupresora
(azatioprina) y antiviral (acyclowvir, vidarabina). El analogo de hipoxantina, alopurinol, un
potente inhibidor de la xantinaoxidasa, es un importante subproducto de estos esfuerzos.
Un desarrollo muy prometedor, es el descubrimiento de poderosos inhibidores de adenosina
desaminasa, por ejemplo eritrohidroxinoniladenina y pentostatina (2'-desoxicoformicina)

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

2.3.- Glucocorticoides

Los corticosteroides constituyen una parte importante de la mayoria de los
regimenes inmunosupresores. Pese a la extensa experiencia clinica con estos farmacos, aun
no se conoce con exactitud el mecanismo de accion de los corticoides en la

inmunomodulacion. Parte de la razon de esta falta de conocimiento es el elevado mimero
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de funciones biologicas distintas que poseen los corticoides. Ademas de sus bien conocidas
propiedades antiinflamatorias, los corticoides tienen un efecto estabilizador de membrana
que puede reducir la capacidad de! sistema inmunitario para presentar antigenos. Esto
puede, también, producir cambios en los patrones del trafico celular. En concreto, hay
cambios acusados en la distribucion de las células T, con la apariciéon de un mimero muy
reducido de ellas en la circulacion (Claman, 1987, Zubiaga et al, 1992). Los
corticosteroides también pueden enlentecer la division celular e influir en el tamaiio global

del conjunto de linfocitos (Weston ef al., 1973; Haynes y Murad,1986) (véase figura 5).

Los estudios sobre el efecto en la produccion de anticuerpos han sido
controvertidos, se indican datos de que altas concentraciones pueden producir una ligera
disminucion de la IgG en humana, como consecuencia tanto de un decrecimiento en la

sintesis como de un incremento en el catabolismo (Butler y Rossen, 1973).

2.3.1.- Relacion Estructura-actividad

La estructura basica de un glucocorticoide consta de 21 atomos de carbono en
distribucion pregnano, doble enlace C, = C; y un oxigeno en los carbonos C,, C,; y C5,. A
partir de dicha estructura, la molecula se ha modificado y asi, han surgido diferentes

glucocorticoides sintético: los de primera generacion,

CH,OH

son los que tienen una modificacion con un doble enlace
entre C, = C, aumentando la actividad bioldgica, la vida
media y disminuye la actividad mineralocorticoide, entre

ellos los mas utilizados son, la prednisona y uno de sus

derivados, la prednisolona (véase figura 4).

PREDNISONA

Figura 4 sintéticos de segunda y tercera generacion, en estos

Posteriormente, aparecieron los glucocorticoides

grupos se encuentran la dexametasona y el deflazacort (Haynes y Murad,1986).

Las propiedades antinflamatorias e inmunosupresoras de estos productos hacen que
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sean muy ttiles en la prevencion de las reacciones inmunologicas adversas. Sin embargo,

su empleo esta limitado por los graves efectos secundarios con los que estan asociados

{Weston ef al., 1973, Nieto ef al_, 1992)

2.4.- Anticuerpos como Inmunosupresores.

La idea de la utilizacion de anticuerpos, frente a linfocitos para suprimir el sistema
inmunologico, comenzd con ¢l empleo de anticuerpos policlonales antilinfociticos y
antitimociticos y, mis tarde, anticuerpos monoclonales producidos en roedores, dirigidos
contra los antigenos de diferenciacion, blogueando las funciones de la célula T, pero aun,
s0lo se utilizan como "dosis unica”, va que una segunda dosis podria ser neutralizada por

la accion de anticuerpos producidos tras la primera exposicion (Casinn ef ., 1981)

MCH e clyss [ MCH de clase |

profferacion y
estimuio de Las
céhdas B

Rechazo de injerto

Figura 5
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2.5.- FKS06

Es un macrolido aislado del Streptomyces tsukubaensis en Japon en 1983, Impide
la activacion de los linfocitos T inhibiendo la produccion de interleucina, es un farmaco
eficaz y con pocos efectos secundarios a corto plazo, con un mecanismo de accion

semejante al de la ciclosporina (McCaulley et al., 1990, Murase ef al., 1990; Gorski et al.,
1991) (vease figura 5).
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1L SISTEMA INMUNOLOGICO: LAS INMUNOGLOBULINAS

Fl fundamento de una respuesta inmunitaria es el reconocimiento de marcadores
quimicos que distingan lo propio de lo ajeno. Las moléculas implicadas en esta labor son
proteinas con una caracteristica especial, su gran variabilidad. Esto permite que cada
molécula sea capaz de reconocer un modelo especifico de efector. Las proteinas de
reconocimiento implicadas en la respuesta humoral son las inmunoglobulinas o anticuerpos,
glucoproteinas séricas sintetizadas por los vertebrados para actuar frente a los diferentes

antigenos.

Los linfocitos B son las células productoras de anticuerpos. Su modo de accion
fundamental se recoge en La Teoria de la Seleccion Clonal propuesta por Macfarlane
Burnet. Conforme madura la célula B en la médula dsea, queda comprometida en la sintesis
de anticuerpos que reconocen un antigeno, o modelo molecular, especifico. Todos los
descendientes de esa célula, formaran un clon inmunolégicamente idéntico. Los anticuerpos
producidos por la célula B permanecen anclados en la superficie celular a modo de
moléculas receptoras. Cuando un antigeno se une a este receptor, la célula B se activa y
comienza un proceso de proliferacion de dicha célula. Parte de la descendencia de los clones
seleccionados permanece en forma de linfocito B circulante, comportandose como células
de la memoria que en una segunda exposicion al antigeno actuaran provocando una
respuesta mas rapida. Otra parte de las células del clon, sufre un proceso de diferenciacion,
dejan de reproducirse, aumentan de tamafio y comienzan la produccién y secrecion de
inmunoglobulinas especificas, son Ias céhulas plasmaticas (Jerne, 1955; Burnet, 1957, Jerne,

1974).

En esencia, cada molécula de inmunoglobulina es bifuncional; una region de la
molécula interviene en la union especifica con el antigeno, mientras que otra es la
responsable de la unién a los tejidos y moléculas del huésped, incluyendo diversas células
del sistema inmunitario, células fagociticas y componentes del sistema de complemento
(Tonegawa, 1985).
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1.- Estructura Basica de las Inmunoglobulinas.

En la mayoria de los mamiferos superiores se conocen cinco clases o tipos distintos
de inmunoglobulinas: IgG, IgA, IgM, IgD e IgE, que difieren unas de otras en tamafio,
carga, composicion de aminoacidos y contenido de glicidos, proporcionando unas

caracteristicas fisicas y quimicas diferentes.

Una molécula basica de anticuerpo consta de cuatro cadenas polipeptidicas: dos
cadenas ligeras L idénticas, de unos 220 aminoacidos y Pm de 25.000 daltons y dos cadenas
pesadas H idénticas, de 330 6 440 aminoacidos y Pm de 50.000 ¢ 77.000 daltons. Las
cuatro cadenas se mantienen unidas entre si por puentes disulfuro, enlaces covalentes y no

covalentes, formando una estructura en forma de Y (Porter, 1973).

La estructura tridimensional de las inmunoglobulinas ha sido determinada por el
método de difraccion simple de rayos X, observandose que las inmunoglobulinas son
proteinas multiméricas unidas por puentes disulfuro inter e intracatenarios que delimitan
subunidades globulares o dominios con unas caracteristicas similares en su estructura
secundaria y terciaria de lamina B plegada antiparalela, que proporciona al volumen interno
de estas subunidades una fuerte unién por restos hidrofobicos. La cadena L posee dos
dominios y la cadena H cuatro o cinco dependiendo del tipo de inmunoglobulina. Cada
puente disulfuro abarca un asa peptidica de unos 60 6 70 aminoacidos que presentan una
notable homologia entre asas, se denominan regiones homologas y representan la porcion
central de un dominio de aproximadamente 110 residuos aminoacidicos. En cada region de

homologia reside una propiedad biologica determinada (Poljak, 1975).

Tanto en las cadenas pesadas como en las ligeras, el extremo N terminal esta
constituido por una secuencia de aminoacidos donde reside la mayor diferencia entre los
anticuerpos, es lo que constituye la region variable (V; y V), mientras que las demas
subunidades estructurales o dominios mantienen una semejanza comin en todas las

inmunoglobulinas, constituyendo la region constante de las cadenas ligera C; y pesada Cy;.
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De esta forma, la cadena ligera estara dividida en dos subunidades, V| y C,, ¥ las cadenas
pesadas en Vy,, Cyl, Cu2 v €3 en las 1gG, IgA e IgD y ademas C;4 en IgM e IgE. Las
regiones constantes, son altamente homaologas entre si y las regiones variables también lo
son entre 5i (Edelman et al, 1969) (véase figura 6) En ¢l dominio C,2 es donde tiene lugar
la umion al primer componente del complemento (Clq), v es la region que controla el

catabolismo de las inmunoglobulinas (Yasmeen et al., 1976; Dormington, 1983),

Puente
dhisullurn

Sitos de
unidn con
el antigeno

Bt . Cadena pesada
gl |l e

LRl

e e s G
' ; Carbohidrato
1 Cadena ligera
Figura 6

Dentro de la region vanable de cada cadena, s¢ encuentran lres pequenos
segmentos, cuyas secuencias de aminoacidos son especialmente diversas. Estos segmentos
"hipervariables” se reunen al final de cada brazo, formando una hendidura que actia de sitio
de unidn con el antigeno. La especificidad de la molécula depende de la forma de la
hendidura y de las propiedades de los grupos quimicos que recubren sus paredes; por tanto,
la naturaleza del antigenn, reconocido por un anticuerpe, esta determinada,
fundamentalmente, por la secuencia de aminoacidos de las regiones hipervariables (Wu y

Kabat, 1970) (véase ligura 6).
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Se denomina region bisagra a un pequefio segmento de la cadena pesada, entre los
dominios C;;1 y C;;2, donde estan situados los puentes disulfuro que unen las dos cadenas
pesadas, este area tiene una cierta flexibilidad que permite que varie la distancia entre los
dos sitios de unién con el antigeno, haciendo posible que operen independientemente

(Frangione y Milstein, 1967, Amzel y Poljak, 1979).

2.- Propiedades y Estructura de las Diferentes Clases de Inmunoglobulinas

Aungue las inmunoglobulinas son muy similares en lo que a la estructura general y

funciones se refiere, unas difieren de otras en sus propiedades fisicas y quimicas.

2.1.- Tipos o Isotipos y subclases

En 1a region constante de las cadenas ligera y pesada de las inmunoglobulinas existen

pequefias diferencias que pueden ser clasificadas antigénicamente por isotipos o clases:

* Isotipo de regiones constantes en la cadena ligera: kappa (x) y lambda (A).

* Isotipo de regiones constantes de la cadena pesada: mu (p), delta (8),

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

Los diferentes isotipos de las cadenas pesadas son las que dan lugar a las diferentes
clases de inmuoglobulinas. La IgG tiene una cadena pesada v, la IgM una p, la IgA una a,

la IgD una & y la IgE tendra una cadena pesada del isotipo s.

Cualquiera de los tipos de cadenas ligeras se pueden combinar con cualquiera de los
de cadenas pesadas, pero en una misma molécula las dos ligeras son siempre del mismo tipo

y no existen moléculas hibridas naturales.

Los anticuerpos que poseen las mismas regiones variables, pero diferentes clases de
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cadena pesada, reconocen a los mismos antigenos pero desempeifian papeles diferentes en
la respuesta inmunitaria. Asi, los anticuerpos unidos a la membrana que sirven de receptores
en 1a célula B llevan incorporadas cadenas (1t o 8, mientras que la mayoria de los anticuerpos

secretados en respuesta a un antigeno contienen cadenas y o o.

Se han encontrado diversas subclases de inmunogiobulinas G con pequefias
variaciones en la secuencia aminoacidica de la region constante de la cadena pesada y en las
uniones intercadena por puentes disulfuro de la IgG, que comporta cierta variacion
estructural y, en algunos casos, variaciones en las funciones. La aparicion de estas subclases
parece ser posterior a la formacion de las especies v asi, en la humana aparecen 4 subclases
diferentes: IgG1, 1gG2, 1gG3, IgG4 pero las caracteristicas y funciones de éstas no son
comparables, por ejemplo, con las 4 subclases identificadas en el raton. En otras especies
animales, incluse pueden faltar alguna de las subclases. En ciertas especies animales se han
descrito dos subclases de IgA: IgAl e IgA2, como el conejo, mientras que de IgM, IgE e
IgD, no se conoce ninguna ( Nisonoff et al., 1975; Bankert y Mazzaferro, 1989; Turner,
1991).

2.1.1.- Variabilidad Genética de las Inmunoglobulinas
Esta variabilidad viene determinada mediante el estudio antigénico de las diferentes
partes de las inmunoglobulinas; segun la revision de Figueredo Delgado e al. (1992)es de

tres tipos, que son los siguientes (véase figura 7):

+ 1. Isotipos  (Individuos misma especie, por variaciones en las cadenas pesadas

y ligeras).

< 2. Alofipos (diferentes alelos en un mismo locus).

< 3. Idiotipos (variaciones en las secuencias de las regiones).
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2.2.- Inmunoglobulina G (IgG)

2.2.1.- Propiedades Generales ¥y Estructura

Es la inmunoglobulina principal en el suero de la mayoria de las especies y
representa alrededor del 75% del reservono total de inmunoglobulinas. Es una proteina
monomérica con un cocliciente de sedimentacion de 75 y Pm de 146 000 daltons, Se halla
distribuida uniformemente entre los espacios intravascular y extravascular, es la
predominante en la respuesta secundaria de anticuerpos y es la Unica que actia como
antitoxmg. Puede dar lugar a fenomenos de opsonizacion, aglutinacion, precipitacion de

antigenos v es capaz de aclivar la cascada del complemento.

Aungue la estructura basica de cuatro cadenas de la [g(s es un modelo itil para
todas las inmunoglobulinas, existen ligeras diferencias en cada subclase con respecto al

numero y distribucion de los enlaces disulfuro entre las cadenas (vease ligura 6).

Si tratamos la 1gG con una enzima como la papaina, la molécula se escinde por la

regon bisagra, dividiendose en tres regiones con semejante peso molecular (50.000) y
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formandose los fragmentos Fab (se une al antigeno) y Fe (cristalizable) con caracteristicas
v funciones diferentes (Porter, 1959, NisonofT et al ., 1960; Edelman et al., 1969; Porter,
1973) (veéase figura 8).
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La pepsina escinde la molecula de inmunoglobulina por otro lugar, obteniéndose un
fragmento F(ab'), compuesto por 2Fab que retiene su actividad bivalente y que por
reduccion de un enlace disulfuro puede convertirse en dos fragmentos univalentes (Nisonof
ef al., 1960; Porter, 1973) También se puede fragmentar con tripsina, quimotripsina y mas
recientemente con bromuro de clanogeno (Goverie er al., 1985; Dorrington, 1985) (véase

figura 8).
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2.3.- Inmunoglobulina M (IgM)

Representa alrededor det 10% del reservorio total de inmunoglobulinas, tiene una
estructura pentamérica con un Pm de 970.000 daltons y coeficiente de sedimentacion de
198, aunque pueden encontrarse pequefias cantidades de IgM en forma de monoémero como
unidades simples, conocidas como IgM-7S o IgMs. Esta inmunoglobulina, confinada
practicamente al espacio intravascular, es la predominante en la respuesta primaria de
anticuerpos contra los microorganismos infecciosos antigénicamente complejos. Una sola
molécula de IgM unida al antigeno, es capaz de iniciar 1a cascada del complemento, también
es eficaz en reacciones de aglutinacion, opsonizacién y neutralizacion de virus, aunque su
papel es de poca importancia en la proteccion de fluidos tisulares y secreciones corporales

(Mestecky y Schoruhenloher, 1974; Hayzer y Jaton, 1985).

2.4.- Inmunoglobulina A (IgA)

Supone alrededor del 15% de las mmunoglobulinas séricas, puede presentarse como
un monémero, como un dimero e incluso formando polimeros y es rica en ghicidos. La
forma dimérica tiene un coeficiente de sedimentacion de 11S y el trimero de 13S. Es la
inmunoglobulina predominante en ias secreciones como la saliva, secreciones digestivas,
traqueobronquiales, leche, calostro y secreciones genitourinarias (Delacroix ef al., 1982).
La 1gA secretora (IgAs), es la mas abundante en las secreciones seromucosas, suele ser la
forma dimérica 118 y se asocia a otra proteina que conforma el componente secretor. Este
es sintetizado por las células epiteliales y se afiade al dimero cuando atraviesa el epitelio.
Tiene la funcion de proteger a la IgA de la proteolisis por las enzimas gastrointestinales. Su
presencia aislada en las secreciones parece indicar que su sintesis es independiente de la

secrecion de inmunoglobulinas (Mostov et al., 1984, Figueredo Delgado et al., 1992).

La IgA no actiia como opsonina ni es capaz de activar la cascada del complemento,
sin embargo, aglutina particulas antigénicas y neutraliza virus, su mision principal es la de

prevenir la adherencia del antigeno a la superficie corporal (Mestecky y Kilian, 1985).
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2.5.- Inmuneglobulina D (IgD)

En el plasma representa menos de un 1%, pero se sabe que existe en grandes
cantidades en la membrana de los linfocitos B circulantes, actuando como receptor
antigénico. Parece ser que interviene en la diferenciacion linfocitaria desencadenada por

antigenos (Spiegelberg, 1985).

2.6.- Inmunoglobulina E (IgE)

Se encuentra en la membrana de los basoéfilos y mastocitos de todos los individuos.
Parece ser que actia en la inmunidad activa frente a los parasitos como helmintos, también
se asocia a procesos de hipersensibilidad inmediata en donde se produce la unién con el
antigeno provocando la degranulacion de los mastocitos y la hiberacion de aminas

vasoactivas (Ishizaka, 1985; Turner, 1991).

3.- Produccion de Inmunoglobulinas

Antes de que llegue a sintetizarse la proteina del anticuerpo, es necesario eliminar
los intrones del RNA primario transcrito. Parece ser que existen unas secuencias que
indicarian los lugares donde deben de actuar las enzimas para que las escisiones y
reempalmes de RNA se realicen con precision, de tal forma que se transcriba un RNAm

eficaz (véase figura 9).

El RNAm sale del nicleo y entra en el citoplasma, donde se une a un ribosoma. La
secuencia conductora (L) es traducida y el producto se une a la proteina de reconocimiento
de la sefial (SRP) que bloquea la traduccion. Ei complejo proteina/ribosoma que reconoce
la sefial migra al reticulo endoplasmico (RE), donde 1a SRP se une a la proteina en un lugar
vacante del RE. Ahora puede continuar la traduccion, y la cadena sintetizadora atraviesa la
membrana en el RE. La secuencia conductora es eliminada y la cadena formada queda libre

para unirse al resto de las cadenas. En un paso posterior, la proteina se unira al aparato de
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Golpi donde se afaden ghicidos mediante la accion de unas enzimas, Una vez que se ha

completado la molécula, ésta es secretada al exterior por exocitosis (Hay, 1991}
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4.-Caracteristicas Especificas de las Inmunoglobulinas de Conejo

4.1.- Inmunoglobulina G

Este isotipo posee una gran diversidad con respecto al nimero de subclases en casi
todas las especies, sin embargo, en el conejo solo se han identificado dos isotipos o
subclases denominadas IgG1 e IgG2 (Bankert y Mazzaferro, 1989). En el congjo las
uniones por puentes disulfuro intercatenarios difieren de las de otras especies, en que sélo

existe una union por puentes disuifuro (Nisonoff er al., 1975).

La IgG de conejo esta compuesta practicamente de un solo subtipo de IgG, por lo
que los preparados para cristalizacién del fragmento Fc son muy homogéneos (Porter,
1959).

4.2.- Inmunoglobulina M e IgA

La IgM en todas las especies, existe de forma pentamérica con un coeficiente de
198, constituida por una subunidad basica de 7S. La cadena J esté asociada a la IgM de la

mayoria de las especies incluido el conejo (Lamm y Small, 1966).

La inmunoglobulina A puede encontrarse como monémero o formando polimeros
asocidndose a una cadena J. La forma secretada es generalmente un dimero unido por la
cadena J y un componente secretor con alto contenido en glicidos, sintetizado por las
células epiteliales, con la funcion de trasportar la IgA a través de dichas células y protegerla

de la accion proteolitica de las enzimas que la acompafian en las secreciones (Mostov et al.,
1984).

El componente secretor de la IgA del conejo esta asociado a esta molécula por
fuertes enlaces no covalentes, pero no posee ningin puente disulfuro de uniéon como en

otras especies (Halpern y Koshland, 1970). En pocas especies, se han definido diferentes
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subclases de IgA; sin embargo, el conejo posee dos isotipos, IgAl e IgA2 (Bankert y
Mazzaferro, 1989).

Propiedades de las Inmunoglobulinas de Conejo

Clases y Subclases de Inmunoglobulinas

Coeficiente de

Sedimentacion: 78 78 198 8S 8S
PesoMolecular: 150K 150K >150K 900K 180K 190K
Vida media (dias): 7-9 34

Concentracion

Sérica (mg/ml): minima 9-12 <1 <1 < 0,01
Transferencia

Placental: + ND + ND

Unién a Proteina A: + ND +

ND =No Detnado
(Deichmiller y Dixon, 1960; Bambell, 1966; Bankert y Mazzaferro, 1989)
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HL INTERACCION ENTRE LOS SISTEMAS INMUNE Y NEUROENDOCRINO

El sistema inmunitario no se encuentra en modo alguno aislado de los otros sistemas
de control del organismo; de hecho, existen numerosas posibilidades de comunicacion entre
los sistemas nervioso, endocrino e inmunitario. En efecto, las células neuroendocrinas
liberan hormonas que pueden influir sobre los linfocitos. Los mismos linfocitos poseen
receptores para una amplia variedad de hormonas, incluidos los corticoesteroides,
catecolaminas, endorfinas y hormona del crecimiento. Ademas, practicamente todas las
hormonas estudiadas ejercen algin efecto sobre el sistema inmunitario, aunque no todos

estos efectos sean muy directos (Taylor, 1991).

Los sistemas nervioso o endocrino poseen multiples oportunidades para controlar,
no s6lamente la intensidad, sino también la modalidad, la cinética y la localizacion de las
respuestas inmunitarias. Debe indicarse que las células linfoides pueden producir por si
mismas hormonas inmunorreactivas, tales como la hormona adrenocorticotropa (ACTH),
hormona estimulante de los foliculos (FSH) y la hormona estimulante de la tiroides (TSH),
que pueden ejercer ulteriores acciones moduladoras sobre la respuesta inmunitaria (Blalock

y Smith, 1985, Alvarez-Mon et al., 1985; Blalock, 1989).

A. SISTEMA INMUNOLOGICO Y HORMONAS GLUCOCORTICOIDES

Durante muchos afios, las acciones inhibitorias de los glucocorticoides sobre el
sistema inmune fueron consideradas desde el punto de vista farmacolégico, ya que se
administran a dosis elevadas para que se manifiesten sus efectos. Sin embargo, actualmente
se sabe que, tanto en individuos sanos como durante los procesos infecciosos o tumorales,
los glucocorticoides juegan un papel importante frenando la respuesta del sistema

inmunitario para que €sta no sea excesiva (Fauci ef a/., 1980).

Los glucocorticoides tienen acciones muy marcadas sobre los macrofagos y

linfocitos T. Los macrofagos, ademas de participar en la respuesta inflamatoria, juegan un
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papel muy importante en la inmunidad especifica, liberan la interleucina 1 (IL-1) que
aumenta la proliferacion de los linfocitos T en respuesta a un antigeno. La interleucina 2
(IL-2), liberada por los linfocitos T activados, al igual que la IL-1, estimula el desarrollo de
los linfocitos T y la produccion de interferén. El interferon a su vez, estimula la actividad
de los macrofagos y de las células NK. Los glucocorticoides a dosis fisiologicas inhiben la
sintesis y liberacion de IL-1 y [L-2, de este modo atenian toda la serie de reacciones
expuestas anteriormente (Guillis ez al., 1979; Palacios y Sugawara, 1982). A dosis elevadas,
los glucocorticoides pueden producir la muerte de los linfocitos, por lo que 6érganos como

el timo, bazo y ganglios linfaticos involucionan y disminuyen de tamafio (Nieto et al., 1992).

Los factores liberados de las células inmunolégicas, la IL-1, la [L-2, el interferon y
los factores timicos actian sobre el eje adrenal, produciendo un aumento de los corticoides
plasmaticos. Estos a su vez, al inhibir la actividad del sistema inmunitario y la secrecién de
sus factores, previenen o modulan la intensidad de la respuesta inmunolégica. Se forma asi
un circuito regulador, perfectamente controlado y el sistema inmunitario, a pesar de tener
una autorregulacion intrinseca, queda bajo la dependencia del sistema neuroendocrino

(Brown y Blalock, 1990).

Las acciones de los glucocorticoides sobre los linfocitos B son menos marcadas que
sobre los T. Los corticoides, a dosis fisiologicas, aumentan la sintesis de inmunoglobulinas,
pero en dosis farmacoldgicas disminuyen el nimero de inmunoglobulinas circulantes, la

produccion de células B y también pueden producir su citolisis (Lopez-Calderon, 1992).

1.- Estrés e Inmunidad

Un elemento esencial de discusion sobre las interacciones neurcendocrinas e
inmunes es el estrés. El estrés se puede definir como * una condicion dinamica y compleja
en la cual la homeostasis normal, esta alterada 0 amenazada". Desde 1936, cuando Selye
describio el sindrome general de adaptacion, se sabia que el estrés cronico producia atrofia

del timo e involucion de los organos linfoides por lo que, actualmente, el efecto
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inmunosupresor del estres cronico es hastante claro (Selve, 1936; Selye, 1973).

Inmunaneurctransmisores
=t

sin @@

ACTH BEndorfing GH PRL {,-"'-'
L ( n@

o

Timoslnag ———

Figura 10

Clasicamente, los efectos del estrés sobre la inmunidad han sido atribuidos al
aumento de la secrecion de glucocorticoides que se produce en dichas situaciones. Los
linfocitos poseen receptores para diversas hormonas, entre las que se incluyen: hormona del
crecimiento {GH), prolactina, ACTH y catecolaminas. Mientras que la prolactina y la GH
poseen claras acciones inmunoestimulantes, las hormonas relacionadas con ¢l eje simpatico-
adrenal (catecolaminas v glucocorticoides), tienen acciones inmunosupresoras (véase figura
10). En las situaciones de estrés eronico se produce un aumento de la secrecion adrenal de
catecolaminas y glucocorticoides, mientras que la secrecion de GH y prolacting se encuentra
disminuida (Lopez-Calderon, 1592).
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Los mediadores mas importantes en la respuesta producida frente al estrés, parecen
ser, la hormona liberadora de corticotropinas (CRH), el eje hipotalamo-hipéfisis-adrenal
(HPA) y el sistema nervioso autdnomo a nivel] del nicleo cereleus cerebral (Chrousos y

Gold, 1992).

La CRH hipotalamica juega un papel central en la integracion del sistema de
respuesta al estrés. La activacion del eje hipotalamo-hipéfisis incluye la secrecion de la
corticotropina hipofisaria ACTH y de los corticoides adrenales. Por otro lado, la CRH
activa el sistema nervioso simpatico liberandose epinefrina y norepinefrina. Como
consecuencia, se produce un incremento en los niveles de la glucosa sanguinea, en la gasto
cardiaco y de la presion sanguinea, mientras que son inhibidos, el sistema inmune y
antinflamatornio. La activacion del sistema nervioso simpatico también estimula la liberacion
de CRH hipotalamica. De esta forma, el sistema de respuesta al estrés parece funcionar

como un circuito de retrofuncionalidad bidireccional positivo (Wilder, 1995).

1.1.- Interaccion de la Respuesta al Estrés con los Ejes Neuroendocrinos

La activacion de la respuesta al estrés también incluye los sistemas hipotalamo-
hipofisis-prolactina y -hormona del crecimiento, asi como el eje hipotalamo-hipofisis-
tiroides y -gonadal. El estrés agudo puede incrementar la secrecién de hormona del
crecimiento hipofisaria mientras que el estrés cronico parece inhibir la secrecion de dicha
hormona, como respuesta a la liberacion de somatostatina estimulada por la CRH. El estrés
cronico inhibe la expresion del RNAm de prolactina. Es decir, hay un aumento de la
secrecion de las hormonas inmunosupresoras y una disminucién de las hormonas con accién
inmunoestimulante, lo cual nos ayuda a comprender el efecto global inmunosupresor del
estrés cronico. La secrecion de somatostatina inhibe la secrecion hipofisaria de hormona
estimulante de la tiroides (TSH); ademas, los glucocorticoides inhiben la conversion de
tiroxina a triyodotironina. Estas respuestas se producen durante el estrés, probablemente

como una consecuencia adaptativa con el fin de limitar el gasto energético (Chrousos y
Gold, 1992).
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2.- Efecto de las Citocinas en la Respuesta al Estrés y en los Ejes Neuroendocrinos

Aunque la coordinacién entre los sistemas nervioso y endocrino en la respuesta
adaptativa al estrés se conoce desde hace tiempo, el concepto de integracion, coordinacion
y regulacion bidireccional inmune-neuroendocrina de la respuesta al estrés, es de desarrollo

reciente,

Las interleucinas -1 (IL-1) y -6 (IL-6), son las citocinas mas intensamente estudiadas
en relacion a su funciéon reguladora de la comunicacion bidireccional del sistema
neuroendocrino-inmunologico, sin embargo también juegan un papel importante otras
citocinas, como el factor de necrosis tumoral {TNF-ot), 1L-2 e interferon-y (IFN-y) entre

otras (Imura y Fukata, 1994).

2.1.- Interleucina -1

Besedovsky er al. (1986) fueron de los primeros investigadores interesados en el
estudio de las caracteristicas de la IL-1, comprobando que dicha citocina estimula,
temporalmente, la produccion de glucocorticoides por activacion del eje HPA por accién
de la CRH (Sapolsky et al., 1987). La produccion de interleucina -1 esta regulada, a su vez,
por los glucocorticoides. Asi, se confirma el importante papel que juega el eje HPA en
prevenir una excesiva amplificacion de la activacion de las células del sistema inmune. El
circuito de retrofuncionalidad entre la produccion de IL-1 del sistema inmune y el eje HPA
han sido extensivamente revisados (Denckla, 1978; Brown y Blalock, 1990; Ansar Ahmed
y Talal, 1990, Holaday, 1991; Geenen ef al., 1991;Wilder, 1995; Torpy y Chrousos, 1996;
Chikanza, 1996). El concepto fundamental que sugieren dichos estudios es que tanto 1L-1
como CRH juegan un papel central como mediadores en la comunicacién entre sistema
inmune, endocrino y nervioso. Por otro lado, se ha demostrado en ratas que la IL-1 estimula
directamente la produccion adrenal de corticoides (Andreis ef al., 1991). Se han detectado
receptores de alta afinidad para la IL-1 en varias zonas del cerebro y de érganos endocninos,

incluyendo hipdfisis, ovarios y testiculos (Cunmngham y De Souza, 1993).
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2.2.- Interleucina -6

La IL-6, como la IL-1, es un potente estimulador de la secrecion de corticoides
adrenales a través de la intervencion de la CRH y de la activacion del eje HPA. Si se
requiere una estimulacion mas prolongada, entonces puede estimular directamente la
hipofisis y liberar ACTH (Lyson y McCann, 1992). En la glandula adrenal, la produccion
de IL-6 es estimulada por IL~1, ACTH y angiotensina I, parece ser que la glandula adrenal
€s un unportante punto de integracion de los sistemas neuroendocrino e inmunologico.
Ademas, la produccion local de IL-6 y de otras citocinas participan en la regulacion de la
ovulacion y en la funcion de las células de sertoli del testiculo (Schobitz er al., 1993;

Brannstrom ef al., 1994; Broockfor y Schwarz, 1991).
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B. SISTEMA INMUNOLOGICO Y HORMONAS GONADALES

La importancia de las relaciones entre el sistema inmunologico y ¢l endocrino, ha
sido objeto de diversos estudios y revisiones por diferentes autores. Desde hace tiempo, se
han observado diferente tipo e intensidad de respuesta inmunologica dependiendo de que
el individuo fuera macho o hembra, comprobandose que la respuesta inmunologica en las
hembras era mayor que la observada en los machos (Terres ef al., 1968). En los ultimos
afios las investigaciones en este area se han intensificado con un nimero suficiente de
revisiones que confirman un incremento en el interes de varios de los aspectos de esta
"interdisciplina" (Grossman, 1984, Grossman, 1985; Ansar Ahmed et al., 1985; Shivic,
1986; Mooradian et al., 1987; Blalock, 1989; Schuurs y Verheul, 1990; Ansar Ahmed y
Talal, 1990, Wilder, 1995; Torpy y Chrousos,1996).

El conjunto de tantas evidencias indica que es muy probable que estas diferencias
en la respuesta inmunologica entre los sexos estuviera mediada por la accion de las
hormonas esteroides sexuales y que de alguna manera éstas ejercieran un control sobre la

poblacion celular inmunocompetente.

1.- Efecto de las Hormonas Gonadales en la Inmunidad

Para determinar si la funcionalidad gonadal juega un papel importante en la
regulacion inmunolégica, los investigadores estudiaron el tejido linfoide y la respuesta

inmune en animales enteros y gonadectomizados (Castro 1974; Kittas y Henry, 1979).

En la mayoria de los trabajos realizados para estudiar el efecto que producen las
hormonas sexuales sobre el tejido linfoide, se observdé que se producian cambios
morfologicos en el timo, incluso antes de que se conociera la importancia de este 6rgano
en la competencia inmunologica. Las primeras observaciones se realizaron con animales
gonadectomizados machos y hembras, antes de la pubertad. En ellos, aparecian timos con

un tamafio mayor que el normal, asociado a un incremento de la celularidad. El comienzo
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de la involucién timica con la madurez sexual del animal y la aparente pérdida de la
involucién en animales gonadectomizados parecia significar que las hormonas sexuales
tenian un importante papel en la involucion fisiologica del timo (Castro 1974; Kittas y
Henry, 1979).

Trabajos realizados en ratones castrados, para comprobar la reaccion de los animales
frente a un alotrasplante de piel, produjeron un acelerado y marcado rechazo del injerto,
comparandolo con un grupo control, comprobandose ademas que éste rechazo se puede
prevenir con la administracion de androgenos (Castro, 1974). Sin embargo, cuando los
animales eran orquiectomizados y timectomizados, no presentaban rechazo al trasplante
(Castro, 1975).

Para determinar cual es el papel que ejercen las hormonas esteroides sobre las
células linfoides, se realizaron diversos estudios iz vitro en cultivos de linfocitos T, a los que
se afiadié sueros procedentes de ratas macho en diferentes circunstancias. Primeramente,
se adiciono6 suero de rata macho gonadectomizado, comprobandose que se producia un
estimulo de la mitosis cinco veces mayor que en un cultivo control. Si al cultivo celular se
le afiadia suero de amimales adrenalectomizados, la mitosis se incrementaba hasta siete
veces. El suero de los animales con 1a doble ablaccion producia una elevacion de la mitosis
llegando a ser superior a 10 veces. Este estudio sugiere que las hormonas esteroides
producidas, tanto en las génadas como en la glandula adrenal, son capaces de depnmir la
funcion de los linfocitos T, por lo que una eliminacion de estas hormonas puede estimular

la respuesta de los linfocitos T (Grossman et al., 1982).

Por otra parte, Nelson y Steinberg (1987) v Astorquiza ef al. (1987) comprobaron
en machos roedores castrados que se producia un incremento de los niveles de
inmunoglobulinas y de la respuesta inmune mediada por células. Estos resultados parecian
indicar que los niveles de hormonas esteroides pueden ser importantes en el control de la

produccion de anticuerpos (Stimson, 1987).
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Se realizaron diversos estudios para comprobar como podria influir sobre la
respuesta inmunologica y el tejido linfoide, la administracién de estrogenos, progestagenos
y androgenos. Kochakian (1976) comprobd como se producia la involucion del timo tras
la administracion de estrogenos y androgenos. Ademas indico que la involucion timica, era
debida a los efectos directos de dichas hormonas, v no estaba mediada por las
corticotropinas hipofisarias ni por los corticosteroides ya que, tanto estrogenos como
testosterona, producen una reduccion del peso del timo también en animales
adrenalectomizados. Por otro lado, se observd que la administracién de progesterona no

influia sobre el tamafio timico (Nelson ef af., 1967, Shobon 1974)

1.1.- Accion de los Estrégenos en la Inmunidad Humeoral y Celular

Stern y Davidsohn (1955), describe la influencia de los estroégenos en el incremento
en la produccion de anticuerpos. En ratas hembra, la produccion de estrogenos parece
regular la sintesis de IgA e IgG uterinas, observandose incrementos espontaneos del nivel
de inmunoglobulinas durante ¢! ciclo estral que podrian ser el resuitado de la accion del

estradiol en el utero (Wira y Sandoe, 1980).

El estradiol es capaz de inhibir la actividad de las células T supresoras, lo cual
provoca un incremento en la maduracion de las células B y un aumento en la produccion
de anticuerpos (Paavonen et al., 1981; Stimson, 1987). Puesto que la blastogénesis de las
células B ocurre en los tejidos linfaticos, no sorprende encontrar un aumento de la respuesta
proliferativa al antigeno en el bazo y nédulos linfaticos como resultado a un tratamiento

estrogénico.

Tratamientos con mayores o iguales dosis fisiolOgicas de estradiol, en roedores
machos y hembras, enteros o castrados, producen un incremento en la respuesta de
anticuerpos a varios antigenos, tanto T-dependientes como T-independientes (Myers y

Peterson, 1985; Brick et al., 1985).
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Para identificar el mecanismo por el cual los estrogenos, u otras hormonas sexuales,
son capaces de deprimir la inmunidad celular, es necesario revisar los estudios en los que
los efectos de compuestos estrogénicos u otros esteroides, son evaluados in vitro utilizando
cultivos de linfocitos timicos blastogénicos. En dichos cultivos, la mitosis de los linfocitos
es estimulada por la adicion de sustancias mitogénicas como la fitohemoaglutinina (PHA)
o la concavanina A (con A), el incremento de la sintesis de DNA se comprueba por la

incorporacion de un nucleétido [H'], generaimente timidina [H?].

En estudios en los que se afiade estradiol a los cultivos linfociticos, se prodwjo una
marcada depresion de la estimulacién de PHA en la transformacion blastogénica (Wyle y
Kent, 1977, Mendelsohn et al., 1977). Los mismos autores obtuvieron resultados
semejantes afiadiendo al medio de cultivo progesterona y testosterona, igualmente sucedio
con dietilestilbestrol (DES) (Ablin et al., 1974). Sin embargo, hay que tener en cuenta que
en todos estos estudios se agregd una concentracion de hormonas al medio de cultivo muy

superior al valor fisiologico.

Grossman et al. (1982) realizaron una serie de trabajos afiadiendo al medio de
cultivo preparados séricos de ratas castradas, produciéndose un marcado efecto
estimulatorio de la blastogénesis de los linfocitos T. Cuando se realiz6 la experimentacion
utilizando sueros preparados de ratas castradas y pretratadas in vivo con concentraciones
fisiologicas tanto de estradiol como de testosterona, se produjo un efecto marcadamente
inhibitorio de los linfocitos T. Cuando se utilizaron sueros procedentes de animales
castrados y timectomizados, se produjo la pérdida de la capacidad para estimular los
linfocitos T (Grossman, 1984). Estos resultados sugirieron que, tal vez, los estrégenos (o
la testosterona metabolizada a estrogenos) inhiben la eliminacion de factores timicos séricos
que regulan la funcion de los timocitos. Puesto que estos factores estimulan normalmente
la funcién de los linfocitos T, en ausencia de dichos factores la actividad de los linfocitos

T esté deprimida (Grossman et al., 1982; Grossman y Rosell, 1983; Grossman et al., 1983).

Los estrégenos pueden tener un efecto directo sobre las células B (Myers y
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Peterson, 1985), inhibir la funcion de los linfocitos supresores (Paavonen et al., 1981) o
facilitar 1a maduracion de los linfocitos cooperadores (Ansar Amhed et al., 1985) y pueden
influir en la maduracion de los macrofagos v su funcion (Barak et al., 1986; Hu et al., 1988,
Schereiber et al., 1988).

1.2.- Accién de los Andrégenos en la Inmunidad Celular y Humoral

Los andrégenos también estan implicados en la regulacion de la funcién inmune. En
estirpes de ratén con elevada sensibilidad a los androgenos, los machos tienen menores
niveles de IgM e IgG, circulantes que las hembras, mientras que las hembras producen
mayor cantidad de anticuerpos frente al antigeno albomina sérica bovina (Cohn, 197%a,
Cohn, 1979b; Cohn, 1986). Las hembras de hamster también poseen mayor actividad
primaria y secundaria en la inmunidad mediada por anticuerpos, comparandolo con los
machos (Blazkovec et al., 1973; Orsini y Blazkovec, 1974; Blazkovec y Orsini, 1976).
Ademas, esta depresion de la funcion inmune en el hamster macho se produce poco después

de la madurez sexual (Blazkovec y Orsini, 1976).

La testosterona no es ¢l Gnico androgeno que se conoce que altere la funcion
inmune. La 5¢-androsteno-3,17-diona, parece ser que deprime ciertas funciones del sistema

inmunolégico mediado por células (Skowron-Cendrzak et al., 1975).

Otro andrégeno de interés, es la dihidrotestosterona la cual, en algunos tejidos, es
el androgeno fisiologicamente activo. Este compuesto deprime in vitro, la estimulacion
blastogénica de la PHA en los linfocitos timicos (Grossman y Roselle, 1983; Grossman et
al., 1983). Aparentemente, los androgenos reducen y los estrégenos incrementan, tanto los
anticuerpos producidos espontaneamente como los inducidos por alteraciones autoinmunes,
en los ratones hibridos de la estirpe NZB. Los tratamientos de las hembras del mismo
hibrido con testosterona o dihidrotestosterona retardan el proceso de la autoinmunidad

mientras que los estrogenos producen una marcada aceleracion del proceso (Steinberg et
al., 1979).
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La testosterona también puede inhibir la regeneracion de areas timo-independientes
de los tejidos linfoides periféricos, pobladas fundamentalmente por linfocitos B, lo que
sugiere que la testosterona acta en la diferenciacion de las células primordiales de la

poblacion de linfocitos B, derivados de la médula dsea (Fujii et al., 1975)

En general, estos estudios sugieren que los androgenos, al igual que los estrogenos,
son capaces de regular la respuesta inmune. Los androgenos ejercen sus efectos en la
respuesta inmune alterando el desarrollo de las poblaciones T y B, y regulando la funcién
de las células T inmunocompetentes. Dicha regulacion, va acompafiada de una modulacion
de las hormonas timicas. Sin entrar en los mecanismos por los cuales los andrégenos ejercen
su accion sobre las células T, éstos producen una depresion en la respuesta de los linfocitos
T. Parece ser que la actividad inmunosupresora, inducida por la testosterona, puede estar

regulada genéticamente (Ansar Ahmed et al., 1987).

En las conclusiones de una revision sobre el tema realizadas por Shuurs y Verheul
(1990), se indica que los androgenos pueden interferir en los procesos de maduracion de
las células B (Hirota et al., 1980; Grossman et al., 1984) y de las células T supresoras
(Holdstock, et al., 1982), influyendo en los precursores de las células T y B en la médula
Osea (Weinsten y Berkuvitch, 1981) lo que producird un incremento de la funcion de los

linfocitos T supresores (Ansar Ahmed et al., 1985).

1.3.- Accion de la Progesterona en la Inmunidad Celular.

Al igual que sucede con las hormonas anteriores, se han publicado diversos trabajos
sobre el efecto de la progesterona en la respuesta inmunologica. En trabajos en los que se
utiliza progesterona o acetato de medroxiprogesterona, €sta puede suprimir la funciéon
inmune del bazo tanto in vitro como in vivo, debido a la accion especifica sobre dichas
células (Sekiya et al., 1975). En estudios in vivo se ha demostrado que la progesterona
aumenta la actividad de las células supresoras (Holdstock et al., 1982). La progesterona y

la 20¢-dihidroprogesterona también inhiben la accién de la PHA (Mori et al., 1977).
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Asi como la progesterona parece afectar a la regulacion del sistema inmune, éste a
su vez, es también capaz de regular el metabolismo de fa progesterona, al igual que el de
otros esteroides. En ratas hembras a las que se les produjo una inmunodeficiencia por
timectomia y radiacion, se determinaron los niveles de progesterona y estradiol,
encontrandose concentraciones de ambas hormonas significativamente inferiores con
respecto al grupo control (Williams et al., 1978). Los autores sugieren que la causa de esta
disminucién podria estar producida por los dafios causados en los ovarios, pero otras
explicaciones también pueden ser posibles. De acuerdo con otras informaciones posteriores,
las hormonas timicas pueden regular la secrecion de hormona luteinizante (LH) de la
hipofisis, modificar la funcionalidad ovarica y disminuir los niveles de progesterona
circulante (Rebar et al., 1981; Rebar et al., 1983; Michael et al., 1981a; Michael et al ,
1981b).

ia progesterona (y otros esteroides) es a la vez inmunorregulada e
inmunorreguladora. Los elevados niveles de progesterona circulantes encontrados en la
gestacion en muchas especies, incluida la mujer, parecen indicar el importante papel

inmunorregulador que tiene esta hormona durante la gestacion (Siiteri y Stites, 1983).
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C.- INTERCONEXION ENTRE LOS EJES HPA, REPRODUCTOR Y EL
SISTEMA INMUNE

1.- Eje Hipotialamo-Hipéfisis-Gdénada

La hormona liberadora de gonadotropinas (GnRH) del hipotalamo, regula la
secrecion de gonadotropinas hipofisarias LH o FSH. La FSH estimula la produccion de
estrogenos y dicho esteroide modifica la secrecion de GnRH y FSH por un mecanismo de
retrofuncionalidad positiva y negativa. La LH en el macho estimula la produccion de
testosterona por las células de Leydig y dicho esteroide actia negativamente sobre el gje

hipotalamo-hipéfisis-génada (HPG).

La activacion del eje HPA inhibe el eje hipotalamo-hipofisis-gonadal en multiples
niveles. La CRH suprime la secrecion de hormona liberadora de la hormona luteinizante
(LHRH) del nucleo arcuato hipotalamico, tanto directa como indirectamente por la
estimulacion de B-endorfinas o de los glucocorticoides. Ademas, los glucocorticoides
pueden inhibir directamente la liberacion de LH hipofisaria y la produccion gonadal de
esteroides como estrogenos, progesterona y testosterona. Ademas, también inhiben los
tejidos efectores de los esteroides gonadales (Rivier y Rivest, 1991; Chrousos y Gold,
1992). Por el contrario, el estradiol parece ejercer un efecto positivo en la producion de
CRH tanto en hipotalamo como en tejidos periféricos (Torpy y Chrousos, 1996). El tiroides
y los esteroides sexuales modulan la actividad del eje HPA enfatizando la conexion
bidireccional de estos sistemas (vease figura 11). La conexion de los ejes HPG y HPA y las
diferencias funcionales relacionadas con el sexo en respuesta a estos sistemas, son
importantes para poder entender el desarrollo de ciertas anormalidades del sistema inmune,
como son las enfermedades autoinmunes; éstas son mucho mas frecuentes en las hembras
y, ademas, tienden a desarrollarse en periodos de cambios de la actividad funcional del eje
HPG como son la pubertad, gestacion, postparto, menopausia o en momentos de estrés
psicologico. Estas situaciones estan relacionadas con cambios en las secreciones

hipotalamicas de GnRH, hipofisarias de LH, esteroides sexuales y otras hormonas. Ademas
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el fendmeno de la autoinmunidad tiende a incrementarse con la edad paralelamente a los
cambios producidos en la funcion neuroendocerina La actividad de los ejes HPA y HPG, asi
como del eje tiroideo, declina en individuos viejos y la formacion de autoanticuerpos se
incrementa ostensiblemente en edades avanzadas (Denckla, 1978, Wilder, 1995; Torpy y

Chrousos, 1996),

—»Glucocorticoides - - - - - - » Estrogenos/
| Androgenos

r—— [ —
= e oW

Figura 11
2.- Interaccion entre el Eje HPA, Sistema Reproductor ¢ Inmune
Generalmente, las hembra poseen una mayor actividad del eje HPA que los machos.
Posiblemente ésto sea por la regulacion del cje HPA por los esteroides gonadales de ambos.

Los estrogenes regulan negativamente la union de los receptores de los glucocorticoides
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en la hipofisis e hipotalamo lo cual puede tender a incrementar la actividad del eje HPA por
interferencia con la regulacion de los glucocorticoides (Turner 1990; Turner, 1992). La
progesterona tiene un efecto opuesto (Carey ez al., 1995). La retirada de los androgenos
en los machos provoca un incremento en la actividad del eje HPA, el efecto se vuelve
reversible con el remplazamiento de dichas hormonas. La castracion incrementa los niveles

de CRH (Volpe et al., 1986).

El eje HPA inhibe el eje reproductor a varios niveles. La CRH inhibe la secrecion
de GnRH directamente ¢ via $-endorfinas (Chrousos y Gold, 1992). Como las neuronas
productoras de GnRH no tienen receptores para los estrogenos (Shivers et al., 1983), el
estradiol puede actuar a través de la CRH hipotalamica para inhibir la secreciéon de GnRH
y ejercer un efecto de retrofuncionalidad negativa a través de este mecanismo. Los
glucocorticoides inhiben la secrecion de GnRH asi como la de gonadotropinas y la
produccion y accion de los esteroides gonadales. Por el contrario, el estradiol parece ejercer
un efecto positivo en la produccion de CRH tanto en hipotalamo como en tejidos periféricos

(Torpy y Chrousos, 1996) (véase figua 11).
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IV. EFECTO DE FARMACOS INMUNOSUPRESORES SOBRE LOS SISTEMAS
ENDOCRINO E INMUNE Y FUNCIONALIDAD ORGANICA

1.- Accién de los Agentes Inmunosupresores Sobre el Sistema Endocrine

La revision bibliografica efectuada sobre el tema nos indica que la depresion del sistema
inmune por agentes farmacologicos y la repercusion de las acciones de éstos sobre el sistema

endocrino, parecen no estar suficientemente aclaradas.

Por un lado, la mayoria de los estudios se efectiian sobre personas o animales a los que
se les ha sometido a un trasplante v en los que se ha utilizado una triple terapia
inmunosupresora, generalmente azatioprina, glucocorticoides y ciclosporina. Por lo cual, los
efectos encontrados en la funcionalidad gonadal o adrenal, generalmente, no es posible
achacarlos a uno de los inmunosupresores utilizados. Por otro lado, hay que tener en cuenta
el estado general en el que se encuentra un paciente sometido a un trasplante de organos o con

una enfermedad autoinmune, ya que de por si, presenta alguna alteracion en su fisiclogismo.

Zipf et al. (1980) investigaron el efecto de la terapia con prednisona y la retirada de
tratamiento y la relacion hormonal en 6 pacientes adolescentes con hiperplasia adrenal
congénita debido a una deficiencia de la enzima 21 hidroxilasa. El tratamiento continuado con
prednisona, suprime la liberacion adrenal de 17 alfa hidroxiprogesterona en 4 pacientes y
controla la excrecion de 17 oxoesteroides en 5 de ellos. La concentracion sérica de
dehidroepiandrosterona sulfato no se incrementd durante o después de la retirada del
tratamiento. Segun los autores, la prednisona no suprimi6 la secrecion de GH y la retirada del
tratamiento se asocié a una disminucion en la proporcion FSH/LH en 5 pacientes y un

incremento en testostercna sérica en 4.

Shek y Sabiston (1983), estudiaron, en el raton, la relaciéon entre la formaciéon de
anticuerpos, tras una inmunizacion, con los niveles de corticoesterona circulante, encontrando

que en los animales inmunizados, las concentraciones de corticoesterona se incrementaron,
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Esto les sugirid una correlacion directa entre la respuesta inmune y los cambios hormonales.
Ademas, fue evidente un cambio en el ritmo circadiano de la corticoesterona en los animales
inmunizados, mostrando un patron contrario a los controles. Comprobaron ademas, que la
respuesta de la corticosterona, inducida por la inmunizacion, puede ser bloqueada por la
administracion de diazepan, un efecto que podria implicar un control central hipotalamo-

hipofisis.

Los trabajos de Rees ef al. (1988) realizados con nifios en edad puberal, tratados con
glucocorticoides y azatioprina o ciclosporina, indicaron un disminucion de la velocidad de
crecimiento y un retraso en la aparicion de los caracteres sexuales secundarios. Los analisis de
los perfiles hormonales mostraron un despuntamiento (Blunting) en la pulsatilidad de la GH
y de las gonadotropinas. Los autores concluyeron indicando que el tratamiento a largo plazo
con glucocorticoides tras el trasplante, induce a un cuadro clinico 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 hormonas hipofisarias, testiculares y
adrenales dentro de un margen normal. Parece ser que la ciclosporina puede provocar

hipertricosis por una via independiente de las hormonas sexuales (Lindholm ef al., 1988).

Sikka ef al. (1988) utilizando ratas macho adultos intactas, indicaron que la
ciclosporina induce una disminucion significativa de la testosterona sérica, LH sérica y
testosterona intratesticular. El estudio del mecanismo por el cual Ia ciclosporina puede
provocar hipogonadismo hipogonadotropico, parece estar mediado a través del eje

hipotalamo-hipofisis, y es modulado por la testosterona y/o sus metabolitos.

Los trabajos realizados para evaluar el eje HPA, determinando cortisol, en pacientes
trasplantados de rifion que recibieron un tratamiento inmunosupresor con prednisolona y
ciclosporina, indicaron una disminucién de la concentracion de cortisol en el periodo de

acumulacién de prednisolona (Hirano et al., 1991).
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Krueger et al. (1991) indicaron que uno de los efectos secundarios de la ciclosporina
incluye la disfuncion testicular y la disminucion de la testosterona circulante. Sin embargo, los
mecanismos no estan suficientemente aclarados debido a discrepancias entre los trabajos
concernientes a los niveles de gonadotropinas circulantes y a los estudios incompletos sobre
la esteroidogénesis intratesticular. Para dilucidar estos mecanismos, los autores, estudiaron la
regulacion endocrina de a esteroidogénesis. Para ello, inyectaron ciclosporina (a dosis de 25
6 40 mg/kg/dia) a ratas macho durante 6 dias, sacrificandoles al dia siguiente. El tratamiento
suprimié los niveles de testosterona sérica en ambos grupos, ademas el contenido de
testosterona intratesticular declina a dosis elevadas de ciclosporina y se comprobo que la LH
y FSH séricas se elevaron de dos a cuatro veces en el grupo de tratamiento a dosis altas de
ciclosporina. La determinacion de los receptores testiculares para LH revelaron una
disminucion de los mismos y que la ciclosporina reduce la disponibilidad de los testiculos a

responder a niveles, tanto normales como elevados, de LH circulante.

El estudio de 1a esteroidogénesis testicular indicd que en animales que recibieron altas
dosis del farmaco, 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. Ademas, la
actividad de! citocromo P450 dependiente de la 17-o hidroxilasa descendié a menos de la
mitad del valor control. Estos datos sugieren que, en general, la ciclosporina tiene un efecto

adverso en los citocromos P450 (Krueger et al., 1991).

Por otra parte, el tratamiento de ciclosporina altera los parametros metabolicos de
grupo hemo, observandose una inhibicion en la formacion de este grupo hemo, lo que puede
contribuir sustancialmente a reducir los niveles de citocromos P450 y las actividades
esteroidogénicas que dependen de ellos. Todo ésto indica un mecanismo por el cual la
ciclosporina puede inducir una disfuncion testicular, como resultado de la combinacion en la
reduccion del nimero de receptores de LH y una supresion en la formacion del grupo hemo,
comprometido en las actividades enzimaticas esteroidogénicas hemoprotein-dependientes,

conduciendo a una alteracion en la funcién testicular normal (Krueger et al., 1991).
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En la rata, la artritis adyuvante (AA) es una enfermedad inflamatoria asociada con la
estimulacién cronica del eje hipotalamo-hipofisis-adrenal. Stephanou ez al. (1992) investigaron
los efectos de la ciclosporina en los niveles plamaticos de ACTH y corticoesterona, asi como
la acumulacion en la hipofisis anterior de propiomelanocortina (POMC) y mRNA-IL-6. En los
animales control, la ciclosporina reduce POMC y mRNA-IL-6 produciendo una disminucion
del nivel plasmatico de ACTH y corticosterona. Los animales inyectados con el adyuvante y
tratados con ciclosporina no mostraron signos de AA. En estudios in vitro, la ciclosporina
reduce el contenido de mMRNA-POMC del cultivo de células de la hipéfisis anterior y disminuye
el efecto estimulatorio de CRH en la expresion de mRNA-POMC y la secrecion de ACTH por
esas células. Esto indica que la ciclosporina actia directamente sobre el eje HPA y ademas,

reduce la activacion de dicho eje en la artritis inflamatoria cronica (Stephanou ef al., 1992).

Mazzocchi et al. (1994) estudiaron el efecto agudo de la ciclosporina en la actividad
secretora de las células adrenocorticales de rata. Estos estudios sugieren que la ciclosporina
a bajas concentraciones estimula fuertemente la conversion de colesterol a pregnenolona,
mientras que concentraciones medias de ciclosporina no afectan este paso, pero interfieren
especificamente con acontecimientos intracelulares, lo cual se traduce en una sefial
estimulatoria de la angiotensina II, en el paso posterior de la produccion de

mineralocorticoides (la conversion de corticosterona en aldosterona).

Trabajos recientes en nifios en edad prepuberal, tratados con una terapia triple
inmunosupresora (azatioprina, glucocorticoides y ciclosporina) tras el trasplante hepatico o
renal, realizados por Sama ef al. (1995) indican que no hay diferencias en la secrecion de GH
ni del factor de crecimiento semejante a la insulina (IGF-I). Sin embargo, la disminucion
encontrada en los niveles de cortisol parece indicar que se produce por la supresion de la

funcion adrenal inducida por la terapia con glucocorticoides.

Como se ha indicado con anterioridad, la accion de los inmunosupresores sobre el

sistema endocrino esta todavia muy confusa.

49



1V. Efeccto de farmacos inmunosupresores sobre los sistemas E. e Iy F. orgdnica Introduccion

2.- Efecto de los Inmunosupresores Sobre los Niveles de Inmunoglobulinas

El efecto de los diferentes inmunosupresores sobre la inmunidad humoral, depende de
la accion especifica de cada uno de ellos y sobre el nivel al que actian en la respuesta inmune.
Sin embargo, no hay que olvidar que la respuesta inmunolégica es un conjunto de
acontecimientos en los que generalmente, actuan en coordinacion la respuesta humoral y la
mediada por células, por lo tanto, es logico suponer que el efecto de cada uno de los
inmunosupresores en un nivel de la respuesta inmunoldgica, puede afectar al resto de los
componentes de dicha respuesta. En la revision bibliografica sobre la accion de los farmacos
inmunosupresores, objeto de nuestro estudio, en relacion a los niveles de inmunoglobulinas,
encontramos diferentes conclusiones realizadas por los distintos autores, no pareciendo estar
suficientemente aclarados la accién de estos compuestos sobre los niveles de inmunogiobulinas

circulantes.

Diferentes experimentos realizados en raton y conejo indican que la azatioprina, y su
metabolito activo, la 6-mercaptopurina, afectan a los linfocitos en proliferacion, suprimiendo
la respuesta de los anticuerpos tanto primarios como secundarios, cuando se administra

después de la exposicion al antigeno (Sterlz, 1960; Berembaum, 1960).

En estudios sobre los linfocitos de sangre periférica, realizados en sujetos normales y
trasplantados de rifion y tratados con azatioprina y prednisona, se determiné la actividad de
las células agresoras naturales (NK) y la actividad de las células agresoras (K), comprobandose
que en pacientes inmunodeprimidos, la citotoxicidad natural mediada por células fue abolida,
mientras que la citotoxicidad dependiente de anticuerpos se mantuvo normal (Lipinski ef al.,
1980).

Obminska-Domoradzka et al. (1995) experimentaron con conejos sometidos a estrés
por frio (hipotermia) y en animales normotérmicos. Ambos grupos fueron inmunizados con
diferentes inmunogenos. El estudio concluyé indicando que el estrés por frio reducia la

respuesta humoral.
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Schuurman et al. (1992) indicaron como podia afectar la accién de ciertos
inmunosupresores sobre el timo. Los glucocorticoides actiian en los timocitos pequefios en la
corteza y la ciclosporina actiia en las células dendriticas y en el epitelio de la médula. El
mecanismo de toxicidad de los glucocorticoides incluye la activacion de una endonucleasa
dando como resultado la fragmentacion del DNA (muerte celular programada o apoptosis) y
la interferencia en la proliferacion celular. Las consecuencias pueden ser una disminucion en

la produccion timica de linfocitos T de nueva generacion.

Por otro lado, los trabajos de Fujita ef al. (1991) sobre el efecto de la ciclosporina en
la nefritis de ratas producida por inmunizacion con albumina sérica bovina (BSA), sugieren que

la ciclosporina suprime la produccion de anticuerpos.

Estudios en ratas sobre el efecto de la ciclosporina en la nefritis experimental inducida
por antigenos, indican que la produccion de anticuerpos fue dramaticamente atenuada por la
administracion de ciclosporina, sin embargo, ésta no disminuye el nimero de leucocitos
circulantes. Los efectos en la supresion de la neffitis son atribuibles al poder de depresion de

la produccion de anticuerpos (Nagamatsu et al., 1994).

3.- Inmunosupresores y Funcionalidad Organica

Como se indico con anterioridad, los inmunosupresores pueden afectar a la
funcionalidad organica por los efectos toxicos que se les han atribuido. Diversos estudios
intentan explicar muchas de las acciones secundarias de estos compuestos, indicando que
efectivamente, pueden provocar alteraciones (a menudo dosis-dependiente) fundamentalmente
a nivel hepatico y renal y tal vez, dichas lesiones puedan interferir a nivel adrenal y/o gonadal
(Glass et al., 1979, Sikka et al., 1988).

Entre los principales efectos secundarios de la azatioprina, se encuentran la
mielotoxicidad, produciéndose leucopenia e infecciones (Kissel ef al., 1986); por otra parte,

la azatioprina se metaboliza en higado y puede provocar dafios hepaticos (Krom ef al., 1987);
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también se han descrito casos de pancreatitis en humana y en perros (Moriello, 1987) y casos

de hipertension en los humanos (Kullmann ef al., 1996).

Los efectos secundarios de los glucocorticoides son muy variados dependiendo del
tejido afectado y de la dosis y el tiempo que se han utilizado. Entre los més importantes se
encuentran los que afectan al metabolismo glucidico y lipidico; los que afectan a la supresion
del eje hipotalamo-hipéfisis-adrenal (Halliwell y Gorman, 1989); e incluso algunos casos de
pancreatitis aguda (Steinberg y Lewis, 1981), también es comiin encontrar casos de

hepatopatias (Rogers y Reubner, 1977).

La ciclosporina es un potente inmunosupresor pero su uso puede tener diversas
consecuencia. Es frecuente encontrar casos de nefrotoxicidad, hepatotoxicidad e hipertension,
asi como alteraciones gingivales e hirsutismo. Por otro lado, la inmunosupresion induce a un
estado de deficiencia en la respuesta a los agentes extrafios, provocando infecciones ¢ incluso

el desarrollo de ciertos tumores {casos comunes al empleo de los farmacos inmunosupresores).

Diversos estudios, en ios que se utilizan modelos animales o modelos in vitro, intentan
desvelar las acciones toxicas de compuestos como azatioprina, ciclosporina o glucocorticoides
sintéticos. Wilson y Hartz (1991), estudian los mecanismos de toxicidad de la ciclosporina en
cultivos de epitelio de diferentes fracciones del tibulo renal de conejo y humano, comprobando
que el tibulo contorneado proximal y el tubulo recto proximal son muy sensibles; sin embargo,

el asa de Henle es menos sensible y el tibulo colector es relativamente resistente.

Para estudiar los efectos nefrotoxicos de la ciclosporina se utiliz6, como modelo animal
el conejo, comprobando que se producian alteraciones similares a las provocadas en humana,
siendo mejor modelo que los roedores, animales utilizados hasta el momento (Thliveris et al.,
1991).

El trabajo realizado por Esmatjes et al. (1991) sugiere que la ciclosporina, a dosis

normal, no tiene ningan efecto sobre las células B pancreaticas, indicando que la evidencia
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indirecta de la resistencia a la insulina observada en pacientes tratados con ciclosporina y

prednisona, es atribuible al tratamiento con corticoides.

Henkin ez al. (1992) examinaron el efecto de diferentes drogas sobre los lipidos
sanguineos y los niveles de lipoproteinas. Las hormonas esteroides con fuertes propiedades
progestagenas y androgénicas, asi como otros compuestos como la ciclosporina, son
potencialmente aterogénicos. Las hormonas esteroides con propiedades predominantemente
estrogénicas son potencialmente antiaterogénicas. Los corticoides parecen elevar todos los
niveles de lipoproteinas del colesterol. Ademas, los estrogenos orales y los corticoides tambien

parecen que puedan elevar los niveles de triglicéridos.

Se examind, utilizando dos modelos animales (rata y conejo machos), el efecto de la
ciclosporina sobre el sistema microsomal renal citocromo P450. Los animales fueron tratados
con aceite solo o con ciclosporina a una dosis de 30 mg/kg/dia durante 14 dias. En la rata, los
niveles séricos de urea y creatinina aumentaron, indicando el desarrollo de una nefrotoxicidad
a los 14 dias. En el congjo, los niveles de urea y creatinina se incrementaron a los 7 dias de

tratamiento. El P450 renal también aument6 en las dos especies tratadas (Yoshimura ef al.,
1993).

Ferguson et al. (1993) pretenden establecer un modelo animal (rata) para el estudio de
la nefrotoxicidad producida por ciclosporina utilizando dosis semejantes a las de humana y
durante un periodo suficiente. Obtuvieron a dosis de 5 mg/kg/dia una alteracion de la filtracion
glomerular, a dosis de 7,5 mg /kg/dia se produjo una disminucion del flujo efectivo del plasma
renal, a dosis de 10mg/kg/dia ia fraccién de filtracion decliné significativamente y en el examen

histologico se comprobd una dilatacion tubular.

Otros autores estudian la valoracion de la nefrotoxicidad por ciclosporina en el conejo,
explorando los mecanismos de esta toxicidad con especial atencion en las alteraciones del
metabolismo del glutation y los niveles de citocromo P450 en el rifion. Se observo un

incremento del citocromo P450 en la corteza renal posiblemente debido al efecto de la
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ciclosporina (Massicot et al., 1994).

Parece ser que la ciclosporina produce una disminucion en el flujo tubular distal,
reduciéndose la excrecion de K', provocando hipercalemia (Laine et al, 1994, Laine y

Holberg, 1995).

Thiiveris ef af. (1995) utilizaron, en sus estudios, conejos a los que se le practico un
trasplante heterotopico de corazon. Para evitar el rechazo, a los animales se les administro
ciclosporina y rapamicima, evaluando las posibles alteraciones que pueden provocar. En dicho
estudio, se observé una atrofia tubular y fibrosis interticial en el rifidn de los que recibieron el

tratamiento con ciclosporina.

Diversos estudios revisan las posibles causas que provocan hipertension en pacientes
tratados con ciclosporina. Grady et al. (1988) estudian en pacientes con trasplante hepatico,
los efectos que la terapia inmunosupresiva gjerce sobre diferentes parametros organicos como
son; los valores séricos de las enzimas hepaticas, las concentraciones de creatinina en sangre
y la funcionalidad renal, asi como la presion sanguinea, comprobadose una elevada incidencia
de pacientes con hipertension. Estudios se mejantes, se han realizado en pacientes con
trasplante renal, comprobando las posibles alteraciones en la funcionalidad renal y las

relaciones con el incremento de la presion arterial (Kiberd, 1989).

Nell et al. (1996) estudian el crecimiento gingival asociado al tratamiento con
ciclosporina en rata, conejo y humanos, comprobando que se produce una inhibicion en la
sintesis de prostaglandina 12, la cual ejerce una actividad antiproliferativa via elevacion del
AMPec. La ciclosporina induce la inhibicion de la prostaglandina PGI2 siendo responsable de

la hipertrofia gingtval.

Aunque se conocen los efectos de la ciclosporina sobre el misculo liso vascular
provocando hipertension, no se conoce 1a accion del farmaco sobre el musculo liso de la uretra

y vejiga. Kitani et al. (1996) utilizan como modelo el conejo, indicando que Ia ciclosporina
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puede causar una alteracion urinaria por incrementar la resistencia de la uretra.

Nadeu et al. (1996), en ratas con trasplante de rifién y tratadas con ciclosporina,
comprobaron morfolégicamente a las 24 semanas de tratamiento, aiteraciones de las arterias

a nivel renal y glomeruloesclerosis, atribuidas a los efectos nefrotoxicos de la ciclosporina.

La bibliografia revisada sobre el efecto de los diferentes agentes inmunosupresores
sobre la funcionalidad orgéanica, indica la necesidad de un control y evaluacion de dicha
funcionalidad mediante diversas metodologias como son las pruebas de funcionalidad organica,

el estudio de los parametros bioquimicos séricos u otras con caracter histologico.
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1. Animales Material v Métodos

1. ANIMALES

1.- Eleccion del Animal

Para la realizacién de nuestro estudio se han utilizado un total de 40 conejos machos de
la estirpe Blanco de Nueva Zelanda (NZW=New Zealand White). El peso de los animales estaba
comprendido entre 2 y 2,5 Kg. Todos los animales proceden de B & K Universal, G.J., S. L.

donde se asegura la pureza de la raza y el estado sanitario.

2.- Condiciones de Alojamiento

La experimentacion con estos animales se realizé segun lo estipulado en el RD 223/1988

del 14 de Marzo, que regula la proteccion de los animales utilizados en experimentacion .

Los animales fueron alojados en las habitaciones destinadas para ello en el animalario del
Departamento de Fisiologia de la Facultad de Veterinaria, Universidad Complutense de Madrid,
que reune los requisitos exigidos por la Comunidad de Madrid y el Ministerio de Agricultura,

Pesca y Alimentacion (Animalario registrado con el nimero EX-011-U).

Las condiciones de alojamiento fueron las siguientes: se utilizaron jaulas individuales de
acero inoxidable de 48 x 61x 46 cm; la comida se administré en forma de pellet comercial
especifico para lagomorfos (Purina Lab Chow) a razén de 150 g/dia, el agua de bebida se
administro "ad libitum", con la utilizacidon de bebederos automaticos. La habitacion se mantuvo
con ambiente controlado: temperatura de 20-22°C, humedad relativa del aire 50-55% y 10-15
renovaciones de aire por hora. La iluminacion de la habitacion se reguld automaticamente
utilizando un ciclo de luz/oscuridad de 12/12h, durante toda la expernimentacion. En estas
condiciones permanecieron los animales durante el periodo de aclimatacion de 15 dias y el periodo
experimental. Todos los animales fueron explorados y examinados diariamente para comprobar

su estado de salud.
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II PROTOCOLO DE EXPERIMENTACION

1.- Grupos Experimentales

Todos los animales se identificaron por tatuaje (tanto en la oreja derecha como en la
izquierda) para no interferir las extracciones sanguineas y se agruparon de forma aleatoria en
cuatro lotes, dependiendo de los diferentes tratamientos que se les iba a administrar. De esta

forma, los animales se dividieron en los siguientes grupos:

1.1.- Grupo I (Contrel):  este grupo esta constituido por un total de 10 animales. Forman el
grupo de animales sin tratamiento. A los conejos de €ste grupo no
se les administré, durante todo el tiempo de la experimentacion,
ningun tratamiento inmunosupresor; sin embargo, recibieron la

cantidad equivalente de suero fisiologico.

1.2.- Grupos de Animales Tratados: cada grupo se formé con 10 animales
dividiéndolos en tres lotes de animales tratados
con los diferentes tipos de inmunosupresores
elegidos. Asi, denominamos a los distintos grupos

de la siguiente forma:

1.2.1.- Grupo II (Ciclosporina A): este lote estd compuesto de igual forma
que el anterior, pero a estos animales se les
pondra un tratamiento INMUNOSUPTESOr con

ciclosporina.

1.2.2.- Grupo 11l (Azatioprina). formado por 10 conejos machos NZW a

los que se les administra azatioprina.

L.2.3.- Grupo 1V (Prednisona): el tratamiento farmacologico que reciben
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estos animales es el glucocorticoide

prednisona.

2.- Fases de 1a Experimentacion

2.1.- Fase Pre-experimental

La duracion fue de 15 dias, donde los animales estuvieron vigilados y controlados para
comprobar su adaptacion a las caracteristicas y condiciones del alojamiento con el fin de
conseguir que sus constantes fisiologicas se mantuvieran estables y disminuyera el estrés por
adaptacion.

2.2.- Fase experimental

Este periodo tuvo una duracion de 18 dias en total, que se puede subdividir en diferentes
etapas.

2.2.1.- Etapa Inicial

Este periodo lo constituy el primer dia de la experimentacion (toma n° 1) en el que se
tomo una muestra de sangre a todos los animales para comprobar la homogeneidad de los grupos
y partir de unos valores basales. Posteriormente, a los animales de los diferentes grupos de
tratamientos, se les administro la primera dosis del farmaco inmunosupresor.

2.2.2.- Etapa de Tratamiento

Esta etapa const6 de 8 dias consecutivos (tomas n° 2 - 8) durante los cudles, a los animales

de los grupos tratados, les fue administrado el farmaco.
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2.2.3.- Etapa de Retirada del Tratamiento

Esta fase la constituyeron los dias 9, 10y 11, (toman®9, 10y 11) con el fin de valorar
las posibles repercusiones de la falta de tratamiento después de 24 h y 48 h de la retirada. Dicha
etapa se prolongd una semana después de la ltima dosis de todos los tratamientos, realizandose

una ultima toma de muestras; toma n° 12 de la experimentacion.

3.- Preparacion de los Animales: Tranquilizacion

Con anterioridad a la extraccion sanguinea y a la administracion del tratamiento, todos los
animales fueron tranquilizados con una dosis de Droperidol (2,5 mg/kg) y Fentanilo (0,05 mg/kg)
administrada por via subcutinea, dosis suficiente para producir un efecto vasodilatador y
tranquilizante para no provocar estrés a los animales y poder realizar la toma de muestra

sanguinea en las mejores condiciones (Tillman y Norman, 1983).

Los animales se colocaron en cepos individuales para realizar la toma de muestras y la
administracion del farmaco inmunosupresor, previamente, los animales fueron aclimatados a los

mismos para disminuir el factor estresante de la sujeccion y manejo.
4.- Administracion de los Inmunosupresores

4.1.- Grupe I (Ciclosporina A)

La dosis utilizada fue de 10 mg/kg de ciclosporina A (Sandimmun, Sandoz), siendo la
misma durante todos los dias que durd la etapa de tratamiento. Se administrd por via

intramuscular profunda, extrayendo la cantidad adecuada de ampollas que contienen una

concentracidon de 50 mg/ml.
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4.2.- Grupo III (Azatioprina)

A los animales incluidos en el grupo III se les administré azatioprina (Imurel, Gayoso

Welicome), después de la extraccion sanguinea con la siguiente pauta:

Dosis inicial: Se administré en dosis Gnica de 4 mg/kg, por via intravenosa utilizando la vena
marginal de la oreja. Cada vial inyectable contiene el equivalente a 50 mg de
azatioprina en forma de sal sédica, liofilizada. Se reconstituye con un minimo de
5 ml de agua destilada libre de pirdgenos para inyeccion. Por ser una solucién
alcalina y muy irritante, el laboratorio fabricante sugiere que se administre muy
lentamente y con posterioridad, se efectie el lavado de la vena con suero salino

fisiologico.

Dosis de mantenimiento: se administro en dosis Unica diaria de 2,5 mg/kg por via oral a
todos los animales del grupo durante la etapa de tratamiento. Cada
comprimido contiene 50 mg de azatioprina. Para la obtencion de
la dosis elegida, los comprimidos se disolvieron en la cantidad
necesaria de agua destilada, esta solucion se administro utilizando

una sonda gastrica.
4.3.- Grupo IV (Prednisona)
A este grupo de animales se les traté con 3 mg/kg de prednisona (Dacortin, Merck)
diariamente por via oral. Se utilizaron comprimidos de 30 mg que fueron adecuadamente diluidos
para obtener la concentracion necesaria para el tratamiento de nuestros animales.

5.- Extraccion Sanguinea y Procesado de las Muestras

Para la realizacion de nuestro estudio se tomaron muestras sanguineas de todos los

ammales durante todos los dias, efectuando la extraccion a la misma hora, entre las 8:00-8:30h
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de la mafiana.

Transcurrido el tiempo necesario para que el vasodilatador haga su efecto, se realizo la
extraccion sanguinea en la arteria central de la oreja. Para la obtencion de la sangre se utilizaron
agujas de 21 G utilizando el método de lllera et al. (1990), mediante el cual se consiguen
cantidades suficientes de sangre evitando la lesion del vaso y sin forzar la salida de la sangre para
no provocar hemolisis. La sangre se recogié en tubos de cristal de 5 ml sin aditivos. El

tratamiento posterior de las muestras fue el siguiente:

L4 Las muestras de sangre recogidas en tubos sin aditivos se dejaron coagular a
temperatura ambiente, manteniendo el tubo con una inclinacion de 45 grados para
favorecer la formacion del coagulo. Tras una centrifugacién en una centrifuga
Minifuge RF (Heraeus) a 1.300 x g y a 4°C, durante 15 minutos, se separo el
suero utilizando una pipeta pasteur (Brand) y se alicuot6 en tubos de pléstico de

15 x 50 mm, que se taparon y sellaron con parafilm (American Can Company).
¢ Cada tubo y cada alicuota se identifico y etiqueté con el nimero de animal, grupo,

numero de alicuota y fecha de recogida. El suero se almacend y conservé a -30°C

en un congelador, para su posterior analisis.
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IIL. DETERMINACION DE PARAMETROS Y METODOLOGIA UTILIZADA

1.- Determinacion de Inmunoglobulina G (1gG)

1.1.- Fundamento de la Técnica ELISA Sandwich

La técnica analitica ELISA Sandwich es un método inmunoenzimatico indicado para la
determinacion de compuestos de elevado peso molecular, como son las proteinas globulares
inmunocompetentes. En nuestro caso se va a utilizar para la cuantificacion de inmunoglobulina

G (IgG) de conejo.

La técnica consiste en la adhesion en la fase solida de un primer anticuerpo, anti-IgG de
conejo, producido en una especie animal diferente a la que pertenecen nuestras muestras,
obteniéndose un anticuerpo anti-especie del compuesto que queremos determinar. Tras un tiempo
de incubacion, se efectia la eliminacion de los anticuerpos no fijados a la placa y se adiciona la

muestra problema y los estandares de IgG de conejo.

Después de un periodo de incubacion necesario para que se produzca la union
antilgG 128G, 0> 5€ afiade un segundo anticuerpo, otro anti-IgG anti-especie, que puede estar
producido en la misma especie que el primer anticuerpo (ELISA sandwich homoélogo), o en otra
distinta (ELISA sandwich heterdlogo). Este segundo anticuerpo estard marcado con una enzima,

(antilgG,.;,-Enzima).

Una vez producida la reacciéon inmunolégica, se forma un doble complejo marcado con
la enzima al que se le afiade el sustrato y el cromogeno, de tal forma que en los complejos
formados se produce una reaccion enzimatica con el sustrato que provoca la oxidacion del
cromogeno, el cual vira de transparente a coloreado con una intensidad que es directamente
proporcional a la cantidad de inmunocomplejos formados y, por tanto, a la cantidad de IgG de

la muestra.
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1.2.- Materiales y Reactivos Utilizados

1.2.1.- Material:

- Microplacas de poliestiereno de 96 pocillos de alta absorcion (Nunc Maxisorp)

- Puntas desechables, para pipetas Eppendorf, de 10-200 p! y de 100-1000 pl
(Comfortips, Eppendorf).

- Puntas de pipeta multicanal, 25-250 ul (Costar).

- Pipetas automaticas Eppendorf (Merck) de 10-100 ply de 100-1000 pl.

- Pipeta multicanal de ocho canales, de 50-250 pl (Costar).

- Agitador (Vortex) Reax 2.000 (Heindolph).

- Pipetas de cristal de doble enrase de 5 y 10 ml (Proton).

- Selladores adhesivos de acetato para placas (ICN Biomedical Inc.)

- Tubos de ensayo de cristal de 16 x 100 mm (Becktson Dickinson).

- Lector automatico de placas (Bio-Tek Instruments)

1.2.2.- Reactivos:

- Acido ortofosforico: H;O,P (Merck)

- Agua purificada.
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- Albumina sérica bovina, fracciéon V: BSA (Cohn, Sigma & Co).

- Anticuerpo:cabra anti-IgG (completa) de conejo (Boehringer Mannheim Biochemicals)

- Cloruro potasico: CIK (Merck)

- Conjugado: cabra anti-IgG (completa) de conejo marcado con peroxidasa (Boehringer
Mannheim Biochemicals)

- Digluconato de clorhexidina: 1'l Hexametilenebis [5-(P-clorofenil-biguanidina)] (Sigma
& Co.)

- Di-sodio etilén diamina :EDTA: C, ;H, ,N,O.Na, + 2 H,0O (Sigma & Co.)

- Di-sodio hidrégeno fosfato anhidro: HNa,O,P (Merck).

- Fosfato potasico monobasico: KH,PO,

- IgG de conejo estandar (Antibodies Incorporated, Davis, USA)

- MOPS: 3-(N-Morfolino) acido propanosulfonico, sal sodica (Sigma & Co.)

- Sodio carbonato: Na,CO, (Merck).

- Sodio cloruro: NaCl (Probus).

- Sodio dihidrogeno fosfato monohidrato: NaH,PO,.H,O (Merck).

- Sodio hidrogeno carbonato: NaHCQ, (Merck).
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- Tetrametilbenzidina Sustrato K (TMB) (Labsystems)
- Merthiolato: Acido 2-[(etilmercurio)benzoico], sal sodica (Merck).
- Tween-20 (Merck).
1.2.3.- Soluciones Tampon
1.2.3.1.- Carbonato-Bicarbonato: pH: 9,6.
Para 1.000 m! de solucion:
* Na,CO,;: 1,59 g.
* NaHCOQ;: 2,93 g.
* Merthiolato 1%: 5 ml.
Conservar a 4°C.
1.2.3.2.- Solucion Tampon Fosfato Salino (PBS): pH: 7,2.
Para 1.000 m! de solucion;
* NaCl: 8,0 gr

* KCl: 0,2 gr

* Na,HPO,: 1,44gr

* KH,PO,: 0,24 gr

* Thimerosal 1%: 5 ml.

Conservar a 4°C.
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1.2.3.3.- Solucion de Lavado: Solucion concentrada.

Para 1.000 mi de solucidn:

* NaCl 1,5 M: 87,66 g.
* Tween-20 0,5%: 5 ml

Conservar a temperatura ambiente. Se utiliza diluida en una proporcion 1:10

1.2.3.4.- Tampon de Neutralizacion:

* BSA al 1% en PBS

1.2.3.5.- Tampon MOPS: pH 7,2
Para 500 ml de solucion:

* MOPS: 4,18 g

* NaCl: 2,92 g

* EDTA: 1,86 g

* Tween 20 al 0,1%: 0,250 ml

* Clorhexidina: 0,024 g

* BSA al0,1%:0,5¢
Conservar a 4°C

1.2.3.6.- Sustrato-cromogeno

Esta solucién se encuentra preparada comercialmente, en la proporcién necesaria:

Tetrametilbenzidina Substrato K: TMB (Labsystems)
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1.2.3.7.- Solucion de Frenado:H,PO, 4M
Para 500 m! de solucion:
* H,PO,: 28,65ml
Conservar a temperatura ambiente
1.3.- Condiciones del Ensayo
Siguiendo el método de Hlera et al. (1996) para la determinacion de LH de rata y Malagén
et al. (1986) para la determinaciéon de IgG porcina por el método ELISA sandwich y para
desarrollar la técnica con nuestra molécula a determinar y para nuestra especie, fijamos las
condiciones del ensayo de la siguiente manera:

1.3.1.- Fase Sdlida

Se utilizaron microplacas de poliestirenc de 96 pocillos de maxima adsorcion (Nunc) y

selladores de placas de acetato.

1.3.2.- Condiciones de Incubacion

v Adsorcion del primer anticuerpo a la fase solida: el tiempo minimo necesario es
de 16 ha4°C.

v Neutralizacion: media hora a 37°C.

v Reaccion de la muestra con el primer anticuerpo: 2 h a temperatura ambiente.
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v Reaccion con el segundo anticuerpo marcado con la enzima: 2 h a temperatura
ambiente.
v Hidrolisis del sustrato: veinte-treinta minutos a temperatura ambiente.

1.4.- Curva Estandar de IgG de Conejo

Para la realizacién de la curva patrén o estandar se realizaron diferentes diluciones de una
solucion conocida de IgG pura de conejo. Las diluciones se realizaron con tampon MOPS para
obtener un margen de Ing/ml a 1.000 ng/ml. Se utilizaron un total de 10 estandares incluyendo
un estandar con 0 ng/ml que contiene Unicamente el tampdn de dilucion utilizado (tampon
MOPS).

Con estas diluciones se realiza el ELISA sandwich y se traza la curva estandar tomando
en un gje las concentraciones conocidas de IgG de conejo y en el otro las absorbancias obtenidas.
Sobre esta curva se reflejarén las absorbancias medidas de las muestras para determinar la
concentracion de IgG correspondiente de cada una de ellas.

1.5.- Determinacién de Ia Dilucion Optima de Suero

Para la determinacion de la dilucion optima de los sueros, se realizaron diferentes

diluciones de los mismos desde 1/1.000 a 1/500.000, cuantificandose en nuestra curva patron.

Se eligi6 como dilucion dptima la 1/100.000 para todas las muestras.
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1.6.- Desarrollo de la Técnica E1LISA Sandwich Homélogo

1" ANTICUERFO | | NEUTRALIZACION | Imaumﬂ

E‘“ %Em;% =

III

[ommsrs|  [7A] fva]  [moea]  [wew]

Comprende las siguicntes clapas

1.6.1.- Tapizado de la Placa

A todos los pocillos placas de poliestireno de alta adsorcion, excepto al pocillo 1A que
actuara de blanco, se le afiade una dilucion que contiene un anticuerpo anti-lgG de conejo

producido en cabra (17 anticuerpo).

El anticuerpo se utiliza a una dilucion 1/15.000 en tampén carhonato/bicarbonato a razon
de 100 pl/pocillo.

La placa se sclla y se ncuba 16 horas a 4°C de temperatura Pasado dicho periado, se

realiza el lavado de la placa para eliminar el anticuerpo que no se ha adsorbido a la fase sélida.

El lavado se realiza llenando los pocillos con 200 pl de solucion de lavado,

pusteriormente se vacia por volcado de la placa. Esta operacion se realiza cinco veces y después
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se seca para que no queden restos de solucion.

1.6.2.- Neutralizacion de la Placa

Una vez seca la placa, se afiaden 200 pl/pocillo de un tampon que contiene BSA al 1%
en PBS. El periodo de incubacion es de media hora a 37°C. Posteriormente se realiza el lavado

de la placa 5 veces con solucion de lavado.

1.6.3.- Adicion de la Muestra y de los Estidndares

Se preparan las diferentes diluciones de IgG purificada de conejo (estandares) desde 0,1
pg/ml hasta 1 mg/ml en solucion tampén MOPS, vy se adiciona, por duplicado, a razén de 100
w/pocillo. El total de estandares utilizados es de 10, incluyendo el estandar de 0 mg/ml, que
contiene unicamente soluciéon tampon. Seguidamente, en el resto de la placa se afiaden 100 ul de

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

El periodo de incubacion es de 2 h, a temperatura ambiente. Transcurrido dicho tiempo

se realiza de nuevo el lavado de las placas de la forma anteriomente descrita.

1.6.4.- Adicion del Segundo Anticuerpo Conjugado con Peroxidasa

Se prepara una dilucion 1/6.000 de conjugado en solucion tampén MOPS. Se afiaden a
la placa 100pl/pocillo. El tiempo de incubacién es de 2 h a temperatura ambiente, posteriormente

se lava la placa.

1.6.5.- Adicion del Sustrato

Después de secar la placa, se afiaden 100 ul por pocillo de {a solucion de sustrato TMB.

Se le deja reaccionar de 20 a 30 minutos a temperatura ambiente mientras se produce el desarrolio

del color.
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1.6.6.- Frenadoy Lectura

La reaccion se frena afiadiendo 100 pl/pocillo de acido fosforico estabilizandose el color

y se lee en un lector de placas ELISA a 450 nm y 600 nm.

1.6.7.- Procesado de los Resultados

El procesado de los resultados obtenidos, en el analisis de las inmunoglobulinas G se
realiza con la ayuda de un programa informatico disefiado especiaimente para la técnica ELISA
en el Departamento de Informatica de la Universidad de California (Davis, USA). Este programa
calcula la curva patrén enfrentando las concentraciones estandar de IgG de conejo con sus
respectivas diluciones (eje de abcisas) y el porcentaje de union de las muestras estandar con el
anticuerpo (E/E ) (eje de ordenadas). A continuacion, el programa calcula las concentraciones de

las muestras problema tomando como referencia las curvas patron

Para expresar correctamente las concentraciones obtenidas debemos tomar en cuenta la

dilucion de las muestras y muitiplicar el resultado por dicha dilucion (100.000), denominado

factor de correccion.

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

Corticosterona, Androstenodiona, Testosterona y Estradiol

2.1.- Fundamento de la Técnica ELISA de Competicién

La técnica ELISA de competicion se basa en la reaccion entre un anticuerpo especifico
fijado a una fase solida y una muestra problema o estandar (sin marcar) y el conjugado (hormona
marcada con una enzima). A continuacion se mide la fraccion de la hormona marcada unida al
anticuerpo, mediante la reaccion del sustrato-cromégenc con la enzima, lo cual se traduceen la
oxidacién del cromogeno produciéndose una reaccion coloreada. Posteriomente, se lee la

absorbancia del color desarrollado el cual sera inversamente proporcional a la cantidad de
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hormona sin marcar de la muestra (problema o estandar).

2.2.- Materiales y Reactivos Utilizados

El material utilizado es el mismo que para la técnica ELISA descrita con anterioridad, la
Onica diferencia es la utilizacion de otro tipo de placas que en este caso son, microplacas de
poliestiereno de 96 pocillos con fondo plano, de baja absorcion y con una capacidad de 350 pl
por pocillo (Dynatech).

2.2.1.- Reactivos:
X Acido ortofosforico: H,O P (Merck)
X Agua purificada.

X Albimina sénca bovina, fraccion V: BSA (Cohn, Sigma & Co).

X Anticuerpos policlonales obtenidos y caracterizados en el Departamento de
Fisiologia Animal (Facultad de Veterinaria. U.C.M.): antitestosterona, anti-17f-
estradiol, anticortisol, anticorticosterona y antiandrostenodiona (Silvan et al.,
1990, lllera et al., 1992a; lllera et al., 1993a; Silvan et ai., 1993, lilera et al.,
1997).

X Conjugados hormona-peroxidasa, preparados y caracterizados en el Departamento
de Fisiologia Animal (Facultad de Veterinaria, U.C.M.) para las hormonas
anteriormente mencionadas (Silvan ez al., 1990, Illera et al., 1993a; Silvan et al.,
1993; lllera et al., 1997).

X Di-sodio hidrogeno fosfato anhidro (HNa,O,P) (Merck).
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X Etano! absoluto: C,H,OH (Prolabo).

X Hormonas esteroides estandar (Steraloids Inc., N.H. USA):

* 11,17,21-Trihidroxipregn-4-eno-3,20-diona: cortisol

* (11B)-11,21-Dihidroxipregn-4-eno-3,20-diona: corticosterona
* 4-Androsteno-3,17-diona: Androstenodiona

* 17B-Hidroxiandrost-4-en-3-ona: testosterona.

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

X Sodio carbonato (Na,CQ;) (Merck).

X Sodio cloruro (NaCl) (Probus).

X Sodio dihidrogeno fosfato monohidrato (NaH,PO,.H,0) (Merck).

X Sodio hidrogeno carbonato (NaHCO,) (Merck).

X Tetrametilbenzidina Substrato K: TMB (Labsystems)

X Merthiolato: Acido 2-[(etilmercurio)benzoico], sal soédica (Merck).

X Tween-20 (Merck).

2.2.2.- Soluciones tampon

2.2.2. 1.- Carbonato-Bicarbonato

2.2.2.2.- Solucion Tampon EIA: pH: 7.0
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Para 1.000 ml de solucion:
* NaH,PO, H,0: 5,421 ¢.
* Na,HPO,: 8,662 g.
* NaCl: 8,7 g.
* Albuimina sérica bovina: 1,0 g.
* Merthiolato 1%: 5 ml.
Conservar a 4°C.
2.2.2.3.- Solucion de Lavado
2.2.2.4.- Sustrato-cromogeno
2.2.2.5.- Solucion de Frenado:
2.3.- Condiciones del Método
Una vez puesta a punto la técnica ELISA de competicion para la determinacion de
testosterona, 17B-estradiol, cortisol, corticosterona y androstenodiona se analizan las muestras
de plasma de los distintos animales segan el criterio de Silvan (1991), Illera et al. (1993) e Illera
et al. (1997):

2.3.1.- Fase solida:

Se utilizaron microplacas de poliestiereno de 96 pocillos y fondo plano con

selladores de acetato.
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2.3.2.- Condiciones de incubacion:

- Inmovilizacion del anticuerpo a la fase solida: 16 horas a 4°C.

- Reaccién de competicion: 2 horas a temperatura ambiente,

- Hidrolisis del sustrato: media hora en oscuridad a temperatura ambiente.

La temperatura ambiente no debe superar los 24°C ya que las reacciones
enzimaticas no serian estables pudiendo aparecer variaciones en las medidas de

absorbancia.

2.4.- Determinacién de las Diluciones Optimas de Trabajo

Para determinar la dilucién 6ptima de anticuerpo y conjugado para las hormonas debemos

enfrentar diluciones diferentes de anticuerpo y conjugado.

Las diluciones de anticuerpo empleadas para testosterona estradiol y cortisol son 1/2.000,
1/4.000 y 1/6.000 y para el conjugado 1/20.000, 1/40.000 y 1/60.000. Para androstenodiona y
corticosterona las diluciones enfrentadas son 1/4.000, 1/8.000, 1/16.000 y 1/32.000 para el
anticuerpo y para el conjugado de 1/40.000, 1/80.000, 1/160.000 y 1/320.000.

A continuacion se seleccionan las diluciones que presenten una densidad optica de 0,6 a

0,8 a 450 nm (Munro y Stabenfeldt, 1984), eligiéndose las siguientes:

4 Cortisol: 1/6.000 de anticuerpo y 1/60.000 de conjugado.

¢ Corticosterona: 1/16.000 de anticuerpo y 1/160.000 de conjugado.
4 Androstenodiona: 1/16.000 de anticuerpo y 1/160.000 de conjugado.
¢ Testosterona: 1/6.000 de anticuerpo y 1/50.000 de conjugado.

¢ 173-estradiol: 1/2.000 de anticuerpo y 1/20.000 de conjugado.
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2.5.- Determinacion de las Curvas Estandar

Para trazar la curva patron o estandar de cada una de las hormonas se parte de una
solucion madre de concentracion conocida. 2 mg/ml en etanol absolute, la cual se va diluyendo

sucesivamente hasta obtener un margen de 1 pg a 1 ng, utilizando un total de 10 estandares.

Las diluciones deben realizarse en tubos de eristal de 10 x S0 mny, en etanol absoluto, el
alcohol se evapora utilizando un evaporador por corriente continua de nitrogeno (Turbo Vap LV
Evaporator, Zymak) a 40° C vy 6 PSI de presion de nitrogeno. A continuacion se afiade el
conugado a la dilucion de trabajo optima, a los distintos estandares. Posteriormente se analizan
por ELISA de competicion obteniendose las diferentes absorbancias medidas & 450 nm y 600nm.
Esta curva estandar o patrén, permitird calcular la concentracion de cada hormona de las muesiras

problemas.

El margen de la curva patron varia en fincion de la concentracion esperada de la hormona
a determinar. In el caso de la testosterona, androstenodiona, corticosterona vy ¢l cortisol ¢s de
ng/ml, en el caso del 17P-estradiol es de pg/ml. La curva estandar de androstenodiona y estradiol
va desde 1.000pg/pocillo a 0,1 pg/pocillo; la de testosterona v cortisol incluye estandares que van
desde 1.000pg/pocillo a 0.5 pg/pocillo, la curva de corticosterona cubre un margen de
5 000pg/pocillo a 1 pg/pocillo.

s ELISA
2o EEEsnermrT
= COMPETICION
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2.6.- Desarrollo de la Técnica ELISA de Competicion

Comprende las siguientes etapas:

2.6.1.- Tratamiento de las Muestras

Para la determinacion de las hormonas esteroides testosterona y androstenodiona, no se

precisd ningun tipo de tratamiento previo de los sueros.

Para analizar estradiol-17p se realizo la extraccion del esteroide. Para eilo, se diluyeron
100 p! de suero en 2ml de dietil eter, la mezcla se agita durante 45 segundos y se congela
rapidamente utilizando un bafio de metanol y nieve carbonica. Una vez congelado ¢l sedimento,
el sobrenadante, donde estan disueltos los esteroides, se separa y el solvente se evapora mediante

un evaporador de flujo de nitrégeno.

Las muestras de suero utilizadas para determinar cortisol y corticoesterona recibieron un
tratamiento previo para separar los esteroides que estan unidos a las proteinas de transporte. Para
ello, se toman 100pl de suero y se disuelven en 1 ml de etanol absoluto. Dicha mezcla, se agita
y centrifuga a 3.500 rpm durante 20 minutos a 4 °C. Del sobrenadante se cojeran 100 pl para la

determinacién de cada hormona asi procesada y se evapora come en el caso anterior.
2.6.2.- Adsorcion de los Anticuerpos a la Fase Solida
Diluimos el anticuerpe en tampon carbonato/bicarbonato hasta llegar a la dilucion
correspondiente. A continuacion se tapizan los pocillos con 100 pl excepto el pocillo Al que se
deja como blanco. Se sellan las placas y se incuban a 4°C durante 16 horas.
Seguidamente se lava tres veces la placa con solucion de lavado (200 pl por pocillo) para

eliminar el exceso de anticuerpo que no se ha fijado a la placa y se seca enérgicamente mediante

volteo en papel de filtro.
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2.6.3.- Reaccion de Competicion

La reaccion se produce entre la hormona sin marcar, ya sea de la muestra o estandar, y

la hormona conjugada a la enzima.

Se diluyen los conjugados en solucion tampon EIA convenientemente y se mezclan tanto

la muestra problema como la estandar con la dilucion apropiada de conjugado.

A continuacion se procede a diluir las muestras en la solucion de conjugado en diferentes
proporciones: dependiendo de la hormona a determinar. En el caso de testosterona y
androstenodiona se afiaden 75 pl de muestra que se diluyen en 75 pl de conjugado en un tubo de
ensayo de cristal de 25 x 70 mm y se homogeiniza cuidadosamente mediante un vortex. Se utilizan
50 p! de esta solucion junto con 50 ul de tampon EIA para tapizar los pocillos de la placa de

poliestireno.

Cuando se determina estradiol-17B, €l extracto que se evaporé en el tubo, se rediluye con
150 pl de la dilucién de conjugado. El procedimiento del tapizado es el mismo, teniendo en cuenta

la buena redilucion del extracto mediante una agitacion enérgica.

En el caso de la determinacién de los glucocorticoides cortisol y corticosterona, el
procedimiento es similar al anterior, rediluyendo el producto de la evaporacion en 150 i de

conjugado.

El tiempo que transcurre desde el tapizado del primer pocillo al Gitimo, no debe
sobrepasar los 10 minutos, debido a que las vaniaciones de absorbancia observadas en la
determinacion de una misma muestra, situada al principio y al final de la placa, pueden alterar la

repetibilidad de la técnica de analisis.

Las muestras estandar y problema se determinan por duplicado, distribuyéndose en la

placa representada en el siguiente dibujo, que incluye una primera y dltima fila, denominadas E,,
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donde se ha afladido inicamente conjugado

DISTRIBUCION DE LA PLACA PARA ELISA DE COMPETICION
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Las placas se sellan, incubandose durante un periodo de dos horas a temperatura ambiente

2.6.4.- Separacion de las Fracciomes de Hormona Libre v Unida a los
Anticuerpos Adsorbidos en la Fase Solida

Se realiza por voleado de las placas y posterior lavado con 200 ul de solucion de lavado

por pocillo (tres veces).

2.6.5.- Adicidn del Sustrato y del Cromdgeno

En todos los pocillos de la placa se afiaden 100 ul de TMB, se sella y se incuba veinte

minutos a temperatura ambiente,
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2.6.6.- Frenado de las Placas

Tras el tiempo necesario para que se desarrolle el color del cromodgeno, se produce el

frenado de la reaccion afiadiendo 100 m! de solucién de frenado.

2.6.7.- Lectura de las Placas

Una vez frenada la reaccion del sustrato, se procede a la lectura de la densidad optica del
color desarrollado, para ello empleamos un lector automaticode placas (ELISA) (Bio-Tek), el
cuél mediante fiitros de 450 y 600 nm, realiza una lectura bicromatica eliminando el color

producido por una posible reaccion inespecifica de fondo.

2.6.8.- Procesado de los Resultados

El procesado de los resultados obtenidos en el analisis hormonal, se realiza con la ayuda
de un programa informético disefiado, especialmente para ello, en el Departamento de Informatica
de la Universidad de California (Davis, USA). Para expresar estas concentraciones en las unidades
correctas es necesario la introduccion de un factor de correccion en funcion de la dilucion que

hayamos utilizado.
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3.- Anilisis de Parametros Bioquimicos: Perfil Bioquimico
Las muestras de suero se analizaron utilizando el autoanalizador selectivo de
bioquimica sanguinea HITACH! 747 (Hitachi) en el Departamento de Bioquimica del
Hospital "La Paz" de Madnd. Las determinaciones bicquimicas sanguineas analizadas
fueron las siguientes:
3.1.- Enzimas Séricas

3.1.1.-Aspartato aminotransferasa

o oxobutarato aminotransferasa (ASAT o GOT) EC 26.1.1
(standard of nomenclature), se realiz6 por un método U-V,

expresando los resultados en U/L

3.1.2.- Alanino aminotranferasa

o glutamato piruvato transaminasa (ALAT o GPT) EC 2.6.1.2
utilizando un método colorimétrico enzimatico ultravioleta (U-V),

determinandose la actividada en U/,

3.2.- Productos Metabdélicos

3.2.1.- Urea

Método U-V cinético, método de oxidacion del NADH expresado
en mg/dl.
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3.2.2.- Creatinina

Meétodo de Jaffé cinético, sin desproteinizacion. En solucion
alcalina, ia creatinina forma con el picrato un complejo coloreado.
Se mide la velocidad del desarrollo del color y se expresa en
mg/dl.

3.2.3.- Lipidos

3.2.3.1- Colesterol.

Método colorimétrico y enzimatico (mg/dl).

3.2.3.2- Triglicéridos.

Métodoenzimatico y colorimétrico por hidrélisis enzimética de los

trniglicéridos y determinacion del glicerol formado (mg/dl).

3.3.- Proteinas Totales.

Método colorimétrico, basado en la reaccion del Biuret: en solucion

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

coloreado, los resultados se expresan en g/dl.
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IV ANALISIS ESTADISTICO DE LOS RESULTADOS

El analisis estadistico de nuestros resultados se realizo utilizando el paquete estadistico
BMDP (Biomédical Data Program = Programa de Tratamiento de Datos Biomédicos) (Dixon,
1992) en el Centro de Calculo de Moncloa de la Universidad Complutense de Madrid.

El nivel de significacion de los test estadisticos utilizados fue del 95%, correspondiente

a una p< 0,05.
1.- Andlisis de la Varianza

Se realizd un Andlisis de Varianza con medidas repetidas para cada uno de los parametros
determinados. Esta prueba nos permite comparar, indirectamente, varias medias aritméticas, por
medio de la comparacion directa de sus dispersiones y ademas nos permite comprobar la
influencia que los factores grupo y tiempo tienen sobre nuestros parametros . De esta forma se

determino:

1.1.- Efecto grupo: nos indica si existen diferencias, estadisticamente significativas,

entre los grupos de animales de nuestra experimentacion.

1.2.- Efecto tiempe: nos indica si existe una diferencia, estadisticamente significativa,

entre los diferentes dias de la experimentacion.
1.3.- Interaccién:  nos indica si el efecto dia difiere de un grupo a otro.
2.- Test de Mann-Wittney
Se realizo un analisis de diferencia de medias, ne paramétrico, utilizando el test de Mann-
Witney, dicho test no impone ningiin requisito a la distribucion de las variables. Todos los valores

determinados en nuestra experimentacion se incluyeron para realizar este analisis.
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L Validacidn y puesta a punito e la téonica FLISA Resullados

i.- VALIDACION Y PUESTA A PUNTO DE LA TECNICA ELISA SANDWICIH ¥ DE
COMPETICION

I, Validacion y Puesta n Punto de la Técnica ELISA Sandwich para la Determinacion de

Inmunoglobulina G de Conejo

1.1.- Prueha de Paralelismo

Una premisa importante para poner a punto la tecnica ELISA tipo Sandwich homologo,
fue elegir la dilucion Optima de suero de nuestras muestras que no produjera una saturacion de
proteina en el pocillo, de tal forma que las uniones con el anticuerpo fjado a la fase sohda se

solaparan y se perdiera, de esta forma, precision en la determinacion

Para ello se realizaron diferentes diluciones de las mismas muestras en el tampon de
dilucion elegido (tampdén MOPS), comenzando por realizar la técnica utilizando suero puro para
posteriormente ir diluyendo el mismo 10 veces; asi se efectuaron diluciones 1/10, 1/100, 1/1.000,
000, 17100000y 1/1,000,000, Pruebas posteriores fueron encaminadas a un ajuste fino para

las muestras de nuestro estudio, cligicndose finalmente la dilucion 1/100.000 que nos proporciond

1 10 100 1000

ey Iga/100 pl
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la sensibilidad y repetibilidad necesaria. Asi mismo, se realizd una prueba de paralelismo
enfrentando la curva estandar con las diluciones de nuestras muestras, comprobandose que las dos

curvas eran paralelas.

1.2.- Precision y Repetibilidad

El coeficiente de variacion (% CV) intra-ensayo se determiné valorando los resultados que
nos proporcionaban las mismas muestras en un mismo analisis, mientras que el coeficiente de
variacion inter-ensayo se determiné de la misma manera pero con analisis realizados en diferentes
dias. El % CV intra-ensayo no superé el 3,7%, asi mismo e % CV inter-ensayo no supero el
10%.

1.3.- Exactitud

Los porcentajes de recuperacion oscilaron entre 85-95% (p< 0,05).

1.4.- Sensibilidad

En ésta técnica se determina el limites de deteccion, que en el caso de la determinacion

de IgG de conejo por ELISA sandwich es de 1,60 ng/ml

1.5.- Diluciones Optimas de Anticuerpo y Conjugado

Para determinar las diluciones Optimas, tanto de anticuerpo como de conjugado, se
efectuaron diferentes pruebas hasta elegir la dilucion de trabajo para el desarrollo del ELISA
sandwich, dichas diluciones fueron las siguientes:

* Anti-IgG de conejo producido en cabra: 1/ 15.000

* Conjugado HRP-Anti-IgG de conejo producido en cabra: 1/ 6.000
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2.- Validacion y Puesta a Punto de la Técnica ELISA de Competicién para las Hormonas
Esteroides: Cortisol, Corticosterona, Androstenodiona, Testosterona y 17p-estradiol de
suero de conejo.

2.2.- Diluciones Optimas de Anticuerpo y Conjugado

Los resultados obtenidos tras las pruebas realizadas para calcular la dilucién de trabajo

Optima de anticuerpo para EIA de competicion fueron en cada caso:
X Anti-cortisol: 1/6.000
X Anti-corticosterona: 1/8.000
X Anti-androstenodiona: 1/16.000
X Anti-testosterona: 1/6.000

X Anti 17f-estradiol: 1/2.000

La determinacion de las diluciones 6ptimas de conjugado son un factor critico para una

puesta a punto del método. Los resultados fueron los siguientes:
v Conjugado HRP-cortisol: 1/60.000
¢’ Conjugado HRP-corticosterona; 1/80.000
v’ Conjugado HRP-androstenodiona: 1/160.000

v Conjugado HRP-testosterona: 1/50.000
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v Conjugado HRP-17p-estradiol: 1/20.000

2.3.- Precision y Repetibilidad

Calculo de los coeficientes intra e inter-ensayo. %CV = Desviacion estandard/media x

100. En nuestro caso, los %CV intra ¢ inter-ensayo fueron siempre menores del 10 % para todas

las hormonas estudiadas.

2.4.- Exactitud

Los porcentajes de recuperacion oscilaron en todos los casos entre 85-95% (p< 0,05).

2.5.- Sensibilidad

Se determino de dos formas:

2.5.1.- Limites de Deteccion:

% Cortisol: 3 pg/pocillo

3+ Corticosterona: 15,4 pg/pocillo

3¢ Androstenodiona: 15,4 pg/pocille

1t Testosterona: 6 pg/pocillo

1t 17B-estradiol: 0,3 pg/pocillo
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2.5.2.- Sensibilidad al 50% de union:

%t Cortisol: 58,82 pg/pocillo

1+ Corticosterona: 20,3 pg/pocillo

% Androstenodiona: 12,1 pg/pocilio

i+ Testosterona: 83 pg/pocillo

3+ 17B-estradiol: 8,3 pg/pocillo
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II. Concentraciones séricas de IgG Resultados

IIL. CONCENTRACIONES SERICAS DE IGG

En la Grdfica 1 y Tabla 1, aparecen reflejados los niveles séricos de 1gG de todos los
grupos esperimentales, expresados como media + ESM en mg/ ml. En dicha grafica, se muestran
las diferentes fases de la experimentacion marcandose las tomas de inicio de tratamiento y de

retirada del mismo.

La Grdfica la, nos muestra las concentraciones séricas de la inmunoglobulina en el Grupo
11, tratado con ciclosporina, con respecto al grupo control (Grupo 1), observandose que los
valores del grupo tratado con ciclosporina, mantiene unos valores inferiores durante la fase
experimental, teniendo significacion estadistica en la toma n® 3 (p< 0,05). Sin embargo, en la toma
n° 9, una vez retirado el tratamiento, se produce un incremento en los niveles de IgG del Grupo
I1 con p< 0,001, manteniendose éste incremento en la siguiente toma (p< 0,05), para

posteriormente igualarse a los valores control.

La Grdfica 1b, compara los valores controles con los del grupo de la azatioprina, Grupo
III;, observandose, que ambos grupos mantienen una trayectoria similar, si bien, los valores del
grupo IIL, son inferiores a los controles. En la fase de retirada del tratamiento, sin embargo, se
comprueba que las concentraciones de IgG del grupo tratado con azatioprina continian con
valores inferiores, siendo éstos estadisticamente sigmificativos en la toma n° 9 (p<0,01) y 10 (p<
0,05), aunque la toma realizada a la semana de la retirada del tratamiento, los niveles son

semejantes a los controles.

La Grdfica Ic, en la que estan representados las concentraciones del grupo control,
comparandolas con los tratados con prednisona (Grupe I'V) muestran como, al inicio de la etapa
de tratamiento, aparece una disminucion de las concentraciones séricas de IgG del grupo al que
se le administré prednisona, siendo estadisticamente significativo en las tomas n° 2 y 4 (p< 0,05).
En la fase final de la experimentacion, los valores de 1gG del Grupo IV aumentan, siendo estos
valores estadisticamente significativos en la toma n° 9 (p< 0,05), continuando su incremento hasta

el final de la experimentacion, toma n® 12, donde los valores son semejantes a los del grupo 1.
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I Concentraciones séricas de IgG Resultados

El Histograma I, que compara las concentraciones de los tres grupos de tratamiento,
muestra diferencias estadisticas fundamentalmente, en las tomas n° 9 y 10 de la fase de retirada,

debido a una disminucion de las concentraciones de IgG del grupo tratado con azatioprina.
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Grifiea 1.-  Concentraciones séricas de immunoglobulina (¢ en grupo control (M),
ciclosponina (@), azatioprina (A) y prednisona (V)

Tabla 1.- Concentraciones de inmunoglobulina G sérica (mg/ml).

— ‘[.Z{:I_Ill_r.ﬂ! 2 iclosporina Azatioprina Prednisona
Toma | 540+ 036 321 1054 5,68 £0,39 5,19 = 0,34
Toma 2 583 £036 5.01 £ 0,58 448 + 042 404+042
Toma 3 5,95 = 0,49 3,86+ 045 5,38 + 0,65 4,95 = (.70
Toma 4 6,00 = 0,68 4.92 £ 0,68 5.50 = 0,48 411 = 0,50
Toma 5 5,52 + 0,32 4,92 =045 474 +0.42 5.54 = 1.00
Toma 6 5.05 + 0.60 449 £ 0,54 418 + 0,30 434 1 0,30
Toma 7 4,47 + 0.35 5.40 1 0.64 4,32 + 043 4,02 =053
Toma 8 4,89 = 0,37 3.B0+0.37 3.77+0.32 3,74+£048
Toma 456 = 0,43 6.76 = .64 275030 571 =091
Toma 10 471 +051 6,34+ 0,58 2.95 +0.32 6.00 + 0.45
Toma 11 4,79 1 0,56 4,48 4 0,57 3,38 1 0,35 5.52 +0.86
Toma 12 534+ 042 4.83 + 0,32 4,67 + 0,64 4,53 £ 0,68
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Histograma 1.- Comparacion entre las concentraciones séricas de immunoglobulina (¢ en los diferentes grupos tratados:
ciclosporina (@), azatioprina (&) v prednisona (V).



i1, Concentraciones séricas de glucocorticoides adrenales Resultados

HI. CONCENTRACIONES SERICAS DE GLUCOCORTICOIDES ADRENALES

1.- Corticosterona

En la Grdfica 2 y Tabla 2, aparecen reflejados los niveles séricos de corticosterona de

todos los grupos esperimentales, expresados como media + ESM en ng/ ml.

La Grdfica 2a, compara los valores controles con los del grupe de la ciclosporina,
manifestandose un incremento en las concentraciones séricas de corticosterona en el grupo II,
durante la fase experimental, en las tomas n° 3 (p< 0,01); 4 (p< 0,01); 5 (p< 0,001), y 6 (p<

0,001). En el resto de las tomas no se observan variaciones entre los grupos.

La Grdfica 2b, nos muestra las concentraciones séricas de esta hormona en el grupolll,
tratado con azatioprina, con respecto al grupo control, Grupo I, observandose, un
comportamiento del grupo tratado con azatioprina semejante al grupo de tratamiento II,
apareciendo aumentos estadisticamente significativos en las tomas n° 3 p< 0,001; 4 p< 0,05; 5 p<
0,001; 6 p< 0,05; 7 p< 0,05 y toma n° 8 p< 0,01. Durante toda la fase experimental y ain en la
fase de ratirada del tratamiento, los valores de corticosterona de este grupo tratado fueron
superiores a los controles, aunque estos valores, en la toma realizada a la semana de la retirada,

son semejantes en ambos grupos.

La Grdfica 2c, en la que estan representados las concentraciones del grupo control,
comparandolas con los tratados con prednisona, grupo 1V, se refleja sin embargo, un
comportamiento contrario en este grupo de tratamiento. Los valores del grupo IV son inferiores
durante toda la fase experimental e incluso llegando hasta la toma n® 12. Las diferencias
estadisticas encontradas son: toma n° 3 (p< 0,05); 4 (p<0,001); 5 (p<0,01); 7 (p< 0,05), 8,9y
10 (p< 0,001) y en la toma n® 11 (p< 0,01).

El Histograma 2, que compara las concentraciones de los tres grupos de tratamiento,

muestra diferencias estadisticas fundamentalmente desde la toma 2 hasta incluso la n® 11, siendo
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HI. Concentraciones séricas de glucocorticoides adrenales Resultados

estas diferencias fundamentalmente por la disminucion de los valores de corticosterona del grupo
tratado con prednisona frente a los otros dos grupos de tratamiento, donde los valores estan

incrementados.

2.~ Cortisol

En la Grdfica 3 y Tabla 3, aparecen reflejados los niveles séricos de cortisol de todos los

grupos esperimentales, expresados como media + ESM en ng/ ml.

La Grdfica 3a, compara los valores controles con los del grupo de la ciclosporina, Grupo
1I; indicando unas concentraciones semejantes en ambos grupos aunque el grupo tratado muestra
una diferencia estadisticamente significativa en la toma n® 3 (p< 0,05), aunque los valores de
cortisol del grupo al que se le administré ciclosporina mantienen un ligero incremento durante la

fase expenmental.

La Grdfica 3b, nos muestra las concentraciones séricas de esta hormona en el Grupo 111,
tratado con azatioprina, con respecto al grupo control, Grupo 1, observandose como al comienzo
del tratamiento con el inmunosupresor, las concentraciones del cortisol se incrementan con
significacion estadistica en las tomas n° 3, 4 y 5 (p< 0,001), sin embargo, posteriormente ambos

grupos contintan la misma linea.

La Grdfica 3c, en la que estan representados las concentraciones del grupo control,
comparandolas con los tratados con prednisona, grupolV; no se aprecian variaciones entre dichos

grupos.

E!l Histograma 3, que compara las concentraciones de los tres grupos de tratamiento,
muestra diferencias estadisticas fundamentalmente en las tomas n° 3, 4 y 5, del comienzo de la
experimentacién y también en las tomas n° 8 y 9 fundamentalmente por una disminucion de las

concentraciones de cortisol en el grupo tratado con prednisona.
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Grafica 2.-

Namero de Muastra

Concentraciones séricas de corficosterona en grupo control (W), ciclosporina

(@), azatioprina (&) y prednisona (V)

Azatioprina

24,07+ 4.02
32.83 + 835
4423 £ 397
3854+ 6,87
3730+ 3,27
28.33 £3.75
24 75 + 2,62
3258+592
28,52 = 7.01
27.96 + 3,44
2456+ 4,11

Tabla 2.- Concentraciones de corticosterona sérica (ng/ml).
Control Ciclosporina
Toma 1 1948 + | 59 2218312
Tama 2 1491 +£ 3,16 24 60+ 6.86
Toma 3 T26+2658 2298 + 343
# Toma 4 1535+£270 37.88 ¢ 4,63
L Toma $ 073+ 199 37.03 = 6.08
Toma 6 11,96 + 2,80 45.02 = 4 4%
Toma 7 13,73 + 5,21 20,45 £ 5 95
B Toma 8 1326+ 3,77 21,27+ 420
Toma 9 17,67+ 4,82 14,05 + 3,11
= Toma 10 16,02 £ 6,81 217+ 280
Toma 11 15,35+ 3.45 1265306
Toma 12 1759+ 4,11 11,98 £4 16

_—

21.45 £ 3.89

Prednisona

23,78 + 3,54
10,39 = 3,09
1,58 £ 0.53
3.00 & 1.20
235+ 081
7.56 1 3.74
2,60+ 1,46
0,69+031
0,64 +0.37
0,82 + 0,22
2,15 1 0,71
15,93 3,26

= |
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Girafiea 2 (a, by ¢)-  Comparacién de las concentraciones séricas de corticosterona del grupo
control (M) con los diferentes tratamientos: ciclosporina (®), azatioprina (&)
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Histograma 2.- Comparacion entre las concentraciones séricas de corficosterona en los diferentes grupos tratados: ciclosparina
(@), azatioprina (A) y prednisona (V).
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Grifica 3.-  Concentraciones séricas de cortisol en grupo control (M), ciclosporina (@),
azatioprina (&) v prednisona (W)

Tahla 3- Concentraciones de cortisol sérica (ng/ml).

Control Ciclosporina Azatioprina Prednisona
= s
Toma 1 418 4 .63 5,00 = () 88 4,68 £ 0.55 5.84+ 1,18
Toma 2 5,11+2,03 7.15+ 1,92 635+231 511+ 1,36
Toma 3 1,25+0.46 7.12 1 1.69 15994+ 2 38 2,14+ 0,49
Toma 4 5,00+ 1,98 8.33+2.15 12,19 42,13 335+ 1,76
Toma 5 260 = 0,92 6.76 = 1,87 13,04 + 1,80 3,29 + 1,36
Toma 6 4,70 + 1 75 8.35=1.68 5,17 +0.81 445+198
Toma 7 7.39 4 2.96 7.31+£2.28 740 =171 4727 +247
Toma 8 L1275 727+ 148 845109 3,39 = 0,80
Toma @ 415 =163 6,20 £ 1,93 6,67 £ 130 205 =068
Toma 10 6.77+1.41 383177 5,06+ 132 IATE2TH
Toma 11 5,36+ 1,09 3,34 =083 312 =098 325084
Toma 12 483+ 1,12 3.14+£0.73 3,75+ 1.21

2.39 4 0,70
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Histograma 3.- Comparacion entre las concentraciones sericas de corfised en los diferentes grupos tratades ciclosporina (@),
azatioprina (&) v prednisona (V)



IV. Concentraciones séricas de hormonas esteroides gonadales Resultados

V. CONCENTRACIONES SERICAS DE HORMONAS ESTEROIDES GONADALES

1.- Androstenodiona

En la Grdfica 4 y Tabla 4, aparecen reflejados los niveles séricos de androstenodiona de

todos los grupos esperimentales, expresados como media + ESM en ng/ ml,

La Grdfica 4a, compara los valores controles con los del grupo de la ciclosporina, Grupo
I1; Observandose, como el grupo tratado experimenta un incremento a partir de la toman®3 y
hasta ¢l final de la fase experimental, obteniéndose valores estadisticamente significativos en las
tomas n° 3, (p< 0,05); 4 (p<0,01); 5 (p<0,001) y 9, 10, 11 y 12 (p< 0,001). Como se indica, en
la fase de retirada del tratamiento, los valores del grupo IT continuan elevados incluso en la toma

realizada a la semana del fin del tratamiento.

La Grdfica 4b, nos muestra las concentraciones séricas de esta hormona en el Grupo 111,
tratado con azatioprina, con respecto al grupo control, Grupo 1. Se observan diversas
fluctuaciones en los valores de ambos grupoes, que siguen una trayectoria semejante durante la
fase experimental, excepto en ta toma n° 6 en que aparece un incremento en los valores del grupo

II encontrandose diferencias estadisticas de p> 0,05.
La Grdfica 4c, en la que estan representados las concentraciones del grupo control,
comparandolas con los tratados con prednisona, grupolV; aparecen incrementos en la fase

experimental, siendo estadisticamente significativo en las tomas n° 3 (p< 0,01) y n° 5 (p< 0,001).

El Histograma 4, que compara las concentraciones de los tres grupos de tratamiento,

muestra diferencias estadisticas fundamentalmente en las tomas n° 3, 4 y 5 de la fase experimental.
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IV. Concentraciones séricas de hormonas esteroides gonadales Resultados

2.- Testosterona

En la Grdfica 5 y tabla 5, se encuentran expresados las concentraciones séricas (media
+ ESM) de testosterona de las muestras de los diferentes grupos experimentales, expresadas en
g

ng/ml.

La Grdfica 5a, refleja las variaciones que experimenta el grupo ciclosporina comparandolo
con el grupo L, observando disminuciones en la concentracion de testosterona, fundamentalmente
al comienzo de la fase experimental, siendo estos valores estadisticamente significativos en las
tomas n° 3 y 4 (p< 0,05). Posteriormente, los valores se incrementan, siendo, en la toma n° 9
estadisticamnete significativo {(p< 0,05), para terminar, al final de la experimentacién, con valores

semejantes a los determinados en el grupo control.

En la Grdfica 5b, donde se compara el grupo I con el II1, se aprecian fluctuaciones en
ambos grupos no siendo estadisticamente significativo, excepto en la toma de muestra n° 4, aqui

los valores de testosterona del grupo tratado con azatioprina muestran una disminucion (p< 0,05).

La Grdfica 5c, expresa las variaciones del grupo 1V, comprobandose que en la primera
parte de la fase experimental, los valores de testosterona del grupo tratado con prednisona son
semejantes a los del grupo control; sin embargo, a partir de la toma n°® 7 (p< 0,05) y en la fase de
retirada del tratamiento, las concentraciones de testosterona comienzan a incrementarse,

volviendo a valores semejantes a los del control, en la toma realizada a la semana de la retirada.

El Histograma 5, que compara las concentraciones de los tres grupos de tratamiento, nos
muestra diferencias estadisticas al inicio del tratamiento, fundamentalmente por una disminucion
de las concentraciones de testosterona del grupo tratado con ciclosporina. Por otra parte, en las
tomas 9 y 10, las diferencias entre los diferentes grupos se reflejan en una disminucion de los

valores de testosterona del grupo tratado con prednisona.
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IV, Concentraciones séricas de hormonas esteroides gonadales Resultados

3.- 17B-estradiol

En la Grdfica 6 y Tabla 6, se muestran los niveles séricos de 17B-estradiol (media +

ESM), expresado en ng/ml, de todos los grupos.

En la Grdfica 6a, se expresa claramente, una disminucion en las concentraciones de 17p-
estradiol en los animales del grupo que se trat6 con ciclosporina. El analisis de la diferencia de
medias indico estas variaciones en las tomas n® 3 (p< 0,05), 4 (p< 0,001), 6 (p< 0,001), 7 (p<
0,001) y 8 (p< 0,01). En la fase de retirada, los valores de 17B-estradiol del grupo tratado,
comenzaren a incrementarse con respecto a los controles, siendo estadisticamente significativo
en la toma n° 9 (p< 0,05). En la toma n® 12 éstos se equiparan con los determinados en el grupo

control.

La Grdfica 6b, expresa fluctuaciones semejantes en los grupos control y tratado con
azatioprina no teniendo ninguna diferencia estadistica, excepto en la toma n° 6 y 9 (p< 0,05), con

un incremento en las concentraciones del grupo tratado.

En la Grdfica 6c, expresa, al inicio del tratamiento, toma n° 2, un incremento
estadisticamente significativo (p< 0,01). Sin embargo, los valores del grupo de animales tratados
con prednisona disminuyeron posteriormente, sobre todo en la segunda parte de la fase
experimental, siendo de significacion estadistica las tomas n° 7 (p< 0,05) y 8 (p< 0,01). En la fase

de retirada las concentraciones de ambos grupos se equipararon.
El Histograma 6, que compara las concentraciones de los tres grupos de tratamiento,

muestra diferencias estadisticas fundamentalmente entre las tomas n° 4 y 9 de la fase experimental,

indicando grandes diferencias entre los distintos tratamientos.
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Grifica 4.-

Tabla 4-

R, ————— ——— —————————————

e . ——/—

Toma 1
Toma 2
Toma 3
Toma 4
Toma 3
Toma 6
Toma 7
Toma 8
Toma ¢
Toama 10
Toma |1
Toma 12

Imicio

Retirada

Concentraciones de androstenodiona sérica (ng/ml).

Control

(.24 + 0,05
0.32 + (.06
0.22 +0.05
0.20 + 0.05
0,15+ 0,03
0.31 +0.03
(.34 + 0,06
0,32 = 0.06
0,29 + 0.06
0,35 + 0,09
0,32 £ 0,08
031 = 0.09

13

Concentraciones sénicas de androstenodiona ¢n grupo control (),
ciclosporina (@), azatioprina (A) v prednisona (V).

Ciclosporina Azatioprina Prednisona
0,34 = 0,07 026 + 0,03 023004
024+004 0,24 £ 0,06 0,34 + 0,07
036=003 016 = 0,03 0,46 + 0,04
030004 (0,18 £ 0,06 0,32+ 0,03
0,49 = 008 0.16=0.05 045 +0,02
(.43 £ 0,07 43 £ 0.04 037003
050008 (.34 £ 005 041 +£0,10
0,55+ 0,09 0,42 £ 0,04 036 +0,10
0,69 = (1.0% 0.50+0.09 0,45 £ 0,09
0,61 + 009 0,44 + 0,05 .47 = 0.04
062 + 008 0,45+ 0,05 0,48 + 0,07
0.61 £0.07 042 £0.03 0,49 + 0.09
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Grilica 5.-

Tabla 5- Concentraciones de testosterona sérica (ng/ml)

e ———————————

Control Ciclosporina Azatioprina Prednisona
_— —
Toma | 0,51 £0,07 0.49 1 0,08 0,48 = 0,08 (.49 + () 08
Toma 2 037+ 0.06 0,37+0,10 0,44 + 0,06 0,38 + 0,09
Toma 3 0,37+0,07 0.17=0,03 0,45=0,07 0,401 0,07
Toma 4 041 +£0,05 .22 = 0.06 0,21 £0,07 0,38 + 0,05
Toma 5 0,29 + .08 0,23 £ 0.06 323 0,08 0,37 +£0,00
Toma 6 0,39+ 0,07 0.30 1 0,07 0,52+ 0,08 0,39 £ 0,07
Toma 7 (0,28 £ 0,05 0,31 + 0,09 0.32+0,08 0,47 £ 0,00
Toma 8 0,31 0,05 0.36 + 0,08 047 +0.10 0,36 =009
Toma 9 0,30 = 0,06 0.55 0,09 0,23 £ 0,05 0,48 + 0,10
Toma 10 0,35+ 0,08 039 =008 0,23 £ 0.05 045+ 007
Toma 11 0,47 £0,07 0,58 + 0,08 0,51 £0,09 (0,56 % (1,05
Toma 12 (.43 008 0,46 £ 0,09 0.47 + 0,09 (0,44 £ (1,08
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Tabla 6.- Concentraciones de 17B-estradiol sérica (ng/ml).
Control Ciclosporina Azatioprina
Toma | 0,30 + 0,02 0,27 + 0,05 0,27 + 0,02
Toma 2 0,25+ 0,02 0,25 0,06 031=003
Toma 3 0.31+£0,03 0,23 =0,02 0362003
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Toma 8 0,29 + (0,04 0.13 0,05 0,23 0,04
Toma 9 0,30 =004 0,42 =003 0,39 £ 0,02
Toma 10 030004 0,39+004 0,34 + 0,01
Toma 11 0,28 + 0,05 038 4 0,05 0,31 +0,02
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(017 =007
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031002
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V. Parametros Bioquimicos Resultados

V. CONCENTRACION DE PARAMETROS BIOQUIMICOS: PERFIL BIOQUIMICO
1.- Pruebas de Funcienalidad Hepatica
1.1.- Pruebas Basadas en la Actividad Enzimatica:

En la Grdfica 7 y Tabla 7, se muestran los niveles séricos de ASAT (media + ESM),

expresado en U/, de todos los grupos.

En la Grdfica 7a, expresa, diversas fluctuaciones en los grupos control y tratado. En la
fase experimental se observa un incremento en las concentraciones de ASAT del grupo 11, tratado
con ciclosporina, siendo estadisticamente significativa en las tomas n° 4 y 6 (p< 0,01). Sin
embargo, tanto al inicio del tratamiento como en ¢l periodo de retirada, los niveles de ASAT del
grupo II, se encuentran por debajo del grupo contol, encontrandose diferencias estadisticas n® 2

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

La Grdfica 7b, expresa fluctuaciones semejantes en los grupos control y tratado con
azatioprina, aunque, aparecen diferencias estadisticas en las tomas n° 2 (p< 0,01) v en la fase final
del tratamiento , tomas n° 8 (p< 0,05) conun incremento enos valores de ASAT del grupo tratdo
con azatioprina. Sin embargo, en el periodo de retirada, los valores de ASAT se vuelven a

incrementar sindo de significacion estadistica en las tomas de muestran® 10y 11 (p< 0,05).

En la Grdfica 7¢, donde se observan los valores del grupo de animales tratados con
prednisona comparandolos con los controles. Los estudios estadisticos indican que el grupo
tratado mantiene valores superiores a los controles con diferencias estadisticas en las tomas n° 5
(p< 0,05), 6 (p<0,01), 7, y 8 (p< 0,001). Sin embargo, la muestra n° 2 tiene unos valores de la

actividad de la enzima, inferiores a los del grupo control (p< 0,01).

El Histograma 7, que compara las concentraciones de los tres grupos de tratamiento,

muestra diferencias estadisticas en varios momentos de la experimentacion fundamentalmente por
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V. Pardmetros Bioquimicos Resultados

la disminucion de los niveles de ASAT del grupo tratado con ciclosporina.

La Grdfica 8 y la Tabla 8 ilustran los niveles séricos de ALAT, las concentraciones

(media = ESM) se expresan en U/l.

En la Grdfica 8a, se aprecia un incremento en los valores de ALAT del grupo II ( tratado
con ciclosporina) durante la fase experimental, sin embargo los resultados de! analisis estadistico,

revelan diferencias en las tomas n° 6 y 9 con una p< 0,05 .

La Grdfica 8b, expresa los resultados obtenidos en las determinaciones de ALAT de los
grupos control y tratado con azatioprina, indicando, al igual que en la grafica anterior un ligero
incremento en los valores de los animales tratados, siendo de valor estadistico en las tomas n° 3

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

En la Grdfica 8¢, Los valores del grupo de animales tratados con prednisona se
incrementan, fundamentalmente en la segunda parte de la fase experimental, siendo de
significacion estadistica las tomas n° 7 y 8 (p< 0,05). En la fase de retirada las concentraciones

de ambos grupos se equipararon.
El Histograma 8, que compara las concentraciones de los tres grupos de tratamiento,

muestra diferencias estadisticas fundamentalmente entre las tomas n° 3 y 6 de la fase experimental,

indicando grandes diferencias entre los distintos tratamientos.
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Grifica 7.-  Concentraciones seéricas de AST en grupo control (W), ciclosporina (@),

azanoprina ( A) v prednisona (V).

Tabla 7.- Concentraciones de AS'T sérica (ng/ml)

Control Ciclosporina Azatioprina Prednisona
Toma l 2262+ 188 22861293 21,00 1,99 1943 +£272
Tema 2 21,77 + 0,89 17,14 £ 1,40 2722+ 1,56 1586+ 203
Toma 3 23,15+ 1,52 1771+ 136 2700 1,69 21,29+727
Toma 4 17,15+ 1,10 24,25+ 2 65 1956143 17.14= 1,30
Toma 5 15,38 + 0,84 19,29 + 2.87 1656+ 1,00 22.50+467
Toma 6 1454+ 121 23,57 £ 3,05 1478+ 123 21.83+2.82
Toma 7 1931 + 1,48 22.00 + 3,44 2056+ 0,96 3443 +498
Toma 8 18.85 + 1.34 17.00 + 0,34 22674132  3225+5.14
Toma 9 21,38+ 1,54 1486+ 180 24 89 = 1,01 27.00£3,14
Toma 10 185,47 % 2 96 12,50 +0.67 2075+ 192 21,33 £ 1,98
Toma 11 1935+ 1,43 15,29+ 226 2497 +£ 1,80 2471 £2.76
Toma |2 22.97 + 1.87 18,29 + 2,31 2376+ 1718 2271 =160
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Mmero de miestra

Concentraciones séricas de ALT en grupo control (M), ciclosporina. (@),
azatioprina (&) y prednisona (V).

Concentraciones de ALT sérica (ng/ml)

Control

20,63+ 1,11
21,10 % 1,55
2420+ 1,62
2210+ 2,14
2230 + 1.82
19,80+ 1,62
2230+ 151
20.60 = 1,81
2260 = 1,43
21.60 + 1,81
21.50 £ 1,40
20,80 & 1,50

21 1422 83
ZILTI 21T
24435+ 246
28,00 + 2,66
27,14 £ 3,16
2729+£328
2429272
2520+ 265
2817 +240
2217239
25002176
18.57+134

Ciclosporina

_— oo

Azatioprina

Prednisona

2167 1.63
24,00 £ 327
30,50 = 2,69
26.20=2.89
28.00=3.74
2500 £ 3,08
27.67 £ 4.06
28.00 + 3,61
30,20+ 2,22
28.00 £ 4,00
26.54 £ 2,89
22.78 + 3,25

22,29 092
17.86 = 1,61
18,71 £ 267
17.00 + 1.62
18,17 £2.27
18,00+ 246
J0.804 1.50
27.75 1 1,65
2780+£2.71
27,50 £ 419
22.83 + 2,15
20,57 +1.31
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V. Pardmetros Biogquimicos Resultados

1.2.- Pruebas Basadas en Funciones Bioquimicas Especificas

1.2.1.-Pruebas del Metabolismo de Proteinas: Proteinas Totales

En la Grdfica 9 y Tabla 9, se muestran los niveles séricos de proteinas totales, como

media + ESM, expresado en g/dl, de todos los grupos experimentales.

En la Grdfica 9a, se representan las concentraciones séricas de proteinas totales de los
grupos control y tratado con ciclosporina. La estadistica realizada indica diferencias en las tomas

n° 8 (p<0,01), 9, 10, y 11 (p< 0,001) con un incremento de los valores del grupo tratado.

La Grdfica 9b, expresa fluctuaciones semejantes en los grupos control y tratado con
azatioprina existiendo una diferencia estadistica en Ia toma n® 9 por disminucion de los valores

del grupo tratado.

En la Grdfica 9c, las concentraciones del grupo IV, muestran un patron semejante al
tratado con ciclosporina. El estudio estadistico de diferencia de medias indica un incremento,
estadisticamente significativo, en los valores del grupo tratado, desde la toma n° 5 (p< 0,05), 6

(p< 0,01) y desde la toma n° 7 hasta la 11 con una significacion de p< 0,001.

El Histograma 9, que compara las concentraciones de los tres grupos de tratamiento,

muestra diferencias estadisticas fundamentalmente desde la toma n® 5 hasta lan® 12.

1.2.2.- Pruebas del Metabolismo de Lipidos: Colesterol y Triglicéridos.

La Grdfica 10 y la Tabia 10 reflejan las medias = ESM de las determinaciones séricas de

colesterol total (mg/dl}) en los grupos del estudio.

Enla Grdfica 10a, se representa las concentraciones del grupo I junto con las del grupo

II. Ambos grupos sigen una trajectoria semejante, observandose , en la fase de retirada del
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tratamiento, diferencias estadisticas, con un incremento en los valores del grupo tratado con

ciclosporina en las tomas n° 9, 10 y 11 (p< 0,01).

La Grdfica 10b, expresa fluctuaciones semejantes en los grupos control y tratado con

azatioprina no teniendo ninguna diferencia estadistica.

En la Grdfica 10c, Los valores de colesterol del grupo de animales tratados con
prednisona, comparandolfios con los controles y tras el estudio estadistico de diferencia de
medias, hay que indicar que las concentraciones determinadas en el grupo IV son superiores
durante doda la experimentacion, excepto en la primera y dltima toma, en el resto se han

determinado diferencias en las tomas n° 2 (p< 0,05); 3 y 4 (p< 0,01); Sa 11 (p< 0,001).

El Histograma /0, que compara las concentraciones de los tres grupos de tratamiento,
muestra diferencias estadisticas en casi todas las tomas fundamentalmente por los incrementos

producidos en las concentraciones de colestero! del grupo tratado con prednisona..

La Grdfica 11 y la Tabla 11 muestran los niveles (media £+ ESM) de triglicéridos
expresados en mg/dl de los grupos I, II, Tl y IV,

En la Grdfica 11a, donde se representan las concentraciones de triglicéridos de los grupos
control y tratado con ciclosporina, se observa un incremento en los valores del grupo tratado
durante toda la fase experimental y agn en la fase de retirada hasta la toma n° 11. El analisis
estadistico de diferencia de medias, revela diferencias estadisticas entre lastomasn®3 y 11 de la

experimentacio

La Grdfica 115, expresa fluctuaciones semejantes en los grupos control y tratade con

azatioprina no teniendo ninguna diferencia estadistica.

En la Grdfica 11c, Los valores del grupo de amimales tratados con prednisona muestran

un perfil semejante a los tratados con ciclosporina, apareciendo diferencias estadisticas desde la
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toman®3 hastalan®11.

El Histograma 11, que compara las concentraciones de los tres grupos de tratamiento,
muestra diferencias estadisticas durante casi todas las tomas debido fundamentalmente a los
incrementos producidos en las concentraciones de triglicéridos de los grupos tratados con

ciclosporina y prednisona.
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Grifica 10.- Concentraciones sénicas de colesterol en grupo control (W), ciclosporina.

(®), azatioprina (&) y predmsona (V)

Tabla 10.-  Concentraciones de colesterol sérica (ng/ml)

Control Ciclosporina Azatioprina Prednisona
Toma | 46.90 + 426 56.50  8.83 4822+377 5629+ 962
Toma 2 48,36 = 3,84 43,50 = 7,54 54560 +6,19 66,00 + 7,93
Toma 3 5115+ 287 48.17 £ 6,08 53,22+436  T73,00+7.56
Toma 4 49,46 + 3 .03 46,83 = 6,57 5256+664  67.71+630
Toma 5 51.92 1 4,11 5000 ¢ 698 5244 1 607 9950+ 17,44
Toma 6 49.69 + 4,26 51,33 £ 6,63 §533+£592 1134341951
Toma 7 47.42 + 3,66 52,50 = 7.56 SO78 =51 118,17+ 12,63
Toma 8 50,92 1 3,98 5968 + 637 55,33 +4.78 131,46+ 13,57
Toma 9 5431+ 3,39 78,33 £8.33 S456+5.74 146,17 + 1432
Toma 10 4931 + 338 71,50 = 6,35 S438 608 16267+ 1562
Toma 11 48,57 + 3,12 74,50 + 7.71 51,24 + 467 141,50 + 14,64
Toma 12 4735 = 2.90 4443 =717 5246498  63.00+12.19
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Grifica 11.-  Concentraciones séncas de triglicéridos en grupo control (W), ciclosponina.
(®), azatioprina (&) y prednisona (W)

Tabla 1l.-  Concentraciones de triglicéridos sérica (ng/ml)

C.unlrﬂl Ciclosporina Azatioprina Prednisona
Toma | 94.70 + 9,27 00,57 + 10,48 7463+797 8043+ 1236
Tomsa 2 103,08 + 13,03 123,43 + 21,54 97.89+7.1% 13500+30,17
Tama 3 8815 =964 131,29 = 21 61 7380+ 6,06 160,00 + 30,50
Toma 4 86.08 + 0.54 152,29 + 24.20 75.00 £ 741 145,14 + 15,94
Toma 5 71,62+ 6,53 196,14 + 34,95 67,11 + 4,49 253,83 £ 62,79
Toma 6 84 92 = 11,30 171,71 = 13,76 04,00+ 9,54 245,67 + 27,89
Toma 7 85.46 + 10,76 142,86 = 21 .94 S967+413 36780+ 5447
Toma 8 8942+ 13,55 197,40 + 27,02 83,44 + 8,01 396,57 1 35,68
Toma 9 8708 11,32 25867 = 18,17 72,56 +£5,67 475,00+ 5994
Toma |0 33251172 14517 £ 21,05 T1.BE£533 348833894
Toma 11 87.56 £ 10,56 148,14 + 19,77 7234 £ 567 273,67 L8307

94,57 = 11.23 92,71 £ 6,76 7845 £435 8586+ 1661

Toma 12
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Histograma 11.- Comparacion entre las concentraciones sericas de riglicéridos en los diferentes grupos tratados: ciclosporina
(®), azatioprina (&) y prednisona (V)



V. Pardmetros Bioguimicos Resultados

2.- Pruebas de Funcionalidad Renal

2.1.- Determinacién de Nitrogeno no Proteico en Sangre

En la Grdfica 12 y la Tabla 12 se representan las concentraciones (media = ESM)

encontradas de urea expresadas en mg/dl.

En la Grdfica 12a, se encuentran representadas las concentraciones de urea del grupo
control comparandolo con el grupo tratado con ciclosporina. Los valores delii grupo tratado se
encuentra por encima de los controles desde la toma n° 5 hasta la n® 11. El analisis estadistico
demuestra diferencias significativas en las muestras n° 8 (p< 0,01), 9 (p< 0,001}, 10 (p<0,01) y
11 (p< 0,001).

La Grdfica 12b, expresa fluctuaciones semejantes en los grupos control y tratado con
azatioprina, existiendo diferencia estadistica en la toma n° 3 (p< 0,01), por incremento de los

valores de urea del grupo III

En la Grdfica 12c, los valores determinados del grupo de animales tratados con
prednisona, experimentan un incremento desde la toma n° 3 hasta incluso la fase de retirada, toma

n° 11. El estudio estadistico revela una significacion en dichas tomas con p< 0,01 y p< 0,001.

El Histograma 12, que compara las concentraciones de los tres grupos de tratamiento,
muestra diferencias estadisticas en casi todas las tomas, fundamentalmente por un incremento en

la concentracion plasmatica de urea del grupo tratado con prednisona.

En la Grafica 13 y Tabla 13 se encuentra reflejadas las concentraciones (media + ESM)

encontradas de creatinina, en mg/dl, de los animales de nuestro estudio.

En la Grdfica 13a, estan representados las concentracines de los grupos I y 11,

observandose que ambos muestran un perfil similar aunque en la toma n°® 9, se aprecia un
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incremento en los valores del grupo tratado con ciclosporina que son estadisticamente

significativos.

La Gradfica 13b, expresa fluctuaciones semejantes en los grupos control y tratado con

azatioprina, aungue no se observa ninguna diferencia estadistica (p> 0,05).
En la Grdfica 13c, Los valores del grupo de animales tratados con prednisona muestran
una trayectoria semejante a los otros grupos de tartamiento. el analisis estadistico reveld

diferencias significativas en las tomas n° 8 y 10 con una p< 0,05,

El Histograma 13, que compara las concentraciones de los tres grupos de tratamiento,

solo muestra diferencias estadisticas fundamentalmente, en las tomasn® 7y dela 10ala 11,
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Grifica 12.-  Concentraciones séricas de urea cn grupo control (l), ciclosporina (@),
azatiopring (A) y predmsona (W),

Tabla 12.- Concentraciones de urea sérica (nz/ml)

Control Ciclosporina Azatioprina Prednisona
Toma 1 2238+200 21,09 = 1,51 2311172 23.57+0,94
Toma 2 23.85 % 2.80 2211 % 1,16 2833+132 2634+1.10
Toma 3 24.77 + 2,00 2134+ 121 3278+ 189 29.06+ 0.96
Toma 4 2238+ 1,66 21,60+ 1,18 24,00 = 1,67 26,49 + 0,64
Toma 5 2038+ 125 22.37+1 .61 24.11+195 2640092
Toma6 1977 + 1. 41 2265151 2100=179 28,54 £ 0,94
Toma 7 19,69+ 1,39 21,60 + 1,11 21,44 + 1,48 34,80 + 1,20
Toma 8 1985+ 1.50 24572145 2270k 122 30,54 £ 32 45
Toma 9 20.92 + 1.44 28,60+ 2,02 22224160 37784340
Toma 10 19,00+ 1,20 26,80 + 2,58 20,13 £ 0,85 40,50 + 3,33
Toma |1 21.34+1.03 2670+ 2 28 2345£1.10 ZR.56+3 34
Toma 12 22,45 4 1,10 24,71 + 1,70 2286+ 123 2478+ 1.04
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Concentraciones séricas de creatinina en grupo control (), ciclosporina.

(®), azatioprina (A) y prednisona (V)

Tabla 13- Concentraciones de creatinina sérica (ng/ml)

Control Ciclosporina Azatioprina Prednisona
Toma | 0,68 + 0,05 0,76 = 0,05 0.62 = 0,06 0,76 + 0.04
Toma 2 0784006 0,70 = 0,04 0,77+ 0,02 0,89 + 0,07
Toma 3 078 £0.03 0.79=0.05 0,78 = 0,03 0,77+ 0,06
Toma 4 0,81 1 0,02 073005 0,80 = 0,02 0.76 0,04
Toma 5 0,78 £ 0,04 0,73 £ 0,06 0.80 + 0,02 0.78 + 0.03
Toma 6 0,72 + 0.04 0.76 £ 0,04 0,73+ 0,02 0,70 + 0,04
Toma 7 0,77 + 0.04 077004 0,80 =002 088+ 010
Toma 8 0,78 + 0,03 0,83 + 0,04 0.83 + 0,02 0,86 + 0,06
Toma 9 0,82 1,03 1.05 % 0.08 0.85 < 0,02 0,84 + 0,07
Toma 10 0,83 + 0,01 0.90 + 0,05 0.83 = 0,03 0,94 + 0,08
Toma 11 0,82 £ 0,03 0,91 +0,08 0,81 £ 0,02 0,93 1 0,05
Toma 12 0,78 +0.02 0,79 0,06 0,78 + 0,02 0,79 + 0,07
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Discusion

1.- Eleccion de la especie animal y de los farmacos inmunosupresores

Durante la elaboracion del protocolo experimental, se eligié el conejo (Oryctolagus
cuniculus), en primer lugar, por ser un animal de facil manejo y con gran accesibilidad a los
vasos sanguineos. Por otro lado, nuestro Departamento dispone de un animalario en el que
las habitaciones est4n especialmente preparadas para el alojamiento de esta especie y existe
un control periddico de las condiciones ambientales y sanitarias, de acuerdo con ¢l RD
223/1988, para la experimentacion animal. Ademas, el conejo es un animal de
experimentacion ampliamente utilizado en estudios inmunolégicos, particularmente los que
tratan sobre la respuesta humoral frente a un estimulo antigénico (Kraus ef al., 1984), asi
como por ser un animal de eleccion como productor de anticuerpos policlonales (Silvan,

1991; Illera et al., 1992).

Por otra parte, la revision bibliografica realizada sobre el efecto de los farmacos
inmunosupresores en diferentes especies, nos indicé que el conejo es un animal muy
utilizado para el estudio del metabolismo de diversos compuestos, entre los que se
encuentran la prednisona y la ciclosporina, asi como para el esclarecimiento de ciertos
efectos secundarios de algunos de ellos (ciclosporina). Ademas, también se utiliza ei conejo
en investigaciones sobre el trasplante de 6rganos, donde se les administran sustancias

inmunosupresoras como la azatioprina y/o ciclosporina y/o corticoides.

Para estudiar la patogénesis de la aterosclerosis coronaria acelerada Kuwajara et al.
(1991) utilizaron, como modelo animal, ¢l conejo NZW macho. Los animales fueron
trasplantados de corazon y recibieron 10 mg/kg/dia IM de ciclosporina como
inmunosupresor. Thliveris ef al. (1991} utilizaron como modelo animal el conejo para
estudiar los efectos nefrotéxicos de la ciclosporina, comprobando que se producen
alteraciones similares a las provocadas en humanos y siendo mejor modelo que los roedores.
Para un mejor conocimiento de la accion de la ciclosporina sobre el misculo liso de la uretra

y vejiga, Kitani et al. (1996) utilizaron el conejo obteniendo excelentes resultados.
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Tamolang et al. (1995) desarrollaron un sistema enzimatico microsomal hepético,
para determinar los diferentes metabolitos de la ciclosporina A, utilizando el conejo como
modelo experimental y comprobando que los patrones de los metabolitos del farmaco
muestran una gran semejanza a lo observado en la especie humana; estos autores concluyen
estableciendo que se puede utilizar el conejo como modelo para predecir la
biotrasformacion de la ciclosporina A, en el hombre. Para un mejor conocimiento del
metabolismo de la ciclosporina, Pham-Huy et al. (1995) establecieron un modelo in vitro
de microsomas hepaticos o renales procedentes de conejos. Massicot ef al. (1994) valoraron
los efectos nefrotoxicos producidos por la ciclosporina en el conejo, argumentando que

posiblemente sea un animal mds sensible que la rata.

Por todo lo anteriormente expuesto, nos parecié que el conejo blanco de Nueva
Zelanda podria ser el animal de eleccion en nuestro estudio, ya que el sistema enzimatico

microsomal hepatico y renal son semejantes a los de la especie humana.

La eleccion de los inmunosupresores se realizo en base a la terapia utilizada en este
momento como fArmacos de eleccion en el trasplante de 6rganos, esta es la denominada
"terapia triple clasica" que consta de ciclosporina, azatioprina y prednisona. Con este
protocolo, se consigue una inmunosupresiéon adecuada y se disminuyen los efectos
secundarios de cada farmaco por disminucién de la dosis de cada uno de ellos, ya que uno
4 otro se potencian y complementan, Mientras se dispone de abundante informacion sobre
la terapia clasica (Gruber ef al., 1989; Withe, 1994; Wieneke et al., 1996), poco se conoce
sobre los efectos del tratamiento con un solo inmunosupresor, por lo que se quiso ver el
efecto de cada uno de ellos por separado, y poder conocer los diferentes mecanismos de
accién sobre el sistema inmunolégico. También se quiso comprobar si esta diferencia
repercutia de alguna forma sobre el eje adreno-gonadal y sobre el fisiologismo de los
anmimales utilizados en el protocolo experimental ya que la informacion sobre estos puntos

€5 CsCasa.

La dosis de ciclosporina A administrada a los conejos de nuestra experimentacion
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fue elegida tras la revisién bibliografica de diferentes autores, que han utilizado el conejo
en diversos protocolos en que se necesita una dosis de ciclosporina eficaz en la inhibicion
de la respuesta inmune. Asi, en los trabajos de Thiiveris ef al. de 1991 y 1994, en los que
realizan un estudio comparativo entre los resultados obtenidos por diferentes autores, y por
ellos mismos, en tratamientos con ciclosporina a distintas dosis, vias de administracién y
especies animales, concluyen indicando que en el conejo, la dosis efectiva es de 10-15
mg/kg/dia, coincidiendo con los estudios de Neild ef al. (1983) y de Monaco et al. (1988).
En estudios in vivo e in vitro donde se compard el efecto de la ciclosporina A y la
ciclosporina G (a distintas dosis) utilizando el conejo NZW en el trasplante de piel, se
muestro que las dosis de ciclosporina A de 5 y 10 mg/kg/dia por via iv., son las mis
efectivas (Rayat et al., 1993; Nakagawa et al., 1995). Delaere et al. (1996) administraron
a conejos ciclosporina a la dosis de 10 mg/kg/dia, como inmunosupresor efectivo en el
trasplante de triquea. Por los argumentos mencionados en la revision bibliografica, la dosis

utilizada en nuestro estudio fue de 10 mg/kg/dia.

Los trabajos de Fryer et al. (1993) comparando el tratamiento con ciclosporina o
rapamicina (a diferentes dosis) en ¢l trasplante heterotopico de corazén en el conejo NZW,
indicaron que la dosis de 10 mg/kg/dia es efectiva frente al rechazo y no produjo una
alteracion significativa en los parametros bioquimicos analizados. Por otra parte, el estudio
de la concentracion de ciclosporina en sangre, monitorizada por cromatografia liquida de
alta resolucion (HPLC) demostrd que el conejo tratado con una dosis de ciclosporina de 8
mg/kg/dia, alcanzaba las mismas concentraciones en sangre que la dosis terapéutica utilizada
en el hombre (Andersen et al., 1994).

En cuanto a la utilizacion de azatioprina en ¢l conejo, los trabajos encontrados son
escasos; aun asi, Leibowith y Elliott (1966a y 1966b) en estudios realizados sobre la terapia
preventiva del rechazo en trasplante de cérnea en conejos, afirman que la administracién
sistemdtica de andlogos de la purina es capaz de suprimir el rechazo inmunolégico. Sin
embargo, cuando este firmaco se administra durante largos periodos de tiempo, se mantiene

el injerto, pero aparecen efectos secundarios téxicos que hacen prohibitivo su uso. Por otro
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lado, otros trabajos afirman que administrado a dosis 6ptima y a corto tiempo, no causa
efecto téxico v es capaz de disminuir la respuesta inmunolégica al trasplante (Polack, 1965).

Existen pocos estudios, y éstos son controvertidos, en cuanto a la dosis eficaz de
azatioprina, como supresor de la respuesta inmune en el conejo. Después de la revision
bibliografica realizada y siguiendo las indicaciones en la posologia recomendada en humana
para el trasplante de organos (dosis inicial: hasta 5 mg/kg/dia por via iv.; dosis de
mantenimiento: de 2 a 4 mg/kg/dia por via oral) comprobamos que esta dosis es eficaz,
corroborandolo los trabajos de Goldberg y Lance {1972), sobre el trasplante de hueso en
conejo, indicando que es un método efectivo de inmunosupresiéon en conejo. Por todo ello,
se eligio la dosis de tratamiento con azatioprina de nuestro estudio (dosis inicial: 4mg/kg/dia

por via 1.v.; dosis de mantenimiento: de 2,5 mg/kg/dia por via oral).

Ferry y Wagner (1987) estudiaron las caracteristicas de la unién a proteinas de
prednisona y prednisolona en plasma de conejo y hombre y comprobaron que la prednisona
presenta una unién caracteristica lineal en ambas especies. Esto nos indic6 que se podria
utilizar como dosis de eleccion en nuestro protocolo experimental la que recomienda el
laboratorio, para el caso de trasplantes en humanos, Por otro lado, este dato fiie confirmado
por los trabajos de Manthorpe et al. (1975), que utilizaron 2 mg/kg/dia de prednisona en
conejos, para el estudio del efecto de los glucocorticoides en el tejido conjuntivo de los

vasos, siendo dicha dosis la mas adecuada.
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2.- Concentraciones de Inmunoglobulina G del Conejo

La determinacién de las concentraciones plasmaticas de IgG de los animales de
nuestra experimentacion se realiz6 para comprobar si el efecto del inmunosupresor
disminuia ¢l nivel de anticuerpos circulantes. El organismo esta en continua produccién de
anticuerpos frente a una amplia variedad de antigenos ambientales. La produccion y
catabolismo se mantienen en equilibrio, observandose que el catabolismo es proporcional
a la concentracion sérica de las inmunoglobulinas en casi todas las especies (Bell y Fahey,
1964; Sell, 1964). En el conejo este punto no esta muy claro; diversos autores indican que
no hay una correlacion directa entre dichos pardmetros (Humphrey y McFarlane, 1954) y
sin embargo, Catsoulis ef al. (1964) indican un incremento en el catabolismo de IgG en

animales hiperinmunizados.

Al realizar el estudio de los grupos control (grupo I) y tratados con ciclosporina
(grupo 1II), azatioprina (grupo III} y prednisona (grupo 1V) (Grafica y Tabla 1) frente al
comportamiento de éstos en las diferentes etapas experimentales, se comprobd como, en

la etapa inicial, todos los grupos mantienen unos niveles semejantes de IgG.

La ciclosporina, como se indico con anterioridad, ejerce su accion selectivamente
sobre los linfocitos T, responsables de la inmunidad celular, pero a través de esta accion se
produce una disminucién en la formacion de los anticuerpos. La comparacion entre los
grupos [ y II, muestra que las concentraciones del grupo tratado con ciclosporina son
inferiores a los controles durante casi todas las tomas de la fase de tratamiento. Sin
embargo, una vez retirado el tratamiento, se produce un incremento de las concentraciones
de IgG, para disminuir posteriormente hasta que; en la toma realizada a la semana de la
retirada del tratamiento, las concentraciones de 1gG de ambos grupos son semejantes.
Nuestros resultados coinciden con los aportados por Blackham y Griffiths (1991) y Brahn
et al. (1991) comprobando la involucion de la artritis inducida por antigenos en el conejo
y en ratas (respectivamente) tratados con ciclosporina, lo que indico la existencia de una

disminuci6n de la produccioén de anticuerpos. Resultados semejantes obtuvieron Fujita et
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al. (1991), en ratas inmunizadas con BSA y tratadas con ciclosporina, donde se suprimié
la producion de anticuerpos. Estudios similares fueron los realizados por Bussiere ef al.
(1991), Kurunazy y Mark (1993) y Nagamatsu ef al. (1994), donde indicaron que la
ciclosporina disminuyé la produccion de anticuerpos, corroborando los resultados obtenidos
en nuestros animales tratados con ciclosporina ya que se produce una disminucién de las

IgGs circulantes durante la fase de tratamiento.

La azatioprina afecta fundamentalmente a las células inmunologicas que se
encuentren en fase de induccion de la produccién de anticuerpos. El tratamiento
inmunosupresor con azatioprina, refleja una disminucién en las concentraciones de IgG del
grupo III durante toda la fase de tratamiento que se mantiene en la etapa de retirada,
aunque, en la (ltima toma de la experimentacion la concentracién de IgG de ambos grupos
se equiparé. Nuestros resultados coinciden con los obtenidos por Berembaum en 1960, que
compararon, en el raton, los efectos de diferentes sustancias citotoxicas tras la exposicion
al antigeno. En ellos, se comprobé que la 6-mercaptopurina (metabolito activo de la
azatioprina) disminuia el titulo de anticuerpos a los 10 dias de la administracién. Nosotros
hemos comprobado que la disminucion de la concentracion de IgG se produce ya a las 24h
de recibido el tratamiento; tal vez ésto sea debido a la dosis inicial empleada y a la via de
administracion; ademas, la azatioprina es mds activa que la 6-mercaptopurina utilizada en

los ratones.

Por otro lado, Schwartz et al. (1958) utilizando antigenos proteicos, obtuvieron una
inhibicién completa de la sintesis de anticuerpos mediante la utilizacion de 6-
mercaptopurina. En nuestro estudio, la inhibicién de la producioén de anticuerpos no es
completa, debido fundamentalmente a que nuestros animales estuvieron en un ambiente
antigénico normal, ya que no se les expuso a la accién de un antigeno especifico. Por
ultimo, en pruebas que fueron efectuadas en conejo, se comprobé la eficacia inhibitoria de
la 6-mercaptopurina en la fase inductiva de la respuesta inmunclégica, cuyos mecanismos
estan implicados con la sintesis de nucleoproteinas (Sterzl, 1960); sin embargo, el efecto es

limitado cuando los linfocitos estan en reposo (Sullivan et al., 1981; Frey ef al., 1984).
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Estudios recientes utilizan azatioprina o 6-mercaptopurina en la enfermedad de Crohn en
el hombre, indicando que es un tratamiento eficiente en esta enfermedad con origen

autoinmune (Candy ef al., 1995; Pearson ef al., 1995; Bouhnik et al., 1996).

El efecto de los glucocorticoides sobre la sintesis de anticuerpos no parece estar
suficientemente aclarado. Se ha observado en la especie humana que dosis altas de
metilprednisolona producen una pequefia reduccion de IgG como resultado tanto de un
disminucion en la sintesis como de un incremento en el catabolismo (Butler y Rossen,
1973). No obstante, en otros estudios, el mismo firmaco no suprimid la respuesta primaria
0 secundaria de los anticuerpos; sin embargo, redujo el nivel de produccién continuo de
anticuerpos (Butler, 1974). En cuanto a los resultados obtenidos en el grupo de animales
a los que se les tratd con prednisona, podemos indicar que el farmaco produjo una
disminucion de la concentracion de IgG, que fue mas marcada al inicio del tratamiento. De
hecho, la retirada del tratamiento produjo un incremento en la concentracion de IgG, tal vez
debido a un incremento en la sintesis y/o una disminucion del catabolismo de las mismas;
después de 7 dias de haber retirado el tratamiento farmacolégico, los animales presentaron
concentraciones similares a las de los controles, demostrando que, después de la supresion

del tratamiento, el sistema inmunolégico vuelve a su estado normal o fisiologico.

El estudio comparativo de los tres tratamientos (Histograma 1) muestra como en
la toma n° 2 existe una diferencia entre los grupos Il y [V, comprobandose una inhibicién
en la produccion de IgG, mas marcada en los animales que recibieron prednisona y actuando
ésta con mayor rapidez. Sin embargo, en la etapa de retirada del tratamiento, se observan
valores inferiores en los animales tratados con azatioprina, parece ser que el efecto que
provoca su administracion es mas duradero e incluso podriamos decir que ésta tiene un

efecto acumulativo diferente a los otros tratamientos.

De los resultados obtenidos se deduce que el tratamiento inmunosupresor con

ciclosporina, azatioprina o prednisona, produce una disminucién de las inmunoglobulinas
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G circulantes sintetizadas como consecuencia de la exposicion a los antigenos ambientales
en el conejo. Sin embargo, no inhiben completamente la formacion de anticuerpos y la
retirada de los mismos produce la vuelta a la normalidad de las concentraciones séricas de

IgG.
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3.- Efecto de la inmunosupresion sobre el eje adreno-gonadal

Una vez comprobado que los tres inmunosupresores empleados producen la
disminucion de las concentraciones de 1gG en los animales de los grupos tratados, se quiso
comprobar si este hecho ejercia algiin efecto sobre el Sistema Endocrino, fundamentalmente
sobre el eje adreno-gonadal. Por esta razén, se determinaron las concentraciones de las
principales hormonas esteroides secretadas por la corteza adrenal y por el testiculo,
indicadoras de la funcionalidad de dichas glandulas endocrinas. La relacion existente entre
el sistema inmunologico y endocrino ha quedado reflejada en el apartado de Introduccidn,
dejando establecida la intercomunicacién que existe entre los dos sistemas (Grossman,
1984; Blalock, 1989; Ansar Ahmed et al., 1987, Wilder, 1995; Torpy y Chrousos, 1996).
Por ello se analizaron las hormonas esteroides tanto de la la corteza adrenal (corticosterona

y cortisol), como las gonadales (androstenodiona, testosterona y 17p-estradiol).

Hormonas corticoadrenales

La secrecion, por parte de la corteza adrenal, de corticosterona y del cortisol estd
influenciada por multiples factores externos como son: el propio manejo, el ejercicio o la
época del afo. Todos estos factores "estresantes” se intentaron evitar, en la medida de lo
posible, al disefiar el protocolo experimental, por lo que fue utilizado un tranquilizante
(droperidol y fentanilo) (Tillman y Norman, 1983). Las muestras sanguineas siempre se
tomaron a la misma hora (8:00) y en un intervalo total de 30 minutos, para evitar las

variaciones circadianas producidas por la hora de la recogida de las muestras (Illera et al.,
1993)

La corticosterona es el glucocorticoide secretado en mayor cantidad por la corteza
adrenal del conejo (Bush, 1953; Gamjan et al., 1972). Hoffman (1956) estudia, en el raton,
la sintesis hormonal de la corteza adrenal indicando que, en esta especie, predomina la
produccidn de corticosterona, existiendo una marcada indisponibilidad para hidroxilar los

esteroides adrenocorticales en €l C-17. En los trabajos de Conley y Bird (1997), en donde

153



Discusion

se hace referencia a las diferentes rutas metabdlicas de la esteroidogénesis adrenal en
distintas especies, se indica que el conejo produce mayor cantidad de corticosterona por
falta de una de las enzimas, la P 450 17 a-hidroxilasa/17-20 liasa (P 450, ,,), responsable de

la biotrasformacion de la pregnenolona en cortisol.

Los datos aportados por otros autores con respecto a la accién de la ciclosporina
sobre las hormonas corticosteroides son escasos y controvertidos. Stephanou ef al. (1992)
investigaron los efectos de la ciclosporina en los niveles plamaticos de ACTH y
corticosterona, indicando que se produce una disminucion de los mismos, afirmando que
la ciclosporina actfia directamente sobre el eje HPA reduciendo la activacién de dicho eje.
Sin embargo, en nuestro estudio se observa que las concentraciones de corticosterona del
grupo tratado con ciclosporina, muestran que en toda la fase de tratamiento los animales
tuvieron mayores concentraciones de corticosterona frente al grupo que no recibi6 ningiin
tratamiento inmunosupresor (grafica2a). No obstante, la retirada del tratamiento hizo que
los valores de ambos grupos fueron similares. Ademads, las concentraciones de cortisol son
ligeramente superiores a los controles (grafica 3a). Posiblemente, la diferencia entre los
distintos resultados sean debidos a las distintas dosis utilizada y a la especie animal, ya que

los autores anteriormente citados utilizan roedores.

Un comportamiento semejante fue el que tuvieron los animales que recibieron
azatioprina, apareciendo concentraciones superiores durante el tratamiento. En la fase de
retirada, los animales del grupo III continuaron manteniendo niveles superiores a los
controles pero no hay diferencias estadisticas (p>0,05). Por otro lado, se observa un
incremento en la produccion de cortisol, en el grupo tratado con azatioprina al inicio del
tratamiento, posteriormente, estas concentraciones se hacen similares a las determinadas en

el grupo control.

Por otra parte, diversos autores han puntualizado la importancia de uno de los
efectos secundarios mas frecuentes en Ia terapia con ciclosporina (Ryftel ef al., 1986; Grady

etal., 1988; Kiberd, 1989 Laine ef al., 1997) y azatioprina (Kullman ef al., 1996), que es
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la elevacion de la presion arterial cuando se utilizan éstos en tratamientos cronicos.

Existen diversos trabajos donde se intenta explicar el efecto de la ciclosporina sobre
la tension arterial. Parece ser que el farmaco produce una disminucién en el flujo renal
(Paller y Murray, 1985; Jackson et al., 1989; Ferguson ef al., 1993; Laine ef al., 1994;
Laine y Helberg, 1995; Laine ef al., 1997), lo que provocaria una respuesta en el
organismo, produciendo posteriormente un incremento en la presion arterial. El mecanismo
por el cual se produce este efecto es porque, cuando la presion arterial disminuye, el flujo
sanguineo que llega al rifion también decrece, provocando una sefial en las células del
aparato yuxtagiomerular para que secreten la enzima renina. Esta enzima pasa a la sangre
y activa la produccién de angiotensina I, que a través de la accién enzimatica se transforma
en angiotensina I, la cual tiene un efecto vasoconstrictor actuando directamente sobre el
rifidn y provocando una disminucion en la eliminacion de liquidos, aumentando la volemia,
y por lo tanto, incrementando la presién sanguinea. Ademas, la angiotensina I1, ¢jerce su
accion estimulando las células de la corteza adrenal, produciendo un incremento en la
secrecion y liberacion de aldosterona, la cual actuard, en ltimo término, elevando la presion

sanguinea (Guyton, 1988).

Ademas, segtn los trabajos in vitro en células adrenales de rata, de Mazzocchi et
al. (1994), la ciclosporina a concentraciones medias, produce una estimulacion de la
angiotensina II, provocando la conversién de corticosterona en aldosterona. Como la
ciclosporina produce un incremento de angiotensina II, ésta induce a una elevacion de los
niveles de ghucocorticoides (Wan ef al., 1996; Andreis et al., 1998), debido a un efecto
directo en la secrecion adrenal (Yiny Yang, 1996), lo que coincide con nuestros resultados

(gréaficas 2a y 3a).

Hestin et al. (1997) estudiando los mecanismos de produccién de hipertension en
pacientes tratados con ciclosporina o azatioprina, indicaron que al inicio del tratamiento
aparece un incremento en los niveles de angiotensina 11; sin embargo, posteriormente €stos

permanecen bajos, al igual que los de renina, confirmando que en tratamientos agudos se
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produce una disminucién del flujo sanguineo y de la presion arterial, coincidiendo con

nuestro protocolo experimental.

En los animales de los grupos tratados con ciclosporina y con azatioprina, aparece
un incremento en la produccidon de corticosterona, tal vez debida a los mecanismos
anteriomente expuestos, coincidiendo con los incrementos en la produccion de angiotensina
IT producidos por la ciclosporina indicados por Mazzocchi ef al. (1994); ademss,
posteriormente las concentraciones de los corticoides se mantienen en un nivel semejante
al de los controles, debido a la propia regulacion del organismo por la disminucion de renina

y angiotensina observada por Hestin et al. (1997) y a la retirada del tratamiento.

Es posible también que el incremento de la actividad de la glindula adrenal pueda
producirse por un incremento en la actividad del eje hipotalamo-hipéfisis-adrenal. La
disminucion del flujo sanguineo afecta a las células hipotalamicas, esto provocara su
estimulacién y liberacion de CRH, que actuara produciendo la secrecion y liberacion de
ACTH al torrente circulatorio, esta ultima actuaria sobre la glandula adrenal provocando
un incremento en la secrecion de los glucocorticoides e, incluso, de la aldosterona (Wilder,
1995).

Otra explicacion al incremento de los glucocorticoides puede ser que como se sabe,
la IL-6 es un potente estimulador de la secrecion de los glucocorticoides adrenales a través
de la activacion del eje HPA. Ademis, la angiotensina II estimula la produccion de IL-6
(Lyson y McCamm, 1992}, por lo que se puede deducir que la ciclosporina origina un
incremento en la liberacion de glucocorticoides como consecuencia del efecto que provoca
sobre la angiotensina II (Mazzocchi ef al., 1994). Este hecho coincidié con los resultados
obtenidos en las concentraciones de corticosterona del grupo tratado con ciclosporina. De
esta forma, se comprueba que todos estos mecanismos se interrelacionan, y tienen puntos

en comun, como son el sistema inmune y el neuroendocrino.

Parece ser que ¢l tratamiento con ciclosporina y azatioprina ejerce un efecto
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estimulante de 1a zona cortical de la glandula adrenal; sin embargo, el grupo tratado con
prednisona,present6é un comportamiento contrario, observindose una disminucién en las
concentraciones séricas de corticosterona durante la fase de tratamiento y ain en la de
retirada, hasta la toma n® 12 (7 dias después de retirado el farmaco) donde llegaron a
equipararse los valores de ambos grupos. Las concentraciones de cortisol del grupo de
animales a los que se les administré prednisona fueron ligeramente inferiores en algunas
tomas de la fase de tratamiento y de la fase de retirada del mismo, aunque el estudio
estadistico no reflejo diferencias significativas (p>0,05) (graficas 2¢ y 3¢). Esta disminucion
en la producién de corticoides adrenales se podria explicar por que la prednisona inhibe la
producion de glucocorticoides endogenos por un efecto de retrofuncionalidad negativa
sobre el gje hipotalamo-hipéfisis-adrenal cuyo resultado final es la disminucion de la sintesis
de glucocorticoides; este hecho lo demuestran tambien los trabajos de Hirano ef al. (1991),
que indican que el tratamiento con prednisona disminuye la concentracion de cortisol (en

humanos) fundamentalmente en el periodo de acumulacion de dicho farmaco.

Por otro lado, los glucocorticoides actiian sobre los macréfagos inhibiendo la
sintesis de [1.-1 (Guillis, ef @, 1979, Palacios y Sugawara, 1982); esta inhibicién producira
una disminucién en la secrecidn de corticoides adrenales (Brown y Blalock, 1990)
coincidiendo con el efecto que produce el tratamiento con prednisona sobre las
concentraciones séricas de corticosterona. Ademds, con estos resultados podemos
comprobar como una "alteracién” en el sistema inmune se refleja o manifiesta a nivel

adrenal.

Por todo lo anteriormente expuesto, podemos indicar que los tratamientos
inmunosupresores con ciclosporina y azatioprina incrementan las concentraciones de los
glucocorticoides adrenales; esto es debido al efecto de los farmacos sobre la presion arterial
y mas directamente sobre la accion en la sintesis de la angiotensina II y la accién que
producen sobre la interleucina 6. El efecto contrario se produce en los animales tratados con
prednisona, fundamentalmente por actuar inhibiendo el eje HPA y por su accion sobre la

IL-1. De esta manera, se constata la relacion existente entre el sistema inmune y el eje
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hipotalamo-hipéfisis-adrenal, considerandose la corteza adrenal un punto importante de

integracion entre los sistemas inmune y neuroendocrino.
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Hormonas gonadales testiculares

La funcion reproductora de los conejos machos se puede determinar por el andlisis
de las concentraciones séricas de las hormonas esteroides gonadales: testosterona,
androstenodiona y 17B-estradiol. Sin embargo, los cambios que se pueden producir en la
secrecién de dichos esteroides cuando se produce una inmunosupresion no estan
completamente aclarados. Por ello, parece interesante, determinar las concentraciones
séricas de los andrégenos y estrogenos durante la actuacion de diferentes farmacos, cuyo
efecto es provocar inmunosupresion (Graficas y Tablas 4, 5 y 6), y de esta forma, precisar
las posibles alteraciones en la funcion gonadal de los animales tratados, asi como establecer

la intercomunicacion entre el eje adreno-gonadal.

En el estudio de los valores hallados de los andrégenos testiculares se comprueba
que las concentraciones de androstenodiona (metabolito precursor de la testosterona) de
los animmales tratados con ciclosporina se incrementan (en la etapa de tratamiento e incluso
en la fase final de retirada del mismo). Por el contrario, el estudio de los perfiles de
testosterona sefiala una disminucion de las concentraciones (grafica 5a), pero en este caso
los valores se incrementan en la etapa de retirada del tratamiento. Este hecho se explica
porque la produccion de testosterona esta regulada, en primer término, por el eje
hipotalamo-hipdfisis-génada. La LLH hipofisaria se secreta bajo la influencia de la GnRH del
hipotalamo, produciendo el estimulo de las células de Leydig testiculares, via cAMP, para
que se secrete y libere testosterona (Illera et al., 1995). El incremento de los niveles de
testosterona plasmatica provoca una sefial de retrofuncionalidad negativa inhibiendo la
secrecion de LH (Woodman, 1997). Por todo lo anteriormete expuesto, se puede indicar
que la supresion de la secrecion testicular de testosterona se debe a una alteracion del eje
hipotalamo-hip6fisis-gonada, debido a un efecto de retrofuncionalidad negativo sobre ¢l

mismo al aumentar las concentraciones séricas de androstenodiona.

Ahora bien, en la esteroidogénesis testicular ocurren una serie de reacciones

enzimaticas donde a partir del colesterol y mediante la accion de diversas enzimas
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pertenecientes al sistema enzimético citocromo P450, van a dar lugar a los esteroides
responsables de la funcionalidad reproductora. Al parecer, lo que sucede en nuestros
animales tratados con ciclosporina es un blogueo en la esteroidogénesis en el paso donde
se produce la conversion de la androstenodiona en testosterona, posiblemente por
inactivaciéon de la enzima 17 B-hidroxiesteroide deshidrogenasa; por este motivo, sc
produce un incremento de sustrato que aparece reflejado en las concentraciones sanguineas
de androstenodiona. Por otro lado, existe una disminucion de la conversion en testosterona,
como han indicado Conley y Bird (1997) en un trabajo de revision reciente aunque, sus

estudios se realizaron en otra especie animal.

Otro argumento para poder explicar la disminucién de las concentraciones de
testosterona es el aportado por Sikka ef al. (1988), que indican que el hipogonadismo
hipogonadotrépico inducido por ciclosporina, que produce una disminucion de la
testosterona sérica, es debido a que la ciclosporina puede producir una supresion del eje
hipotalamo-hipGfisis mas que por una inhibicion directa a nivel testicular. Existen trabajos
en donde indican que los niveles de LH, en ratas tratadas con ciclosporina aumentan
(Seethalakshmi et al., 1990) y otros, sin embargo, indican una disminucion (Koyle et al.,
1986; Rajfer ef al., 1987), no pareciendo estar claro este concepto. Trabajos posteriores
(Krueger ef al., 1991) argumentan que estas diferencias son debidas a un efecto dosis-
dependiente de la ciclosporina, indicando que la ciclosporina produce una disminucion de
la capacidad de union de los receptores de LH testiculares, reduciendose la capacidad
testicular para responder tanto a niveles normales como elevados de dicha hormona.
Ademas, sugieren que la ciclosporina afecta a nivel del sistema enzimatico del citocromo
P450 testicular, por lo que la ciclosporina provoca una alteracion en la esteroidogénesis
(donde la actividad de este sistema enzimatico es fundamental). Este hecho parece ser que
es lo que provoca esta disminucién de las concentraciones de testosterona en los animales

de nuestra experimentacion.

En nuestros resultados comprobamos ademas que las concentraciones séricas de

17 B-estradiol se encuentran disminuidas. Efectivamente, la ciclosporina afecta a las enzimas
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responsables de la esteroidogénesis, al menos a nivel de la conversion de androstenodiona
en testosterona por la accién de la enzima P450 17 §- hidroxilasa; por consiguiente, la
conversion de testosterona en estradiolse ve alterada por una disminucion de la

concentracion del sustrato.

Por otra parte, se conoce que la corticosterona, por si misma, puede modificar la
secrecion de testosterona. Elevados niveles de corticosterona aumentan el efecto de
retrofuncionalidad negativo de la testosterona sobre el eje hipotdlamo-hipéfisis-gonadal
(HPG) por un mecanismo que aun no esta aclarado (Woodman, 1997). La disminucion del
comportamiento del macho, como resultado de una exposicion al estrés, se ha explicado
como cambios reciprocos en corticosterona y testosterona y una baja actividad testicular
de la 11 beta hidroxiesteroide deshidrogenasa, enzima que inactiva los glucocorticoides por
conversion del grupo 11-hidroxi a un grupo 11-ceto (Monder ef al., 1994). De acuerdo con
esto ultimo, los animales tratados con ciclosporina respondieron con un incremento en la
produccion de corticosterona y cortisol, por lo que este mecanismo también puede estar
implicado en la disminucidén de la testosterona, corrobordandose la accion de la corteza

adrenal sobre el testiculo.

Contrariamente a lo que sucede con el grupo anterior, el tratamiento de los animales
con azatioprina no produjo ninguna variacion relevante en las concentraciones séricas de
androstenodiona, testosterona, y 17B-estradiol {graficas 4b, 5b y 6b). La azatioprina en el
conejo, a la dosis utilizada, no afecta a la funcionalidad gonadal de forma importante, y no
se comprucba ninguna alteraciéon a nivel esteroidogénico. Sin embargo no hemos

encontrado ningiin dato aportado por otros autores al respecto.

El tratamiento con prednisona produjo un incremento de androstenodiona al igual
que en ¢l grupo de la ciclosporina; sin embargo, las concentraciones de testosterona no
tuvieron variaciones significativas. Mientras que las concentraciones de 17p-estradiol
aparecieron disminuidas (gréficas 4¢, Sc y 6c¢). La causa de estas diferencias la podemos

encontrar en que los glucocorticoides inhiben la funcion testicular tanto in vive como in
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vitro, parece ser que por inhibicion directa con los receptores de LH. Se han identificado
receptores de glucocorticoides en areas testiculares, mas concretamente en las células de

Leydig y parece ser, que pueden actuar a través de sus receptores especificos (Bambinoy
Hsueh, 1981).

Como se ha indicado con anterioridad, los glucocorticoides inhiben la sintesis de
testosterona; sin embargo, €sto no sucede en el grupo tratado con prednisona. La causa de
esta diferencia la podemos encontrar en las distintas acciones de los glucocorticoides
dependiendo de que la dosis sea fisioldgica o farmacoldgica (Chrousos y Gold, 1992). De
hecho, la prednisona inhibe el eje HPA, comprobado por la disminucién de las
concentraciones de corticosterona y cortisol de este grupo. Por lo que, en este caso, dicho

eje no puede afectar a la funcién gonadal.

En resumen, la ciclosporina afecta la funcionalidad gonadal del conejo macho
reflejado por los resultados obtenidos. Ademas, se ponen de manifiesto las relaciones
existentes entre la corteza adrenal y la génada ya que, con este agente inmunosupresor, se
altera la secrecion por parte de la corteza adrenal y ésta provoca un efecto de
retrofuncionalidad sobre el eje HPG modificando la secrecion gonadal. La prednisona afecta
de diferente forma a la gonada, y la posible alteracion que este inmunosupresor puede
producir no se traduce en una disminucién de testosterona. Por los resultados obtenidos
podemos indicar que la azatioprina no afecta la secreciéon de las hormonas testiculares

analizadas, pudiendo no afectar a la funcionalidad gonadal de los animales.
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5.- Pruebas de funcionalidad orgianica

Una vez comprobada la eficacia de los agentes inmunosupresores, quisimos valorar
el estado fisiologico general de los animales de nuestro estudio mediante la realizacion de
diferentes pruebas orgénicas. Para ello, procedimos a realizar un perfil bioquimico de todos
los animales durante los dias de la experimentacion. Los resultados de las pruebas
bioquimicas realizadas se estudiaron clasificandolas dentro de su significacién como pruebas
de funcionalidad de ciertos drganos representativos del fisiologismo general, como son el

higado y el rifion.

Asi, el higado desempefia importantes funciones metabdlicas y toda valoracion
funcional de este drgano depende de su capacidad para realizar estas actividades especificas.
De las diversas pruebas hepaticas basadas en las funciones de dicho 6rgano, en nuestro
perfil bioquimico se han reflejado las siguientes; aquellas basadas en la actividad enzimatica
y en funciones bioquimicas especificas: metabolismo de proteinas y metabolismo lipidico

(Coles, 1986a).

Como pruebas basadas en la actividad enzimdtica, se determinaron ias enzimas
aspartato aminotransferasa (ASAT o GOT) y alanino aminotransferasa (ALAT o GPT).
Sinha y Saran (1972) encontraron en el conejo una correlacion positiva entre el grado de
necrosis hepatica y la actividad ALAT en el suero, aunque en esta especie la enzima
presenta menos especificidad de 6rgano, apareciendo casi la misma actividad en tejidos
como el hepatico y muscular miocérdico (Clampitt y Hart, 1978). Ademéds, la liberacion de
ASAT al torrente circulatorio es significativo de daiio celular, ASAT es poco especifica de
6rgano; sin embargo, la determinacién de ambas enzimas aporta una mayor informacioén
sobre el estado fisiologico del higado (Cornelius, 1989; Hoffmann et al., 1989). Por esta
razon se ha realizado un estudio conjunto de los resultados de ASAT y ALAT (Graficas y
tablas 7 y 8), de los animales de nuestra experimentacion. Comparando nuestros resultados
con los hallados por otros autores referidos al conejo macho (Oryctolagus cuniculus)

incluidos en el Cuadro 1, encontramos que las variaciones en la determinacion de este
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parametro son susceptibles de la metodologia utilizada para ello; por ésto, nosotros nos

basaremos en los valores que representa el grupo control frente a los grupos problema.

En los animales del grupo tratado con ciclosporina aparecen incrementos en la
actividad enzimatica de ASAT en las tomas intermedias de la fase de tratamiento; sin
embargo, en el resto de las tomas, los valores del grupo II son incluso inferiores a los
hallados en los controles. En el caso de la determinacion de los valores de ALAT se observa
un ligero incremento en los valores de los animales tratados, aunque é€stos no presentaron
diferencias estadisticamente significativas (p>0,05), excepto en alguna toma (graficas 7a y
8a). Estos resultados no indican una alteracién en [a integridad del érgano. Aunque
puntualmente pueda haber algtin incremento en la actividad de dichas enzimas, éstos son
pasajeros y de corta duracion; ademas, la retirada del tratamiento conlleva una
normalizacién de los valores. Nuestros resultados coinciden con los reflejados en los
estudios de Fryer ef al. (1993) realizados en conejos sometidos a un trasplante de corazén
y tratados a diferentes dosis de ciclosporina (5, 10 6 15mg/kg/dia), donde indicaron que los
valores de ALAT, ASAT, bilirrubina y fosfatasa alcalina, no mostraron diferencias desde
el inicio hasta el final del tratamiento.

Sin embargo, como se ha indicado con anterioridad, la ciclosporina puede producir
efectos hepatotdoxicos. Kim ef al. (1990 y 1991) realizaron estudios in vivo e in vitro de la
ciclosporina y sus metabolitos asociandolos con los posibles efectos toxicos del farmaco.
En este estudio, los autores utilizan ratas tratadas con ciclosporina a dosis de 7,5 mg/kg/dia
durante siete dias; posteriormente, se analizaron ASAT y fosfatasa alcalina y se realizd un
estudio histoldgico hepatico. Contrariamente a nuestros resultados, los autores concluyen
mdicando que existe una disfuncion hepética en los animales tratados con ciclosporina, con
un incremento en las enzimas analizadas; sin embargo, no se aprecié dafio a nivel
histoldgico en dicho 6rgano (Kim ef al., 1991). A la vista de nuestros resultados, parece ser
que el conejo es una especie mas resistente a los efectos hepatotoxicos de la ciclosporina

que otras; ademds, la actividad detoxicante del hepatocito es diferente en lagomorfos que
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en roedores (Laird, 1974). En los animales de nuestro estudio, se produce un ligero
incremento en los valores de ASAT y ALAT, pero éstos se restablecen rapidamente tras la
retirada del fairmaco, llegando incluso a valores inferiores a los del grupo control. Se ha
indicado que los metabolitos de la ciclosporina son menos toxicos que el principio activo,
y como en el higado se metaboliza practicamente toda la ciclosporina, es posible que ésta
sea la causa de que el dafio hepatico no sea muy importante en la especie estudiada en

nuestra experimentacion (Pham-Huy et af., 1995).

El tratamiento de los animales con azatioprina refleja un incremento en la actividad
enzimatica de ASAT, en la toma realizada al dia siguiente de la inyeccion del farmaco,
mientras que, en las tomas posteriores, ambos grupos mantienen niveles semejantes; sin
embargo, en la fase de retirada comienzan a incrementarse los valores del grupo I hasta
la toma realizada tras una semana de retirado el tratamiento, donde la actividad enzimatica
es semejante a los valores del grupo control. En cuanto a los valores determinados de
ALAT se comprueba, en el grupo 111, que los valores de esta enzima son superiores durante
casi toda la experimentacién, aunque sin significacion estadistica excepto en algunas tomas

(graficas 7b y 8b).

No ha sido posible encontrar referencias bibliograficas sobre el efecto de la
azatioprina en el metabolismo hepatico de los conejos; no obstante, nuestro estudio refleja
una alteracion de la actividad de ambas enzimas, al inicio del tratamiento y un efecto de
acurnulacién o de mantenimiento después de retirado el mismo. Tal vez ésto sea producido
por alguna alteracion de las células hepaticas por el tratamiento debido a la dosis inicial
{4mg/kg i.v.) del inmunosupresor; atn asi, este incremento es insignificante, por lo que el
dafio hepéatico se puede considerar leve, ya que los niveles de ambas enzimas, en la toma
realizada a la semana de la retirada, son semejantes a los analizados en los animales del
grupo control. Como la azatioprina se metaboliza en higado y puede alterar su
funcionalidad, Kromm et al. (1987) recomiendan, en el paciente trasplantado de higado, un
inicio de tratamiento inmunosupresor con ciclosporina para posteriormente cambiar a

azatioprina, por los efectos nefrotoxicos de la ciclosporina en humanos.
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Los valores de ASAT del grupo tratado con prednisona muestran, en este caso, que
la actividad enzimdtica durante la fase de tratamiento se incrementa, para recuperar valores
basales en la fase de retirada. El estudio comparativo de ALAT, indica que los animales
tratados con prednisona mantienen niveles semejantes al inicio de la fase de tratamiento; sin
embargo, a partir de la toma n° 7 se produce un incremento que continia hasta el inicio de

la fase de retirada (graficas 7c y 8c).

A tenor de los resultados obtenidos, se puede afirmar que el tratamiento con
prednisona afecta a la funcionalidad hepatica, en cuanto a la integridad celular, aunque se
va produciendo progresivamente segiin pasan los dias de tratamiento. Los trabajos de
Khalafallah y Jusko (1984), que estudian la distribucién y farmacocmética de la
prednisolona en el conejo, indican que en el higado se produce una interconversion de
prednisolona-prednisona y que ademds aparecen grandes cantidades de glucocorticoides en
la bilis, lo cual indicaria un probable ciclo enterohepatico que afectaria a la normal
distribucion del farmaco; tal vez ésta sea la causa de que la afectacion hepatica se produzca
segun se va administrando el fArmaco, y que se observe un efecto acumulador, ya que la
actividad enzimética continua siendo elevada, después de la retirada del fArmaco. Nuestros
resultados coinciden con diferentes estudios donde se describe una hepatopatia producida

por esteroides (Rogers y Reubner, 1977).

Por ultimo, podemos indicar que los tres inmunosupresores afectan de forma
diferente en cuanto a la actividad de las enzimas hepdticas (histograma 7 y 8)
comprobandose que la ciclosporina tiene un efecto puntual y pasajero sobre la actividad
enzimatica de ALAT y ASAT, no pareciendo estar comprometida la integridad del 6érgano
en el conejo NZW y a las dosis y duracion del tratamiento utilizado. En cuanto al
tratamiento con azatioprina, se puede indicar que provoca una leve afectacion del higado
cuando se utilizan dosis elevadas y como consecuencia de un efecto acumulativo al cabo del
tiempo, restableciedose la alteracion en un periodo relativamente pequefio. El efecto de la
prednisona es mas acusado, comprobandose un incremento en las concentraciones de ALAT

y ASAT que incluso permanecen después de la retirada del tratamiento, lo que indica una
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alteracion celular hepatica.

Valores enzimaticos en el conejo

Cuadro 1

Autores o —' e LAT

Laird, (1972, 1974) 30,3+27,5 49,1 + 20,2

Kozma et al. (1974) 14 -113 U* i7-67U

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

Illera er al. (1992) 23,44 +0,77° U/L 47,43 + 4,46
R T— B — e

a = media = DS; b =Media £ ESM; * = unidades Karmen

167



Discusion

Mediante las pruebas basadas en las funciones bioquimicas especificas del higado,
se puede conocer Ia funcionalidad de éste érgano sobre el metabolismo de las proteinas
(Coles, 1986). Con este propésito se determinaron las concentraciones séricas de proteinas
totales de los grupos experimentales (Grafica y Tabla 9). Con respecto a las concentraciones
de las proteinas totales del grupo tratado con ciclosporina, se observa que durante el inicio
y practicamente toda la fase de tratamiento, no se aprecian cambios en los valores de los
animales tratados; sin embargo, a partir de la toma n° 8 y hasta la n® 11 se incrementan las
concentraciones de las proteinas totales, siendo estas diferencias estadisticamente
significativas (p< 0,05). Finalmente, después de un periodo de siete dias sin tratamiento las

concentraciones de ambos grupos son similares.

Estas variaciones que se producen en los animales tratados con ciclosporina, parecen
ser debidas a un incremento en la sintesis o, posiblemente, a una variacion en el intercambio
proteico tisular y plasmaético, con mayor excrecién de proteinas al torrente circulatorio.
Existe un equilibrio dinamico entre proteinas plasmaticas y tisulares, ya que cada parte
sostiene a la otra si las demandas asi lo requieren (Kaneko, 1989), en el caso de haber
escasez de proteinas plasmaticas el organismo tiende a mantener su concentracion gracias

al aporte de las proteinas tisulares, fundamentalmente de albtmina (Coles, 1986},

El estudio de los valores de las proteinas totales de los grupos control y tratado con
azatioprina, reflejan un patrén similar en ambos grupos durante toda la fase experimental.
Esto indica que dicho firmaco no produce alteracién del metabolismo proteico en esta

especie (grafica 9b).

La variacién mas pronunciada en este parametro se refleja en el grupo tratado con
prednisona. En este grupo experimental, los valores de las proteinas totales se incrementan
progresivamente hasta la fase de retirada del tratamiento; posteriormente, las
concentraciones regresan a niveles basales después de una semana de haber retirado el
tratamiento (toma n° 12). Esta alteracion tan marcada de las concentraciones de la proteinas

totales de los conejos tratados con prednisona también aparecen cuando comparamos los
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distintos grupos de tratamiento, observandose que existen diferencias estadisticamente
significativas (p<0,05) entre los animales del grupo de la prednisona respecto a fos otros dos
tratamientos inmunosupresores (histograma 9). No hemos podido encontrar bibliografia
referente al tratamiento con prednisona en el conejo; no obstante, nuestros resultados
coinciden por los aportados por Moore et al. (1992), donde se indica que el tratamiento con
prednisona en el perro produce un incremento en las concentraciones plasmaticas de

abimina y en las proteinas totales.

Por todo lo anteriormente expuesto podemos indicar que en el conejo NZW tanto
la ciclosporina como Ia prednisona aiteran el metabolismo de las proteinas de nuestros
animales, Ademds, no se restablece la normalidad hasta la semana de retirado el tratamiento,
comprobandose una alteracion en la funcionalidad hepética en el metabolismo de las
proteinas en dichos grupos. Por el contrario, la azatioprina no afecta al metabolismo

proteico llevado a cabo por el higado.

Para evaluar la funcionalidad hepética sobre el metabolisimo de lipidos, sc
determinaron el colesterol total (Grafica y Tabla 10) y los triglicéridos (Grafica y Tabla
11} (Coles, 1986a). El higado interviene en varias fases del metabolismo de los lipidos; entre
ellas, la sintesis, esterificacion y excrecion de colesterol. La esterificacion del colesterol con
acidos grasos es una de las principales funciones del parénquima hepatico (Coles, 1986a).
En el momento de comparar nuestros resultados con los aportados por los diferentes
autores hay que tener en cuenta que el nivel de colesterol esta influenciado por factores
genéticos, la dieta, el sexo, la estirpe e incluso existen variaciones circadianas en los niveles
de colesterol que estan reflejadas en las variaciones que experimentan las hormonas
esteroides (Laird y Fox, 1970). Los valores de colesterol del grupo control coincide con los
determinados por Jones (1975), que obtiene una media de 76 + 1,98 mg/dl y un margen de
50-110 mg/di. Valores semejantes a los del grupo control de triglicéridos, han sido hallados
por otros autores con margenes de 45 -170 mg/dl (Fox et al., 1974) y 93,54 + 0,50 mg/dl
por lllera et al. (1992), con el mismo ciclo de luz/oscuridad y hora de la toma de muestras

en la que se realizé nuestro estudio. Laird (1974) encuentra margenes tan amplios como 7-

169



Discusion

205 mg/dL.

Asi, en los resultados obtenidos se aprecia un incremento en los valores de colesterol
(del grupo tratado con ciclosporina) en la fase de retirada; aunque, en la ultima toma (n°
12), estos valores regresan a concentraciones semejantes a las de los controles. En el mismo
grupo de tratamiento aparece reflejado un incremento en las concentraciones de los
triglicéridos, practicamente en toda la fase experimental y atin en la de retirada, aunque esta
diferencia no se aprecia a la semana de retirado el tratamiento (graficas 10a y 11a). Las
variaciones producidas en el tratamiento con ciclosporina puede ser debido a una alteracion
a nivel hepético, aunque esto se produce fundamentalmente al final de la experimentacion
segiin nuestros resultados. Ademas, los resultados de nuestro estudio coinciden con los
aportados por otros autores que indican que la ciclosporina puede ser potencialmente

aterogénica e incrementar los niveles de colesterol (Henkin et al., 1992).

Las concentraciones séricas de colesterol del grupo de animales que recibid el
tratamiento con azatiopringa, no refleja ninguna variacion con respecto al grupo control,
manteniendo unas concentraciones semejantes y estables durante todas las etapas
experimentales. Un comportamiento semejante es el observado en las concentraciones de
trighicéridos de los dos grupos anteriormente indicados. Estos resultados son indicativos de

que este tratamiento no afecta al metabolismo lipidico de nuestros animales.

Por otro lado, los valores determinados en el grupo tratado con prednisona
experimentan un incremento estadisticamente significativo (p<0,05) en todas las tomas
experimentales, excepto en la toma n® 12, donde los valores son similares a los controles;
es decir, los animales recuperan después de cesar el tratamiento durante una semana (grafica
10¢). Ademas, los triglicéridos séricos, estan incrementados en casi todas las tomas del
grupo de tratamiento con prednisona (p< 0,01). Este parametro es el principal componente
del tejido adiposo y actla como almacén de fuente de energia cuando por alguna causa
disminuye el nivel de ghicidos disponibles (Laird, 1974 ); esto sucede en el tratamiento con

glucocorticoides, produciéndose una acumulacion de glucégeno en el higado sintetizandose
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a partir de la glucosa, por lo que ésta disminuye y se incrementan los triglicéridos en el
plasma. Esto coincide con los datos aportados por Fittschen y Bellamy (1984) en petros
tratados con prednisona, donde se produce un aciimulo de glucégeno intrahepatico que
provoca una hepatomegalia coincidiendo con incrementos de colesterol y triglicéridos en

el plasma.

Efectivamente, se sabe que los glucocorticoides sintéticos producen una alteracion
en el metabolismo lipidico, provocando un incremento de la movilizacién de los depdsitos
grasos y nueva redistribucion de los mismos (Halliwel y Gorman, 1989). Ademss, los
glucocorticoides pueden provocar hepatopatias (Rogers y Reubner, 1977; Fittschen y
Bellamy, 1984). Por ello puede que, estas sean las causas de la elevacidén en las
concentraciones de triglicéridos y colesterol total en suero de nuestros animales. Broyer et
al. (1981) comprueba, en nifios tratados con prednisona, como ésta produce un incremento
en el colesterol y triglicéridos de los pacientes. Segun los trabajos de Henkin ef al. (1992),
los corticoides son potencialmente aterégenos y pueden incrementar los niveles de
lipoproteinas del colesterol y de los triglicéridos. Esto también coincide con lo que indicaron
Williams y Diuhy (1991), sobre la accién de los glucocorticoides sobre el metabolismo
lipidico, aseverando que aceleran la aterogénesis y provocan hipertriglicidemia e

hipercolesterolemia.

Tras el estudio de nuestros resultados concluimos indicando que los animales que
recibieron el tratamiento inmunosupresor con ciclosporina o con prednisona, tuvieron
alteraciones a nivel del metabolismo de lipidos con incrementos en los niveles séricos de
colesterol y triglicéridos durante la etapa de tratamiento e incluso e¢n las primeras tomas
posteriores a la retirada del mismo. No ocurrié asi en los animales a los que se les
administré azatioprina, que no mostraron variabilidad en el metabolismo lipidico producido

por el fairmaco.
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Como pruebas bioquimicas de funcionalidad renal, a los animales de nuestro
estudio, se les determiné la concentracion de nitrogeno no proteico en sangre: urea y
creatinina (Grdfica y Tablal2 y 13). Se procederd a discutir conjuntamente los resultados
de ambos parametros para una mejor explicacion en la valoracion de la funcion renal de
nuestros animales.

Las concentraciones séricas de urea de los animales a los que se les administro
ciclosporina, comparindolos con los del grupo control, indican que ambos grupos
mantienen unos valores semejantes hasta la toma n° 8, donde se produce un incremento en
las concentraciones de urea del grupo tratado, que se mantienen hasta la toma n° 11; sin
embargo, en el andlisis realizado a la semana de retirado el tratamiento, no se aprecian
diferencias estadisticamente significativas (p> 0,05). Igualmente, la concentracién de
creatinina de los animales tratados mantiene niveles semejantes a los del grupo control; sin
embargo, también se observa un incremento en las concentraciones a partir de Ia toma n°
8. en los animales tratados (graficas 12a y 13a). Este aumento en las concentaciones de urea
y creatinina en el grupo tratado se relacionada con el efecto que produce la ciclosporina en
Ja funcionalidad renal, ya que Thliveris et al. (1991; 1995) estudiando los efectos
nefrotoxicos de la ciclosporina en el congjo NZW con dosis hasta 10mg/kg/dia durante 30
dias, comprobaron que se producen alteraciones similares a las provocadas en humana con
atrofia tubular, fibrosis intersticial y arteriolopatia; debido a ello, se produce umna
disminucion de aclaramiento de creatinina, ya que dicha disminucion se correlaciona con un
incremento en la creatinina sérica, lo cual es indicativo de una disminucion en la filtracion
glomerular. La elevacion neta de la creatinina en suero indica dafio organico o funcional en
la nefrona (Finco, 1989).

Ademis, nuestros resultados coinciden con los estudios de Yoshimura et al. (1993),
sobre el efecto de la ciclosporina en el sistema microsomal renal citocromo P450. Los
autores utilizaron ratas y conejos machos que fueron tratados con ciclosporina a dosis de
30 mg/k/dia via oral durante 14 dias. En la rata los niveles séricos de urea y creatinina

aumentaron, indicando el desarrollo de una nefrotoxicidad a los 14 dias. En el conejo, los
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niveles de urea y creatinina se incrementaron a los 7 dias de tratamiento. E1 P450 renal
también aument6 en las dos especies tratadas. [.os incrementos encontrados por estos
autores, en los parametros bioquimicos renales, coinciden con los encontrados en nuestro
estudio, incluso en el tiempo de aparicion ya que, como hemos visto anteriormente, el
incremento aparece a los 8 dias de iniciado el tratamiento. Ademas, Massicot ef al. (1994),
en el mismo tipo de estudio en el conejo, exploran los mecanismos de esta toxicidad. Para
ello administraron ciclosporina durante 3 dias a dosis de 50 mg/k, con ello consiguieron una
nefrotoxicidad, valorada por las alteraciones histolégicas y por un incremento de urea en

sangre.

Uno de los mecanismos que intentan explicar los efectos nefrotoxicos inducidos por
la ciclosporina se describe en los trabajos de Pham-Huy ef al. (1995), que indican que la
ciclosporina in vivo es fundamentalmente metabolizada por por el citocromo hepatico P450
HIIA ademés de en el microsoma renal. Para un mejor conocimiento del metabolismo de la
ciclosporina desarrollaron un modelo ir vitro incubando microsomas hepéticos y renales
procedentes de conejos. Estos autores concluyen indicando que la metabolizacion de la
ciclosporina por el microsoma renal es menor que en el hepético y que los metabolitos de
la ciclosporina son menos citotdxicos que ésta. Por ello, la debil biotrasformacion renal seria
la causa de la nefrotoxicidad, ya que gran parte de la ciclosporina queda sin metabolizar en
este 6rgano. Este mecanismo explicaria la causa de la alteracién renal comprobada en
nuestros animales por los incrementos producidos en las concentraciones plasmaticas de

urea y creatinina.

El tratamiento de los animales con azatioprina reflej6é que ¢l firmaco administrado
no produce alteraciones a nivel renal ya que los valores, tanto de urea como de creatinina,
de este grupo de tratamiento y los del grupo control muestran una trayectoria semejante
durante toda la experimentacion. Existen pocos trabajos sobre la repercusion a nivel renal
de la azatioprina, aunque estd indicado como firmaco de eleccion en los trasplantes renales
por no tener un efecto nefrotdxico marcado, coincidiendo con nuestros resultados y

reafirmando lo descrito por Kromm et af. (1987), que indicaron que la azatioprina es menos
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nefrotoxica que la ciclosporina.

En el caso de los animales tratados con prednisona se aprecia una elevacion de las
concentraciones de urea desde las 48 h de la primera administracioén del tratamiento (toma
n° 3) hasta incluso la toma n° 11. Ademas, en los animales que recibieron el tratamiento con
prednisona, se advierte un incremento al final de la fase de tratamiento ¢ incluso en la fase
de retirada de las concentraciones de creatinina (grafica 12c¢ y 13c). Como se ha
comprobado anteriormente por los resultados obtenidos en las concentraciones de
corticosterona y cortisol en los animales tratados con prednisona, este farmaco provoca una
inhibicién del eje HPA con disminucién de los corticoides adrenales analizados,
coincidiendo con Keller-Wood y Dallman (1984). Este hecho, segun Behrend y Kemppainen
(1997), conduce a una atrofia de la corteza adrenal que va a desencadenar una hipofuncion
corticoadrenal. Ademas, la retirada del tratamiento puede causar una crisis (Addisoniana)
adrenal por la incapacidad del sujeto de secretar suficiente cantidad de glucocorticoides,

durante un tiempo (Behrend y Kemppainen, 1997).

Los datos aportados por Melby (1977) indican que el tratamiento de altas dosis de
corticoides produce una atrofia adrenal, en la mayoria de las especies, dentro de los 10
primeros dias de haber comenzado el tratamiento. En gatos, animal menos sensible a los
corticoides que el conejo, dosis de 2 mg/kg/dia de prednisolona, producen una disminucién
de la respuesta adrenal en una semana (Middleton et al., 1987). Segin Kintzer y Peterson
(1997), esta atrofia corticoadrenal conlleva una azotemia de origen prerrenal con
incrementos en la urea y creatinina sérica, coincidiendo con nuestros resultados. Ademas,
¢l balance electrolitico esta alterado comprobandose una hiperkalemia e hiponatremia; este
desequilibrio, segun se conoce, incrementa la reabsorcion a nivel del tibulo renal,
disminuyendo la filtracion glomerular. Ademds, los farmacos que producen aumento del

catabolismo proteico como son los corticoesteroides, provocan un aumento de la urea sérica
(Coles, 1986 b).

Las diferencias entre los distintos tratamientos se observan principalmente, en las
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tomas finales, fundamentalmente por los incrementos en las concentraciones de urea y
creatinina en fos grupos tratados con ciclosporina y prednisona (histograma 12 y 13).
Comparando nuestros datos de urea del grupo control con los de otros autores (Cuadro 2)
observamos que estin comprendidos en los margenes de normalidad encontrados.
Igualmente, los niveles de creatinina sérica alcanzados por el grupo control, durante toda

la experimentaci6n, se encuentran en el margen hallados por otros autores (Cuadro 2).

Tras el estudio de nuestros resultados y comparandolos con los de otros autores
podemos concluir indicando que ¢l tratamiento con ciclosporina produce una alteracion
renal con disminucién de la filtracién glomerular, aunque este hecho es reversible a la
semana de la retirada del farmaco. Sin embargo, la prednisona provoca una atrofia de la
corteza adrenal, que incluso puede ser mas pronunciada por la retirada del tratamiento, lo
que provoca un incremento en las concentraciones séricas de urea y creatinina en los
animales de nuestra experimentacion. Por el contrario, el tratamiento con azatioprina no

produjo alteraciones renales en el conejo NZW y a las dosis utilizadas.

Valores de funcionalidad Renal en el Conejo
Cuadro 2

Autores Urea Creatinina

Kozma et al. (1974) 23,3 + 5,22 mg/dl 1,2 £ 0,10 mg/dl
Mitruka y Rawnsley (1977) 13,1- 29,5 mg/dl 0,50 - 2,65 mg/dl
Kaneko (1989) 0,80 - 2,57 mg/dl
Iilera et al. (1992) 1,20 £ 0,10° mg/dl

a = media = DS; b =Media + ESM
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Después de realizar el andlisis de los resultados obtenidos en nuestra experimentacion,

llegamos a las siguientes conclusiones:

1* Conelusion:

2* Conclusion:

3" Conclusion:

4* Conclusion:

El conejo macho Blanco de Nueva Zelanda puede servir de biomodelo
para el estudio del sistema inmunolégico y/o del eje endocrino adreno-

gonadal, en las investigaciones que utilicen agentes inmunosupresores.

El tratamiento, tanto con ciclosporina como con azatioprina y/o
prednisona, con una dosis similar a la utilizada en la especie humana,
produce una disminucion de la respuesta humoral del sistema inmune, en
el conejo NZW, comprobada por una disminucion de las concentraciones
séricas de inmunoglobulinas G, durante el tiempo que duré la

experimentacion.

La accién de la ciclosporina y la azatioprina, sobre la funcionalidad de la
corteza adrenal, demuestra que estos inmunosupresores producen una
disfuncion en la actividad de dicha glandula con una alteracion en la
esteroidogénesis, reflejada por el incremento en las concentraciones
séricas de corticosterona y cortisol (hiperadrenocorticismo). Sin embargo,
la prednisona mostré6 el efecto contrario, al provocar una disminucion de
las concentraciones séricas de dichas hormonas glucocorticoides

(hipoadrenocorticismo) y producir ademds, una inhibicién de la funcion

adrenal.

En la funcién gonadal, el tratamiento con ciclosporina produjo altas
concentraciones de androstenodiona, pero bajos niveles de testosterona
y estradiol, mostrando una variacién en la via de conversion de la
esteroidogénesis testicular. Sin embargo, no se produjo ninguna
disfuncion de la secrecién hormonal testicular en los conejos tratados con

azatioprina
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5* Conclusion:

Conclusion final:

Las pruebas bioquimicas realizadas para valorar la funcionalidad hepatica
(ASAT, ALAT, proteinas totales, colesterol y triglicéridos) y renal (urea
y creatinina) indicaron que el firmaco inmunosupresor azatioprina no
alter¢ las funciones de dichos drganos, mientras que si estan alteradas en
el tratamiento con ciclosporina, siendo la prednisona la que produjo una
mayor disfuncion hepética y renal, ya que mantuvo niveles elevados de

todos los parametros incluso después de 48h de cesar el tratamiento.

De los tres inmunosupresores utilidados, podemos indicar que la
azatioprina es el firmaco que provoca menor disfuncion organica en el
congjo NZW; sin embargo, los tres agentes ejercen un efecto en la
secrecion adrenal y/o gonadal, poniendo de manifiesto la

intercomunicacion existente entre Sistema Inmune-Sistema Endocrino.
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Resumen

En los ultimos afios, la Inmunologia ha experimentado un gran avance debido a la
necesidad de conocer mejor su funcionamiento y las relaciones que tiene con otros sistemas
orgdnicos. Todo ello ha permitido obtener un mayor conocimiento sobre importantes
alteraciones organicas producidas por un desajuste en las funciones inmunolégicas, sobre
todo desde la aparicion de enfermedades como el Sindrome de Inmunodeficencia Adquirida.
La importancia de la farmacologia en la resolucion de las diferentes alteraciones en este
campo, ha conseguido obtener sustancias tan importantes como los agentes
inmunosupresores, de gran valia en la prevencion del rechazo en los trasplantes o en ciertas
enfermedades autoinmunes. El interés que despierta el conocimiento de estas relaciones
llevé a considerar la posibilidad de estudiarlas sobre un animal sano, administrandole
diferentes sustancias inmunosupresoras con distintos mecanismos de accion. Asi, se
eligieron la ciclosporina, la azatioprina y la prednisona, que representan una de las
combinaciones farmacoldgicas mas frecuentemente utilizadas en humana, pero de las que
ain poco se conoce sobre su accion individual en los protocolos que necesitan una

inmunosupresion.

En la parte experimental del presente trabajo, se utilizaron cuarenta conejos machos
jovenes (Oryctolagus cuniculus). El grupo I (control) y los grupos II (ciclosporina), I11
(azatioprina) y IV (prednisona) fueron constituidos con animales tratados con los diferentes
inmunosupresores. La pauta de tratamiento del grupo II consistié en la administracién de
una dosis diaria de 10 mg/kg de ciclosporina. El grupo III fue tratado con una dosis inicial
de 5 mg/kg de azatioprina (i.v.) y después se mantuvo a una dosis diaria de 2,5 mg/kg
(v.0.). Al grupo IV se le administré6 prednisona a una dosis de 2 mg/kg/dia. La
experimentacion finalmente, se dividio en las siguientes etapas: a) inicial; corresponde al
primer dia; b) tratamiento; los animales problema recibieron una dosis diaria de cada
diferente inmunosupresor con la pauta indicada anteriormente; la duracién de esta etapa fue
de ocho dias; ¢) finalizacion del tratamiento, tomando una muestra sanguinea a las 24 y 48

horas de la tltima administracion y repitiéndola una semana después.
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Resumen

El primer objetivo de nuestro trabajo fue comprobar si las diferentes terapias
provocan una inmunosupresion en conejos; para ello se estudiaron, en primer lugar, las
concentraciones de inmunoglobulina G determinadas por la técnica EIA sandwich, tras su
validacion y puesta a punto. Después de realizar el anélisis de los resultados obtenidos se
dedujo, que el tratamiento inmunosupresor con ciclosporina, azatioprina o prednisona,
produjo una disminucion de las inmunoglobulinas G circulantes sintetizadas como
consecuencia de la exposicién a los antigenos ambientales en el conejo. Si bien, no inhibi6
completamente la formacion de anticuerpos y ademas, la retirada de los tratamientos

produjo la vuelta a Ia normalidad de las concentraciones séricas de IgG.

Posteriormente, se quiso comprobar si un cambio en el estado inmunoldgico de los
animales podia ejercer alguna accion sobre el sistema endocrino (eje adreno-gonadal); tanto
sobre la glandula adrenal (determinando los niveles de cortisol y corticosterona) como sobre
la funcionalidad gonadal, (analizando los perfiles de las hormonas androstenodiona,
testosterona y 17B-estradiol). Todas las hormonas esteroides se determinaron por la técnica

EIA de competicion.

Tras el estudio de la actividad de la glandula adrenal, se pudo indicar que los
tratamientos inmunosupresores con ciclosporina y azatioprina, incrementaron las
concentraciones de los glucocorticoides adrenales debido al efecto de los farmacos sobre
el flujo sanguineo y la accidén que producen sobre la interleucina 6. El efecto contrario fue
el producido en los animales tratados con prednisona, fundamentalmente por actuar
inhibiendo el eje HPA y por su accion sobre la [L-1. De esta manera, se constato la relacion
existente entre el sistema inmune y el eje hipotalamo-hip6fisis-adrenal, considerandose la

corteza adrenal un punto importante de integracién de sistemas inmune y neuroendocrino.

Ademas se puso de manifiesto las relaciones existentes entre la corteza adrenal y la
gonada, ya que, con la ciclosporina, se altero la secrecion por parte de la corteza adrenal
y ésta provocd un efecto de retrofuncionalidad sobre el eje HPG, modificando la secrecion

gonadal. La prednisona afectd de diferente forma a la génada, y la posible alteracion que
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Resumen

este inmunosupresor pudo producir se tradujo en un aumento de androstenodiona. Por los
resultados obtenidos, podemos indicar que la azatioprina no afecté a la secrecion de las
hormonas testiculares analizadas, pudiendo no afectar a la funcionalidad gonadal de los
animales.

Por otro lado, se valoré la funcionalidad hepatica mediante la determinacion de las
siguientes enzimas hepaticas: ALAT y ASAT. Ademas se estudiaron diferentes parametros
que afectan al metabolismo de las proteinas: concentracion sérica de las proteinas totales;
el metabolismo de los lipidos: colesterol total y las concentraciones de los triglicéridos.
Podemos indicar que los tres inmunosupresores afectan de forma diferente en cuanto a la
actividad de las enzimas hepaticas, comprobandose que la ciclosporina tiene un efecto
puntual sobre la funcionalidad hepética, sin comprometer la integridad del drgano. Ademas,
los animales tratados tuvieron alteraciones a nivel del metabolismo de lipidos con
incrementos en los niveles séricos de colesterol y triglicéridos. El efecto de 1a prednisona
fue mas acusado, observandose un incremento en las concentraciones de ALAT y ASAT,
lo que indico una alteracion celular hepdtica. También se alteré el metabolismo de las
proteinas y el lipidico. En cuanto al tratamiento con azatioprina, se puede indicar que
provoco una leve afectacion del higado cuando se utilizaron dosis elevadas, restableciedose
la funcionalidad y no viendose afectado el metabolismo proteico ni lipidico cuando se

administo el firmaco a dosts de mantenimiento.

Finalmente, también se determinaron parémetros bioguimicos relacionados con la
funcionalidad renal, como la urea y la creatinina séricas, indicando que el tratamiento con
ciclosporina produjo una alteracion renal con disminucion de la fitracion glomerular; sin
embargo, éste hecho fue reversible a la semana de la retirada del farmaco. Por otro lado, la
prednisona provoco un incremento en las concentraciones séricas de urea y creatinina,
provocando incluso un efecto acumulativo que se manifesté en el periodo de retirada del
tratamiento. E! tratamiento con azatioprina no produjo alteraciones renales en el conejo

NZW a las dosis utilizadas.
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Por todo lo anteriormente expuesto, podemos indicar que de los tres
inmunosupresores estudiados, la azatioprina es el que produjo un menor dafio organico, al
menos a nivel hepético y renal, no apareciendo tampoco alteraciones a nivel del eje adreno-

gonadal, como si que sucedi6 en el tratamiento con ciclosporina.
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