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RESUMEN

Antecedentes: Las quinolonas son antibidticos de amplio espec@paces de
modular la respuesta inmune del hospedero, mieguasel IMMUNEPOTENT
CRP es un agente con propiedades antibacterianasn@nomoduladoras. Sin
embargo, aun se desconocen sus efectos sobre slguecanismos del sistema
inmune.

Objetivo: Evaluar el efecto de las quinolonas levofloxagmamoxifloxacina y del
IMMUNEPOTENT CRP en las poblaciones de linfocitoslay produccién de
mediadores inmunoldgicos en células mononucleagesadgre periférica (PBMC).
Material y métodos: Se obtuvieron PBMC por gradiente de densidad &r e
sangre periférica de individuos sanos, se trataomm las quinolonas e
IMMUNEPOTENT CRP y sus combinaciones. Se evalubilidad celular relativa
por MTT, actividad oxidativa de monocitos por NBJgrcentaje de linfocitos B,
NK, T totales, T CD4y T CD8 por citometria de flujo y produccion de citocinas
IL-2, IL-10 e IFN+ por ELISA.

Resultados: Los tratamientos no afectaron la viabilidad de RBMC. No se
encontraron diferencias significativas en la adad oxidativa de monocitos, ni en
los porcentajes de ninguna poblacion de linfociesluadas entre los tratamientos y
el control. La produccion de IL-2 se incrementd ks tratamientos con
levofloxacina y moxifloxacina (p<0.01) pero no sdecd en los de
IMMUNEPOTENT CRP y las combinaciones. La producai@nlL-10 se disminuy6
en los tratamientos con levofloxacina, moxifloxacia IMMUNEPOTENT CRP
(p<0.05). La produccion de IFN-no se afectdé con los tratamientos con
levofloxacina, pero los tratamientos con moxiflakac (50 pg/mL),
IMMUNEPOTENT CRP y sus combinaciones, disminuyelamroduccién de esta
citocina (p<0.01).

Conclusiones: La levofloxacina, moxifloxacina e IMMUNEPOTENT CRRo
afectaron la viabilidad de PBMC, la actividad dgdetos y las poblaciones de
linfocitos; no obstante, modulan la produccionakeditocinas IL-2, IL-10 e IFNg.
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ABSTRACT

Background: Quinolones are broad spectrum antibiotics capalblenodulating
host's immune response, while IMMUNEPOTENT CRP is agent with
antibacterial and immunomodulating properties. Have their effects on certain
mechanisms of the immune system are still unknown.

Objective: To evaluate the effect of the quinolones (levadlor and moxifloxacin)
and IMMUNEPOTENT CRP on lymphocyte populations ahe production of
immunologic mediators on peripheral blood monorarctells (PBMC).

Material and methods: PBMC were isolated by density gradient of bloothgkes
of healthy donors, and treated with the quinolcares IMMUNEPOTENT CRP and
their combinations. Relative cell viability was &weted by MTT assay, oxidative
burst of monocytes by NBT assay, percentage ofig, Ntotal, T CD4 and T CD8
lymphocytes by flow cytometry, and production of2l.1L-10 and IFNy cytokines
by ELISA.

Results: Treatments didn’t affect the viability of PBMC. dile was not significant
difference in the oxidative burst of monocytes or the percentages of the
lymphocyte populations evaluated between the treatsnand the control. The
treatments with levofloxacin and moxifloxacin in@édca significant increase on IL-2
production (p<0.01), but IMMUNEPOTENT CRP and conda treatments did not.
IL-10 production was decreased with levofloxacin, oxifloxacin and
IMMUNEPOTENT CRP treatments (p<0.05). The IfgNproduction was not
affected with levofloxacin treatments, but moxiffmin (50 pg/mL) and
IMMUNEPOTENT CRP treatments and their combinatidasreased the production
of this cytokine (p<0.01).

Conclusions: Levofloxacin, moxifloxacin and IMMUNEPOTENT CRP dlinot
affect PBMC viability, phagocyte activity and lymgdyte populations; however
they were capable to modulate the production d?,lL--10 and IFNy cytokines.



l. INTRODUCCION

Las quinolonas son un grupo de agentes antimianobiajue inhiben las ADN
girasas bacterianas dando como resultado la indiibide la sintesis de ADN
(Azuma and Ohura, 2003). Estos farmacos poseemmuticaespectro de accion y
por lo tanto un gran uso terapéutico. Ademas dpmmsedades bactericidas, existen
reportes de que también son capaces de ejercénefaoduladores sobre el sistema
inmune (Dalhoff, 2005; Dalhoff and Shalit 2003). Nbstante, los estudios se han
enfocado en el efecto de estos antibidticos sobrectividad de factores de
transcripcion relacionados con el sistema inmunej.(plFB) y la produccion de
citocinas proinflamatorias (p.ej. TNE-IL-1 y IL-6); sin encontrarse estudios que
evallen su efecto sobre otros parametros de lauestp inmune como son la
evaluacion de las poblaciones de linfocitos y ladpccion de otros mediadores

inmunoldgicos.

El objetivo del presente trabajo es evaluar eltefde las quinolonas, levofloxacina
y moxifloxacina, sobre el sistema inmunolégico,cedhdose en los mecanismos de
actividad oxidativa de monocitos, poblaciones dgotiitos y su produccion de
citocinas; contribuyendo al acervo del conocimiagcestos antibidticos; ya que son
los mas empleados y considerados como de nuevaageme Por otra parte, se
evalla la accion del IMMUNEPOTENT CRP, producida@gmercializado por el
Laboratorio de Inmunologia y Virologia de la Faadlde Ciencias Bioldgicas de la
UANL, el cual tiene actividad antibacteriana y antlamatoria (Franco-Molinaet

al., 2007); sobre estos mismos parametros, que amenmte no habian sido

evaluados.



Il. HIPOTESIS

Los antibidticos quinolonicos de nueva generadiévofloxacina y moxifloxacina) y
el IMMUNEPOTENT CRP afectan las poblaciones deoliitbs y la produccion de
mediadores inmunologicos en células mononucleagesadgre periférica humana
(PBMC).



[ll. OBJETIVOS

3.1. OBJETIVO GENERAL

Evaluar el efecto de la levofloxacina, moxifloxacie IMMUNEPOTENT CRP
sobre las poblaciones de linfocitos y la producdémmediadores inmunoldgicos en
PBMC.

3.2. OBJETIVOS PARTICULARES

» Evaluar el efecto de Ila levofloxacina, moxifloxacin e
IMMUNEPOTENT CRP sobre la viabilidad celular de PBM

= Determinar la produccion intracelular del anionesggido en monocitos
aislados de PBMC tratadas con levofloxacina, mox#tina e
IMMUNEPOTENT CRP.

» Evaluar el efecto de Ila levofloxacina, moxifloxacin e
IMMUNEPOTENT CRP sobre los porcentajes de las poblies de
linfocitos extraidos de PBMC.

» Determinar el efecto de Ila levofloxacina, moxifloxea e
IMMUNEPOTENT CRP en la produccion de las citocitia®, IL-10 e
IFN-y en PBMC.



IV. ANTECEDENTES

4.1. EL SISTEMA INMUNOLOGICO

El sistema inmunoldgico es una organizacién delagly moléculas con funciones
especializadas en la defensa contra infeccionesteaxdos tipos de respuestas a
microbios invasores: las respuestas innatas (hes)rgue ocurren en la misma
intensidad sin importar cuantas veces se encuetdrenn mismo agente infeccioso;
y las respuestas adquiridas (adaptativas) que amegmte la exposicion repetida a
una determinada infeccién (Delves and Roitt, 2000Ambos tipos de inmunidad
trabajan en conjunto para proteger al cuerpo aeanes. La falta o defecto de uno
0 mas componentes de la respuesta inmune conduasema ssusceptibilidad a
enfermedades infecciosas cuya severidad dependdeaailula afectada y del tipo
de defecto. Los principales componentes tanto dentainidad innata como de la

adaptativa se muestran en la Figura 1 y son dasaritis a detalle en los siguientes

apartados.
/Mmrobm
1—2} Inmunidad adaptiva
pos ;;;& Barreras Linfocitos B Ani\cuerpos
] epiteliales \ s zu(* < w&‘( g . 'l)"
R Raa
) ! : < -
@d) #/ Fagocitos ) }5
- \,i Células T
Complemento 4 Linfocitos T, /- u %_7_\efectoras
K || o )" el %
ped - : b _*
Células NK = %
L Horas / Dias
0 6 12 1 3 5

Tiempo luego de la infeccidon

Figura 1. Principales componentes de sistema inmu! Se muestran los
principales componentes del sistema inmune tamtatincomo adaptativo
(Abbas and Lichtman, 2005).

Independientemente del tipo de respuesta que llawaio, los principales efectores
del sistema inmune se dividen en células y facteamables. Entre las células
tenemos a las de origen mieloide como neutréfifagpcitos mononucleares y
células dendriticas; y a las de origen linfoide odmfocitos T, B y NK. Entre los

factores solubles tenemos a las proteinas cir@dagta las citocinas. Dichos
componentes, que como se vera mas adelante sagpsbls de modulacion por

farmacos y agentes terapéuticos, se describentiagacion.



4.1.1. Neutrofilos

Los neutroéfilos constituyen la mayoria de los lentos circulantes y suelen ser los
primeros en migrar hacia el sitio de la inflamacibos neutrofilos forman parte de
la inmunidad innata y se caracterizan por poseaTulos, por lo que se les considera
granulocitos. Los granulos pueden ser de dos tlpesspecificos, llenos de enzimas
como lisozima, colagenasa y elastasa; y los atigoxj que contienen enzimas y
sustancias microbicidas incluyendo defensinas glicatinas (Abbast al., 2010).
Los neutroéfilos pueden disponer de los granulos géiminar microbios de forma

extracelular o liberando su contenido intracelular.

4.1.2. Fagocitos mononucleares

Estan constituidos por monocitos y macrofagos. jroseros existen en circulacion
y una vez que entran a tejido maduran y se coewvieen los segundos. En ese
sentido los macrofagos son los que llevan a cabduaciones efectoras de este
grupo. Dichas funciones incluyen la ingesta y elmgion de microbios a nivel

tisular.

Como los neutrdfilos, los macréfagos pertenecem iarhunidad innata. Ambos son
capaces de eliminar agentes extrafios por media tdgbcitosis. El primer paso de
este proceso consiste en reconocer al microbicyablogran debido a que expresan
receptores que reconocen especificamente ciertoenpa moleculares asociados a
patogenos (PAMPs). Los microbios que son reconscigor receptores de
membrana son endocitados dentro de un fagosompogteriormente se fusiona con
el lisosoma (que contiene enzimas hidroliticas)apformar el fagolisosoma,
eliminando al microbio ingerido. Ademas, tras suivacion con productos
bacterianos como lipopolisacaridos (LPS) o citogicemo interferén- (IFN-y), los
fagocitos pueden utilizar especies reactivas degemd que contribuyen a la
eliminacién de microbios al activar a enzimas cdm&lastasa y la catepsina G,
presentes en los granulos de neutrofilos (Rosegzauail Holland, 2004); y 6xido
nitrico y sus derivados que son, por si solosct&para microorganismos (Goldsby

et al., 2003). Los macrofagos activados también desempiefiiortantes funciones

5



en la respuesta inflamatoria, potencian la respuadaptativa y participan en la
remodelacion de tejidos al secretar factores darorento de fibroblastos y células
endoteliales (Abbagt al., 2010).

4.1.3. Células dendriticas

Las células dendriticas reciben su nombre debidaeaposeen largas extensiones
membranosas que asemejan a las dendritas de lasaguEstas células derivan de
monocitos al igual que los macréfagos, y como espashabiles células fagociticas.
Poseen un importante rol como nexo entre inmunidadta y adaptativa al ser
generalmente las primeras que llevan a cabo ekpoode presentacion de antigeno a
células T. Esto es debido a que su membrana exprnasa alta cantidad de
moléculas del Complejo Principal de Histocompatibill (MHC) de clase Il y de
coestimuladores de la familia B7 (Golds#al., 2003), ademas de poseer receptores
quimiotacticos que promueven su migracion hacizdaa de ceélulas T de los

ganglios linfaticos.

El proceso de presentacion de antigeno involucgaagesamiento intracelular del
antigeno, es decir, su fragmentacion y asociacigmléculas de MHC de clase | o
II, el primero para antigenos citosélicos y el seljupara antigenos fagocitados; y
su presentacion en membrana a linfocitos T, ya €41, antigeno unido a MHC
clase Il; o CD8, antigeno unido a MHC clase | (Abkeisl., 2010).

4.1.4. Linfocitos T

La inmunidad adaptativa puede dividirse en dosstie celular y la humoral. Los
linfocitos T son los principales efectores de lamumidad adaptativa de tipo celular,
mientras que los anticuerpos secretados por lim®d media la de tipo humoral
(Figura 2). Existen diversas subpoblaciones deditds T pero solo aquellos con
TCR aff con capacidad de sufrir rearreglo somatico paditicomo efectores de la
inmunidad adaptativa celular (Abbetsal., 2010). Los linfocitos T pueden dividirse

en dos grandes subpoblaciones: los CR4los CD8 que, tras el proceso de

6



presentacion de antigeno, se diferencian en litf®cil cooperadores (J y
linfocitos T citotoxicos (I), respectivamente (Goldsbgt al., 2003). Dichas

subpoblaciones se describen a continuacion.

Inmunidad Inmunidad
humoral celular

- 7’*‘ If/f;EVA,
w1 () "{ by
T & 4
Microbios Microbios Microbios
extracelulares fagocitados intracelulares
) L Figura 2. Tipos de inmunidad
ﬁ\jz >C ) >q: adaptativa. Se muestran los
responden L e e e procesos y funciones principales
Hinfocio® B T ara de los dos tipos de inmunidad
Antcverpos || St adaptativa: la humoral y la celular
1 .
— e | 8 (tomada de Abbas & Lichtman,
ecanismo t}; | e
ol R 2005).
N &

Suero Células Células
(anticuerpos) (linfocitos T) (linfocitos T)

Bloguea Activa macro- Mata células

m infecciones y fagos para matar infectadas v
elimina microbios microbios elimina reservo-|

extracelulares fagocitados rios de infecciod

4.1.4.1. Linfocitos T cooperadores

Las subpoblaciones de linfocitos T cooperadores) (fejor definidas y
comprendidas son lasyT y las T2. La primera secreta IFN-el cual promueve
mayor diferenciacion adll, a la vez que inhibe la proliferacién de célulag;
mientras que la segunda secreta interleucina-4) e promueve la diferenciacion
a Ty2, e IL-10 que inhibe el desarrollo de célulagl TAbbaset al., 2010). La
diferenciacion a {1 se da en respuesta a infecciones de bacteriasrasiios
intracelulares y virus, mientras que la diferendiaca T42 es promovida por
helmintos o alergenos que causan estimulaciongpensé o repetida de células T sin
desatar potentes respuestas innatas, que son m&sg¢saa la diferenciacion a4T
(van Veerdonlet al., 2009).

Las funciones efectoras de los linfocitog difieren entre subpoblaciones. La
principal funcidén de los {1 es la activacion de macréfagos para la elimimadié
microbios fagocitados, la cual logran al ponersea@tacto con macréfagos a traves

del receptor CD40, y se potencia por la secrec&iFtN-y por parte del linfocito

7



Tul. Los Tyl también pueden activar a neutréfilos por medidadsecrecion de
citocinas como linfotoxina (LT) y factor de neciosumoral (TNF). Otras funciones
de los linfocitos T,1 es la activacion de células B para el cambiosd¢ipo a

anticuerpos opsonizantes y fijadores de complemato Veerdonlet al., 2009).

Las funciones de los linfocitosyZ estdn mas enfocadas a la erradicacion de
patogenos extracelulares. Destacan la activaciGcélldas B para la produccion de
anticuerpos principalmente IgE, que promueven tgatailacion de mastocitos y de
eosindfilos, importantes en el desarrollo de resfasealérgicas y en defensa contra
helmintos, respectivamente; y activacion de magasdgpara realizar sus funciones
alternas tales como la reparacion de tejidos yeesion de la inflamacion (Abbas
et al., 2010).

4.1.4.1. Linfocitos T citotoxicos

Los linfocitos T citotdxicos (d) tienen capacidades liticas, poseen un papetariti
en el reconocimiento y eliminacion de células pmeplteradas (células infectadas
por virus y células tumorales) y en reaccionesedbazo a trasplante. Generalmente
son CDS§ por lo que estan restringidos al MHC de clased.dctivacion de los
linfocitos Tc esta estrechamente relacionada con la dedasyg que requieren de

los mismos factores, incluidas las citocinas IL{2-42 (Goldsbyet al., 2003).

Los linfocitos Tc pueden eliminar a sus células diana a través siengganismos. El
primero consiste en la liberacion de perforinas preelucen poros a través de los
cuales pasan las granzimas (también secretaddsspti) que activan la cascada de
caspasas que media la apoptosis de la célula b{@wtwes and Roitt, 2000 b). El
segundo consiste en la union a la molécula Faa eélllla diana a través del ligando
de Fas, propio de los linfocitoscTproceso que también activa a las caspasas y
consecuentemente induce apoptosis (Delves and, R0 b). Ademas, los
linfocitos Tc también refuerzan la inmunidad innata al seci@tacinas como TNF-

a, LT e IFN+ (Abbaset al., 2010).



4.1.5. Linfocitos B

Los linfocitos B son las células encargadas derd¢alyrcion de anticuerpos, que
median la inmunidad adaptativa de tipo humoral (fig2). Los anticuerpos se
encuentran asociados a membrana en linfocitos Be@gere que los linfocitos B
reconozcan antigeno a través de su receptor de raeamfuna lg) para que estos se
activen y se diferencien en células plasmaticassqudas encargadas de la secrecion
de anticuerpos (Delves and Roitt, 2000 b). Sin egthda respuesta de anticuerpos
en contra de la mayoria de los antigenos (antiggmoteicos) necesita de la
cooperacion de los linfocitosyTes decir, es dependiente de T (Abéias., 2010).

4.1.6. Células NK

El nombre de asesinas naturales (natural killer) N&riva del hecho de que al
aislarlas, estas células son capaces de elimivenrsds células blanco sin necesidad
de activacion adicional, ademas de ser una imperfaente de IFN-(Abbaset al.,
2010). Las células NK pertenecen al linaje linfoideontribuyen a la inmunidad
innata eliminando células infectadas o transforreaalaser capaces de reconocer:
moléculas codificadas por patdgenos, sobreexpreaigsencia o disminucion de la
expresion de proteinas propias (Raulet, 2004). b&tamte, hoy en dia se sabe que
estas células también estan involucradas en lanittad adaptativa, principalmente
debido a su estrecha interaccion con las céluladriteeas (Raulet, 2004; Moretéh

al., 2008).

4.1.7. Proteinas circulantes

Entre las proteinas circulantes mas importantesntes a los anticuerpos que, como
ya se menciond, median la inmunidad adaptativa haimioas principales funciones
efectoras de los anticuerpos son el bloqueo deobi@s y toxinas a receptores
celulares y la opsonizacion de microbios y otragi@das para su fagocitosis.

Ademas, pueden marcar células para su eliminaexento llamado citotoxicidad



mediada por células dependiente de anticuerpo (ADEL@ctivar la cascada del
complemento (Abbagt al., 2010).

Otras proteinas circulantes de importancia soréhsistema de complemento, las
pentraxinas, las colectinas y las ficolinas, queagnecen a la inmunidad innata, y
cuyas funciones consisten en reconocer, opsonizgimnar microorganismos y
células en apoptosis (Goldsétyal., 2003).

4.1.8. Citocinas

Las citocinas son proteinas secretadas por caulasspuesta a estimulos externos y
median diversas funciones inmunoldgicas y en gétiereen una vida media corta.

Diferentes citocinas pueden mediar y/o regularuesias innatas o adaptativas.

Las principales citocinas de la respuesta innata $BF-, IL-1, IL-6, las
guimiocinas, IL-12 e IL-10. EI TNl- y la IL-1, producidas por fagocitos
mononucleares activados, son los principales medkadie la respuesta inflamatoria
aguda (Abbast al., 2010); la IL-6 regula la produccion de proteidadase aguda y
es secretada por diversas células tras estimulaoidnlL-1 (Chidaet al., 2006), las
guimiocinas promueven la migracion de leucocitosalggre a tejido (Goldsky al.,
2003) y la IL-12 promueve la diferenciacion de dicifos T hacia el polo {1, la
secrecion de IFN-y citotoxicidad de célulascTy NK (Trinchieri, 2003). La IL-10,
secretada por macrofagos, células dendriticasfgclins T42 y de tipo regulador,
ejerce un efecto anti-inflamatorio al inhibir lam€iones de la IL-12, asi como su
produccion y al inhibir la expresiéon de coestimolas y moléculas de MHC clase |l
en macrofagos y células dendriticas (Cowgpet., 2008).

Las principales citocinas de la respuesta adaptatw IL-2, IL-4, IL-5 e IFNy. La
IL-2, secretada en su mayoria por linfocitos T G un factor de crecimiento, de
supervivencia y de diferenciaciéon de linfocitos Ttambién es necesaria en el
mantenimiento de la tolerancia a antigenos profitadek, 2003). La IL-4 y la IL-5
son secretadas por célulag2T la primera promueve la produccion de anticuerpos

IgE vy la diferenciacién de linfocitos T virgenedi@2; y la segunda, la activacién,
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desarrollo y diferenciacion de eosinofilos (Ableasl., 2010). El IFN-y, secretado
por células NK, T1 y Tc, es una citocina crucial en la activacion de haunidad
adaptativa celular cuyas funciones principales &oactivacion de macrofagos para
eliminar microbios fagocitados, promocion de laddhciacion a 1 e inhibicion de
la diferenciacion a J2 y estimulacion de la expresion de moléculas delCVde
clase | y clase I, y coestimuladores en macréfggoiulas dendriticas (Stark et al.,
1998).

4.2. ANTIBIOTICOS

Los antibidticos son ampliamente utilizados comom&cos bacteriostaticos o
bactericidas en la terapia de infecciones por basteSe clasifican con base en su
estructura quimica y mecanismo de accién de laeitgimanera: 1) sustancias que
inhiben la sintesis de las paredes celulares latds;, 2) sustancias que actian
directamente en la membrana celular del microosganj aumentando la
permeabilidad y provocando la salida de compuestmscelulares; 3) sustancias que
alteran la funcion de las subunidades ribosémi€&s B 50S para inhibir en forma
reversible la sintesis de proteinas, que suelebaseriostaticos; 4) sustancias que
se adhieren a la subunidad ribosdmica 30S y alterasintesis de proteinas, que
suelen ser bactericidas; 5) sustancias que maodifelametabolismo del acido
nucleico bacteriano, y 6) los antimetabolitos queqbean a ciertas enzimas
esenciales del metabolismo del folato (Brunébral., 2008). Esta clasificacion se

muestra en la Tabla 1.

Ademas de la clasificacion anterior, los antibidéicambién pueden clasificarse en
clases en relacidbn a su estructura quimica o, esiaes, en relacion a su uso
clinico. En ese sentido tenemos a las sulfonamidasactamicog$, incluyendo a las
penicilinas y cefalosporinas; los aminoglucdsidas, tetraciclinas, los macrélidos,
las rifamicinas y las quinolonas (Brunteinal., 2008); cada una con sus respectivos
representantes. Ademas, existen otros antibiétic@sno se encuentran dentro de
familias tales como el linezolid, el cloranfenictd, isoniazida, el etambutol, el

trimetoprim, entre otros.
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Tabla 1. Principales mecanismos de accion de lostindticos. Se muestra una clasificacion de

los antibidticos con respecto a su mecanismo déra¢oompilada de Bruntoet al., 2008).

WMECANISMO

CLARES

EJEMELCE

Inhibicidn de la sintesis la pared
celular

Aumento de la permeabilidad de
merrbrana celular

Intubicién reversible de sintesis

proteica

Alteracion de la sintesis proteica

Alteracion  del metabolismo  de

acidos nucleicos

Antimetabolitos

Lactarnicos-p
Otros

Daptorricina

Tetraciclinas
Macrolidos
Otros

Aminoglucdsidos

Rifamicinas
Quinolonas

Sulfonarmidas
Otros

Penicilinas, Cefalosparinas
Ciclosering, Vancormicina,
Bacitracina

Daptornicina

Dexicicling
Eritromicina
Cloranfenicol,
Clindarnicina, Tinezolid

Estreptomicina,
Grentarnicina

Rifampicina, Rifabutina
Levofloxacina,
Meoxiflozacina
sulfametoxazol,
Sulfadiazina

Trimetoprim

4.2.1. Efectos sobre el sistema inmune

Es bien conocido que la actividad bacteriostaticabactericida de los antibidticos
se encuentra estrechamente vinculada con el sistemae (Choiet al., 2003). La
mayoria de estos farmacos tienen efectos sobisteis inmune especifico y sobre
la activacion del complemento (Dalhoff and Sh&@03), entre los que se incluyen:
la alteracion de la fagocitosis, quimiotaxis, ld&o6n de endotoxinas, producciéon de
citocinas, recuperacion hematopoyética tras inmymesion y la induccion o
inhibicion de la apoptosis (Chetial., 2003).

Existen numerosos reportes acerca de los efectoddes sobre el sistema inmune
para diversos antibioticos. Al respecto, hoy seesgile el sulfametoxazol y otras
sulfonamidas por si solas son capaces de regutmtimemente la actividad del
NFkB (Xie et al., 2008), ademas de disminuir la respuesta innmumega al igual que
otros antibidticos bacteriostaticos (Kristigral., 2007). Respecto a los lactamighs-
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se ha observado que son capaces de disminuir dagmion de IFNy (Pandovaret
al., 1999; Brookst al., 2005).

Una de las clases de antibioticos mas represematn el tema de modulacion
inmune es la de los macrélidos, ya que presentanrsdis propiedades anti-
inflamatorias, entre las que destacan la dismimud#l reclutamiento de neutrofilos,
inhibicion de la activacion del NdB (Tamaoki, 2004; Ichiyamat al., 2001) y la
disminucién de la produccion de citocinas pro-imi¢orias como IL-8, IL-6 e IL-12
(Yamauchi et al., 2009), entre otras. Tales efectos han resultaiobenéficos
principalmente en enfermedades respiratorias aidriomo panbronquiolitis difusa,
fibrosis quistica (Ribeiret al., 2009), asma y enfermedad pulmonar obstructiva
cronica (EPOC) (Hodget al., 2008; Sevilla-Sanchet al., 2010).

Las tetraciclinas también tienen efecto sobre éhglas inmunes, ya que son capaces
de inhibir respuestas proliferativas de linfociteducidas por mitégenos (Thong and
Ferrante, 1979), ademas de modular la respuestarhuimducida por vacunas,

efecto también observado en macrélidos y lactanfig®ooet al., 1999).

Otros farmacos antimicrobianos que presentan acaidiinflamatoria son la
clofazimina y el rifampicina. Ambos se utilizan erontra de infecciones
micobacterianas, el primero principalmente paraagpel segundo para tuberculosis
(Bruntonet al., 2008). La accion de la clofazimina consiste &inhibicion de la
activacion de la via NFAT en linfocitos T debidgw@e perturba la oscilacion interna
de iones de calcio (Rest al., 2008), mientras que la de la rifampicina coesest el

aumento de produccion de oxido nitrico inducido@tmcinas (Yuhast al., 2006).

Uno de los grupos de antibidticos ampliamente éstlod respecto a sus efectos

inmunomoduladores es el de las quinolonas.

4.3. QUINOLONAS

Las quinolonas son agentes antimicrobianos siogtie amplio espectro de uso

comun para una variedad de infecciones incluyeadoirifecciones sistémicas en
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pacientes inmunocomprometidos (Wedssl., 2004). Estos antibiéticos han ganado
gran popularidad a medida que la resistencia baotererosiona la efectividad de
otros agentes (Drlicet al., 2008).

4.3.1. Historia de las quinolonas

La primera quinolona, el acido nalidixico, se olstugn forma de producto
intermedio de la sintesis de la cloroquina (Brurdioa., 2008) y fue introducido en
1962 con el nombre comercial NegGram (Oliphant &rden, 2002). El acido
nalidixico, pese a su limitada actividad antibaatex, pobre biodisponibilidad y
rapido desarrollo de resistencia bacteriana, epadre de todos los derivados

quinoldnicos y fluoroquinoldnicos (Figura 4) (Matidend Tillotson, 2002).

Figura 3. Origen de las quinolonas El acido nalidixico (izquierda) fue la primer
quinolona sintetizada y de él se sintetizaron ofamolonas adicionando grupos
funcionales y un atomo de flaor, en el caso deguasolonas fluoradas.

Las quinolonas son agrupadas en generaciones erals®scomposicion y espectro
de accion. La primera generaciéon de quinolonas estépuesta por el acido
nalidixico y sus derivados directos, que poseeividatl limitada en contra de
bacterias Gram-negativas (Oliphant and Green, 2Q@2adicion del atomo de fluor
al anillo quinolénico constituyo el pasoé a la sedpigeneracion. Este evento también
dio lugar a un aumento de su espectro, ya queglanga generacion presenta mayor
actividad contra Gram-negativos que la primeragaansu actividad contra Gram-

positivos es muy limitada (Alds, 2003).

Dentro de la segunda generacion existe una seglasts la clase Il que incluye a la
ofloxacina y la ciprofloxacina, que conserva lagacteristicas de la clase |
(norfloxacina, lomefloxacina) pero con mayor actad contra Gram-positivos y

patogenos atipicos (Alds, 2003). Las de la tergereracion presentan el mismo

14



efecto que las de segunda generacion de claseollapemas son efectivas en contra
de Gram-positivos como estreptococos (Oliphant @reen, 2002). El espectro de
las de cuarta generacion incluye el de las germrasipasadas ademas de presentar
efectividad en contra de bacterias anaerobias l{@tip and Green, 2002). Las

generaciones de quinolonas se muestran de maseraida en la Tabla 2.

Tabla 2. Clasificacion de las quinolonasSe muestran los antibiéticos mas representatieos d
cada generacion asi como su espectro de acciorifigadd de Oliphant and Green, 2002).

GENERACION  ANTIBIOTICOS ESPECTRO
Primera Acido nalidixico Enterobacterias, Gram-negativos —
Segunda
- Clase | Norfloxacina Enterobacterias, Gram-negativos +,
Gram-positivos —
- Clase Il Ciprofloxacina, ofloxacina Enterobacterias, patégenos atipicos,

Gram-negativos #, Gram-positivos —

Tercera Levofloxacina, moxifloxacina, Enterobacterias, patdégenos atipicos,
esparfloxacina Gram-negativos #, Gram-positivos +
, estreptococos +

Cuarta Gemifloxacina Enterobacterias, patdgenpscat,
anaerobios, Gram-negativos #, Gram-
positivos #, estreptococos #

Los simbolos indican el espectro: —, limitado; -ederado; #, amplio

4.3.2. Generalidades de las quinolonas

Las quinolonas difieren en estructura, espectr@aa®on y usos clinicos pero su
mecanismo de accidon se conserva en todas ellasgeBeral, las quinolonas
interfieren con los procesos bacterianos de repboacelular, transcripcion y
reparacion de ADN al inhabilitar dos enzimas baaters cruciales para tales
procesos: la ADN girasa (antiguamente conocida céopmisomerasa Il) y la
topoisomerasa IV (Bolon, 2009). La girasa tiendesea el blanco primario en
bacterias Gram-negativas, mientras que la topoismsaelV es inhibida en

organismos Gram-positivos (Drliat al., 2008). Ademas, se ha visto que algunas
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guinolonas son capaces de permeabilizar la memlol@iecterias Gram-negativas,
sensibilizandolas a péptidos antimicrobianos (Caepal., 2006).

Las quinolonas eliminan bacterias de manera depetedide dosis. Generalmente
comparten la caracteristica de ser rapidamentelztias luego de su administraciéon
oral, alcanzando una concentracion maxima en umodmerde 1 a 3 horas
(Appelbaum et al., 2004). La concentracion en algunos tejidos rebasla
concentracion sérica, esto sucede en el tractaraempo (mucosa bronquial y
epitelio pulmonar) y en macrofagos alveolares (@daéz and Leggett, 2003), donde
las quinolonas son capaces de expresar efectobaetetianos intracelulares
(Takeyamaet al., 2007). La mayoria de las quinolonas son excrstada renal,
aungue algunas son excretadas via hepatica tales ¢t@ moxifloxacina o la
esparfloxacina (Oliphant and Green, 2002). Un gasticular es la gemifloxacina, la
cual puede ser excretada por via renal y hep&eayolatz and Leggett, 2003).

Como se menciono en el apartado anterior, el egpdetaccion de las quinolonas
varia de generacion a generacion, siendo las n@@sulas que poseen un espectro
mas amplio. Ademas, las quinolonas de nueva gdabarposeen menor potencial de
induccion de resistencia bacteriana (Patel anddw,il2006). Sin embargo, dado su
amplio espectro, las quinolonas se utilizan de maafiecuente en la practica clinica
lo que ha conducido al desarrollo de resistenc@ebana a estos compuestos. Los
principales mecanismos de resistencia a quinolooasisten en alteraciones de las
enzimas blanco y el decremento en la acumulaciotralele la bacteria debido a
impermeabilidad de la membrana y/o a la sobreekpraie sistemas de bombas de
eflujo, ambos mediados cromosOmicamente (Ruiz, RO0ambién existe la
resistencia mediada por plasmidos a través deljgemue codifica para proteinas
que protegen de la inhibicion de la ADN girasa yoisomerasa IV mediada por
quinolonas (Wanet al., 2009).

El uso terapéutico de las quinolonas es muy varidttny dia las principales
quinolonas utilizadas son la ciprofloxacina, laoiexacina, la moxifloxacina y la
gemifloxacina, siendo utiles para: infeccionesrdetd genitourinario (McGregaat
al., 2008), infecciones del tracto gastrointestiBali(itonet al., 2008; Falagast al.,
2007), infecciones respiratorias (Ferrara, 2007elRand Wilson, 2006), infecciones
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de huesos y articulaciones (Bruntenal., 2008; Bolon, 2009) e infecciones de la
piel y su estructura (Giordano et al., 2007; Gu06). Ademas, en combinacién
con otros antibidticos son Utiles para tratar enésgtades como brucelosis (Falagas
and Bliziotis, 2006), tuberculosis (Peloqanal., 2008) e infecciones por patégenos
como Bacillus anthracis (Bolon, 2009) Francisella tularensis (Oliphant and Green,
2002) ySaphylococcus aureus resistente a meticilina (Shopstal., 2004).

Como la mayoria de los farmacos, las quinolonasigru@resentar efectos adversos
luego de su consumo. Los efectos adversos masfrEsuson gastrointestinales (3-
17%) y del sistema nervioso central (SNC) (1-10%l0g¢, 2003). Los efectos
gastrointestinales consisten en nauseas, vomitmsead y dolor abdominal; y en el
SNC, dolor de cabeza, vértigo, mareos, somnolecoiafusion, insomnio, fatiga,
agitacion y temblores (Alos, 2003). Otros efectesusdarios generales para esta
clase son la tendonitis y rotura de tendones (SHoat., 2006), el alargamiento del
intervalo QT que puede provocar arritmias ventdoes (Bolon, 2009); las
disglucemias, ya sea hipoglucemia o hiperglucerBi@lofi, 2009; Khairaet al.,
2009) y la fototoxicidad (Bolon, 2009). Algunas mplonas fueron retiradas del
mercado Yy otras no fueron aprobadas para su emlifeco, debido a que inducian
hepatotoxicidad (Cheungt al., 2004). Estos efectos guardan relacion con su
estructura, lo que explica que no todas las quiraad@resenten los mismos efectos

adversos (Gutiérrez-Zufiaurre, 2004).

Las interacciones de las quinolonas con el sistemane son diversas y el efecto
ejercido depende de la quinolona utilizada. El tefeeas notable de las quinolonas
es la modulacion de la produccion de citocinas.eBios estudiosn vitro han
mostrado que, en general, estos farmacos disminayeroduccion de las citocinas
pro-inflamatorias IL-1, IL-6, TNFx e IL-8 por parte de monocitos humanos
(Yoshimuraet al., 1996; Araujoet al., 2002; Choiet al., 2003; Dalhoff and Shalit,
2003; Takeyameet al., 2007; Blauet al., 2007). Algunas quinolonas como la
norfloxacina, la ofloxacina y el acido nalidixicsihinuyen ademas la produccion de
las citocinas factor estimulante de colonias degoitos-monocitos (GM-CSF) e
IFN-y (Yoshimuraet al., 1996; Dalhoff, 2005). Por otro lado, se ha obse@o que la
exposicion a quinolonas, particularmente a ciprs@itina, incrementa la produccion

de IL-2 de linfocitos estimulados con mitégenose@®iecket al., 1998; Dalhoff,
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2005) y algunas investigaciones muestran que spacea de inducir la produccion
del mediador inflamatorio prostaglandina & monocitos a través de la induccion
de la cicloxigenasa-2 (Takahas#i al., 2005). Los hallazgos del efecto de las
quinolonas sobre la produccion de citocinas tamba&msido reportados en modelos
in vivo, asi como en diversos estudios clinicos (Dalhoff &halit, 2003; Dalhoff,
2005). En este tipo de estudios se ha observadoaadque la inmunomodulacién
generada por la administracion de quinolonas eazcedp promover un incremento
de la respuesta inmune humoral del hospedero emacde bacterias, asi como su
eliminacién independientemente del efecto antivedtdel farmaco, lo que favorece
la recuperacion del individuo ante la infeccion {&uudiet al., 1993; Klimpelet al.,
2008).

Se cree que el mecanismo detras del efecto inmuwhdeador de las quinolonas esta
relacionado con su capacidad de afectar la actlvida diversos factores de
transcripcion relacionados con la expresion de géeeecitocinas tales como NiB,
MAP-kinasa, AP-1 y NFAT (Dalhoff and Shalit, 200&%eisset al., 2004; Shalitt
al., 2006); asi como de otras moléculas de sefiadizaicitracelular tales como
adenosin monofosfato ciclico (cCAMP) y fosfodiessaisa(Dalhoff and Shalit, 2003).
Estas interacciones han mostrado tener tambiéncregpenes en los mecanismos
apoptosis, como lo demuestran estudios con la pradosufloxacina que causa un

retardamiento del proceso apoptético (Azuma and@003).

4.4. LEVOFLOXACINA

La levofloxacina es una quinolona de tercera gen@mma Sus presentaciones
comerciales incluyen a Elequine de Janssen-Cilagaduin de Ortho-McNeil y
Tavanic de Aventis (ver Figura 5) y puede ser ettada en presentacion oral o
intravenosa (TB alliance, 2008 a). Es una de lasofppnas de mayor uso terapéutico
en la actualidad y cuenta con la aprobacion dedhairdstracion de farmacos y
alimentos (FDA) para su uso clinico en diversasmemédades urinarias, respiratorias

y dermatoldgicas.
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4.4.1. Estructura y funcion

La levofloxacina es el estereoisomero levo de laxatina (Kiangkitiwanet al.,

2008). Su nomenclatura quimica es: acido 9-fluqBezhidro-3-metil-10-(4-metil-
1-piperazinil)-7-oxo-7H-pirido[1,2,3-de]-1,4-benzmin-6-carboxilico y su formula
guimica es gH2oFN3O,4 (TB alliance, 2008 a). Su estructura quimica ys@enéacion

comercial se muestran en la Figura 5.
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Figura 4. Levofloxacina. Se muestra la estructura quimica de la levoflmeac
(izquierda), asi como ejemplos de su presentacitrercial (derecha).

La levofloxacina presenta actividad bactericida t@on patdbgenos como
Saphylococcus aureus, Streptococcus pyogenes, Escherichia coli, Enterococcus
faecalis, Klebsiella pneumoniae, Proteus mirabilis, Enterobacter cloacae y
Pseudomonas aeruginosa (Giordanoet al., 2007). Ademas, tiene actividad contra
complejos de micobacterias como el Mgcobacterium kansasii, Mycobacterium
avium y Mycobacterium tuberculosis y otras bacterias que infectan el tracto
respiratorio comdtreptococcus pneumoniae, Haemophilus influenzae, Haemophilus
parainfluenzae, Moraxella catarrhalis, Chlamydia pneumoniae y Mycoplasma

pneumoniae (TB alliance, 2008 a).

Sus principales usos clinicos son en infeccionigguas complicadas y pielonefritis
aguda (McGregoet al., 2008), infecciones de la piel y su estructuri@noet al.,
2007), exacerbaciones agudas de EPOC (Patel andoiWil2006) y otras
enfermedades respiratorias como neumonia nosocgradguirida en la comunidad
(Bolon, 2009) y es efectiva en la profilaxis defrar (Oliphant and Green, 2002). La
levofloxacina ademas es segura para su uso ennpegimfectados con virus de
inmunodeficiencia humana (Chiest al., 1997) y estudios en modelos murinos
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demostraron que protege contra infecciones resp@at porFrancisella tularensis
(Klimpel et al., 2008).

4.4.2. Aspectos farmacologicos

La biodisponibilidad oral de la levofloxacina es &8&95% (TB alliance, 2008 a).
Tiene una vida media aproximada de 7.6 h luego dkiptes dosis de 500 mg
(McGregoret al., 2008). Su concentracién en tejido urinario llagser tan alta como
la concentracion maxima en plasma con una adeqeauzracion a prostata y a piel
(McGregor et al., 2008; Giordanoet al., 2007). También se acumula
intracelularmente en macréfagos alveolares y ettrdfdas (Vazifehet al., 1999).

La levofloxacina es eliminada principalmente pa kénal, via filtracion glomerular

y secrecion tubular (Giordambal., 2007).

Sus efectos adversos incluyen todos los comunes lparquinolonas tales como
desordenes gastrointestinales, reacciones de éns#bdidad, tendonitis,

fotosensibilidad y prolongacién del intervalo QTB(&lliance, 2008 a). También se
ha visto que causa reacciones adversas en relatiBNC como jaquecas (6%),
mareos (3%) y eventos menos comunes incluyen donfumsomnio y raramente
psicosis (Kiangkitiwaret al., 2008; Mandell and Tillotson, 2002).

4.4.3. Interacciones con el sistema inmune

Se han reportado diversas funciones de modulacinunolégica para la
levofloxacina. Una de la mas relevantes es la imada a la produccién de
citocinas mostrando que el farmaco es capaz derdam#de manera dependiente de
dosis la produccion de IL-2 de células mononuckde sangre periférica (PBMC)
estimuladas con el mitdgeno fitohemaglutinina (PHAR dosis altas, es capaz de
disminuir la produccion de GM-CSF y receptor delkeluble en el mismo modelo
experimental (Yoshimuraet al., 1996). Ademas, se encontr6 que en PBMC
estimulados con lipopolisacéarido (LPS) disminuigraduccion de IL-g de manera
dependiente de dosis y la de ThEolo a dosis altas (Yoshimuegal., 1996). Otros
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autores corroboran lo anteriormente citado para-&NFreportan ademas que la
levofloxacina ocasiona un decremento en la prodacale IL-6 de PBMC
estimulados con la bacter@reptococcus pneumoniae inactivada por calor (Chat
al., 2003).

Ademas de su efecto sobre la produccién de citeciea ha observado que la
levofloxacina interactia con los neutrofilos promeowo la aceleracion de su muerte
a la hora 15 de cultivo por mecanismos ajenos aptatosis, por la cual mueren

normalmente a la hora 30 (Azuma and Ohura, 2003).

Algunos hallazgos ponen de manifiesto que la lexaitina es capaz de modular la
respuesta inmune independientemente de su inténadoiecta con células inmunes
(i.e. neutrdfilos, monocitos, linfocitos), comods el estudio realizado por Uriarte y
colaboradores (2004) en el que se reporta querddldeacina es capaz de regular la
produccion de los factores quimioatrayentes IL-81€P-1 por parte de células
endoteliales estimuladas. Dicha disminucion ocasememas una disminucion en la
migracion transendotelial de neutréfilos y monagitaunque se presume existe mas

factores involucrados en este proceso (Urigrée., 2004).

Los efectos benéficos de la levofloxacimavivo son debidos al incremento en la
eliminacién de bacterias tanto por efecto direcel thrmaco como por la
modulacién inmune que ejerce (Dalhoff, 2005): @stiédn ratones infectados con
Francisella tularensis han mostrado que la levofloxacina promueve unguesta de
tipo Tyl e induce la produccion de anticuerpos protectques aunado a su efecto
bactericida, favorece la recuperacion y resoludénla infeccion (Klimpelet al.,
2008).

4.5. MOXIFLOXACINA
La moxifloxacina es una quinolona de tercera gem@na al igual que la

levofloxacina. Posee varias presentaciones conhesaikestacando Avelox de Bayer

y Vigamox de Alcon (Figura 6), la primera en prdaeiones oral e intravenosa y la
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segunda en presentacion oftalmica (TB alliance82f)0 Esta quinolona es utilizada

en gran medida para tratar infecciones gastrointdss, respiratorias y de la piel.

4.5.1. Estructura y funcion

La moxifloxacina es una 8-metoxi quinolona cuya eontatura quimica es: acido 1-
ciclopropil-6-fluoro-1,4-dihidro-8-metoxi-7-[(4aS3®%)-octahidro-6H-pirrolo[3,4-
b]piridin-6-il]-4-oxo-3-quinolincarboxilico y tiendéa férmula quimica &H,4FN3O4
(TB alliance, 2008 b). Su estructura quimica y @néacion comercial se muestran en

la Figura 6.

La moxifloxacina presenta actividad contra todas bacterias mencionadas para
levofloxacina (TB alliance, 2008 b). Sus princigal@isos clinicos son en
enfermedades respiratorias como exacerbacionesriaacts de EPOC (Patel and
Wilson, 2006) y neumonia adquirida en la comunigdrarara, 2007); en infecciones
de la piel y su estructura (Guay, 2006) y en infeees intraabdominales
complicadas (Bolon, 2009). Recientes estudiosadsugieren que moxifloxacina
podria ser utilizada para el tratamiento de ladefi?ardilloet al., 2008) y de
infecciones poHelicobacter pylori (Whenzeret al., 2009). Ademas, estudiasvivo
sugieren que la moxifloxacina puede incrementar déectos antitumorales de
agentes quimioterapéuticos (Reuvehial., 2010; Fabiaret al., 2006) y protegen
contra la neumonia causada poandida albicans en ratones inmunosuprimidos
(Shalitet al., 2002).

Figura 5. Moxifloxacina. Se muestra la estructura quimica de la moxiflimeac
(izquierda), asi como ejemplos de sus presentaxicomaerciales (derecha).
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4.5.2. Aspectos farmacologicos

La moxifloxacina es absorbida muy bien por tract@stgintestinal con una
biodisponibilidad del 90% y una vida media de 12as una dosis de 400 mg (TB
alliance, 2008 b). Se acumula en tejido respiratgren macréfagos alveolares en
mayor proporcion que en suero (Saravolatz and lteg2@03). La moxifloxacina
tiene buena penetracion en piel, fluido sinovialidb intersticial de tejido muscular
y adiposo (Guay, 2006), en neutrofilos y macrofa@@ascualet al., 1999). La
moxifloxacina es metabolizada principalmente de enarhepatica via conjugacion

de glucordnidos y sulfatos (TB alliance, 2008 b).

Los efectos toxicos de la moxifloxacina son pocosioytan severos como los
causados por otras quinolonas. Los mayores efaxwsrsos son nausea (6%),
diarrea (5%) y mareos (2%) (Guay, 2006). La moxdkina también ha sido
implicada en artropatias como tendonitis (TB aligr2008 b) y en menor medida en
cardiopatias (1%) (Guay, 2006). Pocos eventos ((al€3%) han relacionado a
moxifloxacina con: dolor abdominal, reaccién aléagi constipacién, anorexia,

leucopenia, mialgia, insomnio y vaginitis (TB atice, 2008 b).

4.5.3. Interacciones con el sistema inmune

Como la mayoria de las quinolonas, gran parte seefectos inmunomoduladores
reportados de la moxifloxacina giran en torno dentaulacion en la produccion de
citocinas. Asi pues, se ha reportado que la modfima ocasiona una inhibicion de
la produccion de las citocinas lle,].TNF-o de monocitos humanos estimulados con
LPS, ademas de que causa una disminucion depemdiendosis de IL-6, IL-10 e
IL-12, aunque sin llegar a ser significativa (Akagf al., 2002). En el mismo estudio
se observdé que los efectos antes mencionados nensentraban cuando se
estimulaba con la bacter@aphylococcus aureus inactivada por calor (Araujet al.,
2002). En un estudio posterior se corrobord la utisnidn de la produccion de TNF-
a, pero se encontrd una disminucion significativdagproduccion de IL-6 en PBMC
estimulados ya sea con LPS, acido lipoteicoico ctebms inactivadas por calor
(Choiet al., 2003).
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Otras citocinas afectadas por la moxifloxacina ksninvolucradas en la respuesta
inmune adaptativa. Al respecto se ha observado lguguinolona es capaz de
disminuir el nimero de linfocitosy{T CD4") que expresan las citocinas IFN- IL-

4 (Williams et al., 2005), aunque se desconoce el efecto sobredacs@n de dichas

citocinas.

La moxifloxacina es capaz de disminuir la secredénfactores quimioatrayentes,
principalmente IL-8, en diferentes modelos celidatales como: neutrofilos
(Williams et al., 2001), células endoteliales, en las que tamb&robservé una
disminucién de MCP-1 (Uriartet al., 2004); y células de epitelio bronquial, en las
que también se encontré una disminucién en la padn de GM-CSF, citocina con
funciones hematopoyéticas (Zimmermemnal., 2009). Se presume estos eventos
estan relacionados con la inhibicion de la actidida migracion transendotelial de

neutroéfilos y monocitos, observado en el trabajtdarte y colaboradores (2004).

La interaccién de la moxifloxacina con factoregm@scripcion ha sido abordada en
diversos estudios con el fin de elucidar el meecaoisde modulacién de la
produccion de citocinas. De esta manera, estudiostro han mostrado que la
moxifloxacina es capaz de inhibir la activacion dd«B en diversos modelos
celulares tales como PBMC (Chatial., 2003), monocitos (Weiss al., 2004; Shalit
et al., 2006) o inclusive en lineas celulares de epitetin fibrosis quistica (Blaet
al., 2007). Otros factores de transcripcion que se imbibidos por accion de la
moxifloxacina son la MAP-kinasa (Weissal., 2004; Shali&t al., 2006), ERK1/2 y
JNK (Blauet al., 2007).

Como la levofloxacina, la moxifloxacina favoreceelaninacion de bacterids vivo

al combinar su efecto bactericida con su efectaumomodulador (Dalhoff, 2005).

La actividad inmunomoduladora de esta quinolonaesiso capaz de proteger en
contra de infecciones no bacterianas, como lo dstrare Shalit y colaboradores
(2002), en cuyo estudio la moxifloxacina mejor&cédidad de vida y disminuyo la
mortalidad de ratones inmunosuprimidos con ciclaimsda y con infeccion

pulmonar porCandida albicans.
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4.6. IMMUNEPOTENT CRP

El IMMUNEPOTENT CRP, conteniendo factor de transfara, es un dializado de
sustancias de mezclas heterogéneas de bajo pesoutaol obtenido luego de pasar
el material soluble del bazo a través de una membcan un poro de 12 a 14 kDa
(Franco-Molinaet al., 2004). El factor de transferencia es una medelgustancias
las cuales pueden ser definidas por sus propiedaggisnicas, perfil
espectrofotométrico y principalmente por las prdages biolégicas de transferir
inmunidad celular contra uno o una variedad degantis (Kirkpatrick, 2000). Dado
esto, el IMMUNEPOTENT CRP tiene la capacidad dendfarir inmunidad
especifica a un individuo que no la posee, comstitdo asi un tipo de inmunoterapia

pasiva. El uso del producto es manejado en unidafes

4.6.1. Funciones y utilidades del IMMUNEPOTENT CRP

El IMMUNEPOTENT CRP presenta una gran cantidad féetes sobre el sistema
inmune que son capaces de ayudar en el tratangentoa infecciones, desordenes

inmunologicos y malignidades (Miranda-Hernande20

Diversos experimentos ponen de manifiesto las pdamles inmunomoduladoras e
inmunopotenciadoras del IMMUNEPOTENT CRP: se haeplzlo que protege en
contra del choque endotéxico inducido por lipoaérido (LPS)n vivo (Franco-
Molina et al., 2004) ein vitro (Franco-Molinaet al., 2007) disminuyendo la
produccion de las citocinas TNF-e IL-6 y la produccion de oxido nitrico y
aumentando la produccion de IL-10 (Franco-Mokhal., 2005), ademas de reducir
la produccién de especies reactivas de oxigewidro (Miranda-Hernandez, 2009).

El IMMUNEPOTENT ha mostrado actividad antitumorabge lineas celulares de
cancer de mama (Franco-Moligaal., 2006), en las cuales es capaz de bloquear la
actividad de union a ADN de AP-1, inhibiendo la exgd6n de diversos factores de
transcripcion (Mendoza-Gambetal., 2008). Modelos tantm vitro comoin vivo

han demostrado su eficacia en contra de melanomamanen el que favorece la

sobrevida, regresion tumoral y prevencion de masést(Franco-Molinaet al.,
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2010). Ademas, estudios clinicos sugieren que IMMBRTENT CRP favorece el
mantenimiento de la integridad del sistema inmueegodcientes bajo régimen de
quimio y radioterapia, incrementando su calidadvida (Franco-Molinaet al.,
2008).

Ademas de las capacidades antes descritas, el IMBROINENT CRP posee la

capacidad de inhibir el crecimiento bacteriameitro (Franco-Molinaet al., 2007),

efecto de interés para el presente estudio.
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V. MATERIALES Y METODOS

5.1. CELULAS MONONUCLEARES DE SANGRE PERIFERICA (PBMC)

Se colectd sangre periférica en tubos con hepaddica por medio de puncién
venosa a partir de donadores sanos, previo congento informado. Los donadores

fueron del sexo masculino, con edades comprenditas 20 y 25 afios.

Las células mononucleares de sangre periférica (BB aislaron por medio de un
gradiente de densidad con Ficoll-Hypaque (Sigmaiétdinc, St. Louis, MO, USA)
a 1600 rpm durante 30 min a 20°C, segun las ingtmes del fabricante.
Posteriormente se realizaron un par de lavadosalmeion amortiguadora de Hank
(HBSS). En el caso de la prueba con monocitos,ldeados fueron realizados
utilizando solucion amortiguadora de fosfatos (PB&) para evitar la adhesion de

los monocitos a la superficie del tubo.

Las PBMC se suspendieron en medio RPMI 1640 cooipteedio RPMI 1640

(GIBCO, Invitrogen Corp, Grand Island, NY, USA) eurecido con 10% de suero
fetal bovino (SFB) (GIBCO, Invitrogen Corp, Grarsgaind, NY, USA), previamente
inactivado a 56°C por 30 min; y suplementado cotbigdtico estreptomicina-

penicilina (GIBCO, Invitrogen Corp, Grand Islandy NJSA).

5.2. FARMACOS

Se utilizaron los antibioticos quinolonicos, lewdhcina (Elequine 1.V. 500 mg/100
mL) (Janssen-Cilag, Hospira Inc. Austin TX, USAmpxifloxacina (Avelox I.V.
400 mg/250 mL) (Bayer, Bayer HealthCare AG, Levedqy Alemania). Para su uso
en cultivo celular los antibioticos fueron estealios empleando filtros de jeringa de

0.22 micrones (Millipore Corporation, Billerica, MAISA).
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5.3. IMMUNEPOTENT CRP

Se utilizé el IMMUNEPOTENT CRP, que es un extradtalizable de leucocitos de
origen bovino, conteniendo factor de transferenekborado en la Planta de
Produccion de Bioldgicos del Laboratorio de Inmodh y Virologia de la Facultad
de Ciencias Bioldgicas de la Universidad AutonomdNdevo Ledn. Una unidad (U)
es considerada como el dializado de 1.5 %l&0cocitos de bovino. Para su empleo
en cultivo celular, 10 U de liofilizado fueron sesglidas en 2 mL de PBS (5 U/mL)

y esterilizado empleando filtros de jeringa de (ri2@rones.

5.4. TRATAMIENTO DE LAS PBMC

Las PBMC fueron sembradas en medio RPMI 1640 cdmpldratadas utilizando

levofloxacina, moxifloxacina e IMMUNEPOTENT CRP comigue:

* Tratamiento A Levofloxacina 25ug/mL

* Tratamiento B Levofloxacina 5Qug/mL

e Tratamiento C Moxifloxacina 25ug/mL

* Tratamiento D Moxifloxacina 50ug/mL

* Tratamiento E IMMUNEPOTENT CRP 0.05 U/mL

» Tratamiento F IMMUNEPOTENT CRP 0.1 U/mL

* Tratamiento G Levofloxacina 25 pg/mL + IMMUNEPOTENT
CRP 0.05 U/mL

* Tratamiento H Moxifloxacina 25 pg/mL + IMMUNEPOTENT
CRP 0.05 U/mL

e Tratamiento | PBS (control)
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5.5. VIABILIDAD CELULAR

Para evaluar la viabilidad de las células tratagasalizo el ensayo con Bromuro de
3-(4,5-dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazol (MT) (Sigma Chemical CO, St. Louis,
MO, USA) como se describe a continuacién (Cabpal., 2003). Las PBMC se
sembraron en medio RPMI 1640 completo a una corman de 1t células por
pozo en placas de cultivo de 96 pozos, se lesamphclos tratamientos y se
incubaron a 37°C con 5% de €@or 72 h. Una vez finalizado el periodo de
incubacion, se agregaron g0 de MTT (5 mg/mL) en PBS a cada pozo y se incubo
de nuevo la placa a 37°C con 5% de,@0r 2 h. Luego, la placa se centrifugé a
1600 rpm por 10 min, se descarto el sobrenadasteagregaron 100L de dimetil
sulfoxido (DMSO) a cada pozo, se agité suavemersi getermind la absorbancia a
540 nm mediante un lector de placas Synergy HT ®io Instruments, Inc. USA).
Los valores de absorbancia obtenidos para losratéos fueron comparados con

los del control para obtener el porcentaje de lida celular relativa.

5.6. PRODUCCION DE SUPEROXIDO

Las PBMC fueron sembradas en medio RPMI 1640 cdmple placas de 24 pozos
a una concentracion de 3.5 x°1€&lulas/pozo. Posteriormente se agregaron los
tratamientos mencionados anteriormente y las cgliwlaron incubadas a 37°C en
una atmésfera de 5% de ¢@Qurante 3 h. Después, las células no adherergesnfu
descartadas decantando el medio de las placasagdavdos veces con solucion
amortiguadora de Hank (HBSS). Una vez obtenidosrlosocitos adheridos en la
placa, se agregd a cada pozo 0.1% de cloruro dmmnitl tetrazolio (NBT) (Sigma
Chemical CO, St. Louis, MO, USA) diluido en HBSSam300 ng/mL de forbol-
miristato acetato (PMA) (Sigma Chemical CO, St.ikpMO, USA). Los monocitos
fueron incubados por 1 h a 37°C atmdsfera de 5% @ey posteriormente se
descarto la solucion de NBT y se lavaron con PB3°&€, luego se agregdé metanol
para fijar las células y se dej6é secar. Despuegyssgaron 12@L de hidroxido de
potasio mas 14QL de DMSO y se agit6 suavemente (100-200 rpm) lomin a
temperatura ambiente. Finalmente, se transfiri@@ uL de la solucién de cada

tratamiento a placas de 96 pozos y se realiz&tarke de la absorbancia en un lector
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de placas Synergy HT a 620 nm. Los valores de bbhsoila son directamente
proporcionales a la cantidad de produccién delrasigeroxido (Chait al., 2006).

5.7. DETERMINACION DE LAS POBLACIONES DE LINFOCITOS

Las PBMC fueron sembradas en medio RPMI 1640 cdmple placas de 12 pozos
a una concentraciéon de 2 x°®1€&lulas/pozo. Se agregaron los tratamientos para
luego estimular adicionando fitohemaglutinina (PH&IBCO, Invitrogen Corp,
Grand lIsland, NY, USA), un activador policlonal délulas T, diluida en medio
RPMI 1640 completo a una concentracion final gg/nL por pozo. Posteriormente
se incubaron a 37°C en una atmosfera de 5% dep@Cr2 h con el fin de estimular
la proliferacion de las células (Medieaal., 1994). Al terminar la incubacion se
colectaron las células de cada pozo y se ajustfr 10 en 50 pL de solucién de
PBS + 5% SFB + 0.01% azida de sodio y se colocanambos Falcon de 5 mL (BD
Biosciences, USA) (Wateet al., 2002). Se adicionaron a cada tubo 5 pL del tocte
correspondiente de anticuerpos marcados con lasofitomos isotiocianato de
fluoresceina (FITC) y ficoeritrina (PE) (CD45 FITI}14 PE, CD3 FITC/CD19 PE,
CD3 FITC/CD4 PE, CD3 FITC/CD8 PE y CD3 FITC/CD16 PED56 PE) del kit
Simultest’ IMK- Lymphocyte (BD Biosciences, USA), se homogenizé la mezclay s
incubaron a temperatura ambiente y en la oscupdad®0 min. Posteriormente, se
realizé un lavado con solucion de PBS + 5% SFB 04%. azida de sodio para
eliminar el exceso de anticuerpos marcados y fieatm se fijaron las muestras
agregando 500 pL de paraformaldehido al 1% en EBSonteo se realizé en un

citometro de flujo marca Epics Altra (Beckman CeyltUSA).

5.8. PRODUCCION DE CITOCINAS

Las PBMC se sembraron en medio RPMI 1640 complefdacas de 12 pozos a una
concentracion de 1 x 1@élulas/pozo. Se adicionaron los tratamientosene el
estimulador PHA a una concentracion final degmlL por pozo y posteriormente se
incubaron a 37°C en una atmosfera de 5% deg D24 h (Attaret al., 2007). Las

células fueron centrifugadas a 1600 rpm por 10 minse colectaron los
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sobrenadantes de cada tratamiento, los cualesnfa¢racenados a -20 °C hasta su
empleo para evaluacién de la produccion de laxio#s IL-2, IL-10 e IFNy. La
determinacion de la produccion de citocinas sez@ampleando los siguientes kits
comerciales de ELISAimmunoassay Kit Human IL-2 (Biosource, Invitrogen Corp,
Carlsbad, CA, USA)Immunoassay Kit Human IL-10 (Biosource, Invitrogen Corp,
Carlsbad, CA, USA) Quantikine Human IFN-y Immunoassay (R&D Systems Inc,
Minneapolis, MN, USA), respectivamente, de acuemtiprotocolo descrito por el
fabricante. La lectura de las placas se realizb@ @m en un lector de placas

Synergy HT.

5.9. ANALISIS ESTADISTICO
Cada experimento fue realizado dos veces pordaigti. Se utilizé el analisis de

varianza (ANOVA) y la prueba de Dunnett para distesi existia diferencia entre

los tratamientos, tomandose valores de p < 0.0 gnificativos.
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VI. RESULTADOS

6.1. VIABILIDAD CELULAR DE PBMC TRATADOS

Para determinar si los tratamientos utilizados ste eestudio tienen efectos
citotoxicos en contra de las PBMC que pudieranraites resultados de pruebas
posteriores, se llevd a cabo el estudio de viadilidelular mediante la técnica de
MTT, encontrando que los tratamientos con levoftaxa moxifloxacina e
IMMUNEPOTENT CRP no afectaron la viabilidad celulaiativa de las PBMC
luego de 72 h de exposicion (Figura 6).
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Figura 6. Viabilidad celular relativa de las PBMC Se cultivaron 10PBMC y se trataron
con levofloxacina 25 y 50 pg/mL, moxifloxacina 25§ pg/mL e IMMUNEPOTENT CRP
0.05y 0.1 U/mL, e incubadas a 37°C, 5%,@0r 72 h. Posteriormente, se agregaron 20 pL
de MTT a cada pozo y se incubaron por 2 h, luegoesérifugd la placa, se descartd el
sobrenadante y se agreg6 100 pL de DMSO y las mgest leyeron a una longitud de
onda de 540 nm. Se consider¢ significativo un vdep<0.05 (*). LEVO: levofloxacina;
MOXI: moxifloxacina; ICRP: IMMUNEPOTENT CRP.

6.2. ACTIVIDAD OXIDATIVA DE MONOCITOS

La actividad oxidativa de monocitos obtenidos atipate PBMC fue evaluada
mediante la reduccion intracelular de NBT. El vafle absorbancia obtenido es
directamente proporcional a la cantidad de NBT adal que indirectamente nos

indica la cantidad de anién superoxido producidiaaelularmente.
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Los resultados obtenidos muestran que los tratdosam afectaron la produccion

del anién superoxido, comparados con el contraguf@ 7).
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Figura 7. Produccion del anin superdéxido en monocitosSe cultivaron 3.5 x ToPBMC

y se trataron con levofloxacina 25 y 50 pg/mL, rfloxacina 25 y 50 pg/mL e
IMMUNEPOTENT CRP 0.05y 0.1 U/mL, y las combinaa@snde levofloxacina 25 pg/mL
+ IMMUNEPOTENT CRP 0.05 U/mL y moxifloxacina 25 pg/ + IMMUNEPOTENT
CRP 0.05 U/mL e incubadas a 37°C, 5%,Qfr 3 h. Para la determinacion de la
produccion del anion superoxido se siguid el pritndescrito en materiales y métodos. Se
considerd significativo un valor de p<0.05 (*). LBV levofloxacina; MOXI:
moxifloxacina; ICRP: IMMUNEPOTENT CRP.

6.3. EVALUACION DE LOS TRATAMIENTOS SOBRE LAS
POBLACIONES DE LINFOCITOS

Para determinar si los tratamientos con levoflaxaci moxifloxacina,

IMMUNEPOTENT CRP y sus combinaciones causaron umbi@a en las

proporciones de poblaciones de linfocitos, las PBM{fivadas con los tratamientos
fueron marcadas con anticuerpos marcados con ficarms y posteriormente leidas
en un citdbmetro de flujo, encontrando algunos cami@n las proporciones de
poblaciones de células B y NK entre tratamientesgontrol, los cuales sin embargo
no fueron estadisticamente significativos (Figura ¥ b). Ademas, las poblaciones
estimuladas con PHA presentan un incremento erpdosentajes de ambos tipos
celulares (B y NK) con respecto a las no estimaéh cual no obstante no fue

estadisticamente significativo (Figura 8 a 'y b).
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Figura 8. Evaluacion del porcentaje de células B K en PBMC. Se cultivaron 2 x 10
PBMC y se trataron con levofloxacina 25 y 50 pg/migxifloxacina 25 y 50 pg/mL e
IMMUNEPOTENT CRP 0.05 y 0.1 U/mL, y las combinaasrde levofloxacina 25 pg/mL +
IMMUNEPOTENT CRP 0.05 U/mL y moxifloxacina 25 pg/mLIMMUNEPOTENT CRP
0.05 U/mL; se estimularon o no con 5 pg/mL de gtolaglutinina y se incubaron a 37°C, 5%
CO, por 72 h. Luego, las células fueron incubadas eoticuerpos marcados con
fluorocromos, fijadas y posteriormente leidas en citdmetro de flujo para obtener el

porcentaje de células B) y NK (b). Se considerd significativo un valor de p<0.05. (*)
LEVO: levofloxacina; MOXI: moxifloxacina; ICRP: IMMNEPOTENT CRP; PHA:
fitohemaglutinina.

Por otra parte, los resultados muestran que no Hifeencia en la proporcién de
células T totales entre los tratamientos y el @dntBin embargo, se encontro
diferencia (p<0.05) entre las poblaciones de cgletimuladas y no estimuladas con
PHA (Figura 9 a). Al evaluar la proporcién de céull CD4 y T CDS&, estas
tampoco se vieron afectadas por los tratamientes) pomo en el caso de los
linfocitos T totales, ocurrié una disminucion enfdicitos T CD4 y T CD§ en la

poblacion celular que fue estimulada con 5 pg/mPH®A (Figura 9 b y c).
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Figura 9. Evaluacion del porcentaje de linfocitos Tiotales, T CD4 y T CD8" en PBMC.
Se cultivaron 2 x 10PBMC vy se trataron con levofloxacina 25 y 50 pg/mioxifloxacina
25 y 50 pg/mL e IMMUNEPOTENT CRP 0.05 y 0.1 U/mL,las combinaciones de
levofloxacina 25 pg/mL + IMMUNEPOTENT CRP 0.05 U/mglmoxifloxacina 25 pg/mL +
IMMUNEPOTENT CRP 0.05 U/mL; se estimularon o no édopg/mL de fitohemaglutinina
y se incubaron a 37°C, 5% gfor 72 h. Luego, las células fueron incubadasacdicuerpos
marcados con fluorocromos, fijadas y posteriormésitdas en un citdbmetro de flujo para
obtener el porcentaje de células T totgl@s T CD4 (b) y T CD8 (C). Se considerd
significativo un valor de p<0.05 (*). LEVO: levoftacina; MOXI: moxifloxacina; ICRP:
IMMUNEPOTENT CRP; PHA: fitohemaglutinina.
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6.4. PRODUCCION DE CITOCINAS

Tras exponer por 24 h a las PBMC a los tratamieatopresencia o ausencia de
estimulacion con PHA, la produccion de las citosirlb-2, IL-10 e IFNy fue
evaluada por medio de ELISA. El andlisis estadisiemostrd que los tratamientos
no afectaron la produccion de IL-2 en las célulasstimuladas con PHA, pero se
observé diferencia significativa entre los tratams en las células estimuladas con
PHA, encontrando que levofloxacina y moxifloxaciadas dosis de 25 y 50 pg/mL,
incrementaron la producciéon de IL-2 en alrededor 3B (p<0.01) y que
IMMUNEPOTENT CRP solo y combinado en sus diferentesis no afecté la

produccion de esta citocina (Figura 10 a).

Al evaluar la produccion de IL-10, se observo que ttatamientos no afectaron la
produccion de esta citocina en las células no esdmas con PHA, pero su
produccion se vio afectada cuando las célulastsawdaron con PHA, en las cuales
se observo una disminucion de la produccion deOle@n respecto al control de
manera dependiente de dosis: 14% (p<0.05) y 26%.Qpx para levofloxacina 25
pg/mL y 50 pg/mL; 49% (p<0.01) y 68% (p<0.01) parexifloxacina 25 pg/mL y
50 pg/mL; 75% (p<0.01) y 81% (p<0.01) para IMMUNERENT CRP 0.05 U/mL

y 0.1 UmL; y 79% (p<0.01) y 82% (p<0.01) para laembinaciones de
levofloxacina 25 pg/mL + IMMUNEPOTENT CRP 0.05 U/myLmoxifloxacina 25
pg/mL + IMMUNEPOTENT CRP 0.05 U/mL, respectivame(fegura 10 b).

La produccion de IFN- no se alter6 bajo ningun tratamiento en ceélulas no
estimuladas con PHA. Respecto a las células querfuestimuladas con PHA, la
produccion de IFN- no se afectd con los tratamientos de levofloxaamaon la
dosis de 25 pg/mL de moxifloxacina. En el restolate tratamientos se observé
disminucién en la produccion de IFN-33% (p<0.01) para moxifloxacina 50
png/mL, 39% (p<0.01) y 66% (p<0.01) para IMMUNEPOTEICRP 0.05 y 0.1
U/mL, respectivamente; 48% (p<0.01) para la contidma de levofloxacina 25
pg/mL + IMMUNEPOTENT CRP 0.05 U/mL y 42% (p<0.013rp la combinacion

de moxifloxacina 25 pg/mL + IMMUNEPOTENT CRP 0.05mL (Figura 10 c).

36



[J LEVO 25 pygmL

H LEvo s0ugmL

E2 vox125 ugmL

MOXI 50 uygmL

[ 1crr0.05 UmL

B8 1crRPO.1 UmL

B3 LEVO 25 ygmL < ICRP0.05 UimL
B 2103125 ugmL - ICRP0.05 UmL
[ contrOL

IL-2 (pgimL)

SinPHA PHAS pg/mL

Estimule

[J LEVO 25 pgmL
B LEvo 50 ugmL
[ noxX125 pgmL
% vox150 ugmL
D ICRPO.O5UmL
B ICRPO.1 UmL
B3 LEVO 25 ygmL~ICRP0.05 UmL

IL-10 {pgimL)

B :0x125 pgmL ~ICRP0.05 UmL
O contrOL

PHAS pg/mL

Estimulo

[ LEVO 25 pgmL
B LEvosougmL
B3 mox125 pgmL
MOXI 50 ugmL
[ 1crpo.05 UmL
B icrro.l UmML
B3 LEVO 25 ugmL ~ICRP0.05 UimL

IFM-y {pafmL}

- MOXI 25 uygmL +ICRP0.05 UmL
[ coxTrROL

Sin PHA PHA S pg/mL

Fstimula

F(i)%ura 10. Evaluacion de la produccién de I-2, IL-10 e IFN-y en PBMC. Se cultivaron

10° PBMC y se trataron con levofloxacina 25 y 50 pg/mioxifloxacina 25 y 50 pug/mL e
IMMUNEPOTENT CRP 0.05y 0.1 U/mL, y las combinactsrde levofloxacina 25 pg/mL +
IMMUNEPOTENT CRP 0.05 U/mL y moxifloxacina 25 pg/mLIMMUNEPOTENT CRP
0.05 U/mL; se estimularon o0 no con 5 pg/mL de #tolaglutinina y se incubaron a 37°C, 5%
CO, por 24 h. Posteriormente se obtuvieron los solli@mtas de los cultivos y se realizé
ELISA para IL-2(a), IL-10 (b) e IFN+ (C). Se consideraron significativos los valores de
p<0.05 (*) y p<0.01 (**). LEVO: Ilevofloxacina; MOXI moxifloxacina; ICRP:
IMMUNEPOTENT CRP; PHA: fitohemaglutinina; pg: pia@gnos.
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VII. DISCUSION

Las quinolonas son antibiéticos sintéticos de amp8pectro con la capacidad de
modular el sistema inmune (Dalhoff, 2005). Dos glonas utilizadas a gran escala
en la actualidad son la levofloxacina y la moxilomna (Bolon, 2009). El
IMMUNEPOTENT CRP también posee efectos inmunomathres (Franco-
Molina et al., 2007). Dado el uso terapéutico de los compueatdsriormente
citados, el definir su papel en la modulacién dstesna inmune resulta crucial ya
gue puede ser de gran importancia clinica, soli@ ¢éo pacientes inmunodeficientes

0 en unidades de cuidado intensivo.

Como parte de este estudio se evaluod el efecta Bwdfloxacina, la moxifloxacina
y el IMMUNEPOTENT CRP sobre la viabilidad de las NB. Los resultados
obtenidos muestran que no hubo variaciones sigtifies sobre la viabilidad
relativa de PBMC a ninguna de las dosis empleadaspborando anteriores
investigaciones de Yoshimura y colaboradores (19%é)liams y colaboradores
(2001), y Franco-Molina y colaboradores (2007) apgarofloxacina, moxifloxacina
e IMMUNEPOTENT CRP, respectivamente. Esto indica qatos compuestos son
seguros para su administracion por cualquier vianybién nos da la pauta para
atribuir cualquier efecto inmunomodulador encordradla accion del compuesto

independiente de toxicidad celular.

Otro parametro considerado fue la actividad oxidatde monocitos, evaluada
mediante la produccion intracelular del anion sayielo. Dicha actividad no resulté
afectada luego de la administracion de los difeemtatamientos de levofloxacina,
moxifloxacina, IMMUNEPOTENT CRP y las combinacionéger materiales y
métodos para aclaraciones). Estos resultados difiede los anteriormente
reportados, en los que se encontr0 que los tratémsie con quinolonas
incrementaban la produccion de superéxido en magosf de rata estimulados con
PMA (Azumaet al., 1999). Probablemente la diferencia de los radokt se deba a la
diferencia del modelo ya que, estudios realizados2tulas de humano muestran que
la moxifloxacina no afecta la actividad oxidativ& dheutréfilos luego de su

activacion conCandida albicans y Saphylococcus aureus (Fischer and Adam,

38



2001). Respecto a IMMUNEPOTENT CRP, estudios amtesireportan que tiene la
capacidad de inhibir la produccion de especiestiv@acde oxigeno en macrofagos
(Miranda-Hernandez). Aunque, hay que sefialar qustehulante fue LPS, el cual
se tiene reportado que induce una fuerte produad@dxido nitrico, pero no de
superoéxido (Chotet al., 2006). En nuestro estudio se utiliza el PMA estimulador
que, contrario al LPS, induce la produccion de sifido pero no de éxido nitrico
(Choi et al., 2006); por lo que nuestros resultados no séapas, ni contradicen a
los de Miranda-Hernandez (2009), sino que los cemphtan. Dado los reportes
anteriores, resulta complicado definir el papelal&vofloxacina, moxifloxacina e
IMMUNEPOTENT CRP sobre las actividades de los fagsc

Diversos efectos moduladores han sido reportad@slps. compuestos de interés de
este estudio sobre importantes factores de trgmas@ni involucrados con el sistema
inmune tales como NkB (Mendoza-Gamboet al., 2008; Shaliet al., 2006; Choi

et al., 2003), AP-1 (Mendoza-Gambah al., 2008) y MAP-kinasa (Shalit al.,
2006). Dadas las funciones de estos factores dsctipcion como integradores de
sefal en la activacion de linfocitos (Ableisl., 2010), nos fue de interés averiguar
si la levofloxacina, moxifloxacina e IMMUNEPOTENTRP promovian o inhibian
la proliferacion de alguna subpoblacion de linfogjtque pudiera reflejarse en un
aumento o disminucion de su proporcion. El analsisealizé mediante citometria
de flujo, dando como resultado que las diferentessdde los compuestos, asi como
sus combinaciones, no variaron los porcentajesindecitos B, NK, T totales, T
CD4" y T CD8 comparados con el control. La ausencia de diféaesignificativa
entre los tratamientos y el control ocurrié tanéwapcélulas sin estimulo como para
células estimuladas con PHA. Estos experimentoecpar ser los primeros
realizados al respecto ya que no se encontré bidfia en la que se reportara el
efectoin vitro del tratamiento con quinolonas o IMMUNEPOTENT C&jbre los
porcentajes de las subpoblaciones de linfocitosemfdas, nuestros resultados
mostraron que cuando se estimulaban las células RtéA, se disminuia el
porcentaje de las subpoblaciones de linfocitos ifuf@ 9 a,b,c), lo cual ocurria
independientemente de los tratamientos. Este lgallaa es novedoso ya que Lim y
colaboradores (1998) ya habian reportado este femdnel cual posteriormente fue

confirmado por Diaz y colaboradores (2004), quidaestribuyeron a la pérdida de
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expresion del marcador de superficie CD3 por unvamkon de los mecanismos
apoptaticos de los linfocitos causado por la edamdan con PHA.

El estimulante PHA también fue utilizado para eaala produccion de citocinas por
parte de las PBMC tratadas con levofloxacina, nhaxaicina, IMMUNEPOTENT
CRP y las combinaciones. Las citocinas evaluada®ifulL-2, IL-10 e IFNy que,
como se sabe, son secretadas por linfocitos Taaltis; con excepcion de la IL-10
que también es secretada por monocitos (Abbas .et2@10). Los resultados
muestran que la produccion de las citocinas antxionadas no varié entre los
tratamientos y el control en PBMC que no fueromagtdas. Sin embargo, cuando
las PBMC se estimularon con PHA, se pudo obsemaroclos tratamientos tenian
efectos significativos sobre la produccién de ditas (Figura 10 a,b,c). Al respecto,
es prudente mencionar que los efectos estimulanitelibitorios de las quinolonas
en lo que refiere a sintesis de citocinas solo @uetservarse cuando las células son
expuestas a estimulantes como lectinas (p.ej. REFcanavalina A), citocinas
(p.€j. TNFe, IL-1), LPS o PMA; o0 a estresantes como radiactorfarmacos
citotéxicos (Dalhoff, 2005). EI IMMUNEPOTENT CRP mg@ge comportarse de
forma similar a las quinolonas ya que, al menokeaque refiere a la produccion de
las citocinas aqui evaluadas, no ejercio ninguntefaotable en ausencia de PHA
(Figura 10 a,b,c).

Respecto a los efectos especificos de cada tratentEnemos que la levofloxacina
incrementd la produccién de IL-2 en las dosis dey250 pg/mL, efecto que

concuerda con lo reportado por Yoshimura y colabmes (1996) para esta
quinolona. La moxifloxacina también increment6 taduccion de IL-2 en las dosis
de 25 y 50 pg/mL, hallazgo que difiere de lo regabot por Potjo (2007) que no
encontré diferencia significativa en la produccis IL-2 de células tratadas con
moxifloxacina 10 pg/mL y estimuladas con PHA, loegpodria indicar que se
requiere de una dosis mayor de la quinolona pae @arza efecto sobre la
produccion de IL-2. El efecto en la sobreproduccida IL-2 no parece

correlacionarse a los resultados de la citometrila gue la proporcion de linfocitos
T no presentan un aumento significativo con regpakttontrol para ninguna dosis
de levofloxacina ni moxifloxacina. Una posible nespta podria ser una inhibicion

en la expresién de superficie del receptor de Ite2no reportan Yoshimura y
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colaboradores (1996) para levofloxacina, que césera acumulacion de IL-2 en el
sobrenadante del cultivo sin afectar consideralbienel nimero de linfocitos T. El
efecto clinico es dificil de definir, pero dadas fanciones de la IL-2 como principal
promotor del desarrollo de células T reguladoraal¢kl 2003), la sobreproduccion
de IL-2 podria indirectamente promover un ambiami@inflamatorio benéfico para
controlar la inflamacion aguda causada por infewsopor bacterias, aunque a su

vez podria ser perjudicial en el caso de paciesue<ancer.

El IMMUNEPOTENT CRP no mostré ningun efecto sotagtoduccion de la IL-2

a ninguna dosis concordando con reportes anterpaes el factor de transferencia
(Alvarez-Thull and Kirkpatrick, 1996), al igual qles combinaciones de este con las
quinolonas, lo que indica que de alguna maner®IBIUNEPOTENT CRP modula
los efectos de estos antibidticos, al menos erurgspecta a este parametro. Es
probable que lo anterior esté relacionado con lapi@dades protectoras del
IMMUNEPOTENT CRP contra los efectos secundarios fdemacos para
quimioterapia del cancer reportados por Franco-iholy colaboradores (2008),

aunque aun hacen falta estudios para elucidar @msmo de este proceso.

Otra de las citocinas cuya produccion fue evaliadaste estudio es la IL-10. Los
resultados indican que todos los tratamientos adalsi causan, en mayor 0 menor
medida, la inhibicién de la produccion de IL-10giia 10 b). Nuestros resultados
difieren de los encontrados por Araujo y colaborag@2002) para la moxifloxacina,
en donde, a la dosis de 10 pug/mL y bajo estimulbRi no existio una inhibicion
estadisticamente significativa. Sin embargo, etlescionan que se notaba un patron
dependiente de dosis en su inhibicion, por lo qobagblemente si se utilizaran las
dosis de 25 y 50 pg/mL, si se lograria encontrhibioion. La diferencia entre
nuestros resultados y los de Araujo y colaborad@@82) podria deberse también al
estimulo utilizado (LPS suyo contra PHA nuestra@, que diferentes estimulos
pueden originar efectos diferenciales de las qaimed en la produccion de citocinas
debido probablemente a las diferentes vias de iza€idn que los estimulantes
activan (Araujoet al., 2002). Por otra parte, nuestros resultados @dean con los
de Khan y colaboradores (1998) para la trovaflomacipues se muestra una
inhibicion de la produccion de IL-10 dependientedidsis; aunque es importante

mencionar que la trovafloxacina fue descartadant®icado debido a sus efectos
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hepatotoxicos. También concuerdan con los repodes Franco-Molina y
colaboradores (2007) para el IMMUNEPOTENT CRP, es tjue se inhibe la
produccion de IL-10 y otras citocinas de célulasgséneas tras estimulo con LPS.
Dado el papel de la IL-10 como supresora de lauesstp inflamatoria (Coupet al.,
2008), su inhibicion podria realzar las reaccianfiamatorias durante infecciones.
No obstante, es complicado discernir las implicae#o clinicas de nuestros
resultados, ya que estudios vivo de choque séptico inducido por LPS, han
demostrado que se aumenta la produccion de ILd9 l& administracion de la
quinolona ciprofloxacina (Khanet al., 2000), pero se disminuye tras la
administracion de IMMUNEPOTENT CRP (Franco-Molidaal., 2004); en ambos
casos atenuando la severidad de los sintomas yefagndo la supervivencia. Lo
qgue nos indica que la modulacion de la produccérsalo IL-10 no es suficiente

para la atribucion de propiedades pro o anti-infiorias a los compuestos.

En cuanto al efecto de los tratamientos sobreddymcion de IFNg, se encontro que
la dosis de moxifloxacina 50 pg/mL y todos los amaientos que contenian
IMMUNEPOTENT CRP, disminuian de manera significatia produccion de ésta
citocina, mientras que el resto de los tratamiemosla afectaban, aunque cabe
sefalar que la dosis de 25 pug/mL de moxifloxacamabién mostro inhibicion, pero
sin llegar a ser significativa. No se encontrareportes sobre la influencia de la
levofloxacina sobre este parametro. En cuanto mdaifloxacina existen algunos
reportes que concuerdan con nuestros resultados ebtrabajo de Potjo (2007), en
el que no se encontré efecto sobre la produccidli-rdey a la dosis de 10 pg/mL,
efecto que, de acuerdo a nuestros resultadosapatece bajo dosis mas altas (arriba
de 25 pg/mL). No obstante, Williams y colaborado(2805) reportan que la
moxifloxacina disminuye el porcentaje de célulasCD4" que expresan IFN-
intracelular de manera dependiente de dosis, & paria dosis de 2 pg/mL de la
quinolona. Hay que sefalar que en el estudio anteente citado utilizan un
estimulador distinto (PMA + lonomicina) a la PHAegoosotros utilizamos, lo que
se sabe puede originar distintos resultados (Areug., 2002). Ademas, el efecto
sobre una poblacion especifica puede diferir dettefglobal, ya que existen otras
poblaciones de células secretoras de }FNdes como células T CD§ células NK

(Stark et al., 1998), que podrian actuar de macmrgensatoria.
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No se tienen reportes anteriores del efecto del WEPOTENT CRP sobre la
produccion de IFNy por lo que este resultado servira como precedsaree futuras
investigaciones al respecto. Al igual que con lesuitados de IL-2, el efecto del
IMMUNEPOTENT CRP sobre la produccion de IgNe sobrepone al efecto de las
quinolonas. La inhibicion de la produccion de IfFNebservada para la
moxifloxacina y el IMMUNEPOTENT CRP podria estala@onada con los efectos
anti-inflamatorios anteriormente observados de sestampuestos, indicando que
dichos efectos no solo actian de manera inmedadige Snecanismo innatos, sino

también sobre la respuesta de tipo adquirida.

El motivo de combinar los tratamientos de las gloimas con IMMUNEPOTENT
CRP fue el de ver si existia interaccion entresftonacos y su posible relacion con
su empleo concomitante o el no empleo de estos.oCeen menciond con
anterioridad para IL-2 e IFNy, los efectos del IMMUNEPOTENT CRP sobresalen
ante los de las quinolonas (Figura 10 a y c). Etansmo de este evento se
desconoce, pero como se mencioné anteriormentdapedtar relacionado con el
mecanismo de proteccidn contra efectos secundaeiddrmacos para quimioterapia
del cancer (Franco-Molingt al., 2008). Ademas, es posible que dichas interaesion
existan también con los agentes estimuladores. (328, PHA), en cuyo caso sus
efectos benéficos se deberian al bloqueo de ladprias que a la modulacion de las
funciones de las células afectadas. Es necesas, pealizar estudios para elucidar

tales mecanismos.

Los efectos encontrados en este estudio para ¢eeaaiha, moxifloxacina e
IMMUNEPOTENT CRP contribuyen al banco de conociniede las propiedades
inmunomoduladoras de estos compuestos. No obstastenecesario continuar
realizando estudios vitro e in vivo en modelos animales y humanos concernientes
al efecto de estos farmacos sobre el sistema inmparaeelucidar su funcion sobre

los componentes de este sistema.
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VIIl. CONCLUSIONES

La levofloxacina, moxifloxacina e IMMUNEPOTENT CRR afectan la
viabilidad celular de PBMC luego de 72 h de cultivo

La levofloxacina, moxifloxacina e IMMUNEPOTENT CRf#b afectan los
niveles de produccién intracelular del anion supi€ld en monocitos
estimulados.

La levofloxacina, moxifloxacina e IMMUNEPOTENT CR#b afectan las
proporciones de las subpoblaciones de linfocitosP&WC luego de su
cultivo por 72 h con o sin el estimulador fitohemutigina.

La levofloxacina incrementa la produccion de ILdiminuye la de IL-10 y
no afecta la de IFN-en PBMC estimulados con fitohemaglutinina.

La moxifloxacina incrementa la produccién de ILd&minuye la de IL-10 y
la de IFNy en PBMC estimulados con fitohemaglutinina.

El IMMUNEPOTENT CRP no afecta la produccion de Ily2lisminuye la
de IL-10 y la de IFNy en PBMC estimulados con fitohemaglutinina.

Las combinaciones de IMMUNEPOTENT CRP + levofloxaci e
IMMUNEPOTENT CRP + moxifloxacina no afectan la puodion de IL-2,
disminuyen la produccion de IL-10 en mayor medida gada compuesto por

separado y disminuyen la produccion de IF¥N-
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