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RESUMEN

Los macrélidos son muy conocidos por su uso como antibidticos, sin embargo, algunos trabajos
también han descripto efectos inmuno-moduladores luego de su uso. En el presente estudio
examinamos los efectos de Claritromicina (CAM) sobre cultivos de células mononucleares de bazo de
raton. Para ello, células mononucleares de bazo de ratén fueron estimuladas in vitro con
lipopolisacarido bacteriano (LPS) o con anticuerpos monoclonales anti-CD3/anti-CD28 junto con
diferentes dosis de CAM. Luego de 24 o 48 horas de cultivo se analizaron distintos marcadores de
activacion celular por citometria de flujo y los niveles de las citocinas IL-10, IL-6, INFy e IL-17 en
sobrenadantes de cultivo por ELISA. La presencia de CAM junto a los estimulos, indujo una
disminucion significativa de distintos marcadores de activacién de linfocitos T, B y macréfagos como
las moléculas CD69, CD86 y CMH II. De la misma manera, los niveles de las citocinas IL-10, IL-6, INFy e
IL-17 se encontraron significativamente disminuidos en los sobrenadantes estimulados en presencia
de CAM. Nuestros resultados confirman que este macrélido, ademas de sus acciones antimicrobianas,
posee efectos anti-inflamatorios e inmuno-moduladores afectando tanto a células de la inmunidad
innata como a las de la inmunidad adaptativa.

Palabras clave: Claritromicina* Efecto inmunomodulador®* Macroélidos* Antibioticos* Células inmunes*
ABSTRACT

Macrolides are well known for their use as antibiotics, however, some reports have described
immunomodulatory effects after their use. In the present study we examined the effects of
Clarithromycin (CAM) on mouse spleen mononuclear cells cultures. For this, mouse spleen
mononuclear cells were in vitro stimulated with bacterial lipopolysaccharide (LPS) or with anti-CD3 /
anti-CD28 monoclonal antibodies together with different doses of CAM. After 24 or 48 hours of
culture, different markers of cell activation were analyzed by flow cytometry and cytokine levels in
culture supernatants examined by ELISA. A significant decrease in activation markers was observed in
macrophages, T and B lymphocytes in the presence of CAM together with the stimuli. Indeed, CD69,
CD86 and MHC Il expression was significantly reduced in the presence of CAM together with the
stimuli. In addition, IL-10, IL-6, INFy and IL-17 cytokine levels were significantly decreased in the
supernatants from cells stimulated in the presence of CAM. Our results confirm that this macrolide, in
addition to its antimicrobial actions, has anti-inflammatory and immunomodulatory effects affecting
cells from both innate and adaptive immunity.
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INTRODUCCION

Los macrélidos son una compleja y amplia familia de antibidticos derivados de las especies
Streptomyces que se caracterizan por tener un anillo macrociclico de lactona con 14 a 16 miembros,
siendo el prototipo la Eritromicina (ERI) (1). Desde el descubrimiento de ERI, se han sumado a este
grupo nuevos compuestos, hasta contar en la actualidad con mas de 10 productos en el mercado. No
obstante, los mas representativos por su efectividad, costos y dosis lo constituyen la Claritromicina
(CAM), la Azitromicina (AZT) y la Roxitromicina (2). Ellos difieren entre si por la cantidad de atomos y su
sustituciéon en el anillo de lactona patrén. Si bien se reconoce su amplio efecto antibidtico
(generalmente bacteriostatico, pudiendo ser bactericida a dosis altas) cada vez existen mas estudios
que revelan sus propiedades inmuno-moduladoras y anti-inflamatorias (1, 2).

Los primeros reportes que mostraron el efecto anti-inflamatorio e inmuno-modulador de los
macroélidos fueron estudios con pacientes asmaticos severos, que requirieron menos dosis de
esteroides luego de la administraciéon de un antibidtico macrélido de caracteristicas similares a la ERI
(3). Posteriormente, se report6 el beneficio de administrar macrélidos, logrando disminuir las dosis de
esteroides, en pacientes con asma infeccioso (3, 4). Se ha sugerido también un efecto
inmunomodulador de los mismos, en el tratamiento de la enfermedad pulmonar panbronquiolitis
difusa (PBD) (5), donde el tratamiento con ERI por periodos de 2 a 48 meses, mostré un incremento
significativo de la sobrevida y mejoria en diversos parametros clinicos (5).

Los efectos anti-inflamatorios e inmuno-moduladores de los macrélidos observados en pacientes
asmaticos y con PBD han sido reproducidos en modelos murinos de asma (6). Ademas, diferentes
estudios han demostrado efectos “in vitro” de estos farmacos sobre células epiteliales, células
dendriticas, macréfagos y Linfocitos T (LT) (7-9). Los efectos descriptos mostraron disminucién de
citocinas pro-inflamatorias, disminucién en la expresién de moléculas de activacion (8, 9) y
disminucion de la proliferacién de LT (9), observandose diferentes efectos con distintos macroélidos (7-
9). Aunque la mayoria de los estudios “in vitro” han analizado los efectos de AZM, también se han
reportado efectos para CAM y ERI (1). La administracion de CAM en un modelo de infeccién murino
por virus influenza produjo aumento de IgA en las secreciones (10) y disminucién de los niveles
séricos de metaloproteasas, modulando la inflamacién y reduciendo la permeabilidad vascular en la
fase temprana de la infecciéon (11). Los resultados sugieren que los efectos inmuno-moduladores
estarian limitados a los miembros del grupo lactona de 14y 15 miembros, como la ERI, CAM y AZM (1).
Aunque existe evidencia “in vitro” e “in vivo” que soporta el efecto inmunomodulador de los
macroélidos; se requieren aun mas estudios que permitan identificar qué efectos tienen sobre
diferentes poblaciones celulares y que otros factores son modulados por estos antibiéticos. En el
presente estudio analizamos el efecto de CAM sobre la activacion de macréfagos, linfocitos B (LB) y LT
de ratén.

MATERIALES Y METODOS
Obtencion de células de bazo murinas

Se trabajé con ratones de la cepa C57BL/6 endocriados en el bioterio del Centro de Investigaciones en
Bioquimica Clinica e Inmunologia, de acuerdo con los requisitos del comité de ética institucional. Los
mismos fueron sacrificados en una campana de extraccién con campo de esterilidad , se extrajo el
bazo que fue colocado sobre una malla metalica en una placa de Petri conteniendo 10 ml de solucién
fisiolégica estéril suplementada con Suero Fetal Bovino (SBF) (Natocor) al 10% v/v estéril.
Posteriormente en campana de flujo laminar clase Il se procedié a la disgregacion mecanica del
6rgano para generar una suspension celular homogénea. Inmediatamente se centrifugé la suspension
por 5 minutos a 2000 rpm, se descarté el sobrenadante y al pellet celular obtenido se le agregé 1ml de
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Buffer de Lisis (Sigma-Aldrich, pH 7,540,2) con el fin de eliminar los eritrocitos. Luego de 10 min se
frend la lisis agregando una solucién de buffer fosfato salino (PBS) suplementada con SFB al 10%. Se
realizé una segunda centrifugacion y el pellet celular fue re-suspendido en 4 ml de medio de cultivo
“Roswell Park Memorial Institute” Sin Rojo Fenol (RPMI SRF)1.640 (GIBCO-Invitrogen) suplementado
con SFB al 10%, L-Glutamina 2mM, 23 Mercaptoetanol 50mM y Gentamicina (50ug/mL) para evitar su
posible contaminacién. Finalmente se realizé un recuento de leucocitos vivos en cdmara de Neubauer
mediante tinciéon con azul de tripan

Estimulacion de células de bazo en presencia de CAM

Las células obtenidas por los métodos antes descriptos fueron resuspendidas en RPMI suplementado
y agregadas en una densidad de 8 x 10* células/pocillo a una placa estéril de 96 pocillos de fondo
plano. Debido a que la CAM fue resuspendida en Dimetil Sulfoxido (DMSQ) y que éste es tdxico para
las células, se incluyé ademas como control células resuspendidas en RPMI completo adicionado con
DMSO (0,1%). También se incluyeron células incubadas en presencia de: CAM (Parafarm lote L12002) a
dos concentraciones diferentes (25 ug/mL y 50 ug/mL), LPS de E coli 1 ug/mL (Serotipo O55:B5, Sigma,
EEUU) y CAM (25ug/ml y 50 ug/mL) + LPS. Por otro lado se incubaron células en presencia o no de
CAM en una placa estéril previamente sensibilizada con anticuerpos monoclonales anti-CD3 (1ug/ml)
y anti-CD28 (0,25ug/ml). En todas las condiciones mencionadas las células fueron incubadas durante
24 0 48 horas en estufa a 37°C y 5% de CO, Transcurridas las 24 o 48 hs. de incubacién se separaron
las células del sobrenadante, las células fueron utilizadas para el andlisis de viabilidad y la
determinacién de moléculas de superficie por citometria, mientras que el sobrenadante de 48 hs. fue
separado y conservado a -80°C para el posterior estudio de citoquinas.

Determinacion de viabilidad

Las células incubadas en las condiciones antes mencionadas fueron recolectadas a las 24 o 48hs., se
les agregé 1ul del colorante ioduro de propidio (Pl, BD Pharmingen ™) e inmediatamente fueron
adquiridas en un citémetro de flujo FACS Canto Il (BD Bioscience) para determinar el porcentaje de
viabilidad celular. El Pl tiene la propiedad de intercalarse en el DNA nuclear y colorear células cuyas
membranas nucleares se encuentran danadas, diferenciando células vivas (Pl negativas) de células
muertas (Pl positivas). Los datos fueron analizados utilizando el programa FlowJo (Versién 7.6.2).

Determinacion de moléculas de superficie por Citometria de Flujo

Luego de la estimulaciéon con LPS o antiCD3/CD28 en presencia o no de distintas concentraciones de
CAM, las células fueron recolectadas y se agregaron anticuerpos monoclonales conjugados a
diferentes fluorocromos que reconocen las moléculas CD45 (marcador pan-leucocitario), CD3
(marcador de LT), CD19 (marcador de LB) y F4/80 (marcador de macréfagos). Se realizaron ademas
combinaciones con anticuerpos monoclonales que reconocen las moléculas del CMH clase Il, CD86,
CD80 y CD69, cuya expresion se induce luego de la activacion. Las células fueron incubadas por 30
minutos con las mezclas de anticuerpos conjugados, lavadas y resuspendidas en PBS para ser
adquiridas en el citémetro FACS Canto Il. Los datos se analizaron con el programa FlowJo (Version
7.6.2).

Determinacion de citocinas en sobrenadante de cultivo

Los sobrenadantes de cultivo recolectados a las 48hs y conservados a -80°C, fueron utilizados para
determinar las concentraciones de diferentes citocinas, utilizando kits comerciales de ELISA, siguiendo
las recomendaciones del fabricante. Las citocinas evaluadas en este trabajo fueron IFN-y (Kit comercial
BD), IL-17A (Kit comercial Biolegend), IL-10 (Kit comercial BD) e IL-6 (Kit comercial eBioscience).
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Analisis estadistico

El estudio estadistico se realizé mediante analisis de la varianza (ANOVA). Los experimentos fueron
realizados en dos oportunidades diferentes y cada condicién por duplicado. Un valor de p<0.05 fue
considerado estadisticamente significativo.

RESULTADOS

Para analizar el efecto del macrélido CAM sobre la viabilidad celular a las dosis estudiadas, en primer
lugar, se descart6 el efecto de muerte celular inducido por DMSO o LPS a las concentraciones
utilizadas. Como se muestra en la Figura 1, a los dos tiempos estudiados (24 y 48 hs.), no se observaron
cambios importantes en la viabilidad celular en todas las condiciones de trabajo. Por otro lado al
agregar los estimulos (LPS o anti-CD3/antiCD28) tampoco se observaron cambios significativos en el
porcentaje de células vivas a las 24 o 48 horas. De la misma manera en presencia de los estimulantes
(anti-CD3/antiCD28 o LPS) y CAM (25 o 50ug/mL) no se observaron efectos significativos sobre la
viabilidad celular (Fig 1Ay 1B).
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Figura 1: Efectos de CAM sobre viabilidad celular. Células de bazo murinas fueron cultivadas por 24 horas (A) o 48
horas (B) en medio con y sin DMSO, CAM (Claritromicina), LPS (Lipopolisacdrido de E.coli) solo y en presencia de
diferentes concentraciones de CAM y un activador de células T (Anti CD3-CD28) solo y en presencia de CAM. Se
determiné la cantidad de células vivas utilizando ioduro de propidio mediante citometria de flujo.

Para estudiar el posible efecto inmuno-modulador de CAM sobre los linfocitos T (CD45+/CD3+) se
analizé la expresion del marcador de activacién temprana CD69 en esta poblacién, luego de la
activacion con anti-CD3/anti-CD28 y/o en presencia o ausencia de CAM. En la figura 2A se puede
observar una escasa proporcidon de células CD3+CD69+ en el estado basal (células cultivadas sélo
con medio, con o sin DMSQ), al analizar las células CD3+ en presencia de ambas concentraciones de
CAM, tampoco se observa diferencias en la expresion de esta molécula en los linfocitos T. La
activacion de los LT mediante el agregado de anti-CD3/anti-CD28 produjo, coémo era esperable, un
aumento significativo de LT CD69+, pero sorpresivamente cuando los linfocitos fueron activados en
presencia de CAM a 25 6 50 pg/mL, en ambos casos se observé una disminucién significativa del
porcentaje de LT CD69+ (Figura 2A). Cuando se analizd, no sélo el porcentaje de LT expresando CD69,
sino también el nivel de expresidon de esta molécula por célula (Intensidad de Fluorescencia Media 6
MFI) se observé que el estimulo con anti CD3/anti-CD28 indujo un mayor nivel de expresién de CD69
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en las células CD3+, evidenciado por valores de MFI mayores. La activacién de los LT en presencia de
CAM resulté en una expresion significativamente menor de CD69 sobre los LT (Figura 2B).
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Figura 2: Efecto de CAM sobre células T. Células de bazo murinas fueron cultivadas en presencia de medio solo, con
estimulo anti CD3/antiCD28 y/o con CAM a dos concentraciones distintas durante 24 horas. La suspension celular fue
luego marcada con anticuerpos anti-CD45, anti-CD3 y anti- CD69.A) Porcentaje de células CD45+CD3+ que expresan
CD69, en cada condicion. B) Nivel de expresion de CD69 en la superficie de cada célula CD45+CD3+, expresado como MFI,
para cada condicién. Las células fueron adquiridas en el citometro FACs Canto Il y analizadas con el programa FlowJo. El
experimento fue realizado en dos oportunidades. *p<0.05 **p< 0.001.

Para estudiar el posible efecto inmuno-modulador de CAM sobre los Linfocitos B (CD45+/CD19+), las
células fueron estimuladas con LPS, un conocido activador policlonal de LB. Debido a que los LB
cuando se activan de esta manera aumentan la expresion de moléculas del CHM clase Il y de
moléculas co-estimulatorias, se analizé la expresién de estas moléculas en la poblacién CD45+/CD19+
luego de la activacion en presencia o ausencia de CAM. En cuanto al porcentaje de células
CD45+CD19+ que expresaban CMH Il o CD86, no se encontraron diferencias significativas entre las
diferentes condiciones estudiadas y el estado basal (datos no mostrados). En cuanto a las células
activadas con LPS se observaron mayores valores de MIF para CMH Il y CD86, sin embargo, no se
observaron cambios significativos en el nivel de expresién de CMH Il en los LB estimulados con LPS en
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Figura 3: Efecto de CAM sobre Células B. Células de bazo murinas fueron cultivadas en presencia de medio solo, con el
estimulo LPS y/o con CAM durante 24 horas. La suspension celular fue marcada con anticuerpos anti-CD45, anti-CD19, anti-
MHC Il 'y anti-CD86. En los grdficos se observan el nivel de expresion de CMH Il (A) y CD86 (B) en la superficie de cada célula
CD45+CD19+, expresado como MFI, para cada condicién. Las células fueron adquiridas en el citémetro FACs Canto Il y
analizadas con el programa FlowJo. El experimento fue realizado en dos oportunidades. *p<0.05 **p< 0.001.

presencia de ambas concentraciones de CAM (Figura 3A). En cuanto a la expresion de la molécula
CD86 en las células CD19+ estimuladas, se observé una disminucién de la misma en presencia de CAM
a ambas concentraciones. (Figura 3B).
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Para analizar el efecto de CAM sobre los macréfagos (CD45+/F480+), también se utilizé como estimulo
LPS. Los macréfagos estimulados de esta manera incrementan su capacidad fagocitica como asi
también su accion como célula presentadora de antigeno (CPA) (5). Se analizé la expresion CMH I,
CD80 y CD86 en la poblacion CD45+/F480+ luego de la activacidn con LPS en presencia o ausencia de
CAM. En la figura 4A se puede observar el porcentaje de macréfagos que expresan CD86, y en la figura
4B el nivel de expresién de dicha molécula en la superficie celular (MIF). Al comparar el estado basal
con la condiciéon en la cual se exponia las células Unicamente a la presencia de CAM, no se observé
una variacién significativa ni en el porcentaje de macréfagos que expresan CD86 (Fig. 4A), ni en los
niveles de MIF de la misma (Fig. 4B). Ante la presencia Unicamente de LPS tanto el porcentaje de
células F480+CD86+ como el nivel de expresion de CD86 increment6 significativamente (Fig. 4A y 4B),
indicando que LPS efectivamente indujo la activacion de los macréfagos. Por otro lado al agregar CAM
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a los macréfagos activados se produjo una disminucién significativa tanto del nivel de expresion
como del porcentaje de macréfagos CD86+. Como se observa en la Figura 4C no se observaron
cambios para el porcentaje de macréfagos que expresan CMH Il en presencia de CAM.

Finalmente estudiamos el efecto de CAM sobre la secrecion de citocinas en el sobrenadante de cultivo
recogido a las 48hs. Luego de la estimulacién con anti-CD3/anti-CD28 se observé un aumento
significativo en los niveles de IL-17 e IFN-y. Mientras que al estimular las células y agregar al medio
CAM en ambas dosis ensayadas, las concentraciones de IL-17 e IFN-y disminuyeron significativamente
(Figura 5A y 5B). Ademéds, se puedo observar que a mayor concentracién de CAM en cultivo, mayor
fue el efecto inhibitorio sobre la liberacién de estas citocinas. Por otro lado, al analizar el efecto CAM
sobre la produccién de IL-10 se observaron resultados similares, altos niveles de IL-10 luego del
estimulo con LPS y una disminucién significativa a la dosis 50 ug/mL de CAM (Figura 5C).

Finalmente, al agregar CAM a ambas dosis a las células estimuladas con LPS, también se observé una
disminucién en la secrecion de IL-6 en (Figura 5D).
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Figura 5: Efectos de CAM sobre la produccidn de citocinas. Células de bazo murinas fueron cultivadas con medio solo, y
estimuladas con anti-CD3/anti-CD28 o LPS y/o con CAM a dos concentraciones (25 6 50 ug/mL) durante 48 horas Se determin6
la concentracion de citocinas en sobrenadante de cultivo utilizando la técnica de ELISA indirecto. El experimento fue realizado en

dos oportunidades. *p<0.05.

DISCUSION Y CONCLUSION

En el presente estudio hemos demostrado el efecto inmuno-modulador de CAM tanto sobre células
del sistema inmune innato como adaptativo. Al igual que lo observado en otros trabajos en los que se
evalud la apoptosis de LT (9, 12), no encontramos un efecto significativo de CAM sobre la viabilidad
celular a las dosis ensayadas. En el trabajo antes citado, los autores demostraron efectos de CAM sobre
la proliferacién de LT CD4+ humanos (9,12). En nuestro estudio, luego de estimular a los LT con los
anticuerpos monoclonales anti-CD3 y anti-CD28, los cuales interaccionan con el receptor de los LT
induciendo la expresién de marcadores de activacion temprana como la molécula CD69 y la secrecién
de citocinas como INFy e IL17, encontramos que en presencia de CAM, se inducia una menor
expresion de la molécula CD69, lo cual estd de acuerdo con los resultados encontrados por estos
autores. Ademas, ellos en sus experimentos demostraron que la disminucién de la proliferacién de
linfocitos T por AZT y CAM era dosis dependiente, y que AZT tenia mayor efecto que CAM,
necesitdndose una mayor dosis de CAM para alcanzar el mismo efecto que AZT (12). En nuestro
estudio también se pudo observar que a mayor concentracién de CAM mas fuerte era su efecto
inhibitorio. En otros trabajos realizados en modelos in vivo se mostré que AZT redujo la expansién de
células reactivas en trasplantes hematopoyéticos, aumentando la expansion de células T regulatorias
(Treg) (13).

Por otro lado, para estimular a las células de la inmunidad innata utilizamos LPS bacteriano, que
interacciona con receptores de reconocimiento de patrén (PRRs) como por ejemplo, el receptor TLR4 .
LPS induce en macréfagos un aumento en la expresién de moléculas del CMH y moléculas co-
estimulatorias CD80 y CD86, induciendo ademads la secrecién de citocinas como IL-6. LPS también
induce la activacién de LB aumentando la expresién de CMH clase Il y moléculas CD80, CD86. En
estudios realizados in vitro con células dendriticas murinas, se ha demostrado que CAM y AZT
aumentan la expresién de las moléculas co-estimulatorias CD80, pero no de CD86 (11). Por el
contrario, en el trabajo de Amantea y colaboradores se observé que AZT suprimia la induccién de
CD80 y CD86 por LPS (14).

En nuestro trabajo, evaluamos la accion de CAM sobre la capacidad de los LB de comportarse cémo
célula presentadora de antigeno, demostrando que CAM no tiene efecto sobre la expresion de MHC I,
pero si un efecto inhibitorio en la expresién de CD86. Nuestros resultados como los del trabajo de
Sugiyama y colaboradores demuestran que CAM tiene un efecto inhibitorio sobre las células
presentadoras de antigeno (15) y en nuestro conocimiento, éste es el primer trabajo donde se
demuestra un efecto de CAM sobre LB.

Nuestros resultados demostraron ademas efectos inhibitorios sobre la activacion de macréfagos.
Otros estudios han seialado efectos de AZT en modelos de isquemia cerebral donde el tratamiento
con este macroélido redujo el nimero de neutréfilos y macréfagos infiltrando la zona dafnada, como asi
también se observé un cambio del fenotipo de los macréfagos hacia un perfil M2 (protector) en los
ratones tratados, por lo que los autores sugieren un efecto inmunomodulador que reduce el dafo en
la zona infartada (14). Namkoong y colaboradores (16) investigaron los efectos de CAM en modelos
murinos de neumonia post virus influenza y también realizaron estudios en pacientes. Los autores
observaron que luego de administrar CAM se encontraban mayores proporciones de células
CD11b+GR1+ en bazo y pulmén y que el pretratamiento con CAM aumentaba la sobrevida de los
animales en un modelo de shock inducido por LPS. Estas células CD11b+GR1+ protegieron a los
animales de la neumonia post influenza (16). La presencia de células con un fenotipo similar también
fue observada en humanos voluntarios que recibieron CAM. Las células CD11b+GR1+ han sido
ampliamente descriptas por sus capacidades moduladoras y fueron denominadas como células
mieloides supresoras, las cuales se postula que participan en la resolucién de la inflamacién y el
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establecimiento de la homeostasis limitando la funcién de LT, induciendo linfocitos Treg y secretando
citocinas supresoras (17).

Cuando analizamos la produccién de citocinas en sobrenadante de cultivo, encontramos que la
presencia de CAM redujo los niveles de las cuatro citocinas medidas, IL-17, INF vy, IL-10 e IL-6. Esta
misma tendencia fue informada en otros estudios donde se encontraron también disminuciones de
IL-6, INF yy TNFa en presencia de AZT (9). En el trabajo de Sugiyama se demostré que AZT aumentaba
la produccién de IL-10, mientras que CAM no tenia efectos (15).

La bibliografia y nuestros estudios demuestran que los antibiéticos macrélidos, ejercen un efecto
inmuno-modulador sobre algunas células del sistema inmunitario, como macréfagos, linfocitos T y B.
Ademas estos efectos no son iguales para todos los macrélidos, sino que dentro de este grupo
podemos encontrar diferentes efectos, produciendo inhibiciones en algunos casos y favoreciendo
acciones en otros. Se han observado diferencias en cuanto a la potencia de sus efectos, observandose
que se necesitan diferentes concentraciones de los distintos macrélidos para obtener un mismo nivel
de resultado.

Nuestros resultados confirman que CAM, ademas de sus acciones antimicrobianas, posee efectos anti-
inflamatorios e inmuno-moduladores afectando tanto a células de la inmunidad innata como a las de
la inmunidad adaptativa.
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