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Introduccion

La sobreproduccion de ciertas citocinas proinflamatorias (p.ej., IL-1, TNF-a, grupos de alta
movilidad) puede inducir una respuesta inflamatoria sistémica de tal magnitud —incluso
ante estimulos antigénicos menores- que condicione la muerte del individuo o al menos una
daino tisular intenso e irreversible. Este dafio se ha demostrado de manera experimental en
modelos animales sometidos a inyecciones titulares de tales citocinas proinflamatorias en
ausencia de estimulos nocivos (p.ej., bacterias). El resultado es una respuesta inflamatoria
exacerbada que es el principio fisiopatologico del choque séptico. Por poner otro ejemplo
es dificil entender por qué en una poblacion de pacientes infectados unos serdn capaces de
montar una respuesta inflamatoria adecuada y otros —la minoria- montardn una respuesta
amplificada que les condicionara un sindrome de respuesta inflamatoria sistémica.

El mecanismo reflejo de inflamacion consiste de vias tanto aferentes como eferentes
vagales que sensan —a través de la primera- la presencia de IL-1 y TNF-a y ante éstas, (a
través de la via eferente) producen una modulacion de la respuesta inflamatoria gracias a la
secrecion de acetilcolina en todas las terminales sinapticas vagales. Tal liberacion estimula
receptores colinérgicos nicotinicos (tipo a7) en macrofagos y probablemente en linfocitos T
con lo que hay regulacion a la baja de la respuesta celular inflamatoria y disminucion en la
produccion y liberacion de citocinas.

Hasta el momento no existen modelos humanos de modulacion de la respuesta inmune por
el sistema nervioso autébnomo, mas se sabe que los macrofagos ex-vivo sometidos a
concentraciones crecientes de acetilcolina liberan menores cantidades de citocinas. Existe
un experimento sencillo pero elegante en ratones a los que se les induce de manera
quirtrgica isquemia suprarrenal: aquellos que fueron sometidos a estimulacién vagal

mediante un electro-estimulador antes de la cirugia montaron una respuesta inflamatoria



mas satisfactoria, toda vez que la concentracion de TNF fue menor y la presion arterial no
mostrd variaciones graves en comparacion con los ratones no sometidos a estimulacion
vagal. Con lo anterior queda claro que la respuesta inflamatoria puede ser modulada con
maniobras que amplifiquen la respuesta vagal. Dos problemas surgen pensando en
estimulacion directa: la acetilcolina en suero es inestable y se disocia rdpidamente en acetil-
CoA y colina; el segundo es que la estimulacion vagal es cara y requiere de la colocacion
quirargica de un estimulador.

Los inhibidores de la acetilcolinesterasa (I-ACh-e) son medicamentos facilmente
disponibles cuyo efecto es disminuir la degradacion de la acetilcolina periférica en
cualquier terminal sinaptica (autdbnoma o motora), con lo que aumenta su biodisponibilidad
y su capacidad para fijarse a los receptores colinérgicos tanto muscarinicos como
nicotinicos.

Los I-ACh-e son medicamentos con los que se tienen mas de 50 afios de experiencia en
sujetos con problemas postsinapticos de la placa neuromuscular y que han demostrado ser
eficientes y seguros incluso en sujetos sanos o sin afecciones neuromusculares como se
explicara a continuacion. Dado que son bloqueadores reversibles de la acetilcolinestarasa,
los I-ACh-e han sido utilizados como profilactico contra gases neurotoxicos (que son I-
ACh-e irreversibles) en sujetos sanos y en soldados en la primera guerra del Golfo. Durante
el periodo de prueba no hubo efectos adversos serios y en general los efectos adversos
fueron raros (<1%) y en un estudio después de 6 afios no se demostré que hubieran
disparado o potenciado efectos adversos mayores.

Es imposible medir o predecir en quién se montard una respuesta inflamatoria exagerada en
una poblacioén abierta sin embargo, las personas cronicamente infectadas por el VIH, a

pesar de la inmunodeficiencia provocada por la infeccién, estdn en un estado de



hiperactividad del sistema inmune que utiliza el virus para aumentar su replicaciéon. De
hecho se ha observado que las respuestas proliferativas ante diferentes antigenos son mas
intensas durante las etapas tempranas de la enfermedad que durante la inmunosupresion
avanzada. Esta hiperactividad crénica, ademds de ser utilizada por el virus para su
replicacion tiene efectos deletéreos a largo plazo sobre la capacidad de respuesta inmune
ante otros antigenos y se ha asociado a desajustes en la regulacion de la red de citocinas del
hospedero. La infeccion por el VIH se ha asociado a un incremento en la expresion de
citocinas proinflamatorias secretadas por macréfagos y células mononucleares de sangre
periférica (TNF-q, IL-1p, IL-6), que a su vez estimulan la replicacion viral por mecanismos
transcripcionales y postranscripcionales. A la luz de estas observaciones se ha intentado el
uso de diversos inmunomoduladores (ciclosporina, pentoxifilina, prednisona, mofetil
micofenolato, talidomida, estatinas) con relativo éxito con el fin de disminuir la replicacion
viral o atenuar la destruccién de células T CD4+. La infeccioén por el VIH como modelo
para probar el efecto inmunomodulador in vivo de la acetilcolina, tiene la ventaja de limitar
el nimero de variables a considerar a comparacion de cuando se estudian procesos

inflamatorios graves como la sepsis.



Hipotesis

La proporcion de células T activadas in vivo, asi como el incremento en la respuesta
proliferativa ante estimulos policlonales y la produccion exagerada de citocinas
proinflamatorias (de células T y macrofagos), disminuyen en los pacientes a quienes se les
administre el inhibidor de la acetilcolinesterasa.

Justificacion

El sistema nervioso autonomo regula la respuesta inflamatoria sistémica a través de la
liberacion de acetilcolina por el nervio vago. El uso de los inhibidores de la
acetilcolinesterasa incrementa su biodisponibilidad y la capacidad para fijarse a los
receptores colinérgicos de los tejidos periféricos, incluyendo macréfagos y linfocitos. La
infeccion cronica por el VIH ocasiona un estado de respuesta inflamatoria persistente que
aparentemente contribuye al dafio del sistema inmune durante la infeccion. La
administracion de un inhibidor de la acetilcolinesterasa en personas cronicamente
infectadas por el VIH podria disminuir esta respuesta inflamatoria al activar un subtipo de
receptores nicotinicos (a-7) que regulan a la baja la liberacion de TNF e IL-1.

(Por qué la utilizacion de Piridostigmina? Es inespecifica en sus efectos (produciendo
estimulacion colinérgica tanto nicotinica como muscarinica) con poca penetracion al SNC.
Nuestra hipotesis (vide supra) era que habria una regulacion a la baja en la liberacion de
citocinas proinflamatorias esencialmente ubicua (al menos en todos aquellos tejidos
inervados por el nervio vago). Hay evidencia de su poca toxicidad en sujetos sanos, es un
medicamento de bajo costo y de facil acceso. En contraparte su cinética es poco predecible
y su metabolismo varia marcadamente entre individuos. De cualquier manera, la dosis a

utilizar es una dosis segura que ha sido probada en sujetos sanos, con aparicion de efectos



adversos gastrointestinales en menos de 1% de los pacientes y que en esencia no genero

abandonos de tratamiento.

Ante la pregunta de porqué realizar el estudio en pacientes con SIDA, la respuesta es

porque es un grupo de pacientes en los que sabemos que la respuesta inflamatoria

predeciblemente se montara a corto plazo.

Objetivos

1.

Evaluar el efecto de la administracion de piridostigmina en la actividad del sistema
inmune de pacientes con infeccidon cronica por el VIH.

Cuantificar la proporcion de células T CD4+ activadas in vivo en pacientes pre y
post exposicion a piridostigmina.

Medir la produccién de citocinas proinflamatorias pre y post exposicion a
piridostigmina.

Medir la respuesta proliferativa de células T CD4+ ante estimulos policlonales pre y

pos exposicion a piridostigmina.



Métodos
El presente es un estudio piloto experimental, prolectivo, longitudinal y aleatorizado que
compara el efecto de la administracion de una dosis baja de piridostigmina contra placebo
sobre marcadores de la respuesta inmune en dos grupos de pacientes con infeccion cronica
por el VIH que no estén recibiendo terapia antirretroviral.
Invitamos a 20 pacientes con infeccion por VIH con o sin SIDA que no requiriesen de
tratamiento para tal problema (cuentas de linfocitos T CD4+ mayores a 250 células /uL y
sin enfermedades infecciosas, neoplasicas, enfermedades autoinmunes u otros estados
proinflamatorios concomitantes).
Los sujetos fueron divididos en dos grupos: un grupo activo al que se le darian capsulas de
piridostigmina (Mestinon®) a dosis bajas (30 mg cada 8 horas) y un grupo control al que se
le dieron céapsulas idénticas de placebo. En ambos grupos se tomo una muestra basal de
20ml de sangre periférica de la que se estudiaron las caracteristicas funcionales de las
células T CD4" y la carga viral del VIH. Una semana después se hizo una nueva toma de
20ml de sangre periférica. A cada muestra se le realizaron los siguientes ensayos:
a) Cuantificacion de poblaciones celulares en sangre periférica (citometria de
flujo):
a. Células T CD4" y CDS".
b. Células T virgenes (CD62L", CD44") y de memoria (CD45RA", CD62L",
CD44").
c. Células T activadas (CD4 DR, CD69")
d. Células T reguladoras (CD4" CD25", FoxP3").
b) Evaluacion de la proliferacion de células T CD4" ante un estimulo policlonal

(PMA + ionomicina) (anti-CD3 + anti-CD28).



El medicamento se inici6 inmediatamente después de la toma basal de sangre y se tomo tres
veces al dia, siendo la Gltima toma del medicamento no mas de 3 horas antes de la toma de

muestra post exposicion.

Criterios de seleccion
Criterios de Inclusion
1) Hombres o mujeres con infeccion por VIH
2) Individuos mayores de 18 afios de edad
3) Linfocitos CD4+ > 200 cel/ml
4) Carga viral de VIH > 50 copias/ml
5) Sin tratamiento antirretroviral

6) Firma de consentimiento informado

Criterios de Exclusion

1) Infeccidon concomitante aguda activa al momento de la aleatorizacion.

2) Embarazo o lactancia.

3) Individuos que han recibido tratamiento con un agente en investigacion,
quimioterapia, o radioterapia dentro de los primeros 28 dias previos a la primera
toma del tratamiento del estudio.

4) Individuos que han recibido tratamiento con un agente en investigacion dentro de los

28 dias previos a la toma de tratamiento del estudio.



5) Sujeto que se encuentra recibiendo o requieren iniciar tratamiento antifimico.

6) Sujeto que sufre un problema psicoldégico o trastorno de adiccion que pudiera

comprometer la adherencia a las indicaciones del protocolo.

Criterios de Eliminacion
1) Eventos adversos serios o que pusieran en riesgo la integridad de los sujetos
2) Muerte
3) Progresion de la enfermedad
4) Embarazo
5) Pérdida del seguimiento
6) El sujeto retira su consentimiento
7) Falta de apego al tratamiento o violacion al protocolo

8) Decision del investigador en beneficio del sujeto

Calculo del tamafio de muestra

No existen precedentes de un estudio similar en la literatura. Por ese motivo, se han tomado
en cuenta estudios analogos, pero en poblaciones diferentes (en pacientes con enfermedades
autoinmunes). En base a lo anterior se considerd que la cuantificacion de 40 muestras (2 a

cada paciente) sera suficiente para detectar cambios significativos.

Métodos de Analisis



Los valores descriptivos se expresaron como el promedio + desviacion estandar (DE). Las
variables con distribucion normal se analizaron con la prueba t de Student. Para aquellas
con otro tipo de distribucion se utilizara la prueba de Mann-Whitney. Se consideraron

significativos los valores de p<0.05.



Resultados

Datos demograficos y basales

Encontramos diferencias basales entre aquellos pacientes que recibieron placebo y los
que recibieron Piridostigmina en cuanto a edad (27.7 vs. 43.3 afios), género (relacion
hombre/mujer 9:1 para placebo, 6:3 para piridostigmina), duracion de la enfermedad
(32.2 meses vs. 51.33) y conteo de linfocitos T CD4+ (487 vs. 777 células/uL).

No encontramos, en contraparte, diferencias entre las mediciones basales de linfocitos T
CD4+ ni entra los linfocitos T activados (CD4 DR', CD69"), reguladores (CD4"
CD25", FoxP3"), virgenes (CD62L", CD44) y de memoria (CD45RA", CD62L,
CD44").

En cuanto a la proporcion de linfocitos T activados, encontramos una disminucion en
los sujetos que tomaron piridostigmina respecto al basal, usando tanto CD4 DR", como
CD69" como marcadores de activacion; este Giltimo con una diferencia significativa
(p=0.025) respecto al basal (figura 1).

Con respecto a la proporcion de células T reguladoras pre y postestimulo, hubo un
incremento entre el basal y el momento postestimulo (figura 2). Los sujetos que
tomaron Piridostigmina mostraron un incremento en estas células en una proporcion de
casi 2:1 respecto a aquellos sometidos a placebo. Aunque esta elevacion no mostrd una
diferencia estadisticamente significativa, es claro que en aquellos sometidos a
Piridostigmina incrementaron las células reguladoras de manera solidamente predecible
respecto al basal, mientras que en los sujetos que usaron placebo no hubo tal elevacion.
La proliferacion celular fue medida usando estimulos mitogénicos inespecificos como
se comenta arriba. Fue interesante ver como las curvas de proliferacion celular sin
estimulo fueron semejantes en ambos grupos, mas al ser sometidas a tales estimulos la

proliferacion celular es claramente menor en aquellos que usaron Piridostigmina. En los



sujetos que tomaron piridostigmina la proliferacion con PHA a dosis bajas es muy
semejante a la proliferacion sin estimulo y, aunque se incrementa de manera clara con
dosis mayores en ambos grupos, la proliferacion celular es claramente menor entre los
sujetos que usaron piridostigmina. (Tabla 3.)

Respecto a la proliferacion celular, al ser sometidas las células a PMA-+ionomicina
nuevamente hubo un incremento contra las células que no recibieron dicho estimulo. La
proliferacion ante estimulo -tanto a dosis bajas como altas- fue mucho menor en los
sujetos que usaron piridostigmina. Tal disminuciéon en la proliferacion fue mas clara
antes dosis bajas de PMA+ionomicina, en donde hubo una diferencia estadisticamente
significativa (p=0.026). Esta diferencia no se reprodujo a dosis mayores pero la

proliferacion fue igualmente menor entre grupos. (Tabla 3.)
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Figura 1. Activacion celular postestimulo con piridostigmina o placebo.
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% células

Figura 2. Células T reguladoras pre y postestimulo
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Figura 3. proliferacion celular postestimulos no especifico (PHA o PMA+ionomicina).
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Discusion

La relacion entre el sistema nervioso autonomo y la respuesta inflamatoria sistémica ha
sido materia de incertidumbre y estudio, pero no fue sino hasta que el grupo de Kevin J.
Tracy encontrd las primeras evidencias de modulacion de la respuesta inflamatoria a
estimulos diversos como endotoxina (Borovikova y cols.) o isquemia renal, entre otros.
Ellos mismos describieron un receptor colinérgico en células presentadoras (Wang) de
antigenos que al ser estimulado disminuia la liberacién de citocinas inflamatorias a la
circulacion, siendo esta disminucion postranscripcional.

La infeccion por VIH se caracteriza por un estado de sobreactivacion persistente de las
células T y alteracion en las frecuencias de células T reguladoras, lo que puede tener un
efecto proapoptdtico que induzca los niveles bajos de células T en poblaciones selectas
como aquellos no respondedores al tratamiento antirretroviral.

Con esa base de evidencia decidimos hacer este estudio usando por primera vez para tal
motivo a la Piridostigmina. Nuestra hipotesis era que ésta, como inhibidor periférico de
acetilcolinesterasa, la enzima degradadota de la acetilcolina, haria que la acetilcolina
tuviera una vida media plasmatica mayor y por tanto mayor capacidad de estimulacién
sobre las células presentadoras de antigenos y de esta manera funcionar como
inmunoreguladora.

La disminucion en la activacion celular y en la proliferacion ante estimulos mitogénicos
en los pacientes que usaron piridostigmina contra aquellos que usaron placebo muestra
claramente que podria ser planteada como alternativa terapéutica en estudios de fase II
como modulador de la respuesta inflamatoria en estados de sobreactividad inflamatoria,
tales como la infeccion crénica por VIH, el sindrome de respuesta inflamatoria que

acompafia al choque séptico o algunos casos selectos de fendmenos autoinmunes.



La razon por la cual actia son meramente hipotéticas (vide supra) y una evaluacion
formal estaria plenamente justificada, aunque no dudo que al menos parcialmente el
efecto inmunomodulador sea debido a estimulacion indirecta de la acetilcolina sobre las
células mononucleares.

Este estudio tiene claras limitaciones desde el momento que se plantea como piloto. La
idea era probar la veracidad y factibilidad de un concepto y por ende la muestra es
pequena. Quizds esta ultima sea la razén por la que a pesar de que las tazas de
activacion y modulacion fueron mejores en sujetos con Piridostigmina, no se
encontraron diferencias estadisticamente significativas.

Otra limitacion del estudio es la diferencia que hubo entre ambos grupos en cuanto a
variables demograficas. A pesar de que los sujetos control (grupo placebo) eran mas
jovenes y tenian una menor duracion de la enfermedad, lo que de manera teorica deberia
ser un impulsor de una mejor respuesta inflamatoria sistémica, la mejoria favorece
claramente a la Piridostigmina.

Esta tesis muestra Unicamente resultados preliminares y faltan por ser reportadas
algunas otras variables como la produccion de citicinas, lo cual sera parte de la

publicacion in extenso.
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