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9u
u 1.1. INTERACCIONES ENTRE EL SISTEMA NERVIOSO Y EL

u SISTEMA INMUNE

El control de la respuesta inmune tradicionalmente se atribuía a

u interacciones entre células inmunocompetentes que secretaban diversasu sustancias reguladoras y que, a su vez, reconocían señales procedentes

de otras células del sistema inmune (Bellanti, 1994). Sin embargo,u numerosos hallazgos han confirmado que el sistema nervioso, prev¡amente

u considerado no inmunocompetente, podría interactuar y modular al sistema

inmune, es decir habría un lenguaje bioquímico común entre ambos

sistemas (Payan et al., 1984b; Morley, 1987).u Esta comunicación estaría mediada por hormonas, neurotransmisores y

citoquinas que, bien directamente o a través de receptores situados en las

células inmunocompetentes, establecerían una comunicación bidireccional

entre el sistema inmune y el sistema nervioso (Figura 1).u Los primeros descubrimientos tienen su origen en los clásicos

U experimentos de condicionamiento realizados por Pavlov (Pavlov, 1928). En

1926, Metal’nikov y Chorine observaron que, al igual que muchas otras

U respuestas fisiológicas, la respuesta inmune podría estar condicionada. Lau conclusión de sus estudios fue que el sistema nervioso central podría estar

implicado en la respuesta inmune. Más recientemente, Ader et al. (1990)

U confirmaron estos hallazgos mostrando que cuando la sacarina se utilizaba

u como un estímulo condicionado podía reducir la respuesta humoral después

de ser administrada conjuntamente con ciclofostamida.u
u
u
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U Con la integración de la neurociencia y la endocrinología y el desarrollou del concepto de estrés, surgió una posible explicación a cerca de cómo el

sistema inmune podría estar regulado por el sistema nervioso central. Estau explicación, en parte, se basa en los experimentos de involución tímicau originados durante procesos de estrés en los que se liberan

glucocorticoides ejerciendo un efecto inmunosupresor (Selye, 1936).

Actualmente, se sabe que no solamente están implicadosu glucocorticoides sino que intervienen diversas hormonas y, más

específicamente, algunos neuropéptidos que poseen receptores en células

inmunorreguladoras, modulando así la función del sistema inmune.

u Otro aspecto peor conocido, pero quizás el más reciente avance en el

campo de la neuroinmunoendocrinología, es el reconocimiento de que elu sistema inmune puede regular las funciones nerviosas. Este hecho

proporciona las bases bioquímicas para comprender que la comunicación,

U entre el sistema inmune y el sistema nervioso, es bidireccional y nou unidireccional.

Existen evidencias de la acción inmunorreguladora ejercida, in vivo, por

U el sistema nervioso. Se han encontrado alteraciones en el número y función

de los linfocitos y producción de anticuerpos en animales con lesiones

electrolíticas en áreas concretas del cerebelo (Brooks et al., 1982).

U Además, la estimulación de nervios simpáticos postganglionares queu inervan la médula ósea’se ha visto que aumenta la producción de linfocitos

(Webber, 1970). Roszman et al. (1985) comprobaron que las lesiones enu el hipocampo, amígdalas y cuerpos mamilares producían la activación de

u
u
u
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U esplenocitos y timocitos en respuesta al mitógeno Con A. Estos autores

encontraron que tras la extirpación de la hipófisis se perdían estos efectos,

deduciendo que las alteraciones inmunológicas podrían ser debidas a

lesiones en el sistema nervioso central. Por otra parte, observaron que

lesiones producidas en la porción anterior del hipotálamo tenían efectos

inmunosupresores, y esta inmunosupresión no solamente era debida a un

aumento de los niveles de glucocorticoides, sino más bien a un aumento

en la actividad supresora de los macrófagos.

Un ejemplo más concreto del efecto inmunomodulador ejercido por el

sistema nervioso, es el papel de la sustancia P en la artritis reumatoide

(Hernanz et al. 1993). Las articulaciones distales que presentan un mayor

riesgo de desarrollar un proceso severo, están más densamente inervadas

por neuronas sensitivas aferentes y presentan un umbral nociceptivo

significativamente más bajo que las articulaciones de bajo riesgo. La

E concentración de sustancia P es claramente superior en las articulaciones

de alto riesgo antes del comienzo de la artritis. Así pues, la diferencia en

la concentración de sustancia P entre ambos tipos de articulaciones, viene

U marcada por el contenido intraneuronal de sustancia P (Levine et al., 1984;

Levine et al., 1985).

Por otra parte, se ha visto también que las células del sistema inmune

U secretan sustancias que afectan al sistema nervioso, o bien son

constituyentes del mismo (Blalock, 1994).

El sistema nervioso puede regular al sistema inmune a través de dos

U vías principales:

u
u
u
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U a) La secreción neuroendocrina de hormonas, neurotransmisores y

citoquinas que se distribuyen por el sistema circulatorio hasta los órganos

inmunes.

b) Inervación de órganos linfoides.

Esta comunicación es facilitada por el sistema nervioso autónomo a

través de la inervación de los órganos linfoides primarios y secundarios.

Las fibras del sistema noradrenérgico se distribuyen hasta el interior del

timo, médula ósea, bazo, ganglios axilares y tejido linfoide asociado al

tracto digestivo (Felten et al., 1985; Bellinger et al., 1989).

Las células del sistema inmune, sobre todo linfocitos y macrófagos,

poseen zonas específicas y con alta afinidad para unirse a la mayor parte

de los péptidos neuroendocrinos. Ello, junto con la función inmune ejercida

por muchas hormonas peptídicas y neurotransmisores sugiere que las

células inmunocompetentes producen y liberan péptidos que se acoplan a

1 receptores específicos de esas moléculas sobre su superficie celular

(Blalock, 1994).

Por otra parte, las células inmunes gracias a un elaborado sistema de

U recirculación, pueden distribuirse por todo el organismo a través del sistema

circulatorio a los tejidos y de éstos al sistema linfático cerrando el circuito.

De esta forma, tienen la oportunidad de entrar en contacto con posibles

U partículas invasoras y al mismo tiempo con neuropéptidos y

neurotransmisores (Picker, 1992; Bellanti, 1994). En el contexto de esta

comunicación bidireccional de información entre el sistema nervioso y el

U sistema inmune, surge la idea de que el sistema inmune pueda actuar

U
u
U
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U como un órgano sensorial, pudiendo percibir estímulos no reconocidos por

los sistemas nerviosos central y periférico.

Se conoce bien que órganos y tejidos del sistema inmune poseen

terminaciones nerviosas, constituyendo así un ambiente adecuado para una

directa regulación nerviosa del sistema inmune. Esta regulación se basa en

que la inducción de ciertas lesiones neurales tienen como consecuencia

• graves efectos en el número y función de células de la médula ósea y

células linfoides del timo y bazo (Blalock, 1984). Por otra parte, la

estimulación de nervios periféricos o del cerebro puede originar cambios en

• la respuesta inmune.

Estos estímulos, denominados “no cognitivos” incluyen bacterias,

tumores, virus, etc..., y su reconocimiento por células inmunocompetentes

es convertida en informac¡ón en forma de hormonas y citoquinas que

pueden modular la función neuroendocrina. Por otra parte, el

reconocimiento de estímulos “cognitivos” por el sistema nervioso da lugar

a una información que es transmitida mediante neurotrasmisores a

receptores específicos en células inmunocompetentes, originando una serie

U de cambios en la respuesta inmune (Blalock, 1984).

Por ello se cree que la función sensorial del sistema inmune se parecería

al sistema neuroendocrino, en el sentido de que un determinado estímulo

• originaría un cambio hormonal y consecuentemente una respuesta

3 fisiológica. Si esto es así, la fisiopatología asociada a un agente antigénico

infeccioso o tumoral podría estar de alguna forma relacionada con una o

U más hormonas, neuropéptidos o citoquinas, producidos por células del

u
U
U
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U sistema inmune.u La capacidad de sustancias inmunes para actuar a nivel del sistema

neuroendocrino fue sugerido ante la observación de que los niveles

hormonales en animales se alteran en respuesta a cambios antigénicos.

Además, ante determinados estímulos, péptidos neurotransmisores y sus

receptores pueden ser sintetizados por las propias células

3 inmunocompetentes, donde actuarían como reguladores endógenos del

u crecimiento y de la función inmune. Parece obvio pensar que estos

péptidos así producidos podrían ejercer una función paracrina en otras

células, como por ejemplo las neuronas.

De igual forma que el sistema inmune produce péptidos

neuroendocrinos, es muy probable que el sistema nervioso en ciertas

3 circunstancias pueda producir citoquinas que actuarían como transmisores

de la respuesta inmune.

Así, la mayoría de las células nerviosas no sólo poseen receptoresu específicos que responden a diversas citoquinas, sino que también pueden

producirlas. Tales circunstancias sugieren una acción autocrina o paracrina

de las citoquinas; por ejemplo, la interleuquina-2 (IL-2) es a la vez un

regulador negativo autocrino/paracrino de la proliferación de las células

hipofisarias normales y un estimulador de la proliferación de las células del

U adenoma hipofisario productor de GH. Por otra parte, una acción paracrina

3 de la IL-1 se observa a nivel hipotálamo-hipofisario, ya que parece inducir

la síntesis de IL-6 por células hipofisarias (Blalock, 1984).u La capacidad de los péptidos neuroendocrinos para funcionar como

u
u
u
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U citoquinas y de éstas para originar una respuesta hormonal aumentando la

posibilidad de que los sistemas nervioso, endocrino e inmune puedan

recibir y enviar señales mediadas por ciertos transmisores (por ejemplo

citoquinas) o neurotransmisores (por ejemplo sustancia P, péptido liberador

de gastrina o péptido intestinal vasoactivo). La existencia de esta

comunicación bidireccional sólo es posible gracias a que los sistemasu inmune y nervioso comparten neurotransmisores, hormonas, citoquinas y

• receptores constituyendo un completo circuito de información entre ambos

sistemas (Blalock, 1984; Blalock, 1989; Blalock, 1994).

u
u
U
U
u
u
u
U
u
u
u
u
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16u 1.2. NEUROPEPTIDOS Y SUS RECEPTORES EN EL

SISTEMA INMUNE. EFECTOS INMUNOMODULADORES.

El control que sobre el sistema inmune ejerce el sistema nervioso es

3 llevado a cabo a través de la acción que los mediadores moleculares de losu mismos tienen sobre la actividad de las células inmunocompetentes. La

inervación noradrenérgica y peptidérgica de los tejidos linfoides sugiere unau realidad física en la que basar esta regulación. La posibilidad, por ejemplo,u de que nervios periféricos podrían modular la respuesta inmune local fue

observada tras el hallazgo de los neuropéptidos sustancia P yu somatostatina en las terminaciones nerviosas distales de tejidos que habían

3 sufrido algún tipo de lesión o inflamación (Payan, 1984a; Stead et al.,

1987).

U Para que la acción de los mediadores producidos por el sistema nerviosou tenga lugar sobre el sistema inmune in vivo, es necesario que estas

sustancias estén presentes localmente en concentraciones suficientes para

U provocar una respuesta. Por eso es tan importante la relaciónu microanatómica de los nervios periféricos con las células

inmunocompetentes. Así, se ha encontrado inervación en órganos linfáticosu tanto primarios como secundarios, estando inervadas predominantemente

las zonas T dependientes de estos órganos (Felten et al., 1985>.

La modulación de la respuesta inmune por el sistema nervioso es unau regulación local, ya que los neuropéptidos son producidos en cantidadesu relativamente pequeñas y tienen una vida media corta debido a su mayor

sensibilidad a enzimas hidrolíticas (Hókfelt, 1991). De esta forma, el control

u
u
u
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17u ejercido por los neuropépt idos parece ser de tipo paracrino ya que lleganu a esas células gracias a la inervación de órganos inmunes, aunque la

síntesis de neuromoduladores por células inmunocompetentes tampoco seu descarta (Homo-Delarche y Dardenne, 1993; Blalock, 1994).u De los neuropéptidos conocidos, algunos de ellos han sido investigados

en cuanto a su posible acción sobre la función inmune. Estos mediadores

3 modifican la actividad y metabolismo de las células inmunocompetentes a

diversos niveles.

Así se sabe que la sustancia P y la somatostatina pueden modularu reacciones de inmunidad celular (Payan y Goetzl, 1985). A una

u concentración de nivel nanomolar, la sustancia P estimula los procesos de

fagocitosis en macrófagos de ratón o en leucocitos polimorfonuclearesu humanos. Stefano et al. (1992) atribuyen este hecho, así como de que

monocitos puedan producir monoquinas a la activación de la endopeptidasa

3 neutral por ciertos inmunocitos. Esta capacidad estimuladora reside en el

3 tetrapéptido NH2-terminal, mientras que la porción COOH-terminal sería la

responsable de la estimulación de los procesos de quimiotaxis in vitro enu leucocitos polimorfonucleares (Numao y Agrawal, 1992). Por otra parte, la

3 sustancia P y la somatostatina pueden tener efectos opuestos, ya que la

sustancia P incrementa la recaptación jSor los linfocitos T de [
3H]timidinay

U leucina en presencia o ausencia de mitógenos, mientras que la

u somatostatina la disminuye.

Otros neuropéptidos como el péptido intestinal vasoactivo (VIP), quizás

U el péptido inmunorregulador neuroendocrino mejor estudiado, es capaz de

u
u
U
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inhibir la respuesta proliferativa inducida por mitógenos de los linfocitos T

(Ottaway y Greenberg, 1984), modular la migración linfocitaria (Ottaway,

1984) y regular la expresión de IL-2 en linfocitos T estimulados de ratón

(Ganea y Sun, 1993). La neurokinina A (NKA) y el péptido relacionado con

el gen de la calcitonina (CGRP) también pueden modular la función de

quimiotaxis en eosinófilos humanos (Numao y Agrawal, 1992) y además,

la NKA puede estimular la liberación de citoquinas por monocitos humanos

(Lotz et al, 1988).

Globalmente, todas estas observaciones sugieren que dichos

neuropéptidos pueden contribuir a la respuesta inmune-inflamatoria, no

solamente como neurot ransmisores sino también como neuromod uladores.

U En este apartado de nuestra Memoria de Tesis Doctoral describiremos

lo que se conoce del neuropéptido Y (NPY), somatostatina, péptido

liberador de gastrina (GRP) y péptido intestinal vasoactivo (VIP) acerca de

U su acción sobre el sistema inmune.

U
1.2.1. NEUROPEPTIDO Y

U El neuropéptido Y (NPY), originariamente aislado por Tatemoto et al. en

3 1982, pertenece a una familia de péptidos de 36 aminoácidos en la que

también se incluyen el péptido YY y el polipéptido pancreático. Presentan

U una secuencia de aminoácidos similar y una estructura

carboxiamidoterminal. Presentan residuos clave que adoptan el llamado

repliegue PP, que se caracteriza por una hélice de prolina extendida con

U tres prolinas y una hélice alfa con dos tirosinas ligadas a las tres prolinas

u
U
U
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3 (Fuhlendorff et al., 1990). El NPY tiene la tirosina como residuo N-terminal

y la tirosinamida como residuo C-terminal (Larhammar et al., 1993).

Los genes que codifican el polipéptido pancreático, polipéptido YY y NPY

3 se encuentran en cromosomas separados; el polipéptido pancreático es

U codificado por un gen situado en el cromosoma 17 al igual que el

polipéptido YY (Hort et al., 1995) y el NPY por el cromosoma 7 (Baker et

3 al., 1995).

Se ha encontrado inmunorreactividad frente al NPY en abundancia en

tejidos derivados de la cresta neural en diferentes especies, incluyendo

3 cobaya, rata, gato, cerdo y hombre. El NPY se distribuye por todo el SNC

con excepción del cerebelo realizando un papel importante en una gran

U variedad de funciones: presión arterial, ingesta de alimentos,

comportamiento sexual y ritmos circadianos (Dumont et al., 1992).

Como ocurre en otras estructuras nerviosas, el NPY coexiste en el SNC

U con otros neurotransmisores; así, en el teleencéfalo e hipocampo suele

3 coexistir con la somatostatina y en el tronco encefálico con la noradrenalina

(Dawbarn et al., 1984; Heilig y Widerlóv, 1990).

U Su acción más importante es ser un potente vasoconstr¡ctor tanto por su

3 acción propia como por su capacidad de potenciar el efecto de otros

vasoconstrictores endógenos, como la noradrenalina y la angiotensina II

U (Edvinson et al., 1987; Walker et al., 1991).

U Numerosos estudios han demostrado la presencia de valores

significativos del NPY circulante en el hombre, que pueden ser detectados

U por técnicas de radioinmunoanálisis (Theodorsson-Norheim, 1985). Se ha

U
u
U
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U estimado que la vida media del NPY en el hombre es de aproximadamente

3 20 minutos, por lo que el NPY circulante probablemente provenga del

liberado en las terminaciones nerviosas simpáticas. De hecho la

3 concentración plasmática de noradrenalina, marcador muy sensible del

grado de actividad nerviosa simpática y aumenta en circunstancias de

estimulación del sistema nervioso simpático (Morrís et al., 1986; Maisel et

3 al., 1989; Inglada et al., 1993>.

Los receptores del NPY se encuentran diseminados en el sistema

nervioso central, sistema nervioso periférico y en los órganos diana,

3 existiendo evidencias de que pertenecen a la superfamilia de receptores

unidos a la proteína G. Existen diferentes receptores conocidos

denominados Y1, postsináptico, e Y2, presináptico, un tercer receptor

3 postsináptico llamado Y3, un receptor del apetito o saciedad situado en el

hipotálamo (Gehlert, 1994; Larhammar, 1996a) y un receptor que ligue los

U tres peptidos denominado “PP-fold” (Nata et al., 1990)

3 Los efectos de los receptores están mediados por proteínas G acopladas

a los receptores inhibiendo la acumulación de AMPc (Grundemar yu Hákanson, 1994; Larhammar, 1996b). El efecto de la interacción con los

3 receptores Y1 puede estar mediado por un doble mecanismo, la inhibición

de la síntesis del AMPc y un aumento del calcio intracelular. La interacción

U del NPY con los receptores Y2 sólo da lugar a una disminución de los

3 valores intracelulares de AMPc, y en ciertas células neuronales produce

también una alteración de la permeabilidad de los canales sodio-potasio

U (Waeber, 1990; Wahlestedt et al., 1986; Wahlestedt et al., 1990; Wahlestedt

u
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U et al., 1992; Beck-Sickinger y Jung, 1995).

El neuropéptido Y, péptido YY y el polipéptido pancreático, que

comparten un 70% de homología en su estructura, han sido relacionados

3 con el sistema inmune. Son liberados por fibras simpáticas en órganos

linfoides: timo, ganglios mesentéricos y bazo en el caso del NPY, y por

células endocrinas en el caso del péptido YY. La acción del NPY en los

3 órganos inmunocompetentes citados podría ser directa o potenciando los

efectos de la noradrenalina (McCloskey y Potter, 1991).

El NPY disminuye la estimulación de la prolíferación de linfocitos de rata

3 en respuesta a la fitohemaglutinina (Soder y Hellstrom, 1987) y no estimula

por sí mismo la proliferación espontánea (Johansson y Sandberg, 1989). En

cuanto a la actividad citotóxica se ha observado una correlación negativa

3 entre la concentración plasmática de NPY y dicha actividad en células

inmunes de enfermos con demencia tipo Alzheimer (lrwin et al., 1991). Se

U ha observado (Nair et al., 1993) una reducción de la citotoxicidad natural

(NK) de linfocitos normales a concentraciones fisiológicas del NPY.

También se ha demostrado que tanto el NPY como el péptido YY se unen

U específicamente a macrófagos murinos provocando un incremento de los

3 niveles de inositol trifosfato y activación de la proteína quinasa O, lo que se

traduce en una modulación positiva de todas las etapas del proceso

U fagocitico (adherencia, quimiotaxis, ingestión y digestión) de estas células

(De la Fuente et al., 1993a).

Otros estudios indican la existencia de altas concentraciones de NPY en

U tumores neuroendocrinos (feocromocitomay ganglioneuroblastoma) (Adrian

U
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U et al., 1983) y de inmunorreactividad-NPY, así como de mRNA-NPY en

megacariocitos y plaquetas humanas y en células mononucleadas de rata

(Ericsson et al., 1991). Kogner et al, en 1992 demuestran que el NPY es

3 sintetizado por linfoblastos de pacientes que padecen leucemia de células

B, sugiriendo la posibilidad de un papel del NPY en el sistema

hematopoyético humano.

3 Sin embargo, no hemos encontrado ningún estudio en relación a la

posible estimulación que podría ejercer el NPY in vitro sobre las células

blancas de sangre periférica humana en cuanto a la producción de

3 citoquinas u otros marcadores de la respuesta inmune-inflamatoria.

1.2.2. SOMATOSTATINA

3 La somatostatina es un tetradecapéptido inicialmente descubierto en el

hipotálamo porcino por Brazaeu et al., en 1973. La primera forma molecular

U descrita consiste en 14 aminoácidos dispuestos cíclicamente, siendo

denominada somatostatina-14. Posteriormente, se halló un precursor de

alto peso molecular compuesto por 28 aminoácidos, también llamado

U prosomatostatina, que incluye lasomatostatina- 14 y su grupo aminoterm mal

(Andrews y Dixon, 1986).

La somatostatina ha sido identificada en muchos tejidos procedentes de

U mamíferos, estando ampliamente distribuida en el sistema nervioso central

3 y en muchos otros órganos, incluyendo tracto gastrointestinal, páncreas,

aparato genitourinario, corazón, ojo, tiroides, timo y piel. En el sistema

U nervioso central está presente no solamente en el hipotálamo, sino también

u
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U en el cortex cerebral e hipocampo, ejerciendo un papel de neurotransmisor

3 y neuromodulador; en el sistema nervioso periférico, sólo se encuentra en

las fibras C y en las fibras delta-A mielinizadas (Payan, 1984; Reichlin,

U 1986).

Se han identificado 2 tipos de receptores, encontrándose que en la

hipófisis y en el páncreas existe predominantemente un tipo de receptor

3 para la somatostatina, mientras que en el cerebro están presentes ambos

• tipos y que diferentes regiones cerebrales presentan distinta proporción de

ellos.

3 Estos hallazgos sugieren diversas funciones fisiológicas para la

somatostatina, incluyendo un papel importante en el control de la función

cognitiva y el sistema motor extrapiramidal (Flint Beal et al., 1985).

3 La somatostatina parece ejercer cuatro funciones principales:

1) Regulador neurohumoral de la hormona de crecimiento y

probablemente de la hormona tiroidea estimulante, prolactina, secretina,

gastrina, glucagón e insulina.

2) Neurotransmisor peptidérgico en el sistema nervioso autónomo.

U 3) Hormona con acción endocrina y paracrina.

3 4) Efecto modulador inhibidor sobre la celulas inmunocompetentes

(Lucey, 1986).

U En 1981 Bathena et al. identifican receptores para somatostatina en

3 monocitos y linfocitos circulantes. Experimentos in vitro han demostrado

que la somatostatina inhibe funciones importantes en los linfocitos T y B

U (Morley, 1987), y que los linfocitos T presentan receptores

U
U
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U estereoespecíficos para la somatostatina.

Posteriormente, se observaron receptores en linfocitos esplénicos y en

placas de Peyer (Scicchitano et al., 1987; Stead et al., 1987), así como en

U células de la línea mieloide (Weigent et al., 1990). Pero no sólo existen

receptores para este péptido en células inmunes sino que, posiblemente

éstas los sintetizan. Así se ha comprobado su presencia tanto en

polimorfonucleares y linfocitos de sangre periférica (Lygren et al., 1984;

U Weinstock et al., 1988), como en el timo de rata (Gomariz et al., 1990).

Pronto se descubrió su efecto inhibidor sobre la prolíferación linfoide

U (Payan, 1984). Estudios posteriores muestran resultados contrarios.

Johanson y Sandberg (1989) observaron que la somatostatina actuaba

estimulando la proliferación espontánea de timocitos, además de inducir la

proliferación de células esplénicas en respuesta a mitógenos. Otros

estudios apuntan hacia una acción inhibitoria del neuropéptido sobre células

U linfoides, ya que a concentraciones de 10>’3M a 10~9M inhibe la proliferación

de los linfocitos T (Payan et al., 1984a) y estimula la liberación de histamina

de los mastocitos aunque no de los basófilos (Morley et al., 1987) siendo

U por el contrario inactiva sobre la función quimiotáctica de los monocitos

U humanos (Ader et al, 1990).

Estos datos sugieren que la modulación ejercida por la somatostatina

U sobre el sistema inmune, parece ser inhibidora de las reacciones inmune,

pudiendo jugar un papel estabilizador de la reacción inmunológica

(Sacerdote et al., 1990).

U
U
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U 1.2.3. PEPTIDO INTESTINAL VASOACTIVO

El péptido intestinal vasoactivo (VIP) es un polipéptido lineal formado por

28 aminoácidos, con una secuencia similar a la que poseen la secretina y

U el glucagón, y aislado por primera vez como una sustancia vasodilatadora

• en tejido pulmonar.

Está ampliamente distribuido, encontrándose principalmente en el

sistema nervioso central y en las vesículas presinápticas del plexo

mientérico. Estudios inmunohistoquimicos han confirmado su presencia, así

como de sus receptores, en los gránulos de terminaciones nerviosas

peptidérgicas de células acinares pancreáticas, hepatocitos, células grasas,

corazón, útero, glándulas salivares, tejido sinovial, células epiteliales

intestinales y sinaptosomas cerebrales (Ottaway y Gordon, 1984; ODorisio

et al., 1985; Bjurholm, 1990).

Además de estas localizaciones y de su localización en células del

U sistema APUD, existe la posibilidad de que los leucocitos y mastocitos

U sinteticen VIP, pues se ha detectado VIP-inmunoreactivo en neutrófilos

humanos (ODorisio et al., 1985; Lygren et al., 1984) y en mastocitos (Cutz

U et al., 1978). Entre sus acciones cabe citar lavasodilatación y relajación de

la musculatura lisa en sistemas circulatorio, genitourinario, gastrointestinal

y pulmonar entre otros.

1 Varias líneas de investigación apoyan la idea de que el VIP puede actuar

como una ligazón entre el sistema nervioso y el sistema inmune, in vivo, ya

que tanto órganos linfoides primarios como secundarios poseen inervación

U peptidérgica (Felten et al., 1985; Ottaway et al., 1987; Gomariz et al., 1990;

U
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U Nohr y Weihe, 1991). La presencia de células linfoides que poseen VIP

U inmunoreactivo, siendo por tanto posibles fuentes de VIP, se ha confirmado

en cortex de timo y en áreas T dependientes de bazo y nódulos linfáticos

U (Gomariz et al., 1992).

Por otra parte se conoce la existencia de receptores para el VIP en

linfocitos T y B, así como en macrófagos y monocitos (Guerrero et al.,

1981; Danek et al., 1983; Ottaway y Grenberg, 1984; ODorisio et al., 1989;

Roberts et al., 1991; Segura et al., 1991; Litwin et al., 1992) y localización

de VIP en mastocitos (Cutz et al., 1978), neutrófilos (ODorisio et al., 1989),

plaquetas <Ercal et al., 1988) y eosinófilos (Aliakbari et al., 1987). También

se ha comprobado la expresión génica de VIP en linfocitos de bazo y timo

de rata (Gomariz et al., 1993; Gomariz et al, 1994).

U Estos receptores que median la acción del VIP en linfocitos y monocitos

son específicos para el VIP, con un peso molecular de 47 KDa y situados

U en la membrana plasmática celular. Actúan a través de la activación de la

adenilatociclasa, que a su vez es estimulada por la prostaglandina El

(PGE1) y por el 5-guanidilimidodifosfato [Gpp(NH)p].Dosis máximas de VIP

U y PGE1 son aditivas, mientras que el efecto de la combinación de VIP y

U [Gpp(NH)p]es sinérgico (ODorisio et al., 1985; O’Dorisio, 1987; O’Dorisio

et al., 1989).

U Se ha constatado la modulación que el VIP ejerce sobre el sistema

inmune. Así la activación de los linfocitos T y B se ve afectada por este

neuropéptido. El VIP inhibe la migración linfocitaria dentro y fuera de los

U ganglios linfáticos (Ottaway, 1984; Ottaway, 1985; Moore et al., 1988),

u
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U inhibe la proliferación linfoide en respuesta a mitógenos como la Con A y

PHA (Ottaway y Greenberg, 1984; Stanisz et al., 1986), inhibe la función

quimiotáctica de los monocitos (Ruff et al., 1987; Bondesson et al., 1991)

y la quimiotaxis y fagocitosis de los macrófagos alveolares de rata in vitro

(Litwin et al., 1992), y, además, es mediador de la liberación de histamina

por parte de los mastocitos (Foreman y Piotrowski, 1984).

Por otra parte, también puede modular la actividad de las células “natural

killer” (NK); este efecto regulador sobre las células NK humanas es tiempo

dependiente y bimodal. Una exposición corta al VIP (30-60 minutos) de las

células efectoras antes del ensayo de citotoxicidad desencadena un

marcado incremento de la actividad lítica, mientras que una exposición

prolongada (4 horas) o persistente produce un efecto inhibitorio de dicha

actividad (Rola-Peszczynski et al., 1985; Sirianni et al., 1992).

El VIP también ejerce su acción sobre la secreción de inmunoglobulinas,

U estimulando la producción de IgA (Stanisz et al., 1986; lshioka et al., 1992).

Se ha visto que el VIP aumenta un 20% la producción de IgA en ganglios

linfáticos mesentéricos y un 30% en el bazo, pero inhibe un 60% la síntesis

U de IgA en los linfocitos de las placas de Peyer. Por otra parte, incrementa

U un 80% la síntesis de lgM en las placas de Peyer, no modificando su
síntesis en los ganglios linfáticos mesentéricos ni en el bazo. Tampoco la

E producción de lgG varía en ninguno de los órganos examinados (Stanisz

U et al., 1986). Esto demuestra que los neuropéptidos tienen efectos
divergentes sobre la producción de los diferentes isotipos de

U inmunoglobulinas, y que además tienen efectos organoespecíficos (Ganea

U
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U y Sun, 1993).

3 Sobre las células fagocíticas el VIP ejerce un papel estimulador sobre la

fagocitosis y la digestión, incrementando intracelularmente la actividad de

la protein-quinasa C (De la Fuente et al., 1993b).

Por otra parte, también estimula la producción de AMPc en los

macrófagos peritoneales de rata (Segura et al., 1992>. Aumenta la

3 adherencia a sustrato in vitro de macrófagos y linfocitos peritoneales,

estimulando además la capacidad quimiotáctica de los primeros y

reduciéndola en los linfocitos (De la Fuente et al, 1994a). Además potencia

3 el efecto supresor de la noradrenalina sobre la actividad tumoricida inducida

por interferón (Koff y Dunegan, 1985).

Los productos solubles de las células inmunocompetentes, -como por

3 ejemplo las citoquinas pueden regular la respuesta inmune, y el efecto

modulador de los neuropéptidos como el VIP podrían mediar la síntesis de

1 aquellas. Así, se ha visto que el VIP podría estimular la liberación por

3 células T de IL-5 en la esquistosomiasis murina (Mathew et al., 1992) e

inhibir la producción de IL-2 e IL-4 en linfocitos T de ratón estimulados con

U mitógenos (Ottaway, 1987; Boudard y Bastide, 1991; Ganea y Sun, 1993),

• sugiriendo éstos últimos autores que esta acción podría estar mediada por

el AMPc ya que observan un rápido aumento de su concentración a nivel

3 intracelular (Ganea y Sun, 1993; Sun y Ganea, 1993).

3 Esta relación entre el VIP y citoquinas como IL-1 1~, IL-6 y TNF-alfa

todavía no ha sido estudiada en humanos, aunque basándonos en hechos

• de experimentación animal parecen existir interesantes interacciones entre

u
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U ellos.

E
1.2 A. PEPTIDO LIBERADOR DE GASTRINA

3 El péptido liberador de gastrina (GRP) fue aislado en el tracto digestivo

porcino por McDonald et al. en 1979. El nombre lo recibió por el bioensayo

utilizado en su determinación y se ha mantenido, aunque hace mención a

3 uno solo de sus efectos fisiológicos.

El GRP es un péptido de 27 aminoácidos, codificado por un gen situado

en el cromosoma 18, que pertenece a la familia del péptido bombesína,

3 presentando homología con ésta en su fragmento C-terminal.

Posteriormente fue aislado, de médula espinal porcina, el péptido que

constituye el fragmento de diez aminoácidos C-terminales del GRP, el cual

3 fue denominado neuromedina (Minamino et al., 1984).

El GRP y la bombesina poseen gran variedad de efectos biológicos, y los

estudios realizados a cerca de ellos han demostrado que ambos péptidos

3 actúan de forma semejante (McDonald et al., 1983; Bunnett, 1994).

El GRP se ha encontrado en el sistema nervioso central, tracto gastro-

U intestinal y pulmón. En el sistema nervioso central, se halló

3 inmunorreactividad positiva en el cerebro de anfibios para la bombesina

(Pollak et al., 1976) y posteriormente en extractos de cerebro de cobayas

U y ratas (Roth et al., 1983; Shaw et al., 1987; Hernanz, 1990).

3 Se ha comprobado que el GRP ejerce un papel en los mecanismos

homeostáticos centrales (McCoy y Avery, 1990), induciendo un efecto

U hipotérmico (Taché et al., 1980). Otros autores sugieren una acción directa

U
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U de este neuropéptido sobre la glándula pituitaria, estimulando la secreción

3 de prolactina y hormona del crecimiento, una acción estimuladora sobre la

secreción de muchas hormonas, como la adrenalina, y un papel regulador

U de la secreción de ácido gástrico y glucemia (Brown et al., 1978;

Westendorf et al., 1982; McCoy y Avery, 1990).

Otra importante función del GRP es ser un potente factor de crecimiento

3 de diferentes células tumorales. Es el caso del tumor de células SCLC

(small celí lung cancer), en el que el GRP se une a receptores en la

superficie de estas células elevando los niveles de Ca2~ intracelular, y por

¡ tanto estimulando el crecimiento del tumor (Moody y Cuttita, 1993).

En el tracto gastrointestinal, el GRP se localiza en las fibras del plexo

mientérico y en el plexo submucoso gástrico e intestinal (Dockray et al.,u 1979; Hernanz, 1990). Estos hallazgos parecen indicar el probable papel

neurotransmisor de este neuropéptido en el tracto digestivo de mamíferos,

y se ha comprobado que el GRP estimula la secreción de insulina,

3 glucagón, gastrina, polipéptido pancreático y somatostatina (McDonald et

al., 1983). Por otra parte modula la actividad motora, estimulando la

¡ contracción del músculo liso gastrointestinal (Taché et al., 1980; McCoy y

3 Avery, 1990) y retrasando el vaciamiento gástrico (Yegen et al, 1996).

El GRP también se localiza en el pulmón. Estudios realizados por Weber

U (1985) descubren que este neuropéptido es un mitógeno para las células

que constituyen el tumor pulmonar de células pequeñas. La mitogenicidad

del GRP reside en su fragmento tetradecapéptido carboxiterminal, es decir

U el que comparte homología con la bombesina y la neuromedina C. Willey

E
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U et al. (1984) observan que la bombesina y el fragmento tetradecapéptido

O-terminal del GRP estimulan la proliferación de células humanas normales

del epitelio bronquial.

¡ También se han encontrado receptores para la BN/GRP en líneasu celulares tumorales humanas, concretamente en el glioblastoma humano

(U-1 18) y en un tipo de carcinoma pulmonar (NCI-H720) de los cuales han

¡ sido purificados y solubilizados estos receptores (Staley et al., 1993).

En esta misma línea, Patel y Screy (1990) demuestran la implicación de

estos neuropéptidos en el carcinoma de mama, ya que la incubación con

el neuropéptido produce una activación de la ruta del inositol trifosfato y

elevación del flujo de calcio, ambas señales mitogénicas.

Meloni et al. en 1992 demuestran la presencia de estos neuropéptidos

¡ en células de la línea monocito-macrófago, aumentando sus niveles en

pacientes con bronquitis crónica. Este hecho, junto con su hallazgo en las

U células del tumor pulmonar de células pequeñas parecen apoyar la idea de

¡ que este péptido puede desempeñar un importante papel en la respuesta

inmune a enfermedades pulmonares.

E Pocos estudios existen sobre la acción que el GRP puede ejercer sobre

el sistema inmune, y , según nuestro conocimiento, ninguno de ellos

realizado en humanos. din et al. (1990) estudiaron el efecto del GRP sobre

¡ la función fagocítica en ratones expresado como emisión de

quimioluminiscencia, y observaron un incremento de ésta. Este hecho es

interpretado como una estimulación de la función fagocítica, ya que los

¡ monocitos-macrófagos activados emiten luz debido a un incremento de su

¡
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U metabolismo oxidativo.

¡ De la Fuente et al. (1991) han estudiado la función moduladora que el

GRP y péptidos de su familia podían ejercer sobre la función fagocítica de

macrófagos peritoneales murinos. Estos autores demuestran que la

¡ interacción de éstos neuropéptidos con los macrófagos peritoneales de

ratón origina una estimulación del proceso de fagocitosis a distintos niveles:

3 quimiotaxis, ingestión de células (Candida albicans) o partícualas inertes

(bolas de latex>, aumenta la capacidad de digestión del material fagocitado

y estímula la actividad citotóxica natural kíller.

3 Del Río et al. (1993) investigaron el efecto de la bombesina, GRP y

neuromedina O sobre la respuesta proliferativa de los linfocitos procedentes

de ganglios linfáticos, timo y bazo de ratones. Sus resultados muestran que

U estos neuropéptidos a concentraciones de 109M, 10~10M y 1011M modulan

la respuesta proliferativa e inhiben, en gran medida, la respuesta

U linfoproliferativa a mitógenos como la Con A. Además el GRP potencia la

U secreción de IL-1 I~ por macrófagos peritoneales de ratón (Del Río et al.

1994) pero no la producción de IL-2 por los linfocitos del ratón.

U Todos estos hallazgos contribuyen a una mejor compresión de la

3 complejidad de las interacciones entre neuropéptidos y células del sistema

inmune, y de qué forma los neuropéptidos pueden modular el sistema

U inmune.

¡
¡
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¡ NERVIOSO

La capacidad de los productos inmunes de actuar sobre el sistema

nervioso fue sugerido al comprobar que los niveles hormonales se

¡ alteraban en respuesta a cambios antigénicos. Por otra parte, estos

cambios podían ser inducidos por líquidos sobrenadantes procedentes deu leucocitos activados aunque las sustancias efectoras eran desconocidas.

Posteriormente otros estudios demostraron que estas moléculas activas

eran diferentes que las inmunoglobulinas tambien producidas por células

U inmunes, y que estaban implicadas en la comunicación bidireccional entre

¡ el sistema nervioso y el sistema inmune.

Esas sustancias se conocen con el nombre de citoquinas o

¡ interleuquinas (IL). Las citoquinas producidas por linfocitos se denominan

linfoquinas, mientras que las producidas por monocitos y macrófagos se

denominan monoquinas. Actualmente se reconocen, al menos, diecisiete

¡ clases de citoquinas (IL-1 a IL-17), cada una de las cuales actúa sobre una

¡ gran variedad de células diana. Además existen tres clases principales de

factores de crecimiento que afectan a granulocitos y macrófagos (G-CSF,

U M-CSF y GM-CSF) y tres clases de interferones (lENalfa, lFNbeta e

¡ lFNgamma). También están incluidos las fracciones aIf a y beta del factor

de necrosis tumoral (TNFalfa y TNFbeta) (Tabla 1) (Bellanti et al., 1994;

3 Blalock, 1994).

¡ Las citoquinas son mediadores peptídicos que intervienen en la

respuesta inflamatoria, la respuesta inmune, el desarrollo celular y los

¡
¡
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¡ procesos de reparación tisular. La importancia clínica de las citoquinas se

basa en tres posibles papeles: diagnóstico, tratamiento y prevención de las

enfermedades (Balkwill, 1993).

¡ Así la medida de ciertas citoquinas en fluidos corporales es de gran

¡ importancia en el diagnóstico de algunas enfermedades. Por ejemplo, la

cuantificación de IL-6 en líquido amniótico es de gran valor para algunas

infecciones intrauterinas (Romero et al., 1992) y concentraciones elevadas

¡ de IL-1, TNFalfa, IL-6 e IL-8 son detectadas en suero en el caso de ciertas

enfermedades infecciosas (Cavaillon et al., 1992).

¡ De igual forma, la utilización de citoquinas en el tratamiento de

¡ enfermedades se valora, actualmente, de considerable importancia clínica.

Estas aplicaciones se pueden observar, principalmente, en dos tipos de

¡ situaciones:

1) Cuando existe un déficit en la producción de citoquinas, como por

ejemplo en recién nacidos o niños pequeños, en los cuales una terapia

¡ sustitutiva parece ser bastante efectiva en el tratamiento de enfermedades

infecciosas.

¡ 2) En casos en que existe riesgo de padecer una sepsis.

Una tercera aplicación de las citoquinas es su utilización en la

prevención de enfermedades, administrándose como inmunoadyuvantes

¡ con ciertas vacunas. Meuer et al. (1989) han demostrado un incremento de

¡ la respuesta inmune al HBsAg tras la aplicación de IL-2 a dosis bajas. Más

recientemente, estudios in vitro realizados por Hill (1993) han demostrado

¡ que el pretratamiento con citoquinas de leucocitos polimorfonucleares

¡
¡
u
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¡ procedentes de neonatos origina un incremento de su actividad

3 quimiotáctica.

Por otra parte, no existe correlación entre su cantidad e importancia. Las

¡ citoquinas actúan sobre receptores de alta afinidad cuya expresión está

¡ altamente regulada, y que normalmente aumentan de número tras la

activación y pueden aumentar o disminuir tras la exposición a un ligando

¡ específico. Existen también inhibidores, y por otro lado, además, hay que

¡ añadir que las citoquinas interactúan con otros mediadores como

eícosanoídes y neuropéptidos. Todo ello, sugiere una íntima relación entre

¡ las citoquinas y los neuropéptidos (Feldmann et al., 1991; Bellanti et al.,

¡ 1994).

El modo de acción de las citoquinas es bastante complejo y, su

¡ actuación no ocurre de forma aislada. Más aún se origina una cascada de

hechos en las células diana, que coníleva el desarrollo de la respuesta

inmune. La respuesta a las citoquinas puede tener un efecto proliferativo

¡ o de diferenciación y, al mismo tiempo, supresivo e inhibidor. También la

interacción de ciertas citoquinas con las células diana puede llevar a la

¡ producción de otras citoquinas durante los procesos de interacción (Carding

et al., 1991).

De la misma forma que existen receptores de hormonas peptídicas y

¡ neurotransm isores en las células del sistema inmune, existen también

¡ receptores para las citoquinas en las células del sistema nervioso.

Probablemente el sistema nervioso puede producir la mayoría de las

¡ citoquinas, al igual que las células inmunocompetentes producen gran

¡
¡
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U cantidad de neuropéptidos (Owens et al., 1994). Así, muchas de las células

¡ neuronales y endocrinas que tienen receptores para, y responden a las

citoquinas, también las producen.

¡ Así, se sabe que las células de la microglia, los astrocitos y las neuronas

del hipotálamo pueden producir IL-1. Se conoce también que las IL-1 e IL-6

son productos endógenos de la glándula pituitaria (Blalock,1994). La IL-2

¡ puede ser sintetizada por cultivos de células hipofisarias murinas. Además,u el mRNA de IL-3 se puede detectar en áreas concretas del cerebro,

incluyendo el hipocampo y cerebelo.u Este escenario de hechos, todos ellos interrelacionados, sugiere una

acción autocrina o paracrina y una función endocrina. Por ejemplo, la IL-2

es un regulador negativo autocrino/paracrino de la proliferación de células

¡ normales de la glándula pituitaria y un estimulador de la proliferación de las

células de la línea GH3 de los adenomas hipofisarios productores de GH.

U Además, una acción paracrina de la IL-1 en el hipotálamo o hipófisis es

¡ sugerida por su capacidad de inducir la síntesis de IL-6 por las células

hipofisarias (Blalock,1994).

U Respecto a la función endocrina, la activación del eje hipotalámico-

¡ hipofisario-adrenal durante la respuesta inmune y las reacciones

inflamatorias se piensa que es debida, en gran medida, a la acción de la

¡ IL-1, actuando ésta como una molécula informativa dentro del cerebro.

U Parece ser que la IL-1 circulante interactuaría con receptores de IL-1
situados en las células endoteliales de los vasos cerebrales, estimulando

¡ secundariamente otras moléculas como, por ejemplo, IL-1, óxido nítrico y/o

¡
¡
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U prostaglandinas que, a su vez, actuarían localmente sobre las células del

¡ sistema nervioso central (Ericsson et al., 1994). Otro ejemplo sería el caso

de la IL-2, de la cual se sabe que es el secretagogo más potente para la

U ACTH, y es más activo que el regulador clásico CRH (Karanth y McCann,

1991).

Todo ello nos hace pensar que las citoquinas pueden actuar como

¡ neurotransmisores y mediar en la interrelación entre los sistemas nervioso

¡ e inmune. De la misma forma, los neuropéptidos pueden actuar como

reguladores endógenos del sistema inmune, completando el comunicación

U bidireccional entre ambos sistemas.

u 1.3.1. INTERLEUQUINA 1

¡ La interleuquina-1 (IL-1) es una molécula de 17.500 daltons de peso

molecular que es producida principalmente por monocitos y macrófagos,

aunque también puede ser secretada por los linfocitos T y B, células

¡ endoteliales, mesangiales, queratinocitos y astrocitos (Fontana et al., 1982;

Bellanti et al., 1994).

¡ Existen dos formas, la IL-lalfa que actúa principalmente unida a

¡ membrana y la IL-ibeta que es la forma predominante y se encuentra libre

en el sobrenadante.

U Las acciones de la IL-1 son variadas, e incluyen manifestaciones

sistémicas como fiebre, anorexia y estimulación de reactantes de fase

aguda, y efectos locales como estimulación de la función quimiotáctica de

¡ leucocitos polimorfonucleares, monocitos y linfocitos, estimulación de

¡
¡
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U linfocitos 1 y B, proliferación de fibroblastos, estimulación de la síntesis de

¡ otras citoquinas (Bellanti et al., 1994; Blalock, 1994) producción de PGE2,

colagenasa y proteasas neutras por fibroblastos y condrocitos, producción

U de colágeno tipo 1 y III e inhibidores de proteasas neutras (Arend y Dayer,

U 1990; Feldmann et al., 1991).
En el sistema nervioso, la IL-1 tiene un efecto pirógeno debido a su

U acción sobre el hipotálamo a través de receptores opioides (Norman et al.,

U 1986). Estimula la liberación de CRF y prostaglandinas (Guaza y Borrelí,

1993), la biosíntesis de somatostatina (Scaraborough et al., 1989) e

incrementa la liberación de ACTH actuando directamente a nivel pituitario

¡ o bien estimulando la liberación de CRF hipotalámico (Uehar et al., 1987;

Cambronero et al., 1992), así como de LH, GH y TSH (Bernton et al.,

U 1987). También actúa sobre el sistema nervioso simpático estimulando la

producción de catecolaminas (Haefeli et al., 1993).

¡ La respuesta de las neuronas hipotalám icas y células hipofisarias a la IL-

U 1 se cree que es debido a que las células neuroendocrinas pueden
expresar receptores para la IL-1 (IL-1 Rs). Existen evidencias de la

U presencia de IL-1 Rs de tipo 1 y II, y sus respectivos mRNAs, en el sistema

U nervioso central y, más concretamente, en la hipófisis. En estos tejidos, los
IL-lRs están regulados por la propia IL-1 y por endotoxinas bacterianas, y,

U además, en la glándula pituitaria por el CRF.

U Esta profunda interacción entre la IL-1 y las estructuras del sistema
nervioso, conlíeva una profunda influencia mutua lo cual es, sin lugar a

¡ dudas, muy importante para una adecuada homeostasis entre los sistemas

¡
¡
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U inmune y nervioso (Blalock, 1994).

U
1.3.2. INTERLEUQUINA 6

U La interleucina-6 (IL-6) es una molécula de 25.000 daltons de peso

molecular, producida por monocitos, macrófagos y fibroblastos. Su efecto

fundamental es inducir la proliferación y diferenciación de los linfocitos T.

U También es un potente inductor de la síntesis de reactantes de fase aguda

en el hígado, más potente que la IL-1 y que el TNF. Por otra parte, bloquea

la producción de PGE2 inducida por la IL-1.

¡ La IL-6 se ha relacionado con patologías del sistema nervioso central

U producidas por virus (Frei et al., 1988; Van Damme et al., 1989) y estimula

la secreción de las hormonas hipofisarias PRL, GH y LH (Spangelo et al.,

¡ 1989), bien actuando directamente sobre la hipófisis o estimulando la

liberación de los respectivos factores liberadores hipotalámicos (Payne et

al., 1994). La presencia de receptores para la IL-6, así como de sus

mRNAs, en las neuronas, sugiere un papel de la IL-6 en la

¡ neurotransm isión.

Se ha visto que la IL-6 induce la proliferación de células B activadas, así

como la producción de anticuerpos frente a agentes causantes de

determinadas patologías, como la esclerosis múltiple o artritis reumatoide.

U Otros trabajos también demuestran que la IL-6 es capaz de inducir la

síntesis de TIMP, un potente inhibidor de metaloproteinasas, lo cual podría

limitar la producción de péptidos encefalitogénicos (Opdenakker y Van

U Damme, 1994).

¡
u
u
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U Se encuentra en elevadas concentraciones en los líquidos inflamatorios,

superando los niveles de IL-1 y TNF. Así se ha visto aumentada tanto en

el plasma como en el líquido sinovial de enfermedades autoinmunes como

U la artritis reumatoide, aunque también se han encontrado concentraciones

de IL-6 ligeramente altas en la osteoartritis (Arnalich et al., 1993>.

Por otra parte parece existir un efecto del envejecimiento sobre la

¡ síntesis de IL-6 (Ershler, 1988). Fagiolo et al.(1 992) observaron un aumento

de sus niveles en cultivos de células mononucleares de sangre periférica

pertenecientes a personas ancianas respecto a cultivos realizados con

células de adultos jóvenes. En este sentido, Arnalich et al (1994) también

demostraron una sobreproducción de IL-6 en ancianos anoréxicos y

ancianos sanos, pero no en adultos sanos.

U
1.3.3. FACTOR DE NECROSIS TUMORAL

U La caquectina o factor de necrosis tumoral (TNF) es un péptido de

U 17.000 daltons de peso molecular, producido principalmente por linfocitos,

queratinocitos y células endoteliales. También es sintetizado por

U macrófagos y monocitos, células “natural killer” y células de Kupffer en el

hígado. En el sistema nervioso es producido por astrocitos activados y

células de la microglia (ChoffIon et al., 1992).

U Es producido en respuesta a diversos estímulos invasivos y nocivos, y

media efectos biológicos beneficiosos o perjudiciales dependiendo de la

cantidad producida, duración de la liberación y medio bioquímico de las

U células que responden a sus estímulos (Tracey et al., 1989).

¡
U
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U En el sistema nervioso inhibe la secreción de hormonas hipofisariasu como la GH, LH y PRL (Walton y Cronin, 1989; Gaillard et al., 1990).

Además parece intervenir en la modulación de la secreción folicular de

U progesterona y estradiol (Punnonen et al., 1992). Por otra parte, también

está implicado en el desarrollo neuronal (Mohamad et al., 1991; Merril,

1992).

¡ Su papel en la respuesta inflamatoria viene dado por la gran variedad de

estímulos que pueden disparar su liberación, por ejemplo endotoxinas

bacterianas, lipopolisacár ido, enterotoxinas, micobacterias, virus, antígenosu parasitarios, IL-1, etc..., y de una manera autocrina el propio TNF (Tracey

U et al., 1989; Evans et al., 1989; Mohammad et al. 1991; Bellanti et al.,

1994).u El TNF actúa bien directamente sobre las células a través de receptores

específicos (Tartaglia y Goeddel, 1992) o indirectamente induciendo lau síntesis y liberación de otros mediadores y citoquinas, como la IL-1u (Dinarello, 1992), IL-6 y prostaglandinas (Brito et al., 1995).

El TNF no sólo activa los monocitos y macrófagos aumentando lau producción de mediadores inflamatorios, sino también estimula la

U adherencia de células inflamatorias al endotelio y su migración a los lugares

de inflamación (Tracey y Cerami, 1994).

U Existen dos tipos de receptores humanos para el TNF con un pesou molecular de 5SkDa (p55) y 75 kDa (p75). El receptor p55 se expresa

fundamentalmente en células epiteliales, mientras que las células linfoides

U ymieloides expresan ambos receptores (TartagliayGoeddel, 1992; Winzen

U
u
u



u
¡

42

U et al., 1992; Gehr et al., 1992). Están esparcidos por la superficie celular,

y la forma soluble de cada uno de ellos inhibe la acción del TNFaIfa tanto

in vivo como in vitro (Tartaglia y Goeddel, 1992). Recientemente

Leeuwenberg et al. (1994) en un estudio con células inflamatorias,

principalmente monocitos, linfocitos y neutrófilos demostraron que los

receptores del TNF-alfa eran liberados rápidamente de los neutrófilos

activados, mientras que la liberación en los monocitos era mucho más

lenta, alcanzando un nivel a partir del cual ya no se incrementaba,

aproximadamente a los dos días después de la activación. Así, la cantidad

de receptores emitida por los linfocitos y neutrófilos fue mucho menor que

la liberada por los monocitos.

En respuesta al lipopolisacárido los procesos de traslación y transcripción

de sus precursores son estimulados, sintetizándose y liberándose grandes

cantidades de proteína madura, principalmente por células del sistema

U mononuclear-fagocitario (Heumann et al., 1992; Pollack et al., 1995).

Después de la administración intravenosa de endotoxina/LPS, se produce

la liberación de TNF siendo máxima al cabo de 2 horas, coincidiendo con

U la aparición de las primeras manifestaciones del shock séptico (fiebre,

mialgias, dolor de cabeza, náuseas, etc...). Este efecto nocivo del TNF es

causado también por la liberación de mediadores, incluyendo otros péptidosu reguladores y eicosanoides (Tracey et al., 1989; Brito et al., 1995).

El proceso de biosíntesis del TNF es inhibido por la dexametasona, aunque

este efecto no ocurre si previamente las células son expuestas a la acción

U del activador policlonal LPS. Por otra parte, el interferon gamma ejerce un

u
¡
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U efecto permisivo sobre la producción del TNF, incrementándose su síntesis.

¡ Esta regulación positiva ejercida por el interferón gamma o negativa debida

a la dexametasona, parece contribuir a los efectos pro-inflamatorios o anti-

U inflamatorios de esos mediadores (Kriegler et al., 1988).

Las propiedades biológicas del TNE incluyen, paradójicamente, efectos

destructivos y de reconstrucción que pueden contribuir a la remodelación

U de componentes tisulares (Opdenakker y Van Damme, 1994). Como factor

de crecimiento, puede estimular directamente la proliferación de fibroblastos

y células mesenquimales, e inducir la síntesis de otros factores de

crecimiento. Como mediador destructivo, ejerce un efecto citotóxico directo

sobre las células endoteliales y algunas líneas celulares, e induce la

síntesis de colagenasas, proteasas y metabolitos del ácido araquidónico.

Las proteínas tisulares de vida media larga tienden, con el tiempo, a

acumular proteínas derivadas de la glucosa a través de reacciones de

1 glicosilación no enzimáticas (Brownlee et al., 1988). Los macrófagos

poseen receptores que reconocen específicamente estas proteínas

modificadas, recaptándolas y degradándolas. Este proceso dispara la

U secreción por parte de los macrófagos del TNF y la IL-1, que a su vez

amplifican los mecanismos de degradación y reparación del

remodelamiento tisular normal (Vlassara et al., 1988).

U Estos efectos fisiológicos del TNF presentan un alto grado de conservación

a lo largo del tiempo, aunque ciertos hechos pueden modificarlos. Así, por

ejemplo, la diabetes mellitus y el envejecimiento conllevan un imbalance de

U este sistema de regulación originando un incremento en la acumulación de

U
¡
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¡ proteínas modificadas y, como consecuencia, las citoquinas liberadas

contribuyen a que se produzca una respuesta proliferativa y degenerativa

tisular inadecuada (Tracey et al., 1989).

U Además de la forma activa del TNE secretada a la circulación

principalmente en los procesos de endotoxemia, existen otras formas

transmembrana que poseen también actividad como mediadores

U paracrinos. Así, el TNF interactúa con receptores de membrana de alta

afinidad situados en tejidos normales, incluyendo hígado, músculo, pulmón,

vesícula y riñón. El complejo receptor-ligando es internalizado y degradado,

¡ aunque los detalles de la respuesta post-receptor todavía no está

totalmente aclarada (Debets y Savelkoul, 1994).

3 1.4. OTROS MEDIADORES DE LA RESPUESTA INMUNE

1.4.1. LEUCOTRIENO B4

Los leucotrienos son ácidos grasos hidroxilados sintetizados a partir del

ácido araquidónico por la vía de la lipooxigenasa. Junto con los

U hidroperóxidos, las prostaglandinas, los tromboxanos y las lipoxinas

integran un conjunto de compuestos derivados del ácido araquidónico,

¡ denominados eicosanoid es.u El ácido araquidónico es un componente de los fosfolípidos de las

membranas celulares, sobre el que puede actuar la ciclooxigenasa dando

lugar a prostaglandinas y tromboxanos, o bien la lipooxigenasa que da

origen a hidroperóxidos, leucotrienos y lipoxinas (Mayatepek y Hoffmann,

1995).

u
U
u
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¡ La acción de la lipooxigenasa conduce por un lado a la síntesis del ácido

12-hidroxiperoxi-eicosa-tetranoico (12-HPETE), que después de la acción

de una peroxidasa se convierte en 12-hidroxi-eicosa-tetranoíco (12-HETE).

¡ Otra vía es la síntesis del ácido 5-hidroxiperoxi-eicosa-tetranoícO (5-HPETE)

por medio de la activación de la 5-lipooxigenasa Ca+2 dependiente, y a

partir del cual se van a formar los leucotrienos A, B, O, D, y E. Respecto

¡ al leucotrieno B4 (SS, 12R-dihidroxi-6,8,11,14-eicosatetranoato), éste se

forma por la acción enzimática de una hidrolasa sobre el 5-HPETE

(Samuelsson et al., 1987).

¡ Los leucotrienos son producidos, predominantemente, por macrófagos,

¡ monocitos, neutrófilos, eosinófilos, mastocitos y basófilos (Williams et al.,

1984; Verhagen et al., 1984; Lewis et al., 1990). Además, las células

¡ endoteliales, plaquetas, linfocitos y eritrocitos también pueden sintetizar

leucotrieno B4 a partir de leucotrieno A4 (Dahinden y Wirthmueller, 1990;

¡ Feinmark, 1990; Jones y Fitzpatrick, 1990).

¡ El leucotrieno B4 es un metabolito dihidroxilado del ácido araquidónico.

Es un potente estimulador del movimiento quimiotáctico y quimiocinético de

U los leucocitos polimorfonucleares, induciendo la desgranulación y liberación

¡ de enzimas lisosomales por estas células, tanto en humanos como en

animales de experimentación. Además induce la adhesión de los leucocitos

U a las células endoteliales de las vénulas postcapilares y la agregación de

células polimorfonucleares.

El leucotrieno B4, además de ser un potente mediador endógeno de la

U respuesta inflamatoria y alérgica (Palmblad et al., 1984), posee los

U
u
¡
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siguientes efectos biológicos (Lewis et al. 1990; Mayatepek y Hoffmann,

1995):

- Efectos quimiotácticos sobre polimorfonucleares y macrófagos,

estimulando la liberación de enzimas lisosomales y la producción de anión

superóxido.

- Favorece la adhesión y la migración transendotelial de los neutrófilos.

- Modula la función linfocitaria.

- Interviene en la producción y acción de la citoquinas.

- Incrementa la permeabilidad vascular, en presencia de prostaglandina

E2.

- Incrementa la expresión del receptor C3b y la citotoxicidad

complemento dependiente.

- Libera el calcio intracelular.

- Aumenta la síntesis de AMPc y GMPc.

Las concentraciones de leucotrieno B4 en fluidos biológicos son muy

bajas, a nivel nanomolar o picomolar, y además, tienen una vida media in

vivo muy corta, de ahí la dificultad en su cuantificación.

Los leucotrienos fácilmente sufren degradación oxidativa durante la

preparación de la muestra y, además se pueden generar artificialmente y

ser liberadas in vitro a partir de leucocitos durante el manejo de la muestra.

Por todo ello, su análisis en plasma suministra poca información y no es

una manera fiable de evaluar el papel de los leucotrienos en determinadas

condiciones patológicas. Sin embargo la producción de leucotrienos,

principalmente de leucotrieno B4, a partir de células blancas de sangre
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u periférica puede ser útil para obtener información a cerca del papel de

3 estas sustancias en estados patológicos (Mayatepek et al., 1993a;

Mayatepek et al., 1993b; Mayatepek et al., 1994).

¡ El método más adecuado para determinar leucotrieno B4 parece seru estimular su producción mediante activadores como, por ejemplo, el

ionóforo de calcio A23187, zymosan y diversos antígenos o agregados de

¡ inmunoglobulinas (Mayatepek y Hoffmann, 1995).

En este estudio, para comprobar el papel del leucotrieno B4 en la

respuesta inmune hemos estimulado su producción con el activador

¡ policlonal LPS. Por otra parte, investigamos tambien si su síntesis es

¡ estimulada, inhibida o no sufre modificaciones tras añadir a las muestras

diversos neuropéptidos a concentraciones fisiológicas.

¡
1.4.2.

La neopterina (6-[1 ‘,2’,3’-D-eritro-trihidroxijpropilpterina) es una pirazino-

¡ pirirpidina derivada del guanidin-trifosfato (GTP). Representa un producto

intermedio en la síntesis de la biopterina. La biopterina es un cofactoru esencial en la síntesis de neurotransmisores. (1 ,2,3>tetrahidrobiopterina es

¡ el cofactor de la hidroxilación enzimática de la fenilalanina, tirosina y

triptófano. La tetrahidrobiopterina se ha identificado también como un co-

U activador de la estimulación linfocitaria. La neopterina, similar a otras

¡ pterinas, existe tanto en humanos como en animales y plantas (Wachter et

al., 1989).

E La respuesta inmune in vitro e in vivo se asocia constantemente a

¡
¡
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U niveles aumentados de neopterina. In vitro, la neopterina es liberada por las

¡ células mononucleares de sangre periférica humana tras ser estimuladas

por aloantígenos, células autólogas modificadas por virus o por agentes

U químicos o lecitinas autogénicas. In vivo, la excrección de neopterinau aumenta en pacientes afectados por infecciones víricas, bacterianas o

protozoarias, artritis reumatoide, lupus eritematoso sistémico, rechazo

agudo de injertos, SIDA y en ciertas neoplasias (Fuchs et al., 1992). El

¡ aumento de los niveles de neopterina generalmente es previo a las

manifestaciones clínicas y se correlacionan con una fase activa de la

¡ enfermedad subyacente. En las enfermedades infecciosas, este aumento

¡ precede a la presencia de anticuerpos detectables (Drenth et al., 1995).

Las pteridinas, incluyendo la neopterina, se asocian con los linfocitos T.

¡ La neopterina se produce en cultivos de linfocitos T humanos altamente

¡ purificados, estimulados por aloantígenos o por células autólogas

modificadas por agentes víricos o químicos. La neopterina liberada requiere

3 la presencia de células del sistema mononuclear fagocitario. Así, la

activación in vitro de macrófagos origina la síntesis de neopterina, que es

U inducida por el interferón-gamma producido, a su vez, por linfocitos T

¡ activados. La naturaleza del papel de la neopterina en los mecanismos de

defensa inmunes es, por el momento, desconocida (Fuchs et al., 1988).

¡ Debido a la implicación de la neopterina en las reacciones inmune, la

3 cuantificación de sus niveles es un indicador inmediato y sensible para

monitorizar la activación de linfocitos T y macrófagos. Un incremento en la

1 concentración de neopterina aporta información a cerca del grado de

¡
u
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¡ activación de la inmunidad mediada por células (CMI), lo cual es

difícilmente obtenible por otras vías. En varias enfermedades, un aumento

de la excreción de neopterina precede a las manifestaciones clínicas y se

¡ correlaciona con la actividad de la enfermedad subyacente. Así, la

neopterina aparece como un marcador útil e innovador de una gran

variedad de estados patológicos (Reibnegger et al., 1991).

¡ Después de un trasplante de corazón, niveles bajos y estables de

neopterina se asocian invariablemente a situaciones no complicadas

inmunológicamente y, al contrarío, los niveles elevados o un incremento

¡ paulatino de ellos se asocian a rechazo agudo, infecciones o la supresión

¡ de la ciclosporina. La determinación diaria simultánea de la concentración

de neopterina en suero y orina tras un trasplante de corazón supone la

¡ rápida detección de complicaciones inmunes y puede reducir el número de

¡ biopsias (Kronberger et al., 1995).

En los trasplantes de riñón, la neopterina suele elevarse unos días antes

¡ de que aumentes los niveles de creatinina, indicando un posible rechazo

del injerto. Aunque los niveles de neopterina también pueden aumentar con

U las infecciones tanto víricas como bacterianas, su determinación es un

¡ marcador de la respuesta inmune y puede alertar al clínico sobre la

supervivencia de un riñón trasplantado (Fuchs et al., 1992).

U También en los trasplantes de médula ósea se ha visto la utilidad de la

¡ de la cuantificación de neopterina en orina, siendo un indicador sensible de

la respuesta inmune, sobre todo en la enfermedad injerto contra huésped.

U Tras el tratamiento exitoso con corticoides de esta situación, los niveles de

¡
¡
u
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¡ neopterina dejan de aumentar, excepto si el rechazo ha sido originado por

citomegalovirus, ya que en este caso los corticoides no inducirían este

efecto. Por otra parte, nuevos aumentos de neopterina se asocian a

U complicaciones clínicas, bien infección o rechazo, pudiendo preceder a la

3 aparición de manifestaciones clínicas en días o semanas (Samsonov et al.,

1992).

¡ Además, altos valores de neopterina se han asociado también a mal

¡ pronóstico en la gammapatía monoclonal, carcinoma hepatocelular y cáncer

ginecológico, esclerosis múltiple, así como para diferenciar el hígado graso

¡ de los estados crónicos de la hepatitis no-A no-B. En la enfermedad de

Alzheimer se ha observado una alteración en la conversión de neopterina

en biopterina (ratio NIB elevado),coincidiendo con fases severas de la

¡ enfermedad. En el SIDA, la elevación de sus niveles ocurre en las fases

¡ más tempranas, antes de que los efectos de las subpoblaciones de células

T se puedan detectar, siendo la cronificación de los niveles altos una

¡ garantía de susceptibilidad (Carstens et al., 1995; Wachter et al., 1989).

Junto con otros inmunomoduladores (interferones alfa, beta y gamma,

¡ citoquinas, factor de necrosis tumoral, etc...), su potencial aplicación en los

estados donde la respuesta inmune está alterada es amplia, y por ello nos

ha parecido interesante conocer su status en los diferentes grupos del

¡ estudio, así como su variación con otros reguladores de la respuesta

¡ inmune, como son el neuropéptido Y, somatostatina, péptido intestinal

vasoactivo y péptido liberador de gastrina.

¡
¡
¡
¡
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TABLA 1
TIPOS DE CITOQUINAS

Tipo

1 nteríeuquinas

Factores de crecimiento

hematopoyéticos

1 nterferones

Otras

Citoquina

IL-1 a IL-17

G-CSF

M-CSF

GM-CSF

1 FN-alfa

1 FN-beta

1 FN-gamma

TNF-alfa

TNF-beta

U
u
u
u
u
U
¡
u
u
u
u
U
u
u
u
¡
U
u
u
¡
u



TABLA II
EFECTOS PRINCIPALES DE LA
IL-1B, IL-6Y TNF-ALFA

II-lS l1•6 TNF.alfa

Peso molecular <dalt) 17500 25000 17000

Fuentes celulares Macrófagos, Células T, Macrófagos

primarias NK, células 8 Fibroblastos

Actividad Estimula inmunidad Estimula inflamación Inflamatoria

Proliferación cele 1 Tumoricida

Principales efectos Inflamatorio Factor crecim. ceis B Necrosis tumoral

Hematopoyético Produc. lg policlonales Estirnula células fagocharias

Inflamatorio Anorexia

Inflamatorio

Trombosis vascular

u
u
u
u
u
u
u
u
U
u
u
u
u
u
¡
u
u
u
u
u
u
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u
El proceso de envejecimiento se asocia a una disfunción inmune

compleja y multifactorial que permanece todavía incompletamente aclarada.

Junto a una atenuación en la respuesta de inmunidad celular debido a una

inhibición funcional de los linfocitos T, existe una disregulación de la

U interacción neuroinmune que ha sido exclusivamente estudiada en modelos

animales, pero no en seres humanos. Por este motivo nos proponemos en

este trabajo analizar algunas de las características de la interacción

U neuroinmune en ancianos sanos, así como en un grupo de ancianosu diabéticos no insulín-dependientes por ser ésta una situación en la que,

frecuentemente, se observa una anormal respuesta de inmunidad celular.u
Podemos formular nuestros objetivos del siguiente modo:u 1. Estudiar la liberación de algunos mediadores de la respuesta inmune, talesu como las citoquinas proinflamatorias IL-1 p, IL-6 y TNF-alfa y leucotrieno B4

y neopterina, en respuesta a cuatro diferentes neuropéptidos (Neuropéptidou Y, Somatostatina, Péptido Intestinal Vasoactivo y Péptido Liberador deu Gastrina) en leucocitos de sangre periférica de ancianos sanos y diabéticos

no insulín-dependientes, y comparar los resultados obtenidos con los de unu grupo control de adultos jóvenes sanos.

u 2. Comprobar si estos neuropéptidos pueden ejercer un efecto modulador de

la liberación de citoquinas proinflamatorias, leucotrieno B4 y neopterina,

cuando actúan conjuntamente con la molécula de lipopolisacárido (LPS), que

U es un conocido activador policlonal de la respuesta de macrófagos y linfocitos
T.u

u
E
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u 3.1. PACIENTESu 3.1.1. POBLACION DE ESTUDIO

Hemos estudiado una muestra de población constituida por:u 1) grupo de adultos jóvenes que incluye 10 sujetos sanos con una edad deu 27±2 años

2) grupo de ancianos sanos constituido por 10 sujetos con una edad media

U de 74±6años

3) grupo de ancianos diabéticos constituido por 10 pacientes (73±9años deu edad) con diabetes mellitus no insulíndependiente (DMNID), procedentes de

¡ la Consulta Externa del Servicio de Medicina Interna del Hospital Universitario

La Paz.

El diagnóstico de DMNID se estableció de acuerdo con los criterios deu la Organización Mundial de la Salud (OMS), es decir: 1) glucemia basal en

ayuno mayor o igual a 7,8 mmol/L, ó 2) glucemia mayor o igual a 11,1 mmol/L

U a las 2 horas de sobrecarga oral de 75 gramos de glucosa (World Health
Organ ization Expert Comm ittee (1980). Todos los pacientes recibíanu tratamiento con sulfonilureas y en el momento de ser incluidos en este estudiou tenían una glucemia basal en ayunas comprendida entre 9 y 12 mmol/L y una

insulinemia entre 190 y 230 pmol/L. Ninguno de ellos reunía los criteriosu establecidos para definir la obesidad, es decir un sobrepeso igual o superior

a un 20% por encima del peso ideal, lo que equivale a un índice de masa

U corporal (IMC) mayor o igual a 27 kg/m2 en varones y mayor o igual a 26,9

kg/m2 en mujeres (Stern et al., 1990).

Se estudiaron los siguientes parámetros antropométricos: peso, talla,

¡ índice de masa corporal (IMO), índice de cintura-cadera (ICC), perímetro

cutáneo tricipital (PCT) y circunferencia muscular del brazo (CMB), que fueron

medidos conforme a criterios previamente establecidos (Frisancho, 1981;

u
u
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Burton y Foster, 1985).

Los individuos incluidos en los grupos control se seleccionaron

prospectivamente tras descartar cualquier enfermedad mediante exámenes

clínicos y analíticos.

El grupo de ancianos sanos incluye 10 sujetos de similar edad y

estado nutricional (con MC inferior a 27,2 en varones y 26,9 en mujeres), con

glucemia basal en ayunas inferior a 7,8 mmoVL, función hepática y renal

normales, que carecían de síntomas o signos de enfermedad y no tomaban

medicación alguna. En el grupo de 10 adultos jóvenes sanos tampoco existía

obesidad, ni datos de intolerancia glucídica o enfermedad alguna, y no habían

recibido medicación.

Todos los sujetos fueron informados del estudio, mostrando su

conformidad por escrito.

¡ 3.1.2. MUESTRA DE ESTUDIO

A todos los individuos del estudio se les extrajo 25 mL de sangre

periférica tras 12 horas de intervalo postprandial nocturno, entre las 9 y 10

horas de la mañana para evitar la influencia de ritmos circadianos en las

concentraciones de los parámetros a determinar.

¡ Las muestras se recogieron en tubos con EDTA (Boehringer

Mannheim) e inmediatamente se colocaron en hielo. El intervalo entre lau recogida de la muestra y el procesamiento de la misma nunca fue superior au 30 minutos.

¡
u
u
¡
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¡u 3.2.

3.2.1. Manipulación de las muestras de sangreu 3.2.2. Protocolo de incubaciónu 3.2.3. Determinación de citoquinas

3.2.4. Determinación de leucotrieno 84

¡ 3.2.5. Determinación de neopterina

3.2.6. Análisis estadísticouu 3.2.1. MANIPULACION DE LAS MUESTRAS DE SANGRE

La sangre recogida fue diluía 1/2 con el medio de cultivo RPMI 1640

(Gibco) sin glutamina y distribuía en tubos de plástico de lmL. Para evitar el

¡ crecimiento de microorganismos se añadieron a cada tubo 10 i.±de un

preparado antibiótico formado por 250 U/mL de Penicilina y 0,25 pg/mL deu estreptomicina (50000 U/ml de Penicilina, 50 mg/ml de estreptomicina,

Boehringer Mannheim).

U Por otra parte, el activador policlonal Lipopolisacárido (LPS, procedenteu de E. coli con un índice de estimulación de 31,3 a 15,6 pg/mL, Sigma) se

añadió a algunos tubos como control positivo o bien para comprobar el efectou que ejercían los neuropéptidos sobre la acción propia del LPS. La

concentración final de LPS añadida fue de 25 pL/mL.u Para valorar la modulación ejercida por los neuropéptidos, neuropéptido

Y (NPY, Sigma), somatostatina (SS, Sigma), péptido liberador de gastrina

(GRP, Sigma) y péptido intestinal vasoactivo (VIP, Sigma) sobre la síntesis deu citoquinas, cada uno de ellos fue adicionado a distintos tubos con o sin LPS

de la muestra a estudio. Las concentraciones finales de los distintos

neuropéptidos, fueron selecionadas por ser consideradas por algunos autores

u
U
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celular (De la Fuente et al., 1991; De la Fuente et al, 1993a; De la Fuente et

al., 1993b; Del Río et al., 1994; Delgado et al., 1995). Así el NPY, SS y GRPu se añadieron a una concentración final de 1010M y el VIP a una concentración

final de 1O~9M.u Todas las aliquotas de cada paciente o sujeto control se incubaron au 37~C en una atmósfera humidificada con CO
2 al 5%. Los tiempos de

incubación fueron 30 minutos y 4 horas para comprobar si la respuesta en la

U producción de citoquinas a los neuropéptidos era una respuesta temprana ou tardía. Los tiempos de incubación para leucotrieno B4 y neopterina fueron de

30 minutos.

Después de los tiempos de incubación indicados arriba, o

inmediatamente en caso de las muestras basales, cada aliquota se centrifugóu a 900 g durante 10 minutos, para separar y posteriormente descartar las

células. Los sobrenadantes se separaron y congelaron a -70
9C hasta la

determinación de los distintos parámetros bioquímicos objeto del estudio.u
U 3.2.2. PROTOCOLO DE INCUBACION.

Tras el minucioso proceso de manipulación, el estudio de cada

paciente siguió este protocolo de ensayo:

1) Alícuota basal o sin período de incubación

• 2) Alícuota controlu 3) Alícuota conteniendo LPS

4) Alícuota conteniendo NPY 10~10M

U 5) Alícuota conteniendo NPY 10~10M + LPS

6) Alícuota conteniendo SS 1010Mu 7) Alícuota conteniendo SS 10~10M + LPS

u
U
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U 8) Alícuota conteniendo GRP 10~10M

9) Alícuota conteniendo GRP 1010M + LPS

10) Alícuota conteniendo VIP 1U9M

U 11) Alícuota conteniendo VIP io~ M + LPS

U 3.2.3. DETERMINACION DE CITOQUINAS

U 3.2.3.1. Cuantificación de interleuquina 1 B (¡1-iB) e interleuquina 6 (IL-6).

Se realizó mediante enzimoinmunoensayo (Medgenix Diagnostics)

U siguiendo el protocolo recomendado para medios de cultivo con algunas

U modificaciones:

Standars Controles-muestras

(pL) (pL)

U Standards (0-5) 200u Controles-muestras 200

Anti IL-1B-HRP 50 50

Incubar durante 2 horas a temperatura ambiente agitando

continuamente (500 rpm).

U Aspirar el contenido de cada celdilla.

U Lavar 3 veces con 0,4 mL de solución de lavado y aspirar.

Añadir (pL>:

U Solución sustrato 200 200

U Incubar durante 15 minutos a temperatura ambiente agitado

continuamente (500 rpm). Añadir (pL):

Acido sulfúrico 0.5M 50 50

Lectura en espectrofotómetro a una longitud de onda de 490 nm.

U Laconcentración de los estándares utilizados fue de 0-50-150-500-1000-

U
U
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U 2000 pg/mL para la IL-1B y de 0-6.25-25-50-100-300 pg/mL para la IL-6.

La sensibilidad oconcentración mínima detectable del ensayo fue de 2

pg/mL para ambas citoquinas y el anticuerpo utilizado no presentó reacciones

cruzadas o bien eran insignificantes con otras citoquinas.

Los coeficientes de variación intraensayo fueron de 2.8% y los

U coeficientes de variación interensayo fueron de 4.5% para ambos parámetros.

U
3.2.3.2. Cuantificación de TNFalfa.u La fracción alfa del factor de necrosis tumoral también llamadau caquectina sevaloró mediante enzimoinmunoensayO (Medgenix Diagnostics).

El protocolo seguido fue el recomendado para medios de cultivo con algunas

U modificaciones:

Estándares Controles-Muestras

U (pL) (pL)

Estándares (0-5) 200

Controles-Muestras 200

Buffer incubación 50 50

U Incubar durante 2 horas a temperatura ambiente agitando

continuamente (500 rpm).

Aspirar el contenido de cada celdilla.

Lavar 3 veces con 0.4 mL de solución de lavado y aspirar.

1 Añadir (1.iL):

Estándar 0 100 100

Anti TNFa-HRP 50 50

U Incubar durante 2 horas a temperatura ambiente agitando

continuamente (500 rpm).

1 Aspirar el contenido de cada celdilla.

U
U
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63u Lavar 3 veces con 0.4 mL de solución de lavado y aspirar.

Añadir:

Solución sustrato 200 200

U Incubar durante 15 minutos a temperatura ambiente agitando

continuamente (500 rpm). Añadir (1xL):

U Acido sulfúrico 0.5M 50 50

3 Lectura en espectrofotómetro con una longitud de onda de 490 nm.

Las concentraciones de los estándares fueron 0-20-45-110-330-1060

pglmL. La sensibilidad o concentración mínima detectable del ensayo fue deu 3 pg/mL. No se observaron reacciones cruzadas con anticuerpos de otras

citocinas. Los coeficientes de variación intraensayo e interensayo presentadosu fueron del 3.4% y 9.2% respectivamente.

3.2.4. CUANTIFICACION DE LEUCOTRIENO 54.

¡ El leucotrieno B4 se cuantificó mediante enzimoinm unoensayo (Biotrak

3 Amersham) diseñado específicamente para investigación. Para ello se

combina el uso de peroxidasa marcada a un conjugado de leukotrieno B4 unu anticuerpo inmovilizado a las paredes de las celdas de la placa del ensayo y

una solución estabilizante. El método proporciona una sensibilidad de 6 pglmL

E un coeficiente de variación intraensayo de 7.9% y un coeficiente de variaciónu interensayo de 9.0%.

El protocolo utilizado fue el siguiente:u Blanco NSB Estándar O Estándares Muestrau (pL) (pL) (pL) (pL)

Buffer - 100 50 -

Estándares - - - 50 50

Muestras - - - - 50u Anticuerpo - - 50 50 50

¡
U
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Incubar 2 horas a 15-25 ~Cagitando continuamente.

Añadir:

Blanco NSB Estándar O Estándares Muestra

(pL) (pL) (pL) (pL) (pL)

Peroxidasa

conjugada

Incubar

Aspirar

Añadir:

Sustrato 150

Incubar

Añadir:

Ac.Sulf.O.5M 100 100 100 100

Agitar y medir a una longitud de onda de 450 nm.

50- 50 50 50

1 hora a 15-259C agitando continuamente.

y lavar 3 veces con 0.3 mL de buifer lavado.

150 150 150 150

30 minutos a 15-25 9C agitando continuamente.

100

3.2.5. CUANTIFICACION DE NEOPTERINA.

Se valoró mediante radioinmunoensayo (Neopterin í~l RíA ICN

Biomedicals, Inc.) diseñado para investigación. Se siguió el siguiente

protocolo:

NSB Estándar O

(pL)(pL)

100

20 20

100

Buffer

Estándares

Muestras

Neopterina 1251 100

Agitar en vortex

Estándares

(pL)

Muestra

(pL)

20

100

20

100

u
u
u
u
u
u
u
u
U
u
¡
E
¡
¡
¡
¡
¡
u
¡
u
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E Anti-neopterina - 100 100 100

¡ Agitar en vortex

Incubar 60 minutos a temperatura ambiente.

¡ Sol. precipitante 1 mL lmL 1 mL lmL

Centrifugar 10 minutos a 3000 rpm.

U Aspirar o decantar.

¡ Medir la radiactividad en un contador gamma calibrado para 1261.

3 Las concentraciones de los estándares utilizados fueron 0-0.5-1.5-3-6-

¡ 12-24-1 00 ng/mL. La sensibilidad del ensayo está estimada en 0.05 ng/mL.

Los coeficientes de variación intraensayo e interensayo son de 8.8% y 7.3%,

¡ respectivamente.

1 3.2.6. ANALISIS ESTADISTICO.

3 Se utilizó un ordenador Macintosh con el programa Statview+ Graphics.

La comparación entre resultados se realizó mediante los tests de

3 Kruskall-Wallis y U de Mann-Whitney para datos no apareados, cuando los

datos no seguían una distribución normal. Si estaban normalmente

distribuidos se utilizaron los tests de ANOVA y F de Scheffe para datos no

• apareados.

Los datos pareados se examinaron mediante el test ANOVA para 1

U factor con mediciones repetidas de datos paramétricos y el test F de Scheffe

¡ para comparaciones entre 2 grupos. Los valores no paramétricos se evaluaron

mediante el test de Friedman para resultados pareados y el test de los signos

¡ de Wilkonson para comparaciones entre 2 grupos.

Las correlaciones entre 2 variables se estudiaron mediante regresión

E lineal simple utilizando el coeficiente de correlación de Pearson.

¡
¡
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Los resultados se consideraron estadisticamente significativos cuando

“p” fue menor de 0.05 (pcO.O5).

Los valores se expresan como media ±desviación estándar de la

media (x±DS) del número de experimentos realizados por duplicado.
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4.1. CARACTERÍSTICAS GENERALES DE LA POBLACIÓN

4.1.1. EDAD Y SEXO

Las medias de edad de los tres grupos de individuos estudiados son

de 73 años en los pacientes diabéticos, 74 años en los ancianos sanos y 27

años en los adultos jóvenes sanos (Tabla III>.

El conjunto de pacientes diabéticos estaba formado por 5 varones y 5

mujeres, mientras que en el de ancianos sanos y adultos jóvenes sanos

existía un ligero predominio de varones (6 varones versus 4 mujeres y 7

varones versus 3 mujeres, respectivamente) (Tabla III).

4.1.2. CARACTERiSTICAS ANTROPOMETRICAS

Las características antropométricas de los ancianos sanos y adultos

jóvenes sanos estaban dentro de los rangos de normalidad. Las principales

características antropométricas de los ancianos sanos se exponen en la Tabla

lv.
Los datos de los pacientes con diabetes mellitus no insulín-dependiente

se recogen en la Tabla V. Todos los pacientes pertenecientes a este grupo,

presentaban un índice de masa corporal (IMC) por encima del rango de

normalidad (22,7-25 para varones y 22,4-24,5 para mujeres). Todos los

varones y solamente una mujer presentaban un peso superior al 20% del

peso ideal (sobrepeso 20% del peso ideal: varón >27,2 y mujer >26,9).

Los pacientes diabéticos presentaban un índice de cintura cadera

(lOO) superior a los valores normales (varón <0,95 y mujer <0,80).

Los varones diabéticos presentaban el pliegue cutáneo tricipital (PCT)

superior al valor considerado normal (rango PCT en varones: 11-22 cm). En
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¡ el grupo de mujeres diabéticas, solamente en dos de ellas, se encontraron

valores elevados (rango PCT en mujeres: 18-36 cm).

Respecto a la circunferencia media del braza (CMB), todos los

3 pacientes diabéticos estaban dentro del rango de normalidad (22-3 1 cm para

varones y 19-28 cm para mujeres).

¡
¡ 4.1.3. DATOS ANALíTICOS

El estudio bioquímico de los pacientes diabéticos mostró que todos

¡ ellos cumplían los criterios establecidos por la OMS para el diagnóstico de la

¡ OMNID, cuantificándose una glucemia basal en ayunas comprendida entre 9

y 12 mmol/L. Por otra parte los niveles de insulinemia oscilaban entre 190 y

¡ 230

Para comprobar el estado nutricional de los pacientes diabéticos y

1 ancianos sanos se determinaron los siguientes parámetros: albúmina,

¡ transferrina y cinc, estando todos ellos dentro de límites normales.

Por otra parte, los datos hematológicos correspondientes al recuento

3 de leucocitos y linfocitos también estaba dentro del rango de normalidad

¡ (Tablas VI y VII).

¡
¡
¡
¡
¡
¡
u
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E 4.2. NIVELES BASALES DE CITOQUINAS Y TRAS UN

¡ PERIODO DE INCUBACION DE 30 MINUTOS

¡ 4.2.1. PRODUCCION DE INTERLEUOUINA-113

¡ El análisis de las concentraciones basales de la IL-1 j3 en los tres

grupos de sujetos estudiados, reveló diferencias estadíst icamente

¡ significativas entre el grupo de adultos jóvenes y ancianos sanos, siendo los

valores más elevados en el primer grupo (8,2±2,3 pg/mL vs 5,8±1,1 pg/mL,

pcO.05).

La cuantificación de la IL-1 13 en las muestras incubadas en condiciones

control, es decir aquellas incubadas en atmósfera con 5%de CO2 durante 4

E horas y a 37
9C, revelaron valores prácticamente iguales entre los tres grupos

¡ de pacientes (Tabla VIII). El incremento experimentado por la IL-1 II tras el

período de incubación en el conjunto global de individuos, mostró diferencias

¡ estadísticamente significativas respecto a las alícuotas consideradas basales

(pc 0,05 para cada grupo estudiado; figura 2), lo que significa que las

condiciones del experimento eran adecuadas para proceder a las sucesivas

¡ estimulaciones.

¡ 4.2.2. PRODUCCION DE INTERLEUQUINA-6

¡ Los valores de IL-6 en las muestras basales fueron similares en los tres

grupos a estudio, aunque ligeramente más elevados en los ancianos sanos

¡ (4,9±1,3 pg/mL).

Los niveles de IL-6 alcanzados en las alícuotas correspondientes a las

¡ incubaciones en condiciones control fueron similares para toda la población

¡ estudiada (Tabla VIII), y el incremento sufrido por la citoquina también mostró

¡
¡
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¡ diferencias estadísticamente significativas en los tres grupos de pacientes con

¡ respecto a las alícuotas consideradas basales (p.c 0,05; figura 2).

¡ 4.2.3. PRODUCCION DE TNF-alfa

Los niveles basales de TNF-alfa resultaron ser más elevados en los

¡ ancianos sanos que en los otros grupos de sujetos. El análisis estadístico

¡ mostró diferencias estadísticamente significativas cuando comparábamos este

grupo con los adultos jóvenes sanos (31,0±13,9pg/mL vs 9,3±6,2pg/mL;

¡ p~c0,05) y con los pacientes diabéticos (31,0±13,9pg/mL vs 7,3±1,8pg/mL;

p.cO,05).u Respecto a la producción espontánea de TNF-alfa tras incubación

durante 4 horas (muestras control), el incremento sufrido por esta citoquina

fue similar en todos los grupos (Tabla VIII), mostrando también significación

¡ estadística (p.c 0,05; figura 2), respecto a las muestras basales.

u
E
¡
¡
¡
¡
u
¡
¡
u
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4.3. RESPUESTA DE LAS CITOQUINAS AL ESTIMULO CON

LPS

4.3.1. PRODUCCION DE INTERLEUQUINA-113

La producción de IL-1 13 experimentó un gran incremento tras el

estímulo con LPS.

Comparando el aumento experimentado tras el estímulo con LPS y las

muestras incubadas en condiciones control existían diferencias

estadísticam ente significativas en los tres grupos de pacientes (p.cO,OOl ; figura

3).

El incremento más acentuado lo experimentaron los ancianos sanos,

observándose significación estadística entre el grupo de adultos jóvenes y

ancianos sanos (1711 ±786pg/mL vs 2490±905pg/mL, p.c 0,05), así como

entre los ancianos sanos y diabéticos (2490±905pg/mL vs 1154±451pg/mL,

p.cO,05) (Tabla IX).

4.3.2. PRODUCCION DE INTERLEUQUINA-6

Respecto a las muestras incubadas en condiciones control, el

incremento experimentado con el LPS mostró también diferencias

estadísticamente significativas en los tres grupos (p.c 0,001; figura 3).

La producción de IL-6 fue similar en los tres grupos, aunque

ligeramente superior en los adultos jóvenes sanos (711 ±268pg/mL; Tabla X).

4.3.3. PRODUCCION DE TNF-alfa

Estableciendo una comparación con el grupo de muestras incubadas

en condiciones control, existían diferencias estadísticamente significativas en
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¡ los tres grupos estudiados (p.c 0,001; figura 3).

3 La estimulación con LPS originó una gran elevación de TNF-alfa en la

población estudiada, siendo sus niveles similares en los tres grupos, aunque

3 más elevados en los adultos jóvenes (4576±1666pg/mL; Tabla Xl).

¡
¡
3
¡
u
1
¡
¡
¡
1
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¡ 4.4. PRODUCCION DE CITOQUINAS TRAS EL ESTIMULO CON

3

¡ 4A.1. RESPUESTA AL NEUROPEPTIDO Y

3
4.4.1.1. PRODUCCION DE INTERLEUQUINA-113

3 La producción de IL-1 13 tras el estímulo con neuropéptido Y a

concentraciones consideradas fisiológicas (10”M) se incrementó en los tres¡ grupos estudiados, siendo este aumento mayor en el grupo de ancianos

¡ sanos (188 ±71pg/mL).

Estableciendo una comparación entre la estimulación originada por el

¡ NPY y las muestras incubadas en condiciones control en los tres grupos

1 estudiados, observamos que entre el incremento causado por el NPY sobre

la IL-1 Ii y los valores correspondientes a las muestras incubadas en

¡ condiciones control existían diferencias estadísticamente significativas (p.cO,O5;

¡ figura 4).

Comparando la producción IL-1 I~ entre los tres grupos, encontramos

¡ diferencias estadísticamente significativas entre los ancianos sanos y los

ancianos diabéticos (188 ±71pg/mL vs 168±36pg/mL; p.cO,05) (Tabla IX).

¡
¡ 4.4.1.2. PRODUCCION DE INTERLEUQUINA-6

Respecto a la muestras incubadas en condiciones control, la

¡ estimulación inducida por el NPY también presentó significación estadística

en el grupo de adultos jóvenes (p.cO,05; figura 8).

1 La síntesis de IL-6 después de la estimulación con NPY a

¡ concentraciones fisiológicas se potenció solamente en el grupo de adultos

¡
u
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¡ jóvenes (307±109 pg/mL) y se inhibió ligeramente en los ancianos sanos

¡ (169±68pg/mL) observándose diferencias estadísticamente significativas entre

ambos grupos (p.cO,05, Tabla X).

¡
4.4.1.3. PRODUCCION DE TNF-alfa

¡ El NPY potenció la producción de TNF-alfa en los tres grupos del

¡ estudio con respecto a las muestras incubadas en condiciones control,

existiendo diferencias estadísticamente significativas en los tres grupos en

¡ relación a ellas (p.cO,01; figura 12).

¡ Los niveles de TNF-alfa tras el estímulo con NPY fueron similares en

los tres grupos del estudio, aunque ligeramente más elevados en los

3 pacientes diabéticos (Tabla Xl).

¡ 4.4.2. RESPUESTA A LA SOMATOSTATINA

¡
4.4.2.1. PRODUCCIONDEINTERLEUQUINA-113

¡ Comparando las concentraciones de IL-1 13 tras el estímulo con

¡ somatostatina con los niveles presentados por las muestras incubadas en

condiciones control, en la elevación presentada por los adultos jóvenes y los

¡ ancianos sanos encontramos significación estadística (p.c 0,05 para ambos

grupos; figura 5).

U Los niveles de IL-1 13 tras la estimulación con somatostatina a

¡ concentraciones fisiológicas fueron similares en los grupos de individuos

sanos y ligeramente más bajos en los pacientes diabéticos. No observamos

¡ diferencias estadísticamente significativas entre los tres grupos (Tabla IX).

¡
u
¡
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4.4.2.2. PRODUCCION DE INTERLEUQUINA-6

Los valores de IL-6 tras la estimulación con somatostatina fueron

similares en los tres grupos de población estudiada, aunque algo más

elevados en los pacientes diabéticos (267±78pg/mL) (Tabla X).

Estableciendo una comparación entre los niveles de las muestras

incubadas en condiciones control y tras el estímulo con somatostatina,

observamos que los grupos de ancianos sanos y diabéticos presentan un

pequeño incremento en la producción de IL-6, aunque sin significación

estadística (Figura 9).

4.4.2.3. PRODUCCION DE TNF-alfa

Respecto a las muestras incubadas en condiciones control, todos los

grupos experimentaron un incremento del TNF-alfa con una significación

estadística para cada grupo de pc0,Ol (Figura 13).

La concentración de TNF-alfa tras la estimulación inducida por la

somatostatina fue similar en todos los grupos, no encontrándose diferencias

estadisticamente significativas. Los valores más altos los presentaron los

pacientes diabéticos (1 300±458pg/mL; tabla Xl).

4.4.3. RESPUESTA AL PEPTIDO INTESTINAL VASOACTIVO

4.4.3.1. PRODUCCION DE INTERLEUQUINA-1 13

El estímulo inducido por el VIP respecto a las muestras incubadas en

condiciones control potenció la síntesis de IL-1 13 en los grupos de población

sana (88±44pg/mL vs 345±142pg/mL, p.cO,001 en los adultos jóvenes y

82±51 pg/mL Vs 308±75pg/mL, pcO,OOl en los ancianos sanos). En los

pacientes diabéticos la producción de IL-1 13 prácticamente no sufrió

u
¡
¡
¡
u
¡
¡
¡
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¡ variaciones (Figura 6).

Las concentraciones de IL-1 13 tras el estímulo con VIP a

concentraciones fisiológicas (10’M) en los tres grupos de pacientes se reflejan

en la Tabla IX. Se obtuvieron valores significativamente más bajos en los

pacientes diabéticos respecto a los ancianos sanos (133±58pg/mL vs 308 ±75

¡ pg/mL, pc0,05) y a los adultos jóvenes (133±58pg/mL vs 345±142pg/mL,

¡

3 4.4.3.2. PRODUCCION DE INTERLEUQUINA-6

¡ La figura 10 refleja el incremento de la síntesis de IL-6 experimentado

por cada grupo de individuos respecto a las muestras incubadas en

¡ condiciones control. La mayor estimulación fue experimentada por las

muestras pertenecientes al grupo de pacientes diabéticos (196±143pg/mLvs

¡ 1161 ±74pg/mL, p.cO,001), seguido de los ancianos sanos (193 ±113pg/mL

3 vs 498±133pg/mL, p.cO,Ol) y de los adultos jóvenes (198±107pg/mL Vs 379

±102pg/mL, p.c0,Ol).

¡ Las concentraciones obtenidas de IL-6 después del estímulo con VIP

¡ se expresan en la Tabla X. Los ancianos diabéticos mostraron los valores

más elevados de IL-6 (1161±74pg/mL), seguidos de los ancianos sanos

¡ (498 ±133pg/mL). Existían diferencias estadísticamente significativas entre los

grupos de adultos jóvenes y ancianos sanos (p.cO,05), adultos jóvenes y

¡ ancianos diabéticos (p.c0,05) y ancianos sanos y ancianos diabéticos

¡
3 4.4.3.3. PRODUCCION DE TNF-alfa

Estableciendo una comparación entre las muestras incubadas en

¡ condiciones control y las estimuladas con VIP, observamos que los grupos de

¡
¡
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población sana experimentan un aumento en la producción de TNF-alfa,

aunque sólamente existe significación estadística en los ancianos sanos

(512±265pg/mL Vs 954±215pg/mL, p.c0,Ol), mientras que en los ancianos

diabéticos prácticamente no se modifica (Figura 14).

Los niveles de TNF-alfa tras la estimulación con VIP quedan reflejadas

en la Tabla Xl. Los valores más altos de TNF-alfa se obtuvieron en los

ancianos sanos (954 ±215pg/mL) seguidos de los adultos jóvenes (723±209

pg/mL) y ancianos diabéticos (674±188pg/mL). Encontramos diferencias

estadísticam ente significativas entre los grupos de población sana (p.c0,05) y

entre los ancianos sanos y ancianos diabéticos (p.cO,05).

4.4.4. RESPUESTA AL PEPTIDO LIBERADOR DE GASTRINA

4.4.4.1. PRODUCCION DE INTERLEUQUINA-113

La producción de IL-1 13 respecto a las muestras incubadas en

condiciones control experimentó un ascenso estad isticamente significativo en

los ancianos sanos y en los ancianos diabéticos (p.c0,01), permaneciendo

invariable en los adultos jóvenes (Figura 7).

Las concentraciones de IL-1 13 en los tres grupos estudiados, después

de la estimulación con GRP a concentraciones fisiológicas (1O’0M), se

exponen en la Tabla IX. Los ancianos sanos mostraron los niveles más altos

y los adultos jóvenes los más bajos; encontramos diferencias estadisticamente

significativas entre los adultos jóvenes y ancianos sanos (87±25pg/mL vs

407±25pg/mL, p.cO,00l) y adultos jóvenes y pacientes ancianos diabéticos

(87±25pg/mL Vs 303±10pg/mL, p.cO,OS).
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¡ 4.4.4.2. PRODUCCION DE INTERLEUQUINA-6

3 La producción de IL-6 experimentó un gran ascenso respecto a las

muestras incubadas en condiciones control en los ancianos sanos y diabéticos

¡ mostrando una significación estadística para cada grupo de pczO,OOl. En los

adultos jóvenes, el aumento en la producción de esta citoquina no fue tan

¡ marcado (p.cO,OS) (Figura 11).

¡ Los niveles de IL-6 tras el estímulo con GRP se expresan en la Tabla

X. Los ancianos sanos presentaron los valores más elevados (1766±121

U pg/mL), seguidos de los ancianos diabéticos (1246±168pg/mL) y adultos

¡ jóvenes (313 ±58 pg/mL). Observamos diferencias estadísticam ente

significativas entre los dos grupos de población sana (p.c0,00l), entre los

3 adultos jóvenes y ancianos diabéticos (pc0,OOl) y entre los ancianos sanos

¡ y diabéticos

4.4.4.3. PRODUCCION DE TNF-alfa

El efecto del GRP varió según el grupo de pacientes (Figura 15). No

3 ejerció ningún efecto sobre la producción de TNF-alfa en los ancianos sanos,

¡ como se comprueba al comparar estos valores con los de las muestras

incubadas en condiciones control e inhibió la síntesis de la citoquina en los

¡ adultos jóvenes (p.cO,OOl). Sin embargo, en los ancianos diabéticos el TNF-

alfa experimentó un incremento (722±205pg/mL vs 1090±77pg/mL, p.c0,Ol).

¡u Los niveles de TNF-alfa después de estimular con GRPen los tres

grupos se expresan en la Tabla Xl. Los ancianos d¡abéticos mostraron los

3 valores más elevados (1090±77 pg/mL), seguidos de los ancianos sanos

(691 ±46pg/mL) y adultos jóvenes (116±31 pg/mL). Comparando los tres

¡ grupos entre sí, observamos diferencias estadísticamente significativas entre

1
U
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U los adultos jóvenes y ancianos sanos (p.c0,OOl), adultos jóvenes y ancianos

diabéticos (p.cO,001) así como entrelos ancianos sanos y ancianos diabéticos

(pcO,01).

¡
U
U
¡
U
U
¡
¡
u
¡
U
U
U
U
U
U
U
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AL

Y

Para investigar si los neuropéptidos NPY, somatostatina, VIP y GRP

podían ejercer alguna influencia, bien aumentando o disminuyendo, sobre la

producción de citoquinas inducida por el LPS incubamos las muestras con

LPS a una concentración de 25 pg/mL y cada neuropéptido a una

concentración de 1U10M para el NPY, somatostatina y GRP y de 1O~9M para

el VIP.

4.5.1. RESPUESTA AL NPY COMBINADO CON LPS

Los resultados obtenidos tras estimular las células de sangre total con

NPY a una concentración 10’0M y LPS a una concentración de 25 pg/mL,

sobre la síntesis de IL-1 13, IL-6 yTNF-alfa se exponen en las Tablas XII, XIII

y XIV.

4.5.1.1. PRODUCCION DE INTERLEUQUINA-1I3

Los resultados obtenidos en la producción de IL-1 13 en respuesta al

estímulo combinado de NPY y LPS se muestran en la Tabla XII. Los valores

de los adultos jóvenes y los ancianos sanos fueron similares, mientras que los

ancianos diabéticos exhibían unas concentraciones más bajas, existiendo

diferencias estadísticam ente significativas entre este grupo y los adultos

jóvenes (2457±940pg/mL Vs 1363±614pg/mL, pcO,05).

Por otra parte, el NPY causó un incremento significativo de la

producción de IL-1 13 en las células estimuladas con LPS procedentes de

u
U
U
¡
u
¡
U
U
U
¡
U
U
U
U
U
¡
U
U
¡
¡
U
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U adultos jóvenes (1711±786pg/mL Vs 2547±940pg/mL, pc0,Ol), lo que

sugiere un efecto aditivo del NPYy el LPS sobre la producción de IL-1 13. En

los ancianos sanos y ancianos diabéticos este efecto no se observó,

permaneciendo invariable la síntesis de la citoquina (Figura 4).

U 4.5.1.2. PRODUOCION DE INTERLEUQUINA-6

Las concentraciones de IL-6 tras estimular las células de sangre total

con LPS, NPY y ambos, se reflejan en la Tabla XIII. Cuando estimulamos con

NPY y LPS, los niveles más elevados se obtuvieron en los adultos jóvenes,

existiendo diferencias estadisticamente significativas entre este grupo y

ancianos sanos (720±289pg/mL Vs 406±163pg/mL, p.cO,05) y ancianos

diabéticos (720±289pg/mL Vs 256 ±103pg/mL, p.cO,05), y ancianos sanos y

ancianos diabéticos (406±163pg/mL Vs 256±103pg/mL, p.cO,05).

U El NPY modificó la respuesta celular al LPS, en el sentido de inhibir

ligeramente la producción de IL-6, en el grupo de pacientes diabéticos

(476±151pg/mL Vs 256±103pg/mL, p.c0,05). Sin embargo en la población

sana el NPY, a concentraciones fisiológicas (1010M), no influyó en la

respuesta de las células de sangre total a la estimulación ejercida por el LPS

• (Figura 8).u
4.5.1.3. PRODUCCION DE TNF-alfa

U Los resultados se muestran en la Tabla XIV y reflejan la sifriilitud de

datos entre los tres grupos estudiados. La acción estimuladora que el NPY

ejerce sobre la producción de TNF-alfa es de menor cuantía que la ejercida

por el activador policlonal LPS. Por otra parte, el NPY no influye en la

respuesta estimuladora celular inducida por el LPS (Figura 12).

u
u
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U 4.5.2. RESPUESTA A LA SOMATOSTATINA COMBINADA CON LPS

U En las Tablas XII, XIII y XIV se exponen las concentraciones de IL-1 13,

IL-6 y TNF-alfa después de incubar las muestras con LPS (25 pg/mL) y

somatostatina (1 0’0M).u
4.5.2.1. PRODUCCION DE INTERLEUQUINA-113

La concentración de IL-1 13 tras estimular las células de sangre total con

LPS, somatostatina, así como con LPS y somatostatina, se exponen en la

¡ Tabla XII. Sólamente encontramos diferencias estadísticamente significativas

entre los grupos de adultos jóvenes y ancianos diabéticos cuando

estimulamos simultáneamente con el activador policlonal y el neuropéptido

(2109 ±804pg/mL vs 1219±478pg/mL, p.c0,05). La acción de LPS sobre la

U producción de IL-1 ¡3 no parece modificarse por la somatostatina en ninguno

de los tres grupos, permaneciendo prácticamente iguales sus niveles (Figura

5).

u
4.5.2.2. PRODUCCION DE INTERLEUQUINA-6

U En la Tabla XIII se muestran los niveles de IL-6 tras estimular las

muestras con LPS, somatostatina y LPS y somatostatina. Los adultos jóvenes

responden al estímulo combinado de somatostatina y LPS con una síntesis

U de IL-6 ligeramente superior a la de los otros grupos, existiendo diferencias

estadísticamente significativas entre el grupo de adultos jóvenes y ancianos

sanos (761±298pg/mL Vs 568±172pg/mL, p<0,05) y adultos jóvenes y

ancianos diabéticos (761±298pg/mL vs 478±138pg/mL, p.cO,05)

Al estimular conjuntamente con LPS y somatostatina, no se observan

U cambios en ninguno de los tres grupos en los niveles de IL-6 respecto a

u
u
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U cuando estimulamos solamente con LPS, lo cual nos hace suponer que la

somatostatina no ejercería ninguna influencia sobre la síntesis de IL-6

inducida por el LPS (Figura 9).u
4.5.2.3. PRODUCCIONDETNF-alfa

U Los niveles de TNF-alfa se recogen en la Tabla XIV. La estimulación

con LPS y somatostatina indujo una síntesis de TNF-alfa similar en los tres

grupos estudiados, siendo ligeramente superior en los adultos jóvenes

(4280±1640 pg/mL). Con este estímulo combinado no se produjeron

variaciones respecto al estímulo realizado exclusivamente con LPS en

ninguno de los tres grupos (Figura 13), no ejerciendo la somatostatina efecto

alguno sobre la síntesis de TNF-alfa inducida por el LPS.

¡ 4.5.3. RESPUESTA AL VIP COMBINADO CON LPS

1 Los niveles de IL-1 13, IL-6 y TNF-alfa (pg/mL) tras estimular las células

de sangre total con VIP a una concentración de 10~9M y LPS a una

concentración de 25 pg/mL se exponen en las Tablas XII, XIII, y XIV.

4.5.3.1. PRODUCCION DE INTERLEUQUINA-113

Las concentraciones de IL-1 I~ tras el estímulo del LPS, VIP y LPS más

U VIP se muestran en la Tabla XII. La estimulación combinada de LPS y VIP

mostró que los adultos jóvenes presentaban valores más altos y los ancianos

diabéticos más bajos. Encontramos diferencias estadísticamente significativas

entre los adultos jóvenes y ancianos diabéticos (2153±905 pg/mL VS

1146±211pg/mL, p.c0,05) y ancianos sanos y diabéticos (1831±371pg/mL vs

U 1146±211 pg/mL, pcco,05).

u
u
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U Por otra parte al comparar la acción del LPS y la ejercida por el LPS

y VIP simultaneamente, no parece existir ninguna influencia del neuropéptido

sobre la acción del mitógeno, ya que las concentraciones de la citoquina

practicamente no sufren ninguna variación en cualquiera de los tres grupos

¡ (Figura 6).

4.5.3.2. PRODUCCIOÑ DE INTERLEUQUINA-6

El efecto del estímulo combinado de LPS y VIP fue variable

dependiendo del grupo analizado (Tabla XIII). En los tres grupos la producción

de la citoquina aumentó considerablemente, siendo los valores más elevados

en los ancianos sanos. Existían diferencias estadísticamente significativas

entre los adultos jóvenes y ancianos sanos (2756±658pg/mL vs 9198±1163

pg/mL, p.cO,001), adultos jóvenes y ancianos diabéticos (2756±658pg/mL vs

U 1716±365 pg/mL, p.c0,05), y entre los ancianos sanos y diabéticos

(9198±1163 pg/mL vs 1716±365 pg/mL, p.cO,001).

Cuando comparamos la acción del LPS y la ejercida por el LPS y el

VIP, observamos el aumento estadísticamente significativo de la producción

de la IL-6 en todos los grupos, siendo este incremento muy llamativo en el

U grupo de los ancianos sanos (598±241pg/mL vs 9198±1163pg/mL, p.cO,OOl;

• figura 10).

U 4.5.3.3. PRODUCCION DE TNF-alfa

Los resultados tras la estimulación celular con LPS, VIP y LPS más VIP

se exponen en la Tabla XIV, siendo similares en los tres grupos aunque algo

más altos en los ancianos sanos (3747±1539 pg/mL). Por otra parte, al

comparar la acción del LPS y la del LPS y VIP, observamos que el

U neuropéptido inhibe significativamente la acción del activador policlonal en los

u
U
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U adultos jóvenes (p.cO,001), no ejerciendo ninguna influencia en la producción

de TNF-alfa en los otros dos grupos (Figura 14).

4.5.4. RESPUESTA AL GRP COMBINADO CON LPS

Las concentraciones de IL-1 13, IL-6 yTNF-alfa tras estimular las células

U de sangre total con LPS a una concentración de 25 pg/mL y con GRP a una

concentración de 10>’0M se resumen en las Tablas XII, XIII y XIV.

4.5.4.1. PRODUCCION DE INTERLEUQUINA-113

El estímulo combinado de LPS y GRP estimuló la producción de IL-1 13

U en los tres grupos siendo los valores más elevados en los ancianos sanos.

Observamos diferencias estadísticamente significativas entre el grupo de

adultos jóvenes y ancianos sanos (1810±152pg/mL Vs 3084±283pg/mL,

U p.cO,O01) y ancianos sanos y diabéticos (3084±283pg/mL Vs 1984±211

pg/mL, p.c0,OOl) (Tabla XII>.

El GRP no modificó la producción de la IL-1 13 inducida por el LPS, de

forma significativa, en ninguno de los tres grupos estudiados. Sin embargo,

como se observa en la figura 7, parece existir un pequeño efecto aditivo

U estimulador de la producción de IL-1 13 entre el neuropéptido y el mitógeno, ya

que la síntesis de la citoquina se eleva ligeramente en los tres grupos,

respecto al LPS sólo.

u
4.5.4.2. PRODUCCION DE INTERLEUQUINA-6

La acción simultánea del LPS y el GRP (Tabla XIII) causó una gran

elevación en la producción de IL-6, especialmente en la población anciana.

Las concentraciones más altas las presentaron los ancianos sanos (4876±765

U pg/mL), existiendo diferencias estadísticamente significativas entre este grupo

u
u
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¡ y los adultos jóvenes (943±121 pg/mL, p.cO,OOl) y entre los ancianos

diabéticos y los adultos jóvenes (4133±684pg/mL Vs 943±121 pg/mL,

p.cO,OOl).

¡ Como se refleja en la figura 11 y en la Tabla XIII, entre el GRP y el

LPS parece existir un efecto sinérgico para estimular la síntesis de IL-6, ya

U que el neuropéptido potencia la acción del mitógeno tanto en los ancianos

sanos (LPS=597±240pg/mL VS LPS+GRP= 4876±765pg/mL, p.c0,OOl) como

en los diabéticos (LPS= 476±152pg/mL Vs 41 33 ±684pg/mL, p.cO,OOl). Este

efecto no se observa en los adultos jóvenes, en los que el neuropéptido no

modifica la producción inducida por el activador policlonal, aunque parece

existir un ligero efecto aditivo entre ambos (LPS= 711 ±268pg/mL vs

LPS+GRP= 943±121,NS).

U 4.5.4.3. PRODUCCION DE TNF-alfa

Los resultados después de estimular las células con LPS, GRP y

LPS+GRP se reflejan en la Tabla XIV. Observamos que los adultos jóvenes

presentan una síntesis de TNF-alfa inferior a la población anciana, existiendo

diferencias estadísticamente significativas entre los adultos jóvenes y ancianos

U sanos (1113±165pg/mL vs 3494±611 pg/mL, p.c0,OOl) y los ancianos

diabéticos (1113±165pg/mL Vs 4369±316pg/mL, p.cO,OOl), así como entre

los ancianos sanos y diabéticos (3494±611 pg/mL vs 4369±316pg/mL,

U
En la figura 15, observamos que en el grupo de adultos jóvenes el

GRP frena la acción del LPS de forma significativa, por lo que la producción

de TNF-alfa sufre un llamativo descenso (LPS= 4576±1666 pg/mL vs

LPS+GRP= 1113±165pg/mL, p.cO,OOl). En los grupos de población anciana,

U el neuropéptido estimula la síntesis de TNF-alfa inducida por el LPS en los

u
u
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E diabéticos (LPS= 2964±1651pg/mL vs LPS+GRP= 4369±316pg/mL, pcco,Ol),

mientras que en el grupo de ancianos sanos no sufre modificaciones (LPS=

3792±1136pg/mL vs 3494±611pg/mL, NS).

¡
¡ Las Tablas XV, XVI y XVII muestran los reultados globales del estudio

de citoquinas: la producción basal y tras cuatro horas de incubación a 37~C

(controles) de IL-1 13, IL-6 y TNF-alfa, así como los valores obtenidos después

U de la estimulación con LPS y/o neuropéptidos (NPY, somatostatina, VIP y

•
u
u
u
u
u
¡
u
U
u
u
1
u
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U 4.6. PRODUCCION DE LEUCOTRIENO B4u
4.6.1. NIVELES BASALES Y TRAS UN PERIODO DE INCUBACION DE 30

MINUTOS

En la Tabla XVIII se muestran las concentraciones de LB4 basales y

tras un período de incubación de 30 minutos. Este tiempo de incubación

• creemos que es suficiente para que la síntesis del mediador inflamatorio tenga

lugar tras la estimulación de diversos neuropéptidos, como se explicará

• posteriormente.

Los niveles basales de LB4 fueron significativamente más bajos en el

grupo de adultos jóvenes respecto a ancianos sanos (8,2±1,1ng/mL VS

12,4±1,4ng/mL, p.cO,05) y ancianos diabéticos (8,2±11ng/mL Vs 12,5±1,6

ng/mL, p.cO,05). Tras incubar las muestras de sangre 30 minutos, la síntesis

de LB4 disminuyó en los tres grupos, observándose diferencias

estadísticamente significativas entre los adultos jóvenes y los ancianos

diabéticos (6,2±1,2ng/mL Vs 9,4±0,5ng/mL, p.c0,05). Esta disminución de los

U niveles de LB4 tras 30 minutos de incubación, fue significativa en todos los

• grupos (Figura 16).

4.8.2. RESPUESTA AL ESTIMULO CON LPS

La estimulación con el activador policlonal y tras un período de

U incubación de 30 minutos (Tabla XVIII) potenció la síntesis de LB4 en todos

los grupos. Los niveles más elevados se detectaron en los ancianos

diabéticos y los más bajos en los adultos jóvenes. Se observaron diferencias

U estadísticamente significativas entre los adultos jóvenes y ancianos diabéticos

(25,9±4,4ng/mL Vs 41,0±6,6ng/mL, p.cO,Ol) y ancianos sanos y diabéticos

(30,5±2,5ng/mL vs 41,0±6,6ng/mL. p.c0,01). Con respecto a sus muestras

u
¡
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U incubadas en condiciones control, en todos los grupos el incremento de la

¡ síntesis de L64 fue estadísticamente significativo (Figura 16).

4.6.3. RESPUESTA AL ESTIMULO CON NEUROPEPTIDOS

En la Tabla XVIII se exponen los resultados tras el estímulo con NPY

U (1&0M), somatostatina (10~10M), VIP (10~9M) y GRP (1&0M). En las Figuras

17,18, 19 y 20 se destaca la estimulación producida por estos neuropéptidos.

La estimulación con NPV (Tabla XVIII y Figura 17) no causó

modificaciones en los niveles de LB4, no apreciándose diferencias

significativas entre los tres grupos ni cuando comparamos estos valores con

los valores de las muestras incubadas en condiciones control.

La estimulación con somatostatina (Figura 18) originó una disminución

de la síntesis de LB4 en todos los individuos, siendo esta disminución más

U acusada en los ancianos sanos (7,1±2,3ng/mL vs 3,7±2,3ng/mL, p.c0,01).

Comparando los tres grupos entre sí (Tabla XVIII), observamos diferencias

estadísticamente significativas entre los adultos jóvenes y ancianos diabéticos

(4,1 ±1,5ng/mL vs 7,8±2,2ng/mL, p.cO,05) y entre ancianos sanos y diabéticos

(3,7±1,6vs 7,8±2,2ng/mL, p.c0,05).

1 El VIP tampoco modificó de forma apreciable la síntesis de LB4,

• aunque en la población sana causó una ligera disminución (Figura 19). Esta

disminución fue estadísticamente significativa si comparamos (Tabla XVIII) los

U adultos jóvenes y los ancianos diabéticos (4,8±1,6ng/mL vs 9,3±0,7ng/mL,

pc0,05) y los ancianos sanos y diabéticos (5,3 ±0,6ng/mL Vs 9,3 ±0,7ng/mL,

p.cO,05).

Con respecto al GRP, su estímulo tampoco aumentó o disminuyó la

producción de LB4 aunque, al igual que los otros neuropéptidos, en la

• población sana sus niveles descendieron ligeramente respecto a las muestras

u
u
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U incubadas en condiciones control (Figura 20). Por otra parte, analizando los

¡ tres grupos (Tabla XVIII) encontramos que entre los adultos jóvenes y

ancianos diabéticos existía significación estadística (5,1±2,6ng/mL vs 9,8±0,5

ng/mL, p.cO,05).

u
u
¡
u
u
E
E
¡
u
E
E
¡
u
u
¡
u
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41. PRODUCCION DE NEOPTERINA

4.7.1. NIVELES BASALES Y TRAS UN PERIODO DE INCUBACION DE 30

MINUTOS

En la Tabla XIX se muestran las concentraciones basales de

neopterina y tras un período de incubación de 30 minutos. Este tiempo de

incubación creemos que es suficiente para que la síntesis del mediador

inflamatorio tenga lugar tras la estimulación de LPS y diversos neuropéptidos.

Los niveles basales de neopterina fueron significativamente más bajos

en el grupo de adultos jóvenes respecto a los ancianos diabéticos (1,0±0,2

ng/mL Vs 3,2±0,6ng/mL, p.cO,05). Tras incubar las muestras de sangre 30

minutos, los niveles de neopterina disminuyeron en los tres grupos,

observándose diferencias estadísticamente significativas entre los adultos

jóvenes y los ancianos diabéticos (0,8±0,3ng/mL vs 1,8±0,4ng/mL, p.cO,O5).
Esta disminución de los niveles de neopterina tras 30 minutos de incubación,

fue prácticamente inapreciable en los tres grupos (Figura 21).

4.7.2. RESPUESTA AL ESTIMULO CON LPS

La estimulación con el activador policlonal y tras un periodo de

incubación de 30 minutos (Tabla XIX) no causó efecto alguno en la síntesis

de neopterina. Los niveles más elevados se detectaron en los ancianos

diabéticos y los más bajos en los adultos jóvenes. Se observaron diferencias

estadísticamente significativas entre los adultos jóvenes y ancianos diabéticos

(0,5 ±0,2ng/mL vs 2,1±0,3ng/mL, p.c0,05). Con respecto a sus muestras

incubadas en condiciones control, en los grupos de población sana se produjo

una ligera disminución de la síntesis de neopterina y en los ancianos

diabéticos un pequeño incremento (Figura 21).
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U 4.7.3. RESPUESTA AL ESTIMULO CON NEUROPEPTIDOS

En la Tabla XIX se exponen los resultados tras el estímulo con NPY

(1O’0M), somatostatina (1010M), VIP (109M) y GRP (1&0M). En las Figuras

22, 23, 24 y 25 se refleja la estimulación producida por estos neuropéptidos.

U La estimulación con NPY (Figura 22) provocó un ascenso de las

concentraciones de neopterina respecto a las concentraciones de muestras

incubadas en condiciones control en los ancianos sanos (1,4±0,2ng/mL Vs

2,2±ng/mL, pc0,05) y en los diabéticos (1 .8±0,4ng/mL vs 3,9±0,4ng/mL,

pcO,01) y no causó modificaciones en los adultos jávenes. Apreciamos

diferencias estadísticamente significativas en los niveles de neopterina (Tabla

XIX) entre los adultos jóvenes y los ancianos diabéticos (pco,001) y los

ancianos sanos y diabéticos (pcO,O1).

¡
La estimulación con somatostatina (Figura 23) originó un incremento

de la síntesis de neopterina en todos los individuos con respecto a las

muestras incubadas en condiciones control, siendo este ascenso más

acusado en los adultos jóvenes (0,8±0,3ng/mL vs 7,8±1,7ng/mL, pcO,001)

y en los ancianos sanos (1,4±0,2 ng/mL Vs 6,5±1,4nglmL, p.cO,OOl).

Comparando los tres grupos entre sí (Tabla XIX), observamos diferencias

estadísticamente significativas entre los adultos jóvenes y ancianos diabéticos

¡ (pcO,OOl) y entre ancianos sanos y diabéticos (p.cO,OOl).

1 El VIP no modificó de forma apreciable la síntesis de neopterina (Figura

24). Comparando los niveles entre los tres grupos (Tabla XIX), observamos

diferencias estadísticamente significativas entre los adultos jóvenes y ancianos

U diabéticos (0,7 ±0,2ng/mL vs 1,2±0,3ng/mL, p.cO,05).

u
u
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U Con respecto al GRP (Figura 25), su estímulo causó un aumento en la

producción de neopterina respecto a su muestra incubada en condiciones

control en los adultos jóvenes (0,8±0,3ng/mL vs 1,4±0,3ng/mL, pcO,05) y un

descenso, en la población anciana (pcO,05). Por otra parte, analizando los

tres grupos no encontramos diferencias valorables entre ellos (Tabla XIX).u
u
E
¡
E
¡
E
u
E
E
1
u
¡
u
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TABLA III
EDAD Y SEXO

Adultos
jóvenes

Ancianos
sanos

Ancianos
diabéticos

Pacientes (n) 10 10 10

Edad 27±2 74±6 73±9

Sexo V/M 7/3 6/4 5/5

Rango edad 25-29 68-80 62-93

E
u
u
u
u
u
u
u
u
u
u
u
u
u
u
u
u
u
u
u
u



TABLA IV
CARACTERíSTICAS ANTROPOMETRICAS

DE LOS ANCIANOS SANOS

Peso (Kg)

¡MC (Kg m-2) *

ICC#

PCT (mm) +

CMB (cm) &

Talla (Cm)

Varones

70,7±1,5

24,9±1,52

0,92±0,01

22±0,8

30,7±1,5

169,2 ±2,2

Mujeres

62,6±4,5

24,4~1 6

0,76±0,02

26±1,0

26,3±0,6

160,6±1,5

*IMC:índice masa corporal (rango V: 22,7-25; M: 22,4-24,5)
#ICC:índice cintura cadera (rango V: <0,95; M: <0,80)
+PCT: pliegue tricipital (rango: V: 11-22; M: 18-36)
&CMB: circunferencia media brazo (rango V: 22-31; M:19-28 cm)



TABLA y
CARACTERíSTICAS ANTROPOMETRICAS

DE LOS PACIENTES DIABETICOS

Varones Mujeres

Peso (Kg) 79,8±3,8 69,8~2 6

¡MC (Kg m-2) * 27,7±0,2 26,6±0,4

¡CC # 0,97±0,01 0,88±0,02

PCT (mm) + 26,2±1,9 36,4±0,5

CMB (cm) & 26,7±0,7 24,5±0,8

Talla (cm) 169,6±3,4 162,2±2,3

*IMC:índice masa corporal (rango V:22,7-25;M:22,4-24,5)
#ICC:índice cintura cadera (rango V:cO,95;M:CO,80)
+PCT:pliegue tricipital (rango V: 11-22;M:18-36)
&CMB:circunterencia media brazo (rango V:22•31 ;M:1 9•28 cm)



TABLA VI
DATOS BIOQUIMICOS DE
LOS ANCIANOS SANOS

Albúmina (g/L)*

Transferrina (gIL) #

Zinc (pmol/L) +

Linfocitos (xlO IL) &

Glucosa (mmol/L)

Insulina (pmol/L)

e

A.’

Varones

40±3,0

2 7~0,2

18,3±2,1

2050±191

4 8+0,5

62±5

Mujeres

40±3,6

2,9+0 2

19,6~1 6

2100±300

4,7+05

66±4

5-50 gIL
2,2-2,8 gIL
10,7-22,9

1500-3000
pmol/L

x 10 II
3,3-6,0 mmol/L

* rango:

#ran go:
+ rango:
&rango:

rango:
A rango: 58-76 pmol/L



TABLA VII
DATOS BIOQUíMICOS DE LOS

PACIENTES DIABETICOS

Albúmina (gIL)*

Transterrina (gIL) #

Zinc (pmol/L) +

Linfocitos (xlO IL) &

Glucosa (mmol/L)

Insulina (pmol/L)

e

A’

Varones

40±12

2,4±0,1

15 8+2,7

1840±152

8 2~0,7

122±38

Mujeres

41±11

2,5+0 2

16,2±2,8

1950±141

8,2+06

129±41

5-50 g/L
2,2-2,8 giL
10,7-22,9
1500-3000

pmol/L
x

3,3-6,0 mmol/L

* rango:
#rango:

*ran go:

&rango:
‘rango:

10 /L

A rango: 58-76 pmol/L



TABLA VIII
PRODUCCION ESPONTANEA DE CITOQUINAS (pg/mL)
EN LEUCOCITOS TOTALES DE SANGRE PERIFERICA

CITOQUINA ADULTOS
JOVENES

ANCIANOS
SANOS

ANCIANOS
DIABETICOS

IL 1.8 basal 8,2±2,3 5,8±1,1* 7,4±2,1

IL.113 control 88±44+ 82±51+ 97±38+

IL-6 basal 3,4±98 4,9±1,3 3,7±0,6

IL-6 control 198±107 + 193±113 + 196±143 +

TNF.alfa basal 9,3±6,2 31±13,9*$ 7,3±1,8

TNF-alfa control 672±219+ 513±266+ 722±205+

*pcO,05 respecto a adultos jóvenes

#pcO,05 respecto a ancianos diabáticos
+pcO,05 respecto a muestras basales

u
u
u
u
u
u
u
u
u
u
u
u
u
u
u
u
u
u
u
u
u



TABLA IX
PRODUCCION DE IL-

AL ESTIMULO CON LPS
10 (pg¡mL) EN RESPUESTA
Y DIVERSOS NEUROPEPTIDOS

ESTIMULO
ADULTOS
JOVENES

ANCIANOS
SANOS

ANCIANOS
DIABETICOS

CONTROLES 88±44 82±51 97±38

LPS 1711±786+++ 2490±905*#+++ 1154±451+++

NPY 151 ±69+ 188±711+ 168±36+

SOMATOSTATINA 171 ±51+ 175±97+ 138±58

VIP 345±142+++ 308±75#+++ 133±58*++

GRP 87±25 407±25***++ 303±10*++

*p<Q,05, ***p<Q,0c31 respecto a adultos jóvenes

#p<O,05, respecto a ancianos diabéticos
+p.cO,05,++p<OO1,+++pcO,OOl respecto a sus muestras controles



TABLA X
PRODUCCION DE IL-6 (pg¡mL) EN RESPUESTA

AL ESTIMULO CON LPS Y DIVERSOS NEUROPEPTIDOS

ESTIMULO

ADULTOS

JOVENES

ANCIANOS

SANOS

ANCIANOS

DIABETICOS

CONTROLES 198±107 193±113 196±143

LPS 711±268+++ 598±241+++ 476±152+++

NPY 307±109+ 169±68* 227±41

SOMATOSTATINA 155±45 221±77 267±78

VIP 379±102++ 498±133*#++ 1161±74**+++

CAP 313±58+ 1766±12***#++ 1246±168***+++

*p<O,05,**p<O,O1,***p<O,OOl respecto a adultos jóvenes
#pcO,05,##pcO,O1 respecto a ancianos diabéticos
+pcO,05, + +pcO,Ol + + +p<0,00i respecto a sus muestras controles

u
u
u
u
u
u
u
u



TABLA XI
PRODUCCION DE TNF-alfa

AL ESTIMULO CON LPS
(pglmL) EN RESPUESTA

Y DIVERSOS NEUROPEPTIDOS

ESTIMULO

ADULTOS

JOVENES

ANCIANOS

SANOS

ANCIANOS

DIABETICOS

CONTROLES 672±219 693±266 722±205

LPS 4576±1666+++ 3792±1136+++ 2964±1651 +++

NPY 1293±419+++ 1404±603+++ 1443±676+++

SOMATOSTATINA 1176±351++ 1279±451 ++ 1300±458++

VIP 723±209 954±215*#++ 674±188

GRP 116±31+++ 691 ±46***## 1090±77“~##

*pcO,05, ***p<O,OO1 respecto a adultos jóvenes

#pcO,O5, ##p<O,O1 respecto a ancianos diabáticos
++p<O,Ol, +++pcO,OO1 respecto a sus muestras controles



TABLA XII
PRODUCCION DE IL-113 (pg¡mL) EN RESPUESTA AL

ESTIMULO COMBINADO DE LPS Y DIVERSOS NEUROPEPTIDOS

ESTIMULO

ADULTOS

JOVENES

ANCIANOS

SANOS

ANCIANOS

DIABETICOS

LPS 1711±786 2490±905*# 1154±451

LPS+NPY 2457±940 ++ 2194±802 1363±614*

LPS+SOMAT 2109±804 2079±717 1219±478 *

LPS+VIP 2153±905 1813±371 # 1146±211 *

LPS+GRP 1810±152 3084±283***### 1984±211

*p.<O,05,***p<O,OOl respecto a adultos jóvenes

#p<O,05,### p<O,OOl respecto a ancianos diabéticos
++ pcO,O1, respectoa su LPS

u
u
u
u
u
u

u
u
u
u
u
u
u



TABLA XIII
PRODUCCION DE IL-6 (pglmL) EN RESPUESTA AL

ESTIMULO COMBINADO DE LPS Y DIVERSOS NEUROPEPTIDOS

ESTIMULO

ADULTOS

JOVENES

ANCIANOS

SANOS

ANCIANOS

DIABETICOS

LPS 711±268 598±241 476±152

LPS+NPY 720±289 406±163~# 263±103~+

LPS+SOMAT 761±298 568±172* 478±138*

LPS+VIP 2756±658+++ 9198±1163***###+++ 1716±365*+++

LPS+GRP 943±121 4876±765***+++ 4133±684***+++

* pcO,05,***p<O,OOl respecto a adultos jóvenes
### p<O,OOl respecto a ancianos diabéticos
+ pcO,05, +++ pcO,OOl respecto a su LPS

u
u
u
u
u
u
u
u
u
u
u
u
u
u
u
u
u
u
u
u
u



TABLA XIV
PRODUCCION DE TNF-alfa (pglmL) EN RESPUESTA AL

ESTIMULO COMBINADO DE LPS Y DIVERSOS NEUROPEPTIDOS

ESTIMULO

ADULTOS

JOVENES

ANCIANOS

SANOS

ANCIANOS

DIABETICOS

LPS 4576±1666 3792±1136 2964±1651

LPS+NPY 4155±1805 3918±1639 3893±1082

LPS+SOMAT 4280±1640 3178±1113 3727±1024

LPS+VIP 2687±971+++ 3747±1539 2678±1435

LPS+GRP 1113±165+++ 3494±611“~## 4369±316***++

***p<o,ool respecto a adultos jóvenes
## pcO05 respecto a ancianos diabéticos
++ pcO,O1, +++ pcO,OO1 respectoasu LPS

u
u
u
u
u
u
E
u
u
u
u
u
u



TABLA XV
PRODUCCION DE IL-iR (pglmL) TRAS 4 MORAS DE

ESTIMULACION CON DIFERENTES NEUROPEPTIDOS Y LPS

ESTIMULO
ADULTOS
JOVENES

ANCIANOS
SANOS

ANCIANOS
DIABETICOS

CONTROLES 88±44 88±51 97±38

NPY 151±69+ 188±71#+ 162±36+

SOMATOSTATINA 171±51 + 175±97+ 138±58

VIP 345±142+++ 308±75#+++ 133±58*

GRP 87±25 407±25~++ 303±104+

LP5 1711±786 +++ 2490±905*#+++ 1154±451+++

LPS + NPY 2457±940+++a 2194±802+++ 1363±614*+++

LPS + SOMATOST 2109±804+++ 2079±717+++ 1219±478~+++

LP5 + VIP 2153±905+++ 1831±371#+++ 1146±211~+++

LP5 + GRP 1810±152+++ 3084±283***###+++ 1984±211+++

*p.co,05,***p<o,oO1 respecto a adultos jóvenes
#p<O,05,###p<O,OOl respecto a ancianos diabéticos
+p<O,05,++p<O,O1,+++p<O,OOl respecto a sus muestras controles
a pcO,Ol respecto a su LPS

u
u
u
u
u
u
u
u
u
u
u
u
u
u
u
u
u
u
u
u
u



TABLA XVI
PRODUCCION DE IL-6 (pg¡mL) TRAS 4 MORAS DE

ESTIMULACION CON DIFERENTES NEUROPEPTIDOS Y LPS

ESTIMULO ADULTOSJOVENES ANCIANOSSANOS ANCIANOSDIABETICOS

CONTROLES 198±107 193±113 196±143

NPY 307±109+ 189±6V 227±41

SOMATOSTATINA 155±45 221±77 267±78

VIP 379±102++ 498±133*#++ 1161±74**+++

GRP 313±58+ 1766±12***f.~..j..¡. 1246±168~

LPS 711±268+++ 598±241*#+++ 476±152+++

LPS + NPY 720±289+++ 406±163*#+++ 258±103 +a

LPS + SOMATOST 761±298+++ 568±172~+l+ 478±138~

LPS + VIP 2756±658+++b 9198±1163***#ftb+++ 1716±305*b+++

LPS + GRP 943±121+++ 4876±765***b+++ 4133±684***b+++

*p<O,05,**p<O,O1 ,***pcO,OOl respecto a adultos jóvenes

#p<O,05,###p<O,OOl respecto a ancianos diabéticos
+p<O,051++p<O,O1,+++p<O,OO1 respecto a sus muestras controles

a p<O,O1,b pcO,OO1 respecto a su LPS
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TABLA XVII
PRODUCCION DE TNF-aífa (pg¡mL) TRAS 4 MORAS DE

ESTIMULACION CON DIFERENTES NEUROPEPTIDOS Y LPS

ESTIMULO ADULTOSJOVENES ANCIANOSSANOS ANCIANOSDIABETICOS

CONTROLES 672±219 513±266 722±205

NPY 1293±419+++ 1404±603+++ 1443±675+++

SOMATOSTATINA 1176±351++ 1279±45144 ísoo±s++

VIP 723±209 954±215*f~~ 674±188

GRP 116±31++± 691±46***## 1090±77“c++

LPS 4576±1666+++ 3792±1136+44 2964±1651+44

LPS + NPY 4155±1805+++ 3918±163944+ 3893±1082+++

LPS + SOMATOST 4280±1640+4* 3178±1113+++ 3727±1024+++

LPS + VIP 2687±971b+f+ 3747±1539+4* 2678±1435+++

LPS + GRP 1113±165b++ 3494±611***##+++ 4369±316***~4.~.

*p<O,05,***p.<O,OO1 respecto a adultos jávenes
##p<O,Ol respecto a ancianos diabéticos
++p<O,O1,+++p<O,OOl respecto a sus muestras
a pcO,O1,b p<O,OOl respecto a su LPS

controles
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TABLA XVIII
PRODUCCION DE LB4 (ng/mL> EN MUESTRAS BASALES,

CONTROLES Y EN RESPUESTA A LA ESTIMULACION
CON LPS, NPY, SOMATOSTATINA, VIP Y GRP

ESTIMULO
ADULTOS
JOVENES

ANCIANOS
SANOS

ANCIANOS
DIABETICOS

BASALES 8,2±1,1 12,4±1,4* 12,5±1,6*

CONTROLES 6,2±1,2 7,1 ±2,3 9,4±0,5*

LPS 25,9±4,8+++ 30,5±2,5##+++

NPY 6,7±0,9 7,9±1,3 9,1 ±2,3

SOMATOSTATINA 4,1±1,5 37+1 6#++ 7,8±2,2*

VIP 4,8±1,6 5,3±O,6# 9,3±0,7*

GRP 5 1~2 6 6,7±2,4 9,8±0,5*

* p<O,05 respecto a adultos jóvenes

#pcO,05 ##pcO,O1 respecto a ancianos diabéticos
+p.cO,05;++pcO,O1;+++p<O,OO1 respecto a sus controles



TABLA XIX
PRODUCCION DE NEOPTERINA (ng/mL) EN MUESTRAS

BASALES, CONTROLES Y EN RESPUESTA A LA ESTIMULACION
CON LPS, NPY, SOMATOSTATINA, VIP Y GRP

ESTIMULO
ADULTOS
JOVENES

ANCIANOS
SANOS

ANCIANOS
DIABETICOS

BASALES 1,0±0,2 2,9±0,7 3,2±0,6*

CONTROLES 0,8±0,3 1,4±0,1 1,8±0,4*

LPS 0,5±0,2 1,2±0,1 2,1 ±0,3*

NPY 0,9±0,2 2,2±0,6+##*

SOMATOSTATINA 7,8±1,7++ + 6,5±1,4###+ + + 2,5±0,8***

VIP 0,7±0,2 0,8±0,2 1,2±0,3*

GRP 1,4±0,3+ 0,9±0,2* 1,2±0,6+

*p<O,05,***p.cO,OO1 respecto a adultos jóvenes
#p.cO,05;##p<O,O1 ;###pcO,OO1 respecto a ancianos diabéticos
+p.cO,05;++p.cO,O1;+++p<O,OOl respecto a sus controles
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u El conocimiento de que las citoquinas pueden modular muchos

aspectos de la respuesta inmune, nos ha llevado a estudiar el efecto que

u diversos neuropéptidos podrían ejercer sobre su síntesis y liberación. Por otra
parte, se sabe que tanto el envejecimiento como determinadas enfermedadesu se asocian a una disminución de la respuesta inmune, más aún, algunos

u autores han propuesto que algunas de las alteraciones asociadas al proceso
fisiológico de envejecimiento podrían deberse a una alteración de las

u interacciones entre el sistema nervioso y el sistema inmune.

u La producción de citoquinas en respuesta a los neuropéptidos que se

u estudian en este trabajo (neuropéptido Y, somatostatina, péptido intestinal
vasoactivo, péptido liberador de gastrina), así como su variación con la edadu y la enfermedad no han sido investigados en humanos. Tampoco ha sido

u estudiada en el hombre la acción de estos neuropéptidos sobre la síntesis de
citoquinas inducida por LPS ni sobre la síntesis de otros mediadores de la

u respuesta inflamatoria, como el leucotrieno B4 y la neopterina.

u Para estudiar la capacidad de los leucocitos de sangre periférica de

u producir citoquinas, seguimos el método descrito por De Groote et al. (1992),
con algunas modificaciones. Generalmente, las células utilizadas para lau estimulación con diversos mitógenos con el fin de producir citoquinas, han

u sido células mononucleares aisladas de sangre periférica o de diversosfluidos, como el líquido sinovial. Este procedimiento elimina las células

u polimorfonucleares que representan un 60% de los leucocitos y juegan un
importante papel en las comunicaciones intercelulares que regulan lau liberación de citoquinas, siendo activados por citoquinas tales como el lEN-

u
u
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138u gamma y TNF-alfa y con la capacidad de sintetizar también TNF-alfau (Dubraveo et al., 1990; Djeu et al., 1990; Bellanti, 1994; Thiel y Chouker,

1995), interleuquina-1 alfa e interleuqu¡na-1 p (Marucha et al., 1990; Lord et

u al., 1991).

u Además los métodos que separan células mononucleares de sangre

u periférica modifican los ratios linfocitos/monocitos, de tal forma que las
concentraciones de monocitos son significativamente reducidas lo cual puedeu ser debido a la adsorción de los monocitos a diferentes estructuras utilizadas

u durante la separación, como por ejemplo el vidrio o geles. Esta alteración enlos índices monocitos/linfocitos en células mononucleares aisladas puede

u afectar de forma cualitativa y cuantitativa la producción de citoquinas. Bajo
estas circunstancias, la respuesta de los monocitos in vitro puede nou respresentar totalmente lo que ocurre in vivo, ya que las célulasu mononucleares se afectarían por los procesos de purificación (Alíen et al.,

1992).

u
u Otros autores han aislado y cultivado en medios sintéticos célulaspolimorfonucleares con el mismo objetivo, aunque los resultados tambiénu reflejan inexactitud y baja reproductibilidad (Van Der Meer, 1988; Reuter et al.,

1988; Bernier et al., 1989).u
Por otra parte, la estimulación de una sola población de células blancas

elimina la influencia de otras citoquinas producidas, en mayor o menor

u cantidad, por otras poblaciones de células blancas, así como de otrosu factores, tanto estimuladores como inhibidores, normalmente presentes en

sangre periférica y que presentan una participación activa en la regulación del

u
u
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139u sistema inmune. La utilización de sangre total preserva todas las interaccionesu que ocurren de forma natural, así como el mantenimiento de las

concentraciones habituales de los mediadores estimuladores e inhibidores

u circulantes.

u Por todo ello, la sangre total parece ser el medio más apropiado para

u estudiar la producción de citoquinas in vitro. Algunos autores han utilizado
sangre total para estudiar la producción de citoquinas activadas

u policlonalmente. Así, Desch et al. (1990) estudian la liberación de TNF-alfa,

u Deforge y Remick (1991) investigan la síntesis de TNF-alfa, IL-6 e IL-8 y Alíenet al. (1995) la producción de IL-l 13 y TNF-alfa. Además, estos estudios

u comparan sangre total no diluida y sangre total diluida en medio de cultivo,
siendo esta última opción la más adecuada para estudiar la producción deu citoquinas in vitro. Esto es debido a que la sangre total diluida en un medio

u de cultivo adecuado, puede reproducir las condiciones fisiológicas donde
ocurren interacciones inmunes in vivo humorales y celulares, por lo que puede

u usarse para el estudio de la producción de citoquinas in vitro y de lau modulación de esta producción por factores endógenos y exógenos (De

Groote et al., 1992).

u
Otra ventaja de la sangre total diluida es su mayor estabilidad a largou plazo frente a la no diluida. Aunque la conveniencia de diluir la sangre total

u es aceptada por muchos autores, los vólumenes de dilución varían en los
artículos revisados, dependiendo en cierta medida de la citoquina a medir.

u Lyte en un trabajo publicado en 1987 sugiere que la síntesis y cuantificación
de IL-1 13 e IL-2 es posible en sangre total diluida a 1/5, mientras que Krichneru et al. (1982) y Ellaurie et al. (1991) concluyen que la síntesis de interferon-

u
u
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gamma ocurre cuando la dilución es efectuada a 1/10 y en respuesta a

diferentes activadores policlonale s y antígenos específicos, respectivam ente.

u En relación a la respuesta a los distintos activadores policlonales, y
tanto en sangre total como en células mononucleares de sangre periférica, elu lipopolisacárido (LPS) parece ser el antígeno más adecuado para estimular

u la producción de IL-1 13, IL-6 y TNF-alfa y ejercer su estímulo rapidamente
(entre 1 y 4 horas). Este espacio de tiempo sería suficiente para que el

u activador produzca la expresión del RNAm de esas citoquinas, seguida de la

u secreción de aquellas. El reconocimiento del LPS por receptores específicossituados en la membrana de monocitos, macrófagos y neutrófilos parece

u iniciar la respuesta celular al activador (Morrison et al., 1993; Ulevitch, 1993).
La proteína de membrana CD14, juega un papel fundamental en elu reconocimento celular del LPS y, se cree que, junto con la LPS-binding

u protein forman parte de un complejo receptor del LPS funcionalmente ligado
al comienzo de sucesos asociados a la activación celular que induce el LPS

u (Schumann et al., 1990; Tobías y Ulevitch, 1993; Ulevitch y Tobías, 1994).

u Respecto a la concentración idónea del LPS para que se estimule la

u síntesis de citoquinas, las investigaciones de Alíen et al. (1992) demuestran
que concentraciones tan bajas como 1 pg de LPS/mL de sangre total

u potencian la síntesis de IL-1 ¡3 y sus niveles pueden ser detectados por

u enzimoinmunoensayo (ELISA). Estos hallazgos corroboran otros trabajos enlos que cultivos de sangre total se utilizaron para estudiar la liberación de

u diversos péptidos inflamatorios como son TNF-alfa (Desch et al., 1990;
Strieter et al., 1990; Kulseng et al., 1996), IL-6 (Kato et al., 1990) e interferon

U (Kirchner, 1982). De Groote et al. (1992) y Cassatella (1995) sugieren que a

u
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U 5 pg/mL de LPS la producción de IL-1 13, IL-6 y TNF-alfa alcanzan niveles que

u reflejan el estado del sistema inmune, aunque sería a 25 pg/mL de LPScuando se potenciaría la síntesis rápida (entre 1 y 4 horas) de citoquinas. En

u nuestro estudio la concentración de LPS utilizada fué 25 pg/mL, cantidad
suficiente para la potenciación de la síntesis de citoquinas tras un tiempo deu incubación de 4 horas a 37~c. con esta concentración y este tiempo deu incubación se logran niveles perfectamente detectables con los

enzimoinmunoensayos disponibles comercialmente. A la vez, y comou demostramos en los resultados expuestos, las 4 horas de incubación son

también suficientes para que los neuropéptidos investigados estimulen la

producción de citoquinas.

u
u 5.1. PAPEL MODULADOR DE LOS NEUROPEPTIDOS EN LAPRODUCCION DE CITOQUINAS

u
u En 1988, Lotz et al. investigaron la capacidad de los neuropéptidossustancia P y sustancia K de regular la producción de citoquinas por

u monocitos de sangre humana, concluyendo que ambos neuropéptidos son
potentes y específicos estimulos de la síntesis de IL-1, IL-6 y TNF-alfa. Esteu es el primer trabajo que investiga el aspecto regulador de los neuropéptidosu a cerca de la respuesta inmune en humanos. Posteriormente se han realizado

otros estudios, aunque en la literatura consultada no hemos encontrado datos

a cerca del papel regulador de los neuropéptidos revisados en esta tesis:

neuropéptido Y, somatostatina, péptido intestinal vasoactivo y péptidou liberador de gastrina.

u
u
u



u
u

142u Lotz et al. (1988) observaron que la sustancia P y su análogo sustancia

u K inducen la liberación de estas citoquinas por monocitos humanos a unaconcentración de 1O~7M a partir de 6 horas de incubación con los

u neuropéptidos. Otros investigadores también demostraron este efecto en
líneas celulares monocíticas procedentes de ratones (Kimball et al., 1988;u Rameshwar, 1992) o en monocitos humamos activados con lipopolisacárido

u (Laurenzi et al., 1990). En experimentos posteriores se observó que la
sustancia P originaba, a concentraciones consideradas fisiológicas (1012M de

u sustancia P), un aumento en la expresión de la IL-2 en células T humanas

activadas, tanto en sangre como en otros órganos (calvo et al., 1992).

u Este efecto sobre la producción de IL-1 también ha sido objeto de
estudio con los neuropéptidos neurotensina y bombesina. A cerca de la acciónu moduladora de la neurotensina, Lemaire (1988) observó una acción

u potenciadora sobre la producción de IL-1 cuando los macrófagos alveolares
activados (activados con lipopolisacárido, zymosan, muramil-dipéptido) de rata

u eran incubados con neurotensina a concentraciones entre 1O~11M a 10~6M. Con

u relación a la bombesina y sus análogos GRP y neuromedina O, otros autores(Ruff, 1985; Jin et al., 1990; del Río et al., 1994) observaron in incremento en

u las síntesis de IL-1 13 cuando macrófagos peritoneales murinos eran incubados
con esos neuropéptidos a concentraciones de 109M para la bombesina yu M para la neuromedina O. Así mismo, este incremento no se observó cuando

u las células eran incubadas con los neuropéptidos y el mitógeno Con A.

u 5.1.1. PAPEL MODULADOR DEL NPY
En relación al NPY se conoce, en seres humanos, que tras un ejerciciou físico intenso, insuficiencia cardiaca o hipertensión arterial aguda, se activa

u
u
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143u el sistema simpático-adrenal experimentando el neuropéptido Y un incrementou paralelo al de las catecolaminas. Esta elevación plasmática se correlaciona

con una elevada concentración en los tejidos linfoides (Solt et al., 1990).

u
El papel regulador del NPY sobre la producción de citoquinas, no estáu citado en la literatura. Existen estudios a cerca de su acción sobre la

u proliferación linfocitaria, con frecuencia en diferentes sistemas, tipos celulares,
especies y/o dosis diferentes. En algunos casos los efectos del NPY han sido

u obtenidos a dosis no fisiológicas, por lo que su aplicación in vivo no resulta

u muy eficaz.

u Johanson y Sandberg (1988) estudiaron el efecto del NPY sobre la
proliferación linfocitaria en un amplio margen de concentraciones, yu comprobaron que no poseía actividad proliferativa en presencia o ausencia de

u un mitógeno. lrwin et al. (1991) investigaron la posible relación entre el NPY
y la actividad de las células “natural killer” en pacientes con depresión y

u enfermedad de Alzheimer. Sus resultados sugieren que el aumento de la

u actividad del sistema nervioso simpático y la liberación de NPY, puedenasociarse a la modulación de la citotoxicidad de las células “natural killer”. Por

u otra parte parece que el NPY puede estimular las funciones de los
macrófagos, en el sentido de ejercer una modulación positiva de ellas, aunqueu sólamente se ha comprobado en macrófagos murinos a través de un

u mecanismo mediado por la protein kinasa O (De la Fuente et al., 1993a).

u Nuestros resultados muestran que el NPY potencia la síntesis de IL-1 ¡3
de forma significativa (Figura 8), aunque en menor proporción que el LPS

U (Tabla XVII). Este efecto favorecedor de la producción de IL-1 f3 del NPY

u
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144u parece sumarse al efecto estimulador del activador policlonal, en el caso de

u los adultos jóvenes y no siendo así en la población anciana (Tabla XVII). conrespecto a las otras dos citoquinas investigadas, el NPY potencia la síntesis

u de IL-6 en los adultos jóvenes y de TNF-alfa tanto en los jóvenes como en los
ancianos (Tabla XII).u

u 5.1.2. PAPEL MODULADOR DE LA SOMATOSTATINA
La existencia de receptores al neuropéptido somatostatina, tanto en

u linfocitos como en monocitos, ha sido demostrado por diversos autores

u (Payan y Goetzl, 1985; Morley et al., 1987) y su acción moduladora sobre elsistema inmune está siendo investigada. Se sabe que su función sobre el

u sistema inmune parece ser principalmente inhibidora, así como estabilizadora

de las reacciones inmunes (Payan y Goetzl, 1985). La somatostatina inhibeu la síntesis de DNA inducida por el mitógeno con A en los timocitos de rata

3 (Mascardo, 1984) y en los linfocitos de ratón (Stanisz et al., 1986; Stanisz et

al., 1987). También inhibe los linfoblastos Molt-4, linfocitos T humanos

u estimulados con PHA (Payan et al., 1984) y cultivos de linfocitos mezclados

u en células de ganglios linfáticos de ratón (Krco et al., 1986).

u Sin embargo otros autores le reconocen a la somatostatina una función
estimuladora de la función inmune. Pawlikowski et al., (1985) demostraron queu la soniatostatina a una concentración de 1&7M incrementa la proliferación

u espontánea de linfocitos procedentes del bazo de ratones, mientras que aconcentraciones entre 109M y 1O~8M la inhibe. Nordlind y Mutt (1986a y b)

u demostraron que estimulaba la incorporación de timidina a los linfocitos T
humanos estimulados con cloruro de mercurio o niquel. .Johansson yu Sandberg (1989) también demostraron una ligera función estimuladora del

u
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U neuropéptido sobre los timocitos de cerdos guineanos a una concentración de

1O~6M. Lotz et al. (1988) encontraron una estimulación de la proliferación de

los linfocitos T humanos, así como la potenciación de la liberación de IL-1 por

3 monocitos humanos, aunque también una inhibición de la proliferación

inducida por Con A de linfocitos de timo, bazo y ganglios linfáticos axilares.u
En este estudio observamos que la somatostatina a concentraciones

fisiológicas (1O”0M) incrementa la producción de IL-1 13 y TNF-alfa en

leucocitos de sangre periférica humanos tanto en adultos jóvenes como en

ancianos sanos y ancianos diabéticos (Tablas IX y Xl; figuras 5 y 13). Por otra

parte el efecto estimulador sobre la producción de citoquinas del LPS, no se

potencia cuando añadimos somatostatina a las células de sangre total en

cualquier grupo de sujetos (Tablas XII, XIII y XIV).u
5.1.3. PAPEL MODULADOR DEL VIP

Otro de los neuropéptidos investigados en este estudio es el VIP. En

• la introducción de esta tesis se citan varios experimentos que demuestran la

función moduladora que ejerce el VIP entre los sistemas nervioso e inmune.

1 También existe controversia a cerca de si el VIP es estimulador o inhibidor de

las funciones inmunes. Ottaway (1987) apoya un efecto inhibidor sobre la

proliferación linfocitaria y sobre la producción de IL-2, al igual que Krco et al.

• (1986) que demuestra esta inhibición sobre cultivos de linfocitos mezclados

(MLC) y Stanislz (1986) que observa una inhibición de la proliferación inducida

por el mitógeno Con A de células de ratón de ganglios linfáticos, bazo y

placas de Peyer. Sin embargo Sher et al. (1990) demostraron que el

granuloma de células T podría liberar IL-5 en respuesta al estímulo de

U diferentes antígenos y mitógenos, y Mathew et al. (1992) corroboraron estos

U
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U datos al demostrar que el VIP puede activar la secreción de IL-5 en

granu lomas de células T y en linfocitos T esplénicos a concentraciones tan

bajas (1O~8M). Ganea y Sun (1993) observaron que el VIP inhibe la producción

de IL-2 en esplenocitos murinos y en células T 004+ purificadas, mientras

que no afecta a la producción de lEN-gamma en esplenocitos y diversas

U líneas celulares murinas.

U
Nuestro trabajo apoya la existencia de un efecto estimulador del VIP,

U ya que a concentraciones fisiológicas (109M) aumenta, en general, la

secreción de IL-1 13, IL-6 y TNF-alfa por leucocitos de sangre periférica en los

tres grupos estudiados (Tablas IX, X y Xl). Además, este efecto es más

llamativo con la IL-6 en el grupo de los pacientes diabáticos (Figura 10). El

VIP no modificó la síntesis de IL-1 13 inducida por el LPS en los tres grupos del

U estudio (Tabla XII), ni tampoco TNF-alfa en los ancianos sanos y ancianos

diabéticos (Tabla XIV). Sobre la síntesis de IL-6 por células estimuladas con

LPS, el VIP ejerció un efecto potenciador especialmente en el grupo de

ancianos (Tabla XIII).

U Algunos autores explican este efecto inhibidor debido a que puede

elevar la concentración de AMPc intracelular, tras ligarse el neuropéptido a su

receptor celular y activar la adenilato-ciclasa. Esta acción ha sido demostrada

U en diversos tipos de células, incluyendo células mononucleares de sangre

periférica humana, líneas celulares linfoblásticas humanas (MOLT-4b y SUP-

Ti), linfocitos B humanos y macrófagos peritoneales de rata (ODorisio et al.

1981, 1985 y 1989; Beed et al., 1983; Robberecht et al., 1989; Weínstock et

al., 1991; Segura et al., 1992>. Por el contrario, el efecto estimulador del VIP

U parece más díficil de explicar, sobre todo si aceptamos la idea de la activación

U
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de la vía adenilato-ciclasa. Podría ocurrir, como en el caso de la liberación de

IL-5 en células de granuloma mansoni (Mathew et al., 1992) que el VIP

liberado por los eosinófilos podría interactuar con los receptores VIP de los

u linfocitos y modular la producción de IL-5 como parte de un circuito regulador
feed-back.uu 5.1.4. PAPEL MODULADOR DEL GRP

La existencia de esta conexión funcional entre el sistema nervioso y el

U sistema inmune, también es apoyada por la acción de otros neuropéptidos

como el GRP sobre la producción de mediadores inmunes. La bombesina y

sus análogos péptido liberador de gastrina y neuromedina C son una familia

de péptidos que se encuentran en el SNC y SNP, así como en el tracto

gastro-intestinal de mamíferos.uu Estudios in vitro han demostrado que son reguladores de las funciones

inmunes. Sin embargo, la acción del GRP sobre la producción de las

citoquinas prácticamente no se ha investigado. Fink et al. (1988) sugieren que

tanto la bombesina como el GRP pueden inhibir la proliferación de células

CTLL-2 inducida por la IL-2, estando este efecto mediado por un receptor

específico para esos neuropéptidos en las células CTLL-2. Otros autores

demuestran que producen un aumento importante de la secreción de IgA e

U IgO en células intestinales de rata (Jin et al., 1989) y aumentan ligeramente

la respuesta proliferativa inducida por aloantrígenos en el ratón (Krco et al.,

1986). Del Río et al. (1994) han investigado a cerca de su papel estimuladoru de la síntesis de IL-1 13 y han encontrado que un incremento en la producción

de esta citoquina en cultivos de macrógagos peritoneales de ratón incubados

U con bombesina, GRP y neuromedina c. Sin embargo, la síntesis de IL-1 13

u
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inducida por el mitógeno con A disminuyó al incubar las células con los

Por otra parte, también se ha demostrado que esta familia de

neuropéptidos pueden estimular las diversas funciones de los macrófagos, y

U que estas células serían necesarias para que estos neuropéptidos actuasen

sobre los linfocitos (Johansson y Sandberg, 1989; Jin et al., 1990; De la

Fuente et al., 1991; Del Río y De la Fuente, 1994).

u
En nuestro trabajo hemos encontrado un incremento de la síntesis de

IL-1 I~, IL-6 en toda la población del estudio y de TNF-alfa en la población

anciana, así como una importante disminución de la producción de TNF-alfa

en los adultos jóvenes cuando incubamos los leucocitos de sangre periférica

U con GRP (Tablas XV, XVI y XVII).u
Cuando añadimos GRP a las muestras previamente estimuladas con

LPS, la síntesis de IL-6 aumentó significativamente (p<O,OOl) en los ancianos

sanos y diabéticos (Tabla XIII), mientras que la producción de IL-1 13 no sufrió

modificaciones (Tabla XII). Sin embargo, es importante destacar el efecto del

GRP sobre el TNF-alfa en los adultos jóvenes, ya que el neuropéptido inhibió

la síntesis de TNF-alfa (Tabla Xl). Esta acción inhibitoria del GRP sobre lau síntesis de TNF-alfa y sobre la síntesis de TNF-alfa inducida por LPS enu adultos jóvenes nos sugiere un efecto protector y modulador del neuropéptido

sobre los mecanismos de envejecimiento fisiológicos, así como en una rupturau de la conexión entre sistema nervioso y sistema inmune en los individuos

ancianos.u
u
u



u
u

149u Los resultados encontrados en este trabajo demuestran que elu neuropéptido Y, somatostatina, péptido intestinal vasoactivo y péptido

liberador de gastrina a concentraciones fisiológicas aumentan, en general, la

U producción in vitro de IL-1 13, IL-6 y TNF-alfa por leucocitos humanos de
sangre periférica en adultos jóvenes, ancianos sanos y ancianos diabéticos.u Estos hallazgos corroboran la idea de una íntima relación entre sistema

U nervioso y sistema inmune. Además, estos neuropéptidos pueden modular in
vivo la producción de citoquinas inducida por activadores policlonales talesu como el lipopolisacárido.

u 5.2. PAPEL MODULADOR DE LOS NEUROPEPTIDOS EN LA

U SíNTESIS DE LEUCOTRIENO B4 Y

u
Los neuropéptidos juegan un importante papel en la regulación de la

U respuesta inmune e inflamatoria, por lo que creímos conveniente investigar la
respuesta de otros mediadores inflamatorios como el leucotrieno B4 y lau neopterina tras el estímulo con neuropéptido Y, somatostatina, péptidou intestinal vasoactivo y péptido liberador de gastrina.

u Existen algunos estudios que investigan la función de los neuropéptidosu en la inflamación, concretamente sobre la función quimiotáctica de los

eosinófilos. Numao y Agrawal (1992) examinaron el efecto de la sustancia P,

U neurokinina A, péptido relacionado con el gen de la calcitonina y
colecistoquinina y demostraron que no ejercían ninguna acción quimiotáctica.

U Sin embargo, si estimulaban la quimiotaxis inducida por el leucotrieno B4 y

u por el factor activador de plaquetas (PAF). También se ha visto que la

u
u
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150u neurotensina podría aumentar la biodisponibilidad del ácido araquidónico para

que actúe la lipooxigenasa, estimulando la producción de, entre otros

compuestos, leucotrieno B4 (Liles et al., 1987; Kroegel et al., 1990).

U
En nuestro estudio observamos que los neuropéptidos investigados no

U modificaban, en general, la producción de leucotrieno B4, salvo la

3 somatostatina (Tabla XVIII). Por otra parte cuando incubamos las células con

lipopolisacárido, la síntesis de leucotrieno B4 se incrementó en toda la

población del estudio (Figura 16). Aunque no de forma significativa, tras

incubar las células con somatostatina, VIP y GRP la síntesis de leucotrieno

64 mostró una ligera tendencia a disminuir en todos los grupos. Además, en

el grupo de ancianos sanos la somatostatina produjo una disminución

estadísticamente significativa del leucotrieno B4.

• Estos resultados concuerdan en parte con los estudios citados y

apoyan la idea de que los neuropéptidos por si solos no estimulan la síntesis

de leucotrieno 64.

U
Se sabe que la neopterina es un marcador de la actividad metabólica

del sistema monocito-macrófago (Fusch et al., 1988), siendo el interferón-

gamma el inductor más potente in vitro de su formación y liberación por los

monocitos y macrófagos humanos (Werner et al., 1990; Samsonov et al.,

U 1996), mientras que el factor de necrosis tumoral y el lipopolisacárido

potencian los efectos del interferon-gamma (Kronberger et al., 1995).

Los macrófagos y los monocitos humanos difieren de otras células

humanas, y principalmente de células de ratón (incluidos macrófagos de

ratón), en que producen grandes cantidades de neopterina tras ser

U
U
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U estimulados, mientras que las demás células sintetizan igual o mayores

cantidades de derivados de la biopterina. Esta característica de los monocitos

y macrófagos humanos es debida a que las actividades de las enzimas que

participan en la biosíntesis de la pteridina, 6-piruvoil-tetrahidropterina 2’-

reductasa (EC 1.1.1.220> ysepiapterina reductasa (EC 1.1.1.153), son mucho

U menores que en las otras células, mientras que la actividad de la enzima

guanosin trifosfato ciclohidrolasa 1 (EC 3.5.4.16) es particularmente alta

(Werner et al., 1990).

U
Por otra parte se sabe que la neopterina es un indicador in vivo del

estado de activación del sistema inmune celular, sobre todo en enfermedades

• caracterizadas por una activación de los linfocitos Typroducción de

interferon-ganima y por tanto, de una activación del sistema monocito-

U macrófago (Fuchs et al., 1988; Wachter et al., 1989; Reibnegger et al., 1991;

Fuchs et al., 1992; Samsonov et al., 1992).

Los primeros estudios en humanos que revelan su importancia como

marcador de la inmunidad mediada por célula (CMI) se remontan a 1979, en

los que niveles altos se cuantificaron en pacientes que padecían cáncer o

¡ infecciones virales, lo cual podría reflejar la respuesta del huésped a las

células tumorales o a las células transformadas por virus (Wachter et al.,

U 1989). Estas afirmaciones también fueron probadas por diversos experimentos

in vitro. La neopterina se detectó in vitro por primera vez en cultivos de

linfocitos mezclados con células mononucleares de sangre periférica. Los

monocitos y macrófagos humanos fueron la fuente específica de neopterina,

cuando estaban activados con interferón-gamma. Otros potentes

U estimuladores de la actividad macrofágica como zymosan, acetato de forbol-

U
U
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U miristato (PMA), factor estimulador de colonias, factor estimulador de colonias

de granulocitos/monocitos e interferón-beta no inducían la liberación de

neopterina. Otras células del sistema inmune como los linfocitos 6,

3 granulocitos, células “natural killer” o diversas líneas de células tumorales

tampoco producían su estimulación, con la excepción de ciertos subclones de

U células tumorales malignas de la línea monocitica U937 (Fuchs et al., 1988).u
Así, y según todos los datos conocidos, el único estimulador de los

macrófagos humanos para que ocurra la liberación de neopterina es el

interferón-gamma. No tenemos conocimiento de experimentos que investiguen

el papel de los neuropéptidos en la síntesis de neopterina, ni si los niveles de

3 ésta puede variar con los procesos de envejecimiento fisiológico,

caracterizados por una progresiva desconexión entre los sistemas nervioso

U e inmune.u
En nuestro trabajo hemos observado que cuando las células blancas

de sangre total eran incubadas con neuropéptido Y, la síntesis de neopterina

era estimulada en la población anciana, sanos y diabéticos. También la

somatostatina potenció la síntesis de neopterina tanto en adultos jóvenes

¡ como en ancianos sanos y diabéticos, mientras que el GRP causó un

aumento en los adultos jóvenes (Tabla XIX). Estos datos sugieren que existen

U in vivo otros potenciadores de la síntesis de neopterina, que siendo

¡ estimulados por diversos procesos como enfermedades infecciosas,

carcinomas, SIDA, etc..., en los cuales la respuesta inmune está

comprometida pueden inducir su liberación y, por lo tanto aumentar sus

niveles indicándonos así, el estado inmune y clínico del paciente.

u
U
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u 5.3. VARIACIONES SEGUN LA EDAD DE LA PRODUCCION

¡ DE CITOQUINAS TRAS LA ESTIMULACIÓN CON DIVERSOS

¡ NEUROPEPTIDOS.

El proceso de envejecimiento se caracteriza por una serie de cambios

que experimenta el sistema inmune. Aunque es evidente que existe una

U pérdida de la función inmunológica con la edad, tanto en humanos como en

¡ mamíferos (Solana et al., 1991; De la Fuente et al., 1993b), son los

mecanismos de respuesta inmune específicos, llevados a cabo por los

linfocitos, los que parecen fundamentalmente deteriorarse en la vejez (Ortega

et al., 1993).

Por otra parte, es evidente la comunicación existente entre los

diferentes sistemas de regulación animal: sistema nervioso, endocrino e

U inmune (Blalock, 1989). Durante el envejecimiento existe un paulaulatino

¡ declinar de las funciones de estos tres sistemas, y se ha propuesto como

responsable de la carencia funcional de la vejez al deterioro en las relaciones

que se establecen entre los sistemas reguladores modulados, entre otras

¡ sustancias, por neuropéptidos y citoquinas (Fabris, 1991).

• Basándonos en estos cambios y después de examinar los resultados

obtenidos, creemos que la pérdida de función en los organismos envejecidos

U podría estar ligada, por lo menos en parte, a una defectuosa o negativau interacción entre los neuropéptidos y la citoquinas. En este contexto podemos

indicar que la función inmune, al igual que otras funciones celulares, depende

3 en alto grado de la respuesta de las citoquinas a diversos estímulos, entre
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¡ somatostatina, péptido intestinal vasoactivo y péptido liberador de gastrina.

u Por lo indicado parece evidente el gran interés teórico-práctico que

tiene el estudio de los niveles de citoquinas en función de la edad de lau - población, y de su respuesta a agentes reguladores como son los

neuropéptidos que intervienen en la homeostasis del sistema inmune.

¡ Según los resultados obtenidos, los neuropéptidos investigados puedenu modular a concentraciones fisiológicas la respuesta inmune e inflamatoria,

estimulando la producción de citoquinas de forma diferente dependiendo de

¡ la edad de los grupos de estudio.

U La bibliografía revisada ofrece pocos datos sobre la influencia delu envejecimiento en la producción de citoquinas en humanos y ninguno

respecto al efecto regulador de los neuropéptidos sobre la producción de

¡ citoquinas según la edad. chandra (1990) demostró un incremento en lau síntesis de IL-6 asociado a la edad en ratones MRLIpr. Effros et al. (1991)

observaron que macrófagos peritoneales de ratones de 24 meses producíanu más TNF-alfa e IL-6 cuando se estimulaban con LPS que ratones de 8

meses. Foster et al. (1992) han cuantificado las concentraciones plasmáticasu de IL-6 y TNF-alfa en un grupo control de ratas Fisher y en otro grupo deu ratas después de 90 minutos de inyectarles LPS. Las ratas de varias edades

a las que no se les inyectó LPS presentaron valores basales de IL-6 y TNF-

U aifa muy bajos o indetectables, mientras que las ratas viejas (24 meses)
mostraron concentraciones plasmáticas de IL-6 y TNF-alfa mucho másu elevadas que las ratas maduras (12-15 meses) y jóvenes (3-5 meses).

u
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¡ Así mismo, un aumento significativo de la producción de IL-6 se ha

¡ observado en cultivos de células polimorfonucleares de ancianos sanos y no

en adultos jóvenes sanos (Fagiolo et al., 1992). Arnalich et al. (1994) han

¡ demostrado una sobreproducción de IL-6 en ancianos sanos respecto a

jóvenes sanos tras la estimulación con un mitógeno y no han observado

U diderencias significativas en la síntesis de IL-1 13 y TNF-alfa entre ambos

3 grupos.

Nuestros datos muestran un aumento significativo de la producción de

¡ las tres citoquinas tras estimular con LPS en los jóvenes y ancianos sanos.

Sin embargo, sólamente en la síntesis de IL-1 13 encontramos diferencias

¡ estadísticamente significativas entre los dos grupos, presentando los ancianos

los valores más elevados (Tabla IX). Estas diferencias en la síntesis de

¡ citoquinas pueden ser características del envejecimiento fisiológico, tanto en

3 animales como en seres humanos (Ershler, 1993).

¡ Hirokawa et al. (1994) observaron una disminución en la producción de

IL-2 tras estimulación antigénica, esplicando este hecho por una pérdida de

• las funciones inmunes que ocurren principalmente en las células T

dependientes durante el envejecimiento. Por el contrario, otros autores han

demostrado un aumento de la síntesis de IL-4, IL-5 e IL-6 con el

U envejecimiemto (Kubo y Cinander, 1990; Song et al., 1993; Arnalich et al.,

3 1994).

3 Ortega et al. (1993) y de la Fuente et al. (1990,1 994b) han demostrado

una hiperactividad del sistema monocito-macrófago en el envejecimiento, lo

¡ cual podría explicar los resultados encontrados en este trabajo respecto al

¡
u
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E aumento de la síntesis de IL-1 13 por leucocitos de sangre periférica en

respuesta al LPS que presentaron los sujetos ancianos sanos.

3 En este estudio no encontramos diferencias entre adultos jóvenes y

ancianos sanos en la síntesis de IL-1 13 cuando estimulamos las células

U blancas de sangre periférica con neuropéptido Y (Figura 4), somatostatina

(Figura 5) y péptido intestinal vasoactivo (Figura 6). Sin embargo, cuando

incubamos los leucocitos con péptido liberador de gastrina la síntesis de IL-1 13

¡ se potenció significativamente más en ancianos sanos que en adultos jóvenes

¡ (Figura 7).

¡ cuando estimulamos con somatostatina la síntesis de IL-6 (Figura 9)

y TNF-alfa (Figura 13) fue similar en ambos grupos de edad, al igual que la

¡ producción de TNF-alfa cuando incubamos con neuropéptido Y (Figura 12),

3 pero no de IL-6 que experimentó un descenso. El péptido intestinal vasoactivo

originó un incremento mayor en la síntesis de IL-6 y TNF-alfa en ancianos

¡ sanos que en adultos jóvenes (Figuras 10 y 14) al igual que el péptido

liberador de gastrina (Figuras 11 y 15).

¡ Por otra parte, cuando añadimos péptido liberador de gastrina a las

muestras incubadas con lipopolisacárido y determinamos posteriormente IL-6

¡ observamos un efecto sinérgico entre el neuropéptido y el activador policlonal

3 sobre las síntesis de la citoquina en los leucocitos del grupo de ancianos

sanos respecto a los adultos jóvenes (Tabla XIII). Esta misma acción sobre

la IL-6 fue observada con el péptido intestinal vasoactivo (Tabla XIII) en

ambos grupos, aunque en los ancianos sanos el incremento en la síntesis de

U IL-6 inducida por el lipopolisacárido fue mucho mayor (Tabla XIII). Además,

¡
u
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¡ el péptido intestinal vasoactivo (Figura 14) y el péptido liberador de gastrina

¡ (Figura 15) inhibieron la síntesis de TNF-alfa inducida por el lipopolisacárido

en los adultos jóvenes, pero no en el grupo de ancianos.u
Los resultados encontrados confirman la interrelación entre los

E sistemas inmune y nervioso, a la vez que se muestra una ruptura en esta

relación durante el envejecimiento. Aunque la edad se asocia con una función

inmune disminuida en concordancia con una pérdida funcional de las células

¡ T (Fabris, 1991), la producción de IL-1 ¡3, IL-6 y TNF-alfa en respuesta al

neuropéptido Y, somatostatina, péptido intestinal vasoactivo y péptido

liberador de gastrina no disminuye en ancianos sanos respecto a adultos

¡ sanos, sino que como en el caso del péptido liberador de gastrina se

incrementa.

¡
¡

5.4. MODULACION NEUROPEPTIDICA DE LA PRODUCCION

¡ DE CITOQUINAS EN ANCIANOS DIABETICOS NO INSULIN-

DEPENDIENTES. DIFERENCIAS CON ANCIANOS SANOS.

¡ La diabetes mellitus no insulín-dependiente (OMNID) es un síndrome

heterogéneo plurietiológico de naturaleza no autoinmune, pero que cursa

frecuentemente con alteraciones de la inmunidad celular que permanecen mal

E estudiadas. Los polimorfonucleares y macrófagos peritoneales de ratones

obesos tipo Zucker (fa/fa), un modelo experimental de DMNID, poseen una

significativa menor capacidad para destruir células de candida albicans

¡ fagocitadas que sus homónimos ratones Zucker no obesos (Plotkin et al.,

u
u
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158u 1996). La capacidad de fagocitosis de los leucocitos polimorfonuclearesu (LPMN) está reducida tanto en pacientes con diabetes insulín-dependiente

corno en pacientes con DMNID (Marhoffer et al., 1992), y también se ha

¡ demostrado una reducida capacidad bactericida intracelular de los monocitos

de pacientes con DMNID (chang, 1995b). Recientemente, en un conjunto deu 34 pacientes con OMNID se ha comprobado una significativa reducción de lau respuesta proliferativa de las células mononucleares de sangre periférica

frente a fitohemaglutinina, concanavalina A y (phorbol myristate acetate),

respecto a un grupo de voluntarios sanos. La causa de ese déficit de

¡ inmunidad celular no está bien aclarado, pero puede atribuirse a varios

factores, como son una menor expresión de moléculas de CR3 en los

¡ monocitos y una deficiente expresión de receptores para IL-2 de los linfocitos

(Chang, 1995a).uu En el presente trabajo abordamos otro aspecto de la respuesta inmune

citomediada en pacientes con DMNID, es decir el estudio de la modulación

¡ y control neuropeptidico de la producción de citoquinas proinflamatorias poru leucocitos de sangre periférica incubados. La población estudiada de ancianos

con DMNID presentaba unas características demográficas y clínicas similaresu a las de otro grupo de ancianos sanos. Tras el estímulo con LPS, los

leucocitos de sangre periférica de los ancia~nos diabéticos presentaban una

¡ significativa menor producción de IL-1 13, IL-6 y TNF, y también erau significativamente inferior la producción de estas tres citoquinas cuando se

estimulaban los leucocitos de sangre periférica con LPS en combinación conu cualquiera de los neuropéptidos estudiados, es decir NPY, VIP, somatostatina

y GRP, excepto la producción de TNF-alfa que fue superior en ancianosu diabéticos cuando estimulábamos con somatostatina y GRP (Tablas XV, XVI

u
¡
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159u y XVII). La respuesta de producción de estas citoquinas tras la estimulaciónu por separado con NPY (Figuras 4, 8 y 12) o somatostatina (Figuras 5, 9 y 13)

fue similar en ancianos diabéticos y en los no diabéticos. La estimulación con

VIP produjo una mayor producción de IL-6 (Figura 10), junto a una menor

respuesta de IL-1 13 (Figura 6) y TNF-alfa (Figura 14) en los ancianosu diabéticos respecto a los no diabéticos, en tanto que la estimulación con GRP

causó una significativa mayor producción de TNF (Figura 15), pero una menor

respuesta de IL-1 II e IL-6, en el grupo de ancianos con DMNID (Figuras 7 yu 11). Se ha demostrado que algunos neuropéptidos como la colecistoquinina

parece aumentar la concentración intracelular de calcio en los linfocitos yu
monocitos y ello pudiera aumentar también la respuesta a mitógenos in vitrou (Ferrara et al., 1990). También es conocido que la producción de citoquinas

por los leucocitos de sangre periférica activados es un proceso regulado poru la concentración intracelular de calcio que actua como segundo mensajero a

través de un sistema de señales dependiente de la proteina C-kinasa

(Alexiewicz et al., 1995). En los pacientes con DMNID parece existir en

3 condiciones basales un aumento anormal de calcio libre citosólico en los

leucocitos de sangre periférica (Cunningham et al., 1995). La diferente

U respuesta de producción de citoquinas proinflamatorias observada enu ancianos diabéticos y no diabéticos tras la incubación de leucocitos de sangre

periférica con LPS, o con los neuropéptidos que hemos estudiado (NPY,

U somatostatina, VIP y GRP), creemos que podría estar en relación con unu diferente contenido de calcio intracelular en dichas células.

u
¡
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¡
¡ 1. El neuropéptido Y induce un aumento en la producción de IL-1 13 y TNF-alfa

en los tres grupos de población estudiada y una disminución en la producción

¡ de IL-6 en el grupo de ancianos diabéticos. El efecto del LPS sobre la síntesis

de IL-1 ¡3 aumenta al añadir neuropépt ido Y en los jóvenes, existiendo un

U efecto aditivo entre el neuropéptido y el mitógeno. Por otra parte el NPY

inhibió ligeramente la síntesis de IL-6 inducida por el LPS y no modificó la

producción de TNF-alfa.

u
U 2. La somatostatina potencia la síntesis de IL-1 I~ en los adultos jóvenes y en

los ancianos sanos, así como de TNF-alfa en los tres grupos del estudio. La

3 síntesis de IL-6 no se modifica por la acción del neuropéptido. Por otra parte,

la somatostatina tampoco influye en la síntesis de citoquinas inducida por el

¡

3. El péptido intestinal vasoactivo originó un aumento de la síntesis de IL-1 13

3 y de IL-6 tanto an adultos jóvenes como en ancianos sanos, y de TNF-alfa en

los ancianos sanos. Además, la síntesis de IL-6 inducida por el LPS aumentó,

mientras que la producción de TNF-alfa se inhibió cuando añadimos el

¡ 4. El péptido liberador de gastrina causó un aumento de la síntesis de IL-1 13

en los dos grupos de ancianos y de IL-6 en toda la población del estudio,

mientras que inhibió la producción de TNF-alfa en los adultos jóvenes. Este

U mismo efecto inhibitorio sobre la síntesis de TNF-alfa en los adultos jóvenes
también lo observamos al incubar las muestras con el neuropéptido y el LPS

U simultáneamente.

U
U
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U 5. De los neuropéptidos investigados, sólamente la somatostatina modificó la

síntesis de leucotrieno B4, causando una inhibición de la misma en el grupo

de ancianos sanos.

U
6. Respecto a la producción de neopterina, el neuropéptido Y causó un

U aumento de su síntesis en la población anciana. Este incremento también se

observó en los adultos jóvenes y ancianos sanos al estimular las células

blancas de sangre periférica con somatostatina. El péptido intestinal

vasoactivo no modificó la producción de neopterina y el péptido liberador de

u gastrina causó un ligero aumento en los adultos jóvenes y una disminuciónen la población anciana.

U
7. Basándonos en los resultados obtenidos los neuropéptidos investigados

U pueden modular, a concentraciones fisiológicas, la respuesta inmune e

• inflamatoria de forma diferente dependiendo de la edad de los individuos.

Todo ello confirma la interrelación entre los sistemas inmune y nervioso, a la

• vez que muestra una ruptura de esta relación durante el envejecimiento.

U
U
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U El conocimiento de que las citoquinas pueden modular muchosu aspectos de la respuesta inmune nos ha llevado a estudiar el efecto que

diversos neuropéptidos (neuropéptio Y, somatostatina, péptido intestinal

vasoactivo y péptido liberador de gastrina) podrían ejercer sobre su síntesis

y liberación. Así mismo, la influencia de los citados neuropéptidos pueden

U tener en la síntesis de otros mediadores de la respuesta inmune, como el

leucotrieno B4 y la neopterina no es conocida.

Por otra parte se sabe que tanto el envejecimiento como determinadas

enfermedades se asocian a una respuesta inmune deficiente o alterada. En

este sentido se cree que la mayoría de las alteraciones asociadas al proceso

U fisiológico del envejecimiento podrían deberse a una alteración de las

• interacciones entre los sistemas nervioso e inmune.

Los resultados encontrados demuestran que el neuropéptido Y,

U somatostatina, péptido intestinal vasoactivo y péptido liberador de gastrina au concentraciones fisiológicas aumentan, en general, la producción in vitro de

IL-1 13, IL-6 y TNF-alfa por leucocitos humanos de sangre periférica en adultos

jóvenes, ancianos sanos y ancianos diabéticos. Además, estos neuropéptidos

pueden modular in vivo la producción de citoquinas inducida por activadores

U policlonales tales como el lipopolisacárido.

• Con respecto a la acción ejercida sobre otros mediadores de la

respuesta inmune como el leucotrieno B4 y neopterina, observamos que los

U neuropéptidos investigados no modificaban la producción de leucotrieno B4

por células blancas de sangre periférica en ninguno de los grupos estudiados.

Sin embargo si se incrementaba la síntesis de neopterina, en general, por la

acción del NPY, somatostatina y GRP.

Los resultados encontrados confirman la interrelación entre los

U sistemas inmune y nervioso, a la vez que se muestra una ruptura de esta

U
U
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U relación durante el envejecimiento y en pacientes con diabetes mellitus no

insulín dependiente, aunque la producción de citoquinas y otros mediadores

se mantenga.
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Figura

Figura

1. Comunicación entre sistemas nervioso, inmune y endocrino.

2. Niveles de citoquinas en muestras basales y controles.

Figura 3. Producción de citoquinas tras el estímulo con LPS. Comparación

con controles.

Figura 4. Producción de

Figura 5. Producción de

somatostatina.

6. Producción

7. Producción

8. Producción

9. Producción

Figura

Figura

Figura

Figura

Figura

Figura

Figura

Figura

IL-1 13 tras estimulación con NPY y LPS + NPY.

IL-1 13 tras estimulación con somatostatina y LPS +

de IL-1 13 tras estimulación con VIP y LPS + VIP.

de IL-1 13 tras estimulación con GRP y LPS + GRP.

de IL-6 tras estimulación con NPY y LPS + NPY.

de IL-6 tras estimulación con somatostatina y LPS +

somatostatina.

10. Producción de IL-6 tras estimulación con VIP y LPS + VIP.

11. Producción de IL-6 tras estimulación con GRP y LPS + GRP.

12. Producción de TNF-alfa tras estimulación con NPY y LPS + NPY.

13. Produción de TNF-alfa tras estimulación con somatostatina y LPS

+ somatostatina.

Figura 14. Producción de TNF-alfa tras estimulación con VIP y LPS + VIP.

Figura 15. Producción de TNF-alfa tras estimulación con GRP y LPS + GRP.

Figura 16. Producción basal de LB4 tras una incubación de 30 mm (controles)

y tras la estimulación con LPS.

Figura 17. Producción de LB4 en respuesta al estímulo con NPY.

Comparación con controles.

Figura 18. Producción de LB4 en respuesta al estímulo con somatostatina.

Comparación con controles.

Figura 19. Producción de LB4en respuesta al estímulo con VIP. Comparación

con controles.
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Figura 20. Producción de LB4 en respuesta al estímulo con GRP.

Comparación con controles.

Figura 21. Producción basal de neopterina, tras una incubación de 30 mm y

después de la estimulación con LPS.

Figura 22. Producción de neopterina en respuesta al estímulo con NPY.

• Comparación con controles.u Figura 23. Producción de neopterina en respuesta al estímulo con

somatostatina. Comparación con controles.

Figura 24. Producción de neopterina en respuesta al estímulo con VIP.

Comparación con controles.

¡ Figura 25. Producción de neopterina en respuesta al estímulo con GRP.

• Comparación con controles.
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Tabla 1. Tipos de citoquinas.

U Tabla II. Efectos principales de la 1L13, IL-6 y TNF-alfa.

Tabla III. Edad y sexo.

U Tabla IV. Características antropométricas de los ancianos sanos.

Tabla V. Características antropométricas de los pacientes diabéticos.

U Tabla VI. Datos bioquímicos de los ancianos sanos.

Tabla VII. Datos bioquímicos de los pacientes diabéticos.

Tabla VIII. Producción espontánea de citoquinas en leucocitos totales de

sangre periférica.

Tabla IX. Producción de IL-1 13 en respuesta al estímulo con LPS y diversos

U
Tabla X. Producción de IL-6 en respuesta al estimulo con LPS y diversos

neuropéptidos.

Tabla Xl. Producción de TNF-alfa en respuesta al estímulo con LPS y

diversos neuropéptidos.

Tabla XII. Producción de IL-1 13 en respuesta al estimulo combinado de LPS

y diversos neuropéptidos.

Tabla XIII. Producción de IL-6 en respuesta al estímulo combinado de LPS y

U diversos neuropéptidos.

Tabla XIV. Producción de TNF-alfa en respuesta al estímulo combinado de LP

y diversos neuropéptidos.

U Tabla XV. Producción de IL-1 ¡3 tras 4 horas de estimulación con doferentes

neuropéptidos.

Tabla XVI. Producción de IL-6 tras 4 horas de estimulación con diferentes

neuropéptidos y LPS.

Tabla XVII. Producción de TNF-alfa tras 4 horas de estimulación con

U diferentes neuropéptidos y LPS.
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3 Tabla XVIII. Síntesis de LB4 en muestras basales, controles y en respuesta

U a la estimulación con LPS, NPY, somatostatina, VIP y GRP.

Tabla XIX. Producción de neopterina en muestras basales, controles y en

¡ respuesta a la estimulación con LPS, NPY, somatostatina, VIP y GRP.
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U ACTH: hormona corticotropa

AMPc: adenosina monofosfato cíclico

APUD: captación y descarboxilación de precursores de aminas

CMI: inmunidad mediada por células

Ca: calcio

U Con A: concanavalina A

CMB: circuferencia muscular del brazo

CRH: hormona liberadora de corticotropina

DMNID: diabetes mellitus no insulinodependiente.

ELISA: enzimoinmunoensayo

¡ G-CSF: factor estimulador de colonias de granulocitos

GH: hormona del crecimiento

U GM-CSF: factor estimulante de las colonias de granulocitos-monocitos

GMPc: guanosina mónofosfato cíclico

GTP: guanidin-trifosfato

¡ GRP: péptido liberador de gastrina

HBsAg: antígeno de superficie de la hepatitis B

HPETE: hidroxiperoxi-eicosa-tetranoico

¡ ICC: índice cintura cadera

lg: inmunoglobulina

U IFN: interferón

IL: interleuquina

IL-Rs: receptores de interleuquina

MC: índice de masa corporal

KDa: kilodaltons

Kg: kilogramo

¡
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E L: litro

LB4: leucotrieno B4

LH: hormona luteinizante

3 LPS: lipopolisacárido

m: metro

• M: molar

M-CSF: factor estimulador de colonias de mielocitos

mL: mililitro

3 mmol: milimol

mRNA: ácido ribonucleico mensajero

¡ NKA: neuroquinina A

NPY: neuropéptido Y

OMS: Organización Mundial de la Salud

E PCT: perímetro cutáneo tricipital

PHA: Fitohemaglutinina

pmol: picomol

PRL: prolactina

• RPM: revoluciones por minuto

SCLC: carcinoma pulmonar de células pequeñas

SIDA: síndrome de inmunodeficiencia adquirida

1 SNC: sistema nervioso central

TNF: factor de necrosis tumoral

TSH: hormona tireotropa

VIP: péptido intestinal vasoactivo

U
u
u


	AYUDA DE ACROBAT READER
	SALIR DE LA TESIS
	MODULACIÓN NEUROPEPTÍDICA EN LA PRODUCCIÓN DE MEDIADORES INFLAMATORIOS POR LEUCOCITOS CIRCULANTES DE SANGRE...
	AGRADECIMIENTOS
	ÍNDICE
	1. INTRODUCCIÓN
	1.1. Interacciones entre sistema nervioso y sistema inmune
	1.2. Neuropéptidos y sus receptores en el sistema inmune. Efectos inmunomoduladores
	1.3. Citoquinas y sus receptores en el sistema nervioso
	1.4. Otros mediadores de la respuesta inmune

	2. OBJETIVOS
	3. MATERIAL Y MÉTODOS
	3.1. Pacientes
	3.2. Métodos

	4. RESULTADOS
	4.1. Características generales de la población
	4.2. Niveles basales de citoquinas y tras un período de incubación de 30 minutos
	4.3. Respuesta de las citoquinas al estímulo con LPS
	4.4. Producción de citoquinas tras el estímulo con neuropéptidos
	4.5. Producción de citoquinas en respuesta al estímulo combinado de neuropéptidos y lipopolisacárido
	4.6. Producción de leucotrieno B4
	4.7. Producción de neopterina 

	5. DISCUSIÓN
	5.1. Papel modulador de los neuropéptidos en la producción de citoquinas
	5.2. Papel modulador de los neuropéptidos en la producción de leucotrieno y neopterina
	5.3. Variaciones según la edad de la producción de citoquinas tras la estimulación con diversos neuropéptidos
	5.4. Modulación neuropeptídica de la producción de citoquinas en ancianos diabéticos no insulíndependientes...

	6. CONCLUSIONES
	7. RESUMEN
	8. BIBLIOGRAFíA
	9. PIES FIGURAS Y TABLAS
	10. GLOSARIO ABREVIATURAS

	KL: 
	L: 
	Ñ: 


