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. INTRODUCCION

Los. descubrimientos cientificos y los adelantos tecnoldgicos del siglo XX
han influido para aumentar el promedio de la vida media de la poblacion mundial.
Numerosas enfermedades se pueden diagnosticar ahora con certeza o mucho
mas tempranamente que hace cien afios y, ademds, una gran cantidad de
farmacos nuevos y de intervenciones quirirgicas seguras ofrecen actualmente
muchas mas posibilidades de recuperacion. En poco tiempo han desaparecido
numerosas infecciones que eran comunes y, en consecuencia, se han introducido
cambios significativos en las listas de las enfermedades mas graves y de las

causas mas frecuentes de mortalidad.

Sin embargo, a pesar de este panorama alentador, con el progreso de la
medicina del siglo XX ha aumentado el nimero de personas que padecen
enfermedades crénicas, que necesitan una rehabilitacién prolongada o que se
mantienen vivos con tratamientos de sostén muy agresivos. Para muchos
pacientes lo mas importante no es evitar la muerte sino la anulacién del dolor, la
reduccion de las inflamaciones, la modulacion de las funciones celulares
desordenadas o comprometidas y, por supuesto, el control de la angustia o de la
depresion. La busqueda de soluciones para estos nuevos problemas ocupa

actualmente el interés de numerosos investigadores.

En este sentido, se han multiplicado los estudios para encontrar farmacos
nuevos y los caminos utlizados han sido diferentes. A un lado de Ia
comercializacion de grandes cantidades de medicamentos (sintetizados en los
laboratorios de la industria farmacéutica, con caracteristicas quimicas vy
propiedades farmacolégicas perfectamente definidas y sometidos a un control

ol PR -

figuroso para descartar su posible

oxicidad) se ha comenzado a observar ei
consumo cada vez mas frecuente de productos naturales que no estan

completamente caracterizados y cuya forma de actuar se desconoce.
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Por otra parte, se ha observado un interés creciente por los efectos
terapéuticos que pueden tener numerosos venenos naturales y no pocas toxinas
producidas por animales y vegetales. Algunas de ellas han resultado tan utiles
para conservar la salud de algunos pacientes, como peligrosas cuando se
introducen al cuerpo de las personas sanas (ver articulo en el apéndice). El
manejo adecuado de las dosis ha permitido utilizar los venenos y las toxinas para
controlar los sintomas de varias enfermedades contra las cuales no existian
tratamientos efectivos.

Esta tesis tiene relacion con el uso de una de esas sustancias venenosas,

concretamente con €l uso del veneno de las abejas.

Desde hace muchos anos, y hasta la fecha, el veneno de las abejas ha sido
utilizado empiricamente para el tratamiento de varias enfermedades o para
controlar {a aparicion de sintomas molestos. La propaganda le ha atribuido
numerosas propiedades curativas, no obstante que hasta hace poco se
desconocian sus componentes y se ignoraban sus efectos sobre las principales el
metabolismo celular Asi, el venenc de las abejas era simplemente una sustancia
téxica que, de alguna manera inexplicable, parecia mejorar algunos sintomas de
varios padecimientos crénicos, principalmente las reacciones inflamatorias de la
artritis. Aplicado directamente a través del piquete de las abejas o administrado
topicamente en forma de ungtento, el veneno de las abejas todavia es utilizado
hoy en dia por una gran cantidad de personas que no han encontrado otra forma

mejor de aliviar el dolor y la inflamacién de sus articulaciones.

Junto al escepticismo de algunos, varios grupos de investigacion se han

interesado en estudiar si estos efectos tienen algln fundamento o si sélo son e
producto de la sugestidon. En los ultimos afos se han realizado muchos estudics
para conocer la composicion guimica del veneno de abejas y los mecanismos de
accion de sus principales componentes. Ha sido particularmente interesante

descubrir que algunos componentes del veneno de abejas pueden provocar la




desgranulacion de las células cebadas, con la consiguiente liberacién de
numerosos factores pro-inflamatorios. Pero también ha resultado sorprendente
que del mismo veneno se pueden aislar sustancias anti-inflamatorias. Asimismo
han sido estimulantes los resultados obtenidos al estudiar el efecto de los diversos
componentes del veneno de las abejas sobre la respuesta de los linfocitos del
sistema inmune, sobre tas células del sistema nervioso central y sobre Ia
produccion de cortisona por las glandulas adrenales. La evidencia experimental
acumulada hasta ahora sugiere que el veneno de las abejas contiene sustancias
que, al actuar sobre los sistemas inmune, nervioso y endocrino, pueden influir y/o

modificar las interacciones bidireccionales que normalmente existen entre ellos.

En este trabajo se estudiaron dos aspectos interesantes pero muy poco
documentados de la relacion entre el veneno de las abejas y las respuestas
inflamatorias. En primer lugar se estudid si la administracién subcutédnea de
veneno de abejas en los ratones puede influir sobre la produccién in vitro de
citocinas pro-inflamatorias por sus macréfagos y la proliferacién in vitro de sus
linfocitos. En segundo iugar se estudid si los resultados anteriores se pueden

maodificar segun la edad de los animales.



it ANTECEDENTES.

En este capitulo se presenta una revision sobre (i) las principales
caracteristicas de la respuesta inflamatoria, (ii) la actividad de las principales
citocinas pro-inflamatorias, (iii) la influencia de la edad sobre la inflamacion y (iv) la
composicion quimica y principales actividades bioldgicas del veneno de las abejas.
Con estos antecedentes se pretende crear un marco tedrico que sirva de
referencia para el trabajo experimental que estudia los efectos del veneno de
abejas sobre la proliferacién de los linfocitos estimulados in vifro y sobre la
produccion de citocinas pro-inflamatorias por los macréfagos, en ratones con
diferentes edades.

i) LA RESPUESTA INFLAMATORIA

Antecedentes. Al revisar la historia de |a literatura meédica relacionada con

la inflamaciéon se pueden encontrar documentos escritos dos mil afios antes de

(2). Durante la

Cristo, en los cuales los egipcios describian sus caracteristicas
antiguedad, la inflamacion fue considerada como una enfermedad del cuerpo.
Para el comienzo del siglo XiX, Rudolph Virchow observé que las manifestaciones
histolégicas de la inflamacidn se repetian en muchas enfermedades. Hacia finales
de ese siglo, los trabajos de John Hunter permitieron reconocer a la respuesta
inflamatoria como un mecanismo de defensa del huésped, en lugar de una
enfermedad. Pocos afios méas tarde, Julius Cohnheim hizo las primeras
descripciones macroscépicas de ella y propuso que la inflamaciéon se explicaba
por el dano de los vasos sanguineos y por la consiguiente salida de liquidos y de

@)

células de la sangre hacia los tejidos vecinos A principios del siglo XX, Elie

espuesia, mieniras
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Metchnikoff mostro la participacion de los fagocites
que Valy Menkin propuso a los polipéptidos como los mediadores solubles de ia
inflamacién, reconociéndose asi que las reacciones vasculares y las actividades

fagociticas eran parte del proceso inflamatorio @




Definicién. Se puede decir que la inflamacion es una respuesta fisioldgica,
a través de la cual un tejido vascularizado responde a los estimulos internos o

externos que han lesionado su integridad M Esa respuesta consiste en la

produccién de numerosos mediadores que provocan un aumento de la
permeabilidad capilar, facilitan la salida de células desde los vasos sanguineos y
activan varios sistemas de proteinas pro-inflamatorias. Todos estos eventos
restringen el area donde ocurre la inflamacion, tratan de eliminar los agentes
responsables de la lesién y ayudan a la reparacion del tejido dafiado. Como una
consecuencia, en cualquier region anatdbmica donde ocurra una respuesta
inflamatoria se expresan claramente sus cuatro manifestaciones clasicas : tumor

(edema), calor, rubor y dolor.

Por lo general, una respuesta inflamatoria se puede desarrollar en tres

fases distintas y sucesivas, en las cuales participan tres mecanismos diferentes ),

Se pueden distinguir : a) la fase aguda transitoria, en la que hay vasodilatacién
local y aumento de la permeabilidad vascular que provoca la extravasacion de
células y de una gran cantidad de sustancias pro-inflamatorias alrededor de una
lesion inicial, b) la fase subaguda que sigue a continuacién y que es una reaccién
retardada de reparacion, caracterizada por la infiltracion del tejido intersticial con
leucocitos y células fagociticas y c) la fase proliferativa cronica, que sélo se
presenta cuando no se logra la resolucion de las dos anteriores y que se
acompaiia de fibrosis y degeneracion del tejido alrededor de la lesion inicial.

Asi, después de cada respuesta inflamatoria siempre sigue una serie de
eventos que pueden provocar la reparacion de los tejidos dafados, pero que en
algunas ocasiones aumentan la lesion inicial. Aunque la respuesta inflamatoria es
necesaria para mantener la salud y la integridad fisica de los organismos
superiores, cuando se pierde su control o se prolonga su duracidn se puede
aumentar la destruccidn tisular y provocar la aparicion de enfermedades

secundarias (2).
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Caracteristicas. La naturaleza de la respuesta inflamatoria es bastante

compleja porque redne la participacion de una gran cantidad de mediadores
solubles y de células. Entre los primeros estan diferentes conjuntos de
moléculas, tales como quimocinas, proteasas, factores del “sistema  del
complemento y del sistema de la coagulacion, interleucinas, interferones, factores
estimulantes de colonias, lipidos, péptidos, gases y sus comespondientes
receptores especificos. Entre los segundos, intervienen varias poblaciones
celulares, tales como neutréfilos, mastocitos, linfocitos, monocitos/macréfagos,
plaquetas, eosindfilos, basdfilos y fibroblastos, que se relacionan entre si y con las

células del endotelio de las paredes de los vasos sanguineos, por medio de las

selectinas y de las moléculas de adhesion intercelular )

Por lo general, los mediadores solubles son liberados rapidamente después
del dario tisular inicial. Ellos proceden de las células de los tejidos dafados, pero
también de las células adyacentes no lesionadas. Los mediadores solubles
pertenecen a diferentes sistemas como : (i) los sistemas de zimégenos del
complemento, (ii) los diferentes miembros de la familia de las quimocinas, (iii) las
cininas, (iv) los factores de la coagulacion y la fibrinolisis (proteasas del plasma),
(v) los mediadores lipidicos (prostaglandinas, leucotrienos, tromboxanos y factor
activador de plaquetas), (vi) los neuropéptidos como la histamina y la serotonina,
la sustancia P, el péptido intestinal vasoactivo (VIP), y la somatostatina, (vii)
algunos gases como el oxido nitrico (NO) y (viii) las citocinas pro-inflamatorias.
Todos ellos provocan vasodilatacion y aumento en el flujo de sangre en el area
afectada, asi como un incremento en la permeabilidad vascular. Ademas,
promueven la activacion, la migracién y la acumulacién de los leucocitos {desde la
sangre hacia el tejido dafhado) para destruir ¢ eliminar las sustancias extrafias o
dafinas que provocaron la lesion del tejido.

Como se puede notar, la respuesta inflamatoria depende de numerosos
mediadores solubles y de varias poblaciones de células diferentes, del propio

cuerpo. Asimismo, la forma de inicio y el prondstico de la respuesta inflamatoria




aguda también estan relacionados con la naturaleza y la puerta de entrada del
agente dafino, asi como el estado de salud del individuo y una serie de

circunstancias particulares (1.2.3.4)

Clasificacién. Las reacciones inflamatorias se pueden dividir en agudas y

cronicas. Las primeras se presentan en una forma rapida, se acompafian de
acumulacion de fluidos, leucocitos y proteinas del plasma y tienen una duracién
corta (minutos a dias). En cambio, las inflamaciones crénicas tienen una duracion
mas larga, son el resultado de enfermedades que inducen la activacion persistente
del sistema inmunolégico y por eso provocan la infiltracion del tejido dafiado por
linfocitos y macrofagos, asi como la muitiplicacion de los fibroblastos.

Causas. La inflamacion puede ser provocada por muchas y variadas
causas. Las mas comunes son todos aquellos factores externos o internos, que
pueden danar las células del epitelio o del endotelio y las estructuras asociadas a
ellos, tales como : (i) las infecciones por virus, hongos, bacterias o parasitos, (ii)
los golpes y las fracturas, (iii) quemaduras, (iv) las heridas, (v) las isquemias y (vi)
las radiaciones UV, asi como (vii) el dafio tisular causado por sustancias quimicas

o cirugias y numerosas enfermedades degenerativas o autoinmunes.

Entre las sustancias quimicas que provocan dano o irritacién de los tejidos
se encuentran una serie de productos que son utilizados con frecuencia en los
laboratorios para inducir reacciones inflamatorias experimentales y probar la
efectividad de los medicamentos anti-inflamatorios. Se pueden mencionar (i) ias

carrageninas derivadas de algas marinas (5), que actuan principalmente sobre las
células cebadas y los neutrofilos, (i) los aceites minerales como el Pristano (6’,
que estimulan principalmente linfocitos y neutrdfilos y (iii) las mezclas de aceites y
bacterias o productos bacterianos, como el adyuvante completo de Freund @ que
estimulan predominantemente a los fagocitos mononucleares y provocan la

formacion de granulomas.




Cuando un tejido es dafiado por cualquiera de las causas anteriores, la
respuesta inicial comienza a los pocos minutos. Rapidamente ocurre una serie de
eventos que conducen a la sintesis o liberacién de numerosas moléculas pro-
inflamatorias sofubles, responsables de la aparicion de los primeros signos y los
sintomas de la inflamacion. Estas primeras moléculas involucradas en la
inflamacién por lo general actian sobre las células de! endotelio de los capilares
sanguineos.

La respuesta inicial de los vasos sanquineos. El primer evento fisico de

la respuesta inflamatoria es la vasodilatacion, la cual genera un incremento en el
volumen de sangre que llega al area dafiada y es la responsable del calor y el

enrojecimiento de la zona.

El evento siguiente es el aumento en la permeabilidad de los vasos
sanguineos mas pequefios. Las células endoteliales de los capilares aumentan la
expresion de moléculas de adhesién intercelular (ICAM, las selectinas P y E, por
ejemplo) que son ligandos para los receptores de membrana de los leucocitos que

van a salir de los vasos sanguineos ® El incremento en la permeabilidad

vascular también influye para que salgan hacia el espacio intersticial el plasma de
la sangre y algunas de sus proteinas, las cuales se acumulan en el tejido

lesionado y causan edema y dolor.

Por otra parte, la célula endoteiial también libera quimocinas que son
reconocidas por los receptores localizados en la membrana de los leucocitos. Las
quimocinas son las principales proteinas pro-inflamatorias que se producen en el
endotelio de los vasos sanguineos. Ellas son moléculas muy importantes que van

a actuar como mediadores de la migracién de los leucocitos (9), pero que también

van a influi

an a influ linfopoyesis y fa maduracion de los linfocitos. Las guimocinas
forman una superfamilia de mas de 50 péptidos pequefios (la mayor parte de ellos
formados por 90-130 residuos de aminoacidos, de 8-10 kDa), cuya principal

funcién es regular el tréfico de los leucocitos. Las quimocinas aumentan la




adherencia de los leucocitos a las células endoteliales de los vasos sanguineos,
facilitando su extravasacién y, una vez que los leucocitos llegan al espacio
intersticial, atraen su migracion hacia los sitios donde las quimocinas estan mas
concentradas. En ia tabla siguiente se enlistan las quimiocinas pro-inflamatorias
mas importantes que se han identificado hasta el momento.

Tabla I Lista resumida de algunas de las principales Quimocinas pro-

inflamatorias.  Casi todas ellas comparten receptores y tienen actividades

funcionales comunes {19

L 4

. Interleucina-8 (IL-8)

. proteina del oncogene-a relacionado con el crecimiento (GROa)

. proteina del oncogene-§ relacionadec con el crecimiento (GRO-B)

. proteina del oncogene-y relacionado con el crecimiento (GRO-y)

. Proteina-2 activadora de neutréfilos (NAP-2)

. Proteina-78 activadora de neutrdfilos derivada del epitelio (ENA-78)

. Proteina-2 quimiotactica para granulocitos (GCP-2)

. Proteina-10 inducible por el interferén (IP-10)

W] O3 ~Nf B |l ”Ap W] N

. Monocina inducida por el interferon-y (Mig)

-
o

. Quimioatrayente-o de las células T inducibte por interferén (I-TAC)

—
—

. Proteina-1 quimiotactica de monocitos (MCP-1)

-
N

. Proteina-3 quimiotactica de monocitos (MCP-3)

-
w

. Eotaxina

PN
I

. Proteina-2 quimiotactica de monocitos (MCP-2)

15. Proteina-4 quimiotactica de monocitos (MCP-4)

16. Proteina-1a inflamatoria de los macréfagos (MIP-1q.)

17. Proteina-18 inflamatoria de los macréfagos (MIP-18)

18. Proteina regulada sobre activacién, expresada y secretada en los
linfocitos T normales (RANTES)




Las quimocinas se unen a sus correspondientes receptores, los cuales se
encuentran sobre la membrana de las células blancas que circulan en la sangre.
Esos receptores son proteinas con forma de serpentina que atraviesan la
membrana, penetrando y emergiendo de ella varias veces. Se conocen dos
grandes grupos de receptores para las quimocinas : (i) ios receptores CxC (CXCR)
que tienen como ligandos a las quimocinas CxC vy (ii) los receptores CC (CCR)
que tienen como ligandos a las quimocinas CC. Cada vez que se unen a su
receptor, las quimocinas activan una proteina G heterotrimérica que se disocia en
sus subunidades pequenas. Algunas de ellas son activas y participan en la
formacion y/o liberacion de varios segundos mensajeros como el Ca%, el AMPc o
la PLCB2. Estos ultimos, a su vez, intervienen en la activacion de diversas
cinasas que fosforilan diferentes proteinas citoplasmicas, responsables de la
polimerizacion y movimiento del citoesqueleto, promoviéndose asi la quimiotaxis

de los leucocitos (11).

Inmediatamente después de ser estimulados por cualquiera de estas
quimocinas, los leucocitos de la sangre, que vienen "rodando” sobre la superficie
interna de los capilares, comienzan a expresar varios cambios draméticos en su
forma, sus movimientos y su metabolismo. Por ejemplo, aumentan su adhesividad
a causa de la activacion de las integrinas de la superficie de la membrana, liberan
el contenido de sus granulos (proteasas, histamina) y producen una mayor

cantidad de radicales libres.

Activacion de los sistemas enzimaticos. Al mismo tiempo que las

ceélulas endoteliales estan produciendo factores, como las quimocinas, que
facilitan la salida de los leucocitos fuera del vaso sanguineo, la extravasacion del
plasma influye para que continie la formacién de nuevas sustancias pro-
inflamatorias. Al aumentar |la permeabilidad capilar y saiir céiuias y plasma de los
vasos, el Factor de Hageman (factor XlI! de la coagulacion de la sangre) entra en
contacto con las proteinas de la matriz extracelular y se activa. El factor Xl

activado, a su vez, activa varios sistemas enzimaticos, como el de las cininas, el
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del sistema complemento, el de la coagulacién y el de la fibrinolisis de la sangre,
cuyos productos finales (la bradicinina, los primeros fragmentos solubles del
sistema complemento, la plasmina, la trombina y los péptidos fibrinoliticos) son los
principéles factores solubles que inician la respuesta inflamatoria fuera de los
vasos sanguineos. El plasmindgeno y la plasmina tienen una participacion muy

(2 Enla

importante en la inflamacion, como promotores de la migracién celular
Figura 1 se presenta un resumen que muestra el orden de activacion de los

sistemas de zimégenos que dan origen a la respuesta inflamatoria.

Dano tisular
.
Factor de Hageman
activado
A {cascada de
" 4 '] co:gu::cic’m -
pre-calicreina g o sistema
fibrinolitico
3 Trombina 4 Aactivado
b
calicreina M Plaarmina
- a . '
Fibrinopéptidos

. + caaguln de fibring
Bradicinina ¢——— cininégeno

4

activacion de C7

Degradacion de

T permeabilidad filbirina
vascular
contraccién del Py
. ) permeabilidad vasodilatacién
:1“;':::“"’ liso T vascular
quimiotaxis de
neutréfilos

Figura 1. Activacién de los mediadores solubles de ia inflamacion, contenidos en
los vasos sanguineos, mostrando las moiéculas que generan los signos de la

inflamacién después del daio del endotelio o del aumento de la permeabilidad

capilar @
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A medida que se inicia la salida del plasma fuera de los vasos sanguineos,
comienza la activacion de los principales sistemas enziméticos. Uno de ellos es el
sistema complemento. En la respuesta inflamatoria inicial participan las
anafilotoxinas del complemento (los fragmentos biol6gicamente activos C3a, C4a
y C5a), las cuales se liberan e interaccionan con sus receptores especificos que
se encuentran sobre !a membrana de las células cebadas, estimulando la

(13)

desgranulacién de las mismas y la liberacion de histamina , que provoca

vasodilatacion y aumento de la permeabilidad capilar. Esta amina vasoactiva
también es liberada por las plaquetas y por ciertas células neuroendocrinas del
estdbmago.

Asimismo, los macréfagos, los monocitos, las células cebadas y los
neutrofilos activan a la fosfolipasa A2 (PLA2), una enzima necesaria para la
formaciéon de los productos del acido araquidénico o del factor de activacion
plaquetario (PAF), todos elios importantes mediadores lipidicos pro-inflamatorios.
Entre los primeros se encuentran las prostaglandinas (PG), las cuales se liberan al
exterior y contribuyen al aumento de la permeabilidad vascular y la vasodilatacion,
ademas de que inducen fiebre y dolor. Los leucotrienos (LT) son, lo mismo que
las PG, otros factores solubles que también participan en fa quimiotaxis de los
neutréfilos polimorfonucleares (PMN), en los cambios vasculares ya mencionados
y en la contraccion del musculo liso. Por otra parte, los tromboxanos (TX) inducen
agregacion plaquetaria y vasodilatacion. tos lisofosfolipidos, también liberados
por la accién de la PLAZ2, son los precursores del factor de activacion plaquetario,

que agrega plaguetas, atrae eosindfilos y activa neutrdfilos.

Como se puede observar, a los escasos factores pro-inflamatorios
producidos por el dano tisular inicial, rapidamente se afiade un conjunto, cada vez
mas grande y heterogéneo, de nuevos factares selubles que proceden de ia
activacion de proteinas plasmaticas y que tienen actividades biolégicas pro-

inflamatorias.



Las células de la respuesta inflamatoria. A las pocas horas de haberse

iniciado el aumento de la permeabilidad capilar, comienza la extravasacion de los
monocitos, neutréfilos PMN y linfocitos, uno de los eventos mas importantes en la
inflamacion aguda. Los neutréfilos PMN son las primeras células en salir de los
vasos sanguineos y también son las primeras en llegar al sitio donde se esta
desarrollando la reaccién inflamatoria. Ellas liberan nuevos mediadores solubles
que contribuyen a mantener el proceso inflamatorio y a la reparacion del tejido
dafiado. En la siguiente figura se muestra como salen los leucocitos de los vasos

sanguineos.

Figura 2. Extravasacion de un linfocitos T a través de la membrana basal

(MB) del capilar, mediante la unién de sus receptores a los ligandos que se



expresan sobre la superficie de las células del endotelio (E) (modificado de
Goldsby et al @,

Para que los leucocitos puedan salir fuera de los vasos sanguineos a través
del endotelio y de la membrana basal, se necesita que sus receptores
interaccionen con los ligandos que se exponen en la superficie de las células
endoteliales, tal como se muestra en el dibujo de la Figura 2. Las principales
moléculas de adhesion intercelular de los leucocitos son : (i) Ias integrinas, (ii) las
selectinas, (ili) una familia de proteinas parecidas a las mucinas y (iv) varias
proteinas mas que pertenecen a la superfamilia de las inmunoglobulinas. Como
los leucocitos vienen rodando sobre la superficie interna de los capilares, estas
moleculas de adhesion quedan constantemente en contacto con los ligandos o los
receptores para ellas, que se expresan sobre la membrana del endotelio de los

vasos sanguineos.

Despues de utilizar sus receptores o sus ligandos para establecer una
adhesion a la superficie de las células endoteliales y gracias a los movimientos de
su citoesqueleto, el leucocito inicia su migracion entre las células del endotelio y

en direccion al exterior del vaso sanguineo, en proceso denominado diapedesis.

Una vez que salen fuera del capilar, las células sanguineas entran en
contacto con las proteinas filamentosas de la matriz extracelular. Los leucocitos
se mueven por quimiotaxis entre las proteinas del tejido intersticial y se dirigen
hacia el sitio donde esta localizado el proceso inflamatorio, es decir hacia donde
se genera la mayor cantidad de los factores quimiotacticos . Al llegar al sitio del
dafo tisular, los leucocitos fagocitan el material extrafio o los restos de las células
muertas y forman los fagosomas, pequefas vesiculas citoplasmicas en las cuales

1~
a 05

queda encerrado el material que ha sido endocitado. Inmediatamente,
fagosomas se acercan ofras vesiculas citoplasmicas, llamadas lisosomas, que se
encuentran llenas de enzimas digestivas. Al unirse un fagosma con varios

lisosomas se forma una vesicula mas grande que se conoce como fagolisosoma.
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En el microambiente acido y lleno de agentes oxidantes de los fagolisosomas van
a ocurrir dos eventos. Primero, (i) la muerte de cualquier microorganismo
fagocitado y después, (ii) la digestion del material bioldgico como los restos de

bacterias o de células muertas, mediante la accion de las enzimas proteoliticas.

De este modo los neutréfilos "limpian” la zona inflamada al eliminar los
restos de tejido danado o los microorganismos potencialmente perjudiciales que
han invadido el cuerpo (en el caso de que la inflamacion sea una consecuencia de
una infeccién). Ademas, ellos liberan al exterior varios mediadores solubles que
contribuyen al reciutamiento de mas células, como los macréfagos, que se activan
y se aproximan al sitio de la lesién 5 6 6 horas después de haber comenzado la

inflamacién aguda.

Los macréfagos representan una nueva poblacion celular que se agrega, un
poco mas tardiamente, al foco inflamatorio inicial y que contribuye a aumentar la
intensidad de la respuesta, ya que tanto su capacidad fagocitica, como su
capacidad para liberar mediadores solubles (NO, PGs y radicales libres) y
citocinas pro-inflamatorias (IL-1, IL-6 y TNFa) es superior a la de los neutrdfilos

que se extravasaron antes que ellos.

La citocina pro-inflamatoria IL-1 aumentan la expresion de moléculas de
adhesion intercelular en la superficie de la membrana de las células del endotelio
de los vasos sanguineos, mientras que el TNF-a contribuye a incrementar la
permeabilidad capilar. De este modo, aumenta el nimero de leucocitos, linfocitos
y monocitos que pueden salir de los vasos sanguineos y migrar hacia la matriz
extracelular. Todos ellos son atraidos quimiotacticamente al sitio donde ha
ocurrido el dafno tisular. La extravasacién de estas células y su contacto con el
tejido dafnado o con los antigenos extrafios promueve otra clase de eventos, come
la presentacién de los epitopes de los antigenos, su reconocimiento por los
linfocitos (que también se han salido de los vasos sanguineos) y el inicio de una

respuesta inmune que puede ser predominantemente celular o humoral.
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Tabla |I. Lista de las principales sustancias solubles con actividad pro-

inflamatorias (2).

1. Componentes y subcomponentes del sistema complemento

2. Sistema de cininas

3. Factores de la coagulacion (XII)

4. PGE2, leucotrienos, tromboxanos, PAF,

5. Quimocinas

6. Histamina, serotonina, péptido intestinal vasoactivo,

7. Oxido nitrico,

8. Especies reactivas de oxigeno

9. Factores necrosantes de tumores
10. Interleucinas 1, 6, 8, 12 y18

11. Interferén gamma

12. Factores estimulantes de colonias

Los mediadores solubles de la lista anterior participan en el inicio, el
desarrollo y la resolucion de la respuesta inflamatoria. En un capitulo siguiente se
van a revisar brevemente las principales caracteristicas y actividades bioldgicas de

algunos miembros de este ultimo conjunto de factores.

Las manifestaciones sistémicas. Aunque la respuesta inflamatoria aguda

estd localizada, generalmente se acompafa de una serie de manifestaciones
sistémicas, provocadas por la expansion de las sefiales o por los mediadores que
se liberan en el sitio de la lesidn inicial, pasan a la sangre y actian a distancia.
Entre estas manifestaciones sistémicas se pueden mencionar las que dependen
de la estimulacién del sistema neivioso (induccidn de fiebre, taquicardia, etc.), del
tejido hematopoyético de la médula (leucocitosis) y del sistema endécrino (el
aumente en la sintesis de las hormonas anti-inflamatorias ACTH e hidrocortisona),
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asi como los cambios que ocurren en la sintesis una variedad de proteinas en el

higado (proteinas de fase aguda).

Cada vez que alguna de las citocinas pro-inflamatorios (TNF a, IL-1 e IL-6
principalmente) estimulan e! eje hipotalamico-hipofisario-adrenal (HHA), se inicia

una reaccion sistémica de alarma y de reparacion (anti-inflamatoria) que se

)

. 14 . -
conoce como respuesta de estrés U4 Enese momento, también entran en juego

otros mecanismos de proteccion como (i) la movilizacién del zinc que se encuentra

- . . ¢ 1
libre en la sangre hacia el citoplasma de las células (15)

(16)

y (i) el aumento en la

17)

sintesis de los antioxidantes y de proteinas de choque térmico (HSP) (

Algunas de estas ultimas actuan como "chaperonas", facilitando el transporte
intracelular de las proteinas recién sintetizadas (por la estimulacion de las

citocinas pro-inflamatorias) y su liberacion al exterior.

La respuesta sistémica, que sigue a la reaccion inflamatoria aguda, es el
resultado de la actividad paracrina de las principales citocinas pro-inflamatorias
que se liberan a la sangre y circulan por todo el cuerpo“a). Aunque en el siguiente
capitulo se describen estos efectos, se puede adelantar que algunas de ellas (IL-1
e IL-B6, por ejemplo) actuan sobre el hipotalamo, los vasos sanguineos, el tejido
hematopoyético de la médula, las céiulas hepaticas y varios tejidos mas 2
Asimismo, otras citocinas, el TNFa por ejemplo, son inductoras de apoptosis y
'p‘r;Jvocan la muerte de las células que se encuentran cercanas a sus sitios de

produccién (32)

La respuesta inflamatoria crénica. Cuando el proceso inflamatorio no

cede, entonces se puede decir que la respuesta inflamatoria se ha vuelto cronica.
Como su nombre lo indica, la respuesta inflamatoria cronica es la gue permanece
activa mas alla de la duracién de una respuesta inflamatoria aguda. Se produce
como una consecuencia de que no se completa la destruccion o la eliminaciéon del

agente danino o como resultado de multiples eventos agudos que se presentan en




una forma sucesiva en el mismo sitio de la inflamacién '?. También se la
considera como un resultado de la activacion constante del sistema inmunolégico,
causada por la presencia persistente de un antigeno que no puede ser degradado
enzimaticamente o que penetra al cuerpo en una forma continua. Las alergias (a
causa de una exposicion permanente a un alergeno), las enfermedades
autoinmunes, la presencia de células cancerosas, l0s transplantes, las infecciones
por ciertos microorganismos de localizacion intracelular y las quemaduras entre

otros factores, pueden iniciar una respuesta inflamatoria crénica.

Una de las consecuencias mas frecuentes de la inflamacién crénica es la
formacidn de un absceso, que tiene un area central de células muertas
(principalmente neutrofilos) alrededor de la cual se acumulan los macréfagos y los
linfocitos. Si la inflamacion se prolonga mas aun, entonces los monocitos que
inicialmente acudieron a controtar el dafo tisular comienzan a presentar cambios
y, paulatinamente, aumentan de tamano, incrementan su metabolismo, su
capacidad fagocitica, la produccién y liberacién al exterior de mas citocinas pro-

inflamatorias, asi como de radicales libres (20 A g larga, toda esta actividad

puede conducir a la formacidn de un granuloma, gue va aumentando poco a poco
de tamafo a medida que otras células continlan llegando al sitio de la lesion a

traves de los vasos sanguineos que mantienen su permeabilidad aumentada (1.2)

Una vez formados, en el centro de los granulomas se puede observar ia
presencia de material caseoso, que resulta de la digestion enzimatica de los restos
del tejido dafado y de los leucocitos polimorfonucleares (PMN) que han muerto.
Alrededor se acumulan células gigantes multinucleadas (células de Lanhans),
producidas por la fusion de los macréfagos con células epitelicides, segun unos
autores o fusion de macrofagos, segun otros. A su vez, todas ellas estan
circundadas por una envoltura de tejido conectivo, conformado por la matriz

extracelular que producen los fibroblastos que rodean el granuloma.
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Tanto los linfocitos T sensibilizados como los macréfagos activados tienen
una participacion importante en la formacidon del granuloma y en su

mantenimiento, particularmente a través de los mediadores solubles INF-y y TNF-

21 N , . . s
a®" Ambas citocinas incrementan Ia expresion de moléculas de adhesion

celular, E-selectinas, de los productos del complejo principal de
histocompatibilidad (MHC) clase | y de los sitios por fos que los leucocitos pueden
pasar hacia el exterior de los capilares. Por otra parte, la produccién del factor
que inhibe la migracion de los macréfagos (MIF) también contribuye a retener esos
fagocitos mononuclares alrededor del sitioc donde los linfocitos reconocen
antigenos. Existen varias condiciones que predisponen a la formacion del
granuloma como son las infecciones por bacterias que se localizan
intracelularmente  (principalmente  Mycobacterium tuberculosis y Listeria

monocytogenes ) o la acumulacion de compuestos inorganicos (beriliosis).

Los estudios mas recientes revelan que, en los procesos inflamatorios
crénicos, el factor de transcripcidn NF-«xB tiene una participacion muy importante,
cuya activacion esta asociada con la presencia de endotoxinas, citocinas, virus y
oxidantes. El aumento citopldsmico de este factor de transcripcién facilita la
expresion de las moléculas de adhesién como las E-selectinas y de una gran
cantidad de citocinas pro-inflamatorias y quimotacticas -que actuan como
mediadores de las respuestas inflamatorias cronicas. Por el contrario, el aumento
en la produccion de glucocorticoides (GC) incrementa la sintesis del inhibidor de!
NF-«xB, disminuyendo las cantidades libres de este factor transcripcional,

gjerciendo de este modo un efecto anti-inflamatorio @)

Se puede hacer una lista muy larga con las principales enfermedades que
evolucionan asociadas a reacciones inflamatorias crénicas. Las inflamaciones
cronicas son responsables del daio tisular que se observa en ciertos tipos de
cancer y en numerosas enfermedades primarias de evolucion prolongada, donde
las enzimas hidroliticas, las citocinas pro-inflamatorias, las especies reactivas de

oxigeno y los intermediarios del nitrégeno producidos por los macrofagos

19




contribuyen para ir deteriorando progresivamente el cuerpo del paciente. La
inflamacién crénica también se presenta en el curso de algunas enfermedades
invalidantes (como la ariritis reumatoide), de las enfermedades degenerativas del
sistema nervioso (como la enfermedad de Alzheimer) o en las enfermedades
autoinmunes [como el lupus eritematoso sistémico (LES)]. En éstas ditimas, los
antigenos propios son los que activan permanentemente a los linfocitos Th1 v,
como consecuencia de la accion de sus interleucinas, se activan los macréfagos y
la respuesta inflamatoria se mantiene actuando de manera constante. No
obstante sus funciones de proteccion, los efectos sistémicos que tienen todas
estas respuestas inflamatorias que no ceden y que se prolongan, a la larga son los
responsables de que se vaya deteriorando o "desgastando" progresivamente la

condicion fisica de los pacientes (23)

En numerosas enfermedades inflamatorias crénicas se ha observado que
alrededor de las lesiones, en los capilares, aparecen "células endoteliales
plumadas", parecidas a las células endoteliales altas de las vénulas post-capilares
(HEV) () Estas células aumentan la expresion, sobre su membrana, de las
moléculas de adhesidn intercelular de |la familia semejante a mucina GlyCAM-1,
MAJCAM-1 y CD34, que poseen normalmente las HEV ™ Tanto las HEV como
las células endoteliales plumadas parecen tener una importancia critica en la
salida de los leucocitos fuera de los vasos sanguineos que existen alrededor del

foco inflamatorio.

Tak y colaboradores 4 han propuesto que el estres oxidativo causado por
especies reactivas de oxigeno (ROS) o de nitrogeno (RNS), que se liberan
continuamente en los tejidos inflamados, puede modificar el curso de las
enfermedades, ya que ambos tipos de moléculas generan mutaciones en el gene
de ia proteina p53. Esta proteina es importante por su participacién en el control
de la apoptosis. La mutacién de su gene reduce las posibilidades de que el
proceso inflamatorio se resuelva mediante la apoptosis de las células que estan

dafiadas o malignizadas. Ademds de los radicales libres, otra de las causas que
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pueden contribuir al desarrollo de la inflamacién cronica es la actividad

antiapoptética recién descubierta de INF-a e INF-B, lo cual puede prolongar la vida

de los linfocitos de memoria, como lo han mencionado Akbar et al (29),

La resolucién de la_respuesta inflamatoria. E! final de fa respuesta

inflamatoria implica la desaparicién ¢ neutralizacion del agente que la provocd o el
control de los mediadores liberados en el sitio de la reaccion. La eliminacion del
agente irritante y la reparacion del tejido lesionado son los principales objetivos de
la respuesta inflamatoria y, por lo general, éstos se pueden lograr rapidamente a
través de la accién conjunta de las células inflamatorias y de sus mediadores
solubles. Una vez eliminado el agente irritante, por lo general sucede una etapa
de reparacion, caracterizada por la aparicidn de tejido nuevo y restauracion de las
funciones perdidas.

Todos estos eventos estan coordinados por la accion de macréfagos,
fibroblastos, células cebadas, queratinocitos, células endoteliales y plaquetas que
producen factor de crecimiento epidérmico (EGF), factor de crecimiento de
queratinocitos (CGF), factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF) y factor
de crecimiento de fibroblastos (FGF), asi como los factores transformantes del

crecimiento alpha y beta (TGFa y TGFB).

El control de la respuesta inflamatoria ha sido una inquietud constante de la
medicina, tanto por la frecuencia de este tipo de reacciones como por la
heterogeneidad de los factores involucrados. Existe una gran variedad de
sustancias anti-inflamatorias "naturales" que el cuerpo produce en el curso de la
respuesta inflamatoria, para evitar el dano excesivo e innecesario del tejido que
circunda al drea lesionada. Entre ellos se encuentran ios glucocorticoides
corticosterona, cortisona, hidrocortisona, que son producidos por las giandulas
suprarrenales. En los parrafos anteriores también se han mencionado los
antioxidantes como la superéxido dismutasa, las metalotioneinas y, ademas, las

proteinas de choque térmico (HSP).
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Otras sustancias “naturales" que modulan la inflamacién son las
prostaglandinas y el TGFBIl, que inhiben la produccidon de citocinas pro-
inflamatorias y la adhesion de los leucocitos. La IL-4 disminuye la sintesis de IL-6
y la produccion del ién superdxido en los neutréfilos, la IL-10 inhibe la produccion
de citocinas pro-inflamatorias y la presentacion de antigenos mediada por
macréfagos. Finalmente, la IL-13 inhibe la activacién de los macréfagos vy la

liberacién de citocinas pro-inflamatorias (32)

Tratamiento de la inflamacién. Cuando la inflamacion no se resuelve

rapidamente en una forma natural o cuando resulta dolorosa, limitante ©
prolongada, entonces hace falta la administracion de farmacos para controlar la
expresion de sus principales signos y/o reducirla. Naturalmente, el tratamiento de

la inflamacion implica necesariamente el tratamiento simultaneo de sus causas.

Entre las estrategias terapéuticas que se han utilizado clasicamente en la
terapia anti-inflamatoria estan la eliminacién del agente irritante, la aplicacién local
de calor y la administracion de diversos productos que tienen una actividad anti-
inflamatoria. A continuacion, se mencionan brevemente las principales
caracteristicas de tos anti-inflamatorios de uso mas comtin.

En primer lugar se debe colocar a la cortisona y a los corticoesteroides
sintéticos como la prednisolona, la prednisona, la dexametasona, la
metilprednisolona y varios mas. Todos ellos han contribuido espectacularmente al
tratamiento de las manifestaciones mas indeseables de l|as reacciones
inflamatorias. Los esteroides son potentes anti-inflamatorios porque disminuyen la
produccion de multiples factores que son criticos en el establecimiento de la

respuesta inflamatoria, tales como INF-y, GM-CSF, IL-1, IL-2, IL-3, IL-6 y TNF-«
(22)

A un lado de los esteroides estan la fenilbutazona y la indometacina, que
son anti-inflamatorios no esteroides, que inhiben ia liberacion de la
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(28)

deshidrogenasa lactica (LDH) y la fosfatasa acida en las plaquetas ', asi como

la formacién de la ciclooxigenasa (COX), que participa en la sintesis de las
prostaglandinas. Actualmente existen en el mercado muchos otros medicamentos
anti-inflamatorios, tales como la ciclosporina o la colchicina, que tienen diferentes
mecanismos de accion. Algunos de ellos se utilizan en el tratamiento de la artritis.

Casi todos ellos reducen la produccion de citocinas pro-inflamatorias.

Ninguno de estos productos esta exento de efectos indeseables colaterales.
Asi por ejemplo, los esteroides anti-inflamatorios pueden inducir la lisis por
apoptosis de los linfocitos mas inmaduros, cambiar el patrén de su recirculacion y
provocar un compromiso de la inmunidad, aumentando la susceptibilidad ante las
infecciones. También se sabe que disminuyen la fagocitosis y la capacidad para
matar microorganismos que tienen los macréfagos y los neutréfilos. Por otra
parte, ellos también reducen significativamente la expresion de las moléculas MHC
clase Il, necesarias para la presentacion de un mayor numero de moléculas
antigénicas y, también deprimen la sintesis de IL-1 que hace falta para estimular
los linfocitos. Otras actividades inconvenientes de los esteroides anti-inflamatorios
son la reduccidn de la quimiotaxis y la estabilizacion de la membrana lisosomal,
con lo que se produce una menor liberacidn de enzimas lisosomales en el sitio de
la inflamacién, ademas de que se reduce la fibrosis. Los glucocorticoides también
inhiben la activacién de los genes necesarios para la activaciéon de la célula T al
aumentar la transcripcién del inhibidor del factor NF-xB (I-xB), cuando se une a los
elementos sensibles a glucocorticoides que poseen los genes de muchas
citocinas, por ejemplo (L-6) o al reducir la actividad de enzimas que destruyen las
articulaciones (colagenasa y estromelisina), o cuando se unen a proteinas
trascripcionales, regulatorias (Fos y Jun), componentes de la proteina activadora 1
(AP-1),

Los principios activos de los anti-inflamatorios no esteroides (NSAID) como

la indometacina, que se utilizan ampliamente en el tratamiento de la inflamacién

crénica o aguda, tampoco estan completamente exentos de complicaciones 2N,



En los ultimos afios, algunos autores han propuesto varias alternativas para
el control de las reacciones inflamatorias. Una de ellas es ejercer un control de la
apoptosis 0 muerte celular programada, que generalmente esta inducida por el
aumento en la produccion del TNFa, la IL-10, los oxidantes y los icosanoides. Sin
embargo, la administracién de anticuerpos monoclonales (mAb) anti TNFa no ha
dejado los resultados que se esperaban. Un control similar de los neutréfilos PMN
ha sido otra manera en la que se ha intentado regular la inflamacién. Otro blanco
de accion de alguncs tratamientos anti-inflamatorios hoy en dia es utilizar al
agonista soluble del receptor para la IL-1 como un agente que reduce la actividad
de la IL-1. Mas recientemente se ha propuesto controlar el desarrollo de las
regiones de vasculatura que tienen un endotelio parecido al HEV, donde el INFy y

el TNFa participan activamente en la estimulacion de estas células.

Otras opciones que se estan probando para el control de la respuesta
inflamatoria involucran el uso de anticuerpos que bloquean la extravasacion de los
leucocitos. Los anticuerpos dirigidos contra las moléculas de adhesién intercelular
o sus receptores como el ICAM-1 y el LFA-1 respectivamente, han tenido algo de
éxito en la prevencion de la necrosis tisular asociada a quemaduras y al reducir la
probabilidad de rechazo en los injertos de rifidon, en modelos animales. En lo que
respecta a los humanos, una combinacién de ambos anticuerpos se ha usado en
pruebas clinicas, en caso de transplante de riion. La administracién de
inhibidores sintéticos de las enzimas del sistema complemento también resulta de

utilidad en algunas respuestas inflamatorias que no dependen de infecciones @)

O’Nell y Dinarello, en el 2000 28) han propuesto que la respuesta
inflamatoria podria controlarse si se bloquea un dominio que comparten diferentes
receptores de la superfamilia del receptor para IL-1/Toll. Los miembros de esta
superfamilia de proteinas activan ias senales intracelulares que promueven la

respuesta del huésped a la infeccidn y al dafio tisular.
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Otra opcidon que se ha considerado para controlar la aparicién o el
desarrollo de las enfermedades inflamatorias es el bloqueo de la activacion del
factor de transcripcion NFkB/Rel. Esta familia de proteinas citoplasmicas esta
formada por 5 miembros : NFkB1 (p50/P105), NFxB2 (p52/p100), p65(RelA), RelB
y c-Rel, que regulan la expresién de diversos genes involucrados en procesos

apoptoticos, inflamatorios e inmunoldgicos %) " Los miembros de esta familia

inducen la sintesis de citocinas como IL-1, IL-2, IL-6, IL-12, TNF «, LT «, LT B,
GM-CSF, moléculas de adhesidon como ELAM, proteinas de fase aguda como la
proteina amiliode A del suero (SAA), enzimas inducibles como la sintasa inducible
del 6xido nitrico (iINOS) y la ciclooxigenasa-2 (COX-2), asi como de moléculas del

complejo principal de histocompatibilidad, importantes en la presentacién de

antigenos y la lisis por linfocitos T citotdxicos.

Ya sea en forma de homodimeros o como heterodimeros, estas proteinas
se activan de manera especifica en respuesta a un estimulo particular y pueden
actuar en combinacién con el factor transcripcional AP-1. Debido a que el NFkB
se encuentra altamente activado en numerosas enfermedades inflamatorias
cronicas (artritis, aterosclerosis, asma, etc.), se ha propuesto que su activacion
sea controlada mediante la inhibicion de la actividad de la IKK-8, con

oligonucledtidos seriuelo, inhibidores del NFkB, u oligonucleédtidos antisentido para
p6s5 0

Cabe sefnalar que la respuesta inflamatoria es un mecanismo de proteccién
para el organismo de los vertebrados y no es recomendable evitarla o suprimiria
en casos de infecciones. Sin embargo, se debe tener en cuenta que la respuesta
inflamatoria de proteccion también puede causar dafc cuando es exagerada o
cuando se prolonga demasiado tiempo.

En los ultimos anos, la busqueda de alternativas terapéuticas ha estimulado
el uso de varios productos naturales que, en algunos paises, se han venido

utilizando empiricamente desde hace mucho tiempo como parte de lo que se



acostumbra llamar la “medicina tradicional”. Algunas de estas sustancias, como
por ejemplo la sabila contienen esteroides, mientras otras poseen sesquiterpenos,
antioxidantes, alcaloides y varias sustancias mas que explican, al menos, una
parte de sus efectos anti-inflamatorios cuando el producto crudo o sus extractos se
aplican de una manera local o se administran por via oral. Pero, en otros casos se
desconocen casi completamente los mecanismos responsables del supuesto
efecto anti-inflamatorio de algunos de estos productos alternativos. Tal es el caso
del veneno de abejas que, no obstante sus componentes fundamentalmente pro-
inflamatorios, se utiliza empiricamente para el tratamiento de algunas
enfermedades como la artritis, que estan caracterizadas por evolucionar con

manifestaciones inflamatorias cronicas.

Varios estudios clinicos y de laboratorio sugieren que la administracién del
veneno de |as abejas en personas y animales puede modificar la reactividad del
sistema inmune e influir sobre la expresion de las respuestas inflamatorias que
provocan sus mediadores. Algunos de estos resultados " muestran por ejemplo
como [a apiterapia de las personas alérgicas puede cambiar el perfil de Ilas
citocinas predominantes en la respuesta del sistema inmune, desde una tipo-Th2,
que facilita las respuestas de hipersensibilidad, a otra tipo-Th1 mas relacionada

con la eliminacion de los antigenos que han penetrado al cuerpo.
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ii). LAS CITOCINAS PRO-INFLAMATORIAS

Generalidades sobre las citocinas. Se denomina "citocinas" a un grupo

de proteinas de bajo peso molecular que actian como mensajeros porque
comunican las células del sistema inmune con las demas células de la sangre, de
los vasos sanguineos y de los sistemas nervioso y endocrino. Estos mensajeros
inter-celulares regulan la intensidad y la duracion de la respuesta del sistema
inmune y, ademas, participan activamente en la induccion y el control de las
reacciones inflamatorias que dependen de las respuestas inmunes humorales y/o
celulares.

Por lo general, las citocinas sélo se producen durante un corto fapso (horas
o dias) después de la activacion de alguna célula en particular. La mayoria de
ellas sélo actua';obre células vecinas o sobre si mismas, en una forma paracrina
o autocrina. Pero algunas citocinas pasan a la circulacién y pueden actuar a
distancia scbre células que estan alejadas. Es frecuente que una sola citocina
pueda ejercer simultdneamente varias actividades biolégicas, lo cual va a
depender en una buena parte de las subpoblaciones de células que expresen

receptores especificos para ellas.

Las citocinas se pueden clasificar en diferentes familias seglin sus
funciones ©®? y de todas ellas, las mas importantes son (i) las interleucinas (IL), (ii)
los factores necrosantes de tumores (TNF), (iii) los interferones, (iv) las
quimocinas (que ya fueron mencionadas en el capitulo anterior) y (v) los factores
transformadores del crecimiento (TGF). Los miembros de estas cinco familias de
citocinas participan activamente en las reacciones inflamatorias. Las citocinas
mas importantes las producen principalmente los macréfagos y los linfocitos TH.
Estas ultimas células producen una amplia variedad de interleucinas diferentes v
segun las clases de interleucinas que produzcan, los linfocitos TH han sido
clasificados en dos grandes grupos, los TH1 y los TH2. Por esa razon, las
interleucinas de uno y otro grupo han sido denominadas intefleucinas de tipo-TH1
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y de tipo-TH2. Las dos clases de interleucinas tienen relacién con la respuesta
inflamatoria.

Respuestas inmunes tipo-TH1/TH2. La interleucina 1L-2 y el IFN-y son

citocinas producidas principalmente por los linfocitos TH1, cuando éstos han sido
estimulados por las interleucinas IL-6, IL-12 e IL-18, que generalmente son
sintetizadas por los macrdfagos y las células dendriticas. En cambio, las
interleucinas de tipo-TH2 (IL4, IL-5, IL6, IL-10 e IL-13) son producidas
principalmente por los linfocitos TH2, las células NK, los mastocitos, los baséfilos y
los eosindfilos, como una respuesta a la estimulacién por la IL-4 que sintetizan ias
mismas células TH2. Entre esos dos conjuntos de citocinas existe un delicado
balance ®® tanto en condiciones normales como en el curso de las
enfermedades.

Las respuestas de interleucinas del tipo-TH1 promueven la activacion de
células citotéxicas como los linfocitos T citotéxicos (CTL) y la fagocitosis por los
macréfagos.  Esta clase de respuesta resulta un mecanismo defensivo muy
eficiente al comienzo de las infecciones. En cambio, las respuestas de
interteucinas del tipo-TH2 promueven la estimulacion de los linfocitos B, la
produccion de anticuerpos {Abs) y la descarga de los productos de las células
cebadas y los eosindfilos, bien sea a través de las IgE unidas a sus receptores de
membrana o a través de los fragmentos (C3a principalmente) que derivan de la
activacion del sistema complemento. Este otro tipo de respuesta puede facilitar la
aparicion de reacciones de hipersensibilidad y fenémenos autoinmunes. Sin
embargo, tanto unas como otras interleucinas paricipan en las reacciones
inflamatorias. En general, ia IL-10 de las células TH2 reduce la produccion de fas
interleucinas tipo-TH1, mientras el INF-y de las células TH1 reduce la produccién

de las interleucinas del tipo-TH2 @,

Como se puede observar, las citocinas son muy importantes porque pueden

estimular o inhibir las funciones de las principales células que participan en las
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respuestas inflamatorias. En una tabla que se presenta a continuacion se
enumeran las principales citocinas pro-inflamatorias, denominadas asi porque
participan en la induccién de la respuesta inflamatoria. El sistema inmune
interviene en la modulacién de la respuesta inflamatoria desde el momento que,
en algunos casos, la eliminacion de los antigenos extrafios parece estar
asegurada cuando predomina la produccion de las interleucinas tipo-TH1 que
estimulan las células promotoras de las respuestas pro-inflamatorias, mientras que
en otros casos, al prolongarse la estimulacion antigénica, son las citocinas del tipo
THZ2 las que promueven el regreso a la homeostasis. La respuesta del sistema
inmune, que a veces resulta predominantemente del tipo TH1 y en otros casos
predominantemente del tipo TH2, se encuentra modulada por las mismas citocinas
de una y ofra poblacidn de células, aunque también los neurotransmisores del
sistema nervioso y las hormonas del sistema endocrino ejercen una actividad

inmunomoduladora muy importante.

Las citocinas pro-inflamatorias promueven la liberacion de los mediadores
que hacen falta para eliminar cualquier material extrafio o para reparar las lesiones
de los tejidos.

Tabla lll. Principales citocinas pro-inflamatorias (1'2)_

[y

Familia de los Factores Necrosantes de Tumores (TNF)
- ligandos (TNFa, LTa., FasL)
- receptores (TNF-RI, TNF-RII, TRAF1, TRAF2)

2. Familia de las Interleucinas-1 (IL-1)
- IL-1 (IL-lo, IL-1B)
- antagoriista del receptor de [L-1 (IL-1Ra)

3. Familia de las Quimocinas

4. Familia de los Factores Transformadores del Crecimiento (TGFpB)

S. Otras Interleucinas (IL-6, [L-12, [L-16, IL-17, IL-18, [L.-23)
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Las citocinas pro-inflamatorias son moiéculas vitales para la defensa del
cuerpo de los vertebrados, pero cuando se producen en exceso o durante un
lapso prolongado pueden causar efectos deletéreos. Todas ellas forman varias

familias que tienen algunas caracteristicas comunes.

A un lado de todos estos mediadores del sistema inmune, algunos autores
han afadido la familia de las sustancias pro-inflamatorias derivadas del acido
araquiddénico como las prostaglandinas (PGs) y los factores inhibidores de la
migracion de los macrofagos (MIF). Esta lista no es definitiva. El numero de
células y moléculas que intervienen en la respuesta inflamatoria continda en
expansion. A continuacién, se describen muy brevemente las caracteristicas y
actividades bioldgicas mas importantes de las principales citocinas pro-

inflamatorias (1'2‘32).

La familia de los TNF. Uno de los principales grupos de citocinas pro-

inflamatorias se conoce como la familia de los factores necrosantes de tumores
(TNF). Estas citocinas han sido las mas estudiadas y reunen hasta ahora
aproximadamente 13 pares de unidades ligando-receptor. Algunos de esos
ligandos solubles participan muy activamente en la induccion de una respuesta
inflamatoria, pero también existen otros que inducen la proliferacién celular y la
diferenciacion de los linfocitos. Segun la clase de receptor al que se unan, los
miembros de la familia del TNF participan en la modulacion de la respuesta del
sistema inmune, en el mantenimiento de la viabilidad celular o en la eliminacion de
células dafadas o trasformadas ©®¥. Tres receptores de esta familia (TNF-RI,
Fas/Apo1 y NGF) poseen el "dominio muerte" (*death domain” o DD) con el que se
inician las senales intracitoplasmaticas para que los ligandos de ese receptor (el
TNF o el L-Fas, por ejemplo) puedan inducir la apoptosis de la célula que tiene el

receptor @)

La induccién de la apoptosis es una de las principales actividades

biolagicas del TNF. El DD consiste en una secuencia de 12 aminoacidos situados
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en la porcién citoplasmética del receptor, a la cual se pueden unir otras moléculas
del citoplasma que se encargan de activar las proteasas responsables del inicio de
la apoptosis.

El TNF es el miembro prototipo de esta familia de citocinas. Fue
identificado inicialmente por su capacidad para matar las células tumorales in vitro
Y por causar necrosis hemorragica en los tumores transplantados a los ratones.
Los estudios siguientes demostraron que el TNF era ademas uno de los
principales mediadores de las reacciones inflamatorias, de la caquexia y del
choque endotoxico. Sin embargo, hasta ahora han sido negativos todos los
intentos realizados para utilizar sus efectos en el control del cancer, a causa de su
elevada toxicidad, tanto en los animales como en las personas.

Tabla IV. Lista de las principales actividades biolégicas de! TNF 2,

1. Induce la muerte celular programada (apoptosis})

N

Induce la expresidén de moléculas de adhesidén en el endotelio de los
vasos

Aumenta la sintesis de iINOS y la formacion de dxido nitrico

Aumenta la sintesis de los factores de la coagulacion

Estimula linfocitos Ty B

Estimula la produccion de anticuerpos

Estimula hipotalamo : fiebre, anorexia y suefio

Aumenta la sintesis de proteinas de fase aguda

© o N o 0O Al W

Suprime la lipoproteina lipasa en los adipocitos y contribuye a la

caquexia

10. Aumenta la produccién de citocinas pro-inflamatorias

El TNF y los demas ligandos de esta familia son sintetizados como
proteinas transmembranales de tipo-ll. Estos ligandos son generalmente
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liberados de la parte mas externa de la membrana mediante la accion de la
enzima convertidora del TNF (TACE) que hidroliza la proteina y deja libre al
ligando. La Unica excepcion es la linfotoxina-o que es secretada directamente
fuera de la célula. Una vez que han quedado libres, los ligandos de la familia del
TNF forman homo-trimeros solubles.

El TNF expresa sus multiples actividades bioldgicas mediante su union a
dos clases diferentes de receptores, conocidos como TNF-R! y TNF-RIl. Pero
como en la familia existen varios ligandos mas, actualmente se ha ampliado el
numero de los receptores y se conocen por lo menos 20 receptores diferentes
para los distintos ligandos de la familia del TNF. Algunos de esos receptores son
simples “sefiuelos”, es decir no generan ninguna sefial ni inducen ninguna
actividad después de unirse a su correspondiente ligando. ElI TNF-RIy el Fas son
los receptores mas importantes porque se encuentran sobre la superficie de la
membrana de casi todas las células del cuerpo, mientras que el TNF-RIl se
expresa solamente en las células del sistema inmune, lo cual limita hacia ellas sus
actividades biologicas. El L-Fas es el ligando del receptor Fas. Este ligando sélo
se encuentra sobre la membrana de los linfocitos T citotoxicos, mientras que su
receptor Fas, que tiene el dominio DD en su porcion citopidsmica, se encuentra

presente en casi todas las células del cuerpo.

La interaccion de los ligandos de la familia TNF con sus respectivos
receptores se puede traducir en una larga serie de actividades biologicas.
Algunas de ellas se presentaron en la Tabla IV. De todos esos efectos, los mas
conocidos son los que relacionan al TNF con las reacciones inflamatorias, a causa
de su participacion en el aumento de ia permeabilidad capilar y la elevacion de la
produccidn de citocinas pro-inflamatorias, éxido nitrico y proteinas de fase aguda.
La induccion de la apeptosis se puede coiisiderar un mecanismo que atenda las
reacciones inflamatorias, las cuales serian mucho mas intensas en los casos de

necrosis celular. A continuacion se describen brevemente las interacciones
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moleculares que se requieren para que una célula active sus mecanismos de
muerte programada.

Para que se inicie la apoptosis mediada por el TNF se necesita primero que
algunos ligandos de esta familia se unan a sus receptores y que, a continuacion,
éstos interaccionen con varias proteinas citoplasmicas que tienen regiones
homodlogas al dominio muerte (DD) que se expresa en los receptores. Una de
esas proteinas citoplasmicas es el TRADD (proteina con el dominio muerte
asociado al TNF-RI) que interacciona con el TNF-RI y otra es el FADD (proteina
con el dominio muerte asociado al receptor Fas) que interacciona con el receptor
Fas. Las proteinas intracitoplasmicas DD actian como adaptadores después de
combinarse con la regién DD del receptor. El TRADD por ejemplo, recluta a su
alrededor a una serie de proteinas que son estructural y funcionalmente diferentes
pero que tienen regiones homoélogas al DD, de modo que forman varias uniones
diméricas que estan relacionadas con la induccion de la apoptosis o muerte celular
programada, pero también con la activacién del factor de transcripcion NF-xB que
es una molécula anti-apoptotica. Ademas, existen otras proteinas (SODD) que
son silenciadores de los dominios de muerte porque se pueden unir a ellos pero
para impedir que se genere la induccién de una sefial a favor de la apoptosis. Ei
NF-kB también tiene su receptor (conocido como RANK o TRANCE) que ha sido

incluido en la familia de los TNF-R.

Cuando las proteinas intracitoplasmaticas TRADD o FADD se unen a otras
que tienen regiones homoélogas al dominio muerte, el resultado puede ser una
sefial para la induccion de la apoptosis (FADD) o para la activacion del factor de
transcripcion NF«xB (TRADD) que tiene una actividad anti-apoptética ®®. En el
primer caso, las proteinas con el dominio DD reclutan a la caspasa-8 para que se
una al compleje formade alrededor de ia porcidn intracitopiasmica del receptor y
enseguida se activan los siguientes componentes de la cascada de las caspasas
hasta que se produce la apoptosis. Pero, ya se mencion6 que algunas otras

moléculas pueden participar como inhibidores de la apoptosis. Es posible que



existan rutas de activacion de las caspasas que sean antagonicas con la ruta que
induce la apoptosis porque inducen la activaciéon del NF-kB. Se cree que del
mismo receptor pueden salir sefiales antagbnicas que representan mecanismos
de retroalimentacion negativa. Recientemente, se han.identiﬁcado sefiuelos para
ambos tipos de receptores del TNF y de la proteina FADD, con lo que la
transduccion de sefales inductoras de apoptosis pueden inhibirse.

Asi como los mecanismos oxidantes estan modulados por los mecanismos
anti-oxidantes, las citocinas pro-inflamatorias estan moduiadas por las citocinas
anti-inflamatorias. El mismo balance que tiende a una homeostasis también se
encuentra dentro de la familia de los factores necrosantes de tumores que,
simultaneamente, envian unas senales para inducir la apoptosis y otras para
inhibirla.

Varios receptores mas y sus correspondientes ligandos han sido incluidos
en la familia del TNF. Uno de ellos es el TRAIL (ligando inductor de apoptosis
relacionado al TNF), que es una proteina DD intracitoplasmatica que actia como
adaptadora, uniéndose a la porcién citoplasmatica de sus correspondientes
receptores (llamados TRAIL-R) ®”. El TRAIL es muy importante porque, al unirse
a su receptor, puede inducir la apoptosis de varias lineas celulares cancerosas,
pero no de las células normales. Sin embargo, el TRAIL se expresa en casi todas
las células, lo cual permite sugerir que la molécula no es tdxica para las celulas
normales. Sus receptores tienen el dominio muerte (DD), peroc uno de ellos
(TRIAL-R4) sdlo expresa un tercio del DD y representa por lo tanto un “sefiuelo”,

cuya sobreexpresion puede proteger {a célula contra la apoptosis (.44)

Apoptosis y caspasas. La apoptosis es una forma de morir que tienen ias

células y que se encuentira coniroiada genéticamente. Es decir, Por lo ocurre
después de cierto nimero de multiplicaciones celulares o tiempo de vida. Sin
embargo, 1a apoptosis también puede ser inducida. Asi por ejemplo, cada vez que
el TNF u otros ligandos de esa familia se unen a sus receptores que tienen el DD
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en la porcién citoplasmatica, a continuacién se inicia una cadena de reacciones
enzimaticas que van a provocar la apoptosis. Se puede decir que, al inducir la
apoptosis, esas moléculas se comportan como proteinas anti-inflamatorias porque
impiden que, en el caso de una muerte por necrosis, se liberen las enzimas y otros
componentes intracitoplasmaticos que pueden activar los mecanismos
inflamatorios mencionados en la primera parte de este capitulo. Los
glucocorticoides, potentes anti-inflamatorios, parecen ejercer esa actividad a
través de su capacidad para inducir la apoptosis ¥, La mayoria de los ligandos
de la familia del TNF son moléculas que pueden inducir la apoptosis y que, al
mismo tiempo, han sido clasificadas como pro-inflamatorias. Estos efectos
aparentemente antagdénicos se observan frecuentemente al estudiar las
actividades biologicas de casi todas las moléculas que participan en las

reacciones inflamatorias.

A continuacion se revisa brevemente el significado biolégico de la apoptosis
por su importancia como un mecanismo anti-inflamatorio. La muerte por apoptosis
permite que los organismos vivos eliminen : (i) las células que ya no se necesitan,
(ii) las células que han envejecido y tienen francamente reducidas sus actividades
bioldgicas, (iii) las célutas enfermas (cancer) o dafadas por sustancias tales como
los farmacos utilizados en la quimioterapia, autoanticuerpos, agentes fisicos como
laluz UV, etc. y (iv) las células infectadas por virus, que deben morir para impedir
la replicacién de éstos y prevenir la infeccion de otras células, evitando asi la
aparicién de las reacciones inflamatorias. Al eliminar todas estas células sin que
ocurra el rompimiento de sus membranas y sin que se liberen sus componentes
internos, la apoptosis se traduce en un control de la respuesta inflamatoria.

La apoptosis se encuentra modulada por los productos de una familia de
genes. Los genes bcl-2 y bel-X1 la inhiben, mientras que los bax, bak, cl-X5 y fas,
la promueven. Si los niveles de la proteina Bcl-2 son superiores a los de la

proteina Bax, |a apoptosis puede ser inhibida. Algunas células cancerosas, como



las del melanoma, sobreexpresan Bcl-2 y de este modo inhiben la apoptosis para

prolongar la sobrevida de las células malignizadas ©®.

Los inductores mas conocidos de la apoptosis son los ligandos de la familia
del TNF, pero la muerte programada también puede ser inducida por muchos otros
factores fisicos y quimicos que danan la integridad de las células. Los mediadores
de esta clase de muerte celular programada son una familia de enzimas
proteoliticas llamadas "caspasas”, que normalmente se encuentran en el
citoplasma de todas las células, en una forma inactiva, como zimégenos (pro-
caspasas). Cuando las caspasas se activan se unen hasta formar tetrameros y
actian una sobre otra en forma de cascada ®¥ como la del sistema del
complemento.

La familia de las caspasas (“Cysteine-requiring Aspartate protease”,
aspartato proteasa que requiere de cisteina) ha sido dividida en tres subfamilias.
La subfamilia de caspasas-1 (caspasas tipo ICE) reunen las caspasas 1, 4, 5, 11y
13 y 14. Se llaman del tipo-ICE porque la caspasa-1 fue inicialmente llamada la
enzima convertidora de la interleucina-1p. Todos ios miembros de esta subfamilia,
junto con la caspasa-12, participan mucho mas activamente en las reacciones
inflamatorias que en |la apoptosis. La subfamilia de caspasas-2 sélo retne las
caspasas 2 y 9, mientras que la subfamilia de caspasas-3 relne las caspasas 3, 6,
7, 8 y 10. Las caspasas de la subfamilia 2 y 3 son las que participan en la
induccién de la apoptosis y se comportan por lo tanto como excelentes moléculas
anti-inflamatorias. La caspasa-8 es la iniciadora de la cascada y se activa
después que los ligandos de la familia del TNF se unen a sus receptores que
tienen el dominio de muerte. A un lado de los factores activadores de las

caspasas existen otros que son inhibidores (40}

La familia de la IL-1. Esta es otra familia de citocinas que tienen mucha

relacién con las reacciones inflamatorias. La familia de las IL-1 retne 3 ligandos

diferentes pero que estan relacionados estructuraimente : IL-1a, iL-18 y el
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antagonista del receptor de IL-1 (IL-1Ra). Este ultimo compite con los dos
primeros por los mismos receptores en la membrana, pero no genera ninguna
sefal a la célula .

Los genes para la sintesis de IL-1a e IL-1B son transcritos rapidamente
después que la membrana de los macréfagos o de las células dendriticas recibe
una estimulacién con endotoxinas (LPS) o se organiza para comenzar el proceso
de la fagocitosis. Los genes que codifican para la IL-1 también contienen
elementos reguladores que se unen a glucocorticoides, los cuales suprimen la
produccion de la IL-1, sin afectar la sintesis del inhibidor. Tanto la IL-1c. como la
IL-1B son sintetizadas como moléculas precursoras de 31 kDa. Los precursores
de IL-1 son hidrolizados por enzimas proteoliticas (ICE y calpaina) hasta quedar
como péptidos biolégicamente activos de 17 kDa. Ninguna de las dos IL-1 es
secretada por medio de vesiculas del reticulo endoplasmico y del aparato de
Golgi, sino por transporte activo a través de la membrana. En cambio, el IL-1Ra si

es secretado a través de las vesiculas que se forman en el aparato de Golgi “?,

La IL-1 puede ser producida por todas las células fagociticas
mononucleares que son presentadoras de antigenos a los linfocitos TH2. Los
monocitos .humanos producen principalmente la IL-1B, mientras los macréfagos de
raton producen principalmente la IL-1a. De las dos, la principal interleucina IL-1
soluble que ha sido detectada es la beta, mientras la forma alfa se encuentra
generalmente asociada a la membrana de las células. Sin embargo, en las
personas normales, sanas, la cantidad de iL-18 en el suero es tan pequefia que no
puede ser detectada (>40 pg/ml}, excepto en las mujeres después de la ovulacién
¢ en cualquier individuo que haya realizado un ejercicio intenso. Los fagocitos
mononucleares y los queratinocitos son una de las fuentes mas importantes de las
moléculas que forman la familia de las IL-1, particularmente en los casos de
infecciones, reacciones inflamatorias o dano celular y/o tisular. La produccién de
las IL-1 también puede ser estimulada por varios productos enddgenos, tales

como los leucotrienos, algunos componentes del sistema complemento (C5a) y el
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TNFa, todos ellos retacionados con la induccion de respuestas pro-inflamatorias.
En cambio, la IL-10, TGFpB e IL-4 mas bien disminuyen la produccion de la IL-1p
mientras que, simultaneamente, aumentan la sintesis del IL-1Ra. La sintesis de la
IL-1B generalmente precede a la de la IL-1q; posteriormente se produce el iL-1Ra.

La IL-1 es el mejor inductor de la sintesis de su antagonista.

La familia IL-1 incluye, ademas, dos tipos diferentes de receptores (IL-1Rl e
IL-1RIl) que son miembros de la familia de las Igs. El receptor tipo-ll es un
“sefiuelo” porque no transmite ninguna senal después de habérsele unido la IL-1.
Por esa razdén se le considera un inhibidor por competencia de la actividad de la
IL-1 y por consiguiente, una molécula con una actividad francamente anti-
inflamatoria.

Los receptores para IL-1 del tipo | se encuentran en la membrana de un
conjunto de células que estan repartidas por todo el cuerpo (linfocitos T, células
endoteliales, hepatocitos, fibroblastos y queratinocitos). En cambio, los receptores
tipo |l se encuentran casi exclusivamente en los linfocitos B, los monocitos y los
neutréfilos. La IL-1a se une principalmente a los receptores tipo [, mientras que la
IL-18 lo hace principalmente a los receptores tipo Il. El receptor para la IL-18
pertenece a la misma familia de receptores para IL-1. Por eso, esta otra

interleucina ha sido incluida en el conjunto de las citocinas pro-inflamatorias (28)

Por otra parte, la familia de los receptores Toll, encontrados inicialmente en la
mosca Drosophila, pero presentes en casi todos los seres vivos y hasta en las
células de las plantas, tienen un dominio citoplasmico homodlogo al dominio
citoplasmico del receptor de la IL-1, aunque los dominios extracelulares son

diferentes (28).

En ambos casos la unidén de sus respectivos ligandos activa al
factor de transcripcion NF-xB. Se han propuesto numerosos ligandos de los
receptores parecidos a la proteina Toll de las moscas y casi todos ellos son

productos de los microorganismos con los cuales convivimos.
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Lo mismo que las otras citocinas pro-inflamatorias y los ligandos de los
receptores Toll, cada vez que la IL-1 se une a su receptor tipo | se activa una via
de transduccién de senales que conduce a la activacion de los factores de
transcripcion NF«xB y AP-1. El 'receptor para IL-1 (IL-1R) tiene su porcion
intracelular asociada a varias enzimas cinasas (IRAK) que se autofosforitan y
forman complejos de enzimas que activan los factores de transcripcién que se
mencionaron. El factor nuclear NFxB se encuentra inicialmente en el citoplasma
de las células, unido a una proteina inhibidora llamada IkB. Cuando la célula
recibe el estimulo de un factor pro-inflamatorio, el IkB se degrada y entonces
queda libre el NF-xB, el cual se desplaza hacia el nicleo donde se une al DNA y
activa la transcripcion de los genes que codifican para la sintesis de citocinas pro-
inflamatorias.

Muchos de los efectos biolégicos (pro-inflamatorios) inducidos por la IL-1
dependen de su capacidad para, a través de NF«B, provocar un aumento en la
sintesis de otras citocinas, tales como los factores estimulantes de colonias (CSF),
el TNF, la IL-6, la IL-8, la IL-11 y otras quimocinas. La IL-1, al igual que la IL-6,
puede provocar fiebre, estimular el eje hipotalamico-hipofisiario-adrenal para
aumentar la produccion del factor liberador de la corticotropina (CRF) e inducir la
sintesis de las proteinas de fase aguda en el higado. .Pero la IL-1 también
estimula la sintesis de moléculas de adhesion intercelular sobre la membrana de
las células endoteliales y, de este modo, facilita la extravasacion de los leucocitos.
En el cerebro, la IL-1 producida por las células de la glia estimula los astrocitos
para que aumenten la produccién de la sintasa del 6xido nitrico. La IL-1 es una
potente citocina pro-inflamatoria, cuyas actividades biolégicas son pleiotrépicas vy,

algunas de ellas estan compartidas por otras citocinas pro-inflamatorias como la

IL-6y el TNF-o 428

La familia de los factores transformadores del crecimiento (TGF-B).

Estos factores forman una familia de proteinas producidas por linfocitos T,
macréfagos y células dendriticas, que controlan la diferenciacién, proliferacion y
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activacion de las células del sistema inmune que participan en las reacciones
inflamatorias. Los trabajos mas recientes sefalan que los linfocitos T productores
de TGFf no son ni TH1 ni TH2, sino aparentemente una nueva subpoblacion (que
algunos han denominado TH3) que regula las dos anteriores y que lo hace

precisamente a través de la produccion del factor transformador del crecimiento.

Los TGFS son unas moléculas muy importantes en las reacciones
inflamatorias. La evidencia que se tiene indica que controlan las respuestas
inmunes pro-inflamatorias que dependen de las citocinas producidas por los
linfocitos TH1 y TH2 “¥  Ademas poseen la capacidad de suprimir la
hematopoyesis e inhiben la adhesién de los leucocitos. Los efectos biolégicos del
TGFB dependen del tipo de célula sobre la que actua, su estado de maduracién-
diferenciacion y del ambiente fisiologico local. En general, sus funciones son
moduladoras, ya que influyen sobre la presentacién de los antigenos por los
macrofagos, disminuyen la expresion de CD40 y los productos Clase | y !l del
MHC y reducen la produccién de IL-12 y TNF, asi como los niveles de la sintasa

del 6xido nitrico,

Los experimentos realizados en cultivos de linfocitos muestran que la
exposicion al factor transformador del crecimiento inhibe la produccion de INF-y
por parte de los linfocitos TH1 que han sido estimulados con la IL-12. Existe una
relacidon antagénica entre TGFpB y la IL-12. En células del sistema inmune, el
TGFpB ademas inhibe la sintesis inducida por mitégeno de IL-2, IL-3, GM-CSF y
TNFa. En algunos modelos de enfermedades inflamatorias, el TGFB tiene un

efecto protector anti-inflamatorio.

Mas interesantes aln son los efectos del TGFp sobre la produccion de
anticuerpos y ia activacion de los macréfagos. En el primer caso, et TGFf tiene la
capacidad de inhibir la sintesis de inmunoglobulinas y la secrecién de todas las
clases y subclases de anticuerpos. Sin embargo, bajo ciertas condiciones

experimentales, se ha podido observar que el mismo TGFB puede facilitar la
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produccion de algunas clases de anticuerpos. La misma dicotomia se ha
encontrado al estudiar los efectos del TGFB sobre los macréfagos. Asi por
ejemplo, los monocitos separados de la sangre periférica pueden ser estimulados
por el TGFB. Estas células fagociticas periféricas aumentan su respuesta
quimiotactica, la expresion de integrinas sobre la membrana, la secrecién de IL-1 y
TNF, asi como la actividad fagocitica. Pero, cuando los estudios se realizan sobre
macrofagos que estan infiltrados en los tejidos, entonces la actividad del TGFB
resulta francamente supresora sobre los macréfagos y, por consiguiente, anti-

inflamatoria . 46).

Interleucina-12, Esta molécula, IL-12, es ofra citocina pro-inflamatoria. Es

la Unica citocina dimérica conocida hasta ahora cuyas dos subunidades estan
codificadas por dos genes separados. La principal fuente de la IL-12 son las
celulas dendriticas y los monocitos/macréfagos, aunque también la producen las
celulas cebadas y los linfocitos B. Lo mismo que la IL-18, esta interleucina es
necesaria para la activaciéon y la muitiplicacion de los linfocitos TH1, cuya
produccién de citocinas (tipo-TH1) promueve la inflamacion airededor de los

tejidos danados y la reparacion de los mismos “7,

Las respuestas de citocinas tipo-TH1 son responsables de estimular las
reacciones de hipersensibilidad retardada que son mediadas por ios linfocitos T
citotoxicos (LTC) y, ademas, de estimular macrofagos y células NK, que tienen
una participacion importante en el desarrollo de las lesiones que acompafan las
reacciones inflamatorias. Asi por ejemplo, la IL-12 que estimula la respuesta TH1
en los pacientes con tuberculosis es necesaria para la formaciéon de los
granulomas, en e! curso de las reacciones inflamatorias crénicas, y se la
encuentra elevada en el liquido de los derrames pleurales. En modelos
experimentales de ratones tuberculosos, 1a formacidin de los granuiomas se puede
bloguear mediante la neutralizacién de |a IL-12 con anticuerpos monoclonales anti-
IL-12.
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Desde hace afics se conoce que la respuesta de las citocinas tipo-TH1 se
encuentra aumentada en el curso de las infecciones por microorganismos que
tienen una localizacién intracelular. Esto concuerda con la funcién de la IL-12, ya
que son los macréfagos y las células dendriticas infectadas, y con
microorganismos dentro de su citoplasma, las principales células que producen
esta citocina. Una vez producida, la IL-12 puede actuar en una forma autocrina
sobre los mismos macréfagos que la producen, pero también se une a los
receptores especificos para ella que se encuentran sobre la membrana de los

linfocitos THO y les estimula su transformacién en céluias TH1.

Ademas de su participacion importante en las reacciones inflamatorias, la
IL-12 puede estimular la proliferacion, la diferenciacion y la migracién de los
precursores de las células dendriticas, en el tejido hematopoyético de la médula
dsea. La IL-12 también estimula la maduracién de las células NK y su conversion
a células LAK, aumenta la produccion de INF-ye IL-2, e inhibe la angiogénesis.
Como aumenta la expresion de receptores para TNF se la considera una citocina
clave en la eliminacion de las células tumorales. La estimulacion de una
respuesta de citocinas tipo-TH2 (a través de la IL-4, por ejemplo) tiende a

disminuir la sintesis de la IL-12 y deprime la respuesta de citocinas tipo-TH1 (48)

interleucina-6. La IL6 es un miembro de una familia de citocinas
relacionadas [IL-6, IL-11, oncostatina M (OSM), factor inhibitorio de leucemia (LIF)
cardiotropina-1 (CT-1), el factor ciliar neurotrofico (CNTF) y la nueva neurotropina-
1 (NNT-1)] que tienen la particularidad de unirse a receptores compuestos por

cadenas a especificas de citocina y una o dos unidades gp130, que transmiten la
sefal (°0 203)

La interleucina €& es una cilocina pro-inflamatoria que es producida
principalmente por los macrofagos, los linfocitos TH2 y las células del estroma de
la médula dsea. Sus principales inductores son los LPS, IL-1, TNF-a, forskolina,

AMPc, IL-18, mientras que los GC y las hormonas sexuales la regulan de manera
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inhibitoria ** 29 La IL-6 es una interleucina pleiotrépica, ya que puede actuar

sobre diferentes tejidos estimulando funciones distintas “%.

La IL-6 fue inicialmente conocida por su capacidad de estimular la
diferenciacion de los linfocitos B hacia células plasmaticas. Pero poco tiempo
después se fueron descubriendo sus multiples actividades como una citocina pro-
inflamatoria. La IL-6 estimula el centro termoregulador del hipotalamo y produce
fiebre, estimula los hepatocitos aumentando |la sintesis de las proteinas de fase
aguda, promueve la sintesis de las moléculas de adhesion intercelular sobre la
membrana de las células endoteliales y aumenta la permeabilidad capilar
facilitando la extravasacién de los leucocitos. Simultaneamente, la IL-6 ha
resultado ser una excelente moduladora de la respuesta inflamatoria, ya que actua
directamente sobre el hipotalamo y la hipofisis, con el consiguiente aumento en la
producciéon del CRF, ACTH y glucocorticoides, los cuales atenuan la reaccion
inflamatoria. La IL-6 también estimula los linfocitos T y B y promueve la

diferenciacion de las células mieioides.

La unién de la interleucina 6 a su receptor induce la dimerizacién de la
gp130 y activa las tirosina cinasas Jak1, Jak2 y Tyk2 y, la subsecuente
fosforilacion y activacion de los factores de transcripcion Stat. En muchas células
Stat3 es el factor de transcripcidbn que activa la IL-6, aungue Stat1 se puede
activar por dosis altas de la citocina en ciertas células. Stat3 tiene diferentes
funciones dependiendo del tipo de célula de que se trate y del estado de
activacion en el que se encuentre. Puede inducir proliferacion, detener el
crecimiento, promover o evitar la apoptosis. En el sistema inmune, Stat3 estimula
la sobrevivencia y la funcidn de las células T, mientras que en las células B

promueve la produccion de Abs.
Junto con la IL-11, 1a IL-6 ejerce una importante actividad anti-inflamatoria a

través de la induccion de la sintesis de diversos factores anti-inflamatorios como el
IL-1Ra, receptores solubles del TNF, proteinas de fase aguda, IL-10, CGs,
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inhibidores de proteasas y proteinas supresoras de la sefalizacion de las citocinas
(8OCS), que suprimen la actividad de los macréfagos, los fibriblastos y los
astrocitos, asi como la produccion de IFN-y, TNF-a , IL-12, proteasas y moléculas
de adhesion, tanto in vivo como in vifro. La accion final de ambas citocinas en la
inflamacién la determina el balance entre sus actividades pro/anti inflamatorias en

los diferentes tipos celulares (50)

Sus actividades biolégicas como una citocina que puede estimular
respuestas pro- y anti-inflamatorias, colocan a la IL-6 en el centro de la red de las
citocinas, orquestando no solamente la produccion de una gran variedad de ellas,
sino también regulando la actividad de numerosos tejidos diferentes, tales como

sistema nervioso central, Gtero, higado, musculo, vasos, etc. &1},

El aumento en su produccion no solamente representa una senal de que
estd ocurriendo una respuesta pro-inflamatoria, sino también de que se esta
intentando controlar, con glucocorticoides y otras moléculas mas, los posibles

riesgos de ese mecanismo defensivo (52

Interleucina-18. Esta citocina ya fue mencionada como un miembro de

familia de la IL-1, que iniciaimente se identificé como un factor inductor de la
sintesis del IFN-y. En algunas enfermedades autoinmunes, se ha observado que
la IL-18 es un regulador de las respuestas inmunologicas innata y adquirida y su
presencia ha sido demostrada en una gran cantidad de procesos inflamatorios

crénicos .

Esta interleucina pro-inflamatoria se sintetiza en forma inactiva, como una
pro-IL-18, que adquiere su forma madura por accién de la caspasa 1 (ICE). Es
producida por queratinocitos, celulas de Kupffer, monocitos/macréfagos, células
dendriticas, condrocitos articulares, fibroblastos sinoviales y osteoblastos. La iL-
18 reconoce un receptor heterodimérico (IL-18R) formado por una cadena o (IL-

1Rrp) y una cadena § (AcPL) que no es de union, expresadas sobre células T y B,
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NK, dendriticas, macréfagos y condrocitos. La via de sefializacion que activa
involucra a proteinas como MyD88, IRAK, TRAF6 y NF«kB.

En combinacion con la IL-12, la IL-18 promueve las respuestas de tipo-TH1,
estimulando las células NK, asi como la produccion de IL-2 e IFNy, aunque por si
sola también aumenta las respuestas de tipo-TH2. La iL-18, junto con la ll.-12, los
LPS y otros productos bacterianos puede inducir la liberaciéon de oxido nitrico (NO)
y, ademas, suprime la angiogénesis y la maduracién de los osteoclastos. Se ha
observado que posee efectos pro-inflamatorios directos, al activar al NFkB y, por

consiguiente, promover la produccién de TNF-a, IL-1p, IL-6 e IL-8 9.

El RNAm de la interleucina 18 se ha detectado en el liquido sinovial de
pacientes con artritis reumatoide (RA) y osteoartritis. En los cultivos de las celulas
de la membrana sinovial de pacientes con RA o en el fluido sinovial de las
articulaciones, la adicidon de la IL-18 estimula |la produccién in vitro de INF-y , GM-
CSF y TNF a, cuya sintesis también se incrementa en presencia de IL.-12 y/o IL-15
0 se suprime al anfadir al medio el TGF-f y la IL-10. La produccion de la
interleucina IL-18, asi como la IL-15 por los sinoviocitos, puede aumentar en

(55)

presencia de la IL-1f o del TNF-a Se considera que IL-18 ejerce un control

importante en las respuestas inmunoldgicas celulares dirigidas contra patogenos,
mediante la induccion de la sintesis del INF-y y por sus efectos pro-inflamatorios al

estimular la sintesis de TNF, IL-10, IL-1p € IL-6, en los ratones °®.

La prostaglandina E> (PGE:). En realidad, la PGE> no es una citocina,

pero por sus efectos se la incluye en el grupo de las sustancias pro-inflamatorias

mas activas y por eso se describe en esta seccion.
Las prostaglandinas (PGs} son un conjunto de moléculas lipidicas,

intracelulares, que se sintetizan a partir del acido araquidoénico, un acido graso

presente principalmente en los fosfolipidos de las membranas celulares y los
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triglicéridos del tejido adiposo ©”. Las PGs estdn compuestas por un &cido
monocarboxilico de 20 atomos de carbono que tienen un anillo intermno de
ciclopentano y varias dobles ligaduras. También se les conoce como
gicosanoides. Existen 5 tipos diferentes de ellas y se distinguen porque tienen

uno o mas dobles enlaces o estan oxigenados en posiciones especificas.

Las PGs se llaman asi porque originalmente se identificaron en el fluido
seminal de la glandula prostatica, aunque ahora se les ha encontrado en
numerosos tejidos, a concentraciones de nanogramos. Las prostaglandinas son
importantes mediadores de la comunicacion celular, promueven la contraccion def
musculo liso, intervienen en el balance de electrolitos, en la transmisién nerviosa,
la retencion de agua, la presion sanguinea o la coagulacion de la sangre, también
participan en la transducciéon de senales intracelulares y en el desarroflo de la
respuesta inflamatoria. Su produccion y liberacidn son especificas del tipo celular

e involucran mecanismo especificos, complejos y altamente regulados.

Las PGs se producen cuando existe dafio tisular o por la union de
quimocinas o citocinas a sus respectivos receptores, en la membrana de las
células que los poseen. En el ultimo caso, la unién ligando-receptor activa a la
fosfolipasa A2 (PLA-2), una enzima que libera al acido araquiddnico, el cual es
utilizado inmediatamente por diversas enzimas para la sintesis de los
eicosanoides, es decir las prostaglandinas, los leucotrienos (LT), los tromboxanos
(TX). La PLA-2 también libera lisofosfolipidos, que son los precursores para la

formacion del factor activador plaquetario (PAF).

Las enzimas ciclooxigenasa 1 y 2 (COX-1 y COX-2, respectivamente)
intervienen en la oxigenacién del acido araquidonico, formando las PGs y los LT.
Ambas enzimas son muy similares al nivel de aminoacidos (aa)
cataliticas y especificidad del sustrato. La primera se produce de manera
constitutiva, mientras que [a segunda se sintetiza bajo la influencia de diversos

estimulos externos tales como citocinas, factores de crecimiento y promotores de
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tumores, Se ha sugerido que la actividad de la COX-1 esté relacionada con la
secrecion de mediadores extracelulares, mientras que la actividad de la COX-2

pudiera influir en procesos de division celular, crecimiento y diferenciacion.

Existen diversas variedades de PGs y todas son mediadores solubles de la
inflamacion, ya que participan tanto en la activacion como en el control de [a
respuesta inflamatoria que se inicia después de cualquier dafio a los tejidos,
ademas de intervenir en la homeostasis. Estas actividades las pueden realizar
debido a que todos los tejidos tienen receptores de membrana especificos para
ellas. Estos receptores para [as prostaglandinas tienen forma de serpentina ya
que cruzan la membrana 7 veces y estan acoplados a proteinas G, por lo que su
accioén es a través del control en la produccién de segundos mensajeros como el
AMPc o el GMPc.

Las citocinas influyen tanto en la sintesis como en la actividad que ejercen
las prostaglandinas en las células, debido a que pueden estimular su sintesis de
novo, inducen las enzimas que controlan su biosintesis o su inactivacidn, controlan
la produccion de los receptores para ellas y, pueden actuar, con ellas, en forma
sinérgica. Ademas, pueden generar respuestas estimulatorias o inhibitorias,
dependiendo del tipo de citocina y prostaglandina que se encuentren presentes,
Se ha observado que la IL-1, IL-6 y el TNFa incrementan la produccién de la PLA-
2 en una variedad de células, lo cual se correlaciona con el aumento en la
produccién de las prostaglandinas. Un ejemplo de esta influencia lo constituye la

PGE,, cuya sintesis se ve aumentanda por efecto de la IL-1.

Por otro lado, se ha observado que los glucocorticoides suprimen tanto la
produccion de las PGs como de fas citocinas y que la indometacina inhibe la
actividad de la COX. Algunos de los eicosanoides poseen propiedades anti-
inflamatorias que son necesarios para contrarrestar los efectos de los mediadores

. . . . .. 8
inflamatorios, en los neutréfilos y en el sitio de la lesion (58}
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). LA INFLUENCIA DE LA EDAD EN LA RESPUESTA INFLAMATORIA

Edad e inflamacién. En este capitulo se revisa una parte de la informacion

que se ha acumulado en los dltimos anos sobre la influencia de la edad en el
curso y el pronostico de las reacciones inflamatorias, asi como sobre la produccion

de ias citocinas que pueden modular este tipo de respuestas.

El proceso de envejecimiento estd asociado a una disminucion de la
capacidad de adaptacion (por la labilidad del eje hipotalamo-hipdfisis-adrenal) y a

(59, B0)

una baja capacidad para restaurar la homeostasis alterada Como una

consecuencia, a medida que aumentan su edad, las personas y los animales
expresan respuestas inflamatorias que cada vez son mas dificiles de modular, que
se presentan mas frecuentemente y que tienen algunas caracteristicas diferentes

{61)

a las de los individuos jovenes Por el otro lado, también se han publicado

trabajos en los que se ha podido observar que las alteraciones en la respuesta
inmunologica de las personas de edad avanzada no son tan dependientes de la
edad, sino que mas bien estan provocadas por la mala alimentacién que reciben y

(6263, 84 De todos

el estado de salud descuidado en el que se encuentran
modos, en lo que respecta a la respuesta inflamatoria, se ha podido observar que
después de una infeccion los niveles de citocinas pro-inflamatorias se mantienen

elevados durante mas tiempo en las personas mayores que en las jévenes .

Para poder explicar esos desordenes inmunoldgicos, se han propuesto
diversas teorias respecto a como y porqué se van acumulando los cambios
bioguimicos que caracterizan el envejecimiento. La tendencia general es que en
lugar de pensar que las deficiencias progresivas de! sistema inmune facilitan el

envejecimiento, mas bien se cree que su actividad exagerada puede ser un factor

A
.

<h

riesgo. Una parte de ias teorias propone que los procesos inflamatorios
cronicos (acompanados de una respuesta importante del sistema inmune) son los
que van alterando el metabolismo del cuerpo de los seres vivos a medida que

éstos envejecen ¥
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Entre las teorias mas conocidas se pueden mencionar las que senalan que
el envejecimiento es una consecuencia de las reacciones inflamatorias

provocadas por (i) la formacién de radicales libres (67), (i) el decaimiento de las

{68) {69)

funciones inmunoldgicas y (iii) un desorden en la produccion de citocinas

Otros autores sostienen que la causa del envejecimiento depende mas bien de la
- . . . . 70
respuesta natural anti-inflamatoria que estd mediada por los glucocorticoides (70)

Sin embargo, ninguna de las teorias mencionadas es definitiva y todas ellas tienen

numerosos defensores y detractores.

La teoria del envejecimiento por radicales libres. Hoy en dia, la

hipétesis mas popular sostiene que el envejecimiento es una consecuencia de la
sucesién paulatina de reacciones inflamatorias que se presentan como una

consecuencia de un aumento progresivo en la liberacién de radicales libres (72),

Estas reacciones son inevitables porque la formacién de radicales libres es una
consecuencia natural del metabolismo del oxigeno que respiran todos los
individuos vivos. Todos ellos producen los radicales libres naturalmente en la
medida que respiran el oxigeno del medio ambiente, pero simultaneamente todos
ellos poseen mecanismos fisiologicos antioxidantes que ayudan a proteger el

cuerpo de los efectos deletéreos de las especies reactivas de oxigeno (ROS).

Aparentemente, {a edad modifica tanto la capacidad de cada individuo para
producir radicales libres como la de los mecanismos para neutralizarlos. Como
una consecuencia, a medida que aumenta la edad de una persona © de un animal
sucede que los productos del metabolismo del oxigeno reaccionan cada vez mas
facilmente con las macromoléculas bioldgicas de todas las células y, al unirse a
ellas, las pueden dafiar de una manera irreversible. Esto significa que el
envejecimiento estaria asociado a un aumento progresivo en el numero de las

ceiuias danadas por los radicales libres.

ta teoria del envejecimiento por la acumulacion de los efectos de los

radicales libres propone que, a lo largo de la vida, se van acumulando las lesiones
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tisulares que causan las ROS y que la reparacion o la limpieza del tejido dafiado
provocan inevitablemente una serie progresiva de reacciones inflamatorias que
tienen un efecto acumulativo. Aparentemente, a medida que aumenta la edad
también aumenta la produccion de radicales libres y con el tiempo, a medida que
éstos dafan las céluias, se va provocando la pérdida progresiva e irreparable de

71

las funciones de todos los 6rganos o tejidos del cuerpo Segun esta teoria, de

este modo se envejece a causa de que el cuerpo se va deteriorando
paulatinamente, hasta que se llega a un nivel de dafo tisular que es incompatible
con la vida y, entonces, ocurre fa muerte. El envejecimiento seria un ejemplo del

dafio que, a largo plazo, puede causar la acumulacién de las reacciones oxidativas
(73)

Naturalmente, el riesgo que implican las reacciones de oxidacion se
encuentra normalmente minimizado a través de una serie de mecanismos anti-
oxidantes. La vida no es posible sin el metabolismo del oxigeno, pero tampoco lo
seria sin la presencia de las reacciones anti-oxidantes que neutralizan la
reactividad de los radicales que se liberan. La formacion de radicales libres es
particularmente importante en las mitocondrias y en los peroxisomas de todas las

células del cuerpo. Su formacién esta catalizada por dtomos de hierro y cobre.

Las reacciones oxidativas. Hasta el momento, se han identificado tres

tipos de reacciones, diferentes, por los cuales se pueden generar los radicales
libres. Ellas son :

1) Las reacciones en las que pariicipa el oxigeno para generar los
oxidantes superdxido (Oy’), peroxido de hidrégeno (H»O2) e hidroxilo

(OH’), los cuales son llamados especies reactivas de oxigeno (ROS).

2) Las reacciones en las que participa el nitrégeno y que generan el 6xido

nitrico (NO), una de las especies reactivas del 6xido nitrico (RNS).
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3} Las reacciones no enzimaticas causadas por los productos finales de la
glucosilacién, avanzados (Advanced Glycation End products AGE) que
se forman durante Ia unidn de azucares reductores a los grupos aminos

de las macromoléculas.

En la primera de estas tres reacciones, las especies reactivas del oxigeno
(ROS) conocidas como el idn superdxido y el peroxido de hidrégeno se producen
cuando el oxigeno molecular recibe uno o dos electrones, respectivamente,
durante la respiracion aerébica. Esto se puede observar cotidianamente en Ias
células fagociticas, cada vez que ocurre el "estallido respiratorio”, pero también
durante el metabolismo de los acidos grasos en los peroxisomas (-oxidacion ) o
por las reacciones del citocromo P450 (una enzima hepatica destoxificante). En el

curso de esas reacciones, los oxidantes mencionados reciben otro electron y

forman el radical hidroxilo (OH'), altamente reactivo, que se cree es el principal

. . 74
responsable de la oxidacion de las macromoléculas (74)

Por otra parte, el radical 6xido nitrico (NO)™ se produce por la actividad de
varias isoenzimas de la sintasa inducible del oxido nitrico (iINOS). Cuando el NO
interactia con el radical Oz genera el radical peroxinitrito{(ONOQ'), que resulta ser

otro poderoso oxidante.

Los metales como el hierro (Fe) y el cobre (Cu) contribuyen a la formacién
del idn hidroxilo, uno de los radicales mas reactivos, cuando se rompen moléculas
de acidos carboxilicos (ROOH). Se ha observado que existen algunas diferencias
en los niveles de Fe corporal segun el sexo y la edad. Por ejemplo, la edad
avanzada aumenta la concentracion de hierro en los tejidos y, por esa razon,
algunos han atribuido a este metal el riesgoe de que ¢! dafic oxidativo aumenie

conforme se envejece.
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Los efectos biologicos de los radicales libres son un resultado de su

actividad sobre el microambiente celular donde se producen, tal como Io
establecié Cantoni (. Sin embargo, los radicales libres también pueden ejercer

un efecto sistémico y dafar las células de diferentes tejidos, provocando
respuestas inflamatorias de reparacién en las que participan las citocinas pro- y
anti-inflamatorias. Algunas de esas citocinas (como lL-1 e IL-6) se reparten por
todo el cuerpo y pueden estimular el eje hipotalamo-hipéfisis-adrenal {(HHA) con el
consiguiente aumento en la liberacién de catecolaminas y glucocorticoides. Esa
respuesta generalizada, después que los metabolitos del oxigeno (ROS) provocan
reacciones inflamatorias en las que participan citocinas que estimulan el HHA, se

conoce como "estrés oxidativo'.

El estrés oxidativo. El estrés oxidativo es una respuesta generalizada de
(76)

alarma Las citocinas pro-inflamatorias y los oxidantes que inducen esta clase

de estrés pueden pasar a la sangre y repartirse por todo el cuerpo. De la misma
manera, después de la estimulacion del eje HHA, los glucocorticoides y las
catecolaminas, que son parte de la respuesta de estrés, también se distribuyen

por la sangre y tienen efectos sistémicos.

El estrés oxidativo provoca cambios en numerosas moleculas,
particularmente de las que se encuentran en las membranas y esto puede danar
células en casi todos los tejidos del cuerpo. Pero cada vez que se inician las
reacciones de estrés oxidativo aumenta la produccidn de los antioxidantes
naturales, de modo que el metabolismo de los seres vivos tiende a un equilibrio u
homeostasis. La medida de la lipoperoxidacion de las membranas puede dar una
idea del grado en la que ésta se mantuvo o se perdid. Las reacciones de estrés
oxidativo se observan generalmente en las células que estan involucradas en la
defensa contra las infecciones y en iudos aqueilos procesos inflamatorios de
evoluciéon cronica, pero también pueden estar aumentadas a medida gque una

persona envejece. Sin embargo, muchas veces el envejecimiento no se
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acompana de un aumento paralelo en ia produccidon de los anti-oxidantes y de

anti-inflamatorios.

Un aspecto muy importante del dafio que pueden provocar los radicales
libres liberados en el curso del estrés oxidativo se relaciona con sus efectos sobre
las células del sistema nervioso. Los procesos inflamatorios que generan
radicales libres a nivel del sistema nervioso central (SNC) tienen una importancia
particular, primero porque el dano gue pueden causar a ese nivel es irreversible y
segundo, porque algunos de ellos son practicamente ineludibles a medida que
aumenta la edad.

Generalmente, las lesiones de las neuronas provocan respuestas
inflamatorias mediadas por las células de la glia, las cuales se activan al fagocitar
los restos de células muertas del sistema nervioso central. La actividad de estas
células también se caracteriza por un aumento en la produccion de ROS y RNS.
Las reacciones inflamatorias en el SNC pueden provocar el inicio de
enfermedades neurodegenerativas, algunas de las cuales se presentan mas

frecuentemente a medida que avanza la edad de las personas 61.77),

Como ya se menciono anteriormente, los radicales libres se pueden formar
a traves de varias reacciones diferentes y todas ellas pueden observarse a nivel
del SNC, donde se producen cantidades neurotdxicas no solamente de ROS sino
también de las especies reactivas del nitrégeno (RNS), que son producto de la
actividad de la sintasa del 6xido nitrico. En el SNC, las células de la glia son las
que participan mas activamente en las reacciones inflamatorias, por su capacidad
para producir radicales libres y citocinas pro-inflamatorias. Asi por ejemplo, la
sintetasa inducible del éxido nitrico (iNOS) puede aumentar su expresion después
de la unién de la IL-1B8 a su receptor de membrana, Ic cual también puede
estimular la produccion del H2O2 en los cultivos de astrocitos. Varios trabajos
experimentales demuestran que los ratones de mayor edad tienen aumentada la

produccién de éxido nitrico cuando son retados con endotoxinas (78)
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Estrés oxidativo y enfermedad del SNC. Se ha observado que, en el

SNC, la produccién de las especies reactivas de oxigeno y nitrdgeno también
aumenta en relacion con varias enfermedades neurodegenerativas (algunas de
ellas con una patogenia inmunologica), pero también en el curso del
envejecimiento de las personas sanas. En el caso de los pacientes con
Alzheimer, por ejemplo, ellos muestran una mayor formacion de la 3-nitrosotirosina
y la proteina p38 esta activada en |las neuronas que circundan las placas amiloides

79 " ,
79 Todos estos hallazgos han permitido establecer algunas relaciones entre el

estrés oxidativo al nivel del sistema nervioso central, las reacciones pro-
inflamatorias de naturaleza inmunolégica que ocurren alrededor del tejido
lesionado y los cambios degenerativos que se observan en algunas enfermedades

que caracterizan el envejecimiento.

Ya se habia mencionado en los parrafos anteriores que existe una tercera
clase de reacciones que al aumentar los productos finales de la glucositacion,
aumentan también la produccién de radicales libres. La glucosilacidon de las
proteinas por medios no enzimaticos, dando origen a los AGE (productos finales
de glucosilacién avanzada, que son azucares reductores unidos covalentemente a
los grupos amino [-NH; ] libres de las proteinas) puede contribuir a la patofisiologia
de las enfermedades crénicas del sistema nervioso central. Los AGE se originan
en conjuncién con los procesos oxidativos y se acumulan a medida que progresan
varias enfermedades de evolucidon cronica, como la diabetes. Los AGE pueden
dar inicio a reacciones inflamatorias y, en caso de la diabetes, han sido
considerados como los responsables de sus complicaciones mas graves. En el
caso del envejecimiento también se ha podido comprobar un aumento en la

formacion de los AGE.

Los AGE se unen a sus recentores especificcs en la superiicie de ia
membrana de los macréfagos o en el endotelio vascular. Estos receptores
pertenecen a la superfamilia de las Igs, se expresa abundantemente en las células

de la microglia y es un receptor para el péptido B amiloide. La unién de AGE a su
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receptor RAGE activa al factor de transcripcion NFkB, que a su vez activa una
variedad de genes como los de citocinas pro-inflamatorias que pueden estimular el
eje HHA, aumentar la produccién de glucocorticoides y conducir a un estrés

oxidativo (80).

El factor de transcripcién NFxB esta regulado por el potencial redox y, en
los animales ancianos, su produccién se activa constitutivamente en muchos
tejidos y en células del sistema hematopoyético. Por esta razén, cualquier
actividad oxidativa inducida por el estrés también provoca un aumento en la
produccion de factores de transcripcién que influyen en la sintesis de algunas de
las citocinas pro-inflamatorias, que contribuyen a la patologia de muchas
enfermedades de evolucién cronica.

En algunos casos, la produccion de ciertas citocinas (como el TNFa) que
se unen a sus receptores (el TNFR-I) generalmente inicia una cascada de
senalizaciones que pueden inducir apoptosis al inhibir la actividad de la PKC{
(proteina cinasa C zeta) y del NF«B ) Diversos autores han estudiado los
cambios en el control de |a produccion de algunas de estas citocinas en el curso
del envejecimiento. E! envejecimiento parece tener relaciéon con la pérdida del
control sobre la activacion de las reacciones que provocan las citocinas pro-

inflamatorias (82).

Los blancos bioldgicos de los radicales libres. En vista de la

importancia de las especies reactivas de oxigeno comoc responsables de
reacciones inflamatorias y de la muerte celular, en los Jdltimos afios han
aumentado los estudios que tratan de definir con precisién cuales son sus blancos
biolégicos mas importantes. Los resultados han mostrado aue las
macromoléculas (acidos nucléicos, lipidos y proteinas) son los blancos bioldgicos

primarios de los radicales libres. También se piensa que, como las mitocondrias
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son el sitio donde se originan estas moléculas altamente reactivas, estos

, . o .. 59
organelos de las células son los primeros en recibir su accion (59),

Los lipidos son susceptibles de oxidarse en una cadena de reacciones de
peroxidacién (autooxidacion) formando radicales hidroperoxilo lipidicos, que inician
otra vuelta de oxidaciones scobre los lipidos, que generan, a su vez, productos
como endoperéxidos ciclicos y aldehidos insaturados. Estos udltimos son
reactivos, mutagenicos, inactivan enzimas y forman uniones cruzadas con

proteinas y acidos nucléicos.

Al oxidarse, los acidos nucléicos de las mitocondrias forman aductos (de
bases y azlcares), uniones cruzadas con otras moléculas y sufren rupturas en una

o ambas cadenas,

Las proteinas también se oxidan de forma extensiva en los grupos
sulfhidrilo (SH). Sus enlaces disulfuro (S-8) se reducen, forman aductos en sitios
cercanos a la unién a metales o uniones cruzadas con otras proteinas, reacionan
con aldehidos o se fragmentan. Las enzimas con sitios activos que contienen
cumulos de Fe-S (aconitasa, por ejemplo) se inactivan por el radical superdxido.
Ya oxidadas, las proteinas se acumulan con |la edad y contribuyen a la disfuncién
de los tejidos. Algunos autores sostienen que todos estos procesos oxidativos se
encuentran aumentados durante la edad avanzada y que son la causa de dafo

cerebral, enfermedades degenerativas, lesiones cardiacas y cancer.

Los mecanismos antioxidantes. Si los radicales libres se generan de una

manera fisiologica, entonces las lesiones progresivas que ellos causan a medida
que aumenta |la edad pueden estar provocadas mas bien por una deficiencia en
los mecanismos anti-oxidantes vy un consiguiente aumento de ias reacciones

inflamatorias.
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Se conoce que todos los organismos vivos poseen varios sistemas anti-
oxidantes en los que estan involucrados numerosas moléculas, algunas propias y
otras provenientes de la dieta (83), tales como la glutation peroxidasa, la catalasa,
la superdxido dismutasa (SOD), glutation (GSH), glutation reductasa,
dihidroascorbato reductasa, fosfolipasa A, tioredoxina reductasa, glucosa 6
fosfato deshidrogenasa, a-tocoferol, B-caroteno, acido ascorbico, uratos,
flavonoides y el ubiquinol, por ejemplo. La sintesis de todos estos sistemas de
defensa y reparacién se encuentra estimulada cada vez que ocurre un reto

oxidativo, pero ellos también son sus blancos potenciales.

Todas las moléculas antioxidantes mencionadas tienen como funcién
disminuir los efectos adversos que causan los -radicales libres sobre las
estructuras celulares, ya sea al nivel de las membranas lipidicas, del DNA, |la
colagena, etc. Algunos autores opinan que la disminucion de la eficiencia de los

mecanismos anti-oxidativos durante el envejecimiento puede deberse mas bien al
aumento en la produccion del radical superéxido Oz, del H,0; vy a la disminucion

de ATP en la mitocondria sometida a cualquier tipo de estrés oxidativo y no a una

deficiencia en la produccion de estos antioxidantes (60),

En algunos animales (rata, ratén, conejo, puerco, cobayo y vaca), los
niveles de antioxidantes como la superdxido dismutasa, catalasa y glutation
peroxidasa no disminuyen con la edad, mientras que los niveles del anion

superéxido (O2)" y del peroxido de hidrégeno (H20-) si se elevan (84)

Sin embargo, se ha encontrado evidencia en favor de que algunos
mecanismos anti-oxidantes si pueden disminuir su produccion y facilitar la
instalacion de reacciones inflamatorias mas graves en otros animales y en las
personas a medida que envejecen. Como ejemplo se pueden mencionar la
disminucion en la sintesis de las proteinas de choque térmico (Heat Shock
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Proteins HSP), que son moléculas protectoras contra el estrés oxidativo, ya que

inhiben {a formacion del ibn superdxido 85

Esta aparente desventaja de algunas especies en el control de las
reacciones inflamatorias durante la vejez se encuentra agravada por el aumento
paralelo en la produccion de algunas citocinas pro-inflamatorias. Sin embargo,
esas mismas citocinas estimulan mecanismos de retoalimentacion negativa v,
como una consecuencia, con la edad avanzada el eje HHA se vuelve mas sensible
a los estimulos y se elevan los niveles de glucocorticoides en la sangre y en los

tejidos.

Consecuencias _inmunoldgicas. Se ha observado que en algunas

especies de animales, las enfermedades inflamatorias crénicas representan una
forma de estrés prolongado que puede afectar las células del sistema inmune y
provocar un compromiso grave de la inmunidad. En estos casos se puede
observar una deficiencia en el reconocimiento y la eliminacion normal de los
antigenos propios y extranos. Pero también una desregulacidon muy importante en

la produccion de la citocinas pro- y anti-inflamatorias.

En el curso del envejecimiento de los animales de laboratorio, se puede
observar que ellos expresan un aumento en la produccion de radicales libres y una
facilitacion en la induccidn de episodios de estrés. En esos ratones son
particularmente notables las consecuencias del estrés sobre la inmunidad vy,
asimismo, los efectos del envejecimiento sobre el sistema inmune. En ellos el
envejecimiento cambia completamente el perfil de las citocinas pro-inflamatorias

que producen sus linfocitos y macrofagos.

, algunocs investigadores opinan que ios cambios
inmunoldgicos observados en los roedores a medida que van envejeciendo no
pueden extrapolarse directamente a los humanos. Esto puede ser cierto tanto

para los resultados que sefialan el decaimiento de algunas funciones
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inmunolégicas como para los que muestran mejorias clinicas notables despueés de

ciertos tratamientos con inmunomoduladores.

Por lo general, a medida que aumentan su edad, los roedores tienen
atenuada la actividad de la médula dsea, una hipoplasia del timo y un aumento en
la cantidad de linfocitos T de la memoria inmunolégica (que tienen meses
circulando en sus cuerpo), mientras disminuye la proporcién de los linfocitos
jovenes, que han madurado recientemente. Todo esto modifica el perfil de las
respuestas tipo TH1/TH2 y las clases de citocinas que predominan en el curso de

la respuesta del sistema.

Edad y citocinas pro-inflamatorias. En general, cualquier respuesta

inflamatoria prolongada se acomparia de un cambio en la produccién de citocinas.
Se pierde el balance que normalmente existe entre los perfiles de citocinas que
producen los linfocitos TH1/TH2 vy, paulatinamente, se va instalando una
desviacion de la respuesta inmune, caracterizada por un predominio en la

produccién de citocinas tipo-TH2 (86)

LLas citocinas del tipo-Th2 no las producen solamente los linfocitos TH2.
Numerosas células las sintetizan y cuando ellas aumentan sus niveles,
generalmente ocurre una disminucién paralela en la produccion de las citocinas de
tipo-TH1, aunque tampoco éstas otras son un producto exclusivo de los linfocitos
TH1.

Los cambios en fos patrones de las citocinas predominantes que se desvian
hacia un prototipo tipo-TH2 ya han sido estudiados extensamente en el curso de
las enfermedades infecciosas y parasitarias, particularmente en aquellas de

evolucion crénica (87).

Pero también existen estudics sobre estas respuestas de
citocinas en numerosas otras circunstancias que se acompanan de reacciones
inflamatorias, como por ejemplo las alergias y numerosas enfermedades

autoinmunes. El envejecimiento, que se caracteriza por un aumento en la
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produccion de los radicales libres, también ha sido investigado para conocer si,
ademas, con la edad avanzada ocurren cambios en la sintesis de las citocinas
pro-inflamatorias del tipo-TH2.

Se ha encontrado que, en los ratones, a medida que aumenta la edad hay
una disminucién gradual de IL-2 e INFy (citocinas conocidas como de tipo-TH1)
mientras que aumentan las citocinas L4, IL-10, iL-1, IL-6 y TNFa, que pueden

(88)

ser calificadas como del tipo-TH2 En los humanos también esta comprobada

esta desviacidn de la respuesta de tipo TH1 hacia otra de tipo TH2 (89) Algunos

de estos cambios no estan restringidos al sistema inmune. Asi por ejemplo, en los
ratones machos Balb/c, la sintesis de IL-6 se incrementa con la edad en el
cerebelo, |la corteza cerebral, el hipocampo y en los cuitivos de células de la glia,

(77)

que la producen espontdneamente Estos cambios en la produccién de

. citocinas, que se presentan de una manera mas o menos constante durante la

edad avanzada de los roedores, son los que a cualquier otra edad caracterizan el

curso de las reacciones inflamatorias.

En el envejecimiento se observa un predominio de las reacciones
inflamatorias que dependen de la activacidon de los macrofagos, los cuales
aumentan su produccién de citocinas. Paralelamente, con |la edad aumenta la
produccién de cortisol y se modifica su ritmo circadiano. En las personas se ha
comprobado que entre los 20-80 afos de edad, los niveles de cortisol en la sangre

aumentan 20-50% (90).

De todos los cambios mencionados en la produccién de citocinas, resulta
particularmente importante el aumento en la produccion de la IL-6. Se ha
observado que después de estimular los macréfagos de los animales de edad
avanzada, la produccion de IL-8 se mantiene elevada durante mucho mas tiempo
que la produccion de IL-1 y TNFa. Estas dos ultimas citocinas tienen una vida

media relativamente corta en la sangre. Algunos experimentos han mostrado que
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fa restriccion caldrica en la dieta asi como la administracion de la hormona
esteroide dihidroepiandrosterona (DHEA), disminuyen la produccién aumentada

de IL-6 en los animales de mayor edad (166)

Otra observacion interesante ha sido que, en personas mayores, las células
mononucleares de sangre periféerica (PBMC) tienen aumentada la produccién de
IL-6 y del antagonista del receptor para la IL-1 (IL-1ra), aunque no hay mucha
diferencia en la produccién de IL-1B8 y TNFo con respecto a los jévenes. La IL-6
es la Unica que aumenta a causa de los procesos inflamatorios del envejecimiento.
Se ha propuesto que ese aumento en la produccion de la IL-6 por los macrofagos
activados es la principal causa de que el balance habitual entre las respuestas de
las poblaciones de linfocitos TH1/Th2 se desvie hacia un predominio TH2, con la
consiguiente disminuicion de las respuestas tipo-TH1 y la disminucién asociada de
los principales mecanismos defensivos celulares. Otros autores también han
informado que existe una correlacion inversa entre la produccion de IL-6 y la IL-1p

(92)

o el TNFa (91), mientras algunos opinan que la apoptosis de los linfocitos es la

causa de la deficiencia de las células T que se observa en las personas de mayor
edad. Todos estos trabajos experimentales han confirmado que, en la misma
forma que el TNF es un potente inductor de ia produccién de IL-6, esta Ultima
citocina inhibe la sintesis de la primera, en una especie de circuito de regulacion

que se traduce en una actividad predominantemente anti-inflamatoria (83),

La sintesis de la IL-6 se encuentra normalmente regulada y suele
incrementarse en forma temporal durante las infecciones o traumas y, como se
acaba de mencionar, durante el envejecimiento. Esta es una observacion
constante, no obstante que la produccion de cortisol se encuentra aumentada con
la edad y que los glucocorticoides, asi como los estrégenos y la testosterona, son
sustancias gue inhiben ia expresion de su gene. Se ha sugerido que el
incremento en la produccién de la interleucina 6, asociado a ta edad avanzada,
pudiera ser el causante de la pérdida de la masa corporal, el incremento de

proteinas inflamatorias como la proteina C reactiva (CRP) y la proteina amiloide A
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del suero (SAA), la osteopenia. la disminucion del colesterol y de la albumina
sérica que se observan en estas personas. Asimismo, su aumento se considera
como un factor predisponente para la aparicion de diversas enfermedades
asociadas al envejecimiento entre las que se cuentan el Alzheimer, la

. . . . . . . 51
osteoporosis, el mieloma multiple o desordenes linfoproliferativos N,

Aparentemente, el control de la produccion de IL-6 es un proceso multifactorial, ya
que su produccion depende de los niveles de sintesis de varias otras sustancias,

entre ellas por ejemplo, las PGE; (94)

A medida que aumenta la edad de las personas, €l cambio en el balance de
la respuesta de los linfocitos y el predominio en la produccion de citocinas del tipo
TH2 ha sido asociado con una mayor frecuencia de reacciones inflamatorias
crénicas que pueden afectar las articulaciones o provocar procesos
neurodegenerativos en el cerebro. Estas situaciones implican un trabajo de
reparacion en el cual son importantes las células que pueden liberar radicales
libres. Todos estos problemas han sido relacionados con un incremento en las
respuestas inmunes del tipo TH2, probablemente a causa de una activacién
excesiva de las células mieloides del sistema inmune. La aparicién de numerosas
enfermedades o el deterioro de las funciones cerebrales durante el envejecimiento

han sido relacionados con estos cambios en la produccion de citocinas.

Tratamientos. En los Ultimos afos se ha observado una tendencia a incluir

en los esquemas del tratamiento de las reacciones inflamatorias de evolucion
cronica el uso de sustancias antioxidantes o de las que estimulan los mecanismos
antioxidantes naturales "> para contrarrestar la mayor produccion de radicales
libres en las personas de mayor edad. De la misma manera, se ha buscado
utilizar sustancias inmunomoduladoras para controlar la produccidn excesiva de
tccinas pro-inflamatorias. En este diiwmo rubro, exisie en ei mercado una lista
muy grande de productos gue han sido propuestos como inmunomoduladores.
Algunos de ellos son superantigenos administrados a dosis muy bajas, otros son

hormonas como la DHEA para sustituir las que ya no se producen (87) y otros son
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farmacos a los que se les atribuye un efecto modulador sobre la produccién de las

citocinas pro-inflamatorias, particularmente sobre la IL-6.
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iv). EL VENENO DE LAS ABEJAS

Generalidades. Desde hace mucho tiempo los productos obtenidos de las

abejas y de sus colmenas se han utilizado de una manera empirica en el
tratamiento de varias enfermedades. Por ejemplo, (i) aplicada sobre las Ulceras
de la piel, la miel de abeja reduce la multiplicacién de microorganismos, mejora el
curso de las infecciones y cuténeas y acelera la cicatrizacion de los tejidos; (i) el
polen, el propolio y la jalea real pueden ser un suplemento alimenticio gque
estimula el apetito y mejora las condiciones generales; (iii) los alergenos del pélen
se pueden administrar por via oral para desensibilizar personas alérgicas; (iv) la
inyeccion intradérmica de pequefias dosis del veneno de abejas (VA) también
ayuda a desensibilizar a las personas alérgicas, principalmente las
ocupacionalmente expuestas (porque trabajan en o cerca de los apiarios) y (v) los
piquetes de las abejas que directamente introducen el veneno en la piel o la
aplicacion tépica de ungientos que contienen extractos del veneno son utilizados
empiricamente por algunos terapeutas como una medicina alternativa para
disminuir 1a inflamacion y el dolor de las personas con artritis 0 para reducir el

progreso de las lesiones neurologicas en la esclerosis multiple.

El interes por la administracidn del VA no es un hecho aislado. En los
ultimos afos se han muiltiplicado los estudios sobre las toxinas de los
microorganismos, los venenos de animales o diversos extractos obtenidos de las
plantas venenosas, con la finalidad de conocer sus diferentes actividades
biolégicas, utilizarlos para desensibilizar algunos pacientes o para preparar
antisueros con los cuales se neutralizan ias reacciones toxicas que ellos provocan.
Esto ha permitido contrarrestar sus efectos adversos en las personas o en los
animales y, en otros casos, encontrar que es posible utilizarlos como herramientas

terapéuticas (99)

En la literatura consultada existen referencias sobre el uso del VA para el

tratamiento de algunas dolencias artriticas, desde épocas tan remotas como en el
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antiguo Egipto y en la Grecia Clasica. Hipécrates lo recomendaba en sus
prescripciones y lo mismo hicieron Galeno y Plinio durante el Imperio Romano.
Algunos escritos permiten inferir que Carlomagno y muchos otros personajes del
pasado fueron tratados con piquetes de abeja para mejorar la inflamacion en sus
articulaciones tiesas por el reumatismo. Ya en el siglo XX, el VA se ha continuado
usando empiricamente. sobre todo en los paises de Europa oriental, mientras que
en América (en USA principalmente) su aplicacion ha tenido mucho auge a partir

de la década de los afios 30.

En los ultimos 50 afios, numerosos trabajos cientificos sobre el veneno de
las abejas han estado dirigidos al estudio de su composicién quimica y de las
actividades farmacolégicas de sus componentes principales. Pero también se han

publicado algunos estudios clinicos realizados en animales y personas.

Los trabajos en perros (96) y en ratas ®7) han demostrado que al inyectar
estos animales con algunos componentes del veneno de abejas, como |a apamina
y la melitina, ellos incrementan la sintesis de cortisol que es una hormona con
efectos anti-inflamatorios. Simultaneamente, en otros experimentos se ha puesto
de manifiesto que la melitina tiene efectos citoliticos (98}, ya que es responsable de
la muerte de células y de una respuesta inflamatoria localizada alrededor de su
sitio de accion, mientras que en otros casos el contacto con el veneno completo

(99)

puede ser peligroso para las personas alérgicas a sus componentes Estos

dos polos de las actividades bioldgicas del VA (los efectos pro- y anti-

inflamatorios) han sido el motivo de numerosos estudios y discusiones.

Asi por ejemplo, iniciaimente los trabajos sobre los efectos anti-

inflamatorios del VA estuvieron dirigidos a comprobar si su introduccién al cuerpo

iba seguida o no de un aumento en la produccion de cortisona %) Mas adelante,

Ziai et al (100), informaron que un polipéptido conocido como factor desgranulador

de las células cebadas (MCD) es el componente del VA responsable de esta
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(1oh) atribuyeron ese efecto del MCD a la

actividad anti-inflamatoria, mientras otros
inhibicion de la sintesis de algunas sustancias pro-inflamatorias conocidas, como
prostaglandinas. En los ultimos afos se han publicado resultados experimentales
que han permitido proponer nuevos mecanismos de accion, algunos de los cuales
sugieren que el VA es anti-inflamatorio porque tiene una importante actividad
antioxidante o porque in vitro se han observado que inhibe la sintesis de la IL-1

(102) {(103)

, Mientras otros encuentran que el VA suprime la induccion en el higado

del gene de la glucoproteina acida-a.1.

Las abejas y su veneno. Las abejas mieliferas son insectos que

pertenecen al Reino Animal, Subreino Metazoarios, Division Artiozoarios, Rama
Artrépodos, Clase Insectos, Orden Himenopteros, Suborden Aculados, Familia
Apidos, Genero Apis, Especie Mellifera e incluyen 9 diferentes variedades entre
las que se encuentran la A. dorsata o abeja africana y la A. mellifera o abeja
europea. Esta ultima posee varias subespecies, entre las que se incluyen a la A.
melfifera scutellata o abeja africanizada, la A. cerana, o a la A. florea (la mas

peguena de todas) entre otras.

Como todos los insectos, las abejas tienen un cuerpo formado por 3
segmentos : cabeza, térax y el abdomen. EI| primer segmento alberga a los
organos sensoriales y algunas glandulas accesorias al tubo digestivo, mientras el
segundo segmento contiene los elementos de locomocidn. El ultimo segmento, el
abdomen, contiene los organos digestivos y [os reproductores, las glandulas
productoras del veneno y de la cera, asi como algunas glandulas oloriferas. En
las hembras adultas el abdomen también contiene al aguijén conectado a las
glandulas productoras del veneno. lo cual las hace exclusivamente capaces de

picar e inyectarlo (104)

Produccién y liberacién del veneno. El veneno de las abejas se produce
por las células de glandulas basicas y acidas que estos insectos tienen en su

abdomen. Estas glandulas se encuentran cerca de la porcion terminal del tubo

66



digestivo y su secrecion desemboca en una estructura lamada “saco del veneno”,
que esta localizado en la parte posterior del abdomen de las abejas hembra. El
saco del veneno se comunica con la parte mas ancha del aguijon, donde las
valvulas de sombrilla, en las iancetas, bombean el veneno hacia atras, cuando no

es utilizado (104).

La sintesis de veneno aumenta progresivamente durante las 2 primeras
semanas de la vida de las abejas obreras, adultas, alcanzando sus valores
méximos cuando ellas defienden el panal o forrajean. En las abejas reinas, la
produccion del veneno disminuye conforme ellas envejecen. Aunque producen
mucho mas veneno que las obreras, su produccién es mas corta. Las abejas
reinas alcanzan su produccién maxima entre los 7 primeros dias de vida y la
detienen al llegar al mes de edad, por lo que, a la edad de 1 6 2 afios, el veneno
ya se ha vuelto inactivo y ha d.isminuido su produccion. Cada saco de las abejas
obreras contiene en promedio de 0.15 a 0.30 mg de veneno y, al picar a un
mamifero, el aguijdon queda atrapado dentro de la piel, junto con el saco del
veneno, musculos y el centro nervioso. Los dos Gltimos continban inyectandolo
hasta que se completa su vaciado. Al retirarse la abeja, pierde esas partes de su

cuerpo y muere dentro de las siguientes 24 horas (105)

Caracteristicas fisicas y quimicas. En forma natural, el VA es un liquido

inoloro, transparente e incoloro que, al entrar en contacto con las membranas
mucosas o la conjuntiva de los ojos, causa irritacion y ardor. Ya liofilizado, tiene
un color amarillo y algunos preparados comerciales son de color café, por la

oxidacién de algunas de sus proteinas.

El veneno de las abejas contiene agua. glucosa, fructosa, fosfolipidos,

enzimas, péptidos y aminas {ver |a Tabla siguienie). Aungue ei 88% dei VA es
P . 106, 107, 108
agua, el 70% de su peso seco lo forman polipeptidos y proteinas (106,707, 108)

(109, 110)

n

al menos 18 compuestos farmacologicamente activos Se ha observado
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que, algunos de ellos poseen actividades que influyen scbre la respuesta del

sistema inmune, tanto en animales como en personas (11, 112)

Tabla V. COMPOSICION QUIMICA DEL VENENO DE UNA ABEJA OBRERA

Molécula Componente % de veneno % de veneno
seco (a) seco (b)
Fosfolipasa A2 10-12 10-12
Hialuronidasa 1-3 1.5-2.0
Fosfomonoesterasa 1
Enzimas acida IS
Lisofosfolipasa 1
o glucosidasa 0.6
Melitina 50 40-50
Apamina 1-3 3
Péptido desgranulador
de células cebadas 1-2 2
{(MCD) .
Oftras proteinas y Secapina 0.5-2.0 0.5
péptidos Procamina 1-2 1.4
Adolapina 1
Inhibidor de proteasa 0.1 0.8
Tertiapina ©
Péptidos pequefos 13-15 0.1
(menos de 5 aa
Aminas activas Histamina 0.5-2.0 0.5-1.6
fisioldgicamente Dopamina 0.2-1.0 0.13-1.0
Noradrenalina 0.1-05 0.1-0.7
Aminodcidos acido t aminobutirico 0.5 0.4
o aminoacidos 1
Azicares glucosa y fructosa 2
Fosfolipidos 5
Compuestos volatiles 4-8
0 0
® Y

{c) Este péptido no se encuentra en todos los venenos

En los ultimos 10 afos, la mayor parte de las investigaciones realizadas
sobre el veneno de abejas han estadc dirigidas hacia el estudio de sus

(99)

componentes responsables de las reacciones alérgicas '~ ', que provocan sus

piquetes, y a los mecanismos de su toxicidad o letalidad (105, 13),
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£n medicina se ha aceptado el uso del veneno de las abejas completo o de
algunos de sus componentes purificados con la intencién de prevenir los
accidentes graves que algunas veces se presentan como una consecuencia de
sus piquetes. En general, los problemas se presentan en las personas alérgicas o
en las que accidentalmente reciben una gran cantidad de piquetes. La apiterapia,
{(aplicacidbn de inyecciones de veneno de abeja, a dosis bajas, que van
aumentando lentamente su concentracion hasta alcanzar una dosis determinada)
es uno de los procedimientos mas empleados con la finalidad de inducir un estado

. . - .y (31
de anergia hacia los alergenos de este veneno, en las personas alérgicas a él 31,

115, 116 . ) . , :
+ Y1) Un antisuero anti-veneno de abejas podria ayudar a neutralizar los

componentes toxicos en el caso de picaduras multiples, pero hasta ahora no han

(117)

tenido éxito los intentos por obtener uno efectivo y seguro El resto de la

literatura médica publicada sobre los efectos del VA trata de sus efectos anti-

inflamatorios (118, 119).

Componentes principales. Cinco son los componentes mas importantes

del veneno de las abejas [apamina, melitina, péptido desgranulador de células
cebadas (MCD), hialuronidasa y fosfolipasa A2]. Las estructuras de los
precursores para cada uno de ellos ya han sido clonadas, mediante técnicas que
permiten obtener el cDNA y se conocen las secuencias de aminoacidos de cada

uno de ellos (120, 121, 122, 123)

Las dos enzimas mas importantes del VA son: (i) la hialuronidasa, que esta
compuesta por 349 aminoacidos, 4 cisteinas y 3 sitios potenciales de N-

(122)

glucosilacion, , 'y {ii) la fosfolipasa A2, una enzima basica y glucosilada en la

Asn 13, compuesta por 134 aminoacidos, y que contiene 5 uniones disulfuro

. 124
mtramoleculares( 2 ).

Los tres péptidos mas importantes que contiene este veneno son : (i) la

melitina, un polipéptido de 26 aa, que forma una hélice anfipatica y se inserta en
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los fosfolipidos de las membranas ”25), (i) la apamina, un péptido de 18 aa,

neurotdxico, que posee una estructura compacta (una region de alfa hélice con 2

vueltas beta), dependiente de su enlace disulfuro S-S (126, 127) y (

iii) el péptido
desgranulador de las células cebadas que esta formado por 22 aa y comparte

cierto grado de similitud con ia apamina, a nivel de DNA y en las secuencias de los
aq (113.123)

Existe una cantidad abundante de literatura sobre las caracteristicas
quimicas de todos los componentes anteriores y sobre sus efectos sobre diversos
tipos de células. Las dos enzimas actuan sobre el glucocalix y los fosfolipidos de
las celulas, mientras que los tres polipéptidos actuan sobre los potenciales de las
membranas celulares, los canales de potasio y los receptores de las células

cebadas, respectivamente.

Actividades biolégicas. El veneno de las abejas es una mezcla

heterogénea de compuestos, que tienen diversos pesos moleculares y actividades
biolégicas. El principal componente del VA que tiene actividad de alergeno es la
fosfolipasa A2, una enzima que libera los acidos grasocs de los fosfolipidos de las
membranas celulares, los cuales, a su vez, originan moléculas pro-inflamatorias
como las prostaglandinas, los tromboxanos o los leucotrienos, con los cuales se
genera parte de fa hinchazon y el dolor en la zona donde la abeja inocula su

veneno ('#®! Conviene recordar que en el VA se han encontrado tanto sustancias

a las cuales se les atribuye un efecto inhibidor sobre [a sintesis de PGE; (MCD)

como otras que mas bien estimulan la produccién de estos eicosanoides (PLAZ2).

El componente mas abundante en el veneno de las abejas es la melitina,
un péptido pequerio que tiene la capacidad de formar agujeros en las membranas
de las ceélulas sobre las que actua, induciendo su lisis. Posee propiedades
detergentes por ser un péptido con una distribucién asimétrica de sus aminoacidos

polares y no polares que adoptan una estructura lineal y helicoidal, amfipatica (120,
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129, 131 " ., . . :
) La melitina también es un inmundgeno porque en ciertas cepas de

ratones puede inducir [a sintesis de anticuerpos tipo IgG e IgE contra sus epitopes

1 - r . .
(12%) y es cardiotéxica en mamiferos y ranas 13,

Otro componente del VA es el péptido desgranulador de las células
cebadas (MCD), las cuales poseen receptores para este polipeptido, en la
superficie de su membrana citoplasmica. A bajas concentraciones, el MCD
provoca que los mastocitos liberen el contenido de sus granulos, los cuales
contienen principalmente sustancias pro-inflamatorias como la histamina y
neurotransmisores como la serotonina y la misma histamina, asi como también

g (100, 132)

grandes cantidades de proteasas y de TNF-a e IL , que pueden disminuir

la presion arterial, al provocar vasodilatacién y aumento de la permeabilidad

capilar.

Cuando ha sido inyectado directamente en el cerebro, el MCD se une a los

. . X 133, 134, 135
canales de potasio dependientes de voltaje de las neuronas (133,134, 133)

Segun la
dosis inyectada intracerebralmente, el MCD puede inducir diferentes respuestas.
Asi, a bajas concentraciones produce solamente excitacion, mientras que al ser
inyectada a concentraciones elevadas puede causar convulsiones, debido a que
se une a receptores de alta afinidad que estan localizados en las estructuras
corticales, particularmente en el hipocampo, donde genera potenciacion a largo

plazo (135.130)  varios autores refieren que el MCD tiene una actividad neurotoxica

epileptogénica (100, 101, 135)

Paraddjicamente, al MCD también se le atribuye una actividad biologica

anti-inflamatoria, la cual ha sido comprobada en animales de laboratorio a los

. . " . . .. 1
cuales se les induce previamente artritis mediante la inyeccion de adyuvantes (19,

137)
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Otro compuesto importante del VA es la apamina, un péptido de bajo peso
molecular que es neurotoxico cuando se inyecta intracerebralmente, por via

(107, 138)

intraventricular . A concentraciones de 10" M inhibe de manera especifica

a los canales de K+, dependientes de Ca’™. Sus receptores de alta afinidad se
han identificado en el corazén de la rata, musculo liso e higado, y en el ileon de

cobayo (126, 138, 139, 140)

La hialuronidasa, es otro componente importante del VA, Se trata de una
enzima que rompe el acido hialuronico de la matriz extracelular en tetra y
hexasacaridos, con lo cual podria iniciarse la expansion del dafo tisular que

. : . , L (122
causaria la presencia del veneno de abeja en cualquier tejido (122)

La siguiente tabla muestra un resumen de las principales caracteristicas de

ios componentes del veneno de las abejas.

TABLA VI PRINCIPALES COMPONENTES DEL VENENO DE ABEJAS

Componente PM aa % Actividades biolégicas
(kDa) en
peso
Fosfolipasa A2 |14 - 134 12 Alergeno principal
{116) 16 Genera acido araquidénico a partir de fosfolipidos
Melitina 2.84 26 50 Alergeno pobre
{129, 130) _

Libera GABA en sinaptosomas
Libera 4cido araquidénico e icosanoides

Apamina 2.03 18 2 Neurotoxina
Inhibe canales de K+ activados por Ca++

{127) Induce sintesis de Abs (IgG e IgE y proliferacion de
linfocitos T

MCD 25 22 2 Desgranula células cebadas

{108, 133) Inhibe sintesis de PGE,

Hialuronidasa 41 349 2 Alergeno

(122) Fragmenta el 4cido hialurénico en tetra y
hexasacaridos

Letalidad. Algunas de las proteinas que contiene el VA son toxicas y otras

son alergenos que también pueden causar la muerte a través de graves
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reacciones de hipersensibilidad tipo |. Las estadisticas epidemiologicas refieren
que todos los afios muere una cierta cantidad de personas a causa de los piquetes

(105)

de las abejas . La principal causa de la ietalidad del veneno de abejas son sus

efectos alérgicos, aungue se ha observado que algunos de sus péptidos presentan

(141)

efectos pro-inflamatorios, cardiotoxicos y neurotéxicos y esto podria ser causa

de muerte, pero solamente en los casos de picaduras multiples.

Los efectos colaterales que se presentan por las inyecciones del veneno de
abejas son inflamacién, entumecimiento y comezdn, aunque también los hay muy
serios como el shock anafilactico, que en personas alérgicas puede conducir a la
muerte, por lo que [a apiterapia debe de hacerse bajo estricto control médico o

d (99{

previas pruebas de sensibilida Las principales reacciones toxicas que

aparecen después de recibir un piquete de abejas son vomito, diarrea,
hipotensién, coma, hemoglobinuria y mioglobinuria, que pueden progresar hacia

(117)

anuria y falla renal aguda Todas esas manifestaciones generaimente estan

asociadas a un shock anafilactico provocado por la descarga de grandes
cantidades de histamina y otras péptidos vasoactivos de las células cebadas. Los
efectos anafilacticos se deben principalmente a los anticuerpos IgE especificos
contra los epitopes de la PLA2, |a hialuronidasa y, en menor grado, de la melitina

(142) |4 terapia existente para contrarrestar ia letalidad del VA en las personas

alérgicas es de soporte y sintomatica. En esta clase de enfermos carece de
utilidad cualquier sueroterapia anti-veneno de abeja para uso en los humanos que,

por otra parte, no ha podido ser lo suficientemente efectiva 7,

Las estadisticas refieren que, proximadamente, entre el 1% y 2% de la
poblacidon mundial es alérgica al veneno de las abejas. Cabe senalar que la
mayoria de las muertes se deben a uno o pocos piguetes, debido a las reacciones
alérgicas que provocan sofocacion, falla cardiaca, hinchazén en el cuello o la

boca, etc. El componente mas alergénico es la fosfolipasa A2 (PLA2), mientras
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que la melitina es el mas letal, pero no presentan un efecto sinérgico cuando se

encuentran combinadas ”13).

Aungue la letalidad del VA obtenido de las diferentes especies de abejas
estudiadas es muy similar, de todos modos se han observado pequefas
diferencias. La toxicidad del VA en la especie A. mellifera es la mitad de la que

(110)

posee el VA en la A. Cercana Las reinas producen una mayor cantidad de

VA sdlo en casos de emergencia (cuando se tiene que seleccionar una sola reina),
aunque su letalidad es la mitad de la letalidad del veneno que producen las

obreras (1 13).

En las personas que han sufrido multiples picaduras y han muerto, se han
realizado algunos calculos aproximados que permiten estimar que la dosis media
letal (LDso) para un adulto es de 2.8 mg/Kg de peso, por lo que 600 piquetes
serian ya una dosis letal, mientras que una cantidad de 90 piquetes seria letal en

el caso de un nino de 10 Kg (105) (113),

(143)

. Enlos ratones, se han reportado 3.5 mg/kg

6 mg/Kg y 7.4 mg/kg (144} de VA como las dosis letales.

| uso del VA con fines terapéuticos o_comerciales. Varios trabajos de

investigacion experimental, publicados en revistas arbitradas, coinciden en sefialar
que tanto la melitina, como el veneno completo y la PLA2 pueden actuar,

inespecificamente, sobre la competencia de las celulas del sistema inmune (31,11,

115, 11 . : . , . .
5 119) Ademas, a la apiterapia se le atribuye la mejoria de los pacientes

alérgicos a este veneno y una modificacion en |la respuesta inmune de citocinas,
que cambia del tipo-TH2 a otra predominante del tipo TH1, cuando se la ha
estudiado en los linfocitos de la sangre periferica de los pacientes alérgicos a este

veneno {31, 115, 145)'

No obstante, en los bancos de datos revisados existen pocas citas de

trabajos que (independientemente de las reacciones alérgicas) estudien los
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efectos del veneno completo o de sus componentes sobre la competencia de los
linfocitos o de los macrofagos del sistema inmune. Se han podido reunir varias
observaciones muy interesantes como las de Hyre y Smith M on las que el
veneno de abejas aumenta la produccién de anticuerpos IgM vy la proliferacion de
los linfocitos del bazo. Yiangou et al, en 1993 (193 solo informan que el VA

disminuye la sintesis de IL-1 en los macrdfagos del peritoneo de ratas con un

artritis experimental. Esto Gltimo ha sido confirmado por otros estudios (102, 145)

En las personas con enfermedades inflamatorias cronicas, algunos autores

sefalan que el VA puede reducir los sintomas hasta en el 84% de ellas (147)

Igualmente, han sido muy interesantes los trabajos publicados sobre los
efectos del VA en la competencia de las células del sistema inmune y sobre |a
evolucién de las enfermedades inflamaterias crénicas. Algunos de esos trabajos

ya han sido citados en los parrafos anteriores (119, 137, 148,149)

De todos modos, los resultados de los trabajos experimentales han sido los
que mas frecuentemente han proporcionado evidencia a favor del probable efecto
terapéutico del VA. La artritis inducida experimentalmente mediante la inyeccidn
del adyuvante completo de Freund es un modelo de enfermedad autoinmune que
ha sido utilizado con relativa frecuencia para demostrar la actividad anti-

inflamatoria del VA. Asi por ejemplo, Eiseman et al, en 1982 137 han observado

que la administracion del VA en ratas suprime el desarrollo de la artritis
experimental y los mismos resultados han sido obtenidos por Zurier et al, en 1972

(150) y por Yiangou et al, en 1993 (193 sin embargo, sus resultados no muestran

que el VA modifica la produccidn de interleucinas en los animales sanos.

El objetivo del presente trabajo es estudiar el efecto de! veneno de abejas
sobre la respuesta proliferativa de linfocitos estimulados in vitro y sobre la
produccion de algunas citocinas pro-inflamatorias por los macréfagos peritoneales

de ratones sanos con diferentes edades.
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1. OBJETIVOS, HIPOTESIS Y DISENO EXPERIMENTAL
LLos objetivos del presente trabajo fueron conocer si

a) la administracién in vivo del venenc de abejas puede modificar la

respuesta de las células del sistema inmune de los ratones y

b) si estos cambios son distintos segun la edad de los animales.

Para alcanzar los objetivos anteriores, se disef¢ un modelo experimental

basado en las siguientes hipdtesis :

1) La administracién subcutanea de veneno de abejas a los ratones,
Iprovocara un aumento en la respuesta proliferativa de sus linfocitos

esplénicos cuando estos son estimulados in vitro con la Concanavalina-A.
2) La administracién subcutanea de veneno de abejas a los ratones,
disminuira la produccién in vitro de citocinas pro-inflamatorias por los
macrofagos peritoneales.
3) La proliferacion de los linfocitos y la produccion de citocinas pro-
inflamatorias seran respuestas diferentes en los ratones de 3 y 18 meses de
edad.

4) Después de 4 semanas de recibir inyecciones subcutaneas de

inmunoldgicas entre los ratones de 3 y 18 meses de edad.

76



Diseflo experimental. Los ratones fueron separados durante 4 semanas

en varios grupos, segun su edad y tratamiento. Una vez sacrificados, de cada uno
de ellos se obtuvieron linfocitos y macréfagos, los cuales fueron cultivados y
estimulados con Concanavalina-A y LPS, respectivamente, para estudiar in vitro la
respuesta proliferativa de los linfocitos y la produccién de varias citocinas por los
macrofagos. En el primer caso se obtuvieron los nucleos de las células para medir
la incorporacién de timidina tritiada. En el segundo caso se colectaron los
sobrenadantes después de 24 horas de cultivo para medir por ELISA la
concentracion de las PGE; y de las citocinas IL-6, IL-12 y TNFa.

Ratones BALB/c (3 y 18 meses de edad)

3

Separacion en tres subgrupos

U
Tratamiento (veneno, SSI, control)

3

Muerte por dislocacion cervical

g

Extraccion de células

3 N

Linfocitos del bazo macrofagos del peritoneo
4 4
Cultivo + Con-A cultivo + LPS
3 4
Timidina tritiada separacion de sobrenadante
4 4
Separacion de nucleos ELISA para citocinas pro-inflamatorias

3

medida de la radiactividad (cpm)
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IV. MATERIAL Y METODOS

a) Animales.

Todos los experimentos se realizaron tres veces. En cada experimento se
utilizaron animales que estaban separados en dos grandes grupos (jovenes y
viejos) segun su edad. En cada experimento, el grupo | estuvo formado por
quince ratones machos BALB/c de 3 meses de edad y con 20 g de peso promedio,
mientras que el grupo Il se formé con otros 15 animales machos, de 18 meses de

edad, de la misma cepa y con un peso promedio de 30 g.

Todos los animales fueron obtenidos y mantenidos en cajas de
policarbonato en el bioterio del Instituto de Investigaciones Biomédicas (UNAM),
donde se les alimentd con Purina (Harlan) y agua ad /ibitum. Cada uno de los dos
grupos fue dividido en 3 subgrupos de acuerdo a si los ratones recibian la
inyeccion del veneno de abejas (A), si eran animales control inyectados solamente
con solucidén salina (B) © si no recibian ninguna inyeccion durante todo el

experimento (C).

b) Veneno de abejas.

Dos miligramos del veneno de abejas (Sigma-Aldrich) se disolvieron en 10
mL de solucidon salina isotonica estéril y se filtraron a través de una membrana
estéril con un poro de 0.22 ym (PGC Scientifics). La solucion (0.2 mg/mL) se
dividio en alicuotas de 1.5 mL en viales esterilizados Eppendorf (Accesolab) y se

congelaron a —20 °C hasta su uso.
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¢) Tratamiento.

Cinco ratones jovenes (grupo IA) se inyectaron en el abdomen, por via SC,
cada tercer dia y durante 4 semanas con 0.1 mL de la solucidn de veneno de

abejas (0.2 mg/mL), de acuerdo a la dosis recomendada por Schmidt, 1995 (13),

Otros 5 animales de la misma edad (grupo IB) fueron inyectados en la misma
forma que el subgrupo anterior con 0.1 mL de la solucidn salina isoténica, estéril.
Los 5 ratones restantes (grupo iC) no recibieron tratamiento alguno. Este mismo
esquema de tratamiento se repitid para los 3 subgrupos (ilA, 1B y 1IC) de los
ratones de 18 meses de edad del grupo Il. Durante todo el tratamiento también se
observd su conducta y se vigild que los animales estuvieran sanos. Cualquier

ratdn que mostrara algun signo de enfermedad fue descartado.

ESTA TESIS NO SALL
d} irritacién del peritoneo DE LA BIBLIOTECA.

Se realizaron varios experimentos preliminares con la finalidad de conocer

(151)

si la irritacion peritoneal que provocaba el medio de tioglicolato influia o no en

el numero de células cosechadas del peritoneo y en su estado de activacion. Dos
ratones Balb/c machos jovenes fueron inyectados por via intraperitoneal (IP) con
una sola dosis de 3 mL de una solucion esteéril del medio tioglicolato al 3%, otros
dos ratones de la misma edad y sexo fueron inyectados durante tres dias seguidos
por la misma via con el mismo volumen de una solucién balanceada de Hanks
esteril y los dos animales de un tercer grupo recibieron la misma serie de tres
inyecciones |IP pero ahora de medio de cultivo RPMI 1640 suplementado con 10 %

de suero bovino fetal (SBF).

Al cuarto dia, todos los animales se sacrificarcn y las células dei peritoneo
se extrajeron por lavado con 5 mL de la solucion de Hanks estéril, enfriada. Una
vez aspiradas, las células se pasaron a tubos de centrifuga enfriados en hielo,

donde se lavaron dos veces con 5 mL de soluciéon de Hanks enfriada en hielo y
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luego se resuspendieron en 1 mL de medio RPMI suplementado, sin suero bovino
fetal. Inmediatamente, se contd el nimero de células peritoneales que habia sido

obtenido de cada animal y, asimismo, se midié la viabilidad celular.

El paso siguiente fue estudiar el grade de activacién en el que encontraban
esas celulas que habian sido obtenidas utilizando diferentes procedimientos de
extraccion peritoneal. Para elio, primero se ajustd su numero a 1 millén de
células/mL y cuatro alicuotas de esa suspension (cada una de 1 mlL) se
repartieron en los pozos de una placa de cultive de 24 pozos, que fue incubada
por 2 horas a 37 °C, en una atmosfera de aire, con 5% de CQO,. Después de esta
incubacién, las células adherentes se lavaron 2 veces con medio RPMI 1640,
Luego, a dos de los cuatro pozos que contenian las células adherentes
(macréfagos peritoneales) se les agregdé 1 mL de medic RPMI 1640,
suplementado con 10 mM de glutamina (Gibco BRL), 10 % de suero bovino fetal
(SBF) (Gibco BRL), previamente inactivado a 56°C, durante 30 minutos,
aminoacidos no esenciales (Gibco BRL), HEPES 25 nM (Gibco BRL), 100 U/mL
de penicilina (Gibco BRL) y 100 pg de estreptomicina (Gibco BRL). A los otros
dos pozos se les afadio 1 mL de una solucion de LPS (5 pg/mL) en este mismo
medio, ya suplementado. Las placas de cultivo se volvieron a introducir en la
incubadora por 24 horas, a las mismas condiciones que se utilizaron durante el

(151)

periodo de adherencia Al finalizar este periodo, los sobrenadantes de los

cultivos se colectaron en viales Eppendorff de 1.5 mL y se congelaron a — 20 °C,

hasta la determinacion de sus niveles de IL-6, por el método de ELISA-sandwich.

e) Obtencién de las células.

1) Macréfagos peritoneales. De acuerdo a los resultados del estudio
preliminar, se decidid que el medio tioglicolato era el irritante peritoneal mas
conveniente para obtener los macrofagos, de acuerdo a los objetivos del presente

trabajo y por las cantidades de celulas que se iban a trabajar posteriormente.
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Tres dias antes de su sacrificio, todos los animales de cada grupo
recibieron por via IP, 3 mL de solucidn estéril de tiogliocolato de sodic al 3%.
Cada ratdn fue sacrificado en una camara conteniendo éter etilico e
inmediatamente se introdujo en una solucién de alcohol etilico/agua destilada, al
70%. Ya en la campana de flujo laminar, se extrajeron los macrofagos inyectando,
en el peritoneo de cada animal. 5 mL de solucion salina balanceada de Hanks
(Gibco BRL), estéril, enfriada en hielo. Después de un breve masaje abdominal,
las células peritoneales se extrajeron por aspiracion de la solucion de Hanks.
Inmediatamente, las células se pasaron a tubos de centrifuga enfriados en hielo.
Fueron lavadas 2 veces con HBSS y resuspendidas en 1 mL de medio RPMI 1640
(Gibco BRL) suplementado. Esta suspension celular se mantuvo sobre hielo hasta
el sembrado de las células en ia placa de cultivo, después de haberse cuantificado

su viabilidad y ajustado su numero {151},

2) Linfocitos esplénicos. Después de extraer los macrofagos peritoneales,
se abrio el abddmen y se extrajo el bazo, que fue colocado en 5 mL de solucidon
HBSS enfriada en hielo, en una caja Petri estéril. Este organo linfoide se perforo
por un extremo y por el otro se perfundié con 5 mL de HBSS, con lo que los
linfocitos quedaron en suspensidn. Las células se recolectaron y se pasaron a
tubos de centrifuga enfriados en hielo, en los que se lavaron 2 veces con HBSS.
Luego, se les agregd 1 mL de solucion hemolizante, dejandose reposar durante 5
minutos y se lavaron dos veces mas, con HBSS fria. Finalmente, el boton celular
se resuspendio en 1 mL de medio RPMI 1640, suplementado. Cada suspension
celular se mantuvo sobre hielo hasta ser sembradas en las microplacas de cultivo,

previa cuantificacién de su viabilidad y ajuste a las cantidades necesarias (152),

f} Viabilidad y ajuste ceiuiar.

Un volumen de 20 ul. de la suspension de células en medio suplementado

se mezclé con otro volumen igual de solucion de azul tripan al 4% (Research
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Organics) en un vial Eppendorff y se incubé a temperatura ambiente por 5
minutos. Luego, 20 uL de la mezcla se colocaron sobre una camara de Neubauer,
que se puso sobre un microscopio invertido de luz (Olimpus). Usando el objetivo
40X y el ocular 10X, se contaron en 5 cuadros tanto las células que excluyeron el
colorante como las que lo incorporaron. Inmediatamente, el nimero de células se
ajustd a 1 x 10° células/mL para el caso de los macréfagos y a 3 x 108 células/mL

(153)

para los linfocitos esplénicos . Este procedimiento se repitié para cada ratén.

g) Estimulacién in vitro de los linfocitos con un mitégeno.

De la suspension ajustada de linfocitos del bazo se tomé una alicuota de
300,000 células/0.1 mL, que se depositd por sextuplicado en una placa de cultivo
(NUNC) de 96 pozos. A los 3 primeros pozos se les agregaron 20 uL de medio
RPMI suplementado y a los 3 pozos restantes se les estimuldé con 20 uL de una
solucién conteniendo (5 pg/mL) del mitdégeno Con-A (Sigma-Aldrich) . La placa se
tapo y se incubd por 72 horas a 37 °C, en una atmésfera humificada de aire, con
5% de CO,. A ias 54 horas de iniciado el cultivo, todos los pozos recibieron 20 plL
de una solucién de timidina tritiada 0.5 uCi [3H]TdR (6.7 Ci/mM, New England
Corporation, } solubilizada en medio RPMI 1640, suplementado. Al finalizar el
cultivo, las células fueron lisadas y lavadas copiosamente con agua destilada en
un cosechador de células, donde los nucleos fueron atrapados en papel fibra de
vidrio, al que después se le agregaron 10 mL de solucién de liquido de centelleo
(Gibco BRL). La incorporacién de timidina tritiada en los nucleos de los linfocitos
se cuantifico mediante |a lectura de la estimulacion de las moléculas del liquido de

centelleo, en un lector beta (TRI-CARB 300, Packard)‘ﬁz).
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h) Estimulacién in vitro de los macréfagos peritoneales con LPS.

Un mililitro de cada suspensién de células mononucleares en medio de
cultivo suplementado y ajustada a 1 x 10° células/mL, se agreg6 por cuadruplicado
a una placa de cultivo de 24 pozos (Nunc), dejandose incubar por 2 horas para su
adhesién, en una atmésfera de aire con 5% de CO», a 37°C. Luego, las células se
lavaron 2 veces con medio RPMI 1640, entibiado. Inmediatamente, a dos de |os
pozos se les agregé 1 mL de medio RPMI 1640 suplementado con 10% de SBF y
a los otros dos pozos se les adicionaron 1 mL de una solucion de LPS (5 pg/mL)
(Sigma-Aldrich), disueltos en medio RPMI 1640, suplementado. - La placa se
incubd por 24 horas en las mismas condiciones, después de lo cual se
recolectaron individualmente los sobrenadantes de los cultivos y se guardaron a —

20°C hasta su uso (151}

i} Cuantificacién de citocinas.

La cantidad de citocinas proinflamatorias IL-6, IL-12 y TNF-a producidas por
los macrofagos peritoneales, estimulados in vitro con LPS, se determind
empleando la técnica de ELISA-sandwich (154 En ella, los anticuerpos de captura
(anticuerpos monoclonales, especificos para cada citocina) se solubilizaron en un
amortiguador de NaHCOa (J.T. Baker) 0.1M, pH 8.2. Alicuotas de 50 uL de esta
suspensidon se agregaron a cada pozo y se dejé que se adherieran a una
microplaca de EIA (Costar) toda la noche, a 4°C. Después de tres |lavados con
una solucién de PBS/Tween-20 al 0.5%, todos los pozos recibieron 100 ul de una
solucion de PBS/BSA al 3% para bloquear el ligado no especifico, y se incubd
durante 2 horas a temperatura ambiente. La placa fue lavada otras 4 veces con
PBS/Tween: a unos pozos se les agregaron, por duplicado, 100 ul. de diluciones
seriadas de la citocina recombinante. En los pozos restantes se afadieron 50 uL
de PBS/BSA al 1%, y enseguida se pusieron 50 uL de los sobrenadantes de

cultivos de los macrofagos peritoneales dejandose incubar, otra vez toda la noche,
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a 4°C. Al dia siguiente. se lavaron nuevamente 4 veces las placas y se anadieron
a cada pozo 100 pL del segundo anticuerpo monocional, biotinilado, especifico
para cada citocina, solubilizado en PBS/BSA al 1%, dejando incubar |a reaccion 1
hora, a temperatura ambiente. Luego de 6 lavados, se afadieron 100 pL de una
solucién de estreptoavidina peroxidasa (S-HRP) disuelta 1:4000 en PBS/BSA al
1%, incubandose por 45 minutos, a temperatura ambiente. Al finalizar esta
incubacién, las placas fueron lavadas 8 veces como se indicé anteriormente y 100
ulL de una solucion del sustrato ABTS se puso en todos los pozos de la
microplaca; que inmediatamente se tapd de la luz y se incubdé de 15 a 20 minutos.
Al detectarse el desarrollo del color de la reaccion, ésta se detuvo con 50 plL de
una solucién al 50% de DMF/agua destilada. La lectura de la absorbancia de la
reaccidn se hizo a 405 nm, en un lector de placas (Dynex). La cuantificacion de
cada citocina se hizo interpolando los valores de las absorbencias registradas para

cada muestra en la curva patron correspondiente.

i) Cuantificacién de PGE,

La determinacién de la prostaglandina E; se realizd mediante la técnica de
ELISA por competencia (1%4) con un kit comercial (R&D Systems). En ella, la PGE;
presente en cada muestra y un conjugado de PGE; de concentracién conocida y
marcado con fosfatasa alcalina, compiten por los sitios activos de un anticuerpo
monoclonal anti-PGE, de ratén. Durante la incubacion, éstos complejos se unen a
un segundo anticuerpo policlonal de cabra, que se encuentra adsorbido en el
fondo de la microplaca, y que esta dirigido contra el primer anticuerpo. lLuego, la
reaccion inmunologica de competencia se revela al adicionar el sustrato de la
enzima, cuya absorbencia es inversamente proporcional a la concentracion de

PGE, presenie en ia muesira.

Para la determinacion de la cantidad de PGE: en los sobrenadantes de los

cultivos de los macréfagos peritoneales, se agregan 100 uL del amortiguador de
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ensayo en los pozos de los controles negativos y los de pegado no especifico.
Luego, se adicionan. por duplicado, 100 uL de las soluciones seriadas del
estandar de PGE, para la curva patrén. Se dejan vacios los pozos
correspondientes al control positivo y los del blanco de sustrato y se les ponen, a
los pozos restantes, 100 uL de las muestras; enseguida, 50 ul. del conjugado de
PGE; marcado con la enzima y luego 50 ulL de la solucién del anticuerpo de raton
anti PGE;. La reaccion se deja incubar dos horas a temperatura ambiente, con
agitacion suave, para favorecer la competencia entre la prostaglandina Ez no
marcada y la marcada. A continuacion, la microplaca se lava 6 veces con el
amortiguador de lavado, para eliminar el exceso de los reactivos que no
reaccionaron. Posteriormente. se adiciona el control positivo en los pozos
respectivos y, después, se agregan 200 uL del sustrato para-nitrofenilfosfato
(PNP) a todos los pozos de la microplaca, para detectar la reaccion, dejando
incubar por 1 hora a temperatura ambiente. Al finalizar la incubacién, la reaccion
se detiene con 50 pl de una solucién de fosfato trisédico (TSP). La absorbancia

de las muestras se determina inmediatamente en un lector de placas (Dynex) a
405 nm.
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V. RESULTADQOS OBTENIDOS

1) Evaluacién clinica.

Todos los ratones que recibieron inyecciones SC de veneno de abejas por 4
semanas no mostraron efectos macroscopicos adversos en la piel. Solo se
observd un comportamiento de enterramiento y un poco de irritabilidad al
momento de inyectarlos.

2) El tratamiento in vivo de los_ratones con veneno de abejas no modifica los

indices de proliferacién in vitro de los linfocitos del bazo.

La administracion SC de VA durante 4 semanas no modificd la tasa de
proliferacion de los linfocitos esplénicos. Tanto en los animales jovenes como en
los viejos, con y sin tratamiento, la captacion de timidina tritiada mostré muy pocas
diferencias al ser estimulados in vitro con Con-A, por lo que los indices de
linfoproliferacién son muy parecidos. Las varianzas no fueron homogéneas vy la
prueba de Tukey mostré que las pequefas diferencias entre los grupos no eran
estadisticamente significativas (p > 0.05). Los valores promedio correspondientes
a los indices linfoproliferativos de cada grupo de ratones se encontraron entre 25 y

26 unidades, calculados de acuerdo a la siguiente formula :

Indice linfoproliferativo = cpm en los nicleos de las células no estimuladas con Con-A x 100

cpm en jos nicleos de [as células estimuladas con Con-A

3) El tipo de irritante utilizado en el peritoneo modifica el numero de células

obtenidas y su actividad.

La extraccion de las células del peritoneo por medio de tioglicolato de sodio,

usado como irritante, si influyd en el niumero de células obtenidas y en la cantidad
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de IL-6 que ellas producen. El efecto que produce del medio de tioglicolato sobre
el nuimero de macréfagos que se obtienen del peritoneo y su actividad, se
compard con el que produce la solucion de Hanks o el medio RPM! 1640
suplementado con 10% de SBF. El nimero de células promedio mas bajo
obtenido (1.3 x 10° células/mL) correspondié a los animales que recibieron la
solucién salina balanceada. El medio RPMI 1640 proporciond 1.3 x 10°
células/mL y el tioglicolato didé el mayor promedio con 7.7 X 10° células/mL. La
actividad de cada grupo de células se determind midiendo la cantidad de
interleucina 6 que liberaron al ser cultivadas por 24 horas, en presencia o ausencia
de LPS. Los valores mas altos de interleucina 6 encontrados en los
sobrenadantes correspondieron a los macréfagos provenientes de los animales
que recibieron el medio RPMI 1640 (4.7+1.5 ng/mL). Los animales que recibieron
el medio de tioglicolato produjeron 2.6 + 0.8 ng/mL de iL-6, mientras que los
animales inyectados con solucién de Hanks fueron los que liberaron la menor
cantidad de esta citocina (1.3 + 0.3 ng/mL). Asi, los macréfagos obtenidos con
medio de tioglicolato presentan tanto un aumento en la cantidad de células
extraidas como en la produccion de la IL-6, al ser estimulados in vitro con LPS, tal

como se muestra en la Tabla VIi y Figura 3, respectivamente.

TABLA VI

Cantidad de células obtenidas del peritoneo, de acuerdo al irritante utilizado

Tratamiento Células x 10°/mL
(promedio)
RPMI 1640 suplementado 1.3
Hanks 1.7
Tioglicolato 7.7
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IRRITANTE PERITONEAL

Figura 3. Diferente activacion de los macréfagos segun el irritante utilizado para
extraerlos del peritoneo. La altura de las barras sefala las diferencias
en la produccion in vitro de IL-6 por los macréfagos de ratones sanos y
sin tratamiento, segun el irritante peritoneal utilizado haya sido la
solucién de Hanks, el tioglicolato o el medio de cultivo RPMI 1640

suplementado.

4) Laedady el tratamiento con veneno de abejas aumento la sintesis de IL-6.

En condiciones basales, la produccion de la interleucina 6 por los macréfagos
peritoneales fue mucho mas baja y no se encontraron diferencias segun la edad
de los animales o segun si habian recibido o no el tratamiento con VA. En
contraste, al ser estimulados in vitro con LPS, |a sintesis de IL-6 se incrementd

notablemente, mas en los ratones viejos que en los jévenes, mostrando
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diferencias significativas entre los 2 grupos. Las céiulas peritoneales provenientes
de animales no tratados. jovenes. produjeron una cantidad media de IL-6 de 1782
* 384 pg/mL, mientras que las de los animales ancianos alcanzaron 4304 * 924
pg/mL. Después del tratamiento con VA, la sintesis promedio de esta citocina
alcanzo 3326 * 759 pg/mL, en los sobrenadantes de los cultivos de los macréfagos
de los ratones jovenes. y 8384 * 1936 pg/mL, en el caso de los ratones
envejecidos y, las diferencias en los valores de IL-6 entre los 2 grupos fueron

significativas (p <0.05). {Figura 4).
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grupos de ratones

Figura 4. Cantidad de IL-6 en los sobrenadantes de los cultivos de los
macréfagos peritoneales (estimulados con LPS) de los animales de 3
y 18 meses de edad, tratados 0 no con veneno de abejas o0 con
solucidn salina. La altura de las barras sefiala el valor promedio * 1

desviacion estandar.

5) El tratamiento in vivo con VA influye sobre la sintesis_in vitro de IL-12, en los

animales jovenes.

89



Las cantidades de iL-12 producidas por los macréfagos de los ratones que
recibieron el tratamiento con veneno de las abejas sélo muestraron un incremento
estadisticamente significativo cuando los valores en los diferentes grupos se

compararon contra los obtenidos en los ratones jévenes sanos y sin tratamiento.

800
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Figura 5. Concentracién de IL-12 en los sobrenadantes de los cultivos de los
macréfagos peritoneales (estimulados con LPS) de los animales
jovenes y viejos, tratados o no con VA, Las barras sefialan los

valores promedio de cada grupo + 1 desviacion estandard.

LLos ratones viejos, no tratados y los ratones jovenes con tratamiento (VA)
mostraron diferencias significativas (p< 0.05) en la produccién de la citocina
cuando sus resultados fueron comparados con los del grupo control de ratones
jovenes. Las células adherentes del peritoneo de los animales de 18 meses de

edad que estaban sanos y sin tratamiento liberaron al medio una mayor cantidad
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promedio de IL-12 (542 + 163 pg/ml), mientras que los animales jovenes

produjeron 265 + 37 pg/ml (Figura 5).

B8) La sintesis de PGE, vy TNFa no cambié con el envejecimiento o por el

tratamiento con veneno de abejas.

La produccién de la prostaglandina E; y del factor necrosante de tumores a
(TNF- ) no presenté cambios significativos después del tratamiento SC con VA o

por la edad, como se muestra en la siguiente tabla.

Tabla VI

Produccion in vitro de TNF ooy PGE; por los macréfagos de los ratones de 3y 18

meses de edad.

GRUPOS N JOVENES VIEJOS

Concentracion (ng/mL)

TNF o sin tratamiento 5 6.56 + 1.35 613 + 0.55 NS
control 5 6.67 + 0.62 569 + 054 NS

VA 5 5.64 + 0.91 569 + 065 NS

sin tratamiento 5 3.76 + 0.40 3.80 + 0.79 NS

PGE, control 5 419 + 093 320 + 1.27 NS
VA 5 3.76 + 0.46 416 + 0.34 NS

NS = no significativo
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7) Andlisis estadistico.

Las diferencias entre los 6 grupos fueron analizadas por la prueba F de
Tukey después que la prueba de la X2 de Bartlett mostré que las varianzas no
eran homogéneas. Se encontrd una diferencia significativa (p < 0.05) al comparar
los valores promedio de IL-6 para animales sanos viejos y jovenes. Aunque los
macréfagos de los animales jovenes aumentaron su produccién de IL-6 después
del tratamiento con VA, esas diferencias no fueron significativas. En cambio, al
comparar todos los valores de IL-6 en los sobrenadantes de los macrofagos de los
ratones viejos, el valor de F fue 15.00 con una p = 0.0008. Los contrastes segun
la prueba de Dunnett mostraron que las diferencias eran significativas (P < 0.05) al
comparar los valores de IL-6 en los animales sanos y en los que recibieron el
tratamiento con VA (Tabla IX). En los ratones tratados con SSI o sin tratamiento

no se encontraron diferencias en ambos grupos.
TABLA IX
Prueba F de Tukey aplicada a los valores de IL-6 en los sobrenadantes de los

macréfagos obtenidos en los tres grupos de 3 meses y de un afo y medio de
edad.

Fuente de ¥ de cuadrados Grados de Cuadrados F
Varianza libertad medios
entre grupos 64.53 2 3.26
dentro de grupos 25.80 12 2.15 15.00
Totales 50.33 14 .
* p=0.0008



Como la prueba de Bartlett mostrd que las varianzas eran homogeneas y no
existian diferencias entre ellas (X? = 9.54), se aplicé un analisis de varianza
(ANOVA) de Fisher a los valores de todos los grupos (24 grados de libertad) y
posteriormente se calcularon los contrastes por la prueba de Dunnett. En este
caso, las cantidades de IL-12 en los sobrenadantes de los macrofagos de los tres
grupos de ratones viejos fueron superiores (P < 0.05) al promedio de IL-12 en los
ratones jovenes sanos. No hubo diferencias (p > 0.05) entre las cantidades de IL-
12 producidas en los ratones jovenes que eran controles inyectados con solucién
salina o sin tratamiento. Tampoco se encontraron diferencias significativas (F de
Fisher = 1.0, con una p = 0-4) cuando los valores de IL-12 en los tres grupos de
ratones viejos se compararon entre si. Pero la IL-12 aumento significativamente
{p < 0.05) cuando los ratones jovenes fueron inyectados con el VA, en relacién al
grupo de ratones jovenes sanos. Las diferencias se pueden observar en la Tabla
X. Nuevamente, lo mismo que en el caso de la IL-6, las cantidades mas altas de

[L-12 ias produjeron los macréfagos de los ratones viejos (Figura 5).

TABLA X

Prueba ANOVA de Fisher aplicada a los valores de IL-12 en los sobrenadantes de

los macrofagos obtenidos en los seis grupos de ratones, jovenes y viejos.

Fuente de T de cuadrados Grados de Cuadrados F
Varianza libertad medios

entre grupos 249633.5 05 49926.7

dentro de grupos 197704 .4 24 82377 806"
Totales 447337.9 29

* p=00012
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VI DISCUSION

A pesar de que provocaron aumentos significativos en la produccion de IL-6
e IL-12 por los macréfagos del peritoneo, las inyecciones subcutaneas de veneno
de abejas (1 mg/Kg, cada tercer dia, durante 4 semanas) no modificaron la
captacion de timidina tritiada por las células mononucleares del bazo cuando éstas

fueron estimulados in vitro con la Con-A (5 pg/mL).

Estos ultimos resultados son distintos a los observados por Hyre y Smith,
en 1986 (m), quienes refieren que la administracion in vivo del VA aumenta
significativamente la proliferacién de los linfocitos del bazo. Sin embargo, es
- conveniente aclarar que ellos emplearon una dosis mucho mas alta (30 mg/Kg) del
veneno aunque s6lo administraron 4 inyecciones subcutaneas. En el presente

trabajo se decidié emplear una dosis de VA mucho més baja, tomando en cuenta

la toxicidad que habia sido reportada por Chen et al, 1993 (144) y Schmidt, 1995

(113) y sus recomendaciones para utilizar 1 mg/Kg, es decir aproximadamente 20

ug/dosis/animal, como una dosis segura y efectiva en los ratones. Al utilizar esta
cantidad de VA no se observaron muertes ni otras manifestaciones de enfermedad

en los animales que recibieron el tratamiento.

- " . 14 . ,
En los ultimos anos, diferentes autores (118.118.195) han encontrado evidencia

experimental de que el veneno de abejas puede modular las reacciones
inmunolégicas de las personas. Sin embargo, sus proposiciones no se apoyan en
resultados homogéneos. Las diferencias de esos trabajos entre si o con el
nuestro pueden deberse a diversos factores. Se pueden mencionar, por ejemplo,
las variaciones que existen en las dosis de VA administradas o en el tipo de
componente del veneno utilizado, en las poblaciones celulares empleadas, en las
técnicas de extraccion de las células, y/o el tiempo de tratamiento que se les did a
los animales. Al discutir los resultados del presente trabajo, se tuvieron en cuenta

todas estas variables experimentales que existen en la literatura publicada hasta
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ahora sobre los efectos del veneno de abejas. Ademas, en el caso concreto de la
proliferacion de los linfocitos, se debe considerar que, después de 4 semanas de

tratamiento, ain con una dosis mucho menor a la utilizada por Hyre y Smith (1)

es posible que el suero de los animales inyectados contenga cantidades elevadas
de glucocorticoides (GC) y que estos esteroides inhiban algunas de las actividades

de los linfocitos o 1os monocitos/macréfagos, tal y como lo han reportado Kizaki ef
al, en 1998 (%%,

Por otra parte, Hadjipetrou-Kournounakis y Yiangou “46), en 1988, han

observado que las inyecciones de VA en ratas normales, vivas, provocan una
disminucion en la produccion de IL-1 e IL-2 por los linfocitos y en la respuesta
mitogénica de las células del bazo que han sido estimuladas in vitro. La adicion
de estas interleucinas al medio de cultivo restablece los indices proliferativos hasta
los valores de los animales control. Con estos resultados, ellos sugieren que el
VA, a una dosis de 0.5 mg/Kg, también debe afectar directamente la produccién

de IL-1 por los macrofagos.

Al revisar la literatura no se encontraron trabajos publicados en los que se
estudié directamente el efecto de la administracion in vivo del VA sobre la
produccién de citocinas pro-inflamatorias por los macrofagos de roedores. Pero
de todos modos, el aumento observado en |a sintesis de IL-6 y la de IL-12 por los
macrofagos de los animales que recibieron un tratamiento de 4 semanas con VA
coincide con los que han presentado otros autores al estudiar los efectos de ese
mismo veneno sobre [os perfiles de algunas otras citocinas producidas
principalmente por células mononucleares de sangre periférica de personas

(118, 119,145) y linfocitos del bazo de animales de laboratorio U Todos

alérgicas
estos resultados estan a favor de que el veneno de las abejas contiene sustancias
que, directa o indirectamente, actian in vivo, sobre la produccion de algunas

citocinas por las células del sistema inmune.
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En el caso de la IL-6, los resultados del presente trabajo mostraron que su
aumento fue independiente de la edad, ya que tanto ios macrofagos de los
animales jévenes como los de los viejos elevaron su produccién después de ser
estimulados in vitro con LPS, mientras en el caso de la IL-12, su produccion solo

aumento significativamente en los animales jévenes.

Estos dos resultados estan parcialmente en concordancia con lo que otros
investigadores (31.118.119.145) han encontrado en relacién al efecto del VA sobre los
monocitos de sangre periférica, en las personas alérgicas, en las cuales la
apiterapia cambia el patrén de citocinas que producen. Sin embargo, cabe sefialar
que la concordancia respecto a los cambios en la produccién de citocinas es
relativa, ya que en nuestro experimento no se midid la concentracion de las
mismas citocinas, tampoco se administré el VA in vitro, ni se utilizé el mismo tipo
de celulas que en los trabajos mencionados. En general, existe acuerdo respecto
a que el VA influye sobre la produccion de citocinas.

-

Hace dos arnos, en el momento de proponer las hipotesis del presente

(156, 159,160,161}

trabajo, y de acuerdo a la literatura consultada , & Supuso que sin

recibir las inyecciones del VA, los ratones sanos de un afo y medio de edad
debian tener modificada la produccién de alguna de las citocinas que se iban a
estudiar, en relacién a los animales de solo 3 meses de edad. La literatura
consultada refiere que los animales o las personas de edad avanzada tienen
deficiencias inmunolégicas por un desbalance en la produccion de citocinas que

regulan las respuestas inmunolégicas tipo Tht 6 Th2 (157,158,159)

A pesar de que es muy grande la cantidad de observaciones respecto a los
cambios inmunologicos asociados al envejecimiento, en este momento sblo se

gstaca, a manera de resumen, que a medida que aumenta la edad, parece existir

(160)

un desorden en la regulacion de la produccién de citocinas , acompanado de

una disminucion en (a) el estallido respiratorio y la capacidad fagocitica (159:161),
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con un predominio de las respuestas tipo Th2 (159), (b) la produccion de radicales

(162)

libres o especies reactivas de oxigeno ROS y (c) la actividad de enzimas

antioxidantes como la catalasa. superdxido dismutasa, glutatién-peroxidasa que

(163)

tienen como cofactores atomos de Cu, Zn, Se o Mn, Estos tres cambios por

lo general estan asociados a un aumento en la produccion de glucocorticoides (164)

que comprometen algunas de las funciones de las principales células del sistema

inmune,

Se ha sugerido que la deficiencia en la produccion de IL-2 (respuesta tipo-
TH1) en las personas mayores reduce la generacion de células CD4, efectoras, en

(165)

relacién a las células no estimuladas , pero también se ha sugerido que el

aumento en la expresion constitutiva los receptores TNFRIl y de las moléculas
adaptadoras TRADD en el citoplasma de los linfocitos T de humanos ancianos
facilitan la apoptosis de estas células y la disminucién de su numero en la sangre

©2) " sin embargo, también se han publicado otros trabajos en favor de que los

ancianos sanos no tienen comprometida su inmunocompetencia (64)

y de que
muchas veces los desérdenes inmunologicos del envejecimiento se deben a una

mala alimentacion y otros factores que, cuando se corrigen, permiten normalizar la

competencia inmunoldgica del individuo de mayor edad (63)

Los ratones del presente experimento no tuvieron restricciones alimenticias,
ni estrés, ni infecciones evidentes. Cabe sefalar que, en nuestro estudio, los
animales de mayor edad no fueron sometidos a andlisis quimicos, clinicos o
bioldgicos previos a la administracién del VA para demostrar que se encontraban o
no inmunocomprometidos. Tampoco se les sometid a retos antigénicos que
mostraran el aumento de su respuesta humoral o celular después del tratamiento
con el VA porague estos no fueron los obietivos del trabajo.  El presente estudio
solo estuvo dirigido a medir el efecto del VA sobre la producion de algunas
citocinas pro-inflamatorias por los macréfagos peritoneales y observar si los

resultados eran o no diferentes segun la edad de los animales.
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El estudio de |a influencia de |la edad en la modulacion de las citocinas pro-
inflamatorias se puede justificar por la gran cantidad de observaciones vy
publicaciones sobre el tema. Esta ampliamente estudiado que las personas de
edad avanzada padecen enfermedades inflamatorias cronicas con mayor

(82)

frecuencia que las jovenes . Asimismo, los adultos mayores tienen aumentada

la sintesis de sustancias pro-inflamatorias tales como (a) la IL-6 (e, 168), tanto en

el cerebro ") como en el suero (158), (b) la IL-12 “60), (c) el TNFa (187) y (d) las

{168}

prostaglandinas La asociacion entre las respuestas inflamatorias y los

cambios en la produccion de citocinas también estan apoyadas por numerosos
experimentos. Hinson et al, en 1996 (169), por ejemplo, han confirmado estos
hallazgos en un modelo animal de respuesta inflamatoria, utilizando ratones a los
que se les inyecta aceite mineral (pristano) dentro de la cavidad peritoneal. Los
ratones desarrollan una inflamaciéon crénica, en la gue la produccion de IL6 y |a

PGE- se encuentran aumentadas.

El blogueo de las citocinas pro-inflamatorias mediante la inyeccidn
intraperitoneal de anticuerpos monoclonales anti-TNFo y anti-IL-1 en ratones con
artritis les reduce la gravedad de las lesiones oseas y de los sintomas de la

(170)

enfermedad El TNF y la IL-1 son dos de las principales citocinas pro-

inflamatorias que activan la expresidn de moléculas de adhesién intercelular,
quimocinas y citocinas pro-inflamatorias, de modo que su bloqueo se traduce
naturalmente en una reduccion de la inflamacion. Sin embargo, conviene tener
presente que algunas otras citocinas pro-inflamatorias, particularmente la IL-6 y ia
IL-11, son al mismo tiempo potentes inductores de respuestas anti-inflamatorias

{>0)

que aseguran una eficiente modulacion enddogena de la inflamacion Por

consiguiente, ellas no necesitan ser bloqueadas.
La IL-6 y la IL-11, por gjemplo, estimulan la expresion de numerosos

factores que tienen una franca actividad anti-inflamatoria, tales como el

antagonista del IL-1R, los TNFR solubles, la IL-10, las proteinas de fase aguda,
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varios inhibidores de proteasas, supresores de proteinas de sefalizacion de
citocina y los glucocorticoides. Ahmed e Ivashkiv, 2000 G0 han sugerido que la

estimulacion de la produccién de la IL-6 en el curso de una enfermedad
inflamatoria puede contribuir a que se active un sistema de retroalimentacion
negativa que atenla el proceso inflamatorio. Muy probablemente, de acuerdo a
nuestros resultados que muestran un aumento de la produccion de IL-6 después
del tratamiento con el VA, éste puede ser uno de los mecanismos de accion por
los cuales la apiterapia intrcduce una mejoria en el cuadro clinico de algunas
artritis. El aumento en la sintesis de IL-6 inducido por el VA debe de acompanarse
de un incremento en la sintesis de glucocorticoides. Sin embargo, en este
momento, se desconoce el efecto que pudiera tener un aumento adicional en la
produccion de glucocorticoides en las personas de edad avanzada gue recibieran
veneno de abejas u otros agentes inductores de estrés, que aumentan la sintesis
de IL-6. Aunque algunos autores sefialan una relacién entre el aumento en la
produccién de IL-8 y algunas enfermedades (particularmente las que aparecen en

(32}

individuos de edad avanzada) , otros opinan que esta interleucina tiene una

actividad anti-inflamatoria que resulta favorable en el curso de las enfermedades

crénicas Y.

Hoy en dia, existe un gran interés por atenuar las reacciones inflamatorias
asociadas al proceso de envejecimiento, con la finalidad de mejorar la calidad de
vida en este grupo de personas. Las estrategias empleadas se basan en dietas,

farmacos o productos naturales, que incluyen la administracién de antioxidantes

6) (168) (156)

1 . 16 . . . .
( 63), hormonas esteroades( , vitaminas , citocinas

(15

, extractos de plantas

o animales 8), que han mostrado la capacidad de modular algunas de las

funciones de los linfocitos T y ios macréfagos, que estan supuestamente alteradas
con la edad. Sin embargo, los mecanismos exactos de los desérdenes
inmunolégicos relacionados con el envejecimiento no estan claros todavia y la
accién precisa de los tratamientos profilacticos anti-inflamatorios tampoco se

conoce aun con exactitud.
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Por otra parte, los resultados de la utilizacion empirica del veneno de las
abejas continian llamando la atencion de diversos grupos de investigadores.
Aunque hasta ahora son pocos los trabajos realizados en modelos animales, se ha
reportado la eficacia de este producto natural, tanto en la prevencion de la

aparicion (%6) y en el control del desarrollo de la artritis inducida por adyuvantes,

(137) (148)

asi como en el tratamiento de la sintomatologia Algunos opinan que

estos resultados son una consecuencia de la capacidad del VA para estimular el

eje HHA y elevar la sintesis de glucocorticoides (96, 87.17%),

Otros autores también han informado sobre la intensa actividad anti-

inflamatoria del veneno de abrjas, tanto en ratas (172), perros (96'149), monos ("7 y

(148)

caballos a los que se les habia inducido una artritis experimental, e inclusive,

mencionan casos en los que la recuperacion fue total, después del tratamiento

(148) {102)

Rekka y Kourounakis, en 1990 , han atnbuido esta actividad anti-

inflamatoria del veneno de abejas a su capacidad de inhibir la peroxidacion no
enzimatica de lipidos, a través de la depuracidn dei radical hidroxilo, mientras que

8 (148)

Hadjipetrou-Kourounakis, 198 la atribuyen a la supresién de la sintesis de IL-

1, in vitro.

En el presente trabajo, se encuentrd un aumento de la IL-6 después de
administrar el VA, lo gue apoya las proposiciones de Ahmed e lvashkiv en el 2000

(50) para sugerir que es el aumento de esta citocina pleiotropica uno de los factores

anti-inflamatorios de la apiterapia). Asimismo, se debe tener en cuenta que uno
de los efectos observados al aumentar fa produccién de la IL-6 es una disminucion

en la sintesis del TNFa, una citocina pro-inflamatoria muy importante (93.173)

Es posibie gue ios niveles eievados de IL-6 observados en el presente
trabajo se deban exclusivamente al tratamiento con el veneno de las abejas, ya

7 (174)

que Simpson et al, 199 , encontraron por RT-PCR, que los macréfagos

peritoneales extraidos con tioglicolato no expresan ni el RNAm para esta citocina y
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tampoco detectaron la presencia de IL-6 hasta que las células fueron estimuladas
con LPS.

En relacion a la IL-12. esta es una citocina muy importante en la
estimulacion de la respuesta tipo Th1, que activa macréfagos y linfocitos NK o que
promueve la diferenciacion de las células Th0 a Th1 (175.176) " En nuestro trabajo,
la IL-12 se encontré elevada en los sobrenadantes de cultivos de fagocitos
mononucieares en los 3 subgrupos de animales viejos {control, SSI y VA) pero,
esta concentracion sélo se modificd significativamente por el tratamiento con el

veneno de abejas en los animales jévenes. Estos resultados son congruentes con
lo reportado por Rea et al, en el 2000 (177), quienes encuentraron valores elevados
del homodimero p40 de la IL-12 y a la IL-12 total en el suero de personas
mayores, pero no coinciden con los observados por Lio et al, en 1998 (178),

quienes han encontrado disminuida esta citocing, en linfocitos de sangre periférica

-~

en las personas mayores.

La variacion en fos valores obtenidos de IL-12 entre nuestros experimentos
y los de estos ultimos autores se pueden entender si se considera que Lio y
colaboradores usaron linfocitos de sangre periférica humana estimulados in vitro
con LPS, PHA o anticuerpos anti-CD3, para evaluar la sintesis de la interleucina
12, mientras que nosotros medimos la produccidon de esta citocina en los
sobrenadantes de cultivos de macréfagos peritoneales que habian recibido un
tratamiento in vivo con VA, durante 4 semanas, en ratones viejos y jovenes. Sin
embargo. estas diferencias son interesantes, puesto que en la literatura
consultada se encontraron referencias a favor de que los animales viejos y las
personas de edad avanzada tienen disminuida la capacidad citolitica de sus

linfocitos T y que ésta se puede mejorar al adicionar la IL-12 en los cultivos (179)

Los resultados obtenidos al estudiar la IL-12 merecen otros comentarios.

Se ha reportado que los LPS pueden estimular la sintesis de IL-12 en monocitos
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humanos (180).

Sin embargo, Lienenlitke et al, 2000 “81), han mostrado que, en
estas mismas células, 12 liberacion basal de las formas p40 y p70 de esta citocina
es nula o muy baja y que los LPS inducen poco su sintesis. Monteleone et al,
1999 182 han presentado resultados parecidos sobre los monocitos y macrofagos

de la ldmina propia intestinal y en sangre periférica de personas. Ellos
describieron que fa IL-12 no se expresa en los sobrenadantes de los cuitivos de
células de la lamina propia, en presencia o ausencia de LPS bacterianos. Ellos
encontraron que el INFv estimula la sintesis de IL-12, mientras que la PGE: Ia
inhibe dependiendo de la dosis, y que la adicién de indometacina a los cultivos
promueve la produccién de la IL-12, aunque a cantidades mucho mencres (100
pa/ml) que los encontrados en nuestro experimento (500 pg/ml). Tomando en
cuenta lo anterior, es posible que los valores de IL-12 que encontramos puedan
deberse al efecto indirecto que el VA esté ejerciendo in vivo sobre los macréfagos

peritoneales, a través de la estimulacion de los linfocitos Th1.

A pesar de que no fue significativo el incremento observado por nosotros en
la sintesis de la interleucina 12 en los ratones envejecidos, ya que solo hubo una
tendencia a elevarse en los que recibieron las inyecciones del veneno de abejas,
el aumento moderado en |la produccion de esta interleucina por los macréfagos de
los animales ancianos, sin tratamiento, pudiera ser un hallazgo sugestivo de gue,
a mayor edad se inician mecanismos moduladores que permiten compensar la

deficiencia en la respuesta tipo Th1 que otros autores han reportado.

Aungue los resultados obtenidos probaron que, la administracion jn vivo del
veneno de abejas puede influir en la capacidad de los macréfagos para aumentar
su produccion de algunas citocinas inflamatorias, hemos encontrado que. de
acuerdo a las actividades atribuidas en su uso experimental o empirico. el VA no
redujo ia concentracion de las citocinas pro-inflamatorias cuantficadas por
nosotros, tal y como se esperaba. Por el contrario, al término de 1 mes de

inyecciones de una solucién de veneno de abejas, los macrofagos peritoneales
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incrementaron significativamente la produccién de IL-6, una de las citocinas pro-

inflamatorias mas pleiotropicas. tanto en los ratones viejos como en |os jévenes.

Estos ultimos resuitados fueron observados por nosotros con especial
interes, ya que la IL-6 es muy importante, tanto en las reacciones pro-inflamatorias
asi como en su control, al estimular el eje hipotalamico-hipofisario-adrenal e
inducir la sintesis de glucocorticoides. Ademas, debido a que en el envejecimiento

(164}

se elevan los niveles de ellos , esperabamos que un mecanismo de

retroalimentacion negativa estuviera controlando el aumento en la sintesis de IL-6
en los ratones de mayor edad. Sin embargo, en nuestro experimento esta
interleucina subié sus niveles, especialmente en los animales envejecidos. Por
otro lado, puesto que en el peritoneo residen ceélulas cebadas que sintetizan IL-6

(132) y que el veneno de abejas contiene un péptido que produce la desgranulacién

(109)

de estas ceélulas pensamos que, in vivo, la produccion de la interleucina 6

debid ser mayor que la que se cuantifico en los cultivos de los macréfagos

peritoneales, aunque nuestro trabajo no estuvo dirigido a comprobar esta

SUpPOSicCIoN.

También nos llamd la atencion que, en el disefo experimental utilizado para
el presente trabajo, el tratamiento con VA no modifica la produccidn de TNFq, ya
que por lo general, los monocitos estimulados in vitro con melitina aumentan la

{130)

produccién de TNF « Una vez liberado, el factor necrosante de tumores es

una citocina que estimula la produccidn de la IL-1 y de la IL-6, las cuales a su vez
acttan sobre el hipotalamo, induciendo la liberacion de ACTH, en la hipd&fisis.
Esta hormona llega a las glandulas suprarrenales y estimula ia sintesis de los
glucocorticoides, potentes anti-inflamatorios naturales, con los cuales se cierra el
ciclo de retroalimentacidén negativa que controla ta produccion de las citocinas pro-
(2}

inflamatorias En nuestro experimento, en animales que recibieron las

inyecciones de VA durante 4 semanas, la produccién de TNF-a por los

macréfagos no presentd cambio alguno en relacion al grupo control no tratado, de
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modo que el incremento observado en los niveles de la IL-6 no lo podemos atribuir

a esa primera citocina inductora.

En contraste con lo anterior, Bomalaski et al, 1995 (139 han reportado que
la produccion del TNF-o esta aumentada en las células mononucleares de la
sangre periférica de humanos. cuando éstas son cultivadas en presencia de
melitina (1 pg/mL). Ellos observaron que la sintesis maxima de TNF-a se
presenta a fas 8 horas de iniciado el cultivo de estas células, en presencia de 5
png/mL de LPS, 1 ug/mL de melitina ¢ 1 ng/mL del PLAP. Nuestro diseno
experimental fue completamente diferente. Nosotros inyectamos veneno de
abejas completo durante 4 semanas en los ratones y posteriormente medimos la
concentracion de esta citocina en el sobrenadante, a las 24 horas de haber

iniciado el cultivo de los macrofagos peritoneales.

De todos modos, a pesar que en nuestro trabajo no se encontraron
diferencias entre la produccién de TNF-a por los macrofagos de animales jovenes

.. . . . . 18
y viejos, tratados o no con el veneno, conviene mencionar que existe literatura (183)

en favor de una mayor sensibilidad de los animales de mayor edad a las
inyecciones intraperitoneales de LPS, lo cual por lo general se acompana de un
aumento en los niveles de TNF-a, IL-1 e IL-6 en el plasma, en relacion a los
valores encontrados en los animales jovenes que han recibido las mismas dosis

de la endotoxina.

Nuestros resultados no mostraron [a tendencia ascendente en los niveles
de TNF-a que ha sido observada, ya sea por la edad o por la presencia de

(130,183)

melitina, que reportan los autores mencionados Pero es probable que,

nuevamente, las diferencias dependan del disefio experimental, de que fueron
distintas las poblaciones de células, la especie, asi como las sustancias utilizadas
para estimularlas, la dosis empleada, el tiempo de exposicidon y la ruta de

administracion. Ademas, tomando en cuenta que el VA aumenta la produccion de
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IL-6, conviene recordar que esta citocina influye negativamente sobre la sintesis
del TNF-g (9 173),

Por otra parte, también es conveniente tener en cuenta que algunos autores

(184, 185} han informado que los cultivos de macréfagos peritoneales, extraidos con

tioglicolato y sin estimularse con LPS carecen del RNAm para el TNF-ay de su
citocina correspondiente, mientras que cuando se les adicionan los LPS, se induce
un aumento significativo, tanto en el RNAm para el TNF-a (a las 6 horas), como en
las cantidades del factor necrosante de tumores, producido a las 24 horas de
haber anadido los lipopolisacéridos al cultivo. En 1997, Simpson et al 74 han
encontrado que los macrofagos peritoneales extraidos con tioglicolato no producen
el RNAm para la IL-8, sin ser estimulados con los LPS, mientras que los RNAm
para las citocinas IL-12, IL-1ac e IL-183, IL-10 y el TNF-g se pueden expresar

constitutivamente en presencia o ausencia de los lipopolisacaridos.

En el presente trabajo se decidié utilizar una solucion de tioglicolato para la
extraccion de las células fagociticas del peritoneo, porgue es el procedimiento
que, a pesar de sus desventajas, ha sido mas recomendado para obtener una
buena cantidad de células inflamatorias, que permitan hacer los cultivos con sus

(151)

respectivos duplicados Asimismo, las pruebas preliminares efectuadas por

nosotros para seleccionar la forma de obtencién de los macrofagos peritoneales
mostraron que la mayor cantidad de macrofagos se obtiene con medio de
tioglicolato, seguido del medio suplementado y, los que menores cuentas rindieron
fueron los lavados peritoneales con la solucion balanceada de fosfatos. Ademas,
estas pruebas preliminares demostraron que los macrofagos peritoneales se
activan y aumentan su produccion de citocinas mucho menos cuando se obtienen
con tioglicolato que cuando las soluciones para cosecharlos estan suplementadas

Con suero.
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Stein y Gordon, en 1991 “86), han mostrado que la producciéon de TNF a en

macrofagos peritoneales residentes o extraidos con diversas sustancias, varia
segun la sustancia que se haya utilizado para cosecharlos, asi como del estimulo
inespecifico o inmunologico que se les afiadio al cultivo, después de su extraccion.
Asimismo, en este momento es conveniente sefialar que los componentes

aislados del veneno de las abejas tienen efectos mas intensos gue la mezcla de

ellos, tal y como lo han observado Chen et al, 1993 (144)

En el momento de discutir el proyecto de este trabajo, se esperaba que la
edad y el tratamiento con VA influyeran significativamente en la sintesis de PGE,
debido a que ella tiene una funcidon muy importante en el control de la respuesta
pro- y anti-inflamatoria, con una actividad doble. Por una parte (a) la PGE> actua

{18

como un inductor directo de las reacciones inflamatorias n y por la otra (b)

disminuye la produccidon de citocinas pro-inflamatorias en los macréfagos

activados {188, 189) (190)

, y estimula la produccion de TGF-f que es una citocina
anti-inflamatoria. Ademas, existian antecedentes de que uno de los componentes
de! VA (la melitina) estimula la liberacion de acido araquidénico y la formacion de

(191)

icosanoides cuando es afadido en los cultivos de leucocitos humanos y que

otro de los componentes del VA (el MCDF) tiene tanto una actividad inflamatoria

como una actividad anti-inflamatoria, porque inhibe ia sintesis de PGE; (192)

El procedimiento utilizado para cosechar los macrofagos peritoneales,
mediante inyecciones de tioglicolato, también fue tomado en cuenta por nosotros
en el momento de interpretar los resultados, ya que en los Ulitimos afos se ha
acumulado literatura que senala como el metodo de extraccién de las células
puede afectar sus funciones, ya sea aumentandolas o disminuyéndolas. Asi, por
ejemplo, Watanabe et al, en 1994 y 1998 "**"*¥ han informado que los
macréfagos peritoneales extraidos con tioglicoiato no liberan araquidonato de
manera eficiente, tienen niveles bajos de ciclooxigenasa 1 y una induccion mas

baja de la sintesis de COX-2, por lo que su capacidad de produccion de PGE; esta
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disminuida en relacion a los macrofagos residentes. También Carrick et al, 1995

(%) han encontrado que los macréfagos extraidos mediante tioglicolato producen

menos prostaglandina E; que los macrofagos residentes. Asi que es posible que,
en nuestro experimento, el método de extraccion de los macréfagos peritoneales
con tioglicolato haya influido para que al estudiar los sobrenadantes del cultivo no
se hayan encontrado aumentados los valores de la PGE2. Sin embargo, existen
otros factores, entre ellos el tiempo del cultivo, que también pueden influir sobre

los resultados.

Hay que tener en cuenta que las probables interrelaciones entre las
diferentes moléculas pro-inflamatorias y anti-inflamatorias depende de muchos
factores, tales como el estimulo in vitro, la dosis utilizada, el micromedioambiente,
la cantidad y la clase de células cultivadas, el origen de las mismas y las

soluciones utilizadas para cosecharlas, tal como lo han senalado Ghezzi et al 2000

{196) y Stein y Gordon, 1991 (188) " De este modo, los valores de PGE; obtenidos

en nuestro trabajo con macrofagos provenientes de un peritoneo irritado por el
tioglicolato no son comparables con los que otros autores han obtenido al extraer
los macrofagos directamente de la sangre periférica o por un lavado del arbol

bronquial/alveolar o del peritoneo (197,

Estas diferencias no solo pueden modificar los valores de la sustancia que
disminuye 0 aumenta. sino que indirectamente influye sobre varias otras mas. Por

{187, 188, 189, 200)

ejemplo, de acuerdo a varios trabajos publicados , el aumento que

a veces se observa en la cantidades de PGE; parece influir sobre la sintesis de
otras citocinas, ya que generalmente se acompafa de una disminucién en la
sintesis del TNF-o e IL-12 al mismo tiempo que incrementa la produccién de IL-6

1 . . . .
(188. 159  por 1o tanto. si el uso de tioglicolato para extraer los macréfagos los

afecta y disminuye la produccidon de prostaglandina E;, se puede suponer que el
tioglicolato también pudo haber influido sobre la sintesis in vitro de las 3 citocinas

que fueron estudiadas en nuestro experimento. Sin embargo, una vez mas
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conviene tener en cuenta que algunas veces la literatura retne resultados

contradictorios y que éste es uno de esos casos. Asi por ejemplo, Ghezzi et al,
2000 (196), han informado que el uso del tioglicolato no interfiere con la produccion

de TNF-«, IL-6 y PGE; en los macrofagos peritoneales de ratones CD1 y que,
aparentemente, la PGE: no participa significativamente en la sintesis de la |IL-6, ya
que un inhibidor de la COX aumenté la produccion de ta citocina, en presencia de
anticuerpos anti TNF-u. Todos estos resultados contradictorios no facilitan la
discusién de nuestros resultados y crean lagunas en el momento de sugerir 108

probables mecanismos de accion del VA.

Otro aspecto interesante de este trabajo y que es necesario tener en cuenta
en el momento de discutir los resultados es que el veneno de abejas contiene
diferentes sustancias que presentan actividades biolégicas distintas, algunas de

{96,98,122,126,128,130,136,138,139,171,181) Esto

ellas antagbnicas y otras nocivas
significa que no se obtienen los mismos resultados al inyectar el VA completo que

cuando se inyecta solamente uno de sus componentes (la melitina, por ejemplo).

Parece evidente que los efectos logrados al inyectar el VA completo son los
mas espectaculares y menos peligrosos. Como en una forma aislada las dos
enzimas y los tres péptidos mas importantes que contiene el VA actuan sobre
membranas celulares, modifican la composicién del glicocalix o de los fosfolipidos,
cambian la entrada de iones, liberan neurotransmisores, resuitan neurotoxicos y

provocan reacciones inflamatorias extensas (96'98'122'126‘129‘130’136’138’139'171'191),

entonces llama la atencién que la administracidn del VA completo durante 4
semanas a los ratones no se tradujo en un aumento en la sintesis de TNF-a y
PGE.. ni elevd ias respuestas proliferativas de los linfocitos y las reacciones
inflamatorias en estos animales. Tampoco se observaron alteraciones importantes
en Ia condicion fisica de los ratones que recibieron este coctail de moléculas.
Asimismo, también llama la atencién que, administrada en pequefas cantidades,
una mezcla de compuestos téxicos, citoliticos y pro-inflamatorios como los que

contiene el VA pueden modular in vivo la respuesta inmune hacia un perfil de
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citocinas que eleva principalmente la produccién de la IL-6. Esta es una de las
interleucinas mas pleiotropicas que se conocen hoy en dia. Posee una actividad
defensiva extensa, ejerce un efecto anti-inflamatorio muy importante al mismo
tiempo que reduce la expresion de las citocinas tipo-TH1 9 | os resuitados de
este trabajo sugieren que la IL-6 puede ser la responsable de los efectos
benéficos que pudiera tener la administracion del VA completo en las personas

con alguna enfermedad crénica de naturaleza inflamatoria.

Es posible que los macréfagos de los animales tratados con VA hayan
tenido un aumento en la sintesis de la interleucina 23, descubierta recientemente,
y cuyo estudio no formd parte del presente trabajo. La IL-23, un heterodimero
formado por la p40 de la IL-12 y la p19, es un miembro de la subfamilia de
citocinas helicoidales, entre las que se encuentran la p35 de la IL-12 y el G-CSF,
que son semejantes a la IL-6. La IL-23 1a producen las células dendriticas

activadas, se une al receptor 31 de la IL-12, induce la proliferaciéon de las células

de memoria murinas (CD4"CD45Rb '), y estimula la produccién de INF«y vy la

proliferacion en PHA de los blastos de células T (200,

La busgueda dei mecanismo de induccién de la IL-6 se escapa de los
resultados del presente trabgjo. Sin embargo, se puede sugerir que, muy
probablemente, no debe ser el TNF-a. el inductor del aumento de la produccion de
la 1L-6 en los macroéfagos del peritoneo. Como la IL-1 es el otro agente inductor de
la IL-6 (202), se podria suponer que ésta otra citocina puede participar en la
induccidén de la sintesis de la IL-6 por los macréfagos peritoneales, pero esta
posibilidad tampoco es atractiva despues que los trabajos de Rekka y Kourounakis

(102) (146)

, en 1990, y Hadjipetrou-Kournounakis y Yiangou , en 1988, quienes

demostraron que el tratamiento con el VA disminuye los niveles de IL-1.

En los dos ultimos anos se ha ido acumulando poco a poco literatura acerca

de las actividades pro-inflamatorias de la interleucina 18, tanto en las células
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humanas (55,203) (56).

como en las murinas La IL-18 es una de las interieucinas

que forma parte de un conjunto de proteinas con actividades biologicas pro-
inflamatorias. Esta citocina puede estimular significativamente la produccién de
IL-6, pero también la del TNF-c.. IL-1at € IL-1B en los macréfagos peritoneales de
ratones C57BL/6J. De todos modos, su cuantificacion, asi como la de varios otros
mediadores de [a inmunidad deben ser estudios importantes que, mas adelante
aumentaran el conocimiento sobre los mecanismos por los cuales el VA modifica

los perfiles de las citocinas que se producen en el cuerpo.
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Vil. CONCLUSIONES

1. Los macréfagos peritoneales de los ratones sanos de 18 meses de edad
producen mas IL-6 e IL-12 que los macrofagos peritoneales de los ratones

sanos de 3 meses de edad.

2. Los macréfagos peritoneales de los ratones sanos, de 3 meses de edad,
aumentan significativamente su produccion in vitro de IL-6 e IL-12 después
que los animales son inyectados subcutaneamente con veneno de abejas, a

una dosis de 1 mg/Kg peso, cada tercer dia, durante 4 semanas.

3. En cambio, los macrofagos peritoneales de los ratones sanos de 18 meses de
edad solo aumentan significativamente su produccién in vitro de IL-6 y no la de
IL-12, después que los animales son inyectados subcutaneamente con veneno

de abejas, a la misma dosis mencionada.

4. La administracién subcutanea de veneno de abejas en ratones de 3 Y 18
meses de edad, durante 4 semanas, a una dosis de 1 mg/Kg peso, no
modifica la respuesta proliferativa in vitro de los linfocitos esplénicos

estimulados con la Con-A,
5. La administracion subcutanea de veneno de abejas en los ratones de 3 y 18
meses de edad, tampoco modifica a produccion de PGE2 y TNFo por los

macroéfagos peritoneales.

6. La produccién in vitro de IL-6 por los macrofagos peritoneales de raton se

modifica segun el procedimiento utilizado para obtener las células.
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La produccion in vitro de IL-6 es mas elevada cuando los macréfagos de los
ratones se obtienen mediante la inyeccion intraperitoneal de medio de cultivo
suplementado con suero bovino fetal, que cuando se obtienen mediante la

inyeccion intraperitoneal de tioglicolato o de una solucién amortiguadora de
Hank.

112



VIil. BIBLIOGRAFIA :

1

10

11

12

13

14

15

16

17

Rosenberg, HF, Gallin JJ. Inflammation, In : Paul, WE. Fundamental Immunology. 4"
Lippincott Williams & Wilkins 1996. chap. 32. (CD-ROM).

Goldsby RA, Kindt TJ, Osborne BA. Kuby Immunology. 4". W.H. Freeman and Co. USA.
2000. p 371.

Ryan GB, Majno G. Inflammation. A scope publication. The Upjohn Co. USA. 1877,
p6.

MclLeod AG. Scope monograph on Aspects of Acute Inflalmmation. The Upjohn Co. USA.
1975. p 30.

Vinegar R, Truax JF, Selph JL, Johnston PR, Venable AL, McKenzie KK. Pathway to
carrageenin-induced inflammaticn in the hind Bmb of the rat. Fed Proc. 1987. 46 : 118,

Vigar ND, Cabrera WHK, Araujo LMM, Ribeiro OG, Ogata TRP, Siqueira M, Ibafiez M, De
Franco M. Pristane-induced arthritis in mice selected for maximal or minimal acute
inflammatory reaction. EurJ Immunol. 2000. 30 : 431.

Freund J. The mode of action of immunologic adjuvants. Adv Tuberc Res. 1956. 7 : 130.

Baggiolini M, Loetscher P. Chemoquines in inflammation and immunity. lmmunol Today.
2000, 21 : 418,

Lloyd AR, Oppenheim JJ, Kelvin DJ, Taub DD. Chemoquines regulate T cell adherence o
recombinant adhesion molecules and extracellular matrix proteins. JImmunol. 1996. 156 :
932.

Teran LM. CCL Chemoquines and asthma. Immunol Today. 2000. 21 : 235.

Hughes Al, Yeager M. Coevolution of the mammalian chemodguines and their receptors.
Immunogenetics. 1999. 49 : 115.

Ploplis VA, Castellino FJ. Non-fibrinolytic functions of plasminogen. Methods. 2000.
21:103.

Schwartz LB. Mast cells and basophils and their mediators. In: Lachmann PJ, Peters DK,
Rosen FS y Walport MJ. Clinical Aspects of Immunology. Blackwell Scientific Publications.
Boston. 1993. Vol. | : 549,

Strausbaugh HJ, Dallman MF, Levine JD. Repeated, but not acute stress suppresses
Inflammatory plasma extravasation. Proc Natl Acad Sci. 1999, 96 : 14629,

Rofe AM, Philcox JC, Coyle P. Trace metal, acute phase and metabolic response to
endotoxin in methallothionein-nu mice. Biochem J. 1996. 314 :793.

Schwartz E, Samuni A, Friedman |, Hempelmann E, Golenser J. The role of superoxide

dismutation in malaria parasites. inflaminalion. 1999, 23 : 361,
Ragno S, Winrow VR, Mascagni P, Lucietto P, Di Pierro F, Morris CJ, Blake DR.

A synthetic 10-KDa heat shock protein (hsp10) from Mycobacterium tuberculosis modulates
adyuvant arthritis. Clin Exp Immunol. 1996. 103 : 384.

113



18

19

20

21

22

23

24

25

26

27

28

29

30

3

32

33

34

Henderson B, Poole S, Wilson M. Microbial/host interactions in health and disease : who
controls the cytokine network?. Immunopharmacology. 1996. 35:1.

tsomaki P, Punnonen J. Pro- and anti-inflammatory cytokines in rheumatoid arthritis,
Ann Med. 1997. 29: 499,

Moia PW, Farah 10, Kariuki TM, Nyindo M, Blanton RE, King CL. Cytokine control of the
Granulomatous response in Schistosoma mansoni-infected baboons = role of exposure
and treatment. Infect immun. 1999. 67 : 6565.

Mielke ME, Peters C, Hahn H. Cytokines in the induction and expression of T-cell-
mediated granuloma formation and protection in the murine model of listeriosis.
Immunol Rev. 1997, 158 :79.

Marx J. How the glucocorticoids suppress immunity. Science. 1995. 270 : 232.

Moldawer LL, Sattler FR. Human immunodeficiency virus-associated wasting and
mechanisms of cachexia associated with inflammation. Semin Oncol. 1998. 25
{(Supl. 1) : 73.

Tak PP, Zvaifter J, Green DR, Firestein GS. Rheumatoid arthrilis and p53 : how oxidative
stress might alter the course of inflammatory diseases. Immunol Today. 2000. 21: 78.

Akbar AN, Lord JM, Salmon M. INF « and INF  : a link between immune memory and
chronic inflammation. Immunol Today. 2000. 21 : 337.

Insel PA. Analgesic-antipyretic and antiinflammatory agents and drugs employed in the
treatment of gout. in : Goodman and Gilman’s The Pharmacological Basis of Therapeutics.
9" The McGraw-Hill Co. 1996. Section IV. (CD-ROM).

Schimmer BP and Parker KL. Adrenocorticotropic hormone; adrenocortical steroids and
other syntetic inhibitors of the synthesis and actions of adrenocortical hormones. In :
Goodman and Giiman's The Phammacological Basis of Therapeutics. 9™ The McGraw-Hill
Co. 1996. Section Xlil. (CD-RCM).

O'Nell AJ and Dinarello CA. The IL1 receptor/Toll-like receptor superfamily : crucial
receptors for inflammation and host defense. Immunol Today. 2000. 21 : 206.

Zhang G and Ghosh S. Toll-like receptor-mediated NF-xB activation: a phylogenetically
conserved paradigm in innate immunity. J Clin Invest. 2001. 107 : 13.

Tak PP ang Firestein GS. NF-kB: a role in inflammatory diseases. J Clin Invest. 2001. 107 :
7.

Jutel M, Pichler WJ, Skrbic D, Urwyler A, Dahinden C, Muller UR. Bee wvenom
immunotherapy results in decrease of IL-4 and IL-5, and increase of IFN-y secretion in
specific allergen-stimulated T cell cultures. J Immunol. 1995. 154 : 4187,

Garcia Tamayo F. Fundamentos de Inmunabiologia. Texdes Universitarics. UNAM. Mexico,

1997. p 349.

Infante-Duarte C, Kamradt T. Th1/Th2 balance in infection. Springer Sem Immunopathol.
1999. 21:317.

Baxter GT, Kuo RC, Jupp OJ, Vandenabeele P, Mac Ewan DJ. Tumor necrosis faclor-alpha

t4



35

36

a7

38

39

40

41

42

43

44

45

46

47

48

49

mediates both apoptotic cell death and cell proliferation in a human hematopoietic cell line
dependent on mitotic activity and receptor subtype expression. J Biol Chem. 1999.
274 : 9539,

Wallach D, Varfolomeev EE, Malinin NL, Goltsev YV, Kovalenko AV, Boldin MP. Tumor
necrosis factor receptor and Fas signaling mechanisms. Ann Rev Immunol. 1999,
171331,

Wu WH, Johnson H, Shu HB. Activation of NF-kB by FADD, Casper, and caspase-8. J Biol
Chem. 2000. 275:10838.

Sprick MR, Weigand MA, Reiser E, Rauch CT, Juo P, Blenis J, Krammer PH, Walczak H.
FADD/MORT1 and caspase-8 are recruited to TRAIL receptors 1 and 2 and are essential for
apoptosis mediated by TRIAL receptor 2. Immunity. 2000. 12 : 599,

Bairey O, Zimra Y, Shaklai M, Okon E, Rabizadeh E. Bcl-2, Bcl-x, Bax, and Bak expression
in short- and long-lived patients with diffuse large B-cell lymphomas. Clin Cancer Res. 1999.
10 : 2860.

Earnshaw WC, Martins LM, Kaufmann SH. Mammalian caspases : structure, activation,
substrates, and funclions during apoptosis. Annu Rev Biochem. 1999. 68 : 383.

Deveraux Ql, Stennicke HR, Salvesen GS, Reed JC. Endogenous inhibitors of caspases. J
Clin Immunaol. 1999. 19: 388.

Dinarello CA. Interdeukin-1, interleukin-1 receptors, and interleukin-1 receplor antagonist. Int
Rev Immunol. 1898. 16: 457.

Alheim K, Bartfai T. The interieukin-1 system : receptors, ligands, and ICE in the brain and
their involvement in the fever response. Ann NY Acad Sci. 1998, 840 : 51.

Schmidt M, Pauels HG, Lugering N, Lugering A, Domschke W, Kucharzik T. Glucocorticoids

induce apoptosis in human monocytes : potential role of IL-15. J Immunol. 1998. 163 :
3484,

Heath VL, Murphy EE, Crain C, Tomlinson MG, O'Garra A. TGF-p1 down-regulates TH2
development and results in decreased IL-4-induced STAT6 activation and GATA-3
expression. EurJ immunol. 2000. 30 : 26389.

Thompson CB. Apoptosis. In: Paul, WE. Fundamental Immunology. 4" Lippincott Williams
& Wilkins. 1996. chap. 23. (CD-ROM).

Ruscefli F, Varesio L, Ochoa A, and Ortaldo J Pleiotropic effects of transforming growth
factor-p on cells of the immune system. Ann NY Acad Sci. 1983. 685 : 488.

Tominaga K, Yoshimoto T, Torigoe K, Kurimoto M. Matsui K. Hada T, Okamura H, Nabanishi
K. IL-12 synergizes with IL-18 or IL-1-beta for tFN-gamma production from human T cells.
Int Immunol. 2000. 12 : 151.

Naume B, Johnsen AC, Espevik T, Sundan A, Gene expression and seciclion of cylokines
and cylokine receptors from highly purified CD56+ natural killer cells stimulated with
interleukin-2, interleukin-7 and interleukin-12. Eur J Immunol. 1993. 23 1 1831,

Reyes Garcia MG, Garcia Tamayo F. La importancia de IL-6 como mediador de las
interacciones neuroendocrinoinmunoldgicas. Acta Bioguim Clin Latinoamer. 1993, 27: 333.



50

51

52

53

54

55

56

57

58

59

60

61

62

63

64

65

66

67

Ahmed, ST and Ivashkiv LB. Inhibition of IL-6 and IL-10 Signaling and Stat Activation by
Inflammatory and Stress Pathways. J Immunol. 2000. 165 : 5227.

Hirano T and Kishimoto T. Interleukins 4, 5 and 6. In : Clinical Aspects of Immunology.
Lachmann PJ, Sir Peters K, Rosen FS, Walport MJ Eds. USA. 1993, Vol. |. p 303.

Ershler WB and Keller ET. Age-associated increased interleukin-6 gene expression, late-life
diseases, and frailty. Annu Rev Med. 2000. 51 : 245.

Dinarello CA. Intedeukin-18. Methods. 1999. 19: 121.

Dinarello CA. IL-18 : A Th1-inducing, proinflammatory cytokine and new member of the IL-1
family. J Allergy Clin Immunel. 1989, 183 : 11.

Mcinnes IB, Gracie JA, Leung BP, Wei XQ, Liew FY. Interleukin 18 : a pleiotropic participant
in chronic inflammation. Immunol Today. 2000, 21 : 312

Netea MG, Kullberg BJ, Verschueren |, Van der Meer JWM. Interleukin-18 induces
production of pro-inflammatory cytokines in mice : no intermediate role for the cytokines of the
tumor necrosis factor family and interleukin-1p. Eur J Immunol. 2000. 30 : 3037.

Serhan CN, Haeggstrom JZ, Leslie CC. Lipid mediator networks in cell signaling: update and
impact of cytokines. FASEB J. 1996. 10: 1147,

Henderson B, Pettipher ER, Higgs GA, Moncada S. Fatty Acid Mediators. In : Clinical
Aspects of Immunology. Lachmann PJ, Sir Peters K, Rosen FS, Walport MJ Ed. USA.
1993. Vol. |. p 385.

de Kloet ER. Corticosteroids, stress and aging. Ann NY Acad Sci. 1992. 663: 357.

Smith CD, Carney JM, Taisumo T, Stadman ER, Floyd RA, Markesbery WR. Protein
oxidation in aging brain. Ann NY Acad Sci. 1992. 663 : 110.

Kushner BSP. Chronic inflammation in older people : recognition, consequences, and
potential intervention. Clin Geriatr Med. 1997. 4 : 653.

Mysliwska J, Bryl E, Foerster J, Mysliwski A. Increase of interleukin 6 and decrease of
interleukin 2 production during the ageing process are influenced by the health status. Mech
Ageing Dev. 1998. 100 : 313.

Krause D, Mastro AM, Handte G, Smiciklas-Wright H, Miles MP, Ahluwalia N. Immune
function did not decline with aging in apparently healthy, well nourished women. Mech
Ageing Dev. 1999. 112 : 43,

Franceschi C, Monti D, Sansoni P, Cossarizza A. The immunology of exceptional individuals.
The lesson of centenarians. Immuno! Today. 1995. 16 : 12.

Bruunsgaard H, Skinhoj P, Qvist J, Pedersen BK. Elderly humans show prolonged in vivo
inflammatory aclivity during pneumococcal infections. J infect Dis. 1999. 180 : 551.

Ballou SP, Kushner 1. Chronic inflammation in older people : recognition, consequences,
and potential intervention. Clin Geriatr Med. 1997. 13 :653.

McCann SM, Licinio J, Wong ML, Yu WH, Karanth S, Rettorri V. The nitric oxide hypothesis
of aging. Exp Gerontol. 1998. 33 : 813.

116



68

69

70

71

72

73

74

75

76

77

78

79

80

81

82

83

84

Albright JW, Albright JF. Impaired natural killer cell function as a consequence of aging. Exp
Gerontol. 1998, 33 : 13,

Frasca D, Pucci S, Goso C, Barattini P, Barile S, Piofi C, Doria G. Regulation of cylokine
production in aging : use of recombinant cytokines to up regulate mitogen-stimutated spleen
cells, Mech Ageing Dev. 1997. 93 :157.

Masoro EJ. Glucocorticoids and aging. Aging. 1995. 7:407.

Harman D. Free-radical theory of aging : Increasing the life span. Ann NY Acad Sci. 1994.
717 ;1.

Beckman KB and Ames BN. The free radical theory of aging matures. Physiol Rev. 1998,
78 . 547.

Ames BN and Shigenaga MK, Oxidants are a major contributor to aging. Ann NY Acad Sci.
1992. 663 ; 85.

Slater TF. Free Radicals : formation, detection, reactivity and cytotoxicity. In : Lachmann PJ,
Peters DK, Rosen FS y Walport MJ. Clinical Aspects of Immunology, Blackwell Scientific
Publications, Boston. 1993. Vol. |. p 377.

Cantoni O. Intra and extracellular modifiers of the cytotoxic response to oxidalive stress. Ann
NY Acad Sci. 1992.6863:71.

Haffner SM. Clinical relevance of the oxidative stress concept. Metabolism. 2000. 49 (Sup!
1) : 30.

Ye SM, Johnson RW. Increased intereukin—6 expression by microglia from brain of aged
mice. J Neuroimmunol. 1999. 93 :136.

Chorinchatb BB, Kong LY, Mac L, McCallum RE, Age-associated differences in TNF-alpha
and nitric oxide production in endotoxic mice. J Immunol. 1996. 156 : 1525.

Floyd RA. Antioxidants, oxidative stress, and degenerative neurological disorders. Proc Soc
Exp Biol Med. 19899. 222 : 236.

Nawroth PP, Bierhaus A, Vogel GE, Hofman MA, Zumbach M, Wahl P, Ziegler R. Non-
enzymatic glycation and oxidative stress in chronic ilnesses and diabetes mellitus. Med Klin.
1999, 94: 29

MacDonald NJ, Perez-Polo JR, Bennett AD, Taglialatela G. NGF-resistant PC12 cell death
induced by arachidonic acid is accompanied by a decrease of active PKC zeta and nuclear
factor kappa B. J Neurosci Res. 1999, 57 : 219.

Poynter ME, and Daynes RA. Peroxisome proliferator-activated receptor alpha activation
modulates cellular redox estatus, represses nuclear factor—kappa B signaling, and reduces
inflammatory cytokine production in aging. J Biol Chem. 1998. 273 : 32833.

Uhring RK, Picard MA, Beyreuther K, Wiessler M. Synihesis of anfioxidative and anti-
inflammatory drugs glucoconjugates. Carbohydrate Res. 2000. 325:72.

Sohal RS and Orr WC. Relationship between antioxidants, prooxidants and the aging
process. Ann NY Acad Sci. 1992. 663 : 74.

117



85

B6

87

88

89

90

91

92

a3

94

95

96

97

98

99

100

Healey AM, Marethoz E, Puzurki L, Polta B. Heat shock proteins in cellular defense
mechanisms and immunity. Ann NY Acad Sci. 1992. 663: 319.

Castle S, Uyemura K, Wong W, Modlin R, Effros R. Evidence of enhanced type-Th2 immune
response and impaired upregulation of a type-Th1 response in frail elderly nursing home
residents. Mech Ageing Dev. 1997. 94 7.

Price RM. Cytokines as Indicators of Immune System Aging. In : Mobbs CV, Hof PR {(Eds}).
Functional Endocrinology of Aging. Interdiscipl Top Gerontol. Basel, Karger. 1998. 29 : 204.

Dayan M, Segal R, Globerson A, Habut B, Shearer GM, Mozes E. Effect of aging in cytokine
production in normal and experimental systemic lupus erytematosus-afflicted mice. Exp
Gerontol. 2000. 35 ; 225.

Kutza J, Murasko DM. Age-associated decline in IL-2 and IL-12 induction of LAK cell activity
of human PBMC samples. Mech Ageing Dev. 1996. 90 : 209.

Van Cauter E, Leproult R, Kupfer DJ. Effects of gender and age on the levels and crcadian
rhytmicity of plasma cortisol. J Clin Endocrinol Metabol. 1996. 81 : 2468.

Roubenoff R, Harris TB, Abad LW, Wilson PW, Dallal GE, Dinarello CA. Monocyte cytokine
production in an elderly population : effect of age and inflammation. J Gerontol. 1998. 53 :
M20-6.

Aggarwal S, Gollapudi S, Gupta S. Increaded TNF-alpha-induced apoplosis in lymphocytes
from aged humans : changes in TNF-alpha receptor expression and aclivation of caspases. J
Immunol. 1999, 162 : 2154.

Aderka D, Le J, Vilcek J. IL-6 inhibits lipopolysaccharide-induced tumor necrosis factor
production in cultured human monocytes, U937 cells, and in mice. J Immunol. 1989. 143 :
3517.

Hinson RM, Williams JA, Shacter E. Elevated interfeukin-6 is induced by prostaglandin E2 in
a murine model of inflammation : posible role of cyclooxigenase-2. Proc Natl Acad Sci.
1996. 93 :4885.

Reyes, GMG y Garcia TF. Venenos para matar y curar. Aceptado para su publicacion en la
revista Ciencia y Desarrollo del CONACYT. 2001. (ver apéndice de la Tesis).

Vick JA, and Shipman WH. Eflects of whole bee venom and its fractions (apamin and
mellitin} on plasma cortisol levels in the dog. Toxicon. 1972. 10: 377.

Couch TL, Benton AW. The effect of the venom of the honey bee, Apis mellifera L., on the
adrenocortical response of the adult male rat, Toxicon. 1972. 10: 55.

Portlock SH, Clague MJ, Cherry RJ Leakage of internal markers from erythrocytes and lipid
vesicles induced by mellitin . gramicidin S and alamethicin : a comparative study. Biochim
Biophys Acta. 1990. 1030 : 1

Atkinson BA. The incidence and nature of adverse reactions to injection immunotherapy in
bee and wasp venom allergy. Exp Allergy. 1995. 25 : 159.

Ziai MR, Russek S, Wang HC, Beer B, Blume AJ. Mast cell degranulating peptide : a multi-
fuctional neurotoxin. J Pharm Pharmacol. 1990. 42 : 457.

1138



101

102

103

104

105

106

107

108

108

110

111

112

113

114

115

116

117

Billingharn MEJ, Morey J, Janson JM, Shipolini RA, Vernon CA. An anti-inflammatory
peptide from bee venom . Nature. 1973, 245 : 163,

Rekka E, Kourounakis L, Kourcunakis P. Antioxidant activity of and interieukin production
affected by honey bee venom. Arznemitielforschung. 1990. 40: 912,

Yiangou M, Konidaris C, Victoratos P, Hadjipetou-Kourounakis L. Modulatién of alpha 1-acid
glycoprotein (AGP) gene induction following honey bee venom administration to adjuvant
arthritic (AA) rats; possible role of AGP on AA development. Clin Exp Immunol. 1993, 94 :
156,

Morse R. and Hooper T. The lllustrated Encyclopedia of Beekeeping. Edit. E.P. Dutton.
USA. 1985. p 157, 362.

Schumacher MJ, Schmidt JO, Egen NB. Lethality of "killer” bee stings. Nature. 1989. 337 :
413,

King, TP, Sobotka AK, Kochoumian L, Lichtenstein LM. Allergens of honey bee venom. Arch
Biochem Biophys. 1976, 172 : 661,

Habermann E. Chemistry, pharmmacology, and toxicology of bee, wasp, and hornet venoms.
In Venomous Animals and their Venoms. (Blcherl, W and Buckley, E.E. Eds). London.
Academic Press. 1971. Vol. lll : 61.

Gauldie J, Hanson JM, Rumjanek FD, Shipolini RA, Vernon CA. The peptide componenis of
bee venom. Eur J Biochem. 1976. 61 : 369.

Dolimas EM, Hamid KR, Hider RC, Ragnarsson U. Isolation and structure analysis of bee
venom mast cell degranulating peptide. Bicchim Biophys Acta. 1987. 911 : 285.

Banks BEC and Shipolini RA. Chemistry and pharmacology of honey bee venom. In
Venoms of the Hymenoptera. 1986, Ed. Piek, T. London. Academic Press. p 329.

Hyre HM and Smith RA. Immunological effects of honey bee {Apis mellifera) venom using
Balb/c mice. Toxicon. 1986. 24 : 435,

Mraz, C. A personal account of the effectiveness of bee venom, Proc N Am Apiother Soc.
1978.1: 5.

Schmidt JO. Toxinology of venoms from the honeybee genus Apis. Toxicon. 1995, 33 : 917,
Shipolini RA. Biochemistry of bee venom. In ; Handbook of Natural Toxins, Vol. 2, Insect
Poisons, Allergens, and Others Invertebrate Venoms. Ed. Tu A. NY : Marcel Dekker. 1984. p
49.

Bellinghausen |, Metz G, Enk AH, Chritsmann 8, Knop J, Saloga J. Insect venom
immunotherapy induces interleukin-10 production and a Th2-to-Th1 shift, and changes
surface marker expression in venom-allergic subjects. Eur J Immunol. 1997. 27 : 1131.

Akdis C.A, Blesken T, Akdis M, Wiithrich B, Blaser K. Role of Intedeukin 10 in ospecific
Immunotherapy. J Clin Invest. 1998. 102 : 98.

Schumacher M.J, Egen N.B, Tanner D. Neutralization of bee venom lethality by immune
serum antibodies. Am J Trop Med Hyg USA, 1996. 55 197.

119



118

119

120

121

122

123

124

125

126

127

128

129

130

131

132

133

134

Beck BF. Bee Venom Theraphy : Bee Venom, its Nature and its Effects on Arthritic and
Rheumatoid Conditions. {Appleton-Century, Croft, New York, 1935. 171,

Chang YH and Bliven ML. Anti-arthritic effect of bee venom. Agenis Actions. 1979, 9 : 205.

Vlasak R, Unger-Ulimann C, Kreil G, Frischauf AM. Nucleatide sequence of cloned cDNA
coding for honeybee pre-promellitin. Eur J Biochem. 1983. 135:123.

Kuchler K, Gmachi M. Sipl MJ, Kreil G. Analysis of the cDNA for phospholipase A2 from
honey bee venom glands. The deduced amino acid sequence reveals homology to the
corresponding vertebrate enzimes. Eur J Biochem. 1989. 184 : 249,

Gmachl M,and Kreil G. Bee venom hyaluronidase is homologous to a membrane protein of
mammalian sperm. Proc Natl Acad Sci USA. 1993. 90 : 3569.

Gmachl M and Kreil G. The Precursors of the Bee Venom Conslituents Apamin and MCD
Peptide Are Encoded by Two Genes in Tandem Which Share the Same 3-Exon. J Biol Chem.
1995, 270 : 12704,

Annand RR, Kontoyianni M, Penzotti JE, Dudler T, Lybrand TP, Gelb MH. Active site of bee
venom phospholipase A2 : the role of histidine-34, aspartate-64 and tyrosine-87.
Biochemistry. 1996. 35: 4591.

King TP, Wade D, Coscia MR, Mitchell S, Kochoumian -L, Merrfield B.  Structure-
immunogenicity relationship of melittin, its transposed analegues, and D-melittin. J Immunol.
1994. 153 : 1124,

Habermann E, and Fischer K. Bee venom neuroioxin (apamin). Eur J Biochem. 1879. 94 :
355,

Defendini ML, El-Ayeb M, Regnier-Vigouroux A, Granier G, Pierres M. H-22-linked control of
T cell and antibody response to apamin. Immunogenetics. 1988. 28 : 139.

Nicolas JP, Lin Y, Lambeau G, Ghomaschchi F, Lazdunski M, Gelb MH. Localization of
Structural Elements of Bee Venom Phospholipase A2 Involved in N-type Receptor Binding
and Neurotoxicity. J Biol Chem. 1997. 272 : 7173.

Gonzalez L, Nekrassov V, Castell A, and Silges M. Characterization of Mellitin Effects in
Synaptosomes. Neurochemical Research. 1997. 22 189.

Bomalaski JS, Ford T, Hudson AP, Clark MA. Phospholipase A2-activating protein induces
the synthesis of {L-1 and TNF in human monocyles. J Immunol. 1995. 154 : 4027

Neumann W, Habermann E. Beitrage zur Charakterisierung der Wirkstoffe des Bienengiftes .
Naunyn-Schmiedebergs. Arch Parmak. 1954. 222 : 367.

Leal-Berumen i, Snider DP, Barajas-Lopez C, Marshall JS. Cholera toxin increases IL-6
synthesis and decreases TNF-alpha production by rat peritoneal mast cells. J immunol.
1996. 156 : 316.

Taylor JW, Bidard JN, Lazdunski M. The characterization of high-affinity binding sites in rat
brain for the mast cell-degranulating peptide from bhee venom using the purified
mongiodinated peplide. J Biol Chem. 1984, 259 : 13957.

Rehm H; Bidard JN, Schweitz H, Lazdunski M. The receptor site for the bee venom mast cell
degranulating peptide. Affinity labeling and evidence for a common molecular target for mast

120



135

136

137

138

139

140

141

142

143

144

145

146

147

148

149

150

cell degranulating peptide and dendrotoxin |, a snake toxin active on K+ channels.
Biochemistry. 1988. 27 : 1827.

Cherubini E, Ben A Y, Gho M, Bidard JN, Lazdunski M. Long-term potentiation of synaptic
transmission in the hipocampus induced by a bee venom peptide. Nature. 1987. 328 : 70.

Banks BE, Garman AJ, Habermann E. Structure-activity studies on apamin and mast celi
peptide (MCDP)-401 [proceedings]. J Physiol. 1978. 284 : 160.

Eiseman JL, von Bredow J, Alvares AP. Effect of honey bee (Apis mellifera) venom on the
course of adjuvant-induced arthritis and depression of drug metabolism in the rat. Biochem
Pharmacol. 1982. 31 :1139.

Banks BE, Brown C, Burgess GM, Burnstock G, Claret M, Cocks TM, Jenkinson DH. Apamin
blocks certain neurotransmitter-induced increases in potassium permeability. Nature. 1979.
282 : 415,

Hugues M, Romey G. Duval D, Vincent JP, Lazdunski M. Apamin, as a selective blocker of
the calcium-dependent potassium channel in neuroblasoma celis: voltaje-clamp and
biochemical characterization of the toxin receptor. Proc Natl Acad Sci USA. 1982. 79 : 1308.

Marquéze B, Deagar MJ, Couraud F. Photoaffinity labeling of the K+-channel-associated
apamin-binding molecule in smooth muscle, liver and heart membranes. Eur J Biochem.
1987. 169 : 295,

Kaplinski E, Ishay J, Ben-Schachar D, Gitter S. Effects of bee venom on the
electrocardiogram and blood presure, Toxicon. 1977. 15 : 251.

Kemeny DM, Harries MG, Youlten LJF, Mackenzie-Mills M, Lessof MH. Antibodies to purified
venom proteins and peptides. 1. Development of a highly specific RAST for bee venom
antigens and its application to bee sting allergy. J Allergy Clin Immunol. 1983. 71 : 505.

Haberman E. Bee and wasp venoms. Science. 1972. 177: 314,

Chen CY, Chen WX, Sun X. Comparison of anti-inflammatory, analgesic activities |,
anaphylactogenicity and acute toxicity between bee venom and its peptides. Chung Kuo
Chung His | Chieh Ho Tsa Chih. 1993. 13 : 226.

McHugh SM, Deighton J, Stewart AG, Lachmann P.J, Ewan PW. Bee venom immunotherapy
induces a shift in cytokine responses from a Th2 to a Th1 dominant pattern : comparison of
rush and conventional immunctherapy. Clin Exp Allergy. 1995. 25 : 828.

Hadjipetrou-Kourounakis L. and Yiangou M. Bee venom adjuvant induced disease and
interleukin production. J Rheumatol. 1988. 15:1126.

Steigerwaldt F, Mathies H, and Damrau F. Standardized bee venom (SVB) therapy of
arthritis. A controled study of 50 cases with 84% benefit. Ind Med Surg. 1966. 35 : 1045.

Von Bredow J, Bradford C, Froelich H, Vick JA. Treatment of equine arthritis with bee venom.
Proc N Am Apiother Soc. 1978. 1. 141,

Short TR and Jackson R. Treatment of canine arthritis with bee venom. Proc N Am Apiother
Soc. 1978. 1:86.

Zurier RB, Mitnick H, Bloomgarden D, Weissmann G. Effect of bee venom on experimental
arthritis . Ann Rheum Dis 1972. 32 : 466.

121



151

162

153

154

155

156

157

158

159

160

161

162

163

164

165

166

Kruisbeek AM. Isolation of murine macrophages. in : Current Protocols in Immunology,
Coligan J, Kruisbeek AM, Margulies D, Shevach E, Strober W (Eds). John Wiley and Sons,
New York. 1995. Vol. itl. Unit 14.1.1.

Kirkpatrick CH. Lymphocyte transformation test. In : Encyclopedia of Immunology, Roitt IM,
Delves PJ (Eds). Academic Press. San Diego, CA. 1992. p. 1005,

Winchester RJ, Ross G. Methods for enumerating lymphocytes populations. In : Manual of
Clinical Immunology, Rose NR, and Friedman H (Eds). American Society of Microbiology,
Washington, DC 1976, p. 64.

Crowther J.R. ELISA, theory and practice. In : Methods in Molecular Biology, vol. 42. Walker
JM (Ed). Humana Press, Totowa, NJ. 1995, p. 63.

Kizaki T, Ockawara T, Oh-Ishi S, ltoh Y, Iwabuchi K, Onoe K, Day NK, Good RA, Ohno H. An
increase in basal glucocorticoid concentration with age induces suppressor macrophages with
high-density Fc gamma RIVIL. Immunology., 1998. 93 : 409.

Frasca D, Doria G. Recombinant cytokines as an approach to immune reconstitution in aging.
Dev Comp immunol. 1997. 21 :525.

Rink L, Cakman |, Kirchner H. Altered cytokine production in the elderly. Mech Ageing Dev.
1998. 102:199.

Gorczynski RM, Beesler WG, Chung S, Cinader B, Hoffmann P, Modolell M, Ramakrishna V,
Reischel ET, Waelli T, Westphal O. A fetal sheep liver extract reverse age-related increments
in spontaneous and induced cylokine production by indirect environmental effects. Immunol
Lett. 1998.60: 157,

Ginaldi L, De Martinis M, D"Ostilio A, Marini L, Loreto MF, Quaglino D. The immune system in
the elderiy : IIl. Innate immunity. Immunol Res. 1899. 20 : 117,

Spencer NF, Daynes RA. IL-12 directly stimulates expression of IL-10 by CD5+ B cells and
IL-6 by both CD5+ and CD5- B cells : possible involvement in age-associaled cytokine
dysregulation. Int Immunol. 1997, 9:745.

Castle S, Uyemura K, Wong W, Modlin R, Effros R. Evidence of enhanced type 2 immune
response and impaired upregulation of a type 1 response in frail elderly nursing home
residents. Mech Ageing Dev. 15987, 94 :7.

Koike E, Kobayashi T, Mochitake K, Murakami M. Effect of aging on nitric oxide production by
rat alveolar macrophages. Exp Gerontol. 1999. 34 : 889.

Brown-Borg HM, Bode AM, Bartke A. Antioxidative mechanisms and plasma growth hormone
levels : potential relationship in the aging process. Endocrine. 1998. 11 : 41.

Wang PS, Lo MJ, Kau MM. Glucocorticoids and aging. J Formos Med Assoc. 1997. 96 :
792.

Haynes L, Linton PJ, Eaton SM, Tonkonogy SL, Swain SL. Interleukin-2, but not other
common y chain-binding cytokines, can reverse the defect in generation of CD4 effeclor T
cells from naive T cells of aged mice. J Exp Med. 1999. 190: 1013.

Young DG, Skibinski G, Manson Jl, James K. The influence of age and gender on serum
dehydroepiandrosterone sulphate (DHEA-S), IL-6, IL-6 soluble receptor (IL-6sR) and

122



167

168

169

170

171

172

173

174

175

176

177

178

179

180

transforming growth factor beta 1 (TGF-beta) levels in normal healthy blood donors. Clin
Exp Immunol. 1999, 117 : 476.

Shimada Y, lto H. Heterogeneous aging of macrophage-lineage cells in the capacity for TNF
production and self renewal in C57BL/6 mice. Mech Ageing Dev. 1996. 87 : 183.

Wu D, Mura C, Beharka AA, Han SN, Paulson KE, Hwang D, Meydani SN. Age-associated
increase in PGE, synthesis and COX activity in murine macrophages is reversed by vitamin E.
Am J Physiol. 1998. 275 : C661.

Hinson RM, Williams JA, Shacter E. Elevated interfeukin-6 is induced by prostaglandin E2 in
a murine model of inflammation : posible role of cyclooxigenase-2. Proc Natl Acad Sci. 1996.
93 : 4885.

Williams RO, Marinova-Mutafchieva L, Feldmann M, Maini RN. Evaluation of TNF-« and [L-1
blockade in collagen-induced arthritis and comparison with combined anti-TNF-o/anti-CD4
therapy. JImmunol. 2000. 165 : 7240

Vick JA, Mehiman B, Brooks R, Phillips SJ, Shipman WH. Effect of the bee venom and
mellitin on plasma cortisol in the unanesthetized monkey. Toxicon. 1972. 10 : 581,

Lorenzetti OJ, Forlenberry B, Busby E. Influence of bee venom in the adjuvant-induced
arthritic rat model. Res Commun Chem Path Pharmac. 1972. 4 : 338.

Schindler R, Mangilla J, Endres S, Ghorbani R, Clark SC, Dinarello CA. Correlations and
interactions in the production of interleukin 6 (IL-6), IL-1 and tumor necrosis factor (TNF) in
human blood mononuclear cells : IL-6 suppresses IL-1 and TNF. Blood. 1990. 75 : 40,

Simpson AE, Tomkins PT, Cooper KL. An investigation of the temporal induction of cytokine
mRNAs in LPS-challenged thioglycoltate—elicited murine peritoneal macrophages using the
reverse transcription polimerase chain reaction. Inflamm Res. 1997. 46 : 65.

Manetti R, Parronchi P, Giudizi MG, Piccinni MP, Maggi E, Trinchieri G, Romagnani S.
Natura! killer cell stimulatory factor (intedeukin 12 [IL-12]) induces T helper type 1 (Th1)-
specific immune responses and inhibits the development of iL-4-producing Th cells. J Exp
Med. 1993. 177 : 1199.

Hsieh CS, Macatonia SE, Tipp CS, Wolf SF, O'Garra A, Murphy KM. Development of TH1
CD4+ T cells through IL-12 produced by Listeria-induced macrophages. Science. 1993. 260 :
547.

Rea MI, McNerlan SE, Alexander HD. Total serum IL-12 and IL-12p40, but not IL-12p70, are
increased in the serum of older subjects; refationship to CD3+ and NK subsets. Cytokine.
2000. 12:156.

Lio D, D’Anna C, Gervasi F, Scola L, Potestio M, Di Lorenzo G, Listi F, Colombo , Candore G,
Caruso C. Intefeukin-12 release by milogen-stimulated mononuclear cells in the elderly.
Mech Ageing Dev. 1998. 102 : 211.

Bloom ET. Thompson WC, Horvath-Arcidiacone JA, Burd PR, Differential eifects
interleukin-12 treatment on gene expression by allostimulated T celis from
mice. Mech Ageing Dev, 1995. 85: 109,

-
<]
c
3

"]
)
3
a
o

B
a £

Snijders A, Hilkens CMU, van der Pouw K, TCTM. Engel M, Aarden LA, Kapsenberg LM.
Regulation of bioactive IL-12 production in lipopolysaccharide-stimulated human monocyles is
determinated by the expression of the p35 subunit. J Immunot. 1996. 56 : 1207.

123



181

182

183

184

185

186

187

188

189

190

191

192

193

194

Lienenlike B, Germann T, Kroczek RA, Hecker M. CD154 stimulation of intedeukin-12
synthesis in human endothelial cels. Eur J Immunol. 2000. 30 : 2864.

Monteleone G, Parrello T, Monteleone 1, Tammaro S, Luzza F, Pallone F. Inferferon-gamma
(INFy) and prostaglandin €; (PGE;) regulate differently IL-12 production in human intestina!
lamina propia mononuclear cells (LPMC). Clin Exp Immunol. 1998. 117 : 469.

Chorinchat BB, Kong LY, Mao L, McCallum RE. Age-associated differences in TNF-alpha
and nitric oxide production in endotoxic mice. J Immunol. 1996. 156 : 1525.

Zunic M, Bahr GM, Mudde GC, Meingassner G, Lam C. MDP (Lysyl) GDP a non toxic
muramyl dipeptide derivative, inhibits cytokine production by activated macrophages and
protects mice from phorbol ester- and oxazolone-induced inflammation. J Invest Demmatol.
1998. 111 :77.

Frolov |, Houri-Hadad Y, Soskolne A, Shapira L. In vivo exposure to Porphyromonas
gingivalis up-requlates nitric oxide but suppresses tumour necrosis factor-o production by
cultures macrophages. Immunology. 1999. 93 : 323.

Stein M and Gordon S. Regulation of tumor necrosis factor (TNF) release by murine
peritoneal macrophages : role of cell stimulation and specific phagocytic plasma membrane
receptors. EurJ immunol. 1991. 21 : 431.

Demeure CE, Yang LP, Desjardins C, Raynauld P, Delespesse G. Prostaglandin E, primes
naive T cells for the production of anti-inflammatory cytokines. Eur J Immunol. 1997, 27 :
3526,

Blaine TA, Pollice PF, Rosier RN, Reynolds PR, Puzas JE, O'Keefe RJ. Modulation of the
production of cytokines in titanium-stimulated human peripheral blood monccytes by
pharmacological agents. The role of cAMP-mediated signaling mechanisms. J Bone Joint
Surg Am. 1997. 79 : 1519,

Strassman G, Patil-Koota V, Finkelman F, Fong M, Kambayashi T. Evidence for involvement
of interleukin 10 in the differential deactivation of murine peritoneal macrophages by
prostaglandin E;. J Exp Med. 1994. 180 : 2365.

Fadok VA, Bratton DL, Konowal A, Freed PW, Westcott JY, Henson PM. Macrophages that
have ingested apoptotic cells in vitro inhibit pro-inflammatory cytokine production through
autocrine/paracrine mechanisms involving TGF-B, PGEa, and PAF. J Clin Invest. 1998. 101 :
8§90.

Salari HP, Braguet P, Borgeat P. Stimulation of lipoxygenase product synthesis in human
teukocytes and platelets by mellitin. Mol Pharmacol. 1985, 28 : 546.

Banks BEC, Rumjanek FD, Sinclair NM, and Vernos CA. Possible therapeutic use of a
peptide from bee venom. Bull Inst Pasteur. 1976. 74 . 137.

Watanabe S, Kobayashi T, Okuyama H. Regulation of lipopolysaccharide-induced tumor
necrosis factor alpha production by endogencus prestaglandin E2 in vat resident and

thioglycollate-eficited macrophages. J Lipid Mediat Cell Signal. 1994. 10 : 284,
Watanabe S, Kobayashi T, Okuyama H. Absence of relation between the expression of

cyclooxygenase isoforms and the synthesis of prostaglandin E2 in resident and thioglycollate-
elicited macrophages in rats. Prostaglandins Other Lipid Mediat, 1998. 56 : 7.

124



195

196

197

198

199

200

201

202

203

Carrick JB, Moore JN. Chapkin RS, Schnelimann RG. Increased phosphalipid mass with
decreased arachidonyl molecular species is associated with decreased eicosanoid synthesis
and increased tumor necrosis factor synthesis by thioglycollate-elicited rat peritoneal
macrophages. Shock. 1995. 4 : 284.

Ghezzi P, Sacco S, Agnello D, Marullo A, Caselli G, Berlini R. LPS induces IL-6 in the brain
and in serum largely through TNF production. Cytokine. 2000. 12 : 1205.

Zhao K, Kiman |, Tschepen |, Schwab R, Werksler ME. Peritoneal lavage reduces
lipopolysaccharide-induced elevation of serum TNF-alpha and IL-68 mortality in mice.
Inflammation. 1997. 21 ; 379,

Borges MM, Kloelzel JK, Andrade HF, Tadokore CE, Pinge-Fitho P, Abrahamsochn |.
Prostaglandin and nitric oxide reguiate TNF-alpha production during Trypanosoma cruzi
infection. Immunol Lett. 1998, 63 :1.

Wanner GA, Muller P, Ertel W, Busch CJ, Menger MD, Messmer K. Differential effect of
cyclooxigenase metabclites on pro-inflammatory cytokine release by Kupffer cells after liver
ischemia and reperfusion. Am J Surg. 1998. 175 : 146,

Seldon PM, Barnes PJ, Giembycz MA. interfleukin-10 does not mediate the inhibitory effect of
PDE-4 inhibitors and other cAMP-elevating drugs on lipopolysaccharide-induced tumor
necrosis factor-alpha generation from human peripheral blood monocytes. Cell Biochem
Biophys. 1998. 29:179. -

Oppmann B, Lesley R, Blom B, Timans JC, Xu Y, Hunte B, Vega F, Yu N, Wang J, Singh K,
Zonin F, Vaisberg E, Churakova T, Liu M, Gorman D, Wagner J, Zurawski S, Liu YJ, Abrams
JS, Moore KW, Rennick D, Waal-Malefyt R, Hannum C, Bazan JF and Kastelein RA. Novel
p19 protein engages IL-12p40 to form a cytokine, IL-23, with biological activities similar as
well as distinct from IL-12. Immunity. 2000. 13 : 715.

Van Damme J, Opdenakker G, Simpson RJ, Rubira MR, Cayphas S, Vink A, Billiau A, Van
Snick J. Identification of the human 26 kDa protein, interferon b2 (IFNp2), as a B cell
hybridoma/plasmocytoma growth factor induced by interleukin 1 and tumor necrosis factor. J
Exp Med. 1987. 165: 914,

Olee T, Hashimoto S, Quach J and Lotz M. IL-18 is produced by articular chondrocytes and
induces pro-inflammatory and catabolic responses. J Immunol, 1999, 162 : 1096,

125



VENENOS PARA MORIR Y PARA CURAR.

Reyes Garcia MG (1), Garcia Tamayo F (1).

(1) Laboratorio de Biclogia Molecular,
Departamento de Biologia,

Facultad de Quimica, UNAM,

04510, México, DF.

Este trabajo presenta una parte de los resullados que han sido obtenidos gracias al apoyo
proporcionado por la DGAPA de la UNAM (proyecto No. IN229799) y por el CONACYT de la SEP
(proyecto No. 30915-M).



La_produccion de venenos naturales

Un veneno es cualquier sustancia que al ser introducida al cuerpo ocasiona una serie de
trastornos graves y algunas veces la muerte. Paraddjicamente, esas caracteristicas letales las
tienen algunas proteinas producidas de una manera natural en el interior del cuerpo de muchos
seres vivos. No obstante, por lo general los venenos no le hacen dafio a quienes los sintetizan.
Pero de todos modos, excretardos al exterior es una ventaja biolégica que utilizan algunos animales
para atacar o para defenderse de sus agresores.

Numerosas bacterias, plantas e insectos, asi como varias familias de animales mas
evolucionados pueden producir naturalmente varios venenos mas o0 menos potentes. Tal es caso
de los alacranes y algunos sapos, caracoles y serpientes. Existen sapos de las regiones
tropicales, por ejemplo, que necesitan los venenos para limpiar su piel, que estd constantemente
himeda y cubierta por numerosas bacterias potencialmente peligrosas. Los sapos evitan las
infecciones cutaneas porque tienen glandulas que secretan venenos sobre la piel. Generalmente
se trata de antibidticos o defensinas que dafian las membranas de fos microorganismos y los
matan ames de que invadan sus cuerpos y se multipliquen en sus tejidos. La supervivencia de
estos anfibios, como la de muchos otros animales, parece depender de su capacidad para producir
sustancias que pueden causar la muene de los otros seres vivos que fos amenazan.

La produccién de esta clase de sustancias tdxicas es un mecanismo defensivo muy
importante. Los venenos generalmente se forman en glandulas de secrecién externa y son
excretados como una especie de coctail formado por la mezcla de varias proteinas que tienen
diferentes aclividades bioldgicas, casi todas ellas muy peligrosas. Una parte de los venenos solo
alcanza a llegar hasta la piel o las membranas de las victimas para las que estd destinado y
apenas sirve para asustarlas y hacerlas huir porque les provoca una irritacién local. Pero en otros
casos los venenos pueden pasar al interior del cuerpo y es entonces cuando resultan mas
peligrosos. A lo largo de muchos millones de afos, los animales productores de venenos han
desarroltado diversas estrategias para poder inyectarlos a través de espinas, aguijones, etc. Por
olra parie. también el tiempo ha permitido gue algunas moléculas venenosas hayan variado su
conformacién adqunendo aminodcidos que les permiten tener dobles enlaces que hacen mas
dificil su inactivacion  En estos casos, una vez que los venenos inyectados pasan a la circulacién y
se diseminan. las consecuencias pueden ser la inhibicién de algunas reacciones enziméticas o la
estimulacion exagerada de otras. Como una consecuencia, provocan dolor o anestesia y pueden
alterar varias funciones que son vitales, como la respiracion, la vista, el equilibrio, la coagulacién de

la sangre o los movimientos,



El fabricante de los venenos artificiales

Los seres humanos no producen naturalmente sustancias téxicas como 10s que se acaban
de mencionar. Por lo general elios solamente comparten (con los insectos y otros animales
pequenos) la capacidad de sintetizar pequefias cantidades de algunas moléculas reactivas pro-
inflamatorias, como la histamina, los leucotrienos y varios faclores quimiotacticos. Estas
sustancias generalmente forman parte de los cocteles venenosos que producen los animales mas
pequefios. Pero las personas generalmente solo utilizan estas sustancias para detener la
invasividad de los microorganismos o para facilitar la degradacion enzimitica de sustancias
extrafias que han penetrado en sus cuerpos.

Tener la capacidad de producir esas sustancias dentro del propio cuerpo puede parecer
una clara desventaja del hombre ante los miembros de las otras especies que, al inyectar mayores
cantidades de esos mismos “venenos”, pueden provocar en olros seres vivos una amplificacion de
esas mismas reacciones, Pero esta aparente ventaja evolutiva de los animales mas pequefios
sobre el género humano parece estar destinada a ser superada como una consecuencia del
progreso tecnoldgico de los ullimos aiios.

En el ultimo siglo, los cientificos de los paises mas desarrollados han logrado sintetizar una
enorme cantidad de productos quimicos venenosos que han sido comercializados y vendidos. La
mayor parte de esos venenos no necesitan ser inyectados. Generalmente ellos pueden ser
efeclivos cuando se inhalan o cuando se absorben a través de la piel. Gracias a esta ventaja, los
venenos producidos en los laboratorios han servido para eliminar grandes cantidades de parasitos
0 microorganismos que infectan y provocan enfermedades en las personas., asi como en sus
ganados y en sus cosechas. De veneno a veneno, los del hombre se han vuelto de repente mucho
. mas efectivos que, por ejemplo, los que utifizan las arafias y ofros animales pequefos para

sabrevivir,

Las ventajas v los probiemas de los venenos

El uso de los venencs artificiales ha sido una ayuda considerable para proteger ia saiud de
muchos seres humanos. En algunos paises se ha reducido considerablemente Ia prevalencia de

de los agentes responsables de varias otras enfermedades tanto 0 mas graves. Sin embargo, el
uso de los venenos recién descubiertos también ha causado varios problemas igualmente graves.



ElI DDT, por ejemplo, ha sido muy efectivo para reducir o hacer desaparecer varias plagas,
perc al ser rociado sin control sobre la tierra ha terminado por contaminar los alimentos del
hombre. Su toxicidad se ha exiendido mas alla de los insectos y, a través de las legumbres y las
frutas, ha llegado al intestinc de casi todas las personas. Una gran cantidad de seres vivos tiene
DDT en las células de sus cuerpos. Algunos expertos opinan que esta contaminacion es peligrosa
porque su acumulacién permanente puede provocar cancer y varios problemas mas.

Otro caso iguaimente problematico es el de las sustancias quimicas relacionadas con la
limpieza como los jabones y los productos que sirven para quitar la suciedad y los malos olores.
Los detergentes contaminan las aguas de los rios y los mares a donde son desechados por sus
fabricantes o consumidares, provocando muerle o mutaciones en la fauna y la flora de esos
medios.

Al producir grandes cantidades de sustancias artificiales para atacar las plagas que causan
algunos seres vivos inferiores y al desarrollar antidotos para neutralizar los venenos naturales de
estos uUltimos, nuestra sociedad parece haber iniciado planes para declarar una guerra sin sentido
contra las otras formas de vida con quienes comparte numerosos sistemas ecologicos. Los
resultados no se han hecho esperar. Los venenos sintéticos han modificado el medio ambiente
natural de numerosas especies animales, provocando su muerte ¢ su desplazamiento. Los dafios
no han sido tan graves como se pudiera pensar porque una parie de los miembros de esas
especies han desarrollado mecanismos de evasion y de resistencia o tolerancia. No obstante,
muchos de los participantes en un coloquio reciente sobre el futuro de la evolucién de la vida sobre
la tierra (organizado por ia Academia Nacional de Ciencias, USA) manifestaron que actualmente
existen muchas evidencia en favor de que se esta aproximando el comienzo de una nueva (seria la
sexta} extincion en masa de seres vivos sobre el planeta. Esta catastrofe no seria "natural” sino

provocada por el mismo hombre.

Estamos comenzando a preocuparnos

En los ullimos afos muchos cientificos han presentado pruebas de que al aplicar sin
control los venenos producidos por el hombre se ha alterado el equilibrio de la vida sobre el
planeta. Una gran cantidad de sustancias sintetizadas en los dltimos afos por las industrias han
funcionado muy bien como pesticidas, pero también han resultado perjudiciales para el mismo ser
humano que las aplica y para numerosos espectadores inocentes. Esta situacion contrasta con los
efectos que tienen los venenos naturales (de las plantas y de los animales mas pequefos) que por

tener miitones de anos de existencia ya no interfieren con los ecosistemas conocidos.



Por esta razdn, al observar las consecuencias desagradables y peligrosas que tiene el uso
de sus venenos sintéticos. el hombre ha iniciado una blsqueda, cada vez més afanosa, por
encontrar, caractesizar y aprender a aprovechar la estructura quimica de diferentes sustancias
naturales que las plantas y los animales inferiores ulilizan para envenenar a sus presas. Esa
bisqueda no ha sido infructuosa.

Actualmente numerosas enfermedades infecciosas se combaten administrando antibiticos
gue ariginalmente eran producidos por solo por los hengos, como venenos naturales para
mantener alejadas algunas bacterias. Varios carbohidralos de las plantas y de los
microorganismos han resultado ser excelentes venenos para matar las celulas cancerosas, como
una alternativa mas amigable que la simple quimioterapia. Uno de los avances mas
extraordinarios, que parece el resuitado de un arduo trabajo de “espionaje” bioldgico sobre las
arafias australianas, ha conducido al aislamiento de una sustancia venenosa que una familia de
araiias contiene en sus colmillos y que solamente resulta toxica para los insectos que ella persigue
como alimento. En los insectos, el veneno daina rapidamente Iaé células del sistema nervioso.
Pero si la arafia llega a morder a una persona, las consecuencias no van mas alla de una ligera
molestia y no sucede nada en las neuronas. La sintesis comercial de esta clase de productos que
tienen un efecto selectivo sobre algunas especies ayudaria a controlar varias plagas de insectos
sin causar riesgos graves para la poblacién humana que llegase a estar en contacto con ellos.

El iado amigable de las ammas biolgicas modernas

Para evitar los peligros de la contaminacion, los cientificos han ideado algunas esirategias
que limitan la diseminacion de las sustancias téxicas. Uno de los avances mas elaborado en esta
nueva serie de estrategias ‘moleculares” es el aislamiento de genes transportadores de claves
venenosas y, luego de su clonacién, su implante por ingenieria genética en las semillas utilizadas
para las cosechas. De este modo el veneno solo queda “sembrade” en la planta que se quiere
proteger. Algunos insectos (como el gusano que da origen a la mariposa monarca) que se
alimentan de esas hojas "mejoradas” genéticamente caen fulminados cuando ingieren esos
venenos “genéticos” injertados en las plantas. Como una consecuencia, los agricultores han
aumentado sus cosechas y sus ganancias, las personas ya no se envenenan con los pesticidas
quimicos que sistematicamente traen los alimentos y las mariposas monarca tienden a

desaparecer y ya nd &ncantan tanto ia vista de sus admiradores.

Pero con el paso del tiempo se ha extendido la preparacién de esos vegetales transgénicos
que conlienen los genes de sustancias téxicas. Ahora abundan los vegetales que poseen esos

genes de venenos. Esto ha creado algunos problemas en la conciencia de varios sectores de la



poblacion.  Afirman los criticos que actualmente una gran cantidad de personas se esta
alimentando con cereales y frutas que contienen genes potencialmente "venenosos" y que,
tedricamente, éstos podrian Yegar a ser adquiridos por las bacterias comensales del tubo digestivo.
Esta posibilidad parece desagradable. Al adquirir los genes que vienen en los alimentos
*mejorados” artificiaimente. las bacterias de! intestino podrian “aprender” a sintetizar grandes
cantidades de venenos que secretarian en el tubo digestivo de los consumidores de alimentos
transgénicos. Actualmente. por ejemplo, exisien bacterias que producen histamina y que provocan
intoxicaciones que simulan una alergia. Los venenos (fabricados por los humanos) se podrian
comenzar a producir en grandes cantidades en los intestinos y después serian absorbidos a través
de 1a mucosa. Su paso a la sangre podria causar efectos dificiles de prever actualmente. .

Pero la misma moneda tiene ofra cara mas amigable. A pesar de que muchos venenos
naturales contienen péptidos que pueden provocar la muerte, sin embargo ellos también pueden
ofrecer algunas soluciones cuando se utilizan como medicamentos que ayudan a devolver la salud
a los enfermos graves.

Algunos venenos de las serpientes, por ejemplo, son peligrosos porque disminuyen la
presion arterial hasta causar un estado de shock, otros disminuyen la coagulacién de la sangre
provocando hemorragias, mientras varios mas actian como neurotransmisores que pueden
provocar parélisis o convulsiones. Sin embargo, esas mismas sustancias que son toxicas para las
victimas de una mordedura de las viboras, han sido ulilizadas por sus efeclos favorables en el
tratamiento de varias enfermedades. Asi por ejemplo, los hipotensores contenidos en el veneno de
la vibora sudamericana Bothrops jararaca, que impiden la conversiéon de la angiotensina | en
angiotensina |l, han servido para preparar medicamentos que reducen [a presioén arterial de los
hipertensos. De los anticoaguiantes del veneno que utiliza Ia serpiente Sisfrurus miliarius barbouri
para matar a los ratones antes de comerlos, se han obtenido sustancias que ayudan a prevenir la
coagulacion de la sangre en las personas que tienen el riesgo de formar trombos dentro de los
vasos sanguineos. De las toxinas muscarinicas de la Dendroaspis angusticeps se ha aislado un
agonista del receptor de fa acetilcolina que, inyectado en el hipocampo dorsal de los animales de
laboratorio, puede mejorar ia consolidacién de la memoria, particularmente en los pacientes con
Alzheimer.

Otro caso es el aprovechamiento de la peligrosa toxina del Clostridium bolulinum que,
después de un envenenamiento alimenticio, se absorbe a través del intestino y produce casos
graves de paralisis por la flacidez de los misculos (a los cuales no llegan los impulsos nerviosos,
por un blogueo en Ia liberacidn de la acetilcolina). Esta misma toxina ha sido ulilizada con éxito
para el tratamiento de numerosos casos en los cuales las personas tienen contracciones
musculares involuntarias por una liberacion excesiva o inapropiada de acetilcolina en las



temminaciones de los nervios motores. En estos casos generalmente se tiene una actividad
muscular involuntaria que puede causar desordenes como tics, espasmos, disfonia y varios
problemas mas, en los cuales esta toxina ha probado ser efectiva ya que provoca un relajamiento
muscular.

Se pueden mencionar ademas los resultados favorables obtenidos con el uso de venenos
que tienen la propiedad de bloguear los canales iGnicos, que son como poros situados en las
membranas de las células y que se utilizan para mover hacia dentro o afuera del citoplasma los
iones de calcio, sodio, potasio, etc. Estas sustancias blogueadoras se han convertidos
Gltimamente en agentes erapéuticos muy importantes para el tratamiento de casos de la epilepsia,
las trombosis o hemorragias cerebrales y las amitmias cardiacas, ademas de que algunos de ellos
han resultado excelentes inmunomoduladores que, a ciertas dosis, pueden suprimir la competencia
de las células del sistema inmune. La charybdotoxina y la margatoxina de los alacranes son dos
de las sustancias mas conocidas que actian como bloqueadoras de canales idnicos vy

compromeien la respuesta del sistema inmune.

De todos modos, parece dificil que algun dia se pueda llegar a ulilizar el DDT y otros

pesticidas fabricados en los laboratorios para el tratamiento de alguna enfermedad humana.

El veneno de las abejas

En los lltimos afios ha ocurride un incremento muy importante en los estudios sobre los
venenos de {os animales infenores. En realidad, ha ocurrido un cambio notable. Los
investigadores han decidide no limitarse dnicamente a eliminar l1os animales venenosos, sino mas
bien estudiar si las sustancias toxicas que ellos producen pudiesen tener algunos efectos
favorables y ser aprovechadas. Algunos de los estudios mas interesantes en este sentido se han
realizado con el veneno de las abejas.

Desde hace mucho tiempo (quizads desde la época de los faraones, antes del reinado de
Cleopatra) los productos de las abejas se administran para el cuidado de la salud o el tratamiento
de algunas enfermedades. Hoy en dia, todavia el veneno de las abejas continda siendo utitizado
empiricamente come tratamiento alternativo para la esclerosis miultiple y la artritis reumatoide, asi
como para retrasar el envejecimiento. iiameniablemente, la efectividad de esta sustancia ha sido
exagerada por la propaganda y los intereses comerciales, de modo que su especiro de accion ha
sido magnificado sin tener las pruebas necesarias. Ademas, todavia no se tiene un conocimiento
completo sobre los mecanismos por los cuales los componentes del veneno de las abejas podrian
ser efeclivos cuando se inyectan dentro del cuerpo de una persona enferma. Conviene recordar



gue, en algunas personas, un piquete de abeja puede ser montal. Cada afio aproximadamente
50,000 personas mueren en todo el mundo como resultade de su contacto con venenos de origen
animal. Los piquetes de las abejas y las avispas son las responsables de un porcentaje elevado
de ese gran total de muertes.

Las abejas como un recurso terapéutico

En la literatura existe una gran cantidad de trabajos que han sido realizados con la finalidad
de aislar y caraclerizar los componentes del veneno de las abejas. La mayor parte de los estudios
tratan sobre la alergia al veneno, porque éste es un problema muy frecuente y una picadura de
abeja puede provocar reacciones anafifacticas graves en las personas sensibilizadas. En otros
casos, como en el de un grupo de investigadores australianos, el componente mas téxico del
veneno de las abejas (la melitina, que actlia sobre la membrana de las células formando agujeros
que les causan la muerte) ha sido conjugado a moléculas de anticuerpos que estan dirigidos
selectivamente contra células cancerosas. De este modo, la molécula resultante (una quimera)
queda convertida en una inmuno-toxina que se puede utilizar en el tratamiento del cancer. Asi por
el estilo, varios otros grupos de investigadores han estudiado los posibles efectos favorables del
veneno de las abejas, pero muy pocos de esos trabajos tienen relacion con las células de sistema
inmune y del sistema nervioso. Sin embargo, esta otra clase de estudios también hace falta y es
muy importante porque €l sistema inmune estd relacionado con la aparicion de varas
enfermedades (algunas de ellas neuroldgicas) que, se dice, pueden mejorar después de las
picaduras del inseclo.

El anélisis de los componentes del veneno de las abejas ha mostrado que este producio
biolégico contiene un conjunto heterogéneo de suslancias, algunas téxicas como la melitina ya
mencionada y otras con actividad de enzimas, como la fosfolipasa-A, que pueden actuar sobre la
membrana de las células, modificando la liberacién de hormonas en el eje hipotaldmico-hipofisario-
adrenal, la desgranulacion de las células cebadas, ia liberacion de citocinas por ios linfocitos y los
macrdfagos, la evolucién de las reacciones inflamatorias, la actividad del sistema nervioso central,
etc.

Nosotros hemos inyectado experimentalmente pequeiias cantidades del veneno de abejas
(dosis gque no comprometen 1a salud) por via subcutanea a varios grupos de ratones de laboratorio
y hemos podido demostrar que, después de un breve “iratamiento” de 4 semanas, los animales
modifican significativamente la actividad de sus macréfagos, que son unas células muy importantes
en la aparicion de numerosas reacciones inflamatorias de evolucion aguda o crénica. Los
resultados de otros grupos de trabajo han mostrado que el veneno de abejas también modifica |13



clase de citocinas que producen los linfocitos T, cambiando las respuestas conocidas como tipo
Th2 por otras diferentes de tipo Th1. Estos resultados también han sido vistos con interés, porque
existen varias enfermedades o situaciones fisiolégicas que se caracterizan por un predominio de

las respuestas inmunoldgicas de tipo Th2 ante una respuesta deficiente tipo Th1.

Todo esto, por supuesto, solo sugiere que algunos componentes del veneno de las abejas
(como los de los otros venenos gue hemos mencionado anteriormente), pueden resultar efectivos
para el tratamiento de aigunas enfermedades humanas, particulammente de las que comprometen
la inmunidad o de las que estan causadas por un desvio de su respuesta inflamatoria. Algunos de
los resultados obtenidos hasta ahora sugieren que, en algunos casos muy particulares, cuando el
veneno de las abejas se aplica a la dosis correcta puede influir favorablemente sobre algunas

funciones corporales que estan alteradas. Al menos en los ratones.

De este modo las abejas se pueden sumar a la lista de los animales productores de

venenos que se pueden aprovechar para el tratamiento de algunas enfermedades humanas.
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Direcciones en Internet

htp://www psa-rising com/medicalpike/bestoxin.htm
Se propone utilizar un componente medificado del veneno de abeja (1a melitina) para unirlo a un anticuerpo
anti-célula cancerosa y asi preparar una inmunotoxina.

http://whyfiles. news. wis¢ edu/shorties/brain_cancer.htm}

Se describe el uso de un componente del veneno de los escorpiones (la clorotoxina) para el tratamiento de los
tumores cerebrales llamados gliomas. Esta toxina tiene la propiedad de unirse a los canales que permiten el
paso de iones a través de la membrana de las células tumorales, mas no s¢ une a las mismas estructuras de las
células normales.

http://ct.mond.org/9522/952214 html
Se presenta un resumen de las principales actividades bioldgicas que tienen las toxinas cbtenidas de algunos
animales.

http:/fwww. worldwatch.org/other/pest.pdf
Un analisis de los riesgos que tiene e} aumento de la resistencia a los pesticidas.

hup:/fwwyy.biomednet.com/hmsbeagle/7 7/notes/meeting
Comentarios al coloquio sobre el futuro de la evolucion del hombre y a la posible reduccidn de la diversidad
biolégica sobre 1a tierra a causa de la contaminacién del medio ambiente.




Abreviaturas

aa

Abs
ABTS
ACTH
AGE
AMPC
AP-1
Apo3/DR3/
WSL-1/TRAMP
ATP

Bak

Bax

Bcl-2
Bel-X1
Bcl-X5

C

C3a

Cda

Cha

Ca 2+
Ca++
CAR1
Caspasas

CD30
CcD30L
CD40
CD40L
CGF
CNTF

Con-A
COX-1
COX-2
cpm
CRF
CRP
CSF
CT-1

CTL

Cu

cD

DHEA
DMF/H-O
DNA

DR4

EGF
ENA-78
E-selectina

aminoacido

Anticuerpos = inmunoglobulinas (existen 5 tipos diferentes )

Acido 2,2"-azino-bis(3-etilbencentiazolin-6 sulfénico) sustrato para la peroxidasa
Hormona adrenocorticotropica

Productos finales de glucosilacién avanzados (advanced glycation end products)
Adenosin monofosfato ciclico

Complejo transcripcional foomado por las proteinas Fos y Jun

Receptor para Apo3L, perteneciente a la familia del TNF e inductor de apoptosis

Adenosin trifosfato

Proteina de la familia Bcl2, inductora de apoptosis

Proteina de la familia Bel2, inductora de apoptosis

Proteina de la familia Bcl2, inhibidora de la apoptosis

Proteina de ta familia Bcl2, inhibidora de la apoptosis

Proteina de la familia Bcl2, inductora de apoptosis

Sistema del complemento

fragmento a del tercer componente del sistema del complemento
fragmento a del cuarto componente del sistema del complemento
fragmento a del quinto componente del sistema del complemento

16n calcio

16n caicio

Receptor perteneciente a |la familia del TNF (se desconoce su ligando)
Cisteina proteasas que rompen el enlace peptidico después del acido aspértico y son
responsables de iniciar la apoptosis

Receptor para CD30L, perieneciente a la familia del TNF

Ligando de CD30 (proteina perteneciente a la familia de! TNF)
Receptor para CD40L., perteneciente a la familia del TNF

Ligando de CD40 (proteina perteneciente a la familia del TNF)

Factor de creciemiento de queratinocitos

Factor neurotréfico ciliar, citocina perteneciente a la subfamilia de citocinas helicoidales,
relacionadas con |a IL-6.

Concanavalina A

Ciclooxigenasa conslitutiva

Ciclooxigenasa inducible

Cuentas por minuto

Factor liberador de corticotropina

Proteina C reactiva

Factor estimulante de colonias

Cardiotropina 1, citocina perleneciente a la subfamilia de citocinas helicoidales,
relacionadas con la IL-6.

Linfocitos T citotéxicos

Cobre

Dominio de muerte

Dihidroepiandrosterona

Dimetiformamida al 58% en agua destilada

Acido desoximibonucléico

Receptor para TRAIL/Apo-2L, perteneciente a la familia del TNF e inductor de apoptosis
Factor de crecimiento epidérmico

Proteina 78 activadora de neutrdfilos derivada del epitelio

Selectina detl endotelio



FADD Proteina con dominio de muerte que se asocia al receptor Fas

Fas/Apo-1 Fas (receptor perteneciente a la familia de!l TNF, inductor de apoptosis, elimina células T
autorreaclivas,)

FaslL Ligando del receptor Fas

Fe Hierro

Fe-S Complejo protéico conteniendo hierro y azufre

FGF Factor de crecimiento de fibroblastos

Fos Factor de transcripcidn de la familia Fos/Jun

G-6-P Glucosa-6-fosfato

GC Glucocorticoides

GCP- Proteina quimotéaclica para granulocitos

G-CSF Factor estimulante de colonias de granulocitos

GM-CSF Factor estimulante de colonias de granulocitos-macréfagos

GMPc Guanoesin monofosfato ciclico

GPX Glutation peroxidasa

GRO Proteina del oncogene relacionado con el crecimiento

GSH Glutation

GTP Guanosin trifosfato

H,0; Peroxide de hidrégena

HEPES Acido N-2-hidroxietil piperina N-2-etanosulfénico

HEV Ceélulas endoteliales altas de las vénulas postcapilares

HHA Eje hipotalamico-hipofisiario-adrenal

HSP Proteinas de shock 1érmico

HBSS Solucidn salina balanceada de Hanks

ICAM Moléculas de adhesion intercelular

ICE Enzima convertidora de la IL-1 (caspasa-1)

igs Inmunoglobulinas (existen 5 tipos M,G,AE y D)

i-xB Inhibidor del factor nuclear de transcripcién kappa B

IKKp3 Cinasa que fosforila al inhibidor del NFxB (IxB)

IL- Interleucina (se han identificado 18 hasta el momenta)

IL-1 ra Antagonista del receptor de [a I.-1

IL-1R Receptor para la IL-1

INF-y interferdn gamma

iINOS Oxido nitrico sintasa, inducible

IP-10 Proteina 10 inducible por el interferén

IRAK Cinasa asociada al receptor de 1L-1

I-TAC Quimoatrayente o. de las células T, inducible por el interferén

IxB Inhibidor del factor de transcripcion NFxB

Jak Tirosina cinasas de la familia Janus

Jun Factor de transcripcion de la familia Fos/Jun

K+ I6n polasio

kDa Kilo Dattones

LDOH Deshidrogenasa lactica

LES Lupus erilematoso sistémico

LFA-1 Integrina de leucocitos que median su adhesion a las células endoteliales

LPS Lipopolisacaridos

LT s Linfotoxina alpha

LTPR Receptor para el complejo de la linfotoxina o/f perteneciente a la familia del TNF,
inductor de apoplosis

LTHaf Complejo o/f de la linfotoxina

M Molar

MCP Proteina quimolactica de monocitos



MHC
MIF
Mig
MIP
Mn
MTNF
MyD88
NAP-2
NF-xB
NGF-R

-NH2
NK
NNT-1

NO
NOS
NSAID
O,-
OA
OH -
OSM

ONOO-
p38

P65

P 450
PAF
PDGF
PGs
PGE;
PHA
PKC
PLAZ
PLAP
PLCp2
PMN
PNP
proteina G
RA
RAGE
RANK
RANTES

RNS
ROOH

[ =Yt

nuUo

SAA

SBF

Se
sFas/ApoilL

Complejo principal de hislocompatibilidad

Factor inhibidor de |a migracion de los macréfagos

Monocina inducida por el interferén gamma

Proteina inflamatoria de los macréfagos

Manganeso

TNF unido a la membrana

Proteina 88 de diferenciacion mieloide

Proteina 2 activadora de neutréfilos

Factor nuclear de transcripcién kappa B

Receptor para el factor de crecimiento nervioso, perteneciente a la familia del TNF e
inductor de apoptosis

Grupo amino terminal

Célutas asesinas naturales

Neurotropina 1, citocina perteneciente a la subfamilia de citocinas helicoidales,
relacionadas con la IL-6.

Oxido nitrico

Sintasa del &xido nitrico

Anti-inflamatorios no esteroides

16N superdxido

Osteoartritis

I6n hidroxilo

Oncostatina M (citocina producida por macrofagos y células T, induce sintesis de
proteinas de fase aguda e inhibe células tumorales.

16n peroxinitrito

superfamilia de proteinas cinasas activadas por estrés, inhibe la sintesis de IL-6 en
macrofagos

Factor de transcripcion RelA

Citocromo P 450 (enzima destoxificante del higado)

Factor de activaciéon plaquetano

Factor de crecimiento derivado de plaquetas

Prostagtandinas

Prostagiandina E2

Fitohemaglutinina

Proteina cinasa C

Fosfolipasa A2

Proteina activadora de la PLA2

Fosfolipasa Cp2

Leucocitos polimorfonucleares

Para-nitrofenilfosfato, sustrato para la fosfatasa alcatina

Proteina de unién a GTP

Artnitis reumatoide

Receptor para los RAGE

Receptor del factor de transcripcion NF-xB

Quimocina expresada y secretada por células T normales, regulada bajo activacion
(Regulated upon Activation, Nommal T-cell Expressed and Secreted)
Especies reactivas del nitrogeno

Acido carboxilico

Especies reactivas del oxigeno

Proteina amiloide A del suero

Suero bovino fetal

Selenio

Ligando soluble de Fas/Apo-1 (proteina perteneciente a la familia del TNF)



-SH
50CSs
SNC
sS0D
S0DD
S-S
STAT

sTNF

TACE

TGF-

TH

THO

TH1

TH2

TNF

TNF-R
TNF-RI (p55)
TNF-RII {p75)
Toll/IL-1

TRADD
TRAF
TRAF6
TRAIL/Apo2L
TRAMP
TRANCE

TSP
VA
VIP
Zn

Grupo sulfhidrilo

Proteinas supresoras de la sefalizacidn de citocina

Sistema Nervioso Central

Superéxido dismutasa

Silenciador del dominio de muerte

Enlace disulfuro

Proteinas transductoras de sefal y activadoras de la transcripcion que son sustratos de las
cinasas Jak

Factor necrosante de tumores, soluble

Metaloproteinasa convertidora del TNF

Factor transformador del crecimiento (o y )

Células T cooperadoras

Células T inmaduras

Células T cooperadoras productoras de citocinas del tipo 1(IL-2 y INF-y)

Células T cooperadoras productoras de citocinas del tipo 2 (IL-4, IL-10, IL-13)
Factor Necrosante de Tumores

Receptor para el Factor de Necrosis Tumoral

Receptor tipo | para el TNF, inductor de apoptosis

Receptor tipo Il para el TNF

Familia de receptores acoplados a las vias de transduccién de sefales, via NFxB,
relacionados con la respuesta inmune innata en los mamiferos y la Drosophila
Proteina con dominio de muerte que se asocia al TNF-R1

Factor asociado al receptor del TNF

Factor 6 asociado al receptor de TNF

Ligando del receptor DR4 (proleina perteneciente a la familia del TNF)

Receplor perteneciente a la familia del TNF e inductor de apoptosis {se desconoce su liganda)
Proteina relacionada con el TNF que regula la diferenciacion y la activacion de los
osteoclastos, receptor para el NFkB

Fosfato trisédico

Veneno de abejas

Péptido intestinal vasoactivo

Zinc



SOLUCIONES Y REACTIVOS

Medio de cultivo suplementado 100 mL
Medio de cuitivo RPMI 1640 con rojo de fenol y glutamina(Gibco) 87.5mL
Suero bovino, fetal (Gibco)

(inactivado a 56°C, durante 30 minutos) 10.0 mL
Amortiguador HEPES (Gibco) 0.5mL
Aminoacidos no esenciales {Gibco) 1.0 mL
Ant.ibiéticos (Gibco) 1.0 mL

(penicilina G sédica 10,000 U/mL. sulfato de 10,000 pg/mL y
anfotericina B 25 pg/mL)

Solucién de veneno de abejas
Veneno de abejas liofilizado (Sigma-Aldrich) 2mg
Solucion salina isotonica, estéril

(NaCl 0.85%) 10 mL

Esta solucion se filtrd a través de una membrana de nylon, estéril, con poro de
0.22 u y se guardd en alicuotas de 1.5 mL a =20 °C en viales estériles hasta su
uso.

Medio de tioglicolato al 3%

Tioglicolato de sodio 3g

Agua destilada 100 mL
Calentar en bafo Maria hasta su disolucion completa y después esterilizar por

vapor en autoclave a 121°C, por 15 minutos.
Guardar a temperatura ambiente.



Solucion hemolizante
Solucién A ;

NH4CI (0.16 M)
H-0 destilada

Solucion B

Tris base (0.17 M)
H>0 destilada

Tomar 8 partes de solucidon A y mezclarias con 2 partes de solucion B.

AjustarpHa7.2-7.4.
Esterilizar por filtracion.
Guardar a 2-8 °C hasta su uso.

Solucién amortiguadora de fosfatos (PBS) 10X
Na;HPO4

NaH2PO4

NaCl

H.0O destilada

AjustarpHa7.2-7.4

Esterilizar por filtracién con membrana de 0.22 um.
Guardar en refrigeracion 2-8 °C.

Solucién de PBS/BSA al 3%

Albumina sérica bovina
PBS estérilpH=7.2-7.4

Preparar el dia de su uso.

0.83¢g
100 mL

206¢g
100 mL

2.1689 g
0.2645 g
9.0000 g

L

100 mL



Solucion de PBS/BSA/ al 1% con Tween-20 (PBS/BSA/Tween)
Albumina sérica bovina
Tween-20 (0.5%)

Solucién de PBS estéripH=7.2-7.4

Preparar el dia de su uso y mantener en refrigeraciéna 2 - 8 °C.

Solucidén salina isotdnica
NaCl (Baker)
H-O destilada

Esterilizar por filtracidn en membrana de 0.22 pm.
Guardar a temperatura ambiente

Solucidn de lipopolisacaridos (LPS) bacterianos

LPS (Escherichia coli serotipo 026:B6) (Sigma)
Medio RPMI 1640 suplementado, estéril

Solubilizar y filtrar con membrana de 0.22 pm.
Guardar en congelador a - 20 °C.

Solucion del mitégeno Con-A
Concanavalina A (Canavalia ensiformis)

Medio RPMI 1640 suplementado, estéril

0.5mL

100 mL

0.85¢g

100 mL

Sug
1mL

5mg

5mL



Esterilizar con membrana de 0.22 um.
Vaciar a viales Eppendorff estériles, en alicuotas de 0.5 mL.
Guardar en congelacion a -20°C.

Citocinas recombinantes y anticuerpos monoclonales para el ELISA

La citocina IL-6 fue medida usando, como anticuerpo de captura, 2 pg/mL
del mAb de rata IgG1 (MP5-20F3, PharMingen, San Diego, CA) y, como
anticuerpo de deteccién, 1 ug/mL del mAb IgG2a, de rata, biotinilado (MP5-32C11,
PharMingen, San Diego, CA), ambos dirigidos contra la IL-6 de ratén. La IL-6
recombinante, de ratén, 19252V (PharMingen, San Diego, CA) fue usada para

obtener la curva estandar, en diluciones seriadas 2X, desde 2000 hasta 15 pg/mL.

La interleucina 12 fue determinada usando 12 pg/mL de un coctel de
anticuerpos de hamster 1gG e 1gG2a de rata (Red-T G297-289, PharMingen, San
Diego, CA), como anticuerpos de captura, y 1 pg/mL del mAb, biotinilado (C17.8,
PharMingen, San Diego, CA) como anticuerpo de deteccién. Ambos dirigidos
contra la IL-12p40/p70 de raton. La IL-12 recombinante, de ratén, 19361V
(PharMingen, San Diego, CA), se usd pafa obtener la curva estandar, haciendo
diluciones seriadas 2X, desde 4000 hasta 30 pg/mL.

La citocina TNF-a se midié usando 4 ug/mL del mAb de rata IgG1 (MP6-
XT22, PharMingen, San Diego, CA), para cubrir la placa, y 1 pg/mL de mAb,
biotinilado, de rata 1gG1 (MP8-XT3, PharMingen, San Diego, CA) para la
deteccion. El TNF-o. recombinante, de raton, 19321T (PharMingen, San Diego,
CA) fue utilizado para obtener la curva estandar, mediante diluciones seriadas 2X,

a partir de 2000 pg/mL y hasta 15 pa/mL.
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