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RESUMEN

En la actualidad la busqueda de biomarcadores confiables de envejecimiento y
enfermedad es una preocupacion en varias regiones del mundo dado el creciente
aumento de la poblacion centenaria, los cambios medioambientales y el aumento de
enfermedades metabolicas relacionadas con la nutricion. A lo largo de los afios se ha
podido ver que la interleucina 6 (IL-6) tiene diversas actividades bioldgicas in-vivo, y
su desregulacion ha sido implicada en muchos procesos patolégicos lo cual nos llevd
a medir los niveles de I1L-6 en cultivos de lineas celulares, asi como en pacientes sanos

y enfermos.

La evaluacién in-vitro del presente trabajo se realizd en los laboratorios de
farmacologia del Massachusetts College of Pharmacy and Health Sciences, Boston,
Massachusetts,USA. Se utilizaron las lineas celulares MDA-MB 231 y WIL-2 NS
verificAndose su viabilidad a través de la prueba de exclusion azul de tripan, usando
solo los cultivos con viabilidad > 95%. Luego se midieron los niveles de IL-6 en
sobrenadante de cultivos celulares por ELISA. Los niveles de IL-6 en MDA-MB 231
fueron 117.37 £ 2.60 pg/ml IC 95%; en caso de la linea WIL-2 NS fueron 1.74 + 0.32
pg/ml IC 95%.

La fase in-vivo se llevo a cabo en las instalaciones del Hospital de la Policia
"Mayor PNP Julio E. Pinto Manrique", Arequipa, Perd. Se contd con la participacion

Publicacién autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD
CATOLICA .
DE SANTA MARIA

REPOSITORIO DE

TESIS UCSM

de 200 pacientes, los cuales fueron reclutados en los servicios de andlisis clinicos de
dicho hospital y se midieron los niveles de IL-6 plasmatico por ELISA, comparandolos
luego con el historial clinico y encuesta de habitos de estilo de vida realizado a los
pacientes. De esta poblacion se utilizaron 79 pacientes que cumplian con los criterios
de inclusion del presente estudio. Se concluyd que no hay asociacion entre los niveles
de IL-6 y la edad en varones (R=0.046), mujeres (R=0.344) y de manera global entre
géneros (R=0.181). Se efectud la comparacion entre enfermedades crénicas (Diabetes
Mellitus, Hipertension Arterial, Dislipidemia, Artritis Reumatoidea y Gastritis
Cronica) vy los niveles de IL-6, presentandose fuerte asociacion entre los niveles
elevados de IL-6 y la hipertension arterial (P=0.019, P<0.05).

Estos resultados muestran una asociacion entre los niveles elevados de IL-6 con el
desarrollo de la hipertension arterial, siendo un potencial marcador de diagnéstico para
ésta enfermedad, el cual podria ser incluido en la bateria de pruebas de laboratorio
requeridas para el control de la misma. Este trabajo abre el campo de investigacion de

la IL-6 sobre enfermedades cardiovasculares en poblacion peruana.
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ABSTRACT

Nowadays the search for reliable biomarkers of aging and disease is a concern in
several regions of the world given the increasing of the centenarian population,
environmental changes and increased metabolic diseases related to nutrition. Over the
years it has been seen that interleukin 6 (IL-6) have different biological activities in
vivo, and deregulation has been implicated in many disease processes which led us to

measure the levels of IL-6 cultured cell lines as well as in healthy and sick patients.

The in-vitro evaluation of the present study was performed at the pharmacology
laboratories of the Massachusetts College of Pharmacy and Health Sciences, Boston,
Massachusetts, USA. Cell lines MDA-MB 231 and WIL-2 were used NS verifying
their viability through the test trypan blue exclusion, using only cultures with > 95%
viability. The IL-6 levels were then measured in cell culture supernatant by ELISA.
The levels of IL-6 in MDA-MB 231 were 117.37 £ 2.60 pg / ml IC 95%; if the line
WIL-2 NS were 1.74 £ 0.32 pg / ml IC 95%.

The in-vivo phase took place at the premises of the Hospital "PNP Mayor Julio E.
Pinto Manrique” Arequipa, Peru. It was attended by 200 patients, who were recruited
in the laboratory services and the levels of IL-6 plasma were measured by ELISA, then
comparing them with the clinical history and habits survey lifestyle made to the

patients. Of this population 79 patients who met the inclusion criteria of this study
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were used. It was concluded that there is no association between the levels of IL-6 and
age in males (R = 0.046), women (R = 0.344) and gender globally (R = 0.181).
Comparison between chronic diseases (Diabetes mellitus, Hypertension,
Dyslipidemia, Rheumatoid Arthritis and Chronic Gastritis) and levels of IL-6 was
performed, presenting strong association between elevated levels of IL-6 and high
blood pressure (P = 0.019, P <0.05).

These results show an association between elevated levels of IL-6 and the
development of hypertension, being a potential diagnostic marker for this disease,
which could be included in the battery of laboratory tests required for the control of
itself. This work opens the field of research on IL-6 on cardiovascular disease in

Peruvian population.
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INTRODUCCION

El envejecimiento y las enfermedades son procesos intimamente relacionados. El
avance del envejecimiento se caracteriza por disminucion de la regeneracion celular,
disfuncionalidad orgéanica, y degeneracion de los tejidos (1). Todos estos procesos
pueden desencadenar en una enfermedad por falta de reparacion de tejidos,
disminucion de los sistemas de retroalimentacion o disfuncionalidad de alguin tejido
especializado como el hematopoyético, etc. (2,3). Actualmente se sostiene las teorias
del desgaste y programacién bioldgica para explicar la razén de envejecer, siendo de
preocupacion el desarrollo de métodos para predecir la edad bioldgica, y ritmo de
envejecimiento (1,4), algunos investigadores también ponen en manifiesto la
preocupacion por tener marcadores de salud y enfermedad, en pacientes de diferentes
edades (5) , dado que el estudio del envejecimiento es un proceso que empieza desde
el declive del punto maximo de vitalidad , es de vital importancia saber si se envejece

con calidad de vida (6).

Se han propuesto biomarcadores candidatos de envejecimiento humano en la
literatura cientifica pero en todos los casos su variabilidad en los estudios transversales
es considerable (3). Una razén plausible para esto es el intrinseca multicausalidad y
naturaleza del proceso de envejecimiento. Dentro de los biomarcadores propuestos
encontramos una cantidad marcadores clinicos e inmunoldgicos de interés. Las
citoquinas ofrece una fuente de marcadores de interés dado sus roles en diferentes

procesos bioldgicos y no solo inmunol6gicos como se creia antes (2).

La IL-6 es un citoquina pre y pro inflamatoria, de naturaleza pleoiotropica con la
capacidad actuar sobre todas las células gracias a la forma soluble del receptor que
también posee, fendmeno que se conoce como transefializacion. Ademas fue la
primera citoquina en la que su expresion anormal esté directamente relacionada con la
patogénesis de varias enfermedades, convirtiéndola en una atractivo biomarcador de
estudio (4).
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HIPOTESIS

Dado que la IL-6 tiene actividad mediada por receptores multifuncionales y
cumple importantes funciones fisiolégicas, es probable que su produccion en cultivos
celulares y en humanos esté alterada en procesos patolégicos y durante el

envejecimiento.
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OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Determinar si existe asociacion entre el aumento de los niveles de IL-6 en

enfermedades cronicas y envejecimiento.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Determinar los niveles de IL-6 en linea de células sanas.

e Determinar los niveles de IL-6 en linea de células de cancer mamario.

e Determinar in vivo la relacion de los niveles de IL-6 con la edad.

e Determinar los niveles de IL-6 en pacientes sanos.

e Determinar los niveles de IL-6 en pacientes con enfermedades cronicas.

e Determinar la relacion de los niveles de IL-6 entre pacientes sanos y pacientes

con enfermedades crénicas.

Publicacién autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD

REPOSITORIO DE CATOLICA

TESIS UCSM =@  DE SANTA MARIA

CAPITULO |

Publicacién autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD

REPQSITORIO DE CATOLICA

TESIS UCSM =-2  DESANTA MARIA

MARCO TEORICO

1. HOMEOSTASIS CELULAR

La vida se sostiene gracias a la regulacion de procesos finamente controlados con
la finalidad de mantener la correcta funcionalidad de un sistema organico. Se conoce
al equilibrio de los sistemas biol6gicos como homeostasis (1). Cuando uno de estos
sistemas falla sobreviene una patologia (2). La homeostasis sistémica es el resultado
de la regulacion de cada célula individual con su entorno inmediato, siendo de vital
importancia el control homeostatico celular para asegurar la homeostasis sistémica (3).

La homeostasis celular es la integracion de la regulacién del ciclo celular que
permite mantener la integridad de un 6rgano mediante la supervivencia, proliferacion
y muerte celular (apoptosis) (4), para garantizar que las células optimas controlen su
crecimiento evitando algun proceso patologico (ejemplo: cancer, degeneracién
celular), y las respuestas de la célula con su entorno mediante sistemas de control

(retroalimentacion) (7).

1.1.CICLO CELULAR

Las células se encuentran en dos estados claramente diferenciados, el de division y el
de no division o interfase (Figura N°1), en la interfase la célula realiza sus funciones
especificas y si esta destinada a la division celular entra a la fase M(8).

La interfase tiene como primera etapa la denominada primera brechao G1 donde
la célula crece, desarrolla sus funciones y se prepara para la fase de replicacion (9),
algunos tipos celulares sobre todo las que no se dividen comprenden una etapa
estacionaria en G1 donde realizan funciones especializadas y se mantienen en G1 por
periodos indefinidos, para poder diferenciarla de la fase G1 transitoria se la conoce
como GO (10), después de G1 sigue la fase S etapa donde se replica el DNA, después
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llega la etapa G2, que es anterior a la mitosis a continuacion tiene lugar la mitosis con
el nacimiento de dos nuevas células, y se repite el ciclo (3,5).
Se puede encontrar tres clases de células con referencia al ritmo de ciclo celular

dentro de un organismo biologico superior (5).

e Células que carecen de la capacidad de dividirse: son ceélulas
especializadas, que una vez diferenciadas permanecen en ese estado hasta
que mueren como las células nerviosas, musculares y los eritrocitos.

e Celulas que no se dividen en condiciones normales: Son celulas que no
inducen la sintesis del ADN y dividirse si no reciben el estimulo adecuado
ejemplo de ellas las células hepaticas y los linfocitos B.

e Células que tienen un nivel relativamente alto de division celular: Son
células que estan en constante division celular en respuesta a la perdida de
las mismas en condiciones normales del organismo bioldégico como las
células hematopoyéticas que dan lugar a los leucocitos y las células
primordiales en la base de muchos epitelios que recubren las cavidades y

superficie del cuerpo.

y—

<2/

GO

Figura N°1: Fases del ciclo celular.
Ref: Baynes J., Dominiczak M. Bioquimica médica. 3* ed. Espafia:
Elsevier; 2011.

1.2. SISTEMAS DE CONTROL

Existen muchos sistemas de control en el organismo, los mas complejos son los

sistemas de control genético que actlan para regular las funciones intracelulares y
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extracelulares, muchos de estos sistemas se valen de procesos de retroalimentacion

mediados por diversas sustancias como las citoquinas (11).

1.2.1. CARACTERISTICAS DE LOS SISTEMAS DE CONTROL

Los sistemas de control homeostatico se basan en la retroalimentacion o estimulo,
evaluacion y respuesta por parte de un sistema, se componen bésicamente de los
siguientes elementos (7):

e Variable: se entiende como una caracteristica del ambiente interno
que debe ser controlada.

e Sensor o0 Receptor: Es el encargado de detectar los cambios en la
variable y envia la informacion a un integrador o centro de control.

e Integrador o Centro de Control: Aqui se recibe informacion del
sensor sobre el valor de la variable, se interpreta el error que se ha
producido y actla para anularlo integrando datos del sensor y datos
almacenados del punto de ajuste.

e Punto de ajuste: Es el valor normal de la variable que ha sido
previamente almacenado en la memoria del sistema bioldgico.

e Efector: Es el encargado de los mecanismos que tiene un efecto
sobre la variable y produce la respuesta, todavia la respuesta que
se produce esta monitorizada de forma continua por el sensor que
vuelve a enviar la informacion al integrador de esta manera

generandose un sistema de retroalimentacion.

1.2.2. RETROALIMENTACION NEGATIVA

La gran mayoria de los sistemas de control del organismo actdan mediante una

retroalimentacion negativa ejemplo de este tipo de sistema son el control de la glicemia

8
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en sangre o la presion arterial (7). Respecto a los mecanismos que regulan la presion
arterial, una presion arterial elevada provoca una serie de reacciones que favorecen el
descenso de la presién o una presion baja provoca una serie de reacciones que
favorecen la elevacion de la presion, en ambos casos, estos efectos son también
negativos con respecto al estimulo que inici6 la reaccién, por tanto, en general, si algin
factor se vuelve excesivo o deficiente, un sistema de control inicia una
retroalimentacion negativa que consiste en una serie de cambios que devuelven ese

factor hacia un determinado valor medio, con lo que se mantiene la homeostasis (12).

1.2.3. RETROALIMENTACION POSITIVA

La mayoria de los sistemas de control del organismo actlan utilizando una
retroalimentacion negativa y no una retroalimentacion positiva (7). Esto se debe a la
naturaleza de la retroalimentacion positiva, donde permite que un estimulo se
intensifique, algo que podria llevar a la muerte como consecuencia. Aunque los
mecanismos de retroalimentacion negativa del organismo, pueden superar los grados
leves de retroalimentacion positiva (Figura N°2). La retroalimentacién positiva a veces
es (til, y el organismo la usa su favor (12).

La coagulacion sanguinea es un ejemplo de retroalimentacién positiva. Cuando se
rompe un vaso sanguineo y comienza a formarse un coagulo, dentro de este se activan
muchas enzimas denominadas factores de coagulacion, algunas de estas enzimas
actian sobre otras enzimas inactivadas que estan en la sangre inmediatamente
adyacente, con lo que se consigue que coagule mas sangre, este proceso continua hasta
que se tapona el orificio del vaso y cesa la hemorragia (13). A veces, este mecanismo
se va de las manos y provoca la formacion de coagulos no deseados, siendo la razon
de la mayoria de los ataques cardiacos, por formacion de un coagulo en la superficie
interna de una placa aterosclerdtica de la arteria coronaria hasta bloquearla (3).
Siempre que la retroalimentacion positiva sea (til, la misma forma parte de un proceso
global de retroalimentacion negativa (7).
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Figura N°2: Recuperacion del bombeo cardiaco retroalimentacion
negativa y la muerte se debe a la retroalimentacion positiva.

Ref: Hall J, Guyton A. Tratado de fisiologia médica. 12% ed. Espafia:
Elsevier; 2011.

1.3.CONTROL DEL CICLO CELULAR

El ciclo celular esta sujeto a un estricto control genético que vigila cada uno de los
pasos que realiza, de tal modo que si no se cumplen los requisitos para pasar a la
siguiente etapa el ciclo se detiene (8). Se tienen cuatro transiciones fundamentales en
el ciclo celular la primera referente al paso de la fase G0 a G1 también conocida como
iniciacion de la proliferacién, después el paso de G1 a S o iniciacion de la replicacion
después la G2 a M o iniciacion de la mitosis y por Gltimo de la metafase a anafase o
de iniciacion de la segregacion cromosomica (13).

El ciclo celular esta controlado por dos tipos de genes (8):
e Genes que codifican para proteinas necesarias para el ciclo como
enzimas y precursores de sintesis de ADN.
e Genes que codifican para proteinas que regulan positiva y
negativamente el ciclo celular.

Dentro de los que regulan positivamente el ciclo celular tenemos a los

protooncogenes donde sus productos activan la proliferacion celular consiguiendo que

las células en GO salgan de ese estado y pasen a la fase S, entre estos genes estan los
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que codifican proteinas del sistema de ciclinas y quinasas dependientes de ciclinas
(Figura 3).

En la mayoria de células eucariotas hay cuatro tipos de ciclinas:

e Ciclinas G1: Acttan al final de G1 y promueven la entrada en fase S,
representadas por la ciclina D.

e Ciclina G1/S: Se activa al final de G1 y comienzos de S, representadas
por la ciclina E.

e Ciclinas S: Actlan durante la fase S y son necesarias para iniciar la
replicacion del ADN, representados por la ciclina A.

e Ciclinas M: Promueven la mitosis, representando por la ciclina B.

Los genes que regulan negativamente el ciclo celular se denominan genes de
verificacion o genes supresores tumorales, la finalidad de estos genes es asegurar la
fidelidad del genoma durante su replicacion y segregacion, formando rutas de
verificacion (13).

Entre los genes de verificacion tenemos los que codifican para los siguientes
productos:

e Proteinas que previenen mutaciones de genes en el ciclo.

e Proteinas que inactivan las Cdk por fosforilacion/desfosforilacion.

e Proteinas inhibidoras del ciclo como la p53, p21 y p16.

e La proteina del retinoblastoma (Rb).

e Proteinas de inducen a la salida del ciclo bien hacia diferenciacion celular o

apoptosis.
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Figura N°3: Ciclinas y regulacion del ciclo celular
Ref: Paniagua R, Nistal M, Sesma P, Alvarez M, Fraile B, Anadon R, et
al. 3a Ed. Espafia: McGrawHill; 2007.

1.4. MUERTE CELULAR

La muerte celular es un proceso importante para la regulacion de la homeostasis

celular, se conocen dos tipos de muerte celular la necrosis y la apoptosis (13).

1.4.1. NECROSIS

El origen de las alteraciones necroticas suele ser un desequilibrio osmético (8). La
permeabilidad de la membrana se altera y se establece un flujo anormal de iones hacia
el interior que va acompafado de una entrada pasiva de agua, la entrada de calcio
inhibe la formacion de ATP a la vez que estimula la sintesis de algunas enzimas
proteoliticas, algunos organelos se dilatan y otros se rompen (3).Finalmente la
membrana plasmatica y la envoltura nuclear se fragmentan y el contenido intracelular

se vierte al exterior y promueve una respuesta inflamatoria, la salida del contenido
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intracelular es el responsable del fendbmeno necrotico viéndose afectadas las células
adyacentes por el proceso inflamatorio generado (8).

1.4.2. APOPTOSIS

Esta muerte celular programada es necesaria para el buen funcionamiento del
organismo dado que elimina las células funcionalmente anormales y excedentes
celulares normales (3). En los embriones machos de mamiferos, las células del
conducto de Miller mueren por apoptosis en el momento de la diferenciacion de
organos genitales, la metamorfosis, la perdida de la region interdigital en amniotas y
la formacion de la region paladar o de la retina son otros ejemplos de muerte celular
programada. Esto también ocurre en células somaticas adultas, como en tejidos
sometidos a constante recambio como el epitelial, donde alcanza mayores
proporciones es en el sistema hematopoyetico y en organelos linfoides (8).

La apoptosis comprende siete fases (Figura N°4) A: celula normal. B: La célula
muestra un volumen disminuido y los organulos quedan mas comprimidos. La
cromatina comienza a condensarse. C: La membrana plasmatica se deforma, dando
lugar a repliegues. D: El volumen celular continta disminuyendo. La cromatina muy
condensada se dispone en la periferia del ndcleo. E: La cromatina se colapsa y la
envoltura nuclear continua presente. F: El nicleo se fragmenta. G: La célula queda
reducida a fragmentos, constituidos por la membrana plasmatica que engloba material

nuclear y citoplasmatico.
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Figura N°4: Fases de la apoptosis en linfocitos humanos.
Ref: Paniagua R, Nistal M, Sesma P, Alvarez M, Fraile B, Anadon R, et al. 3a Ed.
Espafia: McGrawHill: 2007.

1.5.ENVEJECIMIENTO CELULAR

A medida que avanza la edad se producen alteraciones estructurales y fisiologicas
en todos los érganos y sistemas, con mayor riesgo de padecer alguna enfermedad. El
envejecimiento parece ser el fruto de multiples causas cuyos efectos se van
acumulando, como los resultantes de la dieta y algunos elementos del entorno
ambiental y social (13).

Las células sufren alteraciones a medida que pasan los afios, las apariciones de
estas estan muy relacionadas con la edad, las mejores conocidas son (8):

e Alteraciones morfoldgicas: Los nucleos se vuelven hiperlobulados y a
veces multiples, las mitocondrias se hacen pleomérficas y vacuoladas,
el reticulo rugoso endoplasmico disminuye, el complejo de Golgi se
deforma y aumentan las lipofuscinas se produce endurecimiento de la
matriz extracelular y las fibras elasticas se fragmentan y desintegran.

e Alteraciones moleculares: Disminuye la capacidad de incorporar
nutrientes y reparacion del ADN, asi como la sintesis de é&cidos
nucleicos, factores de transcripcion, proteinas, citoquinas y reguladores
del ciclo celular, mientras que aumentan las lesiones oxidativas.

e Disminucion de la proliferacion celular: La proliferacion se hace més
lenta y el nimero de células de muchos drganos disminuye, la
capacidad de division celular en cultivo es limitada y tras varios ciclos
celulares las células alcanzan la senescencia celular, los fibroblastos de
humano en cultivo se dividen un determinado nimero de veces, que es
inversamente proporcional a la edad del individuo del que han sido
tomados (12).

2. RELACION ENVEJECIMIENTO - ENFERMEDAD
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El envejecimiento como parte de la vida es la culminacion de un circuito ciclico
que conocemos como ciclo vital, donde se desarrollan una serie de modificaciones
fisioldgicas, psicologicas y sociales, se presenta una declinacion del organismo
directamente proporcional al tiempo (13).

La medicina actual se enfoca en detectar los multiples problemas que el anciano
presenta y como confluirda en la pérdida de sus funciones fisioldgicas (12). El
envejecimiento fisiologico afecta a todos los 6rganos y sistemas, todos esos cambios
tendran grandes variaciones individuales, no todas las personas envejecen igual ni al
mismo ritmo, ocurriendo lo mismo entre los diferentes drganos y sistemas dentro del
organismo, el envejecimiento no es sincronico (16).

Muchos de los cambios asociados al envejecimiento son el resultado de pérdidas
graduales que comienzan en la edad adulta a merced de los sistemas de compensacion
organicos, los cuales se hacen evidentes cuando la pérdida es importante (12), la
mayoria de los sistemas del organismo pierden anualmente un 1% de su funcién
después de los 35 afios en promedio (16), y es poco frecuente la muerte por la accion
Unica de la edad, siendo mas habitual que vaya acompafiada de lesiones o
enfermedades (6). Una de las teorias mas aceptada para explicar este proceso, es
afirmar que el envejecimiento y la muerte natural estan producidos por genes suicidas
que destruyen las células corporales a partir de un momento determinado de la vida
(17), tal y como ocurre en el desarrollo embrionario, la muerte parcial genéticamente
programada de ciertos grupos celulares permiten la configuracion y la estructuracion
definitivas de los 6rganos corporales (8). Algunos autores sostienen que aceptando la
salud, como la funcién Optima para la edad y que esta disminuye con el
envejecimiento, podria ser mantenida hasta el fin de la vida (5). Esto quiere decir que
podria retrasarse el principio de una enfermedad cronica hasta las fases més tardias de
la vida y vivir el mayor tiempo posible sin enfermedad (6). Son excepcionales las
personas de edad avanzada que estéan libres de toda enfermedad, segun estadisticas las
personas mayores de 65 afios tienen algln tipo de enfermedad crénica que no siempre
ocasiona alteraciones de la calidad de vida (5), por ello el concepto de anciano sano
no siempre va ligado a la ausencia de enfermedad en el &mbito de la medicina, sino
que es substituido por el de anciano valido. Se estima que al menos el 1% de la

poblacion anciana esta totalmente inmovilizada, un 6% padece graves limitaciones en
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las actividades de la vida diaria, para las que necesitan ayuda, y hasta un 10% maés
presenta incapacidad moderada, las cifras se disparan por encima de los 80 afios (13).
El perfil del paciente geriatrico es el de un anciano mayor de 65 afios con presencia de
pluripatologia, tendencia a la cronicidad e incapacidad, condicionamientos mentales,
sociales, y una gran necesidad de rehabilitacion. Gran parte de las patologias que sufre
el anciano son debidas al amplio grupo de las enfermedades crénicas, presentandose
también en los adultos de todas las edades: circulatorias, articulares, nutritivas,

metabolicas, sensoriales, psiquicas, etc (18).
Algunos de los caracteres anomalos de la enfermedad en la vejez son (16):

e Las anomalias sintomaticas: MA&s que signos concretos de una
enfermedad aparecen problemas inespecificos como manifestaciones
complejas de un deterioro funcional considerandose la disnea un
equivalente anginoso, etc.

e Sindromes geriatricos: Son la causa mas frecuente de incapacidad, son
potencialmente reversibles pero, poco conocidos Yy Vvalorados,
normalmente se atribuyen a la vejez los sindromes como la
incontinencia urinaria, inmovilismo, cuadros de confusion, caidas,
deterioro cognitivo, ceguera, sordera etc. Estos sindromes conducen
muchas veces a una institucionalizacion prematura y abuso
farmacol6gico acompafiado de una infrautilizacion de la rehabilitacion.

e Fragilidad o alto riesgo: A partir de los 80 afios se incrementa
significativamente la probabilidad de presentacion de la enfermedad o
accidente, sobre todo el factor riesgo o fragilidad se ve incrementado
en los sectores de la poblacion desfavorecidos econémica o

socialmente.

La ciencia actual trata de alargar el periodo de vida del ser humano a través de
diferentes métodos (5), las herramientas genémicas son muy Utiles para este proposito
estudiando poblaciones y familias longevas con el propoésito de encontrar la respuesta
a la busqueda de una vida mas duradera (12), por otro lado contar con marcadores de
envejecimiento y estado de salud es importante para la evaluacion de los centenarios

con respecto a su calidad de vida (6).
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2.1. TEORIA DEL ENVEJECIMIENTO

Muchas teorias respecto al envejecimiento y mortalidad plantean la hipétesis de
que el cuerpo humano finalmente sucumbe a la acumulacién de dafio con el tiempo
(1), debido a diversos factores ambientales que son reactivos con biomoléculas
organicas, estas teorias notan que si bien hay mecanismos de reparacién y recambio
para restituir o remplazar muchas clases de moléculas dafadas, estos mecanismos no
son absolutamente perfectos (Figura N°5) (13).

Podemos dividir a las teorias del envejecimiento en dos categorias generales, la
teoria quimica y biologica (1), siendo ambas complementarias e integrando la
suposicion de que el desgaste, falta de regeneracion y reparacion celular son el origen
de la problematica de envejecer. Se ha avanzado bastante en los recientes afios con
respecto a investigacion en envejecimiento, uno de los logros mas significativos del
area se dio en el 2008 con la creacién de super ratones longevos con edad equivalente
a ciento veinte afios y funcionalidad organica relativa al de un ratdon joven
investigacion dirigida por la Dra. Maria Blasco Marhuenda directora del CNIO (centro

nacional de investigaciones oncolégicas) (19).

3 : 5 : £ Edad (afios)

Figura N°5: Cambios de proteinas del cristalino y del cartilago costal con la edad.
Ref: Baynes J., Dominiczak M. Bioguimica médica. 3% ed. Espafia: Elsevier; 2011
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2.1.1. TEORIA QUIMICA

Dentro de las teorias quimicas del envejecimiento la méas relevante es la
relacionada con la generacion de especies reactivas de oxigeno (ROS) (17). Muchos
procesos bioldgicos requieren de la oxidacion (catalizada por enzima) de moléculas
organicas por oxigeno molecular, estos procesos incluyen la hidroxilacion de cadenas
laterales de prolina y lisina en colageno, la destoxificacion de xenobidticos o la
degradacion de nucledtidos de purina a acido drico (1). Las enzimas redox a menudo
emplean grupos prostéticos como nucleotidos de flavina, centros de hierro-azufre, o
iones metalicos unidos a hemo para ayudar en la dificil tarea de generar radicales libres
altamente reactivos. En la cadena de transporte de electrones se emplean
transportadores especializados como la ubiquinona y citocromos para transportar sin
riesgos electrones no pareados, entre sus diversos complejos multiproteicos y dentro
de los mismos, en ocasiones estos intermediarios altamente reactivos escapan hacia la
célula en la forma de especies reactivas de oxigeno como superéxido y peréxido de
hidrégeno. ElI escape desde la cadena de transporte de electrones constituye con
mucho la principal fuente de ROS en casi todas las células de mamifero (20).

En la llamada teoria de los radicales libres, los investigadores han enfocado la
atencion en las mitocondrias (1). La mitocondria no sélo es la principal fuente de ROS
en la célula a través de la cadena de transporte de electrones, sino que el dafio
oxidativo de los componentes de esta via puede llevar a incremento del escape de
peroxido de hidrégeno, superoxido, etc., hacia el citoplasma. El dafio de las
mitocondrias probablemente afectaria de modo adverso la eficiencia con la cual
desempefia su funcion méas importante, la sintesis de ATP (8). Una lentificacion
importante de la tasa de sintesis de ATP podria facilmente llevar a los tipos de
declinaciones a gran escala de la funcién fisioldgica que ocurren en el envejecimiento
(14), un segundo contribuidor al dafio mitocondrial es el hecho de que varios
componentes de la cadena de transporte de electrones son codificados por el genoma
propio de la mitocondria. EI genoma mitocondrial del ser humano codifica para RNA
ribosdmico pequefio, grande, 22 tRNA, componentes de la cadena de transporte de
electrones y bomba de protones. La mitocondria carece de los mecanismos de
vigilancia y reparacion del DNA nuclear, en consecuencia, las mutaciones inducidas

18

Publicacién autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD

REPQSITORIO DE CATOLICA

TESIS UCSM < DE SANTA MARIA

por aductos o0 ROS se convierten en mutaciones que se acumularan con el tiempo, si
bien ya no se considera que la hip6tesis mitocondrial proporcione una explicacion para
todos los cambios que se asocian con el envejecimiento humano y sus comorbilidades,
probablemente es un contribuidor de importancia, por el papel fundamental

desempefiado de la mitocondria en las vias de activacion apoptdtica (13).

2.1.2. TEORIA BIOLOGICA

Una segunda corriente de opinién sostiene que el reloj de cuenta regresiva putativo
que controla el envejecimiento y el lapso usa telomeros para llevar un registro del
numero de veces que cada célula somatica se divide (14).

Los telémeros estan compuestos de largas cadenas repetitiva de hexanucleétido
ricas en GT que cubren los extremos de cromosomas eucariontes, a diferencia del DNA
circular cerrado de genomas bacterianos, el DNA genoémico de eucariontes es lineal,
Si se dejan sin proteccidn, los extremos expuestos de estos polinucleétidos lineales
estarian disponibles para participar en eventos de recombinacién genética en potencia
carcinogenicos, una segunda funcién de los telémeros es proporcionar algo de DNA
desechable para adaptarse al desperdicio que ocurre cuando las moléculas de DNA
lineal se replican, este desperdicio es una consecuencia del hecho de que todas las
DNA polimerasas funcionan de manera unidireccional, de 3" a 5’ si bien en el DNA
circular cerrado éste no es un problema, cuando se trata de replicar los extremos 5’ de
un DNA bicatenario lineal por medio de sintesis 3’ a 5" discontinua y ligadura de
fragmentos de Okazaki pequefios, simplemente no hay suficiente espacio en el extremo
para dar cabida al cebador de RNA pequefio, polimerasa, etc (13).

La sintesis del extremo 5’ de cada cadena generalmente se le restard 100 (pares de
bases) bp 0 més, cada vez que una célula se divide. Una vez que se agota el abasto de
DNA de telémero, a grandes rasgos 100 divisiones celulares para el ser humano, toda
la mitosis cesa y la célula somatica entra en un estado de senescencia, a medida que
mas células entran en senescencia, gradualmente se pierde la capacidad para remplazar

células perdidas o dafiadas (21).
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Los organismos son capaces de producir progenie que contiene telomeros de
longitud completa gracias a la intervencion de la enzima telomerasa, la telomerasa es
una ribonucleoproteina que se expresa en células madre y en casi todas las células
cancerosas, no asi en células somaticas. Usando una plantilla de RNA, la telomerasa
afiade secuencias de repeticion de hexanucleétido ricas en GT que varian desde
algunos cientos (en levaduras) hasta varios miles (en seres humanos) de nucledtidos
de longitud a los extremos de moléculas de DNA lineal para restituir sus telémeros a
longitud completa, cuando células somaticas son procesadas mediante ingenieria
genética en el laboratorio para que expresen telomerasa, se siguen dividiendo en
cultivo mucho tiempo después, que una linea celular control. La capacidad para evitar
la senescencia usando una enzima que mantiene los telémeros a longitud completa

representa la evidencia mas convincente de la operacion de un reloj de telémero (13).

3. CITOQUINAS

3.1.DEFINICION Y CARACTERISTICAS DE LAS CITOQUINAS

Las citoquinas son proteinas de aproximadamente 30 KDa implicadas en la
comunicacion celular, muchas citoquinas son llamadas interleucinas debido a que
algunos leucocitos las secretan y pueden actuar sobre otros leucocitos (22).

Se han descrito hasta 37 interleucinas (IL-1 a IL-37) y hay razones para suponer
que aun se descubrirén otras citoquinas y que su grupo se expandird ain mas, algunas
citoguinas se conocen con nombres comunes, como interferones y factores de necrosis
tumoral, aunque algunos interferones recientemente descritos, como los miembros de
la familia de interferones A, también reciben una designacion de interleucina, un
subconjunto mas de citoquinas son las quimiocinas, citoquinas de bajo peso molecular
que intervienen en la quimiotaxis y otros aspectos de la conducta de los leucocitos,
estas moléculas, que tienen un papel importante en la reaccion inflamatoria (23).

En general las citoquinas se unen a receptores especificos en la membrana de las
células blanco e inician vias de transduccion de sefiales que al final alteran la expresion

génica en las células blanco, la susceptibilidad de la célula blanco a una citoquina
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particular depende de la presencia de receptores de membrana especificos, los
receptores de citoquina pueden estar constituidos por varias cadenas distintas, y que el
receptor para una citoquina dada puede existir en diversas combinaciones, estas
combinaciones de cadenas varian en la afinidad con que se unen a la citoquina, y
también pueden variar en su capacidad de iniciar una via de transduccion de sefiales
después de la union (24).

Las citoquinas muestran los atributos de pleiotropia, redundancia, sinergia,
antagonismo e induccion en cascada, que les permiten regular la actividad celular en
una forma interactiva coordinada (Figura 6) , una citoquina determinada que posee
diferentes efectos bioldgicos en distintas células blanco tiene una accidn pleiotropica,
se dice que dos 0 mas citoquinas que realizan funciones similares son redundantes; la
redundancia dificulta atribuir una actividad particular a una citoguina aislada, se
observa sinergia de citoquinas cuando la accion combinada de dos citoquinas en la
actividad celular es mayor que los efectos de las citoquinas individuales, en algunos
casos, las citoquinas muestran antagonismo, es decir, los efectos de una citogquina
inhiben o neutralizan las acciones de otras citoquinas, tiene lugar una induccion en
cascada cuando la accion de una citoquina en una célula blanco induce a la célula a
liberar una 0 mas citoquinas distintas, que a su vez pueden inducir a otras células
blanco a producir otras citoquinas (25).

Las citoquinas se secretan en respuesta a estimulos bien definidos y su secrecion
es de escasa duracion, por lo general de unas cuantas horas a unos dias, a diferencia de
las hormonas, que suelen actuar a larga distancia en forma endocrina, casi todas las
citoquinas lo hacen en una distancia corta de manera autocrina o paracrina, ademas,
las citoquinas se producen en diversas células y se unen asimismo a una diversidad de
ellas (26).
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Figura N°6: Atributos de las citoquinas. Pleiotropia, redundancia, sinergismo,
antagonismo e induccion en cascada.
Ref: Owen J, Punt J, Stranford Sh, Jones P. Kuby Immunology. 7th ed. New York:
W. H. Freeman and Company; 2013

3.2.CLASES DE CITOQUINAS

En los dltimos afios se mantuvo investigacion rigurosa con respecto al

descubrimiento, funcionamiento roles fisioldgicos y patoldgicas de las citoquinas

avanzando satisfactoriamente en el campo clinico de aplicacidn de este conocimiento,

otro aspecto importante es la clasificacion de las mismas en base a su actividad,

afinidad por receptor, o similitud de subunidad efectora, los estudios moleculares en

gendmica y protedmica han dado a conocer seis familias de citoquinas (25).

Familia de la interleucina 1

Familia de las eritropoyetinas o citoquinas de clase |
Familia del interferon o citoquinas de clase Il
Familia del factor de necrosis tumoral

Familia de la interleucina 17

Familia de las quimiocinas
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3.3.RECEPTORES DE CITOQUINAS

Los receptores para citoquinas son seis de igual forma que las familias de
citoquinas , la denominacion de cada uno tiene referencia a la familia de citoquinas de
afinidad, la investigacién de los receptores de citoquinas fue en principio a ritmo lento
dado sus concentraciones escazas en la membrana celular que de igual manera que la
concentracion de citoquinas en el medio extracelular, desde el uso de la clonacion de
genes que codifican para receptores de citoquinas la investigacion en este campo ha

avanzado considerablemente en la caracterizacion y dilucidacion de los mismos (25)

e Receptor de la interleucina 1

e Receptor de eritropoyetinas o citoquinas de clase |
e Receptor de interferones o citoquinas de clase 11

e Receptor del factor de necrosis tumoral

e Receptor de la interleucina 17

e Receptor de las quimiocinas

La mayoria de los receptores de unién a citoquinas que funcionan en el sistema
pertenece al sistema la familia de receptores de citoguina de clase I, conocida también
como familia de receptores de eritropoyetina, los miembros de esta familia tienen
motivos de secuencias de aminoacidos conservadas en el dominio extracelular que
consisten en cuatro residuos cisteina mantenidos en su posicion (CCCC) y una
secuencia conservada de triptoéfano-serina-(cualquier aminoécido)-triptofano-serina
(WSXWS, donde X es el aminoacido no conservado) (27).

Si bien algunos receptores de citoquina importantes no se encuentran en las
familias de clases 1 y 11, la mayor parte se incluye en estas dos familias, los receptores
de citoquina de clases | y Il carecen de elementos de sefializacién, no obstante,
observaciones iniciales demostraron que uno de los primeros fenémenos después de la
interaccion de una citoquina con uno de estos receptores es una serie de fosforilaciones
de tirosina en proteinas, si bien estos resultados fueron desconcertantes al inicio, se
explicaron cuando surgi6 un modelo unificador de estudios de los fendmenos
moleculares desencadenados por la union de interferon - y (IFN-y) a su receptor, un

miembro de la familia clase 11, el IFN-y se descubri6 por su capacidad de inducir a las
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células a bloquear o inhibir la multiplicacion de una amplia variedad de virus, la
actividad antivirica es una propiedad que comparte con IFN-a ¢ IFN-B, el
descubrimiento de la principal via de sefializacion originada por la interaccion del IFN-
vy con su receptor llevo a reconocer que la transduccion de sefales a través de la mayor
parte de los receptores de citoquinas de clases | y Il (Figura 7) , si no es que la totalidad
de ellos, incluye las siguientes etapas (26) :

e El receptor de citoquina se compone de subunidades separadas, una
cadena necesaria para la union de la citoquina y la transduccion de
sefales y una cadena B que se requiere para la sefializacion, pero a
menudo solo con una accion menor en la union.

e Diferentes tirosinquinasas de proteina inactivas se unen con distintas
subunidades del receptor, la cadena o del receptor se vincula con una
familia novedosa de tirosinquinasas de proteina, la familia de quinasas
Janus (JAK), la unién de JAK y la subunidad de receptor ocurre de
manera espontanea y no requiere la unién de una citoquina, sin
embargo, en ausencia de la citoquina, la JAK carece de actividad de
tirosinquinasa de proteina.

e Las JAK activadas crean sitios de acoplamiento para los factores de
transcripcion de STAT mediante la fosforilacion de residuos tirosina
especificos en subunidades del receptor de citoquina. Una vez que se
activan las JAK relacionadas con receptor, fosforilan tirosinas
especificas en las subunidades del receptor del complejo, los miembros
de una familia de factores de transcripcion conocida como STAT
(transductores de sefiales y activadores de la transcripcion) se unen a
estos residuos tirosina fosforilados. Los STAT especificos tienen
acciones esenciales en las vias de sefializacion de una extensa variedad
de citoquinas, launién de STAT a subunidades del receptor es mediada
por el enlace del dominio SH2 en el STAT al sitio de acoplamiento
creado por la fosforilacion mediada por JAK de una tirosina particular
en subunidades del receptor.

e Después de experimentar fosforilaciobn mediada por JAK, los factores

de transcripcion STAT se transponen de los sitios de acoplamiento del
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receptor en la membrana hacia el nucleo, donde inician la transcripcion
de genes especificos, mientras estan acoplados a subunidades del
receptor, los STAT sufren la fosforilacion catalizada por JAK de una
tirosina fundamental, a ello le sigue la disociacion de los STAT de las
subunidades del receptor y su dimerizacion, luego los dimeros STAT
se transponen al interior del ndcleo e inducen la expresion de genes que
contienen secuencias reguladoras apropiadas en sus regiones

promotoras.

Cytokine

B o B
Dimerization
of receptor

()\ Activation of JAK
family tyrosine kinases,
"  phosphorylation of receptor

“Tyrosine phosphorylation of
STAT by JAK kinase

Specific gene transcription

Figura N°7: Modelo general de transduccion de sefiales mediadas por receptores
de citoquinas de la clase 1 y Il.

Ref: Tomado de Owen J, Punt J, Stranford Sh, Jones P. Kuby Immunology. 7th ed.
New York: W. H. Freeman and Company; 2013.

3.4.ROLES FISIOLOGICOS DE LAS CITOQUINAS

Como ya se comentd anteriormente las citoquinas presentan propiedades de
sinergismo, antagonismo, redundancia, pleiotropia e induccion en cascada, ademas por
la distancia de la célula diana pueden ser autocrinas, paracrinas o endocrinas, razon
de su constante investigacion dado que algunas involucran importantes roles dentro de
la inmunidad. Investigaciones de las Ultimas décadas los vinculan al metabolismo,

procesos patoldgicos en exacerbaciones Y el progreso de envejecimiento (29).
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A continuacion se citaran las citoquinas descubiertas en los ultimos afios, con los
items de sinonimia, fuente de secrecion y actividad bioldgica (25).
Cuadro N°1: Citoquinas principales actividades bioldgicas y fuentes de
produccion
Citoquina y sinbnimos Fuente de secrecion Actividad bioldgica
Interleucina  1:  (IL-1) Monocitos, macréfagos, Induccion de la
Factor activador de linfocito = células dendriticas, inflamacion local vy
(LAF);  Factor celular células NK, células efectos  sistémicos,
mononuclear (MCF); epiteliales, endoteliales, como fiebre, respuesta
pirégeno endégeno (EP). fibroblastos, adipocitos, de fase aguda, Yy

astrocitos y algunas estimulacion de la

células de musculo liso. produccion de

neutrofilos.
Interleucina 2: (IL-2) factor Células T activadas Estimula la
de crecimientos de las proliferacion y
células T (TCGF) diferenciacion de las

células T y B, Activa

las células NK.

Interleucina  3:  (IL-3) Células activadas, Factor de crecimiento
Factor multipotencial mastocitos, basofilos y para células
estimulador de colonias (M- eosinofilos. hematopoyéticas; pero
CSF). no de células linfoides.
Interleucina  4:  (IL-4): Células T, mastocitos, Promueve la
Factor 1 estimulador de basofilos 'y  células diferenciacion de
células B(BSF- 1) estromales de médula células T, estimulacion

Osea. crecimiento y

diferenciacion de las
células B, promueve

respuestas alérgicas.
Interleucina  5:  (IL-5) Células T Induce la formacion y
Factor estimulador de (particularmente aquellos diferenciacion de
con el sub- conjunto eosindfilos, estimulael
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colonia de eosinofilos (E-
CSF)
Interleucina  6:  (IL-6)
Factor 2 de estimulacion de
células B (BSF-2); factor de
crecimiento  hibridoma /
plasmocitoma (HPGF );
Factor  estimulante de
hepatocitos(HSF)
Interleucina 7:  (IL-7)
linfopoyetina - 1 (LP- 1)

Interleucina ~ 8:  (IL-8)

proteina de activacion
neutrdéfilo atrayente (NAP -
1); factor de activador de
neutrafilos (NAF);
guimiocina CXCL8

Interleucina 9: (1L-9) P40;
factor de crecimiento 111 De

células T.

Interleucina  10: (IL-10)

Factor inhibitorio de

sintesis de citoquinas (CSIF)

TH2), mastocitos,

eosinofilos

Algunas células T y B,
macrofagos, células
estromales de la medula
0Osea, fibroblastos, células
endoteliales, musculares,

adipocitos y astrocitos.

La médula ésea y células
del  estroma timico,
celulas epiteliales
intestinales.
Monocitos, macréfagos,
linfocitos, granulocitos y
fibroblastos, células
endoteliales, epiteliales y

hepatocitos.

Algunos subconjuntos de

células T helper
activadas.
Subconjuntos  activados

de células, macréfagos y
células dendriticas T CD4
y CDS8.

DE SANTA MARIA

crecimiento y
diferenciacion de
células B.

Regula las funciones
de las células By T,
tiene efectos sobre la
hematopoyesis in vivo.
Induce la inflamacién
y la respuesta de fase
aguda.

El factor de
crecimiento de células

Ty B progenitores

Quimioatrayente y
activador de
neutréfilos y basofilos,

actividad angiogénica.

Estimula la
proliferacion de los
linfocitos T vy los
precursores
hematopoyéticos,
puede estar implicado

en la alergia y el asma

Mejora la
proliferacion de
celulas B, timocitos,

células cebadas; en
cooperacion con TGF -
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B, estimula la sintesis y
la secrecion de IgA.
Antiinflamatorio;
antagoniza la
generacion del
subconjunto TH1 de
las células T helper.
Interleucina 11: (IL-11) La médula osea, células Factor de crecimiento
del estroma y fibroblastos para plasmocitos
estimulados por la IL-1. megacariocitos ,
macréfagos y células
progenitoras

Interleucina  12: (IL-12) Macrofagos, células B y Induccion de la

Factor Estimulador de células dendriticas. diferenciacion de TH1
células NK (NKSF); Factor subconjunto de células
de maduracién de linfocitos T helper ; induce la
citotoxicos (CLMF). produccion de IFN- vy
por las células T y
celulas NK.
Interleucina 13: (IL-13) Las células T activadas Regula la sintesis de

(particularmente aquellos IgE y suprime las

os el subconjunto TH2 ), respuestas

mastocitos, y células NK  inflamatorias,
participa en la
patologia del asma y

algunas  condiciones

alérgicas
Interleucina  14: (IL-14) Las células T activadas. Mejora la
Factor de crecimiento de proliferacion de
celulas B y alto peso celulas B; inhibe la
molecular sintesis de anticuerpos.
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Interleucina 15: (IL-15)

Interleucina 16: (IL- 16)

Muchos tipos de células,

Estimula las células

pero principalmente NKy T proliferacion y
células dendriticas y el desarrollo de
células del linaje de células; ayuda a
monaocitos. activar las células NK.

Las células T activadas y

Quimioatrayente para

Factor quimioatrayente de algunos otros tipos de celulas CD4 T,

linfocitos (LCF) células. monocitos y
eosinofilos. La unidn
de IL- 16 por CD4
inhibe la infeccion por
VIH de las células
CD4

Interleucina  17: (IL-17) Células T CD4 Promueve

CTLA-8.

subconjunto TH17, CD8,
células T gamma delta,
células NK, linfocitos

intra epiteliales y algunas

inflamacion, mediada
por IL - 1, IL- 6, TNF-
alfa, G-CSF, GM -CSF

y quimioatrayentes de

otras células. monocitos y

neutrofilos.

Interleucina  18: (IL-18) Las células del linaje de Promueve
Factor inductor interferon monocitos y  células diferenciacion del

gamma (IGIF).

Interleucina 19: (1L-19)

dendriticas.

Monocitos  estimulados

por LPS y células B

subconjunto TH1 de
las células T helper,
Induce la produccion
de IFN- y por las
células T y aumenta la
citotoxicidad de las
células NK.
Induce especies
reactivas de Oxigeno y

citoquinas
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Interleucina 20: (1L-20)

Los monocitos y

queratinocitos.

proinflamatorias,
promueve apoptosis y
diferenciacion de
linaje TH2 mediante la
inhibicion de INF-y y
aumento de IL- 4 e IL-
3

Efectos en los tejidos
epidérmicos y

psoriasis, promueve la

diferenciacion de

linaje TH2.
Interleucina 21: (1L-21) Células T CD4 activadas. Mejora la actividad

citotoxica y la

produccion de IFN-y
de celulas NK y CD8
activadas, activacion
de células B y células
T foliculares en los

centros germinales.

Interleucina  22: (IL-22). Células T CD4 en Actividad sobre Ia
Factor derivado de células T  particular las del homeostasis de la piel
relacionados con IL-10 (IL- subconjunto TH17 y la patogénesis, tiene
TIF) efectos pro y anti -
inflamatorios
Interleucina 23:(1L-23) Células dendriticas = Induce la
activadas y macrofagos diferenciacion de
TH17.

Interleucina 24: (1L-24)
IL-10B; MDAT7 (Proteina 7
asociado a diferenciacion de

melanoma).

Melanocitos, células NK,
células B, subconjuntos
de células T, fibroblastos,

y células de melanoma.

30

Publicacién autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis

Induce produccién de
TNF-a e IFN- vy vy
bajos niveles de IL-1,
IL-12 y GM-CSF en



REPOSITORIO DE

TESIS UCSM

Interleucina 25: (1L-25)
IL-17E,;
crecimiento derivado
estroma (SF20).

Factor

Interleucina 26:
AK155.

Interleucina 27: (IL-27)

Interleucina 28: (1L-28)

de
de

(1L-26)

Interferén A 2/3 (IFN-L 2/3)

Subconjunto  TH2  de
células T cooperadoras,
mastocitos, basdfilos,
eosindfilos, linfocito,
macrofagos epiteliales del
pulmén, células del tracto

Gl y el Gtero

Subconjunto de células T
y NK

Producida por las células
dendriticas, macrofagos,
células endoteliales, vy

células plasmaticas.

Monocitos derivados de
las células dendriticas
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PBMC
actividad

humano,

anticancerigena
selectiva en células de
melanoma mediante la
inhibicion  de la
proliferacion 'y en
células de carcinoma
de mama mediante la
promocion  de la
apoptosis.

Induce la produccién
de citoquinas TH2 y
suprime  citoguinas
TH17, participacion en
la patologia de vias
respiratorias, a traves
de la produccion de
citoquinas, actividad
proinflamatoria.
Miembro de la familia
IL-10. Puede

funciones

de la
tener
similares a la 1L-20.
Induce la expansion
clonal de las células T
CD4

actividad antitumoral

virgenes, vy

mediada por células T
CDs.
Participa en la

respuesta inmune
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antiviral, induce la
proliferacion de
células T reguladoras.

Interleucina  29: (IL-29) Monocitos derivados de Funciona de manera

Interferon A 1 (IFN-L1) las células dendriticas similara IL-28 A /B
Interleucina 30: (I1L-30) Las células presentadoras Subunidad de IL-27
de antigeno. heteromero;

desempefia funciones
similares a la IL -27.
Interleucina 31: (IL-31) Principalmente células T Involucrada en el
Th2 activadas; puede ser reclutamiento de
inducida en monocitos células
activados. polimorfonucleares,
monocitos y células T
a un sitio de
inflamacion de la piel.
Interleucina 32: (IL-32) Células NK activadas y Citoquinas
PBMCs proinflamatorias con
propiedades
mitogénicas , induce
TNF - alfa
Interleucina  33: (IL-33) Alta vénula endotelial y Induce la produccion

Alto factor nuclear de células musculares lisas.  de citoquinas TH2 por

vénulas endoteliales (NF- las células T
HEV). mastocitos ,
eosinofilos y basofilos
Interleucina 34: (1L-34). Muchos tipos de células  Promueve el
crecimiento y

desarrollo de ceélulas

mieloides.
Interleucina 35: (IL-35) Las células T reguladoras. Induce y activa las

células T reguladoras.
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Suprime las respuestas

inflamatorias
Interleucina 36 a,p,\: Células  dendriticas , Induce la produccion
(1L-36 a, B, 1). monocitos , células T, de citoquinas
queratinocitos y células proinflamatorias y

epiteliales expresar MHC de
clase Il, CD80, vy
CD8e6.
Interleucina 37: (I1L-37) Los monocitos, Inhibe la inmunidad
macrofagos, células innata y la respuesta
dendriticas, células inflamatoria.
epiteliales.
APRIL : ( inductor de Células T, monocitos, Promueve las
proliferacion de citoquinas) macrofagos, y células proliferacion de
dendriticas. células By T, induce

la  recombinacion y

cambio de clase a IgA.

BAFF : (factor activador de Células T, células del Factor de
celulas B humano) linaje de monocitos y diferenciacion y la
células dendriticas supervivencia de las

células B inmaduras.
Cardiotropina-1: (CT-1) Muchos tipos de células, Estimula la expresion
incluyendo el corazén y el hepatica de las
musculo esquelético. proteinas de fase
aguda; induce la
hipertrofia de los
miocitos  cardiacos;
aumenta la adhesion
de los monocitos.
Factor neurotrofico ciliar : Astrocitos y células de Induce la expresion de
(CNTF) Schwann proteinas de fase

aguda en el higado,
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Neurotransmisor asociado pirbgeno  enddgeno,
a la membrana factor promueve la
estimulante (MANYS) supervivencia y la

regeneracion de los
nervios.

Factor estimulante de Células estromales de Esencial para el

colonias de granulocitos: médula 6sea y macrofagos crecimiento 'y la

(G -CSF). diferenciacion de
neutrofilos.

Factor estimulante de Células T, macrofagos, El factor de

colonia de granulocitos y fibroblastos, y células crecimiento de células

macrofagos: (GM-CSF). endoteliales. progenitoras
hematopoyéticas,
factor de
diferenciacion de
linajes de granulocitos
y monocitos.

Factor estimulante de Muchos tipos de celulas, Crecimiento,

colonia de macrofagos: incluyendo los linfocitos, diferenciacion, y

(M-CSF) Factor monocitos, fibroblastos, factor de

estimulante de colonias 1 células epiteliales, y otros. supervivencia para de

(CSF-1). macraéfagos,
macrofagos y

granulocitos.

Interferon alfa: (INF-a) Componentes Induce resistencia a la
Interferon tipo 1; interferén microbianos, macréfagos, proliferacion de
de leucocitos; interferén de células dendriticas, células infectadas,
linfoblasto. linfocitos, células aumenta la expresion

infectadas por virus. de moléculas MHC de

clase | en las células
nucleadas
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Interferon beta: (INF-B) Componentes Induce resistencia a la
Interferdn tipo 1; interferén microbianos fibroblastos, —proliferacion de
de fibroblastos. células dendriticas, células infectadas.

células infectadas con Inhibe virus. Aumenta

virus la  expresion  de
moléculas MHC clase
l.

Interferon gama: (IFN-y) Células TH1 y algunas Activa los macrofagos

interferon tipo 2; celulas CD8 T y células e induce la expresion

Interferon inmune; Factor NK de MHC de clase II.

activador de macrdéfagos Actividades antivirales

(MAF). y  antiproliferativos
débiles.

Interferén lambda :(IFN-2)
lgual que la IL- 28

elL-29
Factor inhibidor de Células T, las células del Mantiene cultivos de
leucemia:(LIF) lingje de  monocitos, células madre

Activador inhibitorio de fibroblastos, el higadoy el embrionarias,

diferenciacion (DIA); corazon. promueve
Factor retardante de hematopoyesis,
diferenciacion (DRF) estimula la respuesta

de fase aguda en
hepatocitos, resorcién
Osea, mejora el
transporte de glucosa,
la resistencia a la
insulina y  causa
pérdida de grasa
corporal.
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Linfotoxina alfa:(LT-a) Las células T activadas, Citotdxico para
Factor de necrosis tumoral células B, células NK, algunos tumores,
beta (TNF-p); citotoxina macrofagos, infectados desarrollo  ganglios
(CTX). con el hepatovirus linfaticos y placas de

Peyer, formacion de
células B, esplénicas y
células T, induce
inflamacioén,
diferenciacion de
células NK

Factor inhibidor de la Células T, hepatocitos, Activa los macréfagos

migracién de macroéfagos: monocitos, macrofagos, y e inhibe su migracion.

(MIF) células epiteliales.

Oncostatina  M: (OSM) Las células T activadas, Inhibicion del

Onco M; ONC. monocitos y macrofagos crecimiento de celulas

adherentes tumorales; regulacion

del  crecimiento vy
diferenciacion de
celulas
hematopoyeticas,
neurogeénesis, y
osteogénesis, estimula
proteinas de fase
aguda en el higado.

El factor de células madre : Células estromales de Desarrollo de

( SCF) ligando Kit ( KitL ) médula ¢sea, celulas de hematopoyético,
o factor de acero (SLF) cerebro, rifion, pulmon y gonadal 'y linajes
placenta pigmentarias; activo
en ambas formas
unidas a la membrana

y secretada
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Trombopoyetina (THPO):  Higado, rifidn y musculo Crecimiento

factor  estimulante  de esquelético especifico de
colonias de megacariocitos; megacariocitos y
factor  estimulante  de factor de
trombopoyesis (TSF) diferenciacion que

regula la produccién
de plaguetas
Linfopoyetina estroma Celulas epiteliales, Actia sobre celulas
timico : (TSLP) queratinocitos, basofilos  dendriticas y CD4 T
inducir linaje TH2 vy
proliferacion,
proliferacion de
células B y su
diferenciacion

Factor de crecimiento Algunas células T sobre Inhibe el crecimiento,

transformante beta: todo las T helper, diferenciacion, inhibe
(TGF-pB) macrofagos, plaquetas, y la  inflamacién vy
Factor inhibitorio  de muchas otras células. mejora la cicatrizacion
diferenciacion. de heridas. Induce el

cambio de clase de

IgA
Factor de necrosis tumoral Monocitos, macrofagos, Mediadores de
alfa: (TNF-a) celulas T  activadas, inflamacion y

Caquectina, Miembro de la células NK, neutréfilos y = funciones  inmunes,

superfamilia  ligando 2 fibroblastos regula el crecimiento
TNF(TNFSF2) varios tipos de células.
Citotdxico para

muchos tipos celulares
transformadas,
promueve la
angiogeénesis,

resorcion  Osea, Yy
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procesos tromboticos,
suprime el
metabolismo
lipogénico.

Factor de necrosis tumoral - -

beta : (TNF-B) El mismo

gue linfotoxina-a.

Tomado de Owen J, Punt J, Stranford Sh, Jones P. Kuby Immunology. 7th ed. New
York: W. H. Freeman and Company; 2013

4. INTERLEUCINA 6

Hacia finales de la década de 1960 se descubrié que las células T jugaban un papel
importante en la produccién de anticuerpos, lo que planteo la idea que tales células
producian moléculas que estimulaban a los linfocitos B para producir anticuerpos, ya
para el afio 1985 se descubrié una molecula que la desbribieron como factor 2
estimulante de células B, simultdneamente se clono y estudio en varios laboratorios
donde se le dio muchos nombres como interferon beta 2 por el parecido que comparte
con el interferon, factor de crecimiento hibridoma/plasmacitoma por la capacidad de
estimular el crecimiento de plasmacitoma murino, factor estimulante de hepatocitos
por su papel en la formacion de proteinas de fase aguda en higado, ya en el afio 1989
se encontrd que estas moléculas que tenian un nimero igual de aminoacidos y
secuencia similar de nucle6tidos se unificaron las ideas y se las denomino interleucina
6(28).

La interleucina 6 (IL-6) es una citoquina pleiotropica, perteneciente a la familia de
las eritropoyetinas, interactla con su receptor de citoquinas de clase | (receptor de
eritropoyetinas), el receptor tiene actividad tirosinoquinasa desencadenando su
mecanismo por la activacién de la ruta de sefializacion JAK/STAT la que concluye
modulando la expresion genética (22).
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4.1. ESTRUCTURA DE LA IL-6

La interleucina 6 (IL-6) se caracteriza por comprender cuatro hélices alfa (A, B,
C y D) formando una topologia up-up-down-down, la union de las hélices es posible
gracias a un bucle largo que une las hélices A y B, uno corto entre las hélicesBy C, y
finalmente un buble largo entre las hélices C y D, fuera del haz que contiene estas
cuatro hélices principales hay una pequefia hélice adicional la hélice E (Figura Nro.
8)(27,30), a esta familia también pertenecen IL-11, factor inhibitorio de leucemia,
cardiotrofina-1y oncostatina M entre otros (25).

La IL-6 humana se sintetiza como una proteina precursora de 212 aminoacidos
(aa) (31, 32), despueés de la remocidn de la secuencia sefial de 28 aa, el segmento de
184 aa sufre multiples N- 'y O-glicosilaciones generando proteinas de pesos variables
que comprenden entre 22-28 kDa, dependiendo del tipo celular donde se genera.
Ejemplo de esto la IL-6 secretada por monocitos muestra un patrén de glicosilacion
similar al de fibroblastos, que comprende de 5 o 6 formas diferentes (32), la IL-6
murina consta de 211 aa que incluye un péptido sefial de 24 residuos y s6lo presenta
multiples O-glicosilaciones.

El gen de la IL-6 humana se ubica en el cromosoma 7, en el caso de la IL-6 murina
se encuentra en el cromosoma 5, se han clonado los genes para la IL-6 en humanos,
ratones y ratas. En todos los casos contiene cuatro intrones y cinco exones, la region
que codifica para la proteina esta relativamente conservada entre especies, en el caso
del humano y el murino es del 65%. Las secuencias IL-6 humana y murina presentan
una baja similitud, siendo a nivel de cDNA de 65% Yy a nivel proteico de 42%. Sin

embargo, ambas IL-6 son bioldgicamente activas en sistemas heterdlogos (27).
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Figura N°8: Modelo en 3D de la IL-6 Humana

Ref: Ferrer Villahoz B. Influencia de la citoquina interleucina 6 (IL-6)
adipocitaria y muscular en el control del metabolismo [tesis]. Bellaterra
(Espafa): Universidad Autdnoma de Barcelona; 2013. 251 p.

4.2. RECEPTOR DE IL-6

El receptor de IL-6 (IL-6R) carece de un motivo conocido de transduccion de
sefial, por lo que el complejo IL-6/IL-6R debe asociarse a la proteina transmembrana
gp130, esta proteina se encuentra asociada a la tirosina quinasa no receptora Janus
Kinase (JAK) (32), diversos estudios han demostrado que ambas proteinas se
encuentran fuertemente unidas (28).

IL-6R es una glicoproteina del tipo | de 80 KDa, que no posee actividad enzimatica
intrinseca y una vez unida a la IL-6 forma un heterodimero con la glicoproteina 130
(gp 130) responsable de la transduccion de sefiales , el receptor esta conformado por
un péptido sefial, una regién extracelular, un dominio transmenbrana, y un dominio
citoplasmético corto (27).

Este receptor posee tres dominios extracelulares D1, D2 y D3, el receptor tiene
en comUn con otros receptores de citoquinas del tipo | el dominio N-terminal de los
dominios de union a citoquinas (CBD)(D2), que tiene cuatro cisteinas conservadas y
una region rica en prolinas, y el dominio C-terminal (D3) con una secuencia
conservada de triptéfano-serina-cualquier aminoacido-triptofano-serina (25).

40
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La proteina transductora de sefiales gp 130, es una proteina del complejo de
sefializacion de IL-6 y del resto de receptores de su familia, posee seis dominios
extracelulares, un dominio transmembrana y un dominio citoplasmatico (27).

La IL-6 tiene tres sitios diferentes de union a receptor, el sitio 1 esta formado por
los residuos c-terminales de la hélice D y los residuos C-terminales de la parte del
bucle AB y determina la union especifica a IL-6R, el sitio 2 esta formado por residuos
localizados en medio de las hélices Ay C, y el sitio 3 contiene los residuos localizados
residuos localizados en el extremo N-terminal del bucle AB y los residuos del extemo
C-terminal de la hélice D, tanto el sitio 2 como el sitio 3 son necesarias para reclutar
dos moléculas de gp 130 (27).

Uno de los principales reguladores de la sefializacion de citoquinas es la existencia
de receptores solubles. La forma soluble del IL-6R (SIL-6R) se une a la IL-6 con
afinidad comparable a la union con IL-6R de membrana, la unién de IL-6 con sIL-6R
activa la gp 130 la cual se encuentra practicamente en todas las células, de esta forma
aunque la expresion del receptor de IL-6 y IL-6R se restringe a pocos tipos celulares
la existencia de una forma soluble sIL-6R permite que todas las células respondan a

IL-6, este proceso se conoce como trans-sefializacion (33).

CNTF LIF/OSM

1L-6 IL-11

CNTFR

gpl130 gpl130 gpl130 gp130

Figura N°9: Subfamilias del receptor de IL-6. Receptor de IL-6, IL-11, Factor
neutrofilico ciliar (CNTF), Factor inhibidor de leucemia/Oncotastina M
(LIF/OSM)

Ref: Owen J, Punt J, Stranford Sh, Jones P. Kuby Immunology. 7th ed. New York:
W. H. Freeman and Company; 2013.
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4.3.VIAS DE SENALIZACION

La via de sefializacion de I1L-6 utiliza tirosino quinasas de la familia de las quinasas
janus (JAK) y factores de transcripcion de la familia de los transductores de sefiales y
activadores de transcripcion (STAT) como principales mediadores de transduccion de
sefiales. Una vez que IL-6 a su complejo receptor se inicia la activacion de proteinas
tirosina quinasa de la familia de JAK: JAK 1, JAK2,JAK3 y Tyk2 (28), JAK3 esta
restringida al linaje hematopoyético y células musculares de la vasculatura, estas
enzimas estan asociadas con la subunidad gp 130, la activacion de JAK lleva a la
fosforilacion de tirosinas de los receptores de tirosinas lo que permitira el
reclutamiento de las STATS, los STATs también se fosforilan forman dimeros y se
translocan al ndcleo, donde se regulan la transcripcion de de genes diana, la tirosina
fosfatasa SHP2 tambien se une a la gp 130 fosforilada, de este modo permite que se
forme un nexo con la via de la proteina quinasa activadora de mitogeno (MAPK), otra
via gque es activada por la IL-6 es de la del trifosfafotidil inositol quinasa (PI3K) o
subtrato del receptor de insulina (IRS)(27).

Las STATSs se activan en el citoplasma pero ejercen su funcion en el nucleo, por
consiguiente después de la fosforilacién son transportadas al compartimiento nuclear,
el transporte de moléculas de afuera a adentro o de dentro hacia afuera requiere de
energia, las proteinas que se transportan al ndcleo presentan una secuencia de
localizacion nuclear (NLS) , este NSL es reconocido por el receptor NSL importina
alfa, que junto a la importina beta median el acoplamiento de la proteina a transportar
a la cara citoplasméatica del complejo del poro nuclear (27).

El sitio de union a la importina alfa de STAT1 estéa localizada en una sefial de
localizacion nuclear especifica inusual dentro del dominio de unién al DNA que se
comporta como una NLS, la STAT3 posee una secuencia homologa a la descrita que
también funciona como NLS, STAT1 y STAT 2 también acttan con la importina alfa
para ser translocados al nucleo, después de la dimerizacién y translocacion al nucleo
de las STATS estos se unen a potenciadores de secuencia especificos y estimulan o
bien, en ciertos casos, reprimen la transcripcion de genes diana (27) como se aprecia
en el modelo general de transduccion de sefiales de los receptores de citoquinas de
clase I 'y Il (Figura 7).
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Los sistemas de sefializacion de la IL-6 estdn regulados por un sistema de
retroalimentacion negativa, por supresiones de la sefializacion de citoquinas (SOCS) y
proteinas inhibidoras de las STATSs activadas (PIAS) (33).

4.4. ACTIVIDAD BIOLOGICA DE LA IL-6

El sistema inmune es esencial para la supervivencia de un organismo bioldgico,
reconoce Yy elimina virus, bacterias y otros patdgenos, en este contexto se descubrio
que la IL-6 permite la diferenciacion de células B en plasmocitos, células secretoras
de anticuerpos (34), se demostré que ratones deficientes de IL-6 a pesar que se
desarrollan con normalidad, presentaban una respuesta alterada ante infecciones, con
defectos severos en la produccion de anticuerpos y con la abolicion de la respuesta de
fase aguda originada por el higado tras una infeccién o trauma, la inflamacion es un
mecanismo de defensa en el que los leucocitos migran de la vasculatura hacia el tejido
dafado para destruir los agentes que causan el deterioro del tejido, siempre y cuando
sea limitada es beneficiosa (35).

El musculo esquelético representa aproximadamente el 40% del peso del cuerpo,
en los Gltimos afios se planteaba la idea que los musculos producen y liberan mioquinas
que trabajan como hormonas y ejercen efectos endocrinos especificos en Organos
distantes o trabajan via mecanismos autocrinos 0 paracrinos ejerciendo sus efectos en
las vias de sefalizacion del propio musculo (27).

Este conocimiento sento las bases para entender la comunicacion entre el musculo
y otros tejidos como el adiposo, hepético, pancreatico, 0seo, nervioso e inmunolégico.
Muchas mioquinas ejercen sus efectos en el propio musculo como la miostatina, IL-4,
IL-6, IL-7 y IL-15 que estan implicadas en la hipertrofia muscular y en la miogenesis
(27).

Estudios en tejido hepatico, revelaron funciones de la IL-6 en procesos de
regeneracion hepatica, sintesis de proteinas de fase aguda, implicada en el aumento de
la glicemia durante el ejercicio, inhibe la sintesis de glucégeno, aumenta la sintesis
de triglicéridos, disminuye la sefializacion de la insulina aumentado el riesgo de
producir resistencia a la misma (27, 31).
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La hemotopoyesis es regulada por una variedad de factores de crecimiento e
inductores de diferenciacion, es sabido que la IL-3 y la IL-6 juegan un papel
importante en la diferenciacion y proliferacion de células progenitoras
multipotenciales hematopoyéticas, la IL-1 fue considerada como la principal
inductora de diferenciacién hematopoyética junto con la IL-3, pero estudios revelaron
que su efecto era indirecto y a través de la IL-6 (36).

Se ha reportado la actividad de la IL-6 en tejido adiposo, en la cual ejerce efectos
paracrinos entre adipocitos, en cultivo de tejido adiposo humano la IL-6 incrementa la
secrecion de leptina y reduce la adiponectina e incrementa la lipolisis en estudios in-
vivo. La administracién de IL-6 recombinante humana aumenta la oxidacién de grasas
y produce aumento de los acidos grasos y triglicéridos circulantes esto indicaria que
la IL-6 podria ser un modulador del metabolismo lipidico (27, 37).

Procesos importantes del sistema nervioso estan involucrados con la actividad de
la IL-6 como la neuroinflamacion produciendo astrogliosis y microgliosis, la
diferenciacion neuronal, la astrogliogenesis, la supervivencia de neuronas, implicada
en el comportamiento emocional, dolor, control del suefio y vigilia, aprendizaje y

memoria, control de la homeostasis energética(27, 39).
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Figura N°10: Ruta de sefializacion de la IL-6 y su rol en la patogénesis de
enfermedades humanas. Ref: Tomado de Yao X, Huang J, Zhong H, et al.
Targeting interleukin-6 in inflammatory autoimmune diseases and cancers.
Pharmacol Ther. 2014; 141(2):125-129).
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5. RELACION ENTRE LA IL-6 Y ENVEJECIMIENTO

La evidencia ha vinculado polimorfismos de las citoquinas IL-10 e IL-6 con
longevidad y envejecimiento , las personas que estan genéticamente predispuestos para
producir altos niveles de IL-6 tienen una menor capacidad para llegar a los limites
extremos de la vida humana, mientras que se aumenta el genotipo de produccién de
altos niveles de 1L-10 se vincula con los centenarios (37).

Longitud de los telomeros esta relacionada con la cantidad de divisiones que
tendré una celula antes de su muerte lo cual esta estrechamente asociado al tiempo de
vida de cada organismo biolégico, por otro lado la muerte progresiva de células sin
regeneracion o reposicion de las mismas tiene un papel importante en las
enfermedades asociadas con la edad (16,19).

Los pacientes con mieloma multiple (MM) tienen telémeros mas cortos y se
encuentran asociados a un menor periodo de vida con mayor probabilidad de
mortalidad por infeccion o enfermedad cardiaca. La longitud de los teloémeros de las
células MM son significativamente mas corto que en leucocitos normales.
Investigaciones en telomeros, correlacionan negativamente la edad con niveles
elevados de IL-6 (37), la sobreproduccion de IL-6, se asocia con un espectro de
condiciones relacionadas con la edad tanto como cardiovasculares, reumatoides,
metabdlicas, oncoldgicas, y el declive funcional (38), al describir el patron de cambio
de la IL-6 en adultos mayores sometidos a estrés cronico por seis afios, concluy6 que
el mecanismo mediante el cual los factores de estrés cronicos pueden acelerar riesgo
de enfermedades relacionadas con la edad y una forma prematura envejecimiento se
debe a un aumento de la IL-6 (37).

Las arrugas en la piel son una manifestacion del envejecimiento, el exceso de luz
solar, habito de fumar, la exposicion al viento, el calor y productos quimicos provoca
que las capas externas la piel se arrugue. La radiacion ultravioleta (UV) del sol es
considerada como uno de los principales causas del foto envejecimiento de la piel
humana y cancer de piel. La IL-6 es producida por los queratinocitos in vivo e in vitro,
y la liberacion se muestra favorecida por la luz UV (9). Se examiné el plasma de
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personas con tratamiento UV para evaluar la actividad de IL-6 y la capacidad de
inducir la proliferacion de una linea celular de hibridoma dependientes de IL-6 (B9
cell), en contraste con las muestras de plasma obtenido antes de UV exposicion, las
muestras post-UV contenian niveles significativos de IL-6 presentando el maximo
nivel pico a las 12 h después de la irradiacion UV, la actividad de IL-6 en plasma se
neutralizé con un antisuero dirigido contra IL-6 humana (37).

El envejecimiento prematuro aumenta el riesgo de desarrollar melanomas y otros
tipos de cancer de piel, un estudio observo que la IL-6 fue inducida por UV-A y UV-
B, y que niveles altos de marcadores inflamatorios como PCR e IL-6 se asocian de
forma independiente con la degeneracion macular relacionada con la edad (37).

6. RELACION ENTRE IL-6 Y ENFERMEDAD

La IL-6 es una citoquina multifuncional pre y proinflamatoria con una amplia
gama de actividades inmunes y una fuerte capacidad de reaccion de fase aguda en
defensa del organismo. La sobreexpresion de esta citoquina esta implicada en el
desarrollo de varias enfermedades de caracter inflamatorio crénico, dentro de las mas
relevantes se encontro, la ateroesclerosis, diabetes, artritis reumatoidea, osteoporosis

e hipertensién (37).

6.1. ATEROESCLEROSIS

La aterosclerosis es una enfermedad de las arterias donde el material graso se
deposita en la pared de los vasos sanguineos, ocasionando un deterioro progresivo y
una reduccion del flujo sanguineo. Los sintomas de la aterosclerosis no se manifiestan
hasta que se produce una complicacion (39).

La etiopatogenia de la enfermedad ateroesclerética se relaciona con la
concentracion elevada de lipoproteinas de baja densidad (LDL). Los depdsitos de LDL
se oxidan activando componentes del sistema inmunitario innato incluyendo
macrofagos, anticuerpos naturales, proteinas inflamatorias como la proteina C reactiva

y del complemento (1).
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6.1.1. ROL DE LA IL-6 EN LA ATEROESCLEROSIS

La captacion de la LDL oxidada (LDL ox) por macréfagos es una caracteristica de
la lesion aterosclerdtica temprana, y puede ser mediada por la interleucina-6, la
administracion de IL-6 en ratones, aumento la cantidad de macrofagos degradadores
de LDL ox y expresion de CD36 mRNA (37).

La angiotensina Il desempefia un papel importante en la aterogénesis, aumentando
colesterol en macrofagos y formando células espumosas. Aumentando la contraccion
de los vasos sanguineos e induciendo hiperplasia de células del musculo liso vascular.
Adicionalmente angiotensina Il aumenta significativamente la expresion de IL-6
ARNmM en masculo liso vascular de forma dosis-dependiente. La induccion de la
expresion de 1L-6 mediada por Angiotensina Il es dependiente de Ca*? intracelular,
fosforilacion de tirosinas y activacion de la via proteina-kinasa activada por mitégeno
(MAPK) (37).

Un estudio investigd la expresion de IL-6 ARNm en arterias aterosclerdticas de
pacientes sometidos a vascularizacion quirdrgica, utilizando reaccién en cadena de la
polimerasa transcriptasa reversa (Q-PCR) e hibridacion in-situ. Los resultados
revelaron, que la expresion de I1L-6 fue 10 a 40 veces mayor en arterias aterosclerdticas
frente a un control y que la expresiéon de IL-6 fue en la capa intima engrosada de
lesiones aterosclerdticas, considerando la participacién de IL-6 en el desarrollo de la
aterosclerosis humana. Adicionalmente estudios clinicos revelan concentraciones
elevadas de IL-6 en pacientes con dislipidemia lla y Ilb abriendo campo de

investigacion de esta citoquina en dicha enfermedad (37).

6.2. DIABETES

La diabetes es un sindrome con trastorno metabdlico e hiperglucemia inadecuada
causado por deficiencia de la secrecion de insulina o por la combinacién de resistencia
a dicha hormona y secrecion inadecuada de ella como compensacion. La diabetes tipo
1 se debe a la destruccion de las células B en los islotes pancreaticos, sobre todo por
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un proceso autoinmunitario; estos pacientes son proclives a la cetoacidosis. La diabetes
tipo 2 es la forma mas frecuente y es resultado de la resistencia a la insulina con un

defecto en la secrecién compensatoria de ésta (3).

6.2.1. ROL DE LA IL-6 EN LA DIABETES TIPO Il

Niveles elevados de IL-6 son reportados en estados resistencia a la insulina como
obesidad, intolerancia a la glucosa y diabetes mellitus tipo 11 (DM 11) (36). La creciente
evidencia sugiere que la IL-6 que se produce en adipocitos, es capaz de inducir
resistencia a la insulina. Teniendo como resultado aumento la masa adiposa Y,
posteriormente, el indice de masa corporal (IMC).

La variante genética 1L-6-174 G/C se ha asociado con mayor concentracion
plasmética de IL-6 (37), resistencia a la insulina, y aumento de riesgo cardiovascular.
Un ensayo clinico, determino si niveles elevados de marcadores inflamatorios, IL-6 y
la proteina C-reactiva (PCR) se asociaban con desarrollo de DM Il en mujeres sanas
de mediana edad, los resultados fueron positivos después del ajuste de indice de masa
corporal, antecedentes familiares de diabetes, tabaquismo, ejercicio, consumo de
alcohol, y terapia de reemplazo hormonal, se concluyo que los niveles elevados de IL-
6 y PCR predicen desarrollo de DM 11 (38).

6.3. ARTRITIS REUMATOIDEA

La artritis reumatoide es una enfermedad inflamatoria sistémica crdnica de causa
desconocida que afecta sobre todo las membranas sinoviales de multiples
articulaciones. La mayor frecuencia se observa entre la cuarta o quinta décadas de la
vida en mujeres, y de la sexta a la octava décadas en varones. Sin tratamiento, la artritis
reumatoide causa destruccion articular con incapacidad subsiguiente y disminucion de
la esperanza de vida (39). Los datos histopatoldgicos de la articulacién incluyen
sinovitis cronica con formacion de pannus que erosiona el cartilago, hueso, ligamentos

y tendones. En fase aguda son frecuentes el derrame y otras manifestaciones de
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inflamacién. En la fase tardia, este conjunto de alteraciones puede causar anquilosis
fibrosa (3).

6.3.1. ROL DE LA IL-6 EN LA ARTRITIS REUMATOIDEA

La inflamacidn es un proceso disefiado para combatir la infeccion o el dafio tisular
(33). Cuando es efectiva, la respuesta inflamatoria asegura la resolucion exitosa de la
situacion y la restauracion de la arquitectura tisular normal, sin embargo, un control
inapropiado de este mecanismo contribuye a la patologia de varias enfermedades.

El papel que desemperia la IL-6 en la fisiopatologia de la artritis reumatoidea (AR)
es muy importante. Las concentraciones de IL-6, y IL-6R en liquido sinovial de
pacientes con AR, es elevada y se correlacionan directamente con la gravedad de la
enfermedad, tanto como como las concentraciones séricas elevadas de esta citoquina.
Se ha sugerido que la determinacion de IL-6 puede servir como biomarcador de
enfermedad reumatoidea (40).

Ratones transgénicos que carecen de genes funcionales de IL-6 muestran una
resistencia a la induccion de artritis por antigenos a pesar de que expresan
concentraciones normales de citoquinas proinflamatorias, como TNF-a e IL-1, luego
al tratar a los animales de experimentacion con inyecciones subcutaneas de IL-6 se les
confiere susceptibilidad para el desarrollo de artritis inducida por antigeno (35). Como
la cantidad de IL-6 es mayor en el liquido sinovial que en suero, se sugiere que la
fuente de esta sobreproduccion es precisamente la cavidad articular, diferentes células
producen IL-6, entre ellas los fibroblastos, sinoviocitos, linfocitos, células endoteliales
y monocitos. La IL-6 puede estar involucrada en la patogénesis de la osteoporosis,
dafio d6seo y cartilaginoso de pacientes con AR. El tratamiento con anticuerpos
monoclonales contra IL-6 en ratas ovariectomizadas previene el desarrollo de
osteoporosis, ademas, debido a su accion sobre las células endoteliales puede

intervenir en el trafico de células inflamatorias hacia la cavidad articular (38).

6.4. OSTEOPOROSIS
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La osteoporosis se caracteriza por densid ad mineral dsea baja; es un trastorno
frecuente y se acompafia de mayor riesgo de fracturas. La investigacion se ha enfocado
a los medios para prevenir la osteoporosis y las fracturas vinculadas con ella. Las
estrategias de prevencion primaria incluyen complementacion con calcio y vitamina
D, asi como programas de ejercicio (39). La deteccion de osteoporosis en mujeres
mayores de 60 afios de vida; identifica a las mujeres con baja densidad mineral 6sea
las cuales requieren tratamiento con bisfosfonatos para disminuir las fracturas. No se
ha establecido la utilidad de la deteccidn de osteoporosis en mujeres mas jévenes y en

varones (39).

6.4.1. ROL DE LA IL-6 EN LA OSTEOPOROSIS

Durante la juventud, las mujeres estan protegidas contra la osteoporosis debido a
que cuentan con nivel suficiente de estrogenos. Los estrégenos tienen la capacidad de
bloquear la sintesis de I1L-6 por parte de los osteoblastos y de antagonizar los receptores
de IL-6. La menopausia natural o quirtrgica produce niveles elevados de IL-6 e
incremento de IL-6 ARNm en células éseas con aumento de la secrecion de IL-6 en
células mononucleares, esto es de suma importancia ya que la IL-6 estimula la
osteoclastogénesis y la actividad de los osteoclastos. En enfermedades que cursan con
recambio 6seo rapido e hipercalcemia como la enfermedad de Paget o el mieloma
multiple se han reportado niveles aumentados de IL-6 (34).

6.5. HIPERTENSION

Se puede definir a la hipertension arterial como la elevacion cronica de la presion
arterial (igual o mayor de 140 mmHg para la presion sistélica, y/o igual o mayor de 90
mmHg para la presion diastdlica) (41). El control basico de presion arterial se realiza
en base a la interaccion del flujo sanguineo, dependiente de los latidos cardiacos (gasto
cardiaco), del volumen de sangre circulante controlado por la funcion renal, y de las
resistencias periféricas de los vasos sanguineos a través de las resistencias arteriolares,

en condiciones normales estas variables son autoreguladas en orden de mantener una
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presion arterial normal necesaria para la perfusion sanguinea de acuerdo a las
necesidades organicas (42).

La hipertension arterial es mas valores elevados o bajos del valor normal, es un
sindrome cardiovascular progresivo que se presenta a partir de etiologias complejas y
correlacionadas. Los marcadores tempranos del sindrome estan a menudo presentes
antes que la elevacion de la presion arterial se haga sostenida; por lo tanto, la
hipertension no se debe clasificar solamente por discretos umbrales de presion arterial.
La progresion del sindrome se asocia fuertemente a anormalidades en la funcion y
estructuras cardiacas y vasculares, dafiando el corazén, los rifiones, el cerebro, la

vasculatura en general, y otros 6rganos (42).

6.5.1. ROL DE LA IL-6 EN LA HIPERTENSION

Estudios experimentales demuestran la relacién de la 1L-6 en la patogénesis de la
hipertension. En el estudio de Lee Et al (2005), se usaron ratones KO (con supresion
del gen para IL-6) y un grupo WT (tipo salvaje) a los cuales se les indujo aumento de
presion mediante la administracion de angiotensina Il y altas concentraciones sal en la
dieta. Los ratones KO mostraron ser resistentes a los incrementos de presion arterial,
el experimento concluyo que la IL-6 contribuyo de manera significativa en la
elevacion de la presion en el grupo WT pero no el grupo con el grupo KO (43). Sturgis
Et al (2009) estudiaron el rol de la aldosterona en la hipertensién mediada por
angiotensina sobre la IL-6, se usaron ratones KO y WT con induccion de hipertension
con dosis de angiotensina |1, se evalué el rol de la aldosterona con un inhibidor del
receptor de mineralocorticoides (espironolactona). Los resultados concluyeron que la
IL-6 contribuye al aumento de presién arterial, pero no mediada por el receptor de
mineralocorticoides, se hipotetiza que la aldosterona estimula la produccion de IL-6 y
esta contribuye a la accion de la angiotensina Il, ademas de sus acciones inflamatorios
mas conocidas (44).

Estudios clinicos con marcadores inflamatorios ponen en manifiesto la
importancia del proceso inflamatorio en el desarrollo de la hipertension arterial. Un
estudio realizado por Bautista Et al (2005), demostrd la relacién de los marcadores

inflamatorios més importantes PCR (proteina C reactiva), IL-6 y TNF-a. Concluyendo
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que se presenta relacion de riesgo con IL-6 y TNF-a de manera independiente para
hipertension arterial en pacientes de Bucaramanga, Colombia (45).

6.6.1L-6 Y CANCER

El cancer es una enfermedad cronica que se caracteriza por la proliferacion de
células disfuncionales, angiogénesis e inhibicion de la apoptosis, muchas de estas
funciones se ven afectadas por la expresion de proteinas inflamatorias como el factor
nuclear kappa de las células B (NF-xB), y la IL-6 (34). Trabajos experimentales han
demostrado la contribucion especial de esta citoquina en el desarrollo y progreso del
cancer, sobre todo en los mecanismos de supervivencia y proliferacién celular. Dentro
de los mas relevantes se encontré al cancer colorectal, cancer de mama y pancreatico
(40).

6.6.1. CANCER COLORECTAL

La expresion de 1L-6 / sIL-6R juega un papel importante en la patogénesis de
cancer colorectal. Se han reportado niveles elevados de IL-6 en tejidos tumorales y
suero de pacientes con cancer colorectal.

Los niveles de IL-6 en pacientes con cancer colorectal se asocian con el estadio
tumoral, carga tumoral, metéstasis y la supervivencia global. La IL-6 juega un
importante papel en la modulacién de las células Th17 en el desarrollo de la patologia,
y también en el reclutamiento de las células inmunes que producen citoquinas pro-
inflamatorias, ademaés, la IL-6 ha demostrado ser localizada en los sitios de la
infiltracion de macrdfagos, lo que sugiere una interaccion entre IL-6 y las células
inmunes en el microambiente tumoral, dos reconocidos polimorfismos para el gen de
IL-6 se han asociado con una reduccidn significativa del riesgo de cancer colorectal.

En un estudio de 46 pacientes con cancer colorectal, el analisis multivariado
mostrd que el nivel de suero IL-6 y la proporcion de granulocitos en sangre y linfocitos
fueron factores de riesgo independientes de mal pronéstico, lo que sugiere que los
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niveles de IL-6 pueden ser significativamente predictivo de la progresion del cancer
colorectal (46,40).

6.6.2. CANCER DE MAMA

Los altos niveles circulantes de IL-6 se asocian con cancer de mama metastasico
y una pobre supervivencia de los pacientes. La sobreexpresion de IL-6 regula el factor
epidérmico de crecimiento vascular (VEGF) en el cancer de mama, que pueden
promover la angiogénesis y contribuir al potencial metastasico del mismo. La
expresion es mas abundante en los tumores agresivos y esta inversamente asociada con
niveles de receptor de estrogeno en muestras de pacientes con cancer de mama. El
polimorfismo 174G/C en el promotor de IL-6 se asocia con susceptibilidad al cancer
de mama y el pronostico con un fenotipo agresivo (35,38).

En un estudio reciente sobre los canceres de mama triple negativo (TNBCs), la
inhibicion de la expresion de IL-6 e IL-8, inhibian drésticamente la supervivencia de
células tumorales in vitro, y suprimiendo el injerto de tumor en estudios in vivo. Un
analisis multivariable de las muestras de pacientes revelo que la expresion de 1L-6 e
IL-8 son factores predictivos de TNBC (13, 29).

6.6.3. CANCER PANCREATICO

Lineas celulares de cancer pancreatico humano secretan IL-6, IL-10, y TGF-B, que
luego trabajar juntos para suprimir la proliferacion de células dendriticas inmaduras
derivadas de monocitos e inducen un fenotipo tolerogénico. Estas citoquinas también
regulan la disminucién de la expresion de co-estimulantes incluyendo HLA-DR,
CD40, CD80 para prevenir que las células dendriticas induzcan una respuesta
linfocitica adecuada, lo que inhibe la respuesta del sistema inmunoldgico contra
celulas tumorales.

Un experimento in-vitro revelo que el VEGF esta regulado por la IL-6 e IL-1a en

células tumorales pancreaticas. Estudios clinicos indican que las concentraciones
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séricas de IL-6 estan asociados a diferentes estados del cancer de péancreas, las
concentraciones de IL-6 fueron significativamente mayores que los controles. Los
pacientes con altos niveles de IL-6 tuvieron menor tasa de supervivencia que los
pacientes con niveles bajos de IL-6. La tasa de supervivencia en los pacientes con
niveles séricos elevados de IL-6 e IL-1p se mostrd acortados de manera global (33, 46,
40, 36).

7. CULTIVOS CELULARES

Los cultivo células y tejidos son técnicas que implican el aislamiento y
mantenimiento in vitro de células aisladas de tejidos u 6rganos enteros derivados de
animales, microbios o plantas. En general, las células animales tienen requerimientos
nutricionales mas complejos y necesitan condiciones mas estrictas para el crecimiento
y mantenimiento, por comparacion, los microbios y plantas requieren condiciones
menos rigurosas, creciendo y proliferando con facilidad. Independientemente de la
fuente de material utilizado, el cultivo de células se rige por los mismos principios
generales que requieren un cultivo puro estéril de las células y se ve la necesidad de
adoptar técnicas asepticas apropiadas, ademas de la utilizacion de condiciones
adecuadas para el crecimiento de las células. Una vez establecidas las células en
cultivo pueden explotarse de muchas maneras diferentes, el cultivo de células es ideal
para el estudio de los procesos intracelulares que incluyen sintesis de proteinas,
mecanismos de transduccion de sefiales y el metabolismo de farmacos (47). También
han sido ampliamente utilizado para comprender los mecanismos de accion de
farmacos, interaccion célula-célula y genética, ademas, la tecnologia de cultivo celular
se ha adoptado en la medicina, donde anormalidades genéticas pueden ser
determinados por analisis cromosomico de células derivadas, como es el caso del
diagnostico precoz de neonatos en mujeres embarazadas, del mismo modo, las
infecciones virales se pueden ensayar tanto cualitativa y cuantitativamente en células
aisladas en cultivo. En la industria las células se utilizan rutinariamente para probar

tanto el efectos farmacoldgicos y toxicoldgicos de compuestos de farmacéuticos (48).
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7.1. TIPOS DE CELULAS PARA CULTIVO CELULAR

Los tipos de células usadas en cultivo celular caen en dos categorias: cultivo
primario o linea celular (47).

Los cultivos primarios son células derivadas directamente de los tejidos, seguido
de disociacion enzimatica o de fragmentos de tejido referente a explantes; estos son
por lo general las células de preferencia. Los cultivos primarios deben conservar sus
caracteristicas y reflejar la verdadera actividad del tipo de célula in vivo, la desventaja
en el uso de cultivo primario, es que su aislamiento puede ser de trabajo intensivo y
puede producir una poblacion heterogénea de células. Ademas, los cultivos primarios
tienen una relativamente vida util limitada y puede ser utilizado sélo durante un
periodo limitado de tiempo en el cultivo (47).

Los cultivos primarios se pueden obtener de muchos tejidos diferentes y la fuente
de tejido utilizado generalmente define el tipo de célula aislada, como las células
aisladas del endotelio de los vasos sanguineos se denominan células endoteliales. Del
mismo modo los que son aislados desde la capa media de los vasos sanguineos y otros
tejidos similares de masculo liso de las células, aunque ambos se pueden obtener del
mismo tejido. Las células endoteliales son diferentes en morfologia y funcion,
generalmente creciente como una sola monocapa que Se caracteriza por una
morfologia de adoquines, las células musculares lisas por otra parte son alargadas, con
proyecciones de husillos como en los extremos y crecen en capas aun cuando se
mantiene en el cultivo. Ademas de estos tipos de células hay otros cultivos primarios
ampliamente usados derivados de una amplia gama de tejidos, incluyendo fibroblastos
de tejido conectivo, los linfocitos de la sangre, las neuronas de nervioso tejidos y
hepatocitos de tejido hepatico (49).

Las lineas celulares consisten en un solo tipo de célula que ha adquirido la
capacidad para el crecimiento infinito, esto ocurre generalmente después de la
transformacion de las células por uno de varios medios que incluyen tratamiento con
agentes carcin6genos o la exposicion a virus tales como el virus de simio 40 (SV40),
virus de Epstein-Barr virus (EBV) o el virus de la leucemia murina de Abelson (A-
MuLV) entre otros. Estos tratamientos causan que las células pierden su capacidad

para regular crecimiento y como resultado, las células transformadas crecen
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continuamente por lo que tienen vida infinita; el inconveniente de esto es que las
células transformadas generalmente pierden parte de sus caracteristicas originales in
vivo, como por ejemplo ciertas lineas celulares establecidas no expresan determinados
genes especificos de tejido, otro ejemplo de esto es la incapacidad de las lineas
celulares de higado para producir factores de coagulacion, lineas celulares continuas;
sin embargo, tienen varias ventajas sobre los cultivos primarios, ademés de la
inmortalidad, requieren menos de suero para el crecimiento y tienen un tiempo de
duplicacion maés corto (50).

Diferentes lineas celulares estan disponibles actualmente de diversos bancos de
células, las cuales hace que sea mas facil de obtener estas células sin tener que
generarlos, uno de los mayores proveedores de lineas celulares es la Coleccidn
Europea de Cultivos Celulares de Animales (ECACC) con sede en Salisbury, Reino
Unido (51).

Cuadro N°2: Ejemplos de lineas celulares provistas por recursos comerciales

Linea celular Morfologia Especie Tejido de origen
BAE-1 Endotelial Bovino Aorta
BHK-21 Fibroblasto Hamster sirio Higado

CHO Fibroblasto Hamster chino Ovario
COS-1/7 Fibroblasto Mono verde Higado

africano

HelLa Epitelial Humano Cérvix
HEK-293 Epitelial Humano Higado

HT-29 Epitelial Humano Colon
MRC-5 Fibroblasto Humano Pulmén
NCI-H660 Epitelial Humano Pulmén
NIH/3T3 Fibroblasto Raton Embrion
THP-1 Monocito Humano Sangre
V-79 Fibroblasto Hamster chino Pulmon
HEP 1 Hepatocito Humano Higado

Tomado de Wilson K, Walker J. Principles and Techniques of biochemistry and
molecular biology. 7th ed. New York: Cambrigde university press; 2010.
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7.2. METODOLOGIA EN CULTIVOS CELULARES

7.2.1. EL MEDIO DE CULTIVO

El medio de cultivo celular utilizado para el crecimiento de células animales es
una mezcla compleja de nutrientes (aminoacidos, un hidrato de carbono tal como
glucosa, y vitaminas), sales inorganicas (por ejemplo, que contiene magnesio, sodio,
potasio, calcio, fosfato, cloruro, sulfato, e iones bicarbonato) y antibiéticos de amplio
espectro. En ciertas situaciones puede ser esencial incluir un fungicida, tales como la
anfotericina B, aunque esto no siempre es necesario; por conveniencia y facilidad de
supervisar el pH del medio se incluye indicador de rojo de fenol en el medio, esto
cambiara de rojo a amarillo en un rango de pH de 7.2 hasta 7.4 ; otro ingrediente basico
clave en el medio de cultivo celular es suero, generalmente bovino o fetal de ternera,
esto se utiliza para proporcionar un amortiguador para el medio de cultivo, pero lo mas
importante es que proporciona nutrientes adicionales y factores de crecimiento
similares a las hormonas que promueven el crecimiento saludable de las células. El
realizar cultivos de células en ausencia de suero no suelen resultar exitosas, a pesar de
que las células pueden producir factores de crecimiento propias (47,49). Sin embargo,
a pesar de estos beneficios, cada vez se cuestiona el uso de suero, debido a que es un
medio suceptible a infeccién por virus y micoplasma,o enfermedades del ganado
como la de la enfermedad de las vacas locas, los cuales (encefalitis espongiforme
bovina) han introducido un inconveniente adicional para realizar un cultivo celular con
este producto y ha aumentado la necesidad de productos alternativos; en este aspecto,
los fabricantes de reactivos varios de cultivo de células han desarrollado medios sin
suero suplementado con varios componentes incluyendo la albimina, transferrina,
insulina, factores de crecimiento y otros elementos esenciales necesarios para el

crecimiento celular 6ptimo (49).
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El uso de los cultivos esta demostrando ser muy util especialmente para la industria
farmacéutica y biotecnoldgica, tanto como para las empresas que participan en la

fabricacion de medicamentos o productos bioldgicos de uso humano y animal (49, 51).

7.2.2. SUBCULTIVO

El subcultivo es el proceso por el cual las células se siembran, este proceso también
conocido como paso de cultivo es esencial para mantener a las células en un estado
saludable y viable, de lo contrario, pueden morir después de un cierto periodo en
cultivo continuo. La razon de ello es que las células adherentes crecen en una capa
continua que eventualmente ocupa toda la superficie de la placa de cultivo y en este
punto que se dice que son confluentes, una vez confluentes, las células dejan de
dividirse y entra en un estado de reposo en el que dejan de crecer (Senescencia) y
finalmente mueren; por lo tanto, para mantener las células viables, deben ser
subcultivadas antes de que alcancen la inhibicién completa. Idealmente, las células
deben cultivarse justo antes de que lleguen a un estado confluente. EI método preciso
utilizado depende en gran medida de si las células son adherentes o0 estan en suspension
(47).

7.2.3. MANTENIMIENTO DEL CULTIVO

Es importante que después de la siembra los frascos estén claramente etiquetados
con la fecha, el tipo de células y el nimero de veces que las células han sido
subcultivadas o pases; por otra parte, una estricto régimen de alimentacién y el
subcultivo debe establecerse a intervalos regulares sin permitir que el medio se agote
de nutrientes o las células se multipliquen en exceso y permitir un ambiente
confluente, esto se puede lograr siguiendo una procedimiento estandar, pero de rutina,
para mantener las células en un estado viable bajo dptimas condiciones de crecimiento;
ademads, los cultivos deben ser examinados todos los dias bajo un microscopio
invertido, buscando en particular los cambios en la morfologia y densidad celular
(47,49).
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Una parte importante para determinar el estado de los cultivos en crecimiento es
la vigilancia de células flotantes, los cuales no suelen ser una buena sefial y puede
indicar las células en dificultades 0 moribundos; la presencia de células anormalmente
grandes pueden también ser util para determinar el bienestar de las células, ya que el
numero de tales células aumenta a medida se hacen més pasajes o se hace menos viable
el cultivo. Los extremos en el pH se deben evitar sustituyendo regularmente medio
gastado por medio fresco, esto puede llevarse a cabo en dias alternos hasta que los
cultivos tengan aproximadamente el 90% de confluencia, momento en que las células

se utilizan ya sea para la experimentacién y/o subcultivo (47,49).

7.2.4. PRESERVACION DE LA CELULAS

Las células se pueden conservar para su uso posterior por congelacion en
nitrégeno liquido, este proceso se conoce como la crioconservacion y es una manera
eficiente de mantener las celulas de interés. En efecto, es aconsejable que cuando se
tienen buenos cultivos, se tomen alicuotas de células para almacenar en el estado
congelado; esto proporciona una fuente renovable de células que podria ser utilizado
en futuro. La congelacion puede sin embargo resultar en varios cambios letales dentro
de las células, incluyendo la formacién de hielo cristales y los cambios en la
concentracion de electrolitos y en el pH; para minimizar éstos se hace uso de un agente
crioprotector como DMSO que se suele afiadir a las células antes de la congelacion
con el fin de bajar el punto de congelacion y asi prevenir la formacion de cristales de
hielo dentro de las células (47,49,52).
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MATERIALES Y METODOS

1. TIPO DE ESTUDIO
e Tipo de investigacion: Exploratorio correlacional.

e Tipo de disefio: No experimental, transversal correlacional.

2. MATERIALES

2.1. MATERIAL BIOLOGICO

e Linea celular WIL-2 NS (Linfocitos B).
e Linea celular MDA-MB 231 (Células de cancer de mama).
e Pacientes sanos de diferentes edades.

e Pacientes con enfermedad de diferentes edades.

1.1. MATERIAL DE LABORATORIO

e Frascos para cultivo celular Falcon® de 50 ml.

e Placas para cultivo de 6,24 y 96 pozos.

e Pipetas graduadas de 1, 5,10 y 25 ml.

e Tubos de ensayo.

e Micropipetas graduadas de 5, 20, 100 y 1000 pL.

e Tubos de centrifuga Falcon® de 15y 50 ml.

e Tubos eppendorf de 1.5 - 2ml.

e Espectrofotometro para microplacas Mindray MR-962
e Lavador automaético para microplacas Mindray MW-12.
e Microscopio invertido Olympus.

o Cellometer® Auto T4.

e Centrifuga.

¢ Incubadora de CO2.

e Nevera.
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e Congelador.
e Criopreservador.
e Cabina de bioseguridad Clase Il tipo A2 ESCO.

e Bafo termostatico.

3. METODOS
3.1.ENSAYO IN VITRO
3.1.1. AMBITO GEOGRAFICO
Laboratorio de Post Grado de Ciencias Farmaceuticas, Massachusetts College of

Pharmacy and Health Sciences, Boston, Massachusetts, USA.

3.1.2. MUESTRA Y UNIDAD DE ESTUDIO
LINEA CELULAR WIL-2 NS

e Organismo: Homo sapiens, Humano.
e Tipo celular: Linfocito B.

e Enfermedad: Ninguna.

e Edad: 5 afos.

o Género: Hombre.

e Etnia: Caucasica.

e Fuente: ATCC® Company.

LINEA CELULAR MDA-MB 231

e Organismo: Homo sapiens, Humano.

e Tejido: Glandula mamaria/ mamas, derivado de una sitio metastasico por
efusion pleural.

e Tipo celular: Epitelial.

e Enfermedad: Adenocarcinoma.

e Edad: 51 afios.

e Género: Femenino.

e Etnia: Caucasica.

e Fuente: ATCC® Company.
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3.1.3. CULTIVO CELULAR

Las lineas celulares MDA-MB 231 y WIL-2 NS se obtuvieron de ATCC®
Company. Cada linea fue iniciada con un cultivo primario en medio de crecimiento
especifico. EI medio de cultivo fue adquirido de ATCC® Company. Se uso el medio
DMEM para la linea MDA-MB 231 y RPMI para la linea WIL-2 NS. Cada medio fue
preparado con 10 % de suero fetal bovino y 1% de antibidtico. Se verifica el
crecimiento celular cada 12 horas, en un promedio de 5 a 8 dias. Posterior al cultivo
primario se realiza un subcultivo, previa verificacion de la viabilidad del cultivo, solo
fueron usados los cultivos que tuvieron viabilidad > 95%. Los posteriores cultivos

secundarios fueron usados para medicion de la IL-6 por ELISA.

3.1.4. ENSAYO DE VIABILIDAD

La prueba de exclusion de azul de tripan de Life Technologies, se utilizd para
determinar el nimero de células viables presentes en una suspension celular. Se basa
en la capacidad de las membranas intactas de células vivas para excluir ciertos
colorantes, como el azul de tripan, mientras que las células muertas no lo hacen.

Primero se prepar6 una suspension de células, se extrajo una alicuota de 1 ml y
mezcl6 con 0.1 ml de solucion stock de azul de tripan, luego se realizé el conteo de
las células en el Cellometer® Auto T4. El instrumento proporciono la viabilidad del

cultivo y el nimero de células por mililitro disponibles en el frasco del mismo.

3.1.5. ENSAYO DE INMUNOABSORCION LIGADO A ENZIMA

Se uso la técnica inmunoldgica, Human IL-6 ELISA Kit de Thermoscientific, para
el andlisis de las concentraciones de IL-6.

Previo al analisis de las muestras, se realizd una curva de calibracion del ensayo,
el estandar se reconstituyd en 1ml de agua ultrapura para después diluirlo a las
concentraciones de 400 pg/ml, 160 pg/ml, 64 pg/ml, 25.6 pg/ml, 10.24 pg/mly 0 pg/mi
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en medio de cultivo celular dependiendo de la linea celular respectiva. El
procesamiento de los estandares es el mismo que las muestras en investigacion.
Primero se afiadio en los micropozos 50 ul anticuerpo secundario biotinilado junto
con 50 ul de las diluciones estandares o sobrenadante de cultivo celular en
investigacion por triplicado, dejando incubar por 2 horas. Después se sometié lavado
con solucién de lavado, se afiadié 100 pl de la solucion estreptavidina-peroxidasa
(enzima), este se une al anticuerpo biotinilado para completar los cuatro miembros del
sandwich, se dejo incubar por 30 min. Despues se sometid a lavado con solucion de
lavado, se afiadié 100 pl de solucién TMB (sustrato), que recibe la accion de la enzima
unida para producir color, se deja incubar por 30 min, pasado el tiempo se afiadio la
solucion de STOP y se procedio a medir las absorbancias. La intensidad del producto
coloreado se detectdé a una longitud de onda cercana a 450nm. La absorcion es

directamente proporcional a la concentracion de IL-6 presente en la muestra original.

3.2. ENSAYO IN VIVO

3.2.1. AMBITO GEOGRAFICO

Laboratorio de andlisis clinicos, Hospital Regional PNP Arequipa "Mayor PNP
Julio E. Pinto Manrique", Arequipa, Peru.

3.2.2. MUESTRA'Y UNIDAD DE ESTUDIO

Los pacientes que participaron en el presente estudio fueron personas adultas

residentes de la ciudad de Arequipa, Per.

3.2.2.1. CRITERIOS DE INCLUSION

. Paciente con historial clinico en el hospital "Mayor PNP Julio E. Pinto
Manrique".
. Monitoreo de enfermedad o Chequeo general.
65
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. Ayuno minimo de 8 horas.
3.2.2.2. CRITERIOS DE EXCLUSION

. Pacientes con mas de una enfermedad cronica degenerativa.

. Pacientes con actividad fisica moderada a intensa.

3.2.2.3. CARACTERISTICAS DE LA MUESTRA

Los pacientes fueron previamente informados acerca del estudio realizado, de los
cuales solo se extrajo muestra de los que dieron consentimiento del mismo. Las
muestras fueron obtenidas por venopuncidon entre las 7:00 — 8:00 am en tubos rojos
Vacutainer™, se procedio a centrifugar para obtencion de suero, y fueron analizadas

en el intervalo de 3 horas desde la extraccion.

3.2.3. ENSAYO DE INMUNOABSORCION LIGADO A ENZIMA

Se uso la técnica inmunoldgica, Human IL-6 ELISA Kit de Thermoscientific, para
el andlisis de las concentraciones de IL-6.

Previo al analisis de las muestras, se realizé una curva de calibracion del ensayo,
el estandar se reconstituyd en 1ml de agua ultrapura para después diluirlo a las
concentraciones de 400 pg/ml, 160 pg/ml, 64 pg/ml, 25.6 pg/ml, 10.24 pg/mly 0 pg/ml
en solucidn de dilucién de estandares proporcionada por el Kit. EI procesamiento de
los estandares es el mismo que las muestras en investigacion.

Primero se afiadi6 en los micropozos 50 pl anticuerpo secundario biotinilado junto
con 50 pl de las diluciones estdndares o suero de pacientes en evaluacion por
triplicado, dejando incubar por 2 horas. Después se someti6 a lavado con solucion de
lavado, se afiadio 100 pl de la solucion estreptavidina-peroxidasa (enzima), este se
une al anticuerpo biotinilado para completar los cuatro miembros del séndwich, se dejo6
incubar por 30 min. Después se someti6 a lavado con solucién de lavado, se afiadio
100 pl de solucién TMB (sustrato), que recibe la accion de la enzima unida para

producir color, se deja incubar por 30 min, pasado el tiempo se afiadié la solucion de
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STOP y se procedié a medir las absorbancias. La intensidad del producto coloreado se
detectdé a una longitud de onda cercana a 450nm. La absorcion es directamente

proporcional a la concentracion de IL-6 presente en la muestra original.

3.2.4. OBTENCION DE DATOS

Los datos clinicos se obtuvieron a través de una encuesta elaborada de habitos y
estilos de vida (Anexos ficha encuesta para pacientes voluntarios) como de la revision
de historias clinicas de cada uno de los pacientes que acudieron a los servicios médicos
y contaban con historia clinica en el Hospital Regional PNP Arequipa "Mayor PNP

Julio E. Pinto Manrique", Arequipa, Peru.

4. METODOS ESTADISTICOS

Los resultados fueron evaluados mediante el paquete estadistico EPI-INFO
Version 6.0 (OMS - CDC) atraveés del cual se calcularon los siguientes estadigrafos:

o Medidas de tendencia central, media, error estandar
o Coeficiente Rho (correlacion de Pearson)
o Test t-Student para grupos independientes.
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RESULTADOS Y DISCUSION

1. ESTUDIO IN VITRO

1.1 NIVELES DE 1L-6 EN CULTIVOS CELULARES

TABLA N°1: NIVELES DE IL-6 EN LINEAS CELULARES WIL-2 NS Y

MDA-MB 231
IL-6 (pg/ml)
PARAMETROS ESTADISTICOS N=9
WIL-2 NS MDA-MB 231
Media Aritmética (Promedio) 1.74 117.37
Error estandar de la media 0.05 0.43
Mediana 1.74 117.39
Moda 1.74 115.87
Desviacion Estandar 0.16 1.30
Varianza 0.02 1.68
Rango 0.44 3.26
Valor Minimo 1.52 115.87
Valor Maximo 1.96 119.13
Intervalo de confianza (IC) 95% 1.74 £ 0.32 117.37 £ 2.60
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GRAFICO N°1: NIVELES DE IL-6 EN LINEAS DE CULTIVO
CELULAR

Se midieron los niveles IL-6 en sobrenadante de cada cultivo celular por triplicado.
Todos los cultivos se mantuvieron en ambientes controlados de CO, y temperatura,
monitoreando constantemente su viabilidad y tomandose muestras de cultivos con
viabilidad > 95%. Las concentraciones de IL-6 en la linea celular MDA-MB 231
fueron 117.37 + 2.60 pg/ml (IC 95%) mientras que las obtenidas en la linea WIL-2NS
fueron 1.74 = 0.32 pg/ml (IC 95%) (Tabla N°1). Las concentraciones de IL-6
encontradas fueron marcadamente diferentes en las lineas celulares patoldgicas vs no
patologicas (Gréafica N°1).

Por sus caracteristicas MDA-MB 231 es una linea de cancer de mama con
clasificacion histopatoldgica de triple negativa. Es una linea de cancer muy agresiva,
de répida evolucion que no posee tratamiento farmacoldgico exitoso en las mujeres
que la padecen (39). Se han realizado diversos trabajos con esta linea celular respecto
a su capacidad metastasica e inhibicion tumoral (72,73). El estudio de las vias de
sefializacion de esta linea celular revelé que la ruta Jak/Stat3 es responsable de la
supervivencia y proliferacion en este cancer, la activacion de Jak depende de la accién
de la gp130 componente catalitico del receptor de la familia de las citoquinas de clase
I, dentro de las cuales se encontré como ligando caracterizado a la IL-6. Berishaj Et al
(2007), llegaron a la conclusion que la ruta 1L-6/gp130/Jak/Stat3 es el principal
mecanismo de activacion en el cancer de mama (72). Las concentraciones de 1L-6
halladas en el sobrenadante de cultivo celular fueron 117.37 £ 2.60 pg/ml,

concordando con los trabajos experimentales de Berishaj Et al (2007). Las
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concentraciones encontradas revelan que en condiciones patoldgicas las
concentraciones de I1L-6 se mantienen elevadas. Dado el importante rol documentado
se considera, tener en cuenta como blanco de tratamiento el bloqueo de la accién de
esta citoquina o disminucion de las concentraciones de la misma en el cancer de mama
(74).

WIL-2 NS es una linea celular de linfocitos B indicados para su uso en
investigacion. La IL-6 fue originalmente identificada como factor diferenciador de
células B. Las anomalias en la proliferacién o mecanismos de accion de los linfocitos
B provocan serios problemas en la respuesta inmunitaria; importante para la
supervivencia de la especie humana (75, 76). La investigacion de Barr Et al (2012)
sobre la BCDT (terapia de reduccion de células B productoras de IL-6) demostrd
mejorar algunas condiciones autoinmunes en modelos animales, como la encefalitis
autoinmune y la esclerosis multiple, donde en ambos casos las células B producen
cantidades elevadas de 1L-6 en comparacion con los controles sanos. Sugiriendo que
el uso de farmacos como Rituximab en la BCDT puede mejorar la condicién
patolégica de pacientes con encefalitis autoinmune o esclerosis mdultiple (77). La
concentracion de IL-6 hallada en el sobrenadante de cultivo celular fue 1.74 + 0.32
pg/ml, no encontrando trabajos experimentales referentes a las concentraciones de esta
linea celular. Las concentraciones encontradas revelan que en condiciones de aparente

salud los niveles IL-6 se mantienen bajos.

2. ESTUDIO IN VIVO

2.1.POBLACION DE ESTUDIO

TABLA N°2: FRECUENCIA DE GENERO EN POBLACION DE ESTUDIO

Sexo N° %
Masculino 33 41.8
Femenino 46 58.2

Total 79 100.0
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Fuente: Matriz de datos
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GRAFICO N°2: FRECUENCIA DE GENERO EN POBLACION
DE ESTUDIO

Segun el género obtuvimos que el 58.2% fueron mujeres mientras que el 41.8%
fueron varones. (Tabla N°3)(Grafico N°3).

2.2.1L-6 Y EDAD
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GRAFICO N°3: RELACION DE LOS NIVELES DE IL-6 CON LA EDAD EN
VARONES

Fuente: Matriz de datos R =0.046
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GRAFICO N°4: RELACION DE LOS NIVELES DE IL-6 CON LA EDAD EN

MUJERES.
Fuente: Matriz de datos R =0.344
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GRAFICO N°5: RELACION GLOBAL DE NIVELES DE IL-6 CON LA EDAD
Fuente: Matriz de datos R =0.181

El envejecimiento es un proceso fisioldégico que comienza en la concepcion y
ocasiona cambios en las caracteristicas de las especies durante todo el ciclo de vida.
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El avance del envejecimiento se caracteriza por disminucion de la regeneracion
celular, disfuncionalidad orgénica, y degeneracion de los tejidos. Todos estos procesos
aumentan el riesgo de mortalidad y morbilidad de la poblacién de manera proporcional
al tiempo (78). Muchos de los cambios que acompafian al envejecimiento son producto
del deterioro de los sistemas de retroalimentacion y falta de respuesta al dafio sobre
todo inflamatorio. El estudio de Jurk Et al (2013) sobre la disfuncion de los telémeros
inducida por inflamacion cronica en modelos animales, llego a la conclusién que
ciertas proteinas pro-inflamatorias especialmente la IL-6 produce dafios en telémeros
de fibroblastos en los modelos animales, generando un envejecimiento acelerado (79).
Gomez Et al (2010) investigaron la produccion de IL-6 en macréfagos de ratones
jévenes y adultos, encontrando que los desérdenes inmunitarios acompafados a la
vejez se encontraban relacionados a las elevadas concentraciones de IL-6 (80).
Algunas investigaciones en poblaciones humanas asocian la elevacion de esta
citoquina con aumento de mortalidad en la vejez (81). Pese a los trabajos
experimentales realizados en cultivos celulares, modelos animales y pacientes; existen
controversias respecto a su uso como marcador de envejecimiento. Beharka Et al
(2001) investigaron los efectos de la edad sobre la IL-6 en pacientes sanos jovenes y
adultos con estrictos controles de salud entre los grupos de estudio. Se compar6 las
concentraciones de IL-6 plasmaticas con las de cultivos de células mononucleares
extraidas de los pacientes, concluyendo que el aumento de las concentraciones de IL-
6 no es consecuencia de envejecimiento, pero si podria reflejar un estado patologico
acompafado al mismo (82). La investigacion en pacientes sanos de diferentes edades
del Hospital Regional PNP Arequipa "Mayor PNP Julio E. Pinto Manrique”, Arequipa,
Per0 revel6 que no hay relacion entre las concentraciones de IL-6 y la edad en varones
(R=0.046)(Grafico N°4), se encontré mayor relacion en mujeres (R= 0.344)(Gréfico
N°5) suponiendo esto, debido a la disminucion marcada de hormonas esteroides,
principalmente estrogenos después de los 45 afios en promedio y su influencia en la
expresion del gen de IL-6 (37). La relacion global fue muy baja (R=0.181) por lo cual
se concluye que no hay relacion entre los niveles de IL-6 y la edad (Grafico N°6).
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2.3. 1L-6 Y ENFERMEDADES CRONICAS

2.3.1. ANALISIS DE IL-6 EN PACIENTES CON DIABETES

TABLA N°3: PARAMETROS ESTADISTICOS DE NIVELES DE IL-6 EN
PACIENTES CON DIABETES MELLITUS.

IL — 6 (pg/ml) Pacientes sanos -PaC|entes co.n
Diabetes Mellitus
Media Aritmética (Promedio) 1.65 1.80
Desviacion Estandar 1.14 1.73
Valor Minimo 0.04 0.53
Valor Maximo 5.65 4.35
P 0.656 (P > 0.05) N.S.
Total 50 4

Fuente: Matriz de datos

El papel de la IL-6 en la supervivencia de las células beta y la diabetes tipo 1 es
probablemente pequeiia (86-90). Por el contrario, estudios observacionales muestran
que la IL-6 es un factor de riesgo para la diabetes tipo 2 (91-93). Si el aumento de IL-
6 es el agente causal o simplemente refleja afios de intento del cuerpo para contrarrestar
la inflamacién de bajo grado, reflejado por la elevacion de los demas marcadores
inflamatorios, resulta que el rol de la IL-6 en la diabetes sigue siendo una cuestion
abierta. Por otro lado, la composicion corporal es también otro factor importante,
especialmente el porcentaje de grasa visceral. La IL-6 producida por el tejido adiposo
vade un 10 a35% de la producciéncirc Sanos salentc PM  0(83,84). Debido
a esta relacion con la adiposidad, ha sido planteado que la IL-6 y otras citoquinas
proinflamatorias sean la causa principal de la resistencia a la insulina. Curiosamente,
mientras que las pruebas epidemiolégicas apoyan esta teoria, estudios experimentales
no han podido comprobar la existencia de tal mecanismo (85). En este estudio, el grado
de relacion entre los niveles de IL-6 de los pacientes sanos con los pacientes que
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poseen Diabetes Mellitus mostré una P= 0.656 (P > 0.05), la cual indica que no hay
diferencia significativa (Tabla N°3).

2.3.2. ANALISIS DE IL-6 EN PACIENTES CON HIPERTENSION

TABLA N°4: PARAMETROS ESTADISTICOS DE NIVELES DE IL-6 EN
PACIENTES CON HIPERTENSION ARTERIAL.

Pacientes con
IL — 6 (pg/ml) Pacientes Sanos Hipertensién
Arterial
Media Aritmética (Promedio) 1.65 3.23
Desviacion Estandar 1.14 1.22
Valor Minimo 0.04 1.53
Valor Maximo 5.65 511
P 0.019 (P <0.05) S.S.
Total 50 7

Fuente: Matriz de datos

Teniendo en cuenta que la hipertension arterial esta asociada a disfuncion
endotelial y que ésta se correlaciona con inflamacion, se podria pensar que la
hipertension arterial seria, en parte, una enfermedad inflamatoria cronica, como se ha
indicado para la aterosclerosis. Sin embargo, en la actualidad la relacion entre
inflamacién e hipertension no esta bien establecida. En un estudio realizado en ratas
se ha observado un incremento de los niveles circulantes de marcadores de inflamacion
como la IL-1p e IL-6 en los animales hipertensos en comparacion con los normotensos.
De hecho, se demostrd una correlacion positiva entre los niveles de presion arterial y
los niveles circulantes de IL-1p e IL-6. Mas aln, este aumento de los niveles
circulantes se acompafié de una mayor expresion de dichos marcadores en el vaso.
Una situacion similar se ha observado en otros modelos de hipertension (94- 97). Por
tanto, estos datos sugieren que la hipertension se asocia a un proceso inflamatorio local

a nivel vascular.
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En estudios clinicos, sin embargo, no existe un criterio homogéneo del efecto de
la presion arterial sobre los marcadores de inflamacién, ya que los resultados son
contradictorios (98-100). Para este estudio, la relacion de los niveles de IL-6 entre
pacientes sanos y los que poseen Hipertension Arterial se obtuvo una P= 0.019 (P <

0.05) que nos indica la existencia de diferencia significativa. (Tabla N°4).

2.3.3. ANALISIS DE IL-6 EN PACIENTES CON DISLIPIDEMIAS

TABLA N°5: PARAMETROS ESTADISTICOS DE NIVELES DE IL-6 EN
PACIENTES CON DISLIPIDEMIA.

IL — 6 (pg/ml) Pacientes Sanos Pa.cifzn-tes C(_)n
Dislipidemia
Media Aritmética (Promedio) 1.65 2.30
Desviacion Estandar 1.14 1.04
Valor Minimo 0.04 0.75
Valor Maximo 5.65 3.56
P 0.084 (P > 0.05) N.S.
Total 50 6

Fuente: Matriz de datos

La hipercolesterolemiay la hipertrigliceridemia son los casos de dislipidemias mas
comunes a la hora de las consultas médicas, la influencia de la IL-6 en la fisiopatologia
de estos trastornos estd documentada en estudios experimentales y de correlacion
clinica. Rezaie-Majd Et al (2002) en un estudio sobre la reduccion de la expresion de
citoquinas IL-6, IL-8 y quimioatrayentes encontré que en todos los pacientes con
hipercolesterolemia presentaron niveles elevados de IL-6 entre otras proteinas pro-
inflamatorias y que el uso de atorvastatina redujo los niveles de IL-6 séricos, una de
las hipotesis de este mecanismo es la interferencia con la formacién de componentes
prenilo necesarios para el anclaje de las subunidades de proteinas intercambiadoras de
guanina (proteinas G) en la ruta de sefializacion Ras/MAK de la IL-6 (37). Por otro
lado los mecanismos de lipolisis de la IL-6 y su posible contribucion en la
hipertrigliceridemia han sido estudiados en modelos animales, Nonogaki Et al (2010)
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en un estudio con ratas a las cuales se les administro IL-6 para inducir lipolisis encontro
una relacion dosis dependiente en los niveles de triglicéridos y colesterol total, la
hipdtesis mas aceptada es la regulacion hormonal mediada por la hormona
adrenocorticotropina (ACTH), la estimulacion del sistema adrenal y la regulacion a
través de la leptina sobre la lipolisis (66). En este estudio la relacion de los niveles de
IL-6 entre pacientes sanos vs los pacientes que poseen Dislipidemias se encontro una
P=0.084 (P >0.05), lo cual nos indica que no hay diferencia significativa. (Tabla N°5).

2.3.4. ANALISIS DE IL-6 EN PACIENTES CON ARTRITIS
REUMATOIDE

TABLA N°6: PARAMETROS ESTADISTICOS DE NIVELES DE IL-6 EN
PACIENTES CON ARTRITIS REUMATOIDEA.

Pacientes con

IL — 6 (pg/ml) Pacientes Sanos Artritis
Reumatoidea
Media Aritmética (Promedio) 1.65 1.26
Desviacion Estandar 1.14 1.10
Valor Minimo 0.04 0.08
Valor Maximo 5.65 2.25
P 0.428 (P > 0.05) N.S.
Total 50 3

Fuente: Matriz de datos

Sakaguchi Et al (2004) En un estudio con ratones SKG que desarrollan
espontaneamente Artritis Reumatoidea, observd que los ratones presentaban una
proteccidn para el desarrollo de la enfermedad reumatoide cuando el gen productor de
IL-6 era blogueado (Knocked out), sugiriendo que la IL-6 es critica en la fisiopatologia
de la Artritis Reumatoidea (101). Acorde con lo anterior, los niveles del receptor para
IL-6 e IL-6 propiamente dicha, se encontraron elevados en fluidos sinoviales y suero
de pacientes lo cual fue altamente correlacionado con el desarrollo de la enfermedad
(102-104). En este estudio se observé que al comparar los niveles de IL-6 de pacientes
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sanos con los pacientes con Artritis Reumatoidea presentaron una P=0.428 (P>0.05),
lo que nos indica que no hubo diferencia significativa. (Tabla N°6). Esto se puede
explicar debido a la influencia del uso de antiinflamatorios esteroides y no esteroideos
sobre la disminucion de los niveles séricos de IL-6 en trabajos de investigacion
relacionados, lo cual podria indicar el uso de alguno de estos farmacos por los
pacientes como parte del tratamiento prescrito por el médico o el uso de farmacos sin

prescripcién médica no documentados en la historia clinica.

2.3.5. ANALISIS DE IL-6 EN PACIENTES CON GASTRITIS CRONICA

TABLA N°7: PARAMETROS ESTADISTICOS DE NIVELES DE IL-6 EN
PACIENTES CON GASTRITIS CRONICA.

IL — 6 (pg/ml) Pacientes Sanos PaC|-e-ntes cor-1
Gastritis Cronica
Media Aritmética (Promedio) 1.65 1.29
Desviacion Estandar 1.14 1.12
Valor Minimo 0.04 0.35
Valor Maximo 5.65 3.12
P 0.608 (P > 0.05) N.S.
Total 50 6

Fuente: Matriz de datos

Estudios realizados en poblaciones de linfocitos T de la mucosa gastrica infectada
por Helicobacter pylori han demostrado la existencia de un aumento en la secrecion
de citocinas que derivan de los linfocitos TCD*, subtipo Th1, por lo tanto, se considera
que las citocinas sirven como marcadores sistémicos y de tejidos en sujetos afectados.
El grupo de las citocinas proinflamatorias, representadas por las IL-1, IL-6, IL-8 y el
FNT alfa, tiene una gran importancia, pues en él recae el mayor peso de la respuesta
inflamatoria y del dafio tisular producido en la gastritis cronica. En el caso de la I1L-6,
su relacion con el proceso inflamatorio cronico del estomago infectado

por Helicobacter pylori estd dado por la diversidad de informes que exponen el
80
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incremento de los niveles de IL-6 de la region antral en la gastritis cronica tipo B, lo
que sugiere su posible papel patogénico en este tipo de gastritis (105-109). Las IL-6 e
IL-8 se encuentran elevadas, tanto en aquellos pacientes que tienen dafios muy severos
por Helicobacter pylori, como en los que presentan dafios ligeros. En este estudio, la
relacion de los niveles de IL-6 de pacientes sanos con los que poseen Gastritis Cronica
no tuvo diferencia significativa (P=0.608, P>0.05) (Tabla N°7), posiblemente a que se
desconoce la causa exacta por la que estos pacientes sufren de esta enfermedad o bien

por el tratamiento que reciben.
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3. CONCLUSIONES

Las concentraciones de I1L-6 en la linea celular WIL-2 NS (células sanas), en

condiciones controladas fueron bajas (1.74 + 0.32 pg/ml).

e Los valores de IL-6 en la linea celular MDA-MB 231 (células cancerosas), en
condiciones controladas fueron elevadas (117.37 + 2.60 pg/ml).

e El estudio de las concentraciones plasmaticas de IL-6 con la edad mostré que
esta citoquina no tiene relacién con el proceso de envejecimiento (R=0.181).

e La concentracion plasmatica promedio de IL-6 en pacientes sanos fue de 1.65
pg/ml.

e Las concentraciones plasmatica promedio de IL-6 en pacientes con Diabetes
Mellitus fue de 1.80 pg/ml; Hipertension Arterial, 3.23 pg/ml; Dislipidemia,
2.30 pg/ml; Artritis Reumatoidea, 1.26 pg/ml y Gastritis Crénica, 1.29 pg/ml.

e El estudio de las enfermedades cronicas revel6 no presentar diferencia

significativa al comparar los niveles plasméticos de IL-6 de pacientes sanos

con los de pacientes que presentan Diabetes Mellitus, Dislipidemia, Artritis

Reumatoidea y Gastritis Cronica. No siendo asi en el caso de pacientes con

Hipertension Arterial (P=0.019, P <0.05).
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4. RECOMENDACIONES

La busqueda de biomarcadores confiables de envejecimiento y enfermedad es
una preocupacion en diferentes regiones del mundo dado el creciente aumento de la
poblacion centenaria, los cambios medioambientales y el aumento de enfermedades
metabdlicas relacionadas con la nutricion. Actualmente existe una iniciativa
internacional para la busqueda de marcadores de envejecimiento y enfermedad en
diferentes instituciones, laboratorios y universidades. Se recomienda consultar las
directrices de estas investigaciones respecto a ciertos metabolitos de interés, el estudio
de IL-6 para envejecimiento no es aconsejable pese a estar dentro de la directriz de
investigacion de citoquinas como biomarcadores, dado las multiples modificaciones

que sufre frente a factores fisiopatolégicos aparte de la edad.

Respecto a las enfermedades cronicas, se recomienda tomar interés en su valor
diagndstico e investigar el valor pronostico de las concentraciones de 1L-6 en pacientes
con hipertension arterial en diferentes estadios de la enfermedad, con el objetivo de
introducirlo en la bateria de pruebas de laboratorio de consulta general y seguimiento

terapéutico.
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6. ANEXOS
6.1. CURVA DE CALIBRACION PARA ELISA
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6.2. MATRIZ DE DATOS
Enfermedad crénica

N° de IL-6 Ed Se Céanc
Pacientes (pg/ml) ad xo er
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6.3. FICHA ENCUESTA PARA PACIENTES VOLUNTARIOS

UNIVERSIDAD CATOLICA DE SANTA MARIA

MCPHS

MASSACHUSETTS COLLEGE OF PHARMACY AND HEALTH SCIENCES

UNIVERSITY

JUNIVERSITY

FICHA ENCUESTA: HABITOS Y ESTILG DE VIDA

Paciente Nro. I:I Fecha ] a Codigo | |
Sexo M D F D Edad |:| Ocupacicn | |
1. ACTIVIDAD FiSICA
a) Sedentaria(Nunca) b) Ligera {A veces) ¢} Moderada(3dias/sem) d) Intensa (Diaria)
2_TIPO DE ALIMENTACION
2.1 Consumo de Carnes Raojas
a) Munca ¢} Pocofrecuente {1-2 vecesfsem) e} Habitual {5-7 veces/sem)
b} Ocasional (1 vezfsem o menos) d} Frecuente (3-4 veces/sem)

2.2 Consumo de Vegetales y Frutas
a) Munca c)
b) Ocasional {1 vez/sem o menos) d)

3. SUPLEMENTOS YITAMINICOS Y MINERALES

Poco frecuente [1-2 veces/sem) g)

Habitual {5-7 veces/sem)

Frecuente {3-4 veces/sem)

ES POR: a) Munca
a) Prescripcion médica b} Ocasional (1 vezfsem o menos)
b} Automedicacion o)  Pocofrecuente (1-2 veces/sem)
d} Frecuente (3-4 vecesfsem)
e} Habitual {5-7 vecesfsem)
4, HABITOS DE CONSUMO
4.1 Consumo de café
a] Nunca d} Frecuente (1-2 tza.diariaf 3-4
b) Ocasional (1 tza./1-2 veces/sem] veces/sem)
¢} Poco frecuente (1-2 tza./2-3 e]  Muy frecuente (1-2 tza.diariz/ mas de 4
veces fsem) wveces/sem)
fl  Crénico (3 & més tza, diaria mas de 3 diasfsem)
4.2 Consumo de alcohol
a) Munca d} Frecuente (2-3 veces/mes/ 2-3 vasos/fver)
b) Ocasional (1 ver/mesf max. 1-2 vasos) e)]  Muy frecuente (3-4 veces/mes,/3-4 vasosfvez)
c) Poco frecuente (1-2 veces/mes/ max. 1-2 f}  Habitual (2-4 veces/mes/S vasos a mas/vez)
vasos/vez) g} Cronico (1-2 o mas vasos todos los dias)
4.3 Uso de tabaco
a) Munca d) Frecuente (1-2 cigarrillos/dia 1-2
b} Ocasional (1 cigarrillo/dia 1-2 veces/sem)
veces/mes) €]  Muy frecuente (1-2 cigarrillos/dia/3-4
¢} Poco frecuente (1-2 cigarrillosfdia 1-2 wveces/sem)
veces/mes) f}  Crénico (Mas de 2 clgarrillos/dia mas de 3 dias/sem)

5. OBSERVACIONES
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6.4.MATRIZ PARA RECOLECCION DE DATOS DE HISTORIAS

CLINICAS
\

ata

(
HUCSM
i~ FICHA DE RECOLECCION DE DATQS

Univerfidad Catdlica de Santa Marda

Int Scdentu of Fade et Fortitiafs Nowtrr

Apellidos y Nambres:| | Ne; | HC:

1. Enfermedad actual:

2. Enfermedad crdnica:

3. Antecedentes familiares:

4. Datos de laboratorio:
s Pesof | Talla: | | Pulsozlzl Presién arterial: | [ mcy |
* Hematologia:
o Grupo sanguineo:

o VSG:

o Hemoglobina:

o Hematocrito:

o Hemograma:
= |eucocitos totales: =  Monocitos:
= Neutrdfilos: = Eosinofilos:
= Linfocitos: = Basdfilos:

s Bioquimica:

o Glucosa: o Acido trico:
o Creatinina: o Otros:
o Urea:

s Inmunologia:

o PCR: o H.pylori: o Insulina y H.
o FR: o BetaHCG: tiroideas:

o VDRL: o PSA:

o Hep.AB,C o  AS0:

s Microbiologia:
s  Andlisis de orina:
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