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RESUMEN

En ol presente lrabajo hemos demostrado que la bombesina y sus dos
nouropdplidos relacionados en mamiferos, ol pdptido liberador do gastrina (GRP) y la
neuromedina G, modulan positivamente la respuesta inmuno in vitro en ralones de la
copa BALDB/c. Los oloctos son dosis dopendientes, slendo la concenlracion de
nauropéplido mas efoctiva la do 10719 M. En concroto estimulan lodas y cada una do
las otapas dol proceso lagocitico de macréfagos peritonoales: adherencia a sustralo,
quimiotaxis, ingostion y digostion de particulas. Estimulan ta quimiotaxis y la
proliferacion de linfocilos obtenidos de peritoneo y de ganglios axilares, bazo y tmo,
as! como inhiben la proliferacldén en respuoesta a mildganos {Concanavalina A y LIPS).
xhiben ofactos estimuladares tamblén sobre la capacidad cllotdxica natural {NK) y la
citotoxicldad coelular dependiente do anticuarpo (CCDA) en céluias linfoides y en
macréfagos poritonaales. Producen un aumento an los niveles de secrocion de IL-10'y
una disminucidn en log nivales do produccién de dicha Interlaukina en respuesta a Con
A, mlantras que no se abserva madiflcacldn en los niveles de IL-2. Eslos efactos son
ospocllicos como lo demuostra el que so vean revertides en presencia de un
antagonisia de la BN y ia axistoncla de receptores de alta afinldad en macréfagos. La
rogulacion de la funclonalidad del linfocito por estos neuropdptidos estd mediada por
colulas adherenles accesorlas, en concreto macrédlagos, como lo demuestra el hecho
do quo se requlera la presoncia do algan o algunos lactores solubles secrotados por
ostas colulas eh respuesta a la incubacion con los neuropéptidos para observar sus
ofoctos. En cuanto a los macanismos de acciéon a nivael Iintracelular, estos
neuropéptidos producen una disminucion de tos niveles do AMPc asl como un
incremento en los niveles do 1Py y on la actividad de la prolelna quinasa C, en linfocitos

y on macrolagos paritoneales murinog
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introduceion

1. INTRODUCCION.

1.1. El e¢]e neuroendocrino-inmune,

La neurolnmunoendocrinologia es un area Inlerdisciplinaria do investigaclon que
ha surgidoe en los GHimos aflos y que asludia las inleracciones antre el sistema Inmune
(S.1.), ol sistoma nervioso (S.N.) y ol endocrine (5.E.).

L.os primoros descubrimientos que apuntaban la existencla de esta Interconexlén
so ramontan a los ostudios de Sir Thomas Lewis (1927), alos trabajos do Selye (1936)
sobro la Involucion timica y el ostrds, y on afios postoeriores, a los do Moyer y Haggorly
(1962) an los cualos se doemuestra una clara relacldn entro el ostrés y la suscopliblliciad
a onlormaodados inloccivsas.

Existan ovidencias deo la Inmunorreguacion, in vive, por el slstema
naurpendocring, Jankovic e Isakovic (1973) absoarvaron que la estimulaclon eléctrica
dal hipolélamo, o la losién del mismo, variaba la respuesta inmune. Roszman y cols.
(1985} comprobaran que las teslones on al hipocampo, amigdalas y cuerpos mamllares
preduclan activacidn de esplonocitos y timacitos en respuesia al mitégeno Con A.
Eslos autores observaron que tras la estirpacion de la hipdfisis se pordlan oslos
ofoctos, deduclendo que las alteraciones inmunoldglcas debidas a lesiones en al
sistoma noerviogso contral son madiadas por la hipdlisis u otras glandutas endocrinas.

Por otra parle, se ha comprobado lambidn que las colulas del sistama lnimune
socrolan sustanclas que alactan al §.N. o son conslituyentes del misimo, y ademas son
capaces do producir, bajo estiimulos especliicos, hormanas proplas del S.E (Blalock y
cols., 1985},

El §.N. puede rogular al S.I. a través de dos vlas principales: la socrecclon
nourcendocrina de hormonas que pueden viajar por el sistema clrculalorio hasta los
organas Inmunes y la Inervacién da los érganos linfoldes. Et 8.N. aulénomo facliita esta
comunicaclon entrs los sistemas nervioso e inmune a lraves de su extenslva inervacidn
doe los &rganos linfoldes primarlos y secundarios Las fibras del sistema noradrenérglco

se distribuyen a lo largo de la vasculatura hasla al intarlor dol timo, la médula ¢sea, o
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bazo, ganglos axilaros y gjide linfoide asoclado al traclo digestive (GALT) (Fellen y
cols., 1985, Bellinger y cols., 1989).

Ror otra parle, tas colulas inmunes gracias a un elaborado sisterna de rocirculacion,
pueden vigjar por todo el organismo, por al sistema clrculatorio a lo tejidos y de éslos al
slstema linfatico, cerrando el clrcullo, de forma quoe tienen la oportunidad constante de
ontrar en contacio con posibles particulas Invasoras y al mismo lismpo con produclos
dol S.N. y del 8. E, (Picker, 1992).

En al contoxto de esta bidirocclonalidad entre of S.N. y el S.1., surge la idea do
que una Importante funcién del S.1. puade ser actuar como drgano sensorlal. El sistama
inmune puedae percibir estimulos no reconocidos por ol sistema narvieso cenlral ¥
peritérico, estimulos denominados "no cognoscilivos" como puaden ser: bacterias,
tumores, virus, olc. [:so raconocimionto, ademas de generar una respuesta Inmuno, se
conviorta an Informacion, an forma de hormonas y citocinas que pueden modular la
funcion dal sistema neuroondocring. Do gual manera, al reconocimionto do los
ostimulos “cognoscitivos” por parte del S.N. da lugar a una Informacién que es
transinitida mediante nourotransmisores y hormonas a receptores espacliicos on
cdlulas inmunocompelentos, sucediéndose una serle de camblos en la rospuesta
Inmune (Blalock, 1984). La existencla do esta comunicaclén bidiracclonal solo os
posible graclas a que los sislemas Inmune y neuroendocring comparten hormonas y
roceploros (Blalock y cols., 1985a).

De osta forma, ol sislema inmune a través de loda la serle do mecanismos que
conslituyen la respuesta inmune, va a regular junto con el S.N. y ol 5.E. la homeostasls
goenoral dal organismo (Besadovsky y cols., 1985),

1.2, Agentes inmunes que afectan al slstema netroendocrine

Las cllocinas, suslancias caraclerislicas do secreciéon inmune, tienan un electo
modulador sobre el sistema nervioso regulando, lamblén la accién do diversas
hormonas y neurotransmisores. El sistema neuroendocrino tiene receplores para ostas
suslanclas de secracion Inmune, como: interferones, divarsas inlerleucines, o
fragmentos de! complemonto (Welgont y Blalock 1987),

L.os Interferones (IFN), cllocinas de accidn fundamentalmentae antiviral, fueron

los primaros productos de macrdlagos y linlocitos en los que se obsarvd una funclén
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hormonal. Los IFN o/ 3 tienen un efecto esteroidogénico parecido al da la AGTH on
cdiulas adrenalos en cultivo (Blalock y Harp, 1981) y causan alavacién en los niveles de
cortisol circulante (Roosth y cols., 1986). El IFN« humano se une a receplores oploides
do cerobra de ralon in vitro y causa una respuesla analgésica similar a las endorfinag
(Blalock y Smith, 1981), lo quo explica los afectos, a nivel neuropsiqulatrico, de esta
citocina in vivo (Adams y cols., 1884).

La interleucina 1 (IL.-1) es socrelada por macrélagos, astrocitos y olras cdlulas
do la gifa (Fontana y cols., 1982). Junlo al TNFa ha sido asoclada a desérdenes del
SNC como la aslrogliosis, prolifaracion de células de la microglla y desmiolinizacién
(Giultan y cols., 1988; Merrill, 1991). Tiano un aleclo pirdgeno debido a su acclon
sobre el hipotdlamo a travos de raceplores opioldes (Norman y cols., 1986). Esta
cltocina estimuta en hipocampo la liberacién de CRF y prostaglandinas (Guaza y Borroell,
1993), la biosinlesis de somalostatina (Scarborough y cols., 1989) e Incrementa la
liboracion do ACTH (Uohar y cols., 1987) a nivel piluitarlo (Cambronero y cols., 1992),
ast como la de LH, GH y T8H (Barnton y cols., 1987). Tamblén aclda sobre la glandula
adrenal activando la producclon de glucocorticoides (Roth y cols., 1087; Andrels y
cols., 1991), asl como sobre ol sistema nervioso simpatico estimulando la produccién
do catecolaminas (MHaoeloll y cols., 1993),

l.a Interleucina 2 (IL-2), factor de crecimiento de linfoclios T, causa elevacién
on los nivelos de ACTH y cortisol (Lotze y cols., 1885) y en ta liberacién de CRF y
prostaglandinas (Cambronero y cols., 1992b; Guaza y Borrell, 1993), slendo ademas
un importante factor do crecimiento tisular (Groen y cols., 1984).

El factor de necrosis tumoral {TNF), os producido, en al slstema nervioso,
por aslrocltos actlvados y celulas de la microglia (Lieberman y cols., 1989). Inhibe la
socraclon de hormonas hipofisarias como la GH, LM y PRL {Wallon y Cronin, 1989;
Giafflard y cols., 1990). Ademas parece intervenir en la modulacién de la socracién
folicular de progeslterona y estradiol {Punnonen y cols., 1892). Y lamblén est4

implicado en el desarrollo nouronal (Marril, 1992).

La Interleucina 6 (IL-8), esld relaclonada con las palologlas del SNC
producidas por virus {Frel y cols., 1988; Van Darmme y cols., 1989) y estimula la
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socracion do las hormonas hipofisarias PRL, GH y LH (Spangelo y cols., 1989).

En la siguiento tabla se recogan una serie de hormonas y neurepdptidos que son

modulados por citocinas.

Efeclos Neuroendocrinos do Cilocinas

Cilocina Hormona afectada

(-1 CRF,somatostatina, ACTH, TSH,LH,FSH, PRL, GH,
corticooslaroidos

IL.-2 ACTH, p-endorfina,corlicosstaroldes

iL.-6 GH-RH, TRH,ACTH,LH, PRL,GIH

TNF CRE TR PRL,T3,T4

INF CRF,ACTH,corlicoesteraidos

Honmonas Timicas Gn-RH,ACTH, pendortina, LH,PRL,GH,corticoesteroldos

FSH, hormona follculo estimulante; PRL, prolactina; GH-RH, hormona liberadora de
hormona del ¢recimiento. (MHoma-Delarche F.y M. Dardenne, 1993).

El 8.1 se comporta, ademés, como un érgano nouroendocrino ya que tas proplas
cédlulas inmunocompetentes socretan sustanclas tiplcamente endocrinas como
serolonina, endorfinas, somatostallna, CRF, PRL, ACTH, TSH, GH, VIP o sustancia P
(Welgenl y cols, 1890}. Sin embargo los niveles do estos lactores secretados por la
colulas Inmunes nunca alcanzan las cantidades de produccién de hipotdlamo o
hipofisls. Lo quo sI parece claro es su papel en una regulacién paracrina (Homo-
Datarcho y Dardonne, 1993).

Desde un punlo do vista fisioldgico, la producclén de hormonas y neuropdplidos
por colulas inmunes favorece la respuesta del S.NE. frente a agresionoes que no podria
detactar de otra manera, y ademas, proplcla fa regulacién autoerina del S.1., dado que
como varemos on al apartado slgulento, estas sustanclas son inmunomoduladoras.

1.3. inmunomodulacion por el sistema nervioso y endocrino.
E! control que sobroe ol S.1. ejercen los otros sistemas reguladores, el S.N. y el
S.E., es llavado a cabo a lravés de la acclén que los mediadores moleculares de los
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mismos tienen sobro la aclividad de las células inmunocompolenlos. La amplia
Inervacion noradrendrgica y poptidérgica do los toidos linfoides sugiere una realidad
fisica on la que basar esta regulacian {Stead y cols., 1987).

Para que tenga lugar una accién de los mediadores producidos por el S.N. y el
S.E. sobre al S.. in vivo, es necesario que estas suslancias estén presenles
localmente an concentracion suficiente para provacar una raspuaesta. Por aso as lan
importante la relacién microanatémica de los nervios porlléricos con las células
inmunas.

Se ha encontrado inervacién en Gganos linlaticos primarios y sacundarlos, como
la médula 6soa, timo, bazo, amigdalas y nodulos lintéticos (Folten y cols., 1985), Los
trabajos do Follen y su grupo demuestran quo son tas zonas T dependlentes do ostos
organos las quo estan inervadas predominantemente.

La modulacién de la respuesta Inmune por of 8.N. y ol S.E. puede ser, lo que
podriamos llamar, una regulacion a larga distancia, en el caso do mediadores
hormonates o una rogulacion local, en ol caso de neurclransmisores y nauropéptidos
que son producidos en cantidades retativamente pequefins y tienen una vida corta
dobido a su mayor senslbilidad a las enzimas hidrollticas.

En este intrincado contaxto, sa puade sugerir un control paracring y autocrino de
las células inmunocompetentes, ya que los neuromodutadoras no llegan a estas
colulas solamente gracias a la inarvacton de tos drganos Inmunes sino que ellas son
capaces e sintelizarlos ¢omo hemos apuntado en el apartado anterior {Homo-

Dolarchoe y Dardenne , 1993).

1.3.1. Agentes nerviosos y endocrinos que regulan la actividad de
las cédlulas Inmunes.

De las numerosas hormonas y neurotransmisores conocidos, algunos do sllos
han sido invesligados on cuanto a su posible acclén sobra la funcldn inmune. Estos
madiadores modifican la actividad y el metabolismo de las células inmunocompslentes
actuando a fos mas diversos niveles. Debldo a su gran nimero es muy dificll citar todos
los ofoctos do ostos agentos sobre la respuesla Inmune, por lo que centraremos
nuestra atencion en los que resultan mas relevanies, y describiromos de forma

abroviada lo que se conoco doe ollos en el aspeclo que nos ocupa.
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1.3.1.1, Neurotransmisores y hormonas,

1.3.1.1,1, EJe hipotdlamo-hipdfisls.

La eoxistencia de inmunoreactividad para el factor l|lberador de
cortlcotropina (CRF) en linfocilos de sangre perilérica humana (Ritchie y cols.,
19886) sugiere una posible fuente de CRF en bazo por secracion paracring, ademas de
su liberacién por neurosecrecion £stos hechos, asf como la presencia de receptores
en las celulas inmunes (Audhya y cols., 1991; Webster y cols., 1990), apoyan el
posible papel Inmunomodulador del CRF. De hecho se ha observado que promueve la
secrecion de B-endoifina por células B (Kavelaars y cols.,1989) y reduce la actividad NK

esplanica en ratag {irwin y cols., 1992).

l.a hormona adrenocorticotropa (ACTH) hipofisaria inhibe la sinlesls de
anticuerpos (Johnson y cols., 1982} a la vez que promueva la prolifaracion de linfocitos
B (Alvaraz-Mon y cols., 1988). Inhibe la produccion de IFNy por linfocitos T (Johnson y
cols., 1984) y modula la oxpreslén de raceptores en estas células y on macrélagos
(Ader y cols., 1990, Zwlling y cols., 1992). Ha sldo idontificado ol recoptor para ACTH
an coélulas Inmunos (Bost y cols., 1985, 1987; Smith y cols., 1987), mostrando
caracter(sticas bioquimicas y estruclurales somojantes a su receplor on células

adronales.

L.a tirotropina (TSH) os producida por células Inmunes (Smith y cols., 1983;
Kruger y Blatock, 1989), las cuales poseen roceplores especliicos para ellas (Kruger y
Blalock, 1989), y Junto a su factor liberador hipotatdmico, TRH, estimulan !a producelén
de inmuinoglobullnas (Blalock y cols., 1985b).

La hormona del crecimiento (GH), secretada por la adenohipéfisis, tlene
roceptores on celulas inmunocompatentes (Welgen! y cols., 1990; Ader y cols., 1990)
que son también capaces de secrotarla (Welgent y cols., 1990). Sus elactos son
rastauradoros sobro una serle de pardmetros Inmuncléglcos, come la actividad de
células NK vy la respuesta da linfocilos a mitdgenos (Berczl 1., 19886; Davila y cols., 1987,
Hadded y Mashaly, 1991}, asl mismo estimula la produccién de IL-1 e IL-2 (Schimpl{ y
Rapollin, 1¢20). Actlva los macrélagos facilitando la lormacion de radicales libros
oxidatlvos (Edwards y cols., 1992) y también lo hace en neutrédtilos {Spadoni y cols.,
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1991). Aunque los linfocitos produzcan GH, pareco esancial la secrecion de esta
horimona por la hipéfisis para que pueda desarrollar sus efectos sobre la respuasta
inmuna, de ahl que se implique tambidn indireclamente en éstos a su factor Hberador
hipolalamico GRF (Nagy y cols., 1983; Krueger y cols., 1989).

Soe lIdentificaron reocoptores para la prolactina (PRL) en leucocios
mononuclearss y lintocitos T y B esplénicos y do sangre peritérica (Russell y cols.,
1985, Burckley y cos., 1985). Del papel inmunorregulador de esta hormona destaca su
capacidad estimuladora en |a produccién de IL.-2 y on la respuesta colular a mitégenos,
concrelamenta a Con A, y asl mismo la disminucién en las funciones supresoras
colularas (Vidoller, 1986).

I factor hipotaldmico liberador de LH {(LHRH) induce la rageoneracion del
timo en ratas viejas (Groensteln y cols., 1987). Se han descrito roceplores especiilcos
an timo do rata y la estimulacion do la blastogenesis do {imocitos an rospuesta a Con A
(Marchotll y cols., 1989). Asl mismo se encuentran ofectos similares para las hormonas
LHy FSH {Costa y cols., 1990).

La accion de la melatonina sobre el slstema Inmuna ha sido reclentomente
respaldado por ol descubrimlonto do receptores especliicos en linlocllos humanos
(Lopoz-Gonzaloez y cols., 1992a) y esplenocilos de polio {(Pang v Pang, 1992). Los
ofactos, hasta ahora encontrados, Incluyen la estimulacién de la produccion de
anticuerpos en ralones (Maestronl y cols., 1986; 1987 y 1988), la activaclén de la
citoloxicldad natural (Del Gobho y cols., 1989) y la dependionte de anlicuerpo

(Giordano y Palormo, 1981).

También so ha esiudiade el slecto Inmuncregulador de la somatostatina quo
comentaramos en el apartado de neurapéplidos y hormonas gastrolntestinales, por

oncontrarse tambidn on osta localizaclon.

1.3.1.1.2, Hormonas adrenomedularea.
A primeros de los ochonta se describe, como un aumento en los niveles de
catecolaminas, on concrelo adrenallna, provoca un incremento en al nimero de

linfocitos y neutrélilos circulantes {Boxer 1980; Robertson 1981). Eslos aulores
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demuoesiran que la adrenalina aclda sobro las células endotelialos produciendo un
aumento on la liboracién do AMPc, disminuyendo la adharencia de los neutrélilos al
endolelio. Las células inmunes poseen raceptoras B-adrenérgicos de alta alinidad,
que han sido Idenlificados en linfocitos (Khan y cols., 1986) y en macréfagos (Nowall y
cols., 1981; Abrass y cols., 1985). Estudios /n vilro han mostrado que ol tratamiento
de linfocitos humanos con el agonista 8-adrenérgico Isoproteranol reduce la
producclon de IL-2 o IFNy, la presencia de rocaptores de IL-2, la capacldad cilotdxica, ta
produccion de anticuerpos, asl como la produccién de IL-1 por monocilos (Bouine y
cols., 1974, Faldman y cols., 1987; Kammer, 1988). Este Gllimo aulor explica el efacto
inhibidor do las catecolaminas sobre la respuesta Inmuno, en base al aumento de los

nivelos da AMPc quo édslas producen on linfocitos.

1.3.1.1.3. Hormonas adrenocorticales.

En 1978, Moorthy y Zinnerman sefialan los electos supresoras que sobre el
sislama inmune son producidos por una liberacion de glucocorticoides como las
que tienen lugar iras una actividad estresante. Estos oloctos suprosores estan en
parte madiados por la inhiblcién de fa produccidn de interleucinas, como la IL-2 (Glllls y
cols., 1979) o la IL-1 (Lew y cols., 1988; Hurme y cols., 1981) a nivel de células
Inmunocompelantas. A nival de hipocampo la expresién de receptores para IL-1 no se
encuentra ragulada por eslas hormonas (Betancur y cols., 1994). Se ha observado que
log glucocorticoidas Interfteren en la secroclén do leucolrlenas, trombooexanos y
prostaglandinas, lo quo proveca un descenso de las reacclones Inflamatorias y ademaés,
disminuyo las reacclones de injerto contra huesped y la inmunidad antitumoral
producida vlia monocito-macrolago y células NK ( Nair y Schwarlz, 1984; Guyre y Munk
1989; Callewaarty y cols., 1991; Manso y cols.,1992). Eslos Gllimos autores proponen
como via de disminucion do la actividad Inmune en monocltos y macrélagos, la
Inhibicion dal metabolismo del Acide araquiddnico en estas células. En leucocitos, an
goneral, vy on otros lipos de células, eslas hormonas promueven la sintesls de
lipocortina 1, la cual rogula negativamente la actividad de iinfocltos polimorionucleares
(PMNs) y monocito-macrdlagos (Goulding y Guyre 1993).

1.3.1.1.4. Hormonas sexuales,

L.a interaccidén de las hormonas sexuales con el slstema inmune se pone de
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roliova an ol hacho do qua on ganeral se obsarva en hembras una respuasla inmune
mayor que on machos a todos los niveles (Grossman y cols. 1984). Diversos
investigadores estudiaron la respuesta inmuna en animalos gonadeciomizados y los
resultados oblenidos Incluyon fa eslimulacién de la transformacion blastogénica de
linfocitos T (Grossman y cols., 1982).y la disminuclon del tiompo de rechazo de injertos
(Graff y cols., 1983). Se comprobé qua la progesterona provocaba un adisminucién del
rechazo a Injertos (Munroo, 1971}, hecho que se confirmé posterformenie (Szokores-
Bartho y cols., 1983).Por otra parte, estudios in vitro han demostrado la actividad

Inmunosupresora del plasma saminal (Canh y cols., 1990).

1.3.1.1.5. Otras hormonas y neurotranamisores.

l.a acetilcolina, neurotransmisor parasimpalico, parace toner ofeclos poslitivos
sobro la respuesta lnmuno (Strom y cols., 1974; Malinsky y cols.,1988) y se han
oncontrado receptores nicotinicos y muscarinicos an linfocitos (Berczl, 16689). A lravas
de roceptores especificos estimulan la funcion de las células T ciloldxicas (Strom y
cols., 1981) asl como su proliferacidn (Strom y cols., 19681; Morgan y cols., 1984). El
antagonista muscarinico, atropina, disminuye la producclén de IgA a través do
rocoptores de baja afinidad en células B (Wilson y cols., 1982; Atweh y cols., 1984:
Ado y colg., 19086),

La serotonina ha sido rolacionada con enformedades autoinmunes como la
encalalomielitis {Scolt y cols., 1983). Inhibe la proliieracién en respuesta a PHA
{Bonnat y cals., 1984; Khan y cols., 1986), estimula la cltotoxicidad NK (MHellstrand y
Hormodson, 1987) y modula la fagocitosis (Sternberg y cols., 1986) Eslos ofoclos
parecen sar espacificos puesto que e han encontrado raceptores en linfocitos (Filllon
y cols., 1989).

La calcitonina y ol cGRP parecen tenaer lambién receplores en las células
inmunes (Body y cols., 1980). La calcltonina es quimloatrayenta para monocitos,
mientras que no lo es ol cGRP (Sacerdoto y cols., 1990), este Ultimo Inhibe Ia
proliferaclén de linfocitos T en respuesta a mitégeno (Umeda y cols., 1988).

So han dotoctado receptores para la hormona paratiroldea (PTH) en
linfocitos (Perry y cols., 1984). Esla hormona Inhibe la linfoproliferacion induclda por

10
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loctinas y oste electo parece mediado por una proleina relacionada que acluarla como

factor inhibidor del crecimiento (Adachi y cols., 1990).

La vitamina D, ademas de su papel en la homeostasis de! calclo, esta tanbién
implicada en la respuesta inmune (Tsoukas y cols., 1984). Asl, estimula Ia
diterenciacion y maduracién de células mieloides {Abe y cals., 1981). Existen
recopiores para 1,25-dihidrocolecalciferol o vitamina D3 en linfocitos T y B aclivados
(Bhalla y cols., 1983, Provedinl y cols., 1983; Manolagas y cols., 1990). La
administracion de dosis farmacolégicas de vitamina D in vitro suprime la produccldn de
IL-2 @ IFNy, 1a proliferacion linfolde y la preducclén de anticuerpos (Lemire y cols.,
1985). Izste Olimo olecto podria ser debido a la Inhiblcién producida sobre el recoptor
de iIL-2 on células B (Chon y cols., 1987).

1.3.1.2.  Neuropeptidos y hormonas gastrointestinales

Moeroecon una espocial alencién un grupo de péplidos que actuan como
nourctransmisoros on ol sistema nerioso cantral, S.N.C., ¥y que también son
producidos en lerminaclones nerviosas periléricas que Inarvan el tracto digestivo,
siondo ademéas algunos de ellos producidos por células de tipo endocrino.

Algunas do eslas sustanclas han sido encontradas en allas concentraclones en
los focos Inflamatorlos, como a3 el caso de la sustancia P (SP), pertaneclenie a la
familla de las taquininas y uno de los neuropédptidos en los que primero se descubrié su
acclén reguladora sobro el sistoema inmune, en concreto, su papel en la respuesta
inflamatorla. La 8P estimula la fiberacion de histamina por mastocitos, aumenta la
proliferacion do fibroblaslos, y la secrecién de prostaglandinas y de colagenasa en
sinoviocltos. Asl mismo produce un aumento de la permeabllidad vascular,
favoreciendo el trifice colular hacia el foco Inflamatorio (Marasco 1981, Pemow 1983).

Existen receptores para SP en la pobiacién linfoide de bazo y ganglios (Payan y
cols., 1984a; Stanisz y cols.,, 1987). También los macro6iagos peritoneales poseen
roceptoros para SP (Hartung y cols.,1988). Este péptido es ademas sintetizado por
oosindfilos (Allakbar y cols., 1987} y macréfagos (Pascual y Bost, 1990). Sus efectos
sobro el sislema Inmune son en genoral estimuladores. Acliva la proliferacién linfoide,

aumentando la shlesis de ADN inducida por Con A en linflocitos de bazo, placas da

1h
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Peyer y ganglios linfaticos {Payan y cols., 1983 vy 1984aq; Slanisz y cols., 1986 y 1987,
Slead y cols., 1987), estimula la sintesls de inmunoglobulinas {Stanisz y cols., 1986;
Slead y cols., 1987; Pascual y cols., 1991} y la produccién de IL-2 {Calvo v cols., 1992;
Ramoeshwar y cols..1992) y de IFNy {(Wagner y cols., 1987). También estimula la
aclividad citoldxica NK (Blennenstock y cols., 1989; Croileru y cols., 1990). Aumenta la
fagocitosls (Bar-Shavit y Goldman, 1980), adherencia a endolelio (Payan y cols.,
1984c) y la quimiotaxis (Hartung y Toyka, 1983; Rufl y cols,,1985), asf como el
metabolismo oxidativo en neutrdlilos, medido como emision de quimioluminiscencia
(Halstrom y cols., 1989)y en estos mismos tagocitos estimula la cliotoxicldad celular
dependionto de anticuerpo (Wozniak y cals., 1989). Es un faclor quimiotactico para
monocitos (Huft y cols., 1985) y en macrdfagos estimula la liberacion de mediadores
derivados dol Acldo araquiddnico, de radicales libres del oxigena y la producclon de
enzimas lisosdmicas (Hartung y cols., 1983y 1986; Marasco y cols., 1981). Ademéas
astimula la fagocilosis y quimiotaxis en estas células (McGillis y cols., 1987; Rulf y cols.,
1885) y tacilita la socrocion de cllocinas como TNF, IL-1 o IL-6 (Lotzo v cols., 1988).

En cuanto a los macanismos de acclon parece ser que acila elevando los nivoles
do calclo citosdlico y lavoreclendo la formacldn de Inositoles losfato (Serra y cols.,
1988) actuando presumiblemente via proteinas de unlén al GTP (Shumann y Gardner
1989). Olras taquininas, como la bradiquinina, neuroquinina A o neuromedina M
producen efectos similares.

El efacto sobre la funcién Inmune de ofro neuropéplido, también producldo en el
tracto digestivo, la neurotensina, fue Investigado por el grupo de Goldman y Bar-
Shavil a primeros da los 80, en concrelo comprobaron su unién especliica a
macréfagos murinos lo que so traducta en una eslimulacion de su aclividad fagocitica
(Bar-Shavlt y cols.,1982). Asl mismo, demostraron que la neurotensina es capaz de
orientar 1a migraclén de leucocitos polimorionucleados neutréiiles e Incrementar la
fagocltosis de parliculas Inertes aclivando a nivel Intracelular la liberacldn de calclo
(Goldman y cols., 1983).

La neurotensina y el otro neuropéptido estructuraiments relacionado con el que
comparte los cualro aminodcidos C-lerminales, fa neuromedina N, estimulan la
adherencia y quimiotaxis de linfocitos peritoneales murinos {Garrido y cols., 1992), asl
como todas las elapas del proceso fagocitico en macrdfagos (De la Fuente y cols.,
1998¢). Estimula tamblén ia proliferacién linfoide (Soder y Helstrom, 1987), la

12
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praduccion de I.-1 por macrdfagos alveolares aclivados {Lemaire, 1988) y la formacidn
de colonias progenitoras de células mononucleadas dependiantes de CSF-1 (Moore y
cals., 1989).

Otros neuropéptidos gastrointestinales como la somatostina o el péptido
intestinal vasoactivo {VIP), parecen ejercer un efecto modulador inhibldor scbre las
colulas Inmunocompaotontes.

En 1981 Bathena y cols. identifican receplores para somatostatina en linfocitos
y en monocitos circulantes. Posterlorments, se encontraron raceptores para
somaltostatina on linfocitos asplénicos y en placas de Payer (Scicchitano y cols., 1987;
Stead y cols., 1987) asl como on ¢élulas de la linea misloide (Weigenl y cols., 1990).
Pero no stlo existen recoptores para este péptido en células inmunes sino que,
posiblemonto, éslas lo sinlelizan. Asl, se comprobé la presencia de somatostalina
tanto en PMNs y linfocitos do sangre paeriférica (L.ygren y cols., 1984 Welnstock y cols.,
1988), como on ol timo doe rala (Gomarlz y cols., 1990). Pronto se descubrié su elacto
inhibldor sobre la prollferacion linfolde (Payan 1984b; Mascards 1984). Si blen los
estudios posteriores muestran resultados conlirarios, Johansson y Sandberg (1989)
obtlenan un aumenlo de la proliteracién espontanea de timocltos, as! como do la
prolifaracion en raspuesta a PHA, En experimentos in vivo Stanisz y cols. (1987)
tamblén observan una estimulacién de la prolileracién linfolde,

Por su parte ha sldo encontrada inmunoreactividad para VIP an linfocitos doe la
corleza timica y on areas T-depoendlentes da bazo y ganglios axilares de rata y ratén
(Gomariz y colg.,, 1990 y 1992). También se ha encontrado VIP en leucocitos
polimorfonucleares (O'Darlsio y cols., 1980; Lygran y cols., 1984) Soe han detectado
raceptores para VIP en linfocitos Ty B, ast como en macrélagos y monocilos (Guerraro
y cols., 1981; Danok y cols., 1983; Ottaway y Greenbarg, 1984; O'Dorisio y cols., 1987
y 1989; Wood y O'Dorlsio, 1985; Calvo y cols., 1986; Finch y cols., 1089 Roberls y
cols., 1991; Segura y cols., 1991). Se ha comprobado la expresién génica de VIP en
linfocllos de bazo y limo de rata {Gomarlz y cols., 1983 y 1094)

La actividad de linfocltos T y B se ve alectada por el VIP. Este inhlbe la
proliferacion linfolde en respuesta a Con A y PHA, asi como la secrecién de IL-2 en
linfocitos T eslimulados (Oltaway y Greenberg, 1984; Ottaway, 1987, Boudard y
Bastide, 1991; Ganoa y Sun, 1993), estos Ultimos aulores sugieren que este afecto
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puede ostar mediado por AMPc ya que observan un rapide incremenio de su
concontracion a nivel intracelular, EI VIP tambidn ejorce su accidn sobre la secracion
de Inmunoglobulinas, estimulando la produccion de IgA (Stanisz y cols., 1986; Ishioka vy
cols., 1992). Alacta a la migracién, inhiblondo ol trafico de linfocitos (Ottaway, 1984 y
1985; Moore, 1984; Moore y cols., 1988) y reduce la actividad NK (Rola-plesczynski y
cols., 19856, Sirtannl v cols., 1992).

Sobre las células fagociiicas el VIP ejerce un papel estimulador de la tagocitosis y
la digestion, iIncrementando intracelularmente fa aclividad de Ja proteina quinasa C (Do
la Fuaente y cols., 1993b). Por olra parte, tambidn estimula la producclén de AMPc en
macréfagos poritonoales de rata (Segura y cols., 1992). Aumenta la adherancla a
sustrato in vitro de macrétagos y linfocltos peritonealos, estimulando ademas la
capacidad quimiotactica da los primoros y reduciéndola en los lintocitos (De la Fuente y

cols., 1994. on prensa).

Rocientomente neuropdplidos de la familla dol polipdptido pancredlico, el
neuropéptido Y (NPY) y ol péptide YY, han sido relacionado con el slstema
inmuno. Estos poptidos, que comparten un 70% de homologla en su esiruclura, son
liberados por fibras simpéticas en éraganos linfoldes: imo, ganglios mesentéricos y
bazo en el caso del NPY, y por célulag endocrinas en el caso del PYY. La accién del
NPY an los drganos inmunocompetentes Indicados podria ser diracta o potenclando
tos efoctos de la noradronalina (Romano y cols., 1891). EI NPY disminuye la
ostimulacion de la prolileracién de linfocltos de rata en respuesta a PHA (Sodor vy
Hellstrom, 1987) y no estimula por sl mismo la proliferacién esponténea (Johansson y
Sandberg, 1989). En cuanto a la actividad cllotoxica Irwln y cols. (1991) obsarvaron una
corralacion negallva entre la concaentraclén plasmélica de NPY y dicha aclividad en
colulas inmunes de enferimos con Alzhelmer. Recientemante, Nair y cols. (1993) han
observado una reduccion de la citoloxicidad natural (NK) de linfocitos normales, a
concantraclones fisloldgicas dal NPY.

Nuestro grupo ha demoesirado que tanlo el NPY como al péptido YY ge unen
ospecificamente a macrélagos murinos provocando un incremento de los niveles de
inositot trifosfato y activacién de la proteina quinasa C, lo que se traduce en una
modulaclén positiva do todas las etapas del proceso fagocitico (adherencia,
quimiotaxis, ingestion y digestion) de estas células (Da la Fuaente y cols.,1953a).
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Varios estudios apuntan hacia un posible papel inmunomodulador de la
coleclstoquinina (CCK). Ferrara y cols. (1988) y Mc Millen y cols. (1990)
comprobaran que ta CCK-8 actua como inhibidor de la proliferacion de células
mononucloares de sangre periférica humana cuando las cantidades de PHA utillzadas
eran optimas para la mitogénesis. Nuestro grupo ha observado tambien la disminucidn
por CCK-B8s de la proliferacion de linfocitos humanos en respuasta a PHA y el aumento,
que, sin embargo, produce en la proliforacién espontédnea {en ausencia de mildgeno)
(Carrasco y cols., 1990). Por su parle, Mihas y cols. {1991) aunque coinciden en que la
CCK Iinhibe la transformacian linfobléstica inducida por PHA aen linfocitos humanas no
obtionen diferenclas en los cultivos incubados con CCK en ausencia del mitégeno con
respeclo a los controles. Los autores posiufan un posible macanismo de accion a
travéos dol aumento del contenido de AMPc Inlracelular.

En neutrdfilos humanos so ha observado un aumentc de la capacidad de
adhorencla y una disminucion do ia fagocitosis (Carrasco y cols.,1991). Tamblén en
macrdfagos se produce una Inhibicién del proceso lagocitico (De la Fuente y
cols., 1993b). Segan Numao y Agrawal (1992) la CCK-8 sulfatada podria tenar un papel
importante on los procesos de inflltracion celular en la inflamacién de origen alarglco.
Estos autores han dotoctado una potenclacion de la quimiotaxis de eosinéfilos
humanos Inducida por PAF (lactor de aclivacidn plaquetar) y por LTB4 en enfermos
alérgicos pero no en sujetos normales. De heche, nosotros hemos observado una
inhibicién de la quimiotaxis de Iinfoclios y fagocltos tanto en ratén como en hurnanos
(Do la Fuente y cols., 1993by).

L.a gastrina pertenaco a la misma familia que la CCK compartiendo con ella los
ginco aminodclidos C-lerminales. Esta hormona ha sido relacionada con varios tpos de
lumoroas, asl la transformacién maligna del colon podrla suponer una respuesta
oxagerada a |a gastrina circulanta o astar asociada con la produccién de un péplido muy
simitar (Hooseln y cols., 1990). l.a gastrina -17 humana y porcina no tienen efeclo sobre
ia transformaclon linfoblastica induclda por PHA de linfocitos humanos, Incluso a
concaniraciones slavadas de la hormona (Mihas, 1981). En cuanlo a la adherencia y
fagocitesls de neutrofilos humanos se comporta como la CCK aumentando la
capacidad de adherencla y disminuyendo la fagocilosis (Carrasco y cols., 1991).
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En 1981, Haldermann observa que otra hormona, la Ingullna, actiia potenciando
ol clclo celular de los linfocitos T y su metabolismo. Un affo anles se hablan descrito
rocaplores para la insulina en colulas fagociticas, en concreto en macrélagos
{Padorson 1980).

Por otra parle, no caben dudas an cuanto al elacto Inmunotrrequlador de clertos
péptidos opldceos y de la produccion de algunos de ellos por células inmunes,
como 05 ol caso de la fi~endorfina encontrada en macrdfagos esplénicos de ratén
(Lolait y cols., 1984). El alocto do estos péptidos endbgenos sobre la respuesta
profiferativa varla sagun las dosis de los mismos y las condiciones do experimentacién
amploadas. Asl se observa una polenciacion de la blastogénesis in vilro, mienirds in
vivo 1as dosis altas son suprosoras y las bajas aclivadoras (Plotnikolf y cols.,1983). La
met-oncofallna paroco actuar aumentando ia linfoprolileracidn en respuesta al
antigono (Roscottl y cols., 1988) as! como estimula la produccion de IL-1 (S1-Xun y
Xlao-Yu, 1989). La -endorlina y la met-encoefalina aumentan |a actividad NK e Inhiben
ol cracimianto tumaoral in vivo (Froalich y cols.,1984; Kay y cols., 1984, Mandler y
cols., 1986). Favoracon la quimiotaxis de monocitos (Van Epps y Salad, 1084) y
estimulan la liberacion de radicales libres an fagocilos (Morley y cols., 1987, Willems y
cols., 1988). Existen recoptores oploides en lodas |as lineas celulares Inmunes (Carr y
cols., 1988) y tamblén, astos péptidos pueden ser producidos por todas ellas (Welgont
y Blalock 1987, Ador y cols., 1980).

Otros péptidos ya comentados como el TRH, GRF o CRF tamblén han sido
oncontrados on el lraclo digeslivo paro so han descrilo antas por ser més tipicos del

hipotalamo.

Un comentario espocial y en mayor exlensién merecen los péptidos
porteneclentes a la familia de la bombesina, que han sido ol objeto del presente

trabajo, por lo que se les dedicara el siguiente apartado.
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1.3.1.3. Bombesina (BN) y peptidos relacionados

La bombesina {(BN) es un tatradecapéptido que fue aislado de la piel de ia rana
ouropaa Bombina bombina (Anastas y cols.,1971). Posterlormenta, olros péplidos
simitares an estructura fueron aislados de la piel de otros anfibios (Erspamer y
¢ols.,1988). En 1978 es aislado el llamado péptido liberador de gastrina (GRP) del
tracto digoslivo porcino (Mc Donald y cols., 1979). El nombre lo reclblé por el bicensayo
utilzado on su delerminaclén y se ha mantenido aunque hace mencién a uno sélo de
sus numerosos ofactos fisioldgicos. Este paptido consla de veintisiete aminoécidos y
su fragmento decapéplido C-terminat es idéntico al dela BN y es ol requerido por ésia
para su unién al racoplor (Moody y cols.,1978). Posteriormente fue aistado, de médula
ospinal porcing, ol poptido que constituye el fragmento de diez aminoacidos C-
torminales dol GRP, el cual fue denominado neuromadina C (Minamino y cols.,1984).

L.os estudios sobre los olectos tisloldgicos de la BN pueden ser considerados
doscriptivos de los producidos por el GRP, ya que multiples resultados han
demostrado quo ambos péplidos actuan de forma semejante {Mc Donald y cols.,
1983).

A conlinuacidn, se muestran las secuenclas aminoacldicas do los lres
nouropoplidos: BN, GRP y neuromedina C, apareciendo subrayada la secuencia que

compartan,

GRP  Ala- Pro- Val- Sor- Val- Gly- Gly- Gly- Thr- Val- Leu- Ala- Lys- Met- Tyr- Pro- Arg-
Gly- Asn- His- Trp- Ala- Val- Gly- His- Lou- Mel.NH,

Neuromedina G Gly- Asn- His- Trp- Ala- Val- Gly- His- Leu- Mel.NH»

BN Glu- GIn- Arg- Leu- Gly- Ash- Gin- T

Se oenconltd GRP en el sistema nerviosa central (SNGC), en el traclo
gastrointestinal y en ol pulmén. En el SNC, se hallé Inmunocreactividad posiliva en
corobro de anfiblos parala BN (Pollak y cols., 1976} y posteriormente en extractos de
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corobro do cobayas y ratas (Roth y cols., 1983; Show y cols., 1987; Hernanz, 1990).

Ha sido comprobado que al GRP ejerce un pape! en los mecanismos
homaostalicos contrales, asl esta implicado en termorregulacion, ojerciendo un efecto
hipotérmico (Taché y cols., 1980). Westendor! y cols., (1982) sugirieton una aceldn
directa de ostos neurapéplidos sobre la glandula pituitaria, estimulando la secrecién de
PRL y GH. Asl mlsmo, ol GRP astimula la secreclén de muchas hormanas, como la
adrenalina y regula la secrecion de écido géstrico y la glucemia (Brown y cols., 1978).

Dentro dof Iracto gastrointestinal, ol GRP se localiza, en la rala, en fibras del plexo
mientérico que se encuenira entre las capas musculares, y en al plexo submucoso que
conlacta con la mucosa del estémago y del Intesting (Dockray y cols., 1979; Hermanz,
1990). Eslos descubrimientos indigaban el probable pape! como neurotransmisores da
osta lamilia do poptidos en el tracto digestivo do mamlleros. Efactivamentoe se
doscubri6 quo el GRIP estimula la secracién do gastrina, insulina, ghicagon, polipéptido
pancredtico y somatostatina {(Mc Donald y cols., 1983). Asl mismo modula la actividad
molora, ostinuiando la conlraccion del masculo lise gastrointestinal (Taché y cols.,
1980).

Tamblén se localiza ol GRP en al pulmén. En 1981 se caracteriza un tipo de tumor
pulmonar, ol SCLC (small celi lung cancer), en base a sus elevados niveles de BN
(Mooady y cols.,1981). Basado on los esludlos reallzados por Moody y colaboradores, el
gripo do Webar (1985) descubre que el GRP es un milégeno para las células que
constituyen ol tumor pulmonar SCLC. La mitogenicidad del GRP reside en su
fragmanto totradecapédplido carboxiterminal, es decir el que comparte homologlia con la
bombasina y la mas roeclontemente descublorta neuraomadina C. Willey y cols. (1984)
obsarvan que la bombesina y ol fragmento telradecapéplido C-terminal del GRP
astimulan ia proliferacién de células humanas normales del epltelio bronguial.

Con poslerioridad a estos descubrlimienios y on baso a ellos, se clond al miRNA
codificador para el GRP de un tumor pulmonar humano que lo contenia {Spindel y
cols., 1984) y do céiulas del SCLC (Sausville y cols., 1986). Estos estudlos
ostablacieron que ol GAP es lormado a partir do un precursor polipeptldico que
conllene una sola copla del péplido. La secuencla del GRP sigue Inmediatamente al
poptido sefial y a continuacién se extiende una larga secuencla polipeptidica
carboxiterminal. Et gonoma humano muesira un gen codificador para el GRP que por

analisis citogenéticos ha sldo sftuado en ef cromosoma 18.
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Analisis por HPLC de proteinas aisladas muestran la formacion del GRP-10 (o
hauromeadina C) in vivo. Esle decapédplido as probablemento sintetizado por
procesos protaoliticos alternos a parlir del mismo pracursor que el GRP-27 {Spindel,
1986, Spindel y Krane, 1988),

Muchas células tumorales secretan laclores do crecimiento autocrinos que
estimulan su proliferacian. En el caso de las células del SCLC, el GRP se une a
roceptores en la superficle de estas célutas, eleva los niveles de Ca2* intracelular y
ostimula ol crocimlonto del tumor (Moody y Cuttita, 1993). También hay receplores para
BN/ GRP on lineas tumorales humanas, en concreto de glioblastoma humano {U-118) y
da un carcinoma pulmonar (NCI-H720) de las cualas han side solubilizados y puriicados
ostos roceplores (Staley y cols., 1993).

También la linea celular murina do fibroblastos Swiss 3T3 presenta receptores de
alta alinidad para BN/ GRP (Zachaty y Rozoengurl, 1985), los cuales han sido
solubllizados y puriticados de estas células (Naldini y cols., 1890; Baltey y cols., 1991).

1 racoplor para BN/ GRP de las colulas Swiss 313 ha sido adomés clonado
molecularmente (Battoy y cols., 1991}, y de su analisis estructural, los autores deducen
que dicho receptor os miembro de la superfamlilia de receptores dependlentas ce
proteina G, que une nucleotidos de guanina {(GTP), estando conslituido por sus
caracleristicos siote dominios transimombranales hidroiGbicos. Esla posibilidad habla
sldo tamblén apuntada por Sinnett-Smith y cols., en 1990, al observar una pérdida de
afinidad del GRP por los raceplores al afadir nucleolidos de guanina. En las células
Swiss 3T3 ostos péplidos esltimutan la sintesis de DNA a concentraciones
nanomolares y on ausencia de ninglin otro {factor de crecimiento o mildgeno
(Rozengurt & Sinnett-Smith, 1983). Se conocen blen los mecanismos de acclén do
ostos neuropéplidos an lag células Swiss 3T3. Tras ia unién de la BN/ GRP al receplor,
oste Interacciona con la subunidad de unitén al GTP { Fischer y Schonbrun, 1988 ) y se
olovan los niveles de inosilol 1,4,5-trislostalo y de calclo inlracelular {(Heslop vy cols.,
1986; Mendoza y cols., 1986), se activa la protetna quinasa G (Zachary vy cals., 1886) y
sa Inducen los oncogenes ¢-tos y c-myc (Letlerio y cols., 19886).

En osta misma linea, Patel y Scray (1990} demuestran la implicacién de la
bombesina en el cdncer de mama, ya que la Incubacién con el neuropéplido produce
una aclivacién de la ruta del inositol trilosfato y elevacion del flujo de calclo, ambas
sofiales mitogénicas. Colncldentes con estos resullados en cuanto a los mecanismos

de acclén a nivel intracelular, Swope y Schonbrun (1988} determinaron la ruta seguida
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por la bombesina on la estimulacion de la sacrecién de insulina, que implica una
olavacion de los nivelos de calcio y activacion de ia proteina quinasa C.

Una vez probada la accién del GRP como potente factor de crecimiento en
diforontas tumores, crecid el intergs en encontrar antagonistas que compilieran por al
raceptor para GRP en estas células. Coy y cols. (1990), llevaron a cabo un estudio
sobre andlogos do BN/ GRP con aclividad como antagonistas y describleron
oslratogias para oblenor pseudopéplidos que mantuviesen su capacldad antagonista
pura, sin expresar ninguna actividad como agonistas, como habla ocurrido hasta
entoncoes. En oste senlido, Szeposhazi y cols. (1992) proponen la posible aplicaclén
lerapotica do un antagonista do la bombesina obtenido sinleticaments, el RC-3095,
al cual actua inhibiendoe el crecimiento de un tipo do cancer de mama en ratones, Al
parocer la inhiblgidn se relaclona con una disminucién, en presencia dol antagonista de
la bombasina, en la capacidad de unién, a sus recoptores, de! factor de crecimlento
opidérmico (EGF), méas que con una competicién por el proplo roceptor.
Roclontementa Lisbow y colaboradores {1893) han observado que el antagonista de la
BN, RC-3095, os capaz do retrasar significalivamente el desarrollo do un tipo de céncor
provocado exparimentalmonte tras la administracién del carcindégeno
dimetilbonzantraceno (DMBA).

Aunque so han oncontrado receplores do allta afinidad para un nimero
conslderable de hormonas y neuropdptidos en leucocitos, no han sido atn descritos
para la tamllla do la bombesina. Sin embargo, sl parece probado que estos péplidos
tengan eloctos Inmunomoduladoras, sl bien los resultados a este respecto son todavia
0scasos y puntuales.

Rufl y cols. (1985), observan que la bombesina es un potente quimioatrayente
para monocitos humanos y células dol SCLG, pudiendo consislir su papel en mantenar
localizado o! tumor. Sugleren que una alleracldon en la producclon o regulacién de la
migracion celular por ésle y otros nouropéptides, podria ser rosponsable do la
dispersion dol tumor, En los afios siguientes, el grupo de Wiedermann demuasira que
macrdlagos alvoolares do rata secretan bombesina y también lo hacen, en mayor
madida, los oblenldos de ratas que desarrollan procesos librétices (Wiedermann y
cols., 1986 y 1988). Los autores postulan qua la BN, quimioatrayente para monocltos
sagun Rufl y cols., actuaria reclutando macréfagos hacla los atveolos. Esto podria
{avorocor ol aclaramiento de particutas Indeseablas {carbén, sllice, etc) no obslanle, un
oxcoso de secrocién do BN también podria desembocar en una transformacién
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nooplasica en el pulmdn, toniendo por lo tanto consecuoncias patolégicas.

En ostudios con paclenles de bronquitis cronica, Meloni y cols. {1992)
demuestran la presoncia de bombesina en células de la Ilnea monochio-macréfago de
sujotos normales, llagando a nivales altos en pacientes con bronquitis crénica. Estos
hechos paracen apoyar la Idea do que eslos péplidos desempefian un papel
importante on la respuesta inmunolégica a enfermedades pulmonares.

Un estudlo con diversos neuropéplildos, entre ellos la bombasina, sobre la
proliforacion de células obtenidas de nédulos linfaticos do ralén en cultivos mixtos
{MLR), rovela quo ésta os capaz de estimular ligeramonta dicho crecimiento, si blen
solamente so observa ol electo con concentraciones muy pequeitas del péplido
{10°14 & 10710 M) (Kreo v cols.,1986).

Fink y cols., (1988) encuentran que la bombaesina inhibe la proliferacion de células
CTLL-2 Inducida por L-2. Estos aulores proponon la existencia do receptores
aspocificos para BN on eslas cdlutas y rechazan quo se do una competicidn por el sitio
do unidn afa I1.-2, ala visla do las curvas dosis-respuesta oblonidas.

Sogln obsarvan Jin y cols. (1989), 1a bombasina también regula ta aclividad de los
lintocitos B Incromeantando 1a secrecién de anticuerpos de tipo IgA e [gG en el inteslino
do rata on oxperimentos realizados in vivo tras inyeccldn intravenosa de BN.

L.os mismos autores (Jin y cols. ,1990} estudlan también, el posible electo de
ostos poptidos sobre la {unclon fagocilica, en conerelo anallzaron la emision de
quimlocluminlgcenclia por fagocltos murinos en respuesta a GRP y péptidos
rolacionados y obsarvaron un incremento de fa misma. Este hecho es Interpretado
como una estimulacién de ia funcldn lagocitica por oslos péplidos, dado que los
fagocilos acllvados emiten luz debldo al ingremento de su malabollsmo oxldativo,
Ademas obsorvan que la adlcion de un quelante de calclo, como el EGTA, raduce [a
capacidad do respuesta de osas células fagociticas al GRP, lo cuai viens a confirmar la
importancia dal calclo come mensajero on la transduccién de la sefal producida por
oslos poplidos, hacho que ya habia sido demosltrado en otros sistemas bloldgicos,

En 1991, Van Tol y colaboradores investigaron, los eleclos da la administracion
intravenosa de BN en voluntarios humanos, en concrelo, sobra la actividad cilotdxica
frante a las colulas lumorales K662, y observaron un increimento de dicha actividad NK,
Praviamante habian obtenido resultados similares an experimentos in vitro (Van Tol y

cols,, 1990) aunque los nivelas de estimulacién obtenidos con BN en esle caso fueron
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inforioros a los obtenidos in vivo.

Como se puede deducir por lo expuesto los trabajos que estudian el efecto de la
BN, o péptidos relacionados con ella, en ol S.1. son escasos ¥ puntuales.
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Objetivos

2., OBJETIVOS.

En base a los antecedentes existentes, expuestos en la Introducclén, parece
avidonte quo ol sistema Inmune as regulade por los slstamas nervioso y endocrino, sl
blen no son dol todo conocldos los efectos que los mediadores de ambos slstemas
producon on las células iInmunocompstentes nl los mecanismos de dicha actuacion.
En oste sentido los datos existentes sobre ol grupo de hormaonas y nauropéptidos son
aln més escasos, y dontro de ellos destacan, por la falla de Informacion existente, los
poptidos relacionados con la bombesina que se han detactado en mamilferos: e
paptido liberador de gastrina (GRP) y la neuromedina C

El objetivo general que ha gulado el presente lrabajo de Investigaclén ha sldo
osludiar el efecto que esta familia do neuropéptides (bombesina, GRP, y neuromadina
C) olerce sobre la respuesta Inmune, lo cual aportarla una prueba mds de la
intorconexlon existente enire los sistemas nervioso e Inmune. Ademds, puesto que
los trabajos existentes en al campo de la neurolnmunomodulaclén son puntuales en su
abordaje, nos propusimos conocer el efecto de esta famlifa de péptidos sobre la
{uncionalidad de los dos tipos principales de células Inmunes: linfocilos y fagocitos.
Para alcanzar dicho obletivo se eligid un modelo animal de experimentacion
ampliamente utilizado en inmunologla, el ratén, y 0 eslablecld un gisefo in vitro para
podar esludiar la accién directa de los neuropéptidos obleto de estudio sin las
intarfarencias que logicamente tienen lugar fn vivo.

Esta objolivo general se ha parcelado en cbjetivos mas concretos que se
aenuymeran a conlinuacion:

1,- Elaclo de los nouropéptidos sobre la funclén de las células fagociticas. Se
gligleron para llevar a cabo este esludio, los macrétagos periloneales, por ser
roprosentativos de este lipo celular, faciimente obtenlbles en las canlidades
nocesariag, y por ser una poblacién en la que nuestro grupo tlene una gran
oxperiencia, habléndose desarrollado Incluso técnhicas originales para la Investigaclon
do la misma. El estudio se centra on la funcién mas slgniflicativa de estas células, el
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proceso fagocltico, considerando todas y cada una de sus dilerentes otepas:
adherancia a suslralo, quimiotaxis (posible efecto como quimiotactico y como
quimioatrayonte), fagocitosis de particulas inartes y de células, y dastruccién del
material Ingerido, esta ultima etapa del proceso se caracteriza por una serls de
aclividados de las cuales, una do las iniclales y més implicadas en |a propla destrucclén
0s la produccidn de radicales de oxlIgeno como el anlén superéxido v el perdxido de
hldrdgeno.

2.- Elacto sobre la tuncionalldad de los Iinfocitos. Se obllenon éstos de tres
organos inmunocompetentes; limo (drgano linfoide central o primario, lugar de
ditoronclacidn y produccion do linfocltos T), bazo (drgano hematopoyético en ol ratén)
y ganglios axilares (representativo de los érganos linfoldes periléricos o secundartos)
Adamas so Incluyen los linfocitos perlitoneales por ser una poblaclén que comparte
localizacion con los fagocilos que nos proponemos estudiar. En eslas células se
ostudian dos do sus funciones més represontativas: la quimiotaxis y la profiferacién
(Men espontanea o en respuaesta a mitdgenos) .

3.« Electo sobre la actividad citotdxica. Se estudia por una parte, la actividad
clioldxica natural, natural killer (NK) en laucocitos oblenidas de pariloneo y de los tres
organos linfoides resefiados en el punto anterlor, y por otra parle, la citotoxicidad
coetular dependienie do anticuerpo (ADCC) en lag mismas poblaciones de leucocilos .

4.-Modulacién por los neuropédplidos deo la secrtecién por células
Inmunocompetenles de {actores de colaboracldn Intercelular: Valoramos los niveles de
intarloucina 1, taclor producido por macréfagos que Interviene decisivamente en la
ostimulacion de la profiferacion linfoide, y de intarlaucina 2, produclda por tos lintocitos
y diractamente implicada también en linfoproliferacién y en la estimulacion de la
aclividad citotoxica. Ademds medimos los nivelas det factor de fusion de macréiagos,
FFIFM, producido por linfocitos y responsable de la formacidon de las células giganies
mullinucleadas {MGC).

5.- Nocosidad de la presencia de los péplidos para la oblencién de los efoctos. Se
protende averiguar si la Incubacldn con los neuropeplidos previa al ensayo es
suficiente para que dstos mantengan su efecto o st por el contrario, @5 necesaria su
prasencia a lo largo dol tiempo que dura el desarrollo de las prusbas.

6.- Espocificidad do los efeclos observados. Utllizando un péplido que actia
como polente antagonista uniéndose al receptor para [a bombesina an otros sislemas,
pratendemos comprobar sl los electos oblenidos por nosclros son especificos.
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Adomas, so osludia la posible prosencia de receptores en las células inmunes para
ostos neuropédplidos.

7.- Elocto de los neuropéptidos segin el tipo celular, Se prelende estudiar sus
olactos en las diferentes poblaciones de leucocitos purificadas en base a su diferente
capacidad do adherencia: células adherentes (principalmente macréfagos y linfocltos
B3) y células no adherentes {poblaclén enrlquacida en linfocitos T).

8.- Necosidad do la presencia do las célula adherentes para oblener el elacto
modutador de los nouropéptidos sobre la funcién linfoide o posible produccién de
algun tactor por dichas células adherontes que sea el responsable de los efeclos
observados an linfocitos cuando sa analizan en {a poblacién leucocitaria.

9.- Mecanismos de acclon seguidos por los neuropéptidos a nivel intracelular.
Protondemos determinar la ruta de transduccion do la sefial doe los péplidos estudiados
valorando los niveles do segundos mensaferas: AMPc o IP3, y su posible efecto sobre
la actividad enzimdtica protelna kinasa G (PKC).
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3.1. MATERIALES.

3.1.1.Materinl Bloléglco

L&t exparimontacion so ha realizado en ratones Mus musculus de las copas Swiss y
BALB/c procedentes do IFFA CREDO (Centre de racherche et d'elevage des Onais do
Saint Germain Sur L°Arbrese en Francia). Fueron mantenidos en el animalario de
nuestro departamento en condiclones estandar do alimentacién con plenso (PANLAB)
y agua ad fibftum, a una temporatura de 22 & 2°C y foloperiodo inverlido. Los animales
utilizados fueron machos con una edad de 1545 somanas.

Las levaduras Candida afbicans luoron cedidas por el Dr. Prieto del Depto. de
Microblologta de ta Univarsidad Compiutense de Madrid {UCM).

l-as células tumorales do [a finoa K562 fuoron cedidas por el Dr. Alvarez De Mon do
te Universidad de Alcalé de Henares.

L.as células YAC-1 fueron una cesidn det Dr, Sublza del Serviclo de Inmunologia del
Hospltal Clinico do Madrid,

3.1.2, Medios de cultlvo.

Sabouraud Gélose/Agar (BioMérieux) se utiliza como medio de cullivo para las
lovadurasCandida albicans.

Medio de cultivo RPM! 1640 con HEPES 25mM, y enriquezido con L-glutamina
20mM (GIBGO). En cultivos celulares se emplea suplementado con 10% de suero fetal
de ternera, SFT (GIBCO) descomplementarizado en bafto a 56°C duranle 30 min, y
como antibidtico se emplea 0.1 mg/mi de gentamicina (GIBCO).

Madlio 199 con HEPES 25mM y L-glutamina 20mM (GIBCO),

Madios salinos preparados en el laboralotlo con agua tridestilada : solucién salina
tamponada do foslatos,PBS, (CLNa 7,20g; PO4HNa2 1,64g; PO4H2K 0,44g por | de
disolucidn} y Hank’s (glucosa 1g: cloruro magnésico 0,1g; cloruro sédico 8g; cloruro
potasico 0,4g; cloruro célcico 0,14g; fosfato magnésico dibésico 0,1g; foslalo
imonopotasico 0,06g; losfato disddico 0,35g par | de disolucidn). La esterilizacién de
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lodos los madios de cultivo se llevo acabo madiante filtracion a través de membrana de

0,22rm do poro (Millipore). Los medios una vez esterilizados so almacenaron a 4°C,

3.1.3. Sueros y anticuerpos,

Suero humana de treinta individuos sanos cedido por el Dr. Hernanz del Servicio
de Bioquimica del Hospltal do La Paz.

Anti-CD15 (DAKO) utilizado en ensayos de citoloxicidad, so conservd alicuotado a
-20°C.

Anli-Thy-1 amablamante cedido por el Doplo. do Biologla Celular de ta UCM.

3.1.4, Mitégenos.
Concanavalina A (Con A, FLOW): lipopolisacarido do E.Coli (LLPS, SIGMA) y
fitohamagiutinina (PHA, Flow).

3.1.56. Neuropéptidos,

Los nouropédptidos objelo del presente estudio: Bombesina {BN), péptido
liberador do gastrina (GRP), y Neuromedina C, se obtuvieron de SIGMA. Los lros
nauropéptidos fueron reconstituidos en medio salino PBS, alicuolados y conservados
a -20°C en congelador. Asf mismo se obtuvieron de SIGMA otros neuropdptidos:
colacistoquinina (CCK), nauropéptido Y (NPY) y péptido Intestinal vasoactivo (VIP).

3.1.6. Otros péptidos.

Se obtuvieron tamblen do SIGMA los siguientes péptidos: (Leu13~u-~CH2NH-
Lou'4)-BN, antagonista del recoptor de la bombesina; forbo!l miristate acetato {PMA);
poplido formilado (F-Met-Leu-Phe, FMLP)., Fueron raconstituidos en medio salino

PBS, alicuolados y consorvados a -20°C

3.1.7. Reactivos quimlicos.

0 olluora g, (Molecular Probes Inc.).

)

O]

Acotalo de d 1

Acido iricloroacdlico: al 25% (Merck).
Agido trifluoracélico: preparado al 1IN {Plerce).
Adenosina tritostala: (Boehringer Mannhaim),
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Aprotining: (Boahringer Mannheim).

Azida sodica : (Merck).

RAR: {(SIGMA)

Ritiotroitol: (Boehringer Mannheim).

EDTA (acido otilendiamintetracetico):(SIGMA).

LGETA (écido elilenglicoltetracotico): {Boehringer Mannhaitn).

Extracto do carobro: (SIGMA), como fuente de fosfatidilserina.

HEPES: (Panroac).

Higlona o lil: (SIGMA).

lsobutil-molil-xantina (1BMX) : (Biomedical Tochnologies).

Loupapting: (Boetringer Mannhaim).

Liquide de contallgo: (Packard).

Nittoazul do Tolrazolig(NBT): (SIGMA).

PAR: (SIGMA)

Lordxido de Hidrégeng: (Carlo Erba).

Parlleulas do latex: do 1,091+0,0082 mm de didmetro (SIGMA) dituidas al 1% con
PBS astéril, so consorvan en nevera hasta su utilizacion.

Ratinal: (SIGMA). Se conservé on alicuotas a -20°C,

Thipsing : (Merck), se reconstituyd al 0,5% en PBS y se conservé a 4°C,

Triton X-100: (Merck).

Qlros reaclives : Metanol y etanol (Merck); DIFF-QUICK (DADE Grilols); Azultripan
(SERVA); Azul de matilono {PANREAC); dioxano(Merck), 4cldo cloridrico (Carlo Erba).

3.1.8. Productos marcados con isdtopos radiactivos,
Adenosin trifosfato (3*P-ATPR) (New England Nuclear); timidina (3H-T) (DuPont);
51Cr (DuPont) ; bombesina (1251-BN) (Amersham); GRP (1251-GRP) (Peninsula).

3.1.9. Kits comerclales.

Radioinmunoensayos (RIA) de AMPc (\AMERSHAM) e iL-13 {Advanced Magnetics,
MA); ELISA para determinacién de IL-2 (Collaborative Res. Inc., Bedlord, MA); ELISA
para la valoracion de citotoxicidad (PROMEGA). Ensayo de radioreceptor para iPg
(AMERSHAM),
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3.1.10. Material de laboratorio de especial interés.

GCamaras de Boyden utilizadas on las prusbas de quimiotaxis. El diametro interno de
las camaras es de 9 mm, el externc de 13 mm y la allura doe 5 mm en cada
compartimanto.

Fiitros (MILIPORE) de nitrocelulosa transparentables de 13 mm de dlametro yde 3
mm do tamafio de poro utilizados en las prusbas de quimiotaxis.

Flltros (MILIPORE) do 13 mm de diamelro y do 0.22 mm de poro para la
oslorillzaciéon de medios.

Irascos do cultivo de 25 ml (Falcon, Collaborative).

Mallas para ol macerado de ¢rganos (Sigma).

Homocitdmetro de Neubauer.

Lana da nylon (Du Pont).

Papal do fillracién {Whatman GF/C).

Papel de tiltracion (MILLIPORE AP-4Q).

Placas do M.1.F.(Storlin).

Placas de cultivo de 96 poclilos de fondo plano y de fondo en “U* {Costar).

Roesina cromatogréafica de diellllaminoetil celulosa (DE 52, Whatman).

3.1.11. Aparataje.

Agitadores (Bunsan)

Auloclave (SELECTA).

Balanzas do precision (Sauter y Sartorius).

Bombas do liltraclén (MILLIPORE).

Bailo termostatizado con agitaclén (Precision Sclantliic Inc.)
Bioluga (13 Heraeus ).

Camara da flujo laminar (Telstar).

Contrifuga cimnifuga refrigerada (2.0 RS Heraeus ).
Contrifuga de alla velocidad (RCSC Sorvall Ints., Du Pont).
Citdmelro de flujo FAGscan (Becton Dickinson).
Citocontriluga (Shandon).

Congelaclor de -70°C (Heraeus).

Contador de centeliso bota (LKB).
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Contador de centelleo gamma (LKB).

Dostilador de agua ultrapura (ELGA).

Espectrofotémetro (1201 Millon Roy Spectronics ).

Homogainizador manual (Pobell)

Incubador termostatizado {Kowell y Herasus).

Incubadores termostalizado y con atmésfera do CO, controlada (PACISA y
SELECTA).

Loctor de placas de ELISA (SLT Labinstruments).

Madidor do pti (D-501 Crigon Inc. ).

Microscopios opticos (Nikon).

Microscopio Optico invertido (Plauger)

Pipotas autométicas y mullidispensadoras {Gilson y Menarint)

Rocolector do cdlulas (Taller de Ayuda a la Investigacion, UCM)

Sonicador (Vibra Coll Sonics Matarials)

3.2, METODOS

3.2.1. Dlluclén de los neuropéptidos,

Las diterantes diluciones de los neuropéptidos (Bombesina, GRP y Neuromedina
C) so realizaron on soluctdn PBS o en medio Hank's, cada dla de experimentacldn de
modo ¢uo so obtubleran las concentraciones deseadas en cada snsayo.

3.2.2, Obtenclién de muestras celulares.

3.2.2.1. Obtencién de macréfagos peritoneales murinos.

Los macrofagos fueron oblenidos del periloneo de ratones sacrificados por
dislocacion cervical, que fueron manipulados en lodo memanto en condiciones de
osterllidad. La pie! sobre el abdomen se rellra, quedando al descublerto, pero sin abrir,
la cavidad peritoneal en la que se Inysctan a continuacién 4ml de medio de cultivo
Hank's a 36°C y {ras suave masaje abdominal, se recupera el 80% de la suspensidn
inyoclada. Esla suspensldén paeritoneal se encuantra fundamentalmente constilulda por

linfocltos y macréfagos, (en proporcién de 2:3), células que son contabllizadas por ml
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do susponsion, utilizando una camara de Neubauer y microscopio de cantraste do

lase. Los macrofagos se diferencian por su morfologia y por tincion esterasa no
ospocllica.

Purlficacién de macréfagos perltoneales murinos. Alicuotas de 500 pl do
la suspenslién peritoneal se mantisnan en tubos eppendori, o blen 200 I en placas
MIF, dopondiendo dol ensayo a realizar posteriormente con estas células, durante 45
min a 37°C para pormitlr la adhoesién de las cdlulas a las paredes del tubo o a la suparficle
do 1a placa, se decanta et sobrenatlante (que incluye células no adharentes, linfocilos T
principalmante) y se afiade tripsina al 0,5% Incubandose duranta 1 hora para eliminar
fos linfocitos adherldos (fundamentalmente células 8). Se lava con PBS y se incuban
ins cdlulas adheridas con modio de cultivo RPMI durante 24 h para facilitar la

racuperaclon do los rocaptores en los macrélagos.

3.2.2.2. Obtencién de leucocitos de drganos linfoides,

Los dérganos inmunocompatonies que van a saer utilizades an los ensayos: bazo,
timo y ganglios axilares, fuergn extraidas, en condiciones de esterilidad, del ratén,
proviamente sacriflcado por dislocacidon corvical. Los drganos asl obtenidos, fueron
culdadosamenio macarados en medio de cullive RPMI complelo {suplementado con
10% de SFT doscomplomentarizado) y filtrados por una malla. Los leucocitos de bazo
fuoron saeparados siguiendo la técnica de Boylim (1968) que consiste en la
contrifugacion do la suspension coelular en un gradiente de Ficoll de densidad 1070 a
2500 rpm durante 25 min. Los hemalles quedan depositados en ol fondo del tubo, el
plasinga, on la parle superior y en la interfase flicoll-plasma se localiza el hato de
lottcocitos, que es extraldo y lavado tres vaces con PBS por centrifugacion a 1200
rpin. L.os leucochos de limo y ganglios se lavaron con PBS a 1200 rpm trés sor liltrados

por ta malia . Las células as! oblenidas se contabllizan en camara de Neubater.

Purlficaclén de linfocitos T.

La suspensidn de leucociios que se desea purillicar se hace pasar alravés de
columnas empaqueladas con lana doe nylon. Se ulilizan jeringuillas de 5 mi que so
rellanan con 0,6 gr de lana de nylon y que son lavadas con medio RPMl y a

conlinuacion con of mismo madio RPMI pero complelo y son mantanidas a 37°C y 5%
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do GO3 hasta su ulilizacidn. La susponsion celular rasuspendida en medioc complelo se
deposita on la columna y se incuba a 37°C durante 30 min, transcurrido ese tiempo se
oxtraon los linfocitos con 5-10 ml de medio completo. La pureza en linfocitos T asl
obtonlda es dol 97%, sogin fue comprobado por inmunodeteccion utilizando un
anticuerpo anti-Thy1. Para ello se cltocentrifugaron 200 ul de ta suspensidn celular
purilicada y se dojaron secar a lomperalura amblente duranta 2 h, Transcurrido este
tlompo las praparaciones se fijaron con acetona duranie 10 min y se dejaron secar 20
min. 8o bloqued fa peroxidasa enddgena con metanol y pordxido de hidrégeno an
proporclon 99:1 durante 30 min. A conlinuacidn se aiadld suere de conejo {dilucién
1:30 en PBS/BSA), animal en al que estaba oblenida la segunda capa y s esparo 20
min para afadlr el anticuerpo antiThy1* (sobrenadante concentrado). Se dejaron
algunas praparacionoes sin esta primera capa como controles positivos. Se lavo tres
vacos con PBS y se afadio la segunda capa, inmunoglobulina anti ratén obtenida on
conojo {dilucion 1:20 en PBS/BSA +1%suaro de ralén). Se volvié a lavar y so adiclond
ol complejo PAP (dilucién 1:30 en Tris + 1% suero de ratén). Se reveld con DAB, se
roalizd una tincldn deo contrasle con azul do metileno, se desengrasd y se montaron las

preparacionas para obsarvarlas al microscoplo.

3.2.3. Viabllidad celular,

La viabilidad do las células oxtraldas y utllizadas en las distintas t&cnlcas fue
analizada modiante al mélodo de exclusién del colorante vital tripan azul. Este
colorante al 0,5% on solucién salina se aflade a la suspension celular {al 50% en
volumon} y so contabllizan inmedlatamente en cAmara de Neubauer las células que
aparocan tofiidas de azul {muertas) y las que no lo estan (vivas), expresandose como
porcentaje do mortalidad o viablidad. Solamenie sa utilizaron para electuar los
corraspondionios exparimentos aguellas suspensiones celulares que presentaban

una viabilidad mayor del 95%.

3.2.4, Estudio del proceso fagocitico.

La funcion fagocilica en el macrdfago conlleva una serie de acciones que se
desarrotian con anterioridad al praceso de Ingesta del material extrafio y que se
continuan tras ef mismo. En primer lugar el macrdfago peritoneal se adhiere al sustrato
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tisular, posteriormonte so mueve hacia el foco de infaccidh dirigido por un gradiente de
productos atrayentes (quimiotaxis). Ya en contacto con el material exirafio se une a é|
espontaneamente o a través de factores séricos, y lo Inglere. Por titimo el malerial
ingorido os destruldo y digerido mediante un proceso que requlere aclividad
motabdlica oxidaliva. Pasamos a anallzar la metodologla utilizada para el estudio de
cada uno de ostos procesos on ol macrdlago peritoneal murino.

Los macrélagos en la suspension celular oblenida del poritoneo se ajustan a 5x108
macrélagos/ ml de medio Hank’s para llevar a cabo el estudio de las dilerentes etapas
dol proceso fagocitico.

Las concentraciones de los neuropaplidos ulllizadas van desde 10°14 hasta 100 M
on Intervalos de una decena molar.

3.2.4.1. Adhoroncla a sustrato

La capacidad do adherencla al sustrato del macréfago se analizé sigulendo la
t6cnica previamente descrita por nueetro grupo (De la Fuente y cols, 1890).
Brovemento consiste en dispensar alicuolas de 200 U/ de la suspension peritonest
ajustada en tubos eppendorl, a los que se afadié 20 pl de cada uno de los
neuropéptidos para oblener las diferentes concentraciones indlcadas antariormente.
Los controles racibleron 20 ;4 de medio Hank's. A los 6, 10, 20, 30 o 60 min de
incubacién on esiula a 37°C, se tomaron allcuotas de 10 A y se cuaniilicd en cimara de
Noubauer el numero de macréfagos no adheridos, calouldndose el indice de
adhorencla {1.A.) como sigue:

(1A) = 100 -  { macrélagos/ mi del sobrenadante) / ( macréiagos/ mi de fa suspensién

original) ) x 100

3.2.4.2. Movilidad Inducida ( Quimiotaxis )

La movilidad Inducida o quimiotaxis, se evalud segiin una modificacion de la técnica
original descrita por Boyden (1862), que consiste basicamente en la utilizaclén de
camaras con dos compartimentos separados por un fiitro de nitrocelulosa {MILLIPORE)
de 3 pum de poro. Se depositan allcuotas de 300 i de la suspenslén de macrélagos ya
sjustada en ol compartimento superior de la camara Junto con 30 A de la dilucién del
neuropdptido, para oblener las dilerentes concentraciones, o 30 A de meadio Hank's
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on las muoestras conlroles. En la parle inferior se depositan alicuotas de 400 i de F-
Mot-Lau-Phe a la conceniracién da 108 M ulilizado como agents quimiotactico.

Las camaras se Incuban durante 3 horas & 37°C en una atmdstera al 5% en COgy y
con humedad a saturacion. Tréas la incubacion los filtros son recuperados, lijados y
tofildos slguiendo las siguientes pautas:

Alcohol metilico 50% ................... 5min
Alcohol etllico 75% ... 5min
Agua dostilada ... 2min
Eosina-azul da metlleng................. 15min
Agua dosttada ..o 2min

Posteriormonto se procade al recuento al microscoplio del niimero de macrélagos
que aparocen on ta cara Inferior del filiro, madiante cualro barridos de 5 mim cada uno,
con to quo soa cubre aproximadamoente un tarcio de la suporificle total dol filtro. El valor

obtanido an dicho recuento lo denominamos Indice quimiotactico {IQ).

3.2.4.3, Capacidad quimloatrayente

Asl mismo, también se valord la capacidad gimioatrayente de los péplidos ulllizando
lag mismas camaras poro modificando la técnica, de forma que los neuropéplidos se
disponsan, a las diterentes concantraclones, en ol compariimento Inferior de la camara
de Boyden y las ¢olulas en ol superior. E| control lleva péptido formilado: ~-Mel-Leu-
Pho a la concentraclan de 108 M como quimioatrayente, en el compartimento inferlor.

3.2.4.4, Fagocltosis de CHndlda alblcans.
L.as placas con ol medio de cullivo de C.albicans descrito en malerlales, se
siombran on condiclonos do estorilidad y se mantlenen en estufa a 37°C durante un

maximo do 4-5 dias.

3.2.4.4.1, En tubo. Se lievo a cabo slgulendo la técnica descrila por Brune y
cols. (1973) ligoramente modificada por Nufiez y cols.(1989). Alicuotas de 500 ul de la
golucién do macrdfagos se dispensan en tubos de plastico Junto con 500 ul de
C.albicans ajustadas a 5x109 células/ ml de medio (relacién macréfagos/ candidas
1110) y 40 14 do un pool de suere humano, como fuente de opsoninas, ¢ en su lugar
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40 pl do medio para evaluar la fagocitosis esponténea. Se ailade seguidamente el
nouropdptido a las diferentas concentraclones 0 bien madio de cultive en igual
cantidad,10 14, en las muesliras controlos.

Tras Incubaclén durante 60 min a 37°C, sa centriluga a 800 g durante 10 min. Se
oliminan 2/3 del sobronadanie y se agila vigorosamente el resto, efecluandose
saguldamento ol recuenio en cdmara de Neubauer y expresando los resultados como

namoro doe céndidas ingeridas por 100 macréfagos.

3.2.4,4.2, En placa MIF. So suigld una técnica disefiada por nosotros
tomando como base otra previamente descrila (De la Fuente, 1985). Allcuotas de
20041 do la suspoension original de macréiagos se incuban en cada poclilo de placas
MIF duranta 30 minutos a 37°C. Al mismo tiempo son incubadas C.albicans,ajustadas a
10x100 células/ ml do modic (relacién:macrétagos/ candidas 1/20), con suero (la
relaclon céandidas! suero en volumen fue de 200 pl/ 40 pi). La monocapa de
macrdlagos adhorida a la place, se lava con medio salino PBS a 37°C. Seguldamente s
afinde a cada poclilo alicuotas de 200 p de céndidas y suero, e inmediatamente 20 il
dol nouropdplido para consegulr las diferentes concentraclones o 20 ut do medio
Mank's en los controles. Transcurridos 60 minutos de Incubacién en estufa a 37°C, las
placas sa lavan con abundanto PBS a esa misma temperatura, para elimingr las candldas
no tagocitadas. Las placas se fljan en metanol durante 5 min, y se tiflen con un Wright-
Glomsa modificado (DIFF-QUICK) procediéndose al recuento del nimere de candldas

Ingeridas por 100 macrélagos, lo que so Indica comoindice de fagocitosis (IF).

3.2.4.6. Fagocltosls de particulas inertes (bolas de latex)

So slguid la técnica descrita por Da la Fuente {1985). Se afiaden allcuotas de 200
yl do la susponsién peritoneal ajustada a placas de MIF y se obtienen la monocapa
como so Indlcd en ol apariado anlerior de fagocltosis de céndidas en placas MIF. En
aslo caso una voz lavada la monocapa de macrdlagos, se aflade a cada pocillo 200 pl
do medio Hank's , 20 yl de latex ( al 1% en PBS) y 20 yl de los neuropéptidos para
conseguir las diferentes concentraclonas o unicamente de medio en los controles. Se
incuban las placas 30 min, se lavan, fijany tifien. Se cuentan el nimero de particulas de

lalex ingoridas por 100 macréiagos (IF).
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Para avoriguar el electo do los nouropéplidos sobre poblaciones purificadas se

onsayd osta misma prueba con mécréfagos peritoneales qua fueron purlficados
sigulendo el protocole explicado en el apartado 3.2.2.1, realizado en placas MIF.
Procediondo a coninuacion como en el caso de muesiras periloneales complatas que
acabamos deo doscribir,

3.2.4.8. Digestion del materlal fagocitado

A la hora do estudlar el efecto de los péplidos sobre la capacidad de destrucclén
dol mataral ingorido de los macrélagos, se valord la producclén de dos maetabolilos
oxidativos: On"y HpOs,

El anidn supordxido (O7) sa midié gracias a la gran capacidad de éste para reducir
compuostos, utilizando nitroazul de tetrazolio (NBT) que es converlide en proporcion
oquimolar en un lormazan delectable por especirofotometria (Bagasra y cols, 1988 ).

Gn cuanto al perodxido de hidrégeno lo hemos valoradoe por citometria de flujo
valiondonos de un compuesto fluorescente, el diacetate de 2,7-diclorodihidro
fuorescina (DDF-DA). Este es un compuaesto no flucrescente y estable que alraviesa la
mambrana celular por su caracter apolar y es desacetilado en el interlor de {a ¢élula,
quodando alrapado y slendo rapidamente oxidado on presencla de HxOs a un

compuoasto altamonte Hluoresconte 2',7'-diclorofucrascaina.

3.2.4.6.1. Test de reducccién del Nitroazul de tetrazollo (NBT)

Se roallzd siguiendo ¢l mélodo descrito por De fa Fuente (1985) ligeramente
modificado por Nuftez y cols.(1989).A Alicuotas de 250 pl de la suspension orfginal de
macrolagos, se los afladen 250 pl de NBT (1 mg/ mi Hank's). Seguldamente se
incorporan 50 ul de la suspensién de lalex (al 1 % en PBS) para esludiar la reduccion
on condicionos do estimulaclén (muestras eslimuladas) o 50 p de medio en las
muostras sin eslimular. Los neuropéplidos se afladen en alfcuotas de 50 ul para
obtenor las diterontes concentraclones y en los controles se dispensa igual volumen
da maodio.

Transcurridos 60 minutos de incubacion en bafio a 37°C y con agitacion suave, se
para la reacclon afadidndo a cada tubo 2,5 ml de CIH 0,5 N, se centrifuga 30 min a

1.600 g, so desprocia el sobrenadante y ol NBT reducldo as extraldo con 1 ml de
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dioxano, se contrituga do nuovo y se doterminan las absorbancias del sobrenadante
on aspoctrofoldmetro a 525 nm,

Para roalizar la curva palrén, se procedié como sigue: se Incubaron allcuotas de
500 pl. de NBT a diferentes concentraciones {desde 10°5M a 10-3M) con ditiotreitol
como agenta reduclor en propoercién 1:1 molar, y se siguisron los mismos pasos
oxplicados anteriormante en este mismo apartado.

Una vez dibujada la curva patrdn con concentracionses de NBT frente a las
absorbancias obtenldas, se interpolaron los valores encontrados en los exparimentos

con ol {in de exprosar los resultados en concentracion de NBT.

3.2.4.6.2. Estudio de In formaclén de metabolitos del oxigeno por
citomotria de flujo.

Se recogen las colulas poritonoales, se lavan en madio Hank's y se ajustan a 8x108
macrolagos/ ml. Se vuelven a lavar y ef precipitado se resuspende en 1ml de buffer A
(Hank's sin Ca2*%, sln Mg2* y con 1 mM EGTA). Se afiade diacetalo de
diclorodihidrofluorescelina (DDF-DA) do una solucldn stock de 5 mM en etanol, para dar
una concaniraclon final de 5 pM. So incubra 16 min a 37°C y se conirifuga a 1000 rpm, &
min, para oliminar el exceso del producto, y se rasuspende de nuevo en 1 ml de buffer
A. Se dispensan alicuotas de 100 plitubo en tantos tubos como muestras se vayan a
ensayar y se completa a 1 ml con buller A. Se afiaden los estimulos en 10 i (PMA 50
ng/ mi, FMLP 108 My GRP 10-1 M). Como contro! positivo se utlliza 300 M de HyO5
y como control negativo 5 mM de azida sodica. Sa Incuban los tubos en bafio con
agitacion durante 16 min a 37°C. Se mantienen en hislo y se analizan an el citometro de

fiujo.

3.2.6. Estudio de la funclén linfolde.

Pagsamos a describir 1a melodologla empleada para anallzar fa quimiotaxis en los
linfocitos, asi como la capacidad quimloatrayente de ios neuropéptidos, y la capacidad
proliferativa de células linfoldes Incubadas con los neuropéptides. Se ensayaron BN,

GRP y nouromedina C a tres concentraciones: 108, 10°10y 10712 M,
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3.2.5.1. Quimiotaxis y capacldad quimloatrayente.
La quimiotaxis de los lintocitos se valord slguiendo el mismo método descrito para

macrofagos on el apartado 3.2.4.2. con alguna salvedad y es que se utilizd péptido
formllado como quimioatrayonte.

La capacidad quimioatrayente de los neuropéplidos para los linfocitos se estudio
afadiendo en ol compartimento Inforior de la cémara de Boyden las distinlas
concontraciones do BN, GRP y neuromedina C, como se describe en el apartado
3.2.4.0

So realizaron aimbas pruebas con linfocitos peritoneales y de dérganos linfoldes:

timo, bazo y ganglios axilares.

Asi mismo, so esludlo la quimiotaxis en muestras enriquezidas en linfocitos T de
poritoneo y do los tros organos linfoldes. Para ello se procedié a la purificacidén de las
poblacionos de loucocitos, sogin la metodologla descrita en el apartado 3.2.2.2., y a
conlinuacion se procedid al ensayo de quimiclaxis do la mima manera que con las

muoastras complotas,

3.2,6.2, Respuesta proliferativa

l.a rospussia prolilerativa de linfocitos fue esludiada mediante un lest de
transformacidn linfobléastica (TTL). Su fundamento reslde en la capacidad de los
lInfocitos machuros de transformarse, en condiciones adecuadas, en células con
capacidad de divisidon o linfoblastos. Eslos linfoblastos sintetizan ADN por lo que
afadiendo un procursor de la sintesls, como la timidina, puede cuantificarse el
crocimionto.

La susponslon leucocitarla obtenida de ganglios axilares, bazo y timo fue ajusiada a
1x109 lintocitos/ mi de medio RPMI complelo. Para estudiar el efecto de los
nouropéptidos sobre la linfoproliferacion espontanea, se sembraron allcuotas de 200
1 en placas do 96 pocllos con fondo plano, en presencia de bombesina, GRP o
neuromedina C (10-8, 10-10, 10"12M), que fueron incorporades en volumenes de 20
i, o on ausancla de neuropéplides, en cuyo caso se afiadleron 20 pl de medio

unicamente.
Para ostudlar ta respuesta prolifarativa en respuesta a mitdgenos se incorporan en
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olros pocillos 20 pl de Con A como estimulador del crecimiento de linfocitos T, o LPS
(20 plf pocillo) como mitbgeno de linfocitos B. La Con A se ulilizé a dos
concontraciones 1 pg/ml y 6 pg/nt; ol LPS a 10 pg/ml. Asi mismo se incubaron otros
poclitos con los tres neuropdplidos a las concentraclones indicadas y en presencia de
los milégenos. Las placas se Incubaron durante 48 h a 37°C y 5% COg. Transcurrido
osto tlempo so aftadié 0.5 mCl de imidina-3M por pocillo vy se prolongd la incubacién
durante 24 h mas. Al termino de fa misma se recoloclaron las células, con un recolector
somiautomético, on papeles (MILLIPORE AP-40) que se introducen en viales con 5 ml
de llquido do contelleo. La timidina incorporada, se midié en un contador de centelieo-
i}, obleniendose las cusnlas por minule (cpm) da cada poclllo.

Los resultados so exprasan como porcentajes de estimulacion, dando el 100% a

las epim obtenidas on las muestras contreles incubadas sin neuropéptido nl mitégenos.

Estas mismas pruebas se realizaron con muestras de poblaciones enriquecidas en
linfocllos T. Para olic so purilicaron poblaciones de leucociios oblenldas de timo, bazo
y ganglios axilaros, soegun la melodologia descrita en el apartado 3.2.2.2., y a

continuacion so procesaron de la mima manera que las muestras completas.

3.2.6, Estudio de la actividad cltotdxlca.

L.a capacidad citotoxica de las cédlulas Inmunocompetentes, principaimente !la
cltotoxicidad colular dependiante de anticuerpo o ADCC y la {lamada citotoxicldad
natural o NK, fueron estudladas en respuasta a la Incubacién con log neurcpéptidos de
la familla do ta bombesina,

Para allo, so ulilizé como célula diana, la linea lumoral humana K562 para los
ansayos te ADCC y las células YAC-1, procedentes de un linfoma murino, como dianas
de la aclividad NK. Tamblén se wilizaron en algunos exparimentos las células K562
como dianas do citoloxicidad NK. Las dlanas fueron almacenadas a -70°C y crecidas en
cultivo anles do su utlfizaclon. El cultivo se realizd en frascos estériles mantenidos a
37°C y 5% do CO,. El medio de cullivo consistia en RPMI complelo al que se afladieron
0,1 mg/ ml do gonlamicina, y era renovado cada dos dfas. La evolucian del cultivo se
conlrolaba periodicamente con el microscoplo inverlido, comprobando su crecimiento
y deteclando posibles contaminaciones.

Se siguioron dos técnlcas diferentes para valorar estas aclividades. Una basada en
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ol marcaje do las células tumorales con %' Cr y |a otra mediante la utilizacién de un

onsayo comercializado (PROMEGA) que se basa en una valoracion enzimética.

3.2.8.1. Ensayo de cltotoxicldad por Incorporacién de 51Cr.

Esta técnica se basa on el marcaje de las células tumorales usadas como dlanas con
un Isétopo radiactivo: $1Cr, que se Incorpora &l Intarlor de las células. Las células K562
y YAG-1 so tavan con medio de cullivo RPMI completo, se resuspande el precipitado
on 100 ¢l de suero felal de tarnera y 100 pl de S1Cr (0.1 mCi) y se Incuba durante 1 h a
37°C agitando varlas veces. Después, se favan tres veces con medic de cultivo y se
ajustan a 2.5x10% células/ ml.

En los ensayos de ADCC las células K562 se Incuban durante 15 min con el
anticuerpo monocional, ani-CD15 (VIM-D5), que reconoce espacificamente el
haptonoe X (lacto-N pentosil fucosa I} quoe se expresa an las células iumorales K562
(Madjlc y cols., 1981). Se utilizaron varias diluclones del mismo: 1:200; 1:500; 1:1000.

L.as colulas elactoras (leucocilos de bazo, ganglio y timo} se ajustan para obtener
unas relaciones efoclora:diana de 25:1; 50:1; 100:1 para la prusba de NK o 100:1 para
ol ensayo de ARCC.

So stembran on placas de 96 poclllos con fondo en "U" los componentes del
onsayo (dianas, elecloras y anticuerpo, en los ensayos de ADCC o solamente los dos
primoros en los do NK), vy se ailaden bombesina, GRP y neuromedina C a diferentes
concentracionos (108, 1010, 10°12M), Se centritugan las placas a 250 g 6 min, para
tavorocer los contactos Intercelulares y se Incuban a 37°C y 5% COg durante 4 h.
Transcurrido ese tlompo, se centrifugan de nueve las placas y se recogen 100
pocillo dol sobranadante y se delerminan sus ¢pm en un contador de centelleo
(LKB, Upsala, Suocia). El porcontaje de lisls se calcula como sigue:

% lisls = ([-3) x 100/ M

{z: media de las cpm obtenidas en los pocillos Incubados an presencia de las
célutas elacloras.

5: medla do las cpm oblenidas an los pocillos controles de lisls esponténea,
sombrados golo con dianas.

M: media de las cpm obtenidas en los poclllos controles de liberactén total

contanlendo células diana y una dllucién 1:100 de detergente Triton-X1Q0.
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3.2.6.2. Ensayo de citotoxicidad por valoraclén enzimatica.

En cuanto al otro métado utilizado en la valoraclén de la citotoxicidad se trata de un
ELISA comorclalizado por Promega y cuyas lineas generales exponemas aqui.

So basa on la valoracién de la actividad enzimalica de la LDH (lactato
deshidrogonasa) fiborada a! sobrenadante por las células lisadas. Esta valoracion se
llova a cabo concluidas las 4h de Incubaclén de las dlanas con las electoras que se
roaliza do lgual manora quo en la técnica explicada anteriormente, utilizando también
placas de 96 pocillos y tondo en “U". £l método consiste en ensayar la aclividad LDH
on los sobrenadantes de los diterentes pocillos, para lo cual se loman 50 ulf pocillo a
los quoe so abaden 50 pl de una mezcla del susirato de la enzima (Diaforasa, lactato y

NAD'), so Incuba 30 min a tlemperatura amblente y se leen las absorbanclas a 490 nm.

Utihizando este mélodo se valoré el efecto da los neuropéptidos sobre la actividad
citotoxica NK y ADCC en muoestras de timo, bazo y ganglios axilares en Ias que se
purificd la poblaclon de linfocitos no adherentes (siguiendo la melodologia expuesta
on ol apartado 3.2.2.2.). Asl mismo se valoré la actividad "NK-like" en muestras de

macrdlagos purllicados del peritoneo en respuasia a los heurepéptidos.

3.2.7. Estudio de la colaboracidn Intercelular.

So valora la produccldn do cltocinas por las células inmunes estudiadas incubadas
on prosencia do BN, GRP y nouromadina C. Se sligleron clloclnas claramante
implicadas en las funclones estudiadas: la IL-1 y la 1..-2, activadoras de la respuesta
linfoproliterativa, la 6ltima también implicada en citotoxicidad; el factor de fusion de
macrdlagos (FFM) responsable de la formacién de células gigantes multinucleadas
(MGC).

93.2.7.1. Efecto de los neuropéptidos sobre la producclén de IL-1
potr macréfagos.

3.2.7.1.1. Obtenclén de sobrenadantes con IL-1,

l.a suspension paritoneal fug ajustada a 1008 macrélagos/ ml, sembrados en placas
de cultivo do 96 pocllios en alicuotas de 200 plf pocillo, @ Incubados a 37°C durante 45

min para lavorecer la formacldn de una monocapa y permitirnos eliminar mediante
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lavados con PBS las colulas no adherentes. A continuacién se afiadieron a los pocillos
los nouropdplidos en alicuotas do 20 ulf pocillo para conseguir una concentracién de
10710 M. Tamblén se incorporé Concanavalina A (1ug/ mi) como control de la
praduccion de IL-1, y asi mismo, a otros pocillos se afiadleron la Con A y BN, GRP o
neuromodina C. Por Gltimo se afadié medio RPM! completo en alicuotas de 200 pl/
pocillo y se incubaron las placas durante 24 h a 37°C en una atmosfera al 5% do COp y
humedad a saturacion. Finallzada la Incubacién, las placas se centrifugan y los

solronadantes, libres do células, se almacenan a -20°C hasta su ensayo.

3.2.7.1.2. Valoracién de los niveles de IL-18.

La dolarminacion do los nivelas dae |L-1[ en los sobrenadantes se realizé mediante
radloinmunoensayo, que so basa on la competicién enire ol ligando marcado ({(1251)-1L-
18} y ol ligando nativo que contengan las muesltras, por un ntimero limitado de sitios en
uh anticuerpo ospoecifico. La IL-1[3 unida al anticuerpo fue separada de la libre con un
anticuorpo unido a bolas magnélicas por centrifugacion. La fracclén marcada unida al
anlicvarpo fue medida en un contador gamma y se correlacionaron las cuentas
oblonidas con concentraciones do 1L-18, interpolando los valores en una curva
ostandar, La canlidad minima de IL-1B detectable es de 4 pg/ 0,1 ml. El coeficients de

varlacton interensayo os dol 7,4 % y ol de varlacién intraensayo es del 6,4 %.

3.2.7.2. Efecto de los neuropéptidos sobre la producclén de IL-2
por linfocltos.

3.2.7.2.1. Obtencion de schrenadantes con IL-2,

Suspenslones de leucocllos de ganglios axilares, bazo y timo fueron ajustados a
108 colutas/ ml y sembradas on placas de cultivo de 96 pocillos a los que se
incorporaron BN, GRP, o neuromedina C. A otros pocillos se afiadid Con A {1 pg/ mi)
como control positivo. Las placas se incubaron durante 48 h con 200 pl/ pocillo do
RPMI comploto a 37°C en una atmdslera al 5% de CQy y humedad a saluraclon. Trés el
periodo do Incubacién las suspensiones fueron centrifugadas y los sobrenadantes,

libros do cédlulas, se almacenan a -20°C hasta su ensayo.

3.2.7.2.2. Valoraclén de los niveles de IL-2,
La delerminacién de los niveles de IL-2 en los sobrenadantes se realizd usando un
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ELISA comarcial para ratén. Las muestras y los estandaras de IL-2 se incorporan a una
placa do ensayo adsorbida con un anticuerpo igG especifico contra la [1.-2 de ratén.
Despues de lavar so aflade el anticuerpo espacifico contra la IL-2 conjugado con
peroxidasa. Se lava de nuevo y se afiade el sustrato del enzima, fenilendiamina,
midiondoso la absorvancia a 490 nm. Esta técnica presenta una ventaja frente a los
tradicionales bioensayos con lineas célulares IL-2-dependientes, y es que al utllizar un
anticuerpo especllico contra IL.-2 no esta sujela a Interferancias por otras citocinas que
puada haber prosontos on los sobrenadantes. La cantidad minima do IL-2 detectable
os do 1 U/ imi, ol cooficlonte de varlacion de pracisidn inlraensayo es de 5,1 %, y el do
procision interensaye os do 7,3 %.

3.2.7.3. Valoraclén de la produccién de FFM.

La producclion dal tactor do fusion de macrdiagos (FFM) fue valorada en presencia
dol GRP, Para ollo, so utilizaron placas MIF en las que se deposilaron alicuotas de 100
ipocillo do la suspension perltoneal ajustada a 5x10°% macréfagos/ ml de medio
Hank's. Se ingubaron 45 min a 37°C y una vez lormada la monocapa, se lavd con PBS a
37°C y so aiadioron 200 pl/ pocitlo de madio RPMI completo. Se incorporaron 20 plf
pacillo de PHA como control positivo, o de GRP para oblener una concentracion de y
10710 M, raspoctivamente. Tras 24 h de Incubacion, las células se lavan, se fljan en
motanol durantae 5 min, s liiien con un Wright-Glemsa, y se proceds al recuenio de

células glganies con dos o mas niiclecs por cada clen macréfagos.

3.2.8. Preincubaciones con los neuropéptidos.

So rollzaron pruebas de valoracion de la citotoxicldad nalural (NK) incubando los
laucocios previamonte al ensayo con GRP. Para ello se obtuvieron los leucocilos de
timo, bazo y ganglios axliares, so ajustaron a 108 células/ mty se sembraron (100 pi/
pocliio) en placas do 96 pocillos y fondo en "U", afiadiéndose 10 pl de GRP para
oblener las sigulentes concentraclones: 108, 1010 y 1012 M. Se incub6 la placa a
37°C y § % CO, duranta 1 h, transcurrida la cual, se centrifugd ia placa a 250 g durante
5 min y se lavaron tos pocillos dos veces con PBS en iguales condiclones de
canlrifugacién. Seguidamente se afiadieron 100 pl/ pocillo de las células YAC-1
ajustadas a 10° células/ mi y 100 plf pocillo de RPMI y se procedié sigulendo el
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protocolo oxpuosto en al apartado 3.2.6.2.

3.2,8, Estudio de la especificldad de los efectos.

l.a espocilicldad de los eleclos do los neuropéptidos en células inmunes fue
ostudiada medlante dos aproximaciones. En primer lugar utllizando un antagonista del
rocoptor para la bombaesina y por olra parte, realizando ensayos de binding con

bombasina y GRP imarcados isotéplcamente.

3.2.9.1. Estudlos de competencia con un antagonista del receptor
para |n BN,

El paptido (Leu'3-y CHoNH-Leu4)-BN, as un antagonista del receptor para la
bombesiha, que so uno aspocifica y compaetitivamente al receplor para la bombesina
antagonizando sus efeclos en células Swiss 3T3 (Coy y cols., 1988). Fue inciuldo en
varias pruebas roprogsentalivas: la capacldad quimiotrayente de los noeuropéptidos
sobre macrdlagos y linfocitos perltonoalas y la aclividad citoloxica NK de leucacitos de

timo.

3.2.9.2. Presencla de receptores para BN y GRP en células
Inmunocompetentes.

El fundamenlo dol ensayo ulllizado para valorar ia presencia do receplores
ospecificos para bombaesina y GRP en células Inmunes radica en la competencia por los
sllios do unién quo so establece entre neuropéplide marcado con un isétopo
radlactivo y neurapoplido sin marcar. El procedimiento, que se detalla a continuaclon,

siguo la 16enica de Segura y cols. {1991).

3.2.9.2.1. Determinaclén de receptores para BN en macrdéfagos vy
linfocltos,

La suspensién celular, linfocitos o macréfagos previamente purificados (apartado
3.2.2.), sa ajusta a 1.5 x108 células/ ml en buffer Tris-CIH 356 mM, conteniendo NaCl 50
mM y 1.4% da BSA (albumina de suero bovino) y se dispensan en alicuotas de 500 i/
wbo. A cada lubo sa afiaden 100 pl de 1251-BN (2000 mCi/ mmol) para obtener una
concantracion 45 pM y 10 pl de dilerentes concentraciones de bombesina sin marcar:
10°8, 109, 1010, 10°11 y 10-12 M. A otros tubos se afladen las mismas
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concantracionos de GRP o Neuromaedina C, ¢ un péplido no relacionado como control
nagativo, ol nouropéplido Y (NPY). Aquelios tubos a los que se afiade una
concentraclon saturante del poplido sin marcar (10°® M) nos dan el valor de unién no
espociiica (NSB}. La unién total nos la dan los lubos que solamante llevan
nauropoplido marcado (T8).

l.os tubos sa incuban a 15°C durante 90 min, tras los cuales se centrifugan, para
quadarmos con el péplido marcado unido a las células, y se lavan tres veces. Se mide la
radlactividad da los procipitados y so calcula la cantidad de neuropéptido que se une
ospecliticamonta a las células para cada concentraclon del mismo. De 1a representacion
do Scatchard do los dalos asi obtenidos, se calcula la afinidad de la uniéh al receptor,
qua viono dada por la constante de disoclacién, Kd y la concenlracion de sitios do
unlén.

3.2,0.2.2. Dotormlnacion de receptores para GRP en macrdfagos y
linfocltos,

So procadid sigulendo el mismo protocolo explicado anterlormente para el caso de
la BN. En oste caso so incuban las células con una concentraclon 45 pM de 195 1-GRP
(2000 mCIf mmot) afiadiendo 10 pl de diferentes concentraclones de GRP sin marcar, o
do ON o Neuromedina C, o del NPY como conirol negalivo. Se representan
graficamentoe los dalos obtonidos y so calcula la aflnldad y la concentraclén de silios de

tnidn,

3.2.10. Ensayo de quimlotaxis modlificado para la determinacidn de
la presencia de un factor secretado por macréfagos.

So onsay® ol eleclo del GRP a la concentraclén méas efectiva, 10710 M, en la
quimiotaxis de linfocltos mantenidos an la suspension peritoneal completa (P.Total) y
do lintocitos T purificados del petilonso (L. purlficados) y se ensayd un tercer grupo
conslistente on linfocitos alsladas del peritoneo a los que se afiadié el sobrenadante de
una suspenslén doe células adherentes del peritoneo (macrofagos y linfocitos B) o de
una suspension de macrofagos purlficados, que fue previamente Incubada con GRP
(10710 M),

Para ello so sopard la suspension abtenida del periloneal en dos alicuotas. Se



Matoriales y Métodos

incubaron 4bmin a 37°C para oblener |a poblacién adherente, se lavd y a una de las
alicuotas so anadié iripsina al 0,5% durante 45 min, para purificar fos macrélagos, a
continuaclon so lavo y sa racuporaron los racoptores do los fagocitos durante 24 h a
37°G y 5% de CO,. Posloriormente ambas allcuotas fusron incubadas con GRP (10-10
M) durante 3 h, lavandose a 1500 rpm 10 min y obtenlendo los sobrenadantes.
Trangcurrido oste tiempo se procedid al ensayo de quimlotaxis con una poblacién
parilicada (como so describe en ol apartado 3.2.2.2.) de linfocitos T, a la que se
afadioron los sobrenadantes obtenidos de las muestras purificadas de macréfagos, o

tlo las muostras do células adherentes (macréfagoes y linfocitos B).

3.2.11. Estudio del mecanlamo de accién de los neuropéptidos.

Para ostudiar los mecanismos intracelulares Implicados on la iransmislon de |a sefial
do oslos nouropaptidos valoramos los niveles Intracelulares de segundos menssajeros
implicados on las principales rutas de transduccidn de sefialos: AMPg, IP3 y proteina
kinasa C (PKC)

3.2.11.1. Valoracién de AMPg.

3.2.11.1.1. Procosamlonto de las muestras celulares,

Sobre allcuctas da 500 4/ ubo eppendorf de macréfagos peritoneales purlficados
(protocolo de purilicacion dascrito on el apartado 3.2.2.1.) o de linfocitos purlficados de
ganglios axilares {(apartado 3.2.2.2.) se afladen alicuotas de 5 ¢ de los neuropéplidos a
las diterantos concontraciones utllizadas (109, 1010 y 10-11 M), Junto con un Inhibidor
de foslalasa, Isobutll-metil-xantina (IBMX) 0,2 mM, y a distintos liempos (30, 60 y 120
segundoes) sa para la reaccién con 500 pif tubo de acido trifluoracélico 1N. Los tubos

80 agilan endrgicamente y se congelan hasta la realizacion del radiolnmunocansayo,

3.2,11.1.2, Cuantlficacién de AMPec

il ensayo para la cuantilicacion de AMPc se basa en la compelencla enire una
cantidad (ija do AMPc marcado radlactivamente con 1125 y al AMPc contenido en la
suspenslon celular que se anallza, por un nimeto limitado de sitios de unikin en un
anlicuerpo especifico. Con cantldades fijas de anticuerpo y ligando radiactivo, la
cantidad de oslo ligado al anticuerpo seré Inversamenta proporcional a la concentracion
dol ligando no radiactivo aftadido. El AMPc ligado al anticuerpo es entoncas precipitado
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conoun sogundo anticuerpo unido a particulas poliméricas separables
magndlicamonte,

La curva patrén se realiza con siete concentraciones de AMPc, 2, 4, 8, 16, 32, 64y
128 fmol. Para consegulr una mayor sensibilidad se procedié a la acetilacién previa de la
curva patron y de fas muestras problema. La sensibilidad det ensayo es de 1 imol, y |a
roproducibilidad inlerensayo es del 5,8 % y el coeficiante intraensayo del 4%.

Hoprosontando grallcamonte los valores obtenidos con las concentraclones de
AMPG ostandar construimoes la curva patrdn. Sobre efla se interpolan los valores
oblonicios para las muestras y se leen las concentraclones de AMPc / tubo. Los

resullados so expresan como pmoles do AMPc / 1078 células.

3.2.11.2. Valoracién de inoslitol trifostato (IPy).

3.2.11.2.1, Procesamlento de las muestras celulares.

5o procoedid igual que para la valoracién de los niveles inlracelulares de AMPc¢. Con
la diterencta do que no se afadié el inhibidor de toslatasas {IBMX) y las muasiras
colularas so Incubaronh en medio 199, en lugar de en RPMI, porque este medio
prosonta los niveloes de inositol mas bajos entre los medios comerclales, siendo el méas

utillzado para Ia valoracién do este segundo mensajero.

3.2.11.2.2, Cuantificaclén de IPg.

El método utiliza P4 marcado con tritio y una proteina bovina adrenal que se une
ospociticamonto al 1Pg. Bl ensayo se basa en la compelicion enlre el IP3marcado y el
IPg presento en la muastra por un nimero limitado de sitios en la protelna de unidn,
Con concontraclones conocidas do la prolaina de unidn y el ligando radiaclivo, la
cantidad do éstelitimo quo se una a la proteina es Inversaments proporcional a la
cantidad de 1Py de la muestra afiadida. El IPg unide se separa del llbre por
contrifugaclén, y se mide la radlactividad en los precipliados, determinando las
concentraclones de 1P en las muestras por Interpelacion en una curva de estandares.
L.a curva palrén se realiza con ocho conceniraciones de |Pg 0.19, 0.38, 0.76, 1.5, 3.1,
6.2, 12.5 y 25 pmol/ tubo que constituyen las muestras estandares.

Los resultados se exprosan como pmoles de [Pg por 108 gélulas, La cantidad de
IPq deteclable se encuontra entre 0,19-25 pmol/ tubo, el cosliclente de variacion
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intraongayo os dol 12,5 %, y ol do interensayo os dal 8,2 %.

3.2.11.3. Ensayo de la actlvidod protelna kinasa C,
La actividad de 1a proloina quinasa C en células Inmunocompetentes {macréfagos y
linfocitos) se valora cuantificando la fosforilacién de histona con 32P-ATP que lleva a

cabo la PKC aislada provinmonte de dichas células.

3.2,11.3.1. Activaciédn y purlficaclén del enzima.

Alicuiolas do 500 pl de las células inmunes, linfocitos o0 macrétagos, ajustados,
respoctivamonte, a 107 y a 5x100 células/ ml, fueron incubadas durante 5 min a 37°C
con diferontos concontraclones do los nauropéplidos (109, 10710y 10°11 M), y varios
conlrolos, coimo ol forbol miristalo acetato (PMA) potente activador de la PKC, a una
concantracion do 50 ng/mi, retinal, un inhibldor del anterior, a una concentraclén 20
mM y Con A 1pg/iml. La incubacidn se para con sclucion de PBS muy frfa e
inmodiatamanto so centrilugan las muestras dos veces. En este punto las muestras se
puadon almacenar & -70°C o proseguir con ol ensayo.

Las células so rosuspondon on 1mi de buffer (A) de homogeinizaclon (20 mM
Hapes,ptH?7.5; 2 mM EDTA; 2 mM EGTA; 10 mM 2-mercaploatanol; imM aprotinina
(trasilol); 1mM PMSF; 10mg/ml leupeptina ) y se centrifugan a 20,000 rpm durante 30
min a 49C. Los precipltados se rasuspenden en 2 ml de buffer A con 0.1% de triton X-
100 y 80 sonican en tres pulsos deo 5 seg. Las dos fracciones correspondientes a
cltosol {sobrenadantes) y membranas (precipitados) se purilican en columnas de
intercamblo idnico, proparadas previamenta con 0.5 ml de resina DE-52 equilibrada con
buffer B (10 mM Hepes,pH7.5; 0.2 mM EDTA; 0.2 mM EGTA; 2-mercaptostanol 10
mM; NaCl 20 mM), y so eluyo la PKC, usanda un gradienle de 0 a 0.256 mM de NaCl.
fslo paso se realiza a 4°C en céinara frla.

3.2,11.3.2. Ensayo enzimético.

Slgulendo ol método de Gopalakrishna y cols. (1986), allcuotas de 100 pl de
muesira de cada fraclén fueron incubadas a 30°C durante § min con 20 mM Hepos
(pH7.4); 2-marcaplootanol § mM; histona 35 mg/ml; 0.2 mM ATP y 0.1 mCifubo de 32p
ATP an presencia o en ausencla de exlracto da cerabro 2 mg/ml (como fuente de

foslalidilserina) y 2 mM CaCly. La reaccion se parg con 1mi/ lubo de acldo tricloroacético
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ol 25%. EI procipitado se recogié por filtracion en papel Whatman GF/C y se midié ta
radiactividad (LKB f-counter). La actividad PKC se calcula como la cantidad de 32pP
incorporado a la histona, en presencia de fosfalidiiserina y calclo, menos la cantidad
incorporada on su ausencia. Estos valores se expresan en el apartado de resullados
como fésloro Incorporado on histona por 108 eélulas y por minuto.

3.2.7. Estudlo estadistico.

Los rosultacios se expresan mediante la media aritmélica y desviacién estandar de
los datos oblonidos en cada una de las di{erantes pruebas.

La normalidad de la distribucion de las variables se analizdé mediante el test de
Kolimogorov-Smirnov. Los datos se avaluaron mediante un tost ANOVA de mediadas
ropoticas. La comparacion de las muestras apareadas entre sl se analizé mediante unat
do Student.

So considaré que no habia significacidn cuando el valor de la probabilidad (p) fue
mayor de 0,05. Una diferencia de p<0,05 ha sklo considerada como significativa, de
p<0,01 como muy signiticativa y de p<0,001 como altamente significativa.
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4. RESULTADOS

Lzn primer lugar se exponon los resultados obtenidos en cuanto al eleclo de cada
uno da tos tres neuropéplidos estudiados: bombesina, GRP y neuromedina C, sobre
ol proceso lagocitico de macrélagos peritoneales murinos, en todas y cada una de sus
dilorantes etapas. En sogundo lugar, se prasentan los resultados correspondientes al
otocto do los neuropéplidos sobre la funclonalidad del linfocito, representada por la
praliferacion y quimiotaxis. En lercar lugar, se muestran los resultados obtenidos en
cuanto at oloclo sobre ia actividad citotdxica natural y la citotoxicidad celular
dopondionte de antlcuerpo. En cuarto lugar, los resultados en relacion al efecto de
ostos nouropéptidos sobre la sacracidn de factores de colaboracidn intercalular, A
conlinuaclon, se muosiran los resullados obtenidos cuando se procedld a una
incubacion, preovia a los ensayos, con log nouropéptidos, para averiguar sl era
nocesaria su prasencla a lo largo de la prusba, En sexto lugar, se presentan los
rosullados en guanto a la especilicidad de los electos observados que Incluyen la
detorminacion do in oxistencla do receptores especilicos en las células Inmunes. En
saplimo fugar, so muestran los resullados obtenidos lrds purificar las diferentes
subpoblacionas celulares y estudlar el efecto de los neuropéplidos sobre su
funcionalidad. A continuacién, sa muesliran los resultados correspondientas al estudio
do la moediacion por lag células adharentes del efecto de los neuropéplidos sobre los
linfocltos, y fa doterminacidn de la secrecién de uno o varios factoras que median esta
rospuosta. Por Oitimo se procede a la exposicién de los resultados obtenidos en la
valoracldn del macanlsmo de accldn Inlracelular de estos neuropéptidos en las célulag

inmunos estudiadas.
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4.1. Efecto comparado de bombesina, GRP y neuromedina C sobre
ol proceso fagocitico de macréfagos peritoneales murinos.

Saguidamente so oxponen los resultados correspondientas al estudio del efecto
quo los nouropéptidos: BN, GRP y neuromaedina G, tienen en cada una de las alapas
dol procoso fagocitico, las cuales se Iran exponiendo en el mismo orden en el que
tienen lugar in vivo: adherencia a suslrato, movilidad dirigida o quimiotaxis, asi como

capacidad quimioatrayente, ingoslion de particulas Inertes o de células y mecanismo

da destruccion de las mismas.

4.1.1. Adherencla a sustrato.

ot fig 1 8o ropresentan los indices de adherencla correspondientas a los
rosultados obtonldos con macrélagos perilonealos incubados durante 5 min, con cada
uno de los tres poplidos estudiados a las concentraclones indicadas {1012 a 108 M),
slondo ol O of valor control. Del mismo modo se exponen los resultados obtenides con
los olros tompos do incubacion: 10, 20, 30 y 60 min en la tabla 1.

Como so obsarva en los resultados expuestos, los neuropéptidos estimulan
signilicativamente la capacldad de adherencla da los macréfagos a sustrato
practicamente con lodas las concentraclones estudladas, con excepclén de la de 106
My a lodos los lempos do Incubacitn analizados.

So observa un incremento do la adherencia en los macréfagos Incubadas con
neuropéplidos a concentraclonas de 1079 y 10"10 M a todos los tiempos. La
concentracion de 10°6 M no tiena efecto y los encantrados con 10-7 y 10-12 M son
ascas0s. Log incremantos mayores se dan a los 10 min de incubacion v los menores a
los 80 min.

De los resullados quo se muestran, se deduce que no existen difarenclas
significativas enlro los tres nauropdplidos en cuanto a su capacidad de estimulacion de
osla proplodad, salve a los 5 min de incubacion (fig 1), tiempo al que el GRP y la
neuromodina C producen un indice de adherencia slgnilicativamente mayor (p<0,001)

con la concantracion do 1071 ™M can respecto a la BN,
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8d

0

Flg 1. Indices de adherencla (IA) de macréfagos periloneales murinos Incubados
durante 5 min con BN, GRP o neuromedina C en el rango de concentraciones que se
indlca do 10°12 a 10°8 M.El 0 es el valor control. Se representa la media % D.E. da los |.A.
do 8 experimentos por duplicado. *p<0.05. **p<0.01, ***p<0.001.
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TABLA 1. Indicos de adheroncia a sustralo do macrélagos peritoneales incubados

con bombasina, GRP o neuromadina C.

T incubacidn BN  Concentracion (M)

{min) 0O 10"12 10'11 10'10 10‘9 10‘8 10'7 10'6
10 5242 063270 67478 76448 72468 §7+30 63:3 BBk 2
20 6214 G625 08:20 78:28 76468 73+£4C V4x4  71x3
30 6842 7112 74120 B1:28 79438 78x4C 79x4 784
60 7325 74x5 77+86 686230 8430 85+4 84x5 833
T incubacion GRP  Conoontradion (M)

{min) o 1012 4o 11 9710 409 o8 107 10-6
10 G4k d 6245C 71£48 7738 75+78 87470 B3x7 607
20 6145 Gdxd 7dx70 80+£28 78£78 71+£8° 68+8 668
a0 68£6 7243 77:40 B3x38 82488 76x5C 72+6 69x7
60 7545 75x5 78x5 83:40 83+4d 817 BOxd4 79x4
T Incubacion NC  Concontracion {M)

(min) o 10712 g1 40710 409 0B 1077 106
10 Ba47 63+£6C 60478 77458 71x58 67x60 63:5 59x6
20 617 6545 71489 78278 76:68 71:6C 68+7 644
30 6847 72¢4 771060 8158 80x£48 76x5C 74+5 70%6
60 76406 708 B1x5 90xod 89x60 848 82+6 7986

Cada valor es la media & O.E. do 8 experimentos realizados por duplicado. © p < 0.05,
b <0.01, 8 p < 0.001 con respecto a conlroles.
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4.1.2, Quimlotaxis

:n lafig 2 so roprasentan los indices de quimiotaxis (1.Q.), es decir el nimerc da
macrdtagos poriloneatos muinos conlados por filtro, en muastras que fueron
incubados durante tres horas con las conceniraciones de neuropéptidos quoe se
indican (10°1% a 10°6 M). EI 0 corresponde a las muestras control Incubadas en
nusoncia da neuropdptidos.

E:ista capacidad de los macrélagos se encuentra significativamente estimulada por
casl todas las concontraclones emplaadas de los neuropéptidos, salvo la de 10714 M,

Como puade observarse los valores son significativamaente mayores con GRP y
con nouromedina C que con bombesina. Existen diferencias significatlivas entre los
valoros oblenidos con bombosina y con GRP a las concentraciones de 1014 a10 1T M,
y lo mismo ocurre con la neuromadina C a concentraciones de 1018210 M. Alas
conconlracionoes do 1072 y 10" so dan las mayores diferencias con la bombesina
(p<0,001).

4,.1.3.Capacldad cqulmioatrayente.

En la fig 3 so representan los resultados oblenidos en el astudio de la capacidad
quimioatrayente do los nauropdplidos a concentraclones de 10714, 10719y 108 M. EI
0 os ol valor correspondiente al conirol sin neuropéptido.

Los tros neuropéptidos produjeron un incremento del nimero de células que
migraron a través dol fiitro. Coma se puede observar, ol GRP se mostré como el mas
quimicatrayente do los tres péplidos, slendo la concentracion de 1010 M 1a mas
ofoctiva (p<0,01).

Una voz demostrado la capacidad quimioairayente del GRP sobre todo ala
concontraclon do 10-10 M. So relizaron unos experimentos afiadlendo como control
posilivo, ol péptide formilado FMLP, probado quimioatrayenle para macréfagos
(Shilfmann y Gallin 1979) a la concentracion de 108 M, en los mismos ensayos se
afladio GRP 10-10M en otras camaras o ambos en la misma camara.

Con FMLP (108 M) ol nimero de macréfagos que migraron por filtro, en 7
oxporimontos realizados por duplicado, fue 1021 +150, Inferlor al obtenido con GRP
(1019 M), quo fue do 1526 +221, Y cuando se afladieron ambos péptidos el resultado

fuo do 1095 167 macrolagos.
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Flg 2. indices e quimiotaxis {IQ) de macrotagos peritoneales murinos incubados con
BN, GRP o neuromadina C en ol rango de concentraciones que sa indica de 10°14 a
10°8 M.EI 0 os el valor control.Se representa la media + D.E. de los Q. de 8
oxporimantos por duplicado. *p<0.05. **p<0.01. ***p<0.001.
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Fig 3. Capacidad quimloatrayente de las conceniraciones indicadas (1012 a4 108 M)
de bombesina, GRP y neurcmedina C para macréfagos peritoneales murinos.Se
raprosontan lag medlas x D.E. del nlimero de macrdfagos por fllitre contados en 5
experimentos por duplicado, frente a concentracién de neuropéptidos.'*p<0.01
respecto al conlrol.8p<0.01 respeclo a BN. bp<0.01 respeclo a N C.

4.1.4. Caopacidad de Ingestion,

So muestran en primer lugar los resultados corraspondientes a la ingesta de
particulas Inartes. Los valores quo se represenlan en !a fig 4 corresponden al nimero
do bolas e latox lagocitadas por 100 macréfagos (I.LF.), Incubados con las
concentraclonos que se indican da cada uno de los péptidos ansayados.

No so observan dilerencias significativas en ningin caso entra los valores
obtenidos con los tres péptidos, estimulando todos ellos la capacidad lagocitica de los
macrdlagos en cencentraclones desde 10°8 hasta 10713 M, con valor méximo a la

concentraclon de 10711 M.

56



Rasultados

e

000 1

B0 *

A0 A

03T

FHXT A T ey S gy gy '
0 4 312 51 10 0 0 7 60

o

%) ]

00 1

A ]

A0 1

e ¢] Lk R il | LA B | L2 v
0O 14 13 12 11 10 ¢ B 7 O

T
7T 8

200 +rprr—ry amne o

| aa T
0 14 13 12 {1 d0 0 B

Fig 4. Nimaro do bolas do latex fagocltadas por clen macrdfagos (IF) incubados con
BN, GRP o nouromedina C a las concentraclones que se Indican de 1014 2 108 M.EI 0
0s ol valor control.Se reprosenta la medla + D.E. de los I.F. de B experlmentos por

duplicado. ‘p<0.05. **p<0.01. *p<0.001.
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Los resullados obtenidos on cuanto a la ingestién de C.albicans, siguiendo |a
molodologia de fagocitosis en tubo (no mostrades), Indican una disminucion del
numero de candidas Ingeridas cuando los macrdfagos se incuban con los
nouropdplidos. Sin embargo, y como se comentard en la discusion, la tacnica no
rosullaba adecuada para esto estudio, por lo que pasamos a analizar la propiedad de
ingostion an placas do MiF en lugar de hacerlo en tubo.

Los resullados oblenidos utilizando placas de MIF se muestran en la fig 5.
Podomos observar un aumento de la fagocitosis de C. albicans con los tres
nauroéplidos a concontraciones que van desde 10713 a 108 M, slendo la méas efecliva
la concentracion do 10710M.

So obsorva una estimutacion signilicativamente mayor del GRP y la neuromedina
C en comparaclon con la bombosina en dosis gue van desde 10"18 a 101 M. Estas
diferoencias son allamonto slgnificalivas (p<0,001) a tas concentraciones de 10712 y
10-1m,

4.1.6. Poder de digestion,

Una do las dos metodologias utllizadas para comprobar el efeclo de los
neurodplidos sobre al poder de digestion Intracelutar fue ta reduccién del nitroazul de
totrazalto {NBT), que como se ha comentado en al capltulo de Métodos, nos da una
madida de la cantidad de anién supardxido producido por el macro{ago.

Los datos expresados como jimoles de NBT reducido por 108 células se indican
gralicamento en la fig 6. La transformacidn de las absorvancias a ymoles de produclo se
ofactud por Interpolacién en tina curva eslandar realizada con las 0.0. obtenidas en la
roducelén do dilorentas concantraciones da NBT en la forma que se Indicé en la
melodologla. L.os resullados (fig 6) corresponden a los experlmentos realizados en
ausencla de eslimulo fagocitico, muestras no estimuladas, (representados por
simbolos ablortos) y an prasencia de estimulo fagocitico, particulas de latex, muestras
ostimuladas (representados por simbolos cerrados).

So obsorva una astimulacion significativa de la producion de anidn superdxido
por los macrofagos Incubados con los neuropéptidos a concentraciones que van
dosde 1013 a 108 M, slendo las concentraciones de 10710y 1011 M, con las que se
consigulé mayor estimulaclén, No se observan diterenclas relevantes enlre los efectos

producldos por los diferentes péptidos en ningdn caso.
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Fig 6. Numero de céndidas fagocitadas por clen macrdfagos {IF) incubados con BN,
GRP o nauromadina C a tas concentraciones que se Indican de 10714 a 100 M. E1 0 es
ol valor control. Se representa la medla + D.E. de los L.F. do 8 oxperimentos por
duplicado. *p<0.05. **p<0.01. ***p<0.001.
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Flg 8. Cantldad de NBT reducldo (unr\c)lesﬁoB células) en macréfagos perltoneales
Incubados con BN, GRP o neuromedina C a las concentraclones que se indican de
10-14 & 106 M. El 0 es ol valor control. Se representa la media + D.E. de 8
exporimentos reallzados por dupiicado. *p<0.05. **n<0.01, ***p<0.001.



Reasultados

También se valoré la produccion de otro radical de oxigeno, ol perdxido de
hidrogeno mediante cilometrla de flujo. En la fig 7 se representan los picos de
fluocroscencia, obtanldos a diferantes tiempos, en muestras de macrdfagos

paritonaalos incubados con diacetato de 2',7-diclorofuorescina (DCFH-DA).
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Fig 7. Intensidades de flucrescencia en funcién del tlempo, de macrofagos
poriloneales incubados con GRP 10-10 M y con los controles que sa indican Se
representa la media de tres oxperimentos.

Se realizaron varlos controles: uno positivo adicionando HyO5 a la suspension
celular sin estimular para comprobar que las células habian Incorporado suficiente
marcador fliorescente; olro negativo con azlda sddica que inhibe la glucosa oxldasa y
xaniina oxidasa que producen metabolitos de oxigeno. Asi mismo, se incubaron

muestras con PMA y con FMLP ademds de con el GRP.
Como podemos observar aparece un aumento de {luorescencia con GRP no solo

on relacién al control negativo sino también en relacién ala intensidad producida por el

FMLP y a daterminados tiempos, a la produclda por el PMA.
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4.2. Efecto de bombesina, GRP y neuromedina C sobre la
funcionalidad de linfocitos murinos.

A conlinuacion se muestran los resuitados obtenidos al estudiar el efacto de la BN,

GRP y neuromedina C sobre la funcionalidad linfoide: fa quimiotaxis, asf como la

capacidad quimioalrayente do los neuropéptidos, y la capacidad proliferativa de células
linfoides.

4.2.1. Quimiotaxls.
En pritmar lugar se muastran los resullados en cuanto al efecto de los péptidos
ostudiados sobro la capacidad quimiotéactica de linfacitos obtenidos del peritoneo.
En la tig 8, so reprasantan los Indices de quimiotaxis {1.Q.) de linfocitos, do
muosliras  periloneales que fueron incubados duranie tres horas con las
concantracionos de neuropéplidos que se indican (10‘12 , 10710 y 108 M). El O

corrosponde a as muestras control incubadas en ausencia de nouropéplidos.
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Flg 8. Indices do quimiotaxis (IQ) de linfocltos peritoneales mutinos Incubados con
BN, GRP y neuromadina C con las concentraclones que se indican (1081012 M), El 0
s ol valor control.Se represania la madia + D.E. de los 1Q. de 6 experimentos por
duplicado. *p<0.05. **p<0.01. ***p<0.001.

La quimiotaxis en linfocitos peritoneales se encuentra estimulada por los
nouropéplidos a la concentracién de 1010 M. Como puede observarse los valores son

slgnificativamente mayores que en conlroles con GRP y con bombsasina {p<0,01).
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Fig 9. Indices de quimlotaxis (.Q.) de linfocilos de ganglios axilares, bazo y t!mo,
incubados con BN, GRP o neuromedina C a las concentraciones que se indican (108~
10°12 M). Se representan ta media + D.E. de los 1.Q. de & experimentos por duplicado.

‘n<0.05,



Rasultados

En la fig 9 so exponon los indices de quimiotaxis de linfocitos obtenidos de bazo,
limo y ganglios axilares, incubados con los neuropéplidos durante tres horas. Como se
puode observar, existe una ligera estimulacién de la quimiotaxis de linfocitos de bazo y
ganglios axilares con la concentracion de 10-10 M, que tiene una significacién de
p<0,06 on ol caso dal ganglio, y sin embargo no es estadisticamente significativa en el
caso dol bazo. En ol caso de los linfocltos de limo se observa una ligera inhibicién que
s significativa {p<0.05} para el GRP a la concentracidn de 10710 M,

4.2,2. Capacldad quimloatrayente.

En la flg 10 se roprosentan los resullados obtenidos en el estudio de la capacidad
quimioatrayonte, fronle a linfacitos poritoneales, de los neuropéptidos a
concentracionas de 10712 10710 y 10% M. El 0 os al valor correspondiente al control.

Comao se puedo vor, al GRP se mosiré como el mas quimioatrayente de los lres
poptidos, siendo la concentracion de 10710 M la mas efectiva. Cuando se aitadio
péptido formilado (FMLP) como control se obtuvo un valor de 681 + 79, menor al valor
alcanzado can GRP (938 + 159).
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Flg 10. Capacidad quimloatrayento de las concentraclones Indicadas (1012 2 108 M)
de BN, GRP y neuromedina C para linfocitos perltoneales. Se representa la media =
D.E. do los valores obtenidos en 6 experimantos par duplicado. *p<0.05; **p<0.01,
respecto al control. &p<0.01 respecto a BN. bpu:().01 rospeclo a neuromedina C.



Rosultados

Los resultados correspondientes a la capacidad quimioatrayente que presenta el
GRP a la concentracién de 10710 M, la méas elfectiva para esta actividad en linfocitos
paritoneales, se muestra para al caso delos linfocltos de ganglios axilares, bazo y timo
on la lig 11. En oslo caso tamblén so realizaron en paralelo controles con FMLP como
quimioatrayente.

Como cabla esperar el péptido formilado (FMLP) provocd un incremento
signiticativo (p<0,001) del numero de linfocilos que atravesaron los filtros, Esta
ostimulacion de la migraclén so produjo en linfocitos procedentes de los tres érganos

linfoldoes estudiados: ganglios axilares, bazo y timo.
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Flg 11. Capacidad quimioatrayente del GRP a la concentracién de 10710 My del FMLP
(10°0 M) para linfocitos de ganglio, bazo y timo, Se representan la media D.E.de?
experimentos roallzados por duplicado. En las muestras incubadas con FMLP y can
GAP los valores fueron supertores al control (p<0,001) en los tres drganos. ***p<0,001

con respoecto al valor obtenido con FMLP.

En cuanlo al electa dal GRP (10710 M), éste actus, tambieén, como
quimioatrayente, produciendo Incrementos en fa migracién de los linfocltos
slgnificativamente superiores a los del FMLP, en el caso de las muestras obtenidas de
bazo y ganglios. Sobre los linfocitos del timo, ambos péptidos, GRP y FMLP mostraron

la misma capacldad quimioatrayonte, con diferencias no significativas estadisticamente.



Resultados

4,2.3, Proliferagidn.

L:n cuanlo ol efecto de los tres neuropéptidos sobre la respuesta proliferaliva de
linfocitos do ganglios axilares, timo y bazo, estudiamos, en primer lugar, dichos sefectos
en ausencia de cualquier olro posible estimulo mitégenico, lo que denominamos
prolifaracién espontdnea. En la tabla 2 se muestran los resultados obtenidos
oxprosados en porconlajes de eslimulacién respecto a controles, que representan las
cpm obtonidas on presencia de los neuropéplidos respecto al valor 100 dado a las cpm
an muostras Incubadas on ausencia de los mismos. A ia concentracién de 10710M los
tros pédptidos estimulan la proliferacidn. Destaca el mayor efecto estimulador de BN,
GRP y neuromedina C sobre los linfocitos de timo que sobre ganglios y bazo. Asl
mismo, ol GRP produce un electo estimulador mayaor que la BN y la neuromedina C en
tima.

TABLA 2. Porcentajos de proliferacion espontanea de linfocitos de ganglios axllares

. bazo y timo do ratones BALB/c en respuesta a bombesina, GRP y neuromedina C

Ganglios Bazo Timo

10°8 M 120 % 16 120 + 13 135 % 20C
Bombosina 10°10M 147 & 21@ 145 + 128 174 x paa¥

10°12Mm 127 & 18 125 + 16 126 + 17

108 M 116 = 16 118 % 15 136 & 170
GRP 10°10M 142 & 128 148 + 158 041 xpaa*¥

10-12Mm 126 % 19 127 + 17 132 + 14b

108 M 118 % 10 119 + 15 133x18¢
Nauromodina 10°10M 134 = 15b 139 + 158 173 + o7a¥

10" 12M 126 + 16 121 % 17 126 + 18

Cada valor es la media x D.E. de 8 experimentas realizados por triplicado, dando el valor
100 a las c.p.m. oblenidas en controles (N=8) sin neuropéplidos {816x211, 615x120
and 192+60 cpm para ganglios axilares, bazo y Umo, respaclivaments). #(p<0.001),
bip<0.01), G{p<0.05) respecto a controlas sin neuropéptido. *(p<0.001) con respecto
a bombesina o neuromedina C, #(p<0.001) con respecto a los valores obtenidos en

ganglio y bazo.
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Como control posilivo de la proliferacion se utilizé Concanavalina A (ipg/ml). Las
madias do los porcentajes de proliforacion en respuesta a Con A de 8 experimentos
fueron las siguiontes: 26544343 (ganglios axilares), 2803+263 {(hazo) y 3080+£31Q
(timo). Estos valores son mayores que los oblenidos con los newropéptidos con
diforoncias altamente signilicativas (p<0,001).

Lo siguiante que estudlamos fue el electo de los péplidos sobre la proliferacion
on rospuesta a mitdgenos. Se presentan los resultados obtenidos con Con A, a dos
concontracionas una submitégenica (5 pg/ml) y una mitégenica (1 pg/ml), y los
oblonidas con lipopolisacarido, LPS (10 pg/ml).

En la tabla 3 se muestran los resultados con la concentracidén submitogénica de
Con A y en la lig 12 los oblenidos a la concentracién 6ptima del mitégeno. Los tres
neuropdplidos, a la concentracidn de 10719M, inhiben la proliferacién Inducida por Con
A independiontemente de la concentracidn de mitégeno y del érganc de procedencia
do los linfocllos. Estos neuropéplidos a la concentracién de 10°8 M también inhiben la

profiforacion inducida por la dosis mitegénica de Con A en finfocitos de bazo y timo,

TABLA 3. Porcontajes de proliferacion de linfocitos de ratones BALB/c en respuesta
a Con A (5 pig + mi) y en prasencia de bombesina, GRP y neuromedina C (1010 M)

Con A Bombesina GRP Neuromedina C
Ganglio 236432 135+188%2 150188 121+2082
Bazo 238442 1692748 157+284a 165238
Timo 2254256 166£228 1684198 169+128

Cada valor os la modia + D.E. de 8 experimentos realizados por triplicado, dando el valor
100 a las c.p.m. oblenidas en controles sin neuropéptida nl mitdgena (816x211,
615120 y 192460 an ganglio, bazo y timo respactivamente). #p<0.001 con respecto
a las muostras con Con A. 2p<0.01; 3p<0.05 con respecto a los valores oblenidos con

GRP.
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Fig 12. Porcentajes de profiferaclon de linfocltos de ganglio, bazo y timo en respuesta
a Con A (1 pg/ ml) e incubados con las congentraciones indicadas de BN, GRP y
neuromadina C. Se representan la media + D.E.de los resullados de 8 experimentos

por triplicado. €p<0,05. bp<0,01. 8p<0,001 respacto al valor control sin neuropéplido .



Rasuitados

En la fig 13 se presentan los resultados obtenidos tras la incubacién de los
linfocitos con LPS (10 ng/ mil) v con los neuropéptides. Tamblén se observa una
disminuclon do la respuesta al mitdgeno en presencla de bombesina, GRP y
neuromodina C. La concentracién de 10710 M es, al igual que se ha indicado para el
caso do la Con A, la quo presanta mayor capacidad Inhibidora en los Ires érganos y con
los tros nouropaptidos.

tin ol bazo la concentracion de 108 M do bombesina y de GRP también producen
inhibicion do la rospuesla prolileraliva a LPS, y en el caso del timo es la neuromedina C

fa quo 1o hace a todas las concantraciones ostudiadas.
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Fig 13. Porcentajes de proliferacion de linfocilos de ganglio, bazo y timo en respuesta
a LPS (10 pg/ mi) e incubados con las concentraclones Indicadas de BN, GRP y
neuromedina C. Se representan la media + D.E.de los resultados de 8 experimentos
por tripllicado. ©p<0,05. bp<0,01. 8n<0,001 respecto al valor control sin neuropéptido .
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4.3. Efecto de bhombesina, GRP y neuromedina C sobre la
funcionalidad de Ias células citotdxlcas.

So exponen a continuacion los resultados obtenidos en el estudio dsl efecto de
la BN, GRP y neuromaedina C sobre la aclividad cltotéxica natural (NK) y la dependiente
do anticusrpo (ADGC) de lsucocitos obtenldos del peritoneo y de timo, bazo y ganglios

axiliwos,

4.3.1. Actlvidad natural killer (NK).

Con raspocto al efecto de bombesina, GRP y neuromedina C sobre la
citotoxicidad natural (NK), an primor lugar se muesiran los resullados obtenidos al
roatizar los onsayos de c¢itotoxicidad con células procedentes del peritoneo como

olactoras, 10s dalos so expresan on porcentajes de lisis de células YAC-1,
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Flg 14, Porcenlajes de citotoxicidad natural (NK) de leucacitos perltonealas en
prosencia de !as concentraciones que se indican de BN, GRP y neuromedina C,
usando células YAC-1 como diana a una relacion efectora:diana de 50:1. Se
representan la modia + D.E. de los valores obtenidos en 6 experimentos realizados par

triplicado. 8p<0.001 con respecto al control.

Tanto bombesina como GRP y neuromedina C, a la concentraclén de 10710 M,
produjeron un Incremento muy significativo de fa cltotoxicldad natural sin diferencias

ostadlsticas significalivas entre los tres neuropéplidos.
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A continuacién pasamos a estudiar estos efectos en muestras de leucocitos
obtonidas do drganos linfoldes

En la tabla 4 de la pagina siguiente, se exponen los resultados obtenidos al utilizar
laucocitos de: bazo, limo y ganglios axilares, como efactoras. También en este caso se
obsorva un Incremento en los porcentales de lisls en respuesta a la Incubaclén con los
nouropdplidos a la concentraclén mas lisiolégica (10°10 M ). Los mayores porcentajes
do lisls so obtuvieron en bazo y los menores en limo. La relacién etectora:diana mas
oloctiva fue la de 50:1 y ol GRP el péptido que produjo una mayor estimulacion en los
tros drganos. Bombaesina y neuromedina C produjeron los méximos incrementos en los
porcontajos do lisls cuando las céluias efecloras proced(an de bazo y de limo.

l.os tres nouropéptidos & la concentracién de 10710 M, también astimularon la
choloxicidad en leucocitos procedentes de los tres drganos cuando se utilizaron
calulas K662 humanas como dianas, aunqgue los porcentajes de estimulacién fueron

moenores que al ulilizar YAC-1 {lig 15},
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Fig 16. Porcontajes de cltotoxicidad natural (NK) de leucocitos periloneales en
presencia de las concentraclones que se Indican de BN, GRP y neuromedina C,
usando células K562 como diana a una relacién electora:diana de 50:1, Se
rapresentan la media « D.E. do los valores obtenidas en & experimentos realizados por
triplicado.Todos los valores de las muestras Incubadas con los neuropéptidos fueron
mayores que an controles, con diferencias estadisticamente significativas {p<0,01).
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TABLA 4. Elaclo de bombasina, GRP y neuromedina C (10710 M) en el porcentaje de
citotoxicidad natural (NK} de leucocilos de ratones BALB/c usando células YAC-1 a

diterentes ralacionas ofaclora/ diana.

Gangllos axilares

100:1 50:1 251
Control 2044 267 204
Bombesina 2746C 35470 335D
GRP 31458 4018 35158
Nouromedina C 2315¢ 307 283+4C

Bazo

100:1 50:1 25:1
Control 8527 40£10 30+8
Bombesina 624158 724138 624118
GRP 60108 804138 75+168
Nouromedina C 624108 684158 654128

Timo

100:4 5001 251
Control 14%2 1842 1242
Bombosina 21138 28148 25448
GRP 19438 29148 21438
Nouromadina C 23454 2658 23+48

l.os valores son la mediaz D.E. do sels éxperlmanlos realizados por triplicado.
a n<0.001,  p<0.01+ € p<0.05.
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4.3.2. Cltotoxicidad celular dependiente de anticuerpo (ADCC).

A continuacion se muestran los resultados obtenidos en el estudio de la
citotoxicidad celular dependiente de anticuerpo (ADCC) o actividad kiffer (K). En la fig
15 se obsorva que los lras péptidos a la concentracién 10710 M estimularon esta

actividad citotoxica do células poritoneales.
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Fig 16. Porcentajes de cilotoxicldad (ADCC) de leucocilos periloneales Incubados
con las concentraciones que se indican de BN, GRP y neuromedina C, usando células
K562 como dlana a una relacién efeclora:diana de 50:1. Se representan la media =
D.E. do los valores oblonidos an 6 exparimentos realizados por Iripiicada. 8p<0,001

con respoeclo al control.

£n cuanto a los resultados oblenidos con células procedentes de bazo, limo y
ganglios axilares {tabla 5), los tres péptidos incrementaron los porcentajes de lisis de
células K562 utillzando diferentes diluciones de antlcusrpe monoclonal anti-CD15
(1:200: 1:500; 1:1000) y una relacién efectora:dlana de 100:1, la cual demostrd ser la
més olactiva en ensayos previos. L.os valores més altos se obtuvieron con la dilucién
1:500 del anticuerpo, y ol GRP mostré la mayor capacidad estimuladora de la CCDA en

leucocitos.
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TABLA 5. Efocto de bombesina, GRP y neuromedina C (10710 M) en el porcentaje de
citotoxicidad celular dependienle de anticuarpo (ADCC) de leucocitos de ratones
BALB/c usando células K562 a una relaclon efectora/ diana de 100:1 y a diferentes
diluciones de antlcuerpo.

Ganglios axllares

1200 1:500 1:1000
Control 20+4 21+4 15+3
Bombesina 2714 31xh 2845
GRP 2844 4048 32+7
Nouromadina G 2645 3145 2415
Bazo
1200 1:500 1:1000
Control 1546 1944 184
Bombesina 2013 2814 22+5
GRP 205 2846 275
Nouromedina C 1945 275 22+6
Timo
1200 1:600 1:1000
Control 1514 19+6 1544
Bomboesina 2316 25x5 23+7
GRP 265 325 24%5
Neuromedina C 2615 2545 23+5

Los valores son la media = D.E. de sels experimentos reallzados por triplicado. Todos
los resultados de las muestras Incubadas con los neuropéptidos fueron
astadisticamente superlores a controles (p<0.01).
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4.4, Esgtudlos de colaboracién Intercelular.

Para Inlentar comprendar mejor la forma de acluacién de eslos neuropéptidos en
fa modulacion de 1a respuesta inmune, hos propusimos estudiar fos posibles cambios
on la socrocién de citocinas por 1as cdlulas inmunes incubadas en presencia de los
nouropaptidos. Se eligieron citocinas implicadas en la respuesta proliferativa ya
astudiada, la Il.-1 y la IL-2 también implicada en citotoxicidad, asl como el factor de
fusidn de maacrélagos (IFFM) responsable de la formacién de células glgantes

mullinucleadas (MGC), con gran actividad fagocitica.

4.4.1.Producclon de 1L-18.

En la tig 17 se reprosonta la cantidad do IL-103 valorada en los sobrenadantes de
cultivos de macrétagos incubados en presencia de BN, GRP y neuromedina C, en
prasoncia o ausoncia da un estimulante de la secrecion de IL-1, la Con A (ya utllizada

como control y como imitdgeno en otras pruebas).
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Fig 17. Cantidad de IL-10 oblenida de sobrenadantes de cullivos de macréfagos
poritonaales incubados con uha concentracidn 10-10 M de BN, GRP o neuromedina C.
En prosencia o no de Con A (1 pg! ml). Se representa la media + D.E. de 3
oxperimentos realizados por triplicado. *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001 respecto al
control sin neuropéplido y sin Con A, *p<0,05 respecto al valor con Con A,
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Como se puade observar en la fig 17, en presencia de Con A se produce una
mayor libaeracién de IL-18 por parte de los macréfagos que en controles, con
diferonclas altamenle significativas. Los tres neuropéptidos también aumentan
significativamente la liberacién de IL-1B, principalments el GRP. Sin embargo, estos
neuropaptidos en presencia de Con A provocan una disminucién en los niveles de la

Intarleucina, en rolacién a la producida por la Con A.

4.4.2, Producclén de 1.2,

Eolatig 18 se muaestran los resultados de la valoraclon de IL-2 en sobrenadantes
de cullivos do lintocitos incubados en presencia de los neuropéptidos. No se observa
on osto caso un incremento significativo en los niveles de IL-2 en respuesta a los

neuropoptidos aunquoe si on rospuesta a Gon A utllizada como conlrol positivo.
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Flg 18. Cantidad de IL-2 obtenida de sobrenadantes de cultivos de Hinfocilos
poritonealos Incubados con una concentracion 1019 M de BN, GRP o neuromedina C.
Sa relizaron controles con Con A (1 g/ ml). Se representa la media  D.E. de 3
exporimentos realizados por triplicado. *p<0,05; **p<0,01; respacto al control sin

neuropéplido y sin Con A
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4.4.3. Produccién de FFM,

Asi mismo se valord fa produccion de una tercera citocina , el factor de fusién de
macrdfagos (FIFM) moedlante el recuantc de la poblacién de células gigantes
mullinucleadas {MGC) oncontradas en muestras de peritonso incubadas con GRP

(1010 M), con PHA (a una dilucién 1:1280) como conocido estimulador de la
produceion de FFM y con armbos.
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Flg 19. Nomero do células mullinucleadas gigantes (MGC) por clen macréfagos en
muastras poriloneales Incubadas con GRP (10-10 M), con PHA o con ambos. Se
roproseita la media ¢ D.E. do 6 experimentos por triplicado.™ p<0,05 respecio al
conlrol.+ p<0,05 rospacto al valar con PHA,

Como so obsorva do 1os resultados expuestos en la fig 19, aparece un aumento
(p<0,001) del nimero de MGC en presencia del control posltivo, PHA, respecto al
control. También en pressncia de GRP se obliene un numero de MGC
significativamente superlor al detectado en controles (p<0,01). El efecto de PHA se ve

significativamento reducido cuando se aflade GRP.
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4.5. Etecto do los tres péptidos en incubaclones previas al ensayo.

Para comprobar si era nacesaria la presencia de los neuropéptidos a lo largo de
todo el ensayo para poder ejorcer su accién o no, elegimos una de las pruebas
funcionales que por su prolocolo permitiese la preincubaclén. Descartamos los cullivos
par sor demasiado larga pudiendo enmascarar el resultado y escogimos la citotoxicidad.
En la tabla 6 s6 muestran los resultados obtenidos en leucocitos de ganglios axilares,
bazo y timo que fuoron Incubados con concentraclonas 108, 10-19 0 10°12 M de GRP
durante 1 h y posteriormenta, tras eliminar la presencla del neurcpéplido, son
utiizados para analizar su actividad NK.

TABLA 8. Eloclo sobro el porcentaje de cilotoxicidad (NK) de leucocitos de ganglios
axilares, bazo y limo de ratones BALB/C Jovenes machos, de la incubacton (1h) previa
al ansayo con tres concentraclones molares de GRP, usando YAC-1 como células
diana a una relacién E:D 10:1.

Concentracion {M) ganglios bazo timo

p NP P NP P NP
0 221 211 2041 21x3 17£3 172
10°8 23:8 252 311 3248 22+3 2242
1010 39x4  37%3 37x1 42211 31x7 30x83
1012 315 2743 2643 3017 2961 2246

Los resultados son la media + DE de cinco experimentos realizados por duplicado.

Como se puede abgervar no existen diferencias significativas entre los valores
obtenidos con muestras incubadas con GRP previamente al ensayo (P. prelncubacion)
y los encontrados on muestras Incubadas en presancia del péptido durante las 4h que
dura la pruaba {NP: no preincubacion). Esto sucede a las tres concentracién de GRP

wlilizadas y en los loucocitos de los tres érganos empleados.
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4.6. Estudlo de ia especlficidad de los efectos de los
neuropéptidos.

Una vaz probados los efectos de los peptidos de la familia de la bombesina sobre
la funcionalidad de las células inmunocompelentes, se procedld a analizar la
aspecificldad do tales efectos. Para ello se incluyé en una serle de experimentos un
anlagonista del recoplor para la bombasina, (Leu13-y CHyNH-Leu14)-BN, y se
procedid tamblén a estudiar la presencla de raceplores en las células estudiadas.

4.6.1. Utllizaclén del antagonista del receptor para la
bombosina.

[zste ostudio se elactud en dos pruebas: la capacldad quimloatrayente que
presontan astos nauropoplidos frente a macréfagos y linfocltos peritoneales vy la

actividad NK de lsucociios de drganos inmunocompetentas como el timo.

4.6.1.1. Efecto del antagonista en la capacldad quimioatrayente de
los neuropéptidos.

Se incubaron las celulas del peritoneo con el antagonista de la BN y los
nouropépticlos (a la concentracién qua habla demostrado ser la mas efectiva, 10°10M),
y so obluvieron los rosultados que se muesiran en la fig 20 para macréfagos (parle
superior) y para linfocllos (parte Inferlor). Se observa como la capacidad
quimioatrayento de la bombaesina y del GRP se revierte en presencla del antagonista.
So utilizé otro péptido que es un probade quimioatrayenle para macréiagos y linfocitos,
ol poplido lormilado (FMLP), como control y al igual que el control sin peptidos, no
sulrid una reduccién de su eloeclo quimioalrayente en presencia del antagonista de la

bombasina.
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Flg 20. Capacidad quimioatrayente de la concentracion de 10-10 M de BN y GRFP para
macrolagos (arriba) y para linfocitos (abajo) peritonealas en presencia (barras
sombreadas) y en ausencia (barras blancas) del antagonista de la BN. Se representa la
modia + D.E. de los valores obtenidos en 5 experimentos por duplicado. ap<0,01
respectlo al cantrol; b|)<0.()1 rospecto a BN sin antagonista; Cp<0,01 respecto a GRP

sin antagonista.
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4.6.1.2. Efecto del antagonista en la actlvidad NK.
Por otra parte, se probd ol antagonista en ensayos de cltotoxicidad de
laucoocitos de timo que fueron incubados con tres concentraciones de GRP (107,

10710y 10712 M) en presencla y on ausencia del antagonista.
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Fig 21. Porcentajos do lisls de la cliotoxicldad natural, NK, de linfocitos de timo en
prosancia do las tres concenlracionas que se indican de GRP e incubados con o sin el
antagonista. Los valores son la media « D.E. de & experimentos por duplicado.

850,01 con respoecto al control; Pp<0,01 respecto a la concentracion 1010M

de GRP sin anlagonista,

Como se aprecla por los resulaldos oblenidos (fig 21), también en esle caso, el

ofocto ostimulador de la concentracion de 1010 M del GRP fue revertido en presencia
del antagonista.
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4.6.2. Ensayos de unidn al neuropéptide marcado.
Para dalarminar la presencla de roceplores para los neuropéptidos estudiados en
las colutas inmunocompelontas, sobro las que se habla demostrado su accién, se

realizaron ensayos de union al neuropéptido marcado (BN y GRP).

4.6.2.1. Unldn a macréfagos perltoneales.

En la fig 22 se muostiran los resultados obtenidos al incubar macrélagos
paritonealos con diversas concentraciones de BN, GRP y neuromedina C , as{ como
coh un paptido ajeno a dicha familia, el neuropéptide Y (NPY) , en presencia de una

concentracién constante do BN marcada con 1251,

~ 1001
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Fig 22. Porcontajes de unién de 1251-BN a macrofagos peritoneales incubados con
ias concentraciones que se Indican de BN, GRP, neuromedina C y NPY. Se
roprosonian la medla respeclo a la unlén maxima (obtenida en ausencia de
neuropéptido frio) de tras experimentos por triplicado.

Como sa puede observar, la bombesina se une a la membrana plasmética de los
macrdlagos de forma espaclfica ya que afiadiendo un péptido sin similitud en su
secuencia aminoacldica a la bombesina no fue capaz de desplazar a este neuropéplido
marcado. En camblo sl se observa desplazamlento de la unién en presencia de GRP y

on menor medida en presencia de neuromedina C.
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En la fig 23 so muestran los resullados obtenidos al valorar en este caso el

desplazamiento do a unién do GRP marcado, a macrdlagos peritoneales.
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Flg 23. Porcentajes de unién de 1251.GRP a macrofagos peritoneales incubados
con las concontraciones que se Indican de BN, GRP, neuromedina C y NPY. Se
roprosontan la modia respecto a la unlén maxima (obtenida en ausencla de
nouropéptido frle) de tres experimentos por triplicado.

Do nuevo en esle caso so observa el desplazamiento en la unién del GRP
marcado produgcido por {a unién de este mismo neuropéptido sin marcar y tamblén tras
la adicién de bombesina y neuramedina C. Tampoco en este caso el neuropéptido ¥
fuo capaz do desplazar la unién del GRP a los macrotagos.

De la representacion de Scatchard de los datos obtenidos se Identilicaron dos
tipos do rocoplores en macrélagos peritoneales uno de alta y otro de baja alinidad y se
calcularon las constanios de afinidad. En el caso de la bombesina fueron: Kd=2,740,4
nM y Kd=64,247,1 nM.Para el GRP {ueron Kd=1,1£0,07 nM y Kd=79,0+8,6 nM. Asl
mismo so calculd la concentracion de sitlos de union que fueron 88,0+3,5 fmol/1 08
células y 420,5:65,0 imoi/108 células para la BN, y 6,0+1,0 fmol/108 células y
703,3+32,2 fmol/108 células para el GRP.
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4.6.2.2. Unidn a linfocitos de gangllos axilares.

Al contrario que lo obsarvado en macrétagos, los linfocitos no expresan
racoplores para la bombesina ni para ol GRP, a un nivel que puedan ser detectados por
fa tacnica do unidn Hevada a cabo. Los datos oblenidos en los experimentos de unidn
que se llevaron a cabo con linfocitos purificados de ganglios axilares se presentan en la
tabla 11.

TABLA 7. Porcentajes da unidn de neuropéptido marcade a linfocilos purificados a
difarontos concontraclones do neuropdptido sin marcar

- log concentraclén BN (M)
8 9 10 11 12

% unldn 8415 95:1:1 T1£3 84+8 7611

- {og concentracién GRP (M)
8 9 10 11 12

% unidn B0OxH 8914 7124 7045 781

Cada valor es la media = D.E. do tres experimentos realizados por triplicado.

Como so observa los porcentajes de union del neuropéptido marcado:
bombasina o GRP, son siempre olevados e independientes de la concentracion de

neuropdptido ne marcado afadido al ensayo.
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4.7. Efecto de los péptidos en poblaciones celulares puriticadas.

Una voz comprobado que los tres neuropéptidos objeto del presente estudio
presontaban un efecto estimulador sobre la funcionalidad de los macréfagos, de los
linfocltos y sobre la actividad citoloxica, y visto el carécter especliico de esla acclon, asl
como la carencia de niveles do receptores detectables, por las técnicas de unién, en
lintocitos, pasamos a ostudlar el efecto que estos neuropéplidos tlenen en las
poblaciones celulares purificadas.

No olvidemos que los estudios realizados hasta el momanto sobre los electos an
la tuncion colular so han electuado con la poblacion leucocitaria total presente, tanto
fagocilos como linfocltos, aunque segun el caso observamos los efeclos en uno u otro
tipo colular.

l.a baso de |a separaclon leucocitaria ha sidoe la capacidad o no de adherencia a
sustrato. Puesio que los linfocilos B presentan esta capacidad al lgual que los
macralagos, utihizamos tripsina, como se describe en métodos, para purificar los
macrofagos.

4.7.1, Efecto comparado de los neuropéptidos sobre la funcion de
macréfagos purlficados del peritoneo y la suspensién peritoneal
complota.

Se escogioron las dos pruebas que por su metodologta permitian este estudio: la
fagocitosis, quio se roallza previa formacién de una monocapa adherenle sobre las
mismas placas on las quo sa dosarrolla posteriormenta el ensayo y la citotoxicidad, que
de la misma forma so realiza en placas de cultivo.

4.7.1.1. En fagocitosls de latex,

Para ostudiar el posible eleclo diferenclal de los neuropéptidos sobre los
macrolagos peritonaalas en relacion al total de la poblacién adherente peritoneal se
escogld la pruaba da Ingestién de particulas Inertes (bolas de latex} ¥ se ensayd en
ambas poblaciones. La metodologia empleada en esta prueba permite purlficar la
poblacién de macréiagos peritoneales sobre las mismas placas MIF donde se realiza
postariormento el ensayo fagocitico.

En los resultados oblenidos, expuestos en la fig 24 de la pagina siguiente, no se
obsarvan diferoncias significativas enlre la estimulacién de la fagocitosis produclda por
ol GRP on macrdlagos purificados con respecto a la producida sobre la poblaclén

perifoneal adheronte total,
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Flig 24. Nimoro do bolas de latax fagocitadas por clen macréfagos (IF) Incubados en
prosencla do las concontracionas que se indican en abscisas, de GRP, en la poblacion
adheronte poritoneal total {(columnas blancas) y en macrofagos purificados {(columna
rayada). Los valores son la madia = D.E. de 5 experimentos por duplicado. 8<0,001
con respaclo al control de eélulas adherentes; 1|:)<0,001. con respecto al control de

macrofagos.

4,7.1.2. En la actlvidad cltotdxlca.

En los sigulontos experimantos, se estudié el posible ofecto diferencial da los
poplidos sobre macrdfagos purlficados del peritoneo y la suspension peritoneal total
an ensayos de cilotoxicldad. Los resuitados se presentan en la labla 7.

Como se puede observar no sa apreclan dilerenclas entre los efectos praducldos
por los tres péptidos sobra la capacidad cilotdxica de macrdfagoes purificados o de
muestras del peritoneo total.
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TABLA 8. Eleclo do tres concentraciones molares de bombesina, GRP y
nauromodina C on el porcontaje de citotoxicidad natural de peritoneo completo y de

macrélagos poritohoales purificados de ratones BALB/c usando células YAC-1 como
diana.

Control Bombesina
109 1010 10712
.Comploto 1314 2147 33188 1845
Macrofagos 1243 1542 2681 1842
Control GRP
108 1010 1012
P.Comploto 1314 21x4 384118 2046
Macrélagos 1243 1624 30451 193
Control Neuromedina C
108 010 10712
P.Completo 134 195 3388 1814
Macrolagos 1243 166 24471 15+4

Los valores son la modia # D.E. de sels experimentos realizados por triplicado.
a p<0.001 respaclo a su correspondiente controt; 1 p<0.001 respecto a su

corrospondiente control.
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4.7.2, Efecto comparado sobre muestras completas y purificadas de
linfocltos.

Se protondla conocer sl la accion moduladora de estos péplidos sobre la
funcionalidad del linfacito se ejercia directamente sobre 8l o a través de las células
accesorias adherenles, como macrélagos. Para ello se estudiaron los efectos de estos
péplidos sobro 1a funclonalidad del linfocito en muestras completas y en muestras
doplacionadas de células accesorias y enriquezidas en linfocitos T. Las poblaciones
purificadas contanlan un 97% de células T segiin se comprobé por Inmunodeteccion

con anli-Thy .

4.7.2.1, Quimlotaxls,
En primor lugar se prosentan los resultados obtenidos en cuanto al efecto del

GRP sobyro la quimiotaxis on linfocitos peritonaales.

O P. Total
A L. Purificados

* x

T

i W

Flg 25. Indices de quimiotaxis de linfocitos oblenidos del peritoneo Incubados con
GRP (10710 M) mantenidos en la suspensién peritoneal completa o purificados a partir
de la misma. So representa la media x D.E. de 7 experimentos realizados por

duplicado. **p<0,01 respoclo al control sin neuropeéptido.
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En la fig 25 so muestran los Indices de quimiotaxis de linfocitos obtenidos del
paritoneo en respuesta a la incubacidn con GRP a la concentracion que rasultd ser la
mas oloctiva, {1010 M). Para estudiar la lorma de actuacién del neurcpéptido, se
onsayd su olacto en linfocilos mantenidos en la suspension peritoneal completa
(P.Total) y en linfocitos alstados del peritoneo (L. purificados).

So observa la desaparicion dei efecto estimulador de la quimiotaxis producido por
ol GRP a la concenlracion de 10710 M, cuando los linfocitos estan purificados.

Por otra parto, en la fig 26 se exponen comparadamente, los resultados
obtenidos al incubar con GRP, a tres concentraciones, muastras de leucocitas
obtenidos de bazo, limo y ganglios axilares o linfocitos purificados de dichos 6rganos.

No so observa ningin efocto del neuropéplido sobre la quimiotaxis de linfocitos
purilicados no adherontes, mayorilariamente linfocitos T, de 6rganos linfoides. El ligero
ofocto estimulador que se obsarva a la concentracidn de 10°1% M de GRP sobre
linfocitos an suspenslones no purlticadas de ganglios axilares desaparece al estar los
linfocitos puriticados y también, el efecto Inhibidor ancontrade en tima con esa misma
concenlracién de GRP, se plerde cuando la quimiotaxis se analiza en lintocltos
purificados de dicho drgano.

91



Resultados

1000

o P Total

+ 0 Linlocite

! m
600 ‘TT T T

4001
2004
[ B e —_ e en

4] ] -10 12
1200
|ll|:o | 0 B Tolal
l B Linocitos
w{T T T
400
4] s ——— — ———
0 -8 -0 19
§000
AT
0 Linfocites
&
"
400 4
AN
[V B s b — -t —
0 B -0 12

Flg 26. Indices do quimiotaxis de linfocitos obtenidos de gangllos axilares, bazo y
limo incubados con las concentraciones que se Indican de GRP mantenidos en la
susponslén celular complela o purlficados a partlr de la misma, Se representa la media =
D.E. do 5 experimentos realizados por duplicado.* p<0.05 respecto a su conlrol.
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4.7.2.2, Linfoproliferacidén,

Una vaz probados los efectos mitogénicos da los neuropdplidos de la familia de ta
bombaosina sobro la linfoproliferacion, procedimos a estudiar los efectos de los
neuropoplidos sobre dicha capacidad linfoide en muestras enriquacidas en linfocitos
T. Asl se puade determinar si esta accion meduladora de los neuropéplidos se Heva a
cabo directamente sobre el linfocito o a través de las células adherentes, como
macrotagos. Para ello, linfocltos no adherentes alslados de suspensiones celulares
obtonidas do érganos linfoides: bazo, limo y ganglios axilares, fueron incubados con
bombasina, GRP y nouromedina C a la concentraclén10-10 M que resulté ser la més
ofocliva on los onsayos provios do proliferacidn. De este modo, se puede conocer el
olacto en la proliferacion aspontanea, en ausencia de mitégenc, sobre los linfocitos T.
Para doterminar ol slecto do los neuropéptidos sobre ia proliferacion de los linfocites T
purlficados on pregencia de mildgeno se incorpord Con A a concentracién de 1ug / ml.

Los rosultados comparados entre muestras completas de leucocitos y las
muaostras de linfocitos purilicados so prasentan en las fig 27 y 28 ,en ausencla y en
prosoncia do Con A, respeclivamente. Los valores se expresan como porcentajes de
proliferacidon roespoecto a controles sin neuropéptido nl mitégeno y cuyos valores en
¢c.p.m. fueron B16 & 211, 615 120 y 192 + 60 en ganglio, bazo y timo,
rospoctivaimoento, an la poblactdn loucociilca total, y 212 « 49, 187 +: 56 y 200 + 31 en
muasiras da linfocitos T purificados.

No se obsarvd efaclo de los nouropéptidos en fa proliferacidn esponténea (fig 27)
ni on ta induclda por Con A (fig 28) cuando los linfocitos se encontraban purlficados, lo
quo so roprosenta on la figura como “linfocllos no adherentes” frente a "leucocitos”

quo raprasonia la poblacién tolal de leucocitos obtenida de los drganos.

4.7.2.3. Capacidad citotdéxlca.

[l slguionto paso lue ol astudio de los posibles efeclos de los péptidos sobre la
actividad citotoxica natural y sobre la clitotoxicidad celular dependiente de anticuerpos
(ADCC) do linfocltos T puriticadaos por adherencia comparado con lo que ocurrfa en
muastras complotas oblenidas de drganos linfoldes. Como puede observarse en las fig
20, 30 y 31 y an las tablas 9, 10 y 11, ninguno de los tres péptidos mantuvieron sus
sloclos estimuladores cuando las muestras consist(an en linfocitos T purificados, tanto

on la cltotoxicidad NK , como en la ADCC.
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Fig 27. Porcentajes de prolileracién de lintocitos de gangllo, bazo y timo
incubados con BN, GRP o neuromadina C {10719 M) en la suspensién leucacitica
total y en los linfocitos T purificados (no adherentes). Se representan la medla
D.E.do los rosultados de 8 experimentos por triplicado, Bp<0,01. 8p<0,001
respecto al valor cantrol en |a poblacion total de leucocitos.*p<0,05; **p<0,01;
*¥¥5<0,001 respecto al valor en leucocitos con log respectivos neuropéplidos.
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Fig 28, Porconlajes do proliferacion de linfocitos de ganglio, bazo y timo en
respuesta a Con A {1ug/ml) @ Incubados con BN, GRP o neuromedina C (10°19 M) en la
suspanslon laucacltica total y on los linfocltos T purlficados (no adherentes). Se
representan la madia = D.E.de los resultados de 8 experimentos por triplicado.
bp<0,01: 8n<0,001 respacto al valor conlrol en la poblacién total de leucocitos.
*p<0,05; **¥p<0,001 respacto al valor en lsucocltos con los neuropéptidos
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Flg 29.Porcentajes da cltoloxicidad natural de la suspensién leucocltica lotat y de
los linfocitos T purificados (no adherentes) de ganglio, bazo y timo Incubados con BN a
las concentraclones que se Indican. Se representan la media + D.E.de los resultados
de 8 oxperimentos por triplicado. An<0,001;p<0,05, respecto al valor control en la
poblacién do loucocltes.*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001 respecto al valor en
loucocitos con los raspectivos neuropéptidos.
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Flg 30.Forcontajos de cliotoxicidad natural de la suspension leucocitica lotal y de
los linfocitos T puriticados (no adherantes) de ganglio, bazo y timo incubados con GRP
a las concentraclonas que se indican. Se representan la media + D.E.de los resultados
de 8 experimentos por triplicado. ap<0,001;%p<0,05, respecto al valor control en la
poblacion de leucositos. **p<0,01; ***p<0,001 respecto al valor en leucocitos con

los respactivos neuropbplidos.
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Fig 31.Porcentajes de citoloxicidad nalural de la suspension leucocllica lotal y de
los linfocitos T purificados (no adherentes) de ganglio, bazo y #imo Incubados con
neuromedina C a las concentraclones que se Indican. Se representan la medla
D.E.co los resultados do 8 axperimentos por triplicado. A3<0,001; bp<0.01: Cp<0,05,
respoclo al valor control en la poblacién de leucocitos, *p<0,05; **n<0,01;
*h.0,001 respecto al valor en leucacilos con los respectivos neuropéptidos.
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Resultados

TABLA 9. Cloclo de tres concentraciones molares de bombesina, GRP y
neuromadina C en ol porcentaje de citotoxicidad celular dependiente de anticuerpo
(ADCC) do leucocitos lolales y de linfocltos T purificados de ganglics axilares de
ratonos BALB/c usando celulas K&62 como diana y una dilucién 1:500 de anticuerpo.

Contraol Bombesina
109 1010 1012
Leucocitos 1941 2133 29418 20+2
Linfocltos T 1613 15641 151 1642
Control GRP
108 10-10 10712
L.aucochtos 1941 231 32148 23+5
Linfocllos T 1643 1414 1742 171
Control Neuromedina C
108 10-10 1012
L.oucocilos 1941 191 29418 2145
Linfocilos T 1843 163 134 1442

Los valores son la media % D.E. de cinco experimentos realizados por duplicadao.

8 1n<0.001 respocto a su control,
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Resuftados

TABLA 10. Efeclo do lres concenlraciones molares de bombesina, GRP y
nouromodina C an ol porcortajo do citotoxicidad celular dependiente de anticusrpo
{ADCC) doe laucacilos totales y do linfocitos T purificados de bazo de ratones BALB/c
usando colulas K562 como diana y una dilucién 1:500 de anticuerpo.

Control Bombesina
108 10-10 10712
Laucocilos 1941 282 26458 23+4
Linfocitas T 171 1945 185 2145
Control GRP
108 10-10 1012
Loucocitos 1941 2516 3188 23+4
Linfocitos T 1741 1742 20x3 201
Control Neuromedina C
108 10-10 10712
L.aucocilos 1911 2347 2g+48 25+7
Linfocltos T 71 16x3 1814 16+3

LLos valoros son la mediat D.E. de cinco experimentos realizados por duplicado.

8 n<0.001 rospocto a su control.
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Resultados

TABLA 11. Efocto do tres concentraciones molares de bombesina, GRP y
nauromedina G an el porcentaje de citoloxicidad celular dependiente de anticuerpo
(ADGC) do loucocitos totales y de linfocltos T purificades de timo de ratones BALB/c
usando colulas K562 como diana y una dilucién 1:500 de anticuerpo.

Control Bombesina
108 10-10 10-12
Loucocitos 1742 2342 26428 274:+1
Lintoclos T 1541 1613 1444 1742
Control GRP
108 1010 10-12
Leucocitos 1722 23x2 2038 20x2
LInfocltos 7 1511 1342 1542 144
Control Neuromedina C
108 1010 10-12
Loucocltos 1742 1741 25424 20x1
Linfocltos T 1541 1412 1544 1442

Los valores son la mediaz D.E. de cinco experimenios realizados por duplicado.

8 p<0.001 respocto a su control.
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Resuftados

4.8. Producclén de un factor por las células adherentes,
responsable de los efectos de los neuropéptidos en l[a funcidn
lintolde,

Para profundizar en la forma de acluaclén de los neuropéptidos sobre la
lunclonalidad de los lintocltos, reallzamos unos ensayos para determinar s era
nacesaria una inloraccidn de las células: linfoclto y adherente, o si la informacién se
transmitla a través de alglin mediador soluble producido por estas titimas, que podrian
sar linfocltos adherentes, prioritariamente linfocltos B, o macréfagos.

Para ollo se onsayd el efecta dol GRP a la concentracion méas efectiva, 10710 M, en
la quimiotaxis de linlocitos mantenidos en la suspensién petitoneal completa (P.Total) y
do linfocilos T purificados del paritoneo {L.. purlficados) y se ensayd un tercer grupo
consistente on linfocitos aislados dol peritoneo a los que se afiadid ! sobrenadante de
una susponsion do cbluias adherontes del peritoneo (macréfagos y linfocitos B) o de
una susponsion do macrdlagos purificades, que fue prevismente incubada con GRP
(1010 M),

16500

O contral
0 GRP

Fl Sobren. Mo
row il Sobren. Mo+l.B

1000 - l .
1 17

5001

Ome.-m— > e & st

P. Total L. Purllicados

Flg 32. Indices de quimiotaxls de linfocitos obtenidos del paritoneo purificados y sin
purificar (P.Total) Incubados con GRP (1010 M}, o con el sobrenadanie de células
adherentes o do macréiagos, peritoneales Incubados con ol neuropépatido, Se
roprosenta la media x D.E. de 7 experimentos realizados por duplicado. *p<0,05;

**n<0,01 rospoclo al control sin neuropéptido.
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Resultados

Los rosultados muestran que el efeclo del GRP se conserva an muastras
purilicadas do linfocitos a las que se ailadieron los sobrenadantes de la suspension
portoneal completa del poritoneo Incubada en presencta de GRP. Esle hacho apunta
la posibilidad de que la sefial del neuropéplido, en este caso de estimulaclén, pase a
los linfocllos a través do un factor soluble que serla secretado por las células
adharentos, probablemente macrétagos, dado que los resultados no varian

signiticativamenio si so aflado of sobrenadante de macréfagos purificados o de la
poblacion adherento total,
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Rasultados

4.9. Mecanismos de accldn Intracelular de los tres neuropéptidos:
Bombheslna, GRP y Neuromedina C.

Para doscubrir quo tipo de seflales intracelulares estaban implicadas en la
activacion do tas colulas inmunes por los neuropéptidos de la familia de la hombesina,
docidimos aestudiar los principales segundos mensajeros de las dos vias clasicas de
transduccién de sefiales: la ruta de la adenllato ciclasa y la de los inositoles fosfalo, para
allo valoramos los niveles de AMPc intracelular y los de 1,4,5-Ingsitol trifostato (IP3), asi

como fa subsecuanto activacion de la protelna quinasa C.

4.9.1. Nlveles de AMPc Intracelular.
La valoracién de los nivelos de AMPe Intracelularse efectué en macrofagos

paritonoatos y on linfocitos de ganglios axilares.

4.9.1.1. En macrdfagos.
2n la tabla 12 so muosiran ios niveles intracelulares de AMPc obtenidos de
macrdfagos Incubados con bombesing, GRP y neuromedina C a las concentraclones

que so Indican (10'9. 10710 y 10 M) y a tres tlempos 30, 60 y 120 segundos.

Tabla 12. Nivoles do AMPc (pmol/ 108 células) en macrdiagos peritonsales
Incubados con bombesina, GRP y neuromedina C.

Tiompo  Concoenlracion Coniral BN GRP Neuromedina C
30 0 32 %4 . . ~
109 M N 28 + 3 22 & §* 24 & 3*
10-10 M 25 + 4* 20 4% 24 x4
10-11 M - 20 & 3 25 +6 2645
60 0 316 - - -
109 M . 29+ 4 26+ 5 26+ 5
10-10 M . 26 + 3 28 & 6 28+ 4
1001t M - 30 « 4 8048 27 % 4
120 0 3056 - - -
109M . 29+ 3 28 i+ 4 304
1010M N 29 +4 29 +5 29 5
1071 M . 30§4 28 x4 27 5

So ropresenta la media + D.E. de 4 experimentos por duplicado.'p<0,05; **p<0,01
raspecto & los valores control.
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S0 obsorva una reduccion significativa de los niveles intracelulares da AMPc con
los tros péplidos & los 30 s de incubacién y con ta concentracion de 10719 M. Con GRP
y neuromodina G tamblén aparece esa reduccién a 109 M.

4.9.1.2, En linfocltos

En la tabla 13 so exponen los datos obtenidos al valorar los niveles de AMPc en

lintocitos do ganglios axilares incubados con bombesina, GRP y neuromedina C,

Tabla 13. Nivelas de AMPc (pmol/ 108 células) en linfocitos de ganglios axilares
incubados con bombasing, GRP y neuromedina C.

Tiempo  Concontracién Conlrol BN GRP Neuromedina C
30 0 83x 12 - _ -
108 M - 61 £10'** 55 10*** 6712
1010 M 67 + 11*** BB 9*** 67 % 12"
1011 M 70 9 54 +7*** B0 8***
60 0 7941t _ - _
109 M . 77 412 79+ 13 75+ 11
1010 M 79 %10 79 % 14 74 % 11
101 M 79+ 9 80 + 14 77 %12
120 0 7949 - - _
109 M - 76+ 12 8012 78 & 11
10110 M . 76 9 78 12 77 11
10711 M . 77 +12 78 12 77 +10

Sa ropresenia la modla + D.E, do 4 experimentos por duplicado. ***p<0,001 respecto

al valor control.

Los tres nouropéplidos producen una réapida disminucién muy significativa en los
nivelos Intracelulares de AMPc. Para comprobar que la medida era realizada
corroctamente afiadimos el péplido intestinal vasoactivo (VIP) para el que esté
domostrada la elevacién de los niveles de AMPc. Los valores obtenidos al afiadir VIP
(10'8M) fuaron: 234 237 pmol/ 108 cdlulas a 30s (p<0,001); 129 +25 a 60s (p<0,01)y
87+ 18 a 120s.
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Rosultados

4.9.2. Niveles de IP.

La valoracion de los niveles de |Pg se llevé a cabo en macrdlagos perilonealss asi
como en linfocitos de ganglios axilares.

4.9.2.1, En macrétagos.

En la tabla 14 se muestran los resultados obtenidos en cuanto a los niveles
Intracelulares de iP5 expresados en pmoli10® macrétagos Incubados con bombesina,
GRP y neuromedina C a las concentraciones que se indican (10, 10710y 107 y a
tras tiempos 30, 60y 120 s.

Tabla 14, Nivoles do IP5 {pmal/ 108 células) en macrofagos periloneales incubados
con bombesina, GRP y neuromedina C.

Tiompo  Concentracion Conirol BN GRP Neuromedina C
30 0 165 - - -
109 M - 2345 225 23 %5
1010 M - 235 23 4 6 23+ 5
10711 M . 20 + 6 22 46 215
60 0 13+ 4 - - -
109 M . 17+5 18 + 5* 18 & 5*
1010 M a 24 + 6** 23 & 5** 24 x 6**
1011 M 22 + 6* 19 & 6* 20 + b*
120 0 103 - - -
109 M - 1893 124 4 1129
1010 M . 13 x4 1243 122
1011 M 932 92 103

So reprosenta la media + D.E, de 4 experimentos por dupticado.’p<0,05; **p<0,01
respacto a los valores control.

Al contrario de lo que ocurrfa con los niveles de AMPc, se observd un incremento
significativo de los nivelos intracelutares de IP3 en macrélagos petitoneales, con los
lres poplidos a los 60 s de incubacion y @ la concentracién de 10710 M, y con
bombesina también a la de 109 M.
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Rasultados

4.9.2.2, En linfocitos.

En la tabla 15 se recogen los resultados obtenidos al valorar los niveles de [P en
loucocitos de ganglios axilares.

Tabla 15.Nlveles de 1P3 (pmol/ 108 células) en linfocitos de ganglios axilares
tncubados con bombesina, GRP y neuromadina C.

Tiompo  Concentracldn Controd BN GRP Neuromadina G
30 0 29+ 6 - - -
109M - 35 + 4* 32+5 3286
10710 M . 35 + §* 37 + 6* 37 + 5*
10111 M 35 + 5 36 +6* 38 + 6
60 0 28 & 5 - - -
109 M . 38 % 6** 37 + 6** 37 + &**
1010 M 41 & 5 40+ 5*** 40 5"
101t M . 35 i 5* 34 1 5* 30 x4
120 0 207 - - -
109M 307 305 31x7
10710 M . 29 x4 31 46 30 16
101 M ] 31 £6 31 27 30 15

Se ropresonta la media & D.E. de 5 experimentos por duplicado.'p<0,05; **p<0,01
rospoeclo a los valores control.

También en la pablacién linfoctica de ganglios axilares, los lres neurcpéplidos

incromentaron los nlveles de 1Py a los 30 y 60 s. Déndose el mayor incremento a los
60 syconla concenlracioni0 19 M de los tras péptidos.
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Resultados

4.9.3. Actividad Proteina quinasa C.

Ademas da 1P3, la hidrolisis de fosfolipides de membrana genera diacilglicerol,

que a su vez acliva la proteina quinasa G favoreciendo st lraslocacion del citosol a fa

mainbrana, lo que passmos a valorar a conlinuacion.

4.9.3.1. Actividad PKC en leucocitos.

La Implicacién de la PKC en la transduccidn da la sefial de los neuropéplidos fue

confirmada valorandoe la actividad de la enzima en las células inmunocompetentes

ostudiadas: poblacion de leucocitos de ganglios axilares, y macrdlagos y linfocitos

purlficados.

Tabla 16. Actividad proteina kinasa C (pmol/min/108 células) en membranas y
citosal de leucocitos oblanldes de ganglios axilares.

Sustancia Concentracion Actividad PKC
Membranas Cltosol
Control o 51 x1.2 10,3 %1,0
PMA 50 ng! ml 15,3 43,78 10,0 £1.1
Con A 1 g/ mi 14,1 % 1,18 97+24
Bombesina 109 M 8,7 2,22 8,6+0,8%
10-10M 16,5 11,4 10,5 #1.7
101 1M 12,6 2 2,08 9,7+17
GRP 109 M 7,34 1,18 7,8 +1,6%
10°10M 15,0 1,82 9,6 1,7
10-11M 14,6 £1,0% 8,5 +1,6
a
Noeuromadina G 106 M 8,6 ﬂ.oa 8,6:1,3
10-10M 12,6 + 2,32 10,4 £ 1,8
10-11M 9,8 +1,4° 7.7 24,22

Los resullacdos son la media + D.E. de 5 experimentos realizados por duplicado,
ﬂp<0.001 respecto a suis controles,
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Restuitados

En lalabla 16 se muestran los resulalades oblenidos al valorar 1a actividad PKG en
leucocitos obtenidos de ganglios axilares, como 6rgano representalivo. Como se
observa, los tras neuropéptidos estimulan por igual la actividad PKC alcanzando
valoras préximos a los obtenidos con PMA, conocldo activador de ésta enzima.

So reallzaron algunas pruebas afiadiendo retinal como probado Inhibldor de la
activaclon do la PKC producida por PMA. Las muestras incubadas con PMA + relinal
dioron una actividad do 6,8 + 1,9 significalivamente menor que ia oblenida con PMA
(p<0,001). Asl mismo se incubaron muestras con GRP + retinal y tamblén la
astimulacion do la actividad PKC por GRP {ue reducida significativameanie (p<0,01) en

prosencla de retinal dando una actividad 9,0 & 1,1 pmol/ min/ 108 células.

4.9.3.2. Actlvldad PKC en macréfagos y linfocltos purificados.
En la sigulonte labla so exponen los resullados oblenidos en ensayos da
actividad PKC on poblaciones celulares purificadas: macrélagos del peritoneo y

linfocitos de gangllos axilaros.

Tabla 17. Actividad protelna kinasa G {pmol/min/10® células) en membranas y
cltosol do macréiagos puriticados do peritoneo y linfocltos purificados oblenldos de
ganglios axliares.

Tratamtonto Macrdtagos Linfocitos

Mombranas Citosol Membranas Citosol
Control 55207 11,321,3 47x04 83+18
PMA (50ng/ml) 2155180 72:16  186s1,7 7.820,7°
PMA + rolinal (20uM) 8,1  2,3" 8821 5,1 1,0" 0,2:41,4"
GRP (1010 M) 18,5 4 2,3° 5.2+2.1° 13,021,6° 6,2 +2,0°
GRP + retinal 7.9+ 2,4" 84+23" 70 41,7" 9,2 +1,7"

Los resultados son la media & D.E. de 5 experimentos realizados por duplicado.
bp<<0.01 respeclo a sus controles. ¥ p<0,01 respacto a los valores sin retinal,
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Rasuliados

En las poblaciones purificadas se sigue observando la activacién de la PKC por el
GRP a niveles similares. Tanto el efecto del PMA como el del GRFP se encuentra
rovoartido hasta casi alcanzar los valores conlroles, en prasancia de retinal.

En la fig 32 se oxponen de forma comparada los resullados en cuanto a la
activacion de la proteina kinasa C por PMA y GRP (10710 M) en macréfagos purificados

de peritonoo, linfocitos Ty leucocitos totales de ganglios axilares.

30"
i 0 Macrdlagos
2 0 Unfocitos T
{1
ln{; l A Leucccltos
&
2 207 ¢
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Fig 33. Actividad PKC en pmol/ min/ 108 células en muesiras de macréfagos
peritoneales, linfocitos Ty laucocitos lotales de ganglios axilares en respuesta a PMA
(50 ng/ml) y a GAP (1019 M). Los valores son la media « D.E. do 5 experimentos por
duplicado. ‘p<0,001 raspeclo al valor con PMA, 8p<0,001; cp<0,05 respacto al valor
on macrofagos.

En las Ires poblaciones celulares se produjo un significativo aumento (p<0,001)
do la actividad protelna kinasa C tras la Incubacion con el GRP. En los laeucocitos y
lintocitos T purificados da ganglios axllares esta mayor acllividad enzimética llega a ser

del mismo nivel que ol alcanzado con el PMA.

110



5. DISCUSION



Discusion

5.DISCUSION

La oxistoncia de una estracha Interrelacion entre los sistamas nervioso e Inmune se
sustenta a nlvel anatdmico con la presencia de fibras nerviosas en érganos linfoldes
primarios y secundarics. Muchas de estas fibras que acompaiian a los vasos
sangulnoos y estén intimamente asocladas con varios tipos celulares como lintocltos,
macréfagos y maslocitos, son peplidérgicas habiéndose encontrado en sellas
immunoreactividad para divarsos neuropéptidos como la sustancia P, VIP o el NPY
(Follon y cols., 1985 y 1988). Ademés de estos hechos, en las células inmunes se han
detectado receplores para loda una sorie de neuropéptidos y se han comprobado los
olaclos moduladores do algunos de olios sobre la respuesta Inmune. Otro dato que
apoya la comploja inlorrelacion entro los sistemas reguladores es la presencia de
neuropdptidos on drganos y células inmunes (Blalock y cols., 1988). Hechos todos
ollos que ya han sido comenlados més ampliamente en la introduccion de esta
mamaoria.

Por otra parlo, an las terminaclonas nerviosas que Inervan el tracto digestivo, se
liboran muchos de esos neuropéplidos, y sl lenemos presenls el importante
componento Inmune on esta localizaclén (Blenenstock y cols., 1988; Dockray cols.,
1979) pareco evidento la modulacion que podrian ejercer sobre esas células inmunes
dichos neuropdplidos.

Como ya sa ha comentado en fa introduccién, fos efeclos moduladares que, sobre
la functan inmune, tlene uno de los grupos de neuropéplidos asoclados al tracto
digoestivo, of do la familia do la bormbesina, han sido muy poco estudlados y de forma
puntual. Entre eslos esludios y dentro del marco de la relacién neuroendocrina-
Inmune, ol hacho da que la BN se comporte como mitégeno para delerminadas lineas
colulares, espaclalmonta en células transformadas (Rozengurt y Sinnetl-Smith, 1983),
y como agente quimloatrayente para linfocitos (Moore y cols., 1984) y monocitos (Ruff y
cols., 1985), aumentd nuestro Interds por relizar un ostudio mas compielo sobre esta
familla do poplidos.

Se oliglb como animal de experimentacion el raton (mus musculus), por ser en al
qua mejor estandarizados se encuentran los estudios inmunoldgicos. Ademés, se trata
do una espacie on la cual se dispone de cepas singénicas perlectamente “tipadas” en
cuanto a su gendtica y expresion de antiganos Implicados en la respuesta inmune.

Las pruebas fueron realizadas in vilro, lo que permitlé conocer los efectos de los
nouropéplidos sobre células alstadas y por tanlo, sin Interferencias de otros sustanclas
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Discusién

como hormonas o metabolitos producidos por otros elementos sistemicos que
pudioran onmascarar o altorar los resultados.

Los nouropdptidos han sido ensayados ulilizando un rango de concentraclones
quo van desde la mayor do 10® M a la menor do 1071 M en graduacién de 107! M.
Esto rango permite estudiar por una parte los efectos que las mayores cantidades de
los poptidos, a un nivel farmacoldgico, o blen conseguidas fisiolégicamente en las
proximidadoes de la terminacion nerviosa secrelora puedan tener sobre las células
inmunocompolentes que nos ocupan, De haecho, olros neuropéptidos se han
oncontrado a niveles nanomolares en las terminaciones nerviosas como sucede con el
VIP {Fahrenkrug, 1980). Las concentraciones intermedias son aquellas a las que los
nouropoplidos puodon oncontrarse an lugares alge més alejados de la terminacion en
la quo se liboran y a la que pueden llegar a los fagocitos tisulares. En este rango
puadan dolectarse an plasma o en otros liquidos corporales (Hernanz y cols., 1989).
Las concontraclones en el rango de pmolar se han encontrado para e! caso de la
somatostatina on liquido cerebroespinal (Relchlin, 1983). Las concentraclones
monoros ulllizadas (10714 - 10713 M) suponen un rango de extrema dilucién a la que
normalmento ho se van a encontrar esos péplidos in vivo. Asl, en la mayotia de los
trabajos oxistontes quo ostudien ol electo de neuropdplidos sobre alguna funclén de
la rospuosta inmuno, se wlilizan concentraciones que se encueniran entre las
nscogidas por nosotros. Payan y cols.(1884) utilizan concentraciones de somalostatina
do 107 a 10713 My Mascards y cols.(1984) de 108 a 10°1 M. Goldman y cols.(1983)
ostudlan el elaclo de la nourolensing en el proceso fagocitico con concentraclenes de
10°% & 10°'! M. Rozengurt y cols.(1983) utilizan bombesina a concentraclones de 10
10 4 108 M para ostudiar su efeclo milogénico

il estudio del efecto nmunemodulador de esta familla de neuropéptidos se llevé a
cabo on los dos principales tipos de células inmunocompetentes, por una parte, los
macréiagos, coma representantes por excelencia de las células fagociticas, y por otro
lado, los linfocitos, pieza clave en la respuesta inmune especlfica. Ambas son las
colulas asenclales del sistema Inmunoidglco y de gran importancla en el mantenimiento
do la homeostasla genaral del organismo (Paul, 1989). También se incluyd el estudio
do otras células béslcas en la defensa antitumoral, las NK (Trinchleri, 1989).

Los macrofagos desempefian funciones Inespacificas, como lo es su papel en la
rospuesta inflamatoria. No obstante, también desartrollan acclones espaclficas de
colaboracion con otras células inmunes, secrelando factores moduladores, y as{ mismo
actiian como colulas presentadoras de antigenos (APC), exponiendo en sus
mombranas el resultado del procesamiento del antigeno que han relizado, en unién
con moldculas do histocompatibilldad, permitiendo asi que tenga fugar la respuesta
espocilica do la célula T (Delovich y cols., 1988). La mayor parte de estas funciones de
colaboracién o como cdlula efectora se basan en Ullima instancia en la gran capacldad
tagocitica de estas células (Unanue y Allen, 1987). Enlre las diferentes poblaciones en
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las qua puade encontrarse osto tipo calular, se eligid la poblacién peritoneal en base a
su {acll disponibilidad y por ser buenos representantes de otras poblaciones tisulares
do macrofagos (Unanue y cols., 1989). Adom4s, es esta una poblacién muy estudlada
por nosotros ¥ de la que se liene una metodologfa perfectamente estandarizada y
disoitada por nuestro grupo {Do la fuente y cols., 1985; Nuilez y cols., 1989; De la
Fuento y cols., 1990) .

tntre los linfocltos, los linfocllos T pueden actuar como células que al reconocer el
detorminanto antigénico de origen exdgeno presentado por la APC, proliferan y
socretan cilocinas que permilen la respuesta de olras células iInmunes, asl como ser
citotoxicas fronte a las células en las que recococen un delerminante antigénico
oxtrano do origon endégeno {Hodes, 1989). Los linfocitos, objeto de estudio, fueron
oblonidos do divarsas fuontes, Del timo, como drgano linfoide central {Anderson,
1990), det bazo, érgano linloide periférico pero hematopoyético en el ratén {Anderson,
1080) y do los gangllos axilares, como representalivos de los 6rganos linfoides
porifaricos {(Andorson, 1990).

Nuestro primer planteamiento fue estudlar los posibles electos de los
nouropdplidos alegldos sobre las funciones mas representalivas de cada uno de los
tipos celulares comentados: macrdlagoes, Iinfocitos y células NK. En los macrofagos el
procoso fagocitico, en los linfocltos su capacidad de migraclén y respuesta proliferativa
y on lag colulas NK gu capacidad citotdxica natural.

fZn rolacion a los macréfagos se estudian todas y cada una de las diferentes etapas
dol proceso fagocitico que tienen lugar in vivo : la adherencla a susiralo como paso
pravio a ia migraclén de la célula hacla el foco de Infeccién, donde se produce la
ingostién y por (itimo la destruccian del material faocitade. La modulacién de todas
astas {unclones por los noeuropéplidos de la famllia de la BN no es conocida, aungue se
tianen datos sobre la capacldad quimioatrayente de la BN en monocitos humanos (Rutf
y cols., 1985} y sobre la emislén de quimioluminiscencia, como medida de la mayor
capacidad de destruccion en macrélfagos murinos.(Jin y cols., 1980).

En cuanto a los linfocitos, el efeclo de estos neurapéplidos en su capacidad
nigratoria os dosconocida y de forma muy puntual se ha indicado su papel estimulador
do ta proliforacion (Krco y cols., 1986).

En cuanto al electo de oslos neuropdplidos en la funcién NK, segin un estudio
roclonto on exporimentos in vitro @ in vivo en humanos, la BN y péptidos relacionados
oslimutan la aclividad cltotéxica nalural {NK) frente a células tumorales (Van Tol y cols.,
1990 y 1991). Otra actividad citotoxica, la ADCC, que se ha planteado en sl presente
astudlo, no ha sido abordada en cuanto a su modulacién por eslos neuropéplidos,

Una voz comprobados los etectos de la BN, GRP y neuromedina C en las diversas
funclones Indicadas y el hecho de que no era necesatla la prasencla de los mismos a [0
largo da todo ol proceso sino unlcamente una incubaci6én previa, para intentar explicar
algunos de los resultados oblenidos pasamos & valorar el posible efecto de eslos
nauropaplidos sobre la secreclon de interleuclnas, en concreto de IL-1 por parte de los
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macrolagos y do IL-2 por linfocitos. Do hacho existia un trabajo en el que se muestra un
afacto inhibidor do ta BN sobro la proliferacién de células CTLL-2 inducida por IL-2 (Fink
y cols., 1968},

Una voz detectados los efectos, era necesarlo probar la especificidad de los
mismos para fo cual nos sarvimos de un antagonista del receptor para la BN, (Leu13-y-
CHaNH-Lou4)-BN, do demostrada acclén como tal (Coy y cols., 1988). Ademés no se
habia estudiade aOn la posible existencla de receptores para estos neuropéptidos en
colulas inunes. Si bien se hablan encontrado en otros sistemas {Zachary y Rozengurt,
1985, Naldini y cols., 1990; Balley y cols., 1991; Staley y cols., 1993). Por aso
roalizamos onsayos de unidn ospecifica con BN y GRP en macrdiagos y linfocitos.

A la luz do los resultados obtenidos hasta este momento, se nos planteaba la
posibliidad do que ostos neuropdplidos ectuaran sobre los linfocitos indirectaments, a
travds do las codlulas adherentas, principalmente macréfagos. Asl, realizamos ensayos
en poblaclones purificadas por adherencia, que corroboraron nuestra hipétesis. Dando
un paso mas quisimos averiguar si esta mediacion se llevaba a cabo por la interaccion
colular direcla entro linfocito y macrdfago o bien por algun {actor secretado por esle
uitimo.

Por ullimo analizamos los mecanismos de accion a nivel intracelular seguidos por
oslos nouropdplides y rasponsables de los electos observadosen las células Inmunes
ostudiadas.

5.1. Efecto de los neuropéptidos de la famllia de la bombesina
sobre el proceso fagocitico de macréfagos peritoneales murinos.

Cada una de !as etapas indicadas del proceso fagocitico en las que ha sldo
osludiado of eloto do los tres neuropéptidos de la familia de la bombesina, representa
un aspecto concreto do la activaclén de la célula fagocltica, y pasaremos a disculir los
rosultados soparadamente, siguiendo dichas elapas.

Como ya ha sldo Indicado, {os neuropéptidos se han utilizando en concentraciones
quo van dosde 10 M a 10"14 M. Este amplio rango de concenlraclones Incluye las
utitlizadas por otros autoros, como Ruf! y cols. (1985) que estudiaron los efectos sobre
la quimiotaxis on monocitos de concentraciones de 108 a 1014 M do BN.

Do los resullados obtenidos podemos deducir, que los tres neuropéptidos estiulan
In vitro el proceso lagocltico del macréiago sin apanas diferenclas significativas entre
ollos. Idénticas capacldades para la BN y el GRP ya habfan sido observadas con
antorioridad en la consecucion de atros efectos blolégicos como la secrecton hormonal
(Mc Donald y cols., 1983; Spindel, 1986). Este hecho sugiere que los receptores en
lagocitos para GRP doeben tener alinidad muy semejante para BN o neuromedina G, lo
cual era osperable si tonemos en cuenta que la gecuencla aminoacidica por ia cual se

114



Discusidn

unen al receptor en otros sislemas es Ia parte comun de la molécula para los tres
neurapéptidos (Sinnatt-Smith y cols., 1890). En algunos casos enconiramos un mayor
electo para la molécuta de! GRP en relacién a la BN y la neuromedina C, lo cual parece
indicar que los diecisiete aminoacidos del extreme amino-terminal de la molécula de
GRP (ausentes en los otros dos péptidos) juegan un papel importante en la activacion
celular. Hecho este que también ha sido corroborado por otros autores (Fletcher y
cols., 1983; Guo y cols., 1987),

6.1.1 Adherencia.

Es la primera elapa lisiolégica dentro del proceso fagocitico, siendo necesaria para
que se produzca la extravasaclén o la diapedesis de las células fagociticas desds los
vasos a los lejidos inflamados (McGregor y cols., 1978; Dohenly y cols., 1987).

La capacidad de adhesién de {a célula tagocltica es una caracteristica de la célula
viva en la que no solo intervienen factores de tipo fisico sino que se requiere la
presencia de callones divalentes (Ca?* y Mg2+ principalmente}, componentes séticos,
glicoproteinas y receptores, asi como el citoasqueleto (Rinehart y Boulware, 1977;
Springer, 1990).

Es importante la participacion del proplo endotello o del sustralo tisular en la
adherancia de los fagocitos. Las células endolelialas sintellizan moléculas de adhesién
como ELAM-1 (molécula de adhesién de leucocitos a endotelio) e ICAM-1, ICAM-2
{molécuia de adhesion Intercelular) {Staulon y cols., 1989; Springer, 1990), que
estando muy extendidas entre los diferantes tipos celulares permiten la unién a las
mismas de las moléculas complementarlas presentes en los fagociios.

Especlaimente importantas, en los fenémenos de adhesién que nos ocupan, son
dos familias de glicoproteinas: las L-selactinas, y las B-integrinas que comptenden la
LLFA-1 0 CD11a/CD18 que une ICAM-1 8 ICAM-2, y el Mac-1 o CD11b/CD18 y el
p150,85 0 CD11c/CD18 que unen ambos ICAM-1. Estas moléculas son sintetizadas
por las células fagociticas activadas por contacto con el sustrato y se deposlitan sobre la
membrana favoreciendo la adherencia. {Zimmerman y Mcintyre, 1988; Sanchez-Madrid
y cols., 1989; Stauton y cols., 1989; Zimmerman y cols., 1992).

El proceso analizado por nosotros de adhesion a sustrato plastico es semejante al
fendmena fislolégico de adhesién del macrdfago al sustrato tisular que ocurre In vivo
(Noga y cols.,1974; Haskill y cols., 1988).

Por los resultados encontrados, se deduce que los tres neuropéptidos estimulan
significativamente la capacidad de adherencia de los macrofagos a susirato, en un
amplio rango de concentraclones desde 10 a 10712 M. Siendo con las
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cancentraciones mas fisioldgicas (109 a 10-19 M) con las que se consigue la
estimulacion més significativa de la adharencia a todos los tiempos ensayados. Las
ostimulaciones mayores con los neuropéptides se dan alos 10 minutos de Incubacion
y las menores a los 60 minutos,

Las concentraciones mas altas de los péptidos (106 a 107 M) no producen efscto
probablemente debido a fenémenos de internalizacidn de los complejos ligando-
raceptor con la consecuente reduccion en la capacidad de unién o down-ragulation,
como sedescribe para la BN en monocitos (Ruff y cols., 1985), y para otros
neuropoptidos, como el VIP (Ottaway, 1992).

En general los procesos Inflamatorios y aquello que los promueve provocan un
aumento de la capacidad de adherencia de las células fagociticas, asl los productos
quimiotacticos que se encuentran en ios lugares de Inflamacién incramentan esta
capacidad (Doherty y cols., 1987).

Otros neuropéptidos biologicamente activos también estimulan la adherencia en
tagocios. Es el caso del NPY y el PYY (De la Fuente y cols., 1993a), del VIP (De la
Fuente y cols., 1994), de la neurolensina y neuromedina N (De la Fuente y cals.,
1993d), asl como de la CCK-8s y la gaslrina {Carrasco y cols., 1991). En cuanto a la
forma de actuaclon, estos péptidos podrfan comportarse de forma parecida a otros
mediadores inflamatorios como el IFNy, la IL-1 0 ef TNF, o como la endotoxina
bacteriana, LPS, que inducen la formacldn de ICAM-1 en variedad de tefidos y
estimulan la adheslén en linfocltos y monocitas a través de LFA-1 y Mac-1 {Bevllacqua y
cols., 1987, Bravario y cols., 1988; Springer, 1890).

Este primer resullado obtenldo supone que los macrétagos peritoneales estan
slendo activados por los neuropéptidos de la familia de 1a BN, hacho que por si mismo
no resullaria beneficioso para e organismo a menos que se diese acompafiado de una

astimulacién de las otras etapas que componen e! procese fagocitico.

5.1.2, Quimiotaxis

El movimlento de la célula fagocitica a favor de un gradiente de factores quimicos
atrayentes os 1o que se conoce por quimiotaxis, y tiene una importancia primordiat en el
reclutamiento de leucocitos an el foco Infilamalorio. Han sido descritos gran cantidad de
factores capaces de inducir esta capacidad migratoria en fagocitos.

Estas células presentan receptores aspeclficos para algunos de estos faclores que
se conocen como agentes quimioatrayentes: la fraccion Cba del complemsnto
(Fernandez y cols., 1978), leucotrienos (Ford-Hutchinson, 1980) o el péplido
formilado, FMLP {Shawell y cols., 1976).
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Otros muchos factores inducen la quimiotaxis de forma indirecta, favorecienda la
respuesta migratoria en favor de otro quimioatrayente, es el caso del LPS (Hugli, 1989).
Por olra parte los niveles de Ca2+ citosdlica, provinlentes tanto del exterior como de
los compartimentos internos de la célula, particlpan en el fenémeno quimiotactico
decisivamente (Gallin y cols., 1974 ).

También en esta segunda etapa del proceso fagocitico siguen teniendo un papel
importante las glicoproteinas de adheslén que se expresan en la membrana plasmética
en mayor medida en leucacitos activados quimiotacticamente (Springer y Anderson,
1986).

Por dltimo para permitir o movimiento del fagocito debe estimularse el
citoesquelelo, la maquinaria contraclil de la célula que hard que los macrdfagos
astimulados migren més vigorosamente (Schiffmann,1982).

Hemos estudiado en primer fugar, la modulacién de la capacidad de quimiotaxis de
los macrdlagos peritoneales por nuestros neuropéptido, utilizando como factor
quimioatrayente el FMLP, por ser uno de los mejor estudiados en cuanto a su forma de
actuacién y a la presencia de receptores an macréfagos. (Schifmann y Gallin, 1979,
Snyderman y Plke, 1984 ), Después hemes probado que los péptidos de la familia de la
BN son ademas polentes quimioatrayentes para estas ¢células.

l.a quimiotaxis en respuesta al FMLP se encuentra estimulada significativamente
por los tres neuropéplidos, stendo GRP y neuromadina C los que alcanzan mayores
valores de estimulaclén a las concentraclones méas bajas, lo cual podria ser reflejo de las
diferencias en cuanto a la secuancia aminoacidica con respacto a fa BN,

A su vez, otros neuropéplidos estimulan la capacidad de quimiotaxis del
macrélago: NPY y PYY (De la Fuente y cols., 1993a); VIP (De la Fuente y cols., 1894); la
sustancia P (Rulf y cols., 1985).

Para estimar la capacidad como quimicatrayentes de estos neuropéptidos se
escogleron lres conceniraclones préximas a las fisiologicas y se observé un
incremento dal niimero de células que migraron por filtro, que fue muy significativo para
ol caso del GRP a la concentracién de 10719 M, La potencla como quimioatrayenles de
eslos neuropéptidos queda patente dado que el vator méximo conseguido con el GRP
fue significativamente superior al obtanido con FMLP a 108 M, la concentracién 6ptima
an su actuaclén como quimioatrayente {Snyderman y Plke, 1984).

Una vez mas sepone de manitiesto que si blen los 17 aminoécidos diferentes que
presenta el GRP con respecto a BN y neuromedina C, no parecen claves para la unién
al raceptor, sl Juegan un pape! importante que se traduce en los efectos observados.

En cuanto a la forma de actuacion a nivel Intracelular, que veremos més tarde al
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discutir las mecanismos de accién, podemoes adelantar que ésta podrla ser similar a la
forma de actuacion del FMLP. Esle tras su Interaccién con el receptor en el leucocito,
estimula la fosfolipasa C via proteina G {Shelly y cols., 1989). Como resultado de lo cual
se genera diacilglicerol (DAG) e inositoil,4,5 tristosfato (IP3). EI DAG puede
metaholizarse y producir 4cido araquidénico, que a su vez incrementa los niveles de
leucotrienos y acidos elcosatetraenocicos (HETES), que son a su vez potentes
mediadores d la quimiotaxis (Shelly y cals., 1989). Ademés el |P3 potencia ia salida de
Ca2* del reticulo endoplasmético, el cual es directamente responsable de la capacidad
migratorla de la célula (Barels y cols., 1982) y por ofra parte, la proteina kinasa G,
activada por el DAG, esta implicada en la regulacion de la polimerizacion de actina (Nlggli
y Kelter, 1991),

Nuestros resultados estan de acuerdo con los obtenidos por Ruff y colaboradores
(1985). Eslos autores demostraron que tanto el GRP como la BN eran
quimioatrayentes para monogitos y células tumorales. Ademés es frecuente el hecho
de que agentes quimioatrayentes sean fuerles estimuladores de la quimiotaxis como
so ha demostrado con ciertos antibléticos (Rodriguez y cols., 1989}. Si blen no siempre
ocurre asl, nuestro grupo ha encontrado que tanto la neurslensina como la
neuromedina N estimulan la quimiotaxis de macréfagos peritoneales murinos pero no
actuan como qulmioatrayentes (De la Fuente y cols., 1993d).

De esta forma los neuropeptidos de la familia de la BN podrian actuar como
mediadores en focos Inflamatorios contribuyendo ala acumulacién de fagocitos en los
tejidos Inflamados, de igual modo que el VIP o la sustancia P {Wiedermann y cols.,
1991).

5.1.3. Fagocitosis,

El sigulente paso en el proceso fagocilico, una vez que los macréfagos han Hegado
al lugar donde se encusntra el agente patégeno, es la Ingestién del mismo.

Nosotros analizamos la capacidad de ingestion de células vivas (Céndida albicans)
y da particulas inertes (bolas de latex) ya que en cada caso los mecanismos implicados
son diferantes.

En un primer momento se utilizé una metodologla descrita en el apartade de
malteriales y métodos como fagocitosis en tubo que, si bien es una de las mas
utlizadas tras su publicacion por Brune y cols., (1973) y que ha sldo estandarizada
para macrétagos por Nufiez y cols.(1989), resulté ser Inadecuada. Los resultados
obtenidos indicaban una disminucién del nimero de céndidas ingeridas cuando los
macrdlagos eran incubados con concentraclones fisiologicas de bombesina. Sin
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embargo estos resultados nos hicieron sospechar que podriamos estar analizando la
raspuesta fagocitica de una poblacién de células no activadas por la bombesina, ya
que con esta técnica los macréfagos mas eslimulados por el peptide quedan tan
fuertemante adherldos al tubo que no es posible extraertos del mismo para llevar a
cabo el andllsis fagocitico.

Por esta razén se uflliz6, para estudiar la capactdad de ingestién, otra
meladologla alternativa y estandarizada por nosotros consistente en el empleo de
placas de MIF en las que las células adheridas a las mismas podlan ser vislualizadas
directamente al microscoplo. Empleando esta nueva técnica se han realizado tamblén
estudios con otros neuropéptidos, como el VIiP, observando que éste estimula la
fagocitosls a concentraciones de 108 a 109 M (De la Fuente y cols., 1993b), hecho
que contradecla los resullados de Litwin y cols., (1992} en macrétagos alveolares de
rata, los cuales obtenian una disminucién de la fagocitosis llevada a cabo por la
metodologia da Brune y cals, (1973).

Nuestros resultados en cuanto a la fagocitosis de particulas de lalex, no muestran
diferencias significativas entre los tres neuropéptidos, estimulando todos ellos esta
funclén a concentraciones desde 108 hasta 10°13 M, obteniéndose de nuevo los
valores estadislicaments més significatlvos con las concentraciones fisiolégicas (10°®
hasta 1012 M),

La incorporacién de parllculas Inertes no parece estar mediada por receptores
espaclicos sino a través de caracteristicas idnicas y estructuras inespecllicas de
membrana {Gallin, 1982), si blen algunos autores postulan la existencla en este tipo de
ingestién no medlada por opsoninas, de receptores especificos atn no identificados
(Silversteln y cols., 1989).

La fagocitosls de particulas inerles puede ser de gran interés a nivel fislologico. Tal
s ol caso del importante papel de los macréfagos alveolares en la eliminaclon de
particulas contaminantes que pueden introduclrse por el tracto respiratorio (Golde y
Hocking, 1982). De hecho curlosamente el grupo de Wiedermann (1988) que
describen por primera vez la secreclon de BN por celulas inmunes , encuentran un
incremento de la secrecién de este neuropéptido por macrétagos alveolares cuando
astos se encuentran expuestos a sllice y carbon.

En cuanto a la fagocitosis de Céndida albicans, los resultados que obtuvimos
fueron tamblén de estimulacién por parte de los tres neuropéptidos, y de nuevo las
concentraclones fisiolégicas fueron las més efectivas.

Esla estimulacién de la ingestién en presencia de suero como fuente de opsoninas
como es el caso de la tagocitosis de candidas, supone la activacidn por parte de los fres
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neuropoptides, de los receptores para la fraccién Fc de la 1gG, asl como de los
receplores CR1y CR3 para el complemento, que el macréfago exprasa en membrana
(Unanue y Allen, 1987; Silverstein y cols., 1989). Una mayor actividad y/o nimero de
aslos receptores supane uha estimulacién funcional de la célula fagocitica (Gandour y
Walker, 19838).

Otres neuropéptidos que también estimulan la adherencia y quimiotaxis, aumentan
la tagocitosis de la misma manera, como es le caso de los implicados en la reguiacion de
los procesos inflamatorios: sustancia P (McGillis y cols., 1987) y VIP (De la Fuente y
cols., 1993¢) y de otros como el NPY y PYY (De la Fuente y cols., 1993a), y la
naurotensina (De la Fuante y cols., 1993d).

5.1.4. Digestién,

La activacion de los fagocitos y la Ingestion de particulas extraiias desencadena en
la ¢élula lo que se conace comoa “burst” o estallido respiralorio que se caracteriza por un
aumento del consumo de oxigeno y por la generacién de derivados ldxicos del
oxlgeno que van a constiluir el principal mecanismo microbicida del macréfago. La
destruccion del material fagocitado se realiza en gran medida, a través de la producclion
de sustancias oxidantes generadas en una primera etapa por la activacién del sistema
enzimatico NADPH-oxidasa que forma una cadena de transporte slectrénico (Mollinedo
y Schnelder, 1987; Klebanoff, 1980). Este complejo enzimatico se situa en la
membrana ciloplasmélica que pasa a formar parte de los endosomas producidos en la
fagocltosls, donde se destruyen las particulas Ingeridas. El anion superdxido es el
primer producto que se origina en la reacclén de la NADPH-oxidasa, que tiene por
susirato NADPH» y Op. Por tanto, los niveles de este anién sirven coma medida de la
actuacion de todo el complejo enzimético (Belyakovich 1983). El anion superdxide y
otros radicales libres que del mismo se derivan como el perdxida de hidrégeno, el
oxigeno singlete y el hidroxilo entre otros, degradan el material ingerido por los
macréfagos {(Mollinedo y Schneider, 1987; Commins, 1980).

Los niveles de anién superdxido se pueden cuantificar por la capacidad de éste
para reducir el nitroazu! de letrazolio (NBT) convirtiéndolo, en proporcién equimelar, en
un formazan detectable por espectrofotomatria (Bagasta y cols., 1988 ).

Los valores de reducclén del NBT que detectamos en presencia de estimulo
fagociico (latex) son mayores que los oblenidos en ausencla del mismo, lo cual era
esperable puesto que los niveles de anion super6xido se incrementan cuanda el
fagocito esta eslimulado {Mollinedo y Schneider, 1987).

En relacion al efecto de los neuropéptidos estudiados, éstos estimulan tanto el
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matabolismo oxidativo basal, que se analiza en las muesiras incubadas en ausencia de
estimulo fagocltico, como la capacidad de digestion en presencia de parliculas de
latex,

A partir de su formacién, el anlén superéxido es transformado en otros compuestos
como el perdxido de hidrogeno, en reacclén catalizada por la superéxido dismutasa.

Este es el primer producto del metabollsmo oxidativo con potente actividad
microbicida, que al combinarse con mieloperoxidasas y haturos actia eficazmente
destruyendo baclerias, virus y micoplasmas, asi como células de organismos
superiores (Klebanoff, 1980). Hemos valorado la produccién de perdxido de
hidrégeno por citometria de flujo valiendonos de un compuesto fluorescente, la 2,7-
diclorofuorescina. Los resultados obtenidos son similares a los encontrados en la
valoraclon del anion superéxido por reduccién del NBT, es decir, una estimulacin de
los mecanismos responsablaes de la capacidad de digestion del macrdfago en
presencia de conceniraclones fisioldgicas de los neuropéptidos. Con el GRP se
consigue una intensidad de fluorescencla intermedia entre las producidas por el PMA
y el FMLP, activadores del estallido respiratorio en macréfagos {(Paimblad y cols., 1984).

Asl los péplidos de la famiila de la BN no solo estimuian la ingestion de particulas
sino que favorecen su destruccién, imprescindible para su posterior eliminacion del
organismo y presentaclon de los determinantes antigénicos a los linfocitos (Unanue y
Allen, 1987).

La produccidn de radicales libres ante estimulos fagoclticos, también se encuentra
estimulada en prasencla de otros neurapéptidos como el NPY y PYY (De la Fuente y
cols., 1993a), ta neurotensina (De la Fuente y cols., 1993d), el VIP {De la Fuante y
cols., 1993c) y la sustancia P (Wozniak y cols., 1989).

De los resultados hasta aqul comentados podemos conciulr, que los tres
neuropéplidos: BN, GRP y neuromedina G estimulan a conceniraciones fisiologicas
todas y cada una de las etapas del proceso fagocltico de mactofagos peritoneales

murinos.,

5.2, Efecto sobre las funciones de linfoclitos.

L.os linfocitos son, sin duda importantes células efectoras y reguladoras en la
respuesta inmune, por eso la poslble modulaclén de su funcionalidad por los
neuropéplidos de la familla de la BN constitufa otro de los objetives en el esludio del
ofecto de estos péptidos sobre el sislema inmune.

Los linfocltos desarrollan gran variedad de funclones de eilas podemos destacar
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dos muy representativas: la capacidad de mavimiento y la respuesta proliferativa. Asl
decidimos analizar ambas funciones en células linfoides incubadas con los
neuropéplidoes.

La movilidad de los linfocitos es esencial para la vigilancia inmunolégica y seleccion
clonal. Dentro de esta, la migracidon dirigida a favor de un gradiente quimico o
quimiotaxis permite la recuperacién de céiulas linfoldes recirculantes o no desde el
torrente circulatorio, asl como la acumulacion de las mismas en los focos de infeccion e
inflamacion. Los linfocitos B y T migran al bazo, a las mucosas y a los lugares de
infeccidn donde proliferan y se diferencian en células plasméticas y T efectoras.

Nuestros resultados, que pasamos a comentar a continuacion, prueban la
existencla de una modulacién positiva, como ocurria con los macréfagos, si bien a
diferencia de ellos, en este caso el efecto parece ser indirecto, aunque esto lo
discutiremos mas adelante.

§.2.1. Quimlotaxis,

Para vatorar la respuesta quimiotéctica de los linfocitos, ulilizamos el mismo
quimioatrayente empleado en e! estudio de macréfagos, el péptido formilado (FMLF) a
la concentracién de 108 M. El FMLP ha sido probado como quimloatrayente para
linfocitos por nuesiro grupo (De la Fuente y cols., 1993b y 1993¢), y otros aulores
sugleren la existencia de receptores para & en estas células Inmunes (Shubert y
Mller., 1989).

L.os resultados obtenidos en cuanto al efecto de los neuropéptidos difleren segin
la procedencla de las células linfoldes. Misntras en linfocitos peritoneales observamos
un Incremento significativo de la quimlotaxis en respuesta a la concentraclon mas
fisioldgica {10719 M ), no ocurre o mismo cuando los linfocitos proceden de érganos
linfoides. Asi los linfocltos obtenidos de timo ven reducida su capacidad migratoria en
presencla de fa concentracion de 10-10 M de GRP; en bazo no se observan diferencias
significativas con ninguna de las concentraciones empleadas; mientras que en
ganglios axllares se aprecla una estimuiacién significativa de esta actividad con la
concentracién de 10710 M.

Eslas diferencias podrlan ser debidas a las distintas poblaciones que conforman
cada una de estas localizaciones linfoides In vivo. Los linfocitos T y B que componen
los drganos linfoldes primarios (timo y médula 6sea) son continuamente exportados ala
perifetia locallzandose ptincipalmente en érganos linfoides secundarios, donde ven
raducida su capacidad migratoria. Ademés esta capacidad viene también determinada
ontogenéticamente de forma que los linfocltos T migran méas que los B, y entre los
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primeros los CD4* mas que los CD8* (Butcher, 1986; Picker y Butcher, 1992). Estos
hechos se correlacionan con nuestros resultados en controles que muestran una
capacidad de migracién superior de los linfocitos obtenidos del timo frente a los de
otras procedenclas.

En cuanto a los efeclos discriminativos concretos observados con los
neuropéptidos estudiados, pedrian tener un significado fisloldgico si consideramos a
éstos como mediadores Inflamatorios, ya que los linfocitos procedentes de 6rganos
secundarios convertidos en células ds memoria o efectoras por exposicion at antigeno,
interesa que migren de forma efectiva a los lugares de inflamacién (Mackay, 1991,
Pitzalis y cols., 1991).

La forma de acluacién de los heuropéptidos podria ser directaments sobre las
moléculas expresadas en la superficle del linfocito o favoraciendo la secrecién de
mediadoras inflamatorios en los proplos linfocltos o en las células accesorlas
adherentes acompafiantes, como macrofagos. Esta Uitima posibllidad se vié avalada
por expetrimentos posteriores que apuntan la necesidad de la presencia de estas
células adherentes para que tenga lugar la respuesta de los linfoclios a eslos
neuropéptidos. Entre los posibles mediadores inflamatorios implicados, las cltoquinas
IFNy y TNFa no solo incrementan la adherencia de los Finfocitos a endotello sino que
favorecen la quimiotaxis in vivo tras inyeccldn hipodérmica (Issekutz y cols., 1988 y
1989). Por otra parte otros experimentos ponen de maniflesto la implicacion de las
glicoproteinas de adhesién en estos procesos, asi utllizando anticuerpos contra L-
selectina se consigue inhlbir la migracién de neutréfilos a ta cavidad periloneal
inflamada en raton (Watson y cols., 1991), y doe igual modo, antlcuerpos anti-LFA-1 y
anti-ICAM-1 Inhiben el trafico linfocltico (Isobe y cals., 1992).

Otros autores han encontrado a la BN capaz de estimular el trafico linfocilario
(Moore y cols., 1984), y otros neuropéptidos gastrointestinales come la neurotensina y
la neuromedina N también lo hacen (De la Fuente y cols., 1993d). En camblo el VIP que
estimula la quimiotaxis en macréfagos peritoneales la inhibe en lintocitos (De la Fuente
y cols., 1994).

§.2.2. Proliferacion.

Los factores de crecimiento son polipéptidos que regulan la proliferacién y el
crecimiento de las células, y que ademéas pueden intervenir en procesos de
diferenclacion de las mismas. La capacidad milogénica de los péplidos de la familia de la
BN es bien conocida para lineas selecclonadas neoplésicas como fibroblastos Swiss
3T3 (Rizengurt y Sinnett-smith, 1983) y células del tumor SCLC (Weber y cols., 1985).
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Da nuestros resultados podemos deducir que actian a su vez estimulando la
proliferacion in vitro de linfocitos no tumorales obtenidos de timo, bazo y ganglios
axilares murinos.

Los lres neuropeptidos ejercen este efecto estimulador a fa concentracion méas
lisioldgica (1010 M), siendo la respuesta mayar en linfocitos obtenidos de! timo frente a
tos oblenidos de bazo y ganglios axilares, lo cual puede deberse, como
comentabamos en el caso de 1a quimiotaxis a las diferentes poblaciones celulares que
componan uno u otros drganos, Precisamente en timo, un érgano linfolde primatrlo, la
poblacién de células de la linea linfoide es, en su mayor parte, Indiferenciada y con
capacldad proliferativa (Ritler y Crispe, 1992) y en cualquler caso, la sensibilidad a las
¢ltocinas particulares o a combinaciones de ellas, varla en los diferentes estados de
diferanciacién de los linfocltos que se encuentran en esta localizacidon (Cardigan y
cols., 1991).

En 1960, la litohemaglutinina (PHA) fue utilizada en estudios in vitro camo inductor
do la mitosis, correlaclonandose ceon los fendmenos proliferativos in vivo (Nowell,
1960). En 1972, los linfacltos B incubados con lipopolisacaridos obtenidos de paredes
bacterlanas (.PS) sufrlan transformacién blastica, proliferaban y se diferenciaban en
células secretoras de Inmunaglobulinas (Andersson y cols., 1972).

Desde entonces, diversas sustancias que inciuyen el grupo de las leclinas
vegetales y antlgenos policlonales se constituyen en potentes Inductores de la
prolifaracién para la investgacion in vitro. La sefial producida por estos mitdgenos
equivale a la estimulacion del raceptor de la célula T producida fisiologicamente por su
unién al antigeno en asoclacion con las moléculas del complejo mayor de
histocompatibilidad (MHC) (Welss, 1989), estimulacién que también se puede
conseguir utllizando anticuerpos especificos contra dicho receptor (Van Waume y
cols., 1980).

En nuestros experimenios hemos utilizade dos mitégenos, uno de ellos selectivo
para linfocitos B, el LPS, y el olro selectivo para células T, la concanavalina A (Con A)
(Liener y cals., 1986).

Los resullados obtenidos muestran que BN, GRP y neuromedina C Inhiben muy
signlficativamente la proliferacién de linfocitos, procedentes de los tres érganos
estudiados, en respuesta a los mitdgenos. Resultados similares han sido encontrados
por olros autores para el caso de Ia sustancia P que Inhibe, también a concentracionas
fisloléglcas (10°2 M), entre un 30 y un 40% la proliferacién inducida en esplenacitos por
{.PS (Pascual y cols., 1991). El VIP inhibe la respuesta linfoproliferativa a Con Ay a
Pokewsed (PWM) (Ottaway, 1987; Peuriere y cols., 1989). Tamblién la somatostatina
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inhibe la respuesta a mitégenos (Mascards y cols., 1984; Payan y cols., 1984b; Stanisz
y cols., 1986), y hechos similares han sido puestos de manifiesto por nuestra grupo
para el NPY y la CCK (De la Fuente y Del Rio, 1994).

El hecho de que los neuropéptidos de la familia de la BN actuen estimulando fa
proliteracion e inhibiendo la respussta a ofros mildégenos es un fenémeno repetido no
solo para olros neuropéptidos, como acabamos de comentar, sino para otros diversos
compuestos con fa peculiaridad de ser factores de crecimiento, si bien los mecanismos
responsables de esta dualidad no se conocen bien. Asl por ejemplo, la interleucina 4
puede estimular o inhibir el cracimiento de progenitores hematopoyéticos
dependiendo de los otros factores de crecimiento que se encuentren presentes. Esto
se podria explicar en base a que fa unién de un péptido con su receptor especilico
puade alterar la distribucion celular o la afinidad de unién del receptor para un segundo
{actor de crecimiento, independlentemente de reactividades cruzadas entre ellos, 1o
que sa conoce como transmodulacién (Sporn y Roberts, 1888).

Como conclusion podemos decir que los tres neuropéptidos estimulan la
funcionalidad del linfocito, si bien dependlendo de la procedencia de éste: estimutan la
quimiotaxis de linfocitos obtenidos de peritoneo y ganglios axilares y la reducen en
linfocitos del timo. Por olra parte estimulan la linfoproliferacion espontanea e inhiben la
proliferacidn en respuesta a mitégeno: Con A y LPS,

5.3. Efecto sobre la actividad NK y ADCC,

La citotoxicldad celular, como mecanisma de lisis mediado por leucocitos, incluye
varios tipos: citotoxicidad restringida por e complejo mayor de histocompatibllidad
(MHC), llevada a cabo por linfocitos T citotéxicos, cliotoxicidad natural no restringida
(NK) y citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos o ADCC. El mecanismo de lisls
tlena punlos en comiin en todos los casos, y baslcamente consiste en el
reconocimiento de la diana, su unlén y posterior lisis {Bleackley y cols., 1988, Berke,
1989).

Raecientemente se ha centrado la atencién en la actividad NK y su activacion paor
diversos compuestos Incluyende cltocinas y productos bacterianos (Conti y cols.,
1991; Moretta y cols., 1994). Las células capaces de esta lisls constituyen una
subpoblacién derivada de la médula ésea, que comparta antigenos da superficie
comunes a linfocitos, monocitos y granulocitos, como el CD18 y el CD56 {NKH-1) pero
no exprasan otros antigenos de supetficle caracterislicos de la célula T como el CD3 o
TCR, salvo la cadena ¢ del CD3 (Anderson y cols., 1989; Phillips y cols., 1992). Por otra
parte, se encuentran marfologicamente asociadas a los llamados large granular
lymphocytes {LGL) (Petersen,1988).

126



Discusion

A parte de la actividad tumoricida que caracletiza a las células NK y que proporciona
un marcador funcional para su analisis, cada vez se hacen mas patentes otras funciones
desempeiiadas por estas células, como su papal en la rasistancia natural a infecclones
virales y a las producidas por otros microorganismos patégenocs (Levitz y cols., 1993;
Murphy y cols.,1993), o su funcién reguladora del sistema hematapoyético e inmune a
través de la secrecion de citoguinas como: interferon (IFNy), factor de nacrosis tumoral
(TNFa), interleucina-18, factor estimulador de colonias granulo-macrofégicas (GM-CSF)
y factor de crecimiento transformante (TGFp1) (Perussia ,1991).

Las bases del reconocimiento y activacién de las células NK por sus céluias diana
continuan slendo objeto da astudio. La lisis de las células tumorales dianas por las
efoctoras NK constituye la fase final de un procesc que comlenza con el
reconocimiento y formacién de un conjugada entre la célula NK y la diana (Roozemund
y cals., 1987) en al que Intervienen moléculas de adhesién como la LFA-1, que
raclentemente se ha demostrado que activa ademés la produccion da TNFa por las NK
(Melero y cols., 1993).

Aunque la actividad NK no esta restringida por el MHC, se suglrid que sl nivel de
oxpresion de dichas moléculas en la superficle de las células tumorales puede influir en
su susceptibilidad o resistencia a ia lisls por células NK {Harel-Bellan y cols., 1986), de
forma que cuanto menor es la expresién de eslos ant{genos mayor es su
susceptibllidad a la lisis por células NK (Karre y cols.,, 1986). Sin embargo
posteriormente se ha demostrado que ofros factores, independientemente de los
antigenos de histocompatibilidad, pusden conferir resistencia a la lisls por células NK
(Serrano y cols., 1989; Serrano y cols., 1990).

Los interferones son probablemente las sustancias reguladoras mas importantes
do la citotoxicldad natural. Con ellos olras citocinas, secretadas principaimente por
macrofagos y linfocltos T son responsables de la modulacién de la actividad de las
células NK, como son la IL-2 y la IL-4, y el factor de crecimiento transformants (TGF)
(Parussia,1991).

En cuanto a la ADCC se caracleriza por la necesaria presencia de anticuerpos en la
superficie de la célula diana que seran reconocidos por receptores especificos en la
colula efeclora, tal es el caso del receplor Fc para la IgG (Sissons y Oldstone, 1880).
Las células natural killer, responsables de la citoloxicidad natural, puaden ser también
olectores de la ADCC (Curnow y cols., 1993), y ésta se ve regulada por los mismos
factores que fa NK: IL-2 y IFN (Vulst y cols., 1993).

En cuanto a nuestros resullados, se observa una aslimulaclon por los
neuropéptidos de la familla de la BN de fa actividad NK y ADCG tanto en muestras
obtenidas del peritoneo como en leucocitos obtenidos de ganglios axllares, bazo y
timo. Estos resullados estan de acuerdo con fos obtenidos por Van tol y colaboradores

(1990) que demuestran la estimulacién de la actividad NK por BN, Asl mismo otros
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nauropeplidos gastrointestinales estimulan la citotoxicidad como al NPY (Nair y cols.,
1993) y la sustancia P (Biennenstock y cols., 1989, Croiloru y cols., 1990).

Podemos concluir que los neuropéptidos de la familia de la BN estimulan también la
actividad citoldxica natural y la citotoxicidad dependiente de anticuerpo a
concaentraciones fisioldgicas.

5.4. Efecto sobre ia secrecién de factores de colaboracién
intercelular.

Las citocinas son factores solubles secretados por varios tipos de células Inmunes,
que exhiben potentes efectos reguladores sobre la respusesta iInmune. La
iInmunarregulacién desarrollada por los neuropéptidos de la familia de la BN pudiera
ostar mediada a lravés de la expresion y secrecién de algunos de eslos factores.

La secreclon de cliocinas ha sido descrita en respuesta a la incubacién con otros
neuropeplidos gastrointestinales, como ha sido detallado en la introducciédn, por
recordar algin ejemplo se pueds indicar que la neurotensina estimula la produccién de
IL-1 (Lemaire, 1988) y la sustancia P favorecs |a liberacién de IL-1, IL-2, IL-6 ¥y TNFa
Lotz y cols., 1988; Laurenzi y cols., 1990; Calvo y cols., 1992; Rameshwar y
cols.,1992),

Para prolundizar en el conocimiento de los efectos que la BN, GRP y neuromedina
C producian en las células Inmunes, nos propusimos estudiar como afeciaban
nuestros neuropeéplidos a la secrecion de dos de estas citocinas directaments
implicadas en la regulacién de las funciones observadas: la Il.-1, producida
mayoritariamente por macrétagos y que tiene su papel més relevante en la induccién de
la proliferacién linfoide, y la IL-2 factor autocrino secretado por el linfoclto activado para
estimular su proliferacion. La IL-2 es ademas un modulador positivo de la citotoxicidad
natural de linfoclios (Hoyer y cols., 1986) y también de macréfagos (Malkovsky y cols.,
1987).

Los resullados observados indican un aumento en los niveles de IL-18 en los
sobrenadantes de cultivos de macréfagos que hablan sido incubados con los
neuropéptidos a una concentracién fislolégica (10710 M) que era la que habla
demostrado ser mas eficaz en la estimulaclén de |a respuesta proliferativa,

Este incramento en los niveles de IL-18, significativamente superior a controles, es
comparable al obtenido en muestras de macrétagos incubadas con el mitégeno Con A,
si bien el incremento en proliferacién observado no se corresponde con estos
resultados, ya que la estimulacion de dicha funcidn en presencia de los neuropéptidos
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os significativamente menor a la que ocurre en presencia de Con A. Esto indica que
ademas de iL-1 hay otros factores implicados en la modulacién de la respuesta
proliferativa que producen los neuropéplidos, como discutiremos mas adelants,

Por otra parte, en muestras incubadas con los neuropéptidos ademés de con Con
A, so observa una disminucién en la producién de IL-1, con respecto a los niveles
oblenidos por ambos factores por separado, neuropéplido y lectina, lo cual se
corresponde con los efectos observados en proliferacién de disminucién de la
respuesta al mitégeno en presencia de los neuropéptidos, y podria explicarse por un
{enémeno de transmodulacién ya previamente comentado. Asl, la unién de la Con A al
macréfago estarla siendo alterada por los neuropéptidos lo que provocaria una
disminucién en la produccién de IL-1 y en la concecucién de la respuasta proliferativa.

En cuanto a la liberacién de IL-2 por parte de los linfocitos, ésta se vié
ncremantada, como cabla esperar, en presencia de Con A, pero no se modifico
respecto a controles en presencia de los neuropéplidos. Este hacho puede explicar
los resultados obtenidos en cuanto al efecto de los neuropéptidos sobre la respuesta
proliferativa de los linfocitos en ausencla de otro estimulo mitegénico, quse se
comentaban anterlorments, Ya que sf blen los neuropéptidos incrementan los niveles
de IL-1 produclada por los macroiagos, en valores similares a la Con A, éstos no se
traducen sin embargo en una elevacidon de los niveles de 1L-2 producidos par los
linfocitos, lo cual seria una posible causa de que observemos un discreto incremento
an la proliteracién ho tan elevado como en el caso de la proliferacién en respuesta a
Con A.

También el VIP que tiene un comportamiento semejante a BN / GRP an cuanto a la
linfoproliferacidn, es decir, que reduce la respuesta a mitégenos, se ha visto que
modula negativamente la sintesis de IL-2 ( Boudard y Bastide, 1991; Ganea y Sun,
1993 ).

El hecho de que BN, GRP y neuromedina C no modifiquen los niveles de
produccion de IL-2 indica también que el efecto estimulador que ejercen sobre la
citotoxicidad no se encuentra mediado por esta citocina. Reclenlemente ha sido
descublarto un nuevo factor estimulador de células NK producide, al menos, por
linfocitos B, que se ha denominado I1.-12 y que actila promaviendo la sintesis de [FNy,
directamenta o de forma sinérgica con IL-2 y TNFa (Tripps v cols., 1993; Naume y cols.,
1993). Esla interleucina o el propio TNFo producido por macréfagos, o ambos factores,
podrian sar los mediadores de la accién de estos neuropsptidos sobra la citotoxicidad
y el comprobarlo es uno de los objetivos de nuestras futuras investigaciones.

En este sentido otro de los neuropéplidos més estudiados en cuanto a sus efectos
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sobre el sislema inmune, la sustancia P se vié que Incrementaba la aclividad NK de

leucocitos muwrinos intestinales sin observarse un incremento significative en los
niveles de IL-2 o IL.-4 {Croitoru y cols., 1990).

Como conclusion pedemos decir que los neuropéplidos estudiados producen un
aumento de los niveles de secrecion de IL-1B por los macréfagos peritoneales pero no
de la IL.-2 liberada por los linfocitos.

5.5. Efecto de la preincubacién con los neuropéptidos.

Los resultados obtenidos hasta aste momento nos mostraban un papel modulador
para los neuropéplidos de la tamilia de la BN sobre las células inmunes. Todos los
experimentos realizado, lo hablan sido manteniendo los neuropéptidos en contacto
con las células durante todo el tiempo que duraba cada ensayo. Ahora nos
proponiamos comprobar sf era necesarla la presencia de! neuropéptido durante todo el
ensayo o si, por el contrario, era suficiente una incubacién previa de las células con el
neuropéptido para que éste gjerciera su efecto sobre las mismas.

Deblamos slegir una prueba que nos permitiera realizar una preincubacién de las
colulas con los neuropéplidos, y posteriormente lavarlas para realizar el ensayo sin
tenor que lrasvasarlas. Esto descartaba la posibilidad de escoger las pruebas de
adherencia y quimiolaxis. Ademas la preincubacidn debia de ser de una duracion
minima razonable para permitir la posible transmision de sefiales al interlor de la célula
por esta razén, y basados en experimentos previos realizados con VIP por otros
autores (Rola-Pleszczynskl y cols,, 1985} decidimos realizar un ensayo de
preincubacién durante una hora sobre la capacidad citotéxica de muestras de
leucocilos obtenidas de bazo, timo y ganglios axllares. De esla forma, los lsucocitos
fueron incubados con tres concentraciones de GRP durante una hora previa al ensayo
y a continuacién se lavé la suspension celular. Tras las cuatro horas que dura la prueba
de citoloxicidad las muestras que habian sido preincubadas con el GRP mostraban
porcentajes de lisls superiores a los controles y del mismo orden a los obtanidos en
muestras en las que se afiadié el GRP al comienzo de las cuatro horas del ensayo
citotdxico y se mantuvo hasta el final.

Se deduce que no es necesaria la presencla del nauropéptido durante todo el

ansayo para transmitir su efecto, siendo sufleciente una incubacién previa de las

células.
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5.6. Especlficidad de los efectos ohservados.

Una vez observados los efectos que los péplidos de la familia de la BN estudiados,
ejercen sobre la respuesta inmune, era necesario comprobar la espacificidad de dichos
olactos, puesto que ain no habla sido descrita la presencia de receptores para astlos
neuropeplidos an células iInmunes. Para conseguir este objetivo nos planteamos dos
gstrategias, cuyos resullados pasamos a discutir a continuacién.

5.6.1. Utilizacion de un antagonlsta de la BN,

Reclentemente se ha centrado el interés en el disefio y desarrollo de antagonistas
competitivos para el receptor de la BN, sobre todo por su posible aplicaclén terapeltica
cotmo agentes antimitdticos en diversos tumores. Coy y colabaradores consiguleron
obtener un antagonista, {Leu!3-p-CHoNH-Leu'4)-BN, que exhibe una alta afinidad por
ol receptor de la BN comparado con otros anlagonistas (100 veces supetrior segan los
propios autores), y no presenta afinidad por el receptor para la sustancla P como ocurrfa
coh olros anteriormente descrilos. Ademas comprobaron su accion revertiendo el
efecto estimulador de la BN sobre el crecimlento de células Swiss 3T3 (Coy y cols.,
1988). Por lodo lo anterior éste {ue el antagonista escogido por nosotros para realizar
los ensayos.,

Elegimos las funciones mas representativas de los tipos celulares estudiados para
comprobar la especificidad de los efectos encontrados. Asl, estudiamos la
espacificidad del efecto de los neuropéplidos como quimioatrayentes para linfocilos y
macrélagos, usando la concentracion que habia resultado ser la més efectiva, 10-10 M.
Observamos una reduccién significativa del nimero de estas células que migraren en
las mueslras incubadas con BN, GRP o neuromadina C junte con el antagonista,
respecto a las muestras incubadas solo con el neuropéptido. El control no se vi6
aleclado por la incubacién con el antagonista, como tampoco modifict fa capacldad
quimioatrayente del FMLP en muestras incubadas con ambos, FMLP y antagonisla,
utilizadas como un segundo control. Estos hechos corroboran por un lado, la acclén
espocifica del antagonista pussio que no afecta a la unién del FMLP con su recaptor y
por otro lado demuestra [a accién a través de receptores especificos de los
neuropéptidos puesto que se ve revertida por un antagonista del receptor para la BN.

Estos tesultados se repitieron al probar la accién del antagonista en ensayos de
cltotoxicidad natural (NK). El efacto estimulador del GRP & la concentraclén de 10-10 M
se vid revertido en presencia del antagonista.

Do oslos resultados se deduce que los neuropéptidos actiian sobre la
funcionalidad de estas células inmunes a través de receptores especlficos en la

130



Discusion

membrana de dichas células.

5.6.2. Determinacién de la presencia de receptores especificos en
las células Inmunes,

Hasta ahora no han sido abordados estudios para determinar la presencia de
receptores espacificos para los neurapéptidos de la familia de la BN en células
inmunes. Sin embargo, sl se han caracterizado en otros tipos celulares mediante
ensayos de union de radioligandos. En células pancreaticas acinares de cobaya y en
dos lineas celulares endocrinas: GH4CH1, de células hipofisarlas de rata, y HIT de islotes
de hamster (Jensen y cols., 1978; Westendorf y Schonbrun, 1983; Swope y
Schonbrun, 1987). Asl como en cerebro de rala (Moody y cols., 1978), y en
fibroblastos de la linea Swiss 3T3 (Zachary y Rozengunt, 1985 y 1987),

Nuestros resultados muestran, en primer jugar, que la capacidad de unién al
nauropéptido varla segun la poblacién celular estudiada, macrofagos o linfoeitos no
adherentes.

En los experimentos que se ilevaron a cabo con poblaciones enriquecidas en
macriéfagos se observd una inhlbicldn compelitiva de la uniéon de los ligandos
marcados, (1251) BN o (1251) GRP por los neuropéplidos no marcados. El analisls de
Scatchard de los resultados de unién muestran la existencla de dos tipos de
receptores en macréfagos, de alta afinidad kd=2,7+0,4 nM y Kd=1,1+0,07 nM para BN
y GRP respectivamnte, y de baja afinidad Kd=64,2+7,1 nM y Kd=79,0+8,6 nM para BN
y GRP respectivamnte.

El GRP y la neuromadina C fueron capaces de inhiblr la unién de la {1251) BN a los
macréfagos pero con menor polencia que la BN nativa. Del mismo modo en los
axperimentos con (125}) GRP, BN y neuromedina C fueron capaces de inhibir 1a union
del péptido marcado con menor capacidad que el GRP, sobre tado en el caso de la BN,
Estos resultados parecen estar de acuerdo con estudios recientes que Indican la
existencla de al menos dos tipos de receptores para estos neuropéptidos, uno de
mayor afinidad por GRP y neuromedina G, y otro que presentaria mayor afinidad por
otro péptido relacionado, la neuromedina B, un decapéptido que presenta
discrepancias en la secuencia consenso C-terminal, careciendo entre otros, del
residuc HIs2C de la molécula del GRP, que tampoco contiene la BN. Esta
heterogeneidad de receptores se ha encontrado en varias localizaclones cerebrales
(Von Schreck y cols., 1989;.Ladenhelm y cols., 1990; Guard y cols., 1993).

Los valores de afinidad enconirados para estos receplores en macréfagos son
similares a los encontrados por otros autores en ofras células, como las células de
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glioblastoma humano (Mocdy y cols. 1989; Staley y cols., 1993), en las que los aulores
encuantran receptores para BN de una tnic tipo de alta afinidad con una Kd=2 nM.,

En cuanto a los experimentos realizados con poblaciones enriquecidas en
linfocitos no adherentes mayoritariamente T (hasta un 95% de pureza), los resultados
no indican la presencia de receptores ni para BN ni para GRP en estas células, en las
mismas condiclones de experimentacién empleadas con los macréfagos. Pudieran
carecer ostas celulas de receptores para estos neuropéptidos sl bien no se descarta la
posibilidad de que existan uniones de muy baja afinidad no detectadas con el tipo de
melodologla empleada. Por un lado, los resultados obtenidos analizando los efectos
de los neuropéptidos sobre poblaciones purificadas de linfocitos, que se discutir en el
siguiente apartado, parecen apoyar la Inexistencia en estas células inmunes de
receptores para estos neuropéptidos, pero por otro lado y como se comentara méas
adelante, se observa una elevacién de los niveles Intracelulares de segundos
mensajeros en respuesta a la Incubacion de los linfocitos con los heuropéptidos.

Podemos concluir que existen receptores especificos para estos neuropéptidos al
menos en macrdfagos por lo que los efectos observados sobre estas células iInmunes
son especilicos.

5.7. Efecto de los neuropéptidos sobre poblaciones celulares
purificadas.

Pueslo que en este momento de las investigaciones la presencia de receptores
ara clara en macrdétagos y no pareclan apreciarse en linfocitos, células en las que no
obstante encontrabamos modulacién de sus funciones por los neuropéptidos objeto
dol presente estudio, pasamos a valorar alguna de las funciones analizadas en
pablacionas purificadas.

5.7.1. Efecto sobre poblaciones purificadas de macréfagos.

La purificacién de macrofagos perlloneales, se llevé a cabo en base a la capacidad
de adherencla de estas células, lo cual permitio realizar los ensayos solamente en dos
pruabas: la fagocitosis, que se realiza previa formacién de una monocapa adherente
sobre las mismas placas en las que se desarrolla posteriormente el ensayo vy la
citotoxicidad, que de la misma forma se tealiza en placas de cuitivo.

En ambos casos, la fagocltosis de latex y ia cllotoxicidad natural (NK} no
encontramos diferencias significativas en cuanto a la estimulacion de estas funciones
por los neuropéplidos, en la poblacién de macréfagos purificada frente a la poblacion
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total del paritoneo.

Estos resultados nos demuestran, por una parte, que el eleclo de los
neuropeptidos sobre la tunclonalidad del macréfago (al menos en las dos funciones
ansayadas) es direclo y no mediado por atros tipos celulares, lo cual esté de acuerdo
can la presencla de receptores especificos para estos péptidos en estas células
inmunes.

Por otro lado, la actividad NK dstectada es en realidad una “NK-like" puesto que la
prasentan macrofagos, los cuales no son céluas NK aunque si realicen actividad
citoloxica natural. De hecho se han encontrado en ralén células del linaje mieloide que
presentan actividad NK y se han liamado NC {citotoxicas naturales) (Berke, 1989).

§.7.2. Efecto sobre poblaciones purificadas de linfocitos.

Para determinar si los efactos moduladores de los neuropéptidos sabre la
funcionalidad de los linfocitos eran directos sobre estas células o por el contrario, eran
maediados a través de células adherentes accesorias como el macrdfago, procedimos a
realizar los ensayos funcionales en poblaciones purificadas de linfocitos no
adherentes, mayoritariamente T (Thy 1+).

Estos estudios se realizaron en todas las pruebas de funcién linfoide: quimiotaxis,
proliferacién (espontédnea y en respuesta a mitdgeno), y citotoxicidad (natural y
dependienta de anticuerpo), ya que en este caso no habla ninguna dificultad
molodolégica que lo impidiera,

En primer lugar, en cuanto a la quimiotaxis, cuando las muestras purificadas
procedian del peritoneo se perdld el electo estimulador de los neuropeptidos que se
sigulé manteniendo en controles reafizados con poblacién peritoneal total.

Lo mismo ocurrié con muestras obtenidas de los tres 6rganes linfoides: bazo, timo
y gangllos axllares. En esle caso también se perdieron los efectos del GRP sobre la
quimiotaxis: la estimulacién en linfocitos de ganglios axilares y la inhibicion de la
quimiotaxis en linfocitos de timo. En el bazo se siguié sin observar efectos
significativos.

En o} estudio de la proliferacién abtuvimos resultados semejantes. Al purificar la
poblacién linfoide de timo, bazo y ganglios axilares, perdimos el efecto mitogénico de
los neuropéptidos. De lgual manera, desaparecié el efecto inhibidor sobre la
prolitaracién en respuesta al mitégeno Con A. Estos hechos apoyan los resultados
discutidos en el apartado 4, en las que velamos un aumento en los niveles de IL-1
producida por macréfagos, en presencia de los neuropéptidos, pero no asl en los
nivelas de IL-2, producida por finfacitos. Todo ello vuelve a apuntar un efecto de los
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neuropéptidos sobre la proliteracién linfoide mediada, al menos, a través de la
secracion de IL-1 por los macréiagos.

En cuanto a la citotoxicldad, de nuevo los alectos estimuladores de los tres
neuropéptidos sobre la citotoxidad natural y sobre la ADCC, se perdieron cuando las
mueslras se encontraban deplecionadas de células adherentes. Los controles
mantienen los niveles de estas actlvidades citotéxicas semejantes a lo encontrados

con la poblacion leucocitaria total, viéndose solamente reducidos significativamente en
la NK de muestras oblenidas de ganglios axilares.

Como conclusién podemas decir que el efecto de los neuropéplidos sobrs la
funcionalidad de los linfocitos es indirecta v se realiza a través de las células
adharentes.

5.8. Existencia de un factor mediador en el efecto de los
neuropéptidos sohre los linfocitos.

iPara profundizar en el lipo de mediacion llevada a cabo por las células adherentes
on la modulacién por estos neuropéptidos sobre las funciones de los linfocitos,
realizamos unos ensayos para determinar si ora necesarla una interaccion de las
células: linfocito y adherente, o sl la informaclén se transmitla a través de algun
madiador soluble producido pot estas Ultimas, bien linfocitos adherantes,
prioritariamente linfocitos B o macréfagos.

Para ello, realizamos unas pruebas de quimiotaxis con linfocltos purificados a los
que afladimos los sobrenadantes de muesiras peritoneales bien de celulas adherentes
o bien de macrdtagos purificados. En ambos casos las muestras fueron incubadas
previamente durante 3h con el GRP (1010 M},

Los resultados abtenldos, indican que no se precisa la presencia de las células
adherentes durante ef ensayo para observar el efecto estimulador de la quimiolaxls de
linfocitos efercida por el GRP. Sino que dicho efecto se consigue por mediaclén de
uno o varios factores solubles que son secretados al medio por las células adherentes.
Estas parecen ser macrdfagos puesto que no se apracian diferencias en ia quimiotaxis
de linfocitos a los que se afiadieron los sobrenadantes de cultivos de la poblacién
adherele total de peritoneo o los oblenidos de macrétagos puriticados.

Podomos concluir que estos neuropéptidos ejercen su accion sobre la funclon

linfolde a través de uno o més factores solubles secretados por fos macrotagos. El
aislamiento y caracterizacién de esle factar o faclores sera objeto de futuras
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investigaciones.

5.9. Mecanismos de accién a nivel Intraceiular.

L.a regulacién de las funclones celulares por los neuropéptidos depende de la
transmisién doe la sefial efectora al interior de la célula, una vez que éstos se unen a sus
receptores especiiicos en la membrana citoplasmatica.

En los sistemas raceptores se pueden identificar dos componentes funcionales: el
receptor, al que se une el ligando, y el efector, que induce la respuesta. Ambos
componentes pueden formar una Unica cadena polipeptidica, o dos entldades
diferentes quoe necesilan acoplarse previamente para su funclonamiento,

Asl so diferencian dos grandes grupos de vias de transduccién de informacion:
uno que dopende de protelnas G para el acoplamiento del efector con el raceptor, ¥
otro independiente de proteinas G, en el que receptar y efaclor constituyen una
actividad enzimalica en una sola cadena polipeptidica.

Los efectos lisioloégicos de un gran nimero y variedad de hormonas vy
nourotransimisoras estén ligados a su capacldad de aclivar la fosfolipasa C (PLC) por
madio de la unidn de sus receptores a proleinas G. La PLC es un sefecter enzimético
que cataliza la hidrolisis de fosfatidilinositol 4,5 bifosfato en thositol 1,4,5 tritasfato (1P3}
y diacliglicerol, que a su vez promueven ia salida de Ca2* de los compartimentos
internos y la activacion de la proteina quinasa C (PKC), respectivaments. Algunas
subaespacies de esta familla de proteinas G, son insensibles al bloqueo por toxina
portussis y se exprasan solo en células de otigen hematopoyético (Helper y Gilman,
1992). La ruta de la PLC es la via preferantemente utllizada en la transduccién de
sefiales aclivadoras de la respuesta inmune en general (Michell y cols., 1992), mientras
que la ruta de la adenilato ciclasa acliia como inhibldora o regulando negativamente la
respuesta inmune celular (Goldstein, 1985).

En fibroblastos murlnos de la linea Swiss 3T3, unas de las células msjor estudiadas
on cuanto a los efectos de la BN y sus mecanismos de accién, se demostrd fa
pertenencia del receptor de la BN al grupo de receplores dependientes de proleinas
G (Fischer y Schonbrun, 1988; Sinnett-Smith y cols., 1990; Batley y cols., 1991), En
astas células el ofector Implicado es la PLC, ya que se produce una slevacion de los
niveles de 1P3y de calcio Intracelular (Heslop y cols., 1986; Mendoza y cols., 1986), asl
como una activacién de ta PKC (Zachary y cols., 1986),

Resultados que implicaban a los mismos mensajeros fueron observados en la
acclén mitogénica de la BN sobre un tumor de mama (Patel y Screy, 1990) y en la
astimulacién de la sacrecion de insuilna en células pancredticas (Swope y Schonbrun,
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1988).

l.a PLC también puede ser aclivada por receptares independientes de proteinas G,
con actividad tirosina kinasa. Es el caso de los receptores de algunos factores de
crocimiento como el factor de crecimiento epidérmico (EGF) y el derlvado de plaquetas
(PDGF) (Berridga, 1993) y tamblén de un receptor para !a BN hallado en las mismas
colulas Swiss 3T3 (Cirillo y cols., 1986).

En células iInmunes no hablan sido investigadas las vias de transmision de la sefial a
nivel intracelular por los neuropéptidos de la familla de la BN. Por esta razén nos

prapusimos hacerlo en los dos tipos celulares estudiados: macréfagos y linfocitos.

5.9.1. Mecanismos Intracelulares en macréfagos.

Una vez demostrada la presencia de receptores especlficos para BN/GRP en la
membrana de los macréfagos, nos propusimos estudiar los mecanismos Intracelulares
implicados an la transmision de la sefal de estos neuropéptidos.

Para eollo valoramos los niveles intracelulares de los segundos mensajeros
implicados en las principales rutas de transducclén de sefiales que median los
neuropaplidos: AMPg, 1Pay PKC.

Los niveles de AMP¢ disminuyen a los 30 s de Incubacion de los macrdfagos con
los neuropéplidos. Esta disminuclén es transitorla ya que los niveles de AMPc llegan a
los valores controles a los 60 s.

Por su parte, los niveles de IP3 muestran un aumento en repuesta a la incubacién
con los neuropéptidos & los 60s de la incubacién.

La existencia de una doble accion de los neuropéptidos y su receplor sobre la
adanilato ciclasa y sobre la PLC, que se traduce en la elevacion de los niveles de AMPc
o IP3, se explica dada la gran complejidad y versatilidad del mecanismo de transduccidn
dependiente de proteinas G, que permite que una vez aclivada la proteina G por ol
receptor {rés la unién de éste al neuropéptido, dicha proteina G puede actlvar a su vez
olaclores diferentes (Birnbaumer y cols., 1990; Hepler y Gilman, 1992).

Por olra parte valoramos la aclividad PKC en respuesta a la Incubacion de los
macrolagos con los neuropéptidos. La PKC se encuentra distribuida entre el citosol y la
fraccion particulada de la céluta. Las hormonas y neurotransmisores que ulllizan este
mensajero intracelular estimulan ta translocacién de la enzima citosélica a membrana, ya
que solamente la fraccién unida & ésta es la forma activa, hecho este que asté
relacionado con cambios en !a estruclura secundaria de la proteina {Bosca y Moran,
1993). Esta situaclén depende lambién de la actividad metabdlica de la célula, ya que
en tejidos muy activos como cerebro o higado, ia enzima se encuentra en un elevado
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porcentajo constanlemente unida a membrana (Bosca, 1989; Dlaz-Guerra y Bosca,
1990). En nuestro caso observamos una estimulacion de esa actividad enzimatica
unida a membrana.

Estos resultados estan de acuerdo con numerosos trabajos que apuntan a la ruta
de los IP3 como la preferentemente utilizada por diversos agentes estimuladores de la
rospuesta inflamatoria y del proceso fagocitico. Asf, se demuestra que los niveles de
IP3 se elevan en macréfagos después de la adherencia a superficies de vidrio
(Zabrenestzky y Gallin,1988). También se ha demostrado que el péptido
formilado actla incrementando la quimiotaxis por esta ruta , elevando los
niveles de IP3 y de DAG(Bareis y cols.,1982; Pike y Arndt, 1988; Shelly y cols.,
1989). La actividad PKC también se encuentra implicada en el desarrollo de |a
polaridad celular y de la movilidad inducida por FMLP {Niggli y Keller, 1993).
Un aspecto importante en la capacidad de movimiento del macréfago es la
activacion del citoesqueleto, a este respecto el incremento en el turnover de fos
fosfoinositoles parece actuar como modulador del ensamblaje de actina en
neutréfilos humanos (Bengtsson y cols., 1988).

Falman y cols.,{(1989) demuestran que la fagocitosis mediada por
receptores F¢ y C3b en neutréfilos humanos esta asociada con un incremento
en los niveles de IP3 y DAG y propone a la protein kinasa C como efector.

En cuanto al estallido respiratorio se demuestra la necesidad de altos
niveles de calcio para que sea poslble, pero no seria este el Gnico factor
necesario segun propone Hartiala y cols.,(1987).

Por otra parte, Ia regulacién de fa expresion del mRNA de IL-1 y TNF y
su sintesis por macréfagos murinos, tiene fugar via protein kinasa C (Kovacs
y cols., 1988).

Otros neuropéptidos también actuan estimulanda diversos aspectos de la
funcionalldad del macrélago a través de la PLC. Tal es el caso, de la sustancla P que
actia elevando los niveles de calcio citosélico y favoreciendo la formacién de inositoles
fosfato (Serra y cols., 1988), via proteinas G (Shumann y Gardner 1989); def VIP que
actiia estimulando la fagocitosis en macréfagos activando la PKG (De la Fuente y cols.,
1993c), y del NPY que de Igual forma estimula fa PKC (De la Fuente y cols., 1993a). Por
otra parte, una reduccién de la actividad PKC en macrofagos petitoneales incubados
con CCK-8, se acompafia de una menor funcionalidad de estas células en respuesta al
neuropéptido {De la Fuents y cols., 1993b).
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5.9.2. Mecanlsmos intracelulares en linfocitos,

En los linfocitos pese a no habar conseguido demostrar la existencia de raceptores
y a no haber observado electo de los neuropéptidos sabre los linfocitos purificados,
tambion nos pareclo imporlante valorar los posibles cambios en los niveles
intracelularas de segundos mensajeros.

Igual que como habfa ocurrido en macréfagos, abservamos una disminucion répida
y pasajera de los niveles de AMP¢ y una elevacién de los de 1P3, asl como un
incromento an la actividad de la PKC,

Este hacho parace apoyar la exislencia en eslas células de receptores, si bien
6stos podrian ser escasos y de baja afinidad, por lo que no habrian sido detectadas por
las técnicas de unién utilizadas. L.os niveles de segundos mensajeros en presencla de
los neuropéptidos, significativamente superiores a controles, se pueden explicar por la
gran amplificacién que se desencadena lras la unién del ligando al receptor en la
transducclén de sefiales mediada por protelnas G. En la mayoria de sistemas asta
amplificacion tiene lugar en dos etapas. En la primera se activan de diez a clen proteinas
G por cada ligando unido a su receplor, y en segundo lugar, se ve afectado el recambio
de miles do segundos mensajeros por cada enzima efectora que se reguia (Bimbaumer
y cols., 1990; Hepler y Gllman, 1992).

Estos altos niveles de 1P3 y la activaciéon de la PKC, estan implicados en la
aslimulacién de la respussta inmune de linfocitos, tanto en la estimulacion de su
capacidad de quimictaxis (Shubert y Miller, 1889), como en la respuesta proliferativa
de linfocitos T y B (Grinstein y Klip, 1989; Gardner, 1989; Hengel y cols., 1881; Rush y
cols., 1992; Desal y cols., 1990}

Sin embargo en nuestro caso, esta elevacién de los niveles de segundos
mensajeros no se lraduce en una estimulacién de las funclones linfoides. Este hecho
habrla que explicarto por la necesidad de una sefial de activacién adicional o de
coestimulacién en la regulacién de las funciones linfoides: quimiataxis, proliferacion y
citotoxicidad por estos neuropéplides, que serfa proporcionada, en et caso que nos
ocupa, por los macréfagos. Esto es lo que ocurre por ejemplo, con los clones de
células T inducldos por antigeno, en los que independientemente de Ia elevaclién de
ios niveles de calclo Intraceiutar y de la activacién de la PKC, es necesaria una sefal de
coeslimulacién producida por las células adherentes accesorias, para permitir su

proliferacion (Mueller y cols., 1990).

Como conclusion, estos neuropéptidos actlian sobre las células inmunes
estudiadas, activando la ruta de la foslolipasa C e inhiblendo la actividad adenilato
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ciclasa, probablemente a través de proteinas G de mambrana.

Nuestro trabajo confirma el papel inmunomodulador de los neuropéptidos
gastrointestinales de la familia de la bombesina: BN, GRP y neuromadina C.

Estos neuropéptidos estimulan la funcién fagocitica de los macréfagos
peritoneales murinos, uniéndose a receplores especlficos en su membrana, que
transmiten la sefial intracelularmente a través de la activacion de la PLC. Ejercen
también un papel modulador positivo de la funcionalidad del linfocito en los que
también activan la vla de la PLC aunque no se delectan receplores en los mismos
madiante las técnicas de unién de radicligando. No obstante esa modulacién en
linfocitos so elecllia a traves de los macrélagos, por medic de la secrecion de uno o
varios factores que activarfan a estas células.

En la pagina siguienle se muestra, en esquema, el modelo propuesto para la
meodulacion de la respuesta Inmune por estos neuropéptidos.
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Conclfusionas

6. CONCLUSIONES.,

De los resultados obtenidos en el presente trabajo podemos deducir que los tres
nouropaplidos oestudiados: bombesina, GRP y neuromedina C, modulan in vitro a
concentraciones fisioldgicas la respussta Inmune, encontrandose los mayores efectos
con ol GRP a una concentracién 100 pM. A partir de esta concluslén general podemos
congrotar las sigulentes conglusionaes:

1. Los lres neuropéptidos estimulan todas y cada una de las etapas del proceso
{agocitico de macréfagos peritoneales murinos, es decir, la adherencia a sustrato, la
movllidad dirigida o quimiotaxis, actuando ademas como quimioatrayentes, la
fagocitosls de parliculas Inertes y de células, as! como la destruccidn del material
ingerido, por medio de la produccién de radicales de oxlgeno.

2. Los tres neuropéplidos modulan la funcionalidad de los linfocitos. Actian como
uimloatrayontes para linfocitos de peritoneo, ganglios axtlares, bazo y timo y su efecte
sobre la quimiotaxis de estas células depende de la procedencla de las mismas. Asf, la
astimulan on linfocltos obtenidos de peritoneo y ganglios axllares, no fa modifican en
linfocltos de bazo y la reducen en linfocltos de timo. Por otra parte, eslimulan la
linfoproliferacién esponténea y reducen ta proliferacién en respuesta a mitégenos tanto
de linfocitos T comao de linfocitos B.

3. Los tres heuropéplidos de ia famllia de ta BN estimulan, tambian, la actividad
clloloxica natural y la cllotoxicldad celular dependiente de anticuerpo tanto en muestras

poritoneales como on leucocitos oblenidos de timo, bazo y ganglios axilares,

4. Los neuropéplidos estudiados producen un aumento de los niveles de
socrocidn de IL-1B por los macréfagos periloneales pera no de la IL-2 liberada por los
linfocilos.

5. No es necesaria la presencla de los neuropéplidos para produclr los electos
moduladoras, slendo suficlente una incubacién previa de las células con los mismos,

6. Existen receptores especlficos para estos neuropéptidos al menos en
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macrélagos, de dos tipos, de alla y baja afinidad, por lo que los efectos observados
sobre estas células inmunes son especilicos, hecho también corroborado por la

roversion de dichos efectos encontrada en presencia de un anlagonista de la BN.

7. El ofocto de los neuropéptidos sobre la funcionalidad de los linfocitos es
indirocta y so realiza a través de las células adherentes.

8. Estos neurapéptidos ejercen su accién sobre la funcién lintolde a través de
algan factor soluble secretado por los macréfagos.

9. A nivel Intracelular, estos neuropéptidos actian sobre las células Inmunes
esludiadas, aclivando la ruta de la fostolipasa C, con elevacién de los niveles de {Pgy
activacion de la proteina quinasa C, e inhibiendo la aclividad adenilato clclasa,
productendo una reduccion de AMPc.

Como conclusién final, podemos afirmar que los neuropéptidos estudiados
ostimulan in vitro la funcionalidad de los macréfagos murinos, uniéndose a receptores
espocificos en su membrana, que transmiten la sefial intracelularmente a través de la
aclivacién de la PLC, dando lugar a la secrecién de factores que moduian la funcién de
los linfocitos y células NK, actuando como sefial de aclivacion para dichas células

Inmunes.
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