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RESUMEN

La procalcitonina (PCT) una proteina de 116 aminoacidos precursora de la
hormona calcitonina, es un nuevo marcador diagnostico de infeccion bacteriana e
inflamacion sistémica que presenta alta sensibilidad y especificidad, sin que se alteren
los valores de calcitonina. En infecciones bacterianas severas se encuentran valores altos
de PCT en plasma, sin embargo en personas sanas |os niveles de PCT son indetectables.
Al contrario que lainterleucina-1 (IL-1), interleucina-6 (I1L-6), factor de necrosis tumoral
(TNF) u otros pirogenos endogenos ( marcadores de la respuesta inflamatoria), los
niveles sanguineos de PCT no se incrementan frente a infeccion viral, traumas,
enfermedades autoinmunes o reacciones alérgicas. Por ello la PCT se usa para el
diagnéstico diferencial entre infeccion bacteriana y viral. A pesar de desconocerse el
papel biologico de este péptido, se ha demostrado que sus concentraciones plasmaticas
se correlacionan con € inicio, curso y severidad de lainflamacion. Asi se ha demostrado
gue la PCT se libera tras la inyeccion de endotoxina bacteriana, este incremento esta
relacionado con los niveles séricos de IL-1, IL-6 y TNF. Estas caracteristicas indican que
la PCT puede ser algo mas que un simple marcador y que puede estar implicada en la
respuesta febril. La region termorreguladora de las ratas se localiza en el area predptica
del hipotalamo anterior (AH/POA). En este trabajo se estudio el papel de la PCT en la
termorregulacion y en la fiebre inducida por endotoxina bacteriana a nivel central. En
ratas Wistar se hizo un estudio dosis-respuesta de PCT frente a la temperatura corporal
microinyectando diferentes dosis de PCT : 2, 4, 10, 100, 1000 y 5000 ng en €l ventriculo
lateral (icv) y registrando los cambios de temperatura corporal. También se inyectd una
dosis de PCT: 100ng icv media hora antes de la endotoxina (lipopolisacarido (LPS)
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50ug/kg ip). Asi mismo se realizo un estudio inmunohistoquimico de la presencia y
localizacion de PCT en el AH/POA. Los resultados demostraron que la administracion
de PCT icv provoca una ligera disminucion de la temperatura corporal pero no de un
modo dosisrespuesta. El pretratamiento con PCT disminuye levemente la respuesta
febril inducida por LPS. Se demostro la presencia del péptido PCT en la Pars Tuberal del
hipotalamo.

Este trabajo se harealizado gracias ala Fundacion Valme y la Junta de Andalucia.

Palabras claves: Procalcitonin— Fiebre— Temperatura corporal.— Endotoxina—
Pirégeno enddgeno.— Lipopolisacarido y sistema nervioso central.

ABSTRACT
Procalcitonin action on body temperature.

Procalcitonin (PCT), a 116 amino acid protein with identical sequence to the
precursor protein of calcitonin hormone, is a new high sensitive and specific diagnostic
parameter of bacteria infection and systemic inflammation in the absence of its precur-
sor protein. High plasma concentrations of PCT are induced during severe bacterial in-
fection but not in controls. Unlike interleukin-1 (IL-1), interleukin-6 (IL-6), tumor ne-
crosis factor (TNF) or other endogenous pyrogens (parameters of the inflammatory re-
sponse), PCT is generally not induced by viral infection, operation trauma, autoimmune
or alergic disorders. Hence, PCT can be used for differential diagnosis of bacteria and
non bacterial inflammation. Although the biological role of this peptide is still largely
unknown, it has been shown that PCT plasma concentrations correlate closely with the
onset, course and severity of the inflammatory reaction. Moreover, it has been demon-
strated that PCT is released following endotoxin injection and that the increase of plasma
PCT levels, are positively correlated with IL-1, IL-6 and TNF. These characteristics of
PCT might well giveit not only arole asa marker in clinical infections but also a poten-
tial role in fever of bacteria origin. The thermosensitive region of the rat is the anterior
hypothalamic pre-optic area (AH/POA). Therefore, the rationale for this study was to
study the role of PCT in the thermoregulation and in the febrile response induced by a
bacterial endotoxin on the CNS. In Wistar rats we carried out a dose-response study with
PCT and body temperature microinjecting different doses of PCT: 2, 4, 10, 100, 1000
and 5000 ng in the rat lateral ventricle (icv) and we measured their body temperature.
We aso microinjected one dose of PCT 100ng icv half an hour before endotoxin
(lipopolysaccharide (LPS) 50ug/kg). We also designed an immunohistochemical study
in the AH/POA to find the peptide PCT and its localization. The results demonstrated
that the administration of PCT icv produced a low diminution in the body temperature
but not in a dose-response manner. The pre-treatment with PCT lightly reduce the fever
induced by endotoxin. We have found the peptide PCT in the endothelia cells of the hy-
pothalamic Pars Tuberal.
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INTRODUCCION

El control y mantenimiento de la temperatura corporal se readiza
mediante una serie de mecanismos relacionados entre si y controlados por
el SNC, que consiguen mantenerla estable por medio de un equilibrio de
ganancia y pérdidas de calor. El centro termorregulador del organismo
reside en e area predptica del hipotalamo anterior (PO/HA) (14,10) que
actiia como un “termostato” que armoniza la produccion y eliminacion de
caor mediante un sistema de retroalimentacion (feed-back) negativa,
manteniendo una temperatura central proxima a los 37° C. Varias son las
sutancias neuroquimicas implicadas en la termorregulacion: dopamina,
noradrenalina, serotonina, € acido gamma-aminobutirico, péptidos,
segundos mensgjeros y las concentraciones ionicas del sodio/calcio. La
fiebre, se define como la elevacion de la temperatura corporal por encima
de los limites normales con conservacion de los mecanismos reguladores.
Este incremento genera simultaneamente un aumento en la produccion de
calor y una disminucion de las pérdidas calorificas. A diferencia de la
hipertermia es una de las principales manifestaciones de la enfermedad.
Las causas que pueden determinarla son multiples: bacterias, sus
endotoxinas, virus, hongos, protozoos, reacciones inmunol 6gicas, tumores
y farmacos entre otros, de todos, el mejor estudiado es un lipopolisacarido
(LPS) de las bacterias gram negativas, la endotoxina; de cuyos tres
componentes se ha identificado € lipido A como responsable del efecto
pirogénico. Este grupo de sustancias son los [lamados pirégenos exogenos.
Actuamente se supone que en la génesis de la fiebre participan una serie
de acontecimientos interdependientes, posiblemente sujetos a mecanismos
de retrocontrol negativo (4), en e que se incluyen los siguientes pasos:
1)Entrada de pirogenos exogenos al organismo. 2)Activacion de los
monocitos, neutrofilos, linfocitos y otras células por estimulos infecciosos,
toxicos, inflamatorios y/o inmunoldgicos. 3)Formacion y liberacion a la
circulacion de sustancias pirogénicas como interleucina-1 (IL-1), factor de
necrosis tumoral (TNF), interferon (IFN), interleucina-6 (IL-6), etc. Son
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los llamados pirogenos endogenos (PE). 4)Interaccion de estas sustancias
con lugares especificos localizados arededor de los ventriculos cerebrales
(zonas periventriculares). 5)Estimulo de la sintesis y liberacion de
prostaglandinas (PGs), fundamentalmente PGE2, en |la pared anterior del
tercer ventriculo (3V) y en el PO/HA. 6)Activacion de las neuronas
termorreguladoras hipotalamicas que desencadenan en ultima instancia un
incremento de la temperatura corpora. Sin embargo, y a pesar de todo
ello, ain no se han establecido de forma precisa los ultimos pasos que
desencadenan la fiebre. Se sabe que € transporte humoral no es e tnico
gue siguen las citocinas para llegar a cerebro, pues las aferencias vagales
participan en dicho transporte (16). Actualmente se piensa que las
citocinas encontradas en hipotalamo no derivan de la sangre, sino que se
sintetizan en el cerebro y son reflgo de o que acontece con estas en la
periferia, ante situaciones adversas, tales como las infecciones (13).
Aungue la fiebre no constituye e tnico signo presente en los procesos
infecciosos, es probablemente e signo mas manifiesto y mejor conocido
de la infeccion. Origina un considerable costo metabolico para el
individuo, asociado a un incremento de las demandas de oxigeno y
posteriormente conlleva a un riesgo potencial de producir dafios
neurol6gicos. Ademas como reaccion del hospedador frente a la infeccion
aumenta la respuesta inflamatoria y la funcion del sistema inmunolégico,
reduciendo a mismo tiempo la replicacion de los microorganismos. Por
eso no es de extraiiar que los pocos marcadores de la inflamacién que
existen hagan referencia a nivel de ciertas citocinas, que actian como
pirégenos endogenos, como la IL-6 y e TNF, y otros marcadores
inflamatorios como la procalcitonina (PCT), la proteina C reactiva (PCR),
la neoptering, la elastasa y la fosfolipasa A2 CPLA?2). Cada uno de estos
parametros tienen un perfil de induccién especifico y caracteristicas
propias frente a las distintas enfermedades. De entre todos €llos destaca la
PCT por incrementar sus valores rapida, selectiva y proporcionalmente
frente a bacteriemias Gram- negativas, producidas por endotoxinas (LPS,
pirégeno exogeno por ontonomasia), por ello, posiblemente juegue un
papel biologico mas relevante que un simple marcador, actuando asi en
los procesos de inflamacion y fiebre; hasta ahora ligeramente intuido, pero
desconocido.
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La PCT es la prohormona inmediata de la calcitonina. La PCT es
una prohormona glico-peptidica de 116 aminoacidos. Esta codificada por
el gen Calc-1 y tiene un peso molecular de 12793Da. (17) En individuos
sanos la PCT es producida y segregada por las Células-C del
tiroides,donde por un proceso proteolitico se transforma en la hormona
calcitonina. Por tanto los niveles de PCT en plasma de individuos sanos
son del orden de picogramos. En 1993 se demostro que los valores de PCT
en sangre aumentaban en pacientes afectados por bacteriemias gram
negativas, no asi los de CT. (9,17) Actuamente se sabe que existen valores
de PCT dtos en pacientes que sufren distintos tipos de procesos
inflamatorios, llegando incluso en casos de infeccion severa a alcanzar
niveles en plasma de hasta 1000 ng/ml. El principal estimulo para la
sintesis de PCT en sangre es por tanto la administracion sistémica de
LPS.(5) En pacientes tiroidectomizados con bacteriemia gram negativa
también se han encontrado niveles altos de PCT, lo que obviamente nos
[leva a buscar nuevos sitios de sintesis de PCT. Varias han sido las nuevas
zonas adjudicadas a dicho fin: higado, pulmén, intestino, monoCitos.....
Pero inesperadamente Miiller y cols (12) han demostrado, mediante la
técnica de hibridacion in-situ usando hamsters, que e ARNm PCT esta,
ubicuay uniformemente expresado en multiples tejidos del cuerpo humano
en respuesta a un proceso de sepsis; € cuerpo entero aparece como una
glandula endocrina productora de PCT.

Ya hemos comentado que en personas sanas la PCT es la
prohormona de la calcitonina, dicha hormona se encarga de reducir los
niveles de calcio en sangre e inhibe la reabsorcion d6sea, también se ha
estudiado su accion como anestésico. Aunque se sabe que la PCT también
se une a los receptores de calcitonina, no se ha probado su accion como
hipocalcemiante.(5) Un estudio del grupo de Becker (15) sugiere, que la
PCT puede agravar € transcurso de la sepsis, basandose en el hecho de
gue la inyeccion de anticuerpos Anti-PCT en hamsters les proporcioné
prevencion frente a la infeccion por E.coli. Asi como, que los animales en
estado de sepsis provocado por LPS, sobrevivian durante mas tiempo si no
estaban tratados con sobredosis de PCT, que cuando si lo estaban. Durante
la sepsis aparece una fuerte hipocalcemia como respuesta a varios
mecanismos, pero a dia de hoy parece estar totalmente desconectado con la

361


http://s0b.bluestreak.com/ix.e?hy&s=169224&a=118369
http://s0b.bluestreak.com/ix.e?hy&s=169225&a=118370

M? Luisa OJEDA MURILLO AN. R. AcAD. NAC. FARM.

accion de la PCT, asi como también se sabe que los niveles de calcitonina
no se encuentran elevados (3,5). Otros estudios defienden que en €l lugar
oportuno, y en las concentraciones adecuadas, la PCT debe contribuir ala
defensa del organismo, de hecho, Monneret y cols (11) describen por
primera vez un efecto antiinflamatorio en humanos. El estudio se basa en
la inhibicion parcial (27%) de TNF-o en sangre humana, debido a la
accion de la PCT, que sin embargo no inhibeni alL-1, ni alL-6, ni alL-8.
Frente a esto surge otra teoria que defiende la union de la PCT a los
receptores de calcitonina de linfocitos T y B, provocando un aumento de la
proteina-G y de los niveles intracelulares de AMPc que estimulan a la
fosfolipasa C especifica de fosfatidilcolina (PC-PLC), que es una encima
clave en laactivacion del proceso inflamatorio.(17)

La PCT es una molécula muy estable tanto “in vitro” como “in
Vivo”, ya que presenta una vida media de 24-30, mucho mayor que la
mayoria de las citocinas. En personas sanas los valores plasmaticos de
PCT son menores de 0.5ng/ml.(9,17) En personas voluntarias inyectadas
con E.coli (4ng/lkg) se detectan valores de PCT a las 2h de la inyeccion.
Los valores sufren un incremento rapido y elevado de 4-8 hy alas 12
horas alcanza unos valores constantes que se mantienen durante cerca de
24 h. Cuando se repiten dichas inyeccionesalas 24 y 48 h los valores de la
PCT se elevan ligeramente y se mantienen hasta las 72 h, por €llo, los
valores de PCT nos dan una idea del estado de la infeccion (si los valores
de PCT aumentan o persisten durante mucho tiempo, nos augura un mal
prondstico). Sin embargo los valores maximos de TNF-a e IL-6 tras la
administracion iv de LPS (4mg/kg) se alcanzan a las 2 y 3h,
desapareciendo completamente de sangre alas 6 y 8h, respectivamente (2).
Lo que nos invita a pensar que el TNF-a. y la IL-6 pueden ser inductores
de la PCT (Fig 1). De hecho, se ha demostrado que a inyectar TNF-a. o
IL-6 iv se produce un incremento en los valores de PCT, directa o
indirectamente (1). Esto indicaria que la PCT esta implicada en el
complgjo proceso de la inflamacion, y que no seria uno de los factores
iniciadores de la cascada. Larapida induccion de los valores de PCT tras la
inyeccion in vivo de endotoxina, y la deteccion “in vitro” de ARNm de
PCT, mediante PCR en cultivos celulares, que aumenta notablemente y por
orden decreciente, tras la administracion de LPS, TNF-a,, IL-6, IL-1p e IL-
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2 (no ocurre asi con la IL-10), sugiere, que la estimulacion de PCT esta
muy relacionada con la induccion de los procesos inflamatorios
(concretamente con lafase aguda) (1).

§
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FIGURA 1. Vida media, valores mdximos y tiempo de latencia de distintas citocinas y
PCT, en infecciones agudas.

Asi como existen numerosos estudios de |os valores sanguineos de
PCT en personas sanas y en pacientes que sufren un proceso inflamatorio,
poca bibliografia podemos encontrar sobre los valores de PCT en liquido
cefaorraquideo (LCR) de personas sanas o enfermas. De los trabajos
existentes la mayoria se refieren a pacientes con meningitis o con
traumatismos craneoencefalicos y se limitan a medir niveles plasmaticos.
Referente a pacientes con meningitis, se ha visto que los valores de PCT
plasmatica tienen una gran importancia diagnostica para diferenciar si el
origen de lainfeccion es viral o bacteriano. En cuanto a los valores de PCT
en LCR, parece ser que un valor > 0.5ng/ml tiene caracter diagndstico para
decir gue nos encontramos frente a una meningitis bacteriana. Referente a
los pacientes con traumatismo craneoencefalico, los valores de PCT en
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LCR de individuos accidentados se triplicaron (PCT=0.41ng/ml) frente a
los controles ( PCT= 0.15ng/ml) (6,7). La vida media de PCT en LCR se
desconoce asi como cuando alcanza su concentracion maxima, su meseta y
cuando desaparece del LCR. La correlacion entre los valores de PCT en
LCRy los de IL-6, parecen ser paralelos, lo que implicaria a la PCT en la
respuesta de fase aguda. Comparandolo con los estudios clinicos, ambos
marcadores estan relacionados con la gravedad de la enfermedad.
Presumiblemente estan implicados en la respuesta inflamatoria a nivel
central. De hecho se especula que la PCT puede ser uno de los miembros
de lafamilia de los neuropéptidos vasoactivos, que actian como respuesta
adaptativa frente a una hipoperfusion local. (6,7)

Como vimos anteriormente, el mecanismo de génesis de la fiebre
actualmente aceptado, se basa en la sintesis y liberacion de PGE2 a nivel
central, concretamente en la pared anterior del 3V y en e PO/HA. Si la
PCT actua como eslabon de la cadena de citocinas debe estar implicada en
los mecanismos de control de la fiebre (como estimulador o como
inhibidor). De cualquier modo la PCT ha demostrado tener alto valor
diagnoéstico para diferenciar e origen de ciertas fiebres de origen
desconocido (FUO), fundamentalmente, para diferenciar si son de origen
infeccioso bacteriano o de supresion inmunologica, lo cual es altamente
util porque nos da una idea del tratamiento a seguir con dichos pacientes.
De hecho otros marcadores inflamatorios como la PCR y la IL-6 no tiene
valor diagnostico en este tipo de pacientes. La presencia de niveles
elevados de PCT se han correlacionado con la presencia de episodios
febriles en pacientes neutropénicos, sobre todo aquellos episodios debidos
a infecciones por gérmenes gram negativos. Dado que la eficacia de este
parametro como marcador de episodios febriles en pacientes neutropénicos
ha demostrado ser claramente superior a la de otros parametros como la
PCR, lalL-6, lalL-8 0 el TNF-a, la PCT se coloca como e marcador mas
eficaz y de vaor diagnostico mas alto en pacientes con fiebre
neutropénica. Asi como un gran indicador del régimen terapéutico
utilizado en dichos pacientes. Por su papel como marcador febril y los
estudios citados anteriormente, podriamos pensar que la PCT esta
implicada en los mecanismo de la produccion de fiebre, de hecho, cuando
pretratamos a animales con PCT periféricamente (2, 3 y 4 pg/kg i.p.)
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vemos gue se produce un efecto dosis-respuesta de inhibicion de la fiebre
inducida por E.coli. (8). Estos resultados otorgan un valor potencia a la
PCT como mediador antipirético en el control de la fiebre de origen
bacteriano gram negativo. Sabemos que en ultima instancia, el control de
la temperatura corporal, y por ende de la fiebre, se localiza en e SNC,
concretamente en e PO/HA. Por tanto s la PCT verdaderamente tiene
alguna accion antipirética, es conveniente estudiar su accion frente a la
temperatura corporal a nivel central, asi como su accion frente a la fiebre
inducida por lipopolisacaridos. Por tanto, los objetivos de este trabajo son:
1) Estudiar & efecto de la PCT administrada en el Ventriculo Lateral (icv)
sobre la temperatura corporal. 2) Andizar e efecto de la PCT
administrada icv en la fiebre inducida por endotoxina bacterina
(lipopolisacarido, LPS). 3) Estudiar la presencia y localizacion de la PCT
en el SNC, especialmente en e PO/HA, tanto en condiciones normales
como tras estimulos pirogénicos (LPS).

METODOLOGIA

Animales: ratas Wistar machos (200-250g) mantenidas en jaulas
individuales a temperatura 26+1°C (zona termoneutral para ratas), con
ciclos naturales de luz y oscuridad (07:00-19:00). Agua y comida “ad
libitum”. Los experimentos se iniciaron entre las 8:00 y 10:00 am.

Cénulas Guias: las canulas guias de implantacion cronica para
microinyecciones, se fabricaron con tubos de acero inoxidable de diametro
externo 23 ga. El extremo de localizacion intracerebral fue biselado y
redondeado, con € fin de minimizar a maximo la lesion tisular durante su
implantacion.

Registro de la temperatura corporal (Tc): mediante técnicas de
registro biotelemétricas (Mini-Mitter, Sunriver USA). Durante la cirugia
para la implantacion de canulas guia, se procedid a la implantacion
intraperitoneal (i.p.) de transmisores de frecuencia VH-FH calibrados
previamente. Las sefiales emitidas por estos transmisores (Hz) fueron
recogidas a través de un procesador periférico (Dataquest IV, system,
Mini-Mitter) situado bajo la jaula de cada animal, y conectado a su vez a
un ordenador personal. Tanto la temperatura como la actividad de cada
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animal fueron registradas y guardadas a intervalos de 5 min, para su
posterior analisis.

Procedimiento  quirirgico: los animales se implantaron
cronicamente en e ventriculo lateral (icv) con canulas guias, siguiendo
procedimientos asépticos de uso rutinario en nuestro laboratorio. Para ello
Se anestesiaron (i.p.) con una mezcla de ketamina (100mg/kg) y xilazina
(5mg/Kg) y se colocaron en una mesa estereotaxica, con € craneco
perfectamente fijado en los planos verticades y horizontales. A
continuacion, se realizd con un bisturi una incision sobre la piel, desde la
comisura anterior de los ojos hasta € inicio de la musculatura del cuello.
Tras despegar y separar lateralmente el periostio, se expuso la calota, y se
localizd bregma como punto de referencia para la obtencion de las
coordenadas estereotaxicas correspondientes a segundo ventriculo. Segun
el atlas estereotaxico (The Rat Brain in Stereotaxic Coordinates. G.
Paxinos y Ch. Watson. Second edition, Acedemic Press Australia. 1996),
las coordenadas utilizadas con fijacion del maxilar superior 3 mm por
debgjo del plano horizontal cero, fueron: Antero-posterior: -0.3 a— 0.9 mm
desde Bregma, Lateral: 1.4 mm desde la linea media y Vertical: 3.2 a 4
mm desde la calota. Unavez fijadas |las coordenadas, y mediante una fresa
de corona esférica, se procedio a la craneotomia perforando la calota hasta
dejar expuesta la duramadre. A continuacion se procedio a la apertura de
puntos, para € emplazamiento de sendos tornillos, necesarios para la
sujecion y permanencia de la canula guia. La canula guia se fijo al craneo
mediante € empleo de cemento dental acrilico, englobando tanto a los
tornillos de fijacion como a la canula guia. Una vez endurecido éste, se
introdujo ala canula guia un estilete estéril y biselado (26 ga) de la misma
longitud que ésta, con el fin de mantenerla permeable y evitar
contaminacion. Finalizado el proceso quirargico, los animales se colocaron
en jaulas individuales, hasta su completa recuperacion postquirargica (6
dias al menos).

Técnica de microinyeccion: todas las inyecciones se realizaron en
animales despiertos y habituados a los procedimientos experimentales.
Para ello se utilizé una canula inyectora de acero inoxidable (26 ga) con
1mm de longitud superior ala canula guia, para evitar la retrodifusion del
farmaco, acoplada mediante un tubo de polietileno (PE 50) lleno de la
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sustancia a inyectar que fue impulsada por una jeringa de Hamilton de 50
ul. La microinyeccion se realizd, inyectando un volumen de 5 pl en cada
animal; la perfusion duré 5 min. Antes de proceder a la inyeccion de las
sustancias se realizo una esterilizacion de los materiales, se extrajo el
estilete de la canula guia y se introdujo la canula inyectora, infundiéndose
asi la sustancia elegida. Tras la perfusion se dejo la canula inyectora 1l min
en € lugar de la inyeccion para evitar el reflujo del liquido inyectado, a
continuacion se extrajo y se introdujo un nuevo estilete estéril.

Farmacos: Se ha empleado Calcitonin N-Terminal Flanking
Peptide (BACHEM AG) reconstituida en buffer fosfato salino (PBS) con
0.1% de albtimina sérica bovina pasado a través de un filtro 0.22 micras,
[levandola a una concentracion stock de 1mg/ml, a partir de la cua se
prepararon con LCR distintas alicuotas, almacenadas a —20°C durante un
maximo de tres meses, evitando multiples procesos de congelacion y
descongelacion. Asi pues, las distintas dosis: 2, 4, 10, 100, 1000 y 5000
ng/5ul se prepararon con LCR estéril en el momento de su uso. Se han
empleado lipopolisacaridos Escherichia coli (lote 110K4060, serotipo
0111:B4, Sigma), disueltos en suero salino y administrados a una dosis de
50ug/Kg/ml i.p. En e caso de la inmunohistoquimica, se usaron dosis de
50, 100 y 500 pg/Kg/ml i.p.

Analisis histologico: Tras concluir los experimentos, y de forma
rutinaria, todos los cerebros fueron anaizados histologicamente,
procediéndose a la localizacion anatomica de los lugares de
microinyeccion. Para ello, cada rata fue anestesiadai.p. con una mezcla de
ketamina y xilazina. A continuacion se procedid6 a la perfusion
intracardiaca con suero salino isotonico hasta la total eliminacion de la
sangre, seguido sin interrupcion, para la fijacion del cerebro, de 500ml
paraformaldehido a 4%. Finalizado este paso, se extrgo de forma
cuidadosa € cerebro y se sumergié en tampon fosfato /sacarosa al 30% a
4°C, donde permaneci6 de 12 a 48h, en ese momento ya esta listo para ser
amacenado a —80°C para su posterior uso. LOs cortes seriados en
secciones coronales de 20 um se realizaron con un microtomo de
congelacion a una temperatura de —16°C. Una vez secos los cortes a
temperatura ambiente procedimos a su fijacion, montaje y tincion,
mediante varias etapas consecutivas. inmersion de los portas en una
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solucion etanol 95% (2 s), lavado en agua destilada (5 s), tincién con
acetato de violeta de cresilo a 40°C (15 s), inmersion en tres soluciones
sucesivas de etanol 95% (5 s), deshidratacion con etanol 100% en dos
sesiones (5 s), citrosol (10-60 min), secado a temperatura ambiente,
montge de portas con cubres en medio de montge permanente,
localizacion de los sitios de inyeccion con la ayuda de un microscopio
optico y de un atlas estereotaxico de cerebro de rata Wistar (Paxinos y
Watson. 1996). Los lugares de microinyeccion se caracterizan por la
produccion de un discreto dafo tisular en la zona. De cualquier forma
fueron descartados del presente estudio aquellos casos en los cudles la
localizacion de las canulas guia o lugares de microinyeccion se ubicaban
fuera de las coordenadas establ ecidas.

Analisis estadistico: Los datos de todos los experimentos fueron
analizados mediante el programa Sigma Plot. Todos los resultados se
representan como media + eror estaindar de la media El analisis
estadistico de los datos se realizd utilizando un analisis de varianza
(ANOVA) seguido por € test Newman-Keuls . Un vaor de P menor de
0.05 se considero estadisticamente significativo.

Inmunohistoquimica: en este estudio se usaron dos técnicas
inmunohistoquimicas para detectar el dario cerebral inducido por la
introduccion cronica de canulas guias en las ratas implantadas
(asegurandonos que las variaciones de Tc se deben solo a la
administracion icv de PCT) y para localizar la PCT en €l cerebro de los
animales no implantados cronicamente con canulas guias viendo si la PCT
tiene accion “per sé” en el cerebro de los animales tratados.

Zanula Inyectara

Canula Guia
PCT Inyectada

“antriculo Lateral
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FIGURA 2. Esquema: Localizacion de la canula guia e inyectora de un implante icv

Localizacion del dasio cerebral inducido € implante de canulas
guias: Para ver el dafo cerebral sufrido, se utilizd6 un estudio IHC de
marcgje de astrocitos. Los niveles de astrocitos y su localizacion nos
proporcionan una idea del dafio tisular cerebral. Para ello se utilizd un
anticuerpo primario (Acl®) antiglial (GFAP). Los cerebros se fijaron con
paraformaldehido a 4%, los cortes seriados se hicieron a 8um y antes de
congelarlos a—70°C, se dejaron 1h a temperatura ambiente para evitar que
los cortes se despeguen durante la incubacion. Antes de proceder a la
incubacion del anticuerpo(Ac), los portas estan 30min a temperatura
ambiente. Todos los lavados se hicieron con tampon buffer salino (PBS)
0.01M a pH 7.4 y saponina a 0.1% durante 10min. Antes de afadir el
Acl® se bloqueo la actividad de la peroxidasa endogena con perdxido de
hidrogeno al 3% 40min a temperatura ambiente en oscuridad, se
bloquearon las proteinas endogenas con blogueante de proteinas
(Bloqueante de proteinas enddgenas, Bio Genex.) 15min a temperatura
ambiente y por ultimo se bloquearon las actividades endogenas de avidina
y biotina con blogueante de avidina 15 min. y blogueante de biotina 30
min (las diluciones de biotinay avidina se suplementaron con un 2% de
suero no inmunizado del mismo tipo que € anticuerpo secundario, para
bloquear uniones inespecificas). Todo el proceso se realizé en camaras de
humedad. A continuacion se procedido a la incubacion a temperatura
ambiente durante toda |a noche, con 50-100ul del Ac 1° ( Rabbit Anti-cow
Glial Fibrillary Acidic Protein (GFAP), DAKO) de concentracion 1mg/ml
y diluido a 1/4000 en PBS/saponina 0.1%, unido a un 2% de suero no
inmunizado del mismo tipo del anticuerpo secundario; o control negativo
del Ac en una camara huimeda. A continuaCion se procedio a la incubacion
a temperatura ambiente durante 30min con 25-50ul del Anticuerpo
secundario (Ac 2°) biotinizado, con una concentracion de 1mg/ml diluido
al 1/2000 en PBS/saponina a 0.1%. Se le aiiadio el sistema de deteccion
avidina/biotina/peroxidasa 15 min y se procedié a afadir el sistema de
visualizacion tetracloruro de diaminobencidina (DAB) 8min. Los tejidos
se contratineron con hematoxilina 20s y se deshidrataron con una bateria
seriada de alcoholes: etanol 95% 5s, etanol 100% 5s, etanol 100% 5s y
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citrosol 20min. Los tglidos se montaron en medio permanente y se
observan a microscopio. Se hicieron controles positivos en tegjidos con €
dano cerebral para ver el buen funcionamiento de la reaccion. También se
hizo un control negativo con ausencia de Ac 1° para asegurar que no se
produjeran reacciones inespecificas .

Localizacion de la molécula PCT en € cerebro: en este caso |los
animales fueron perfundidos intracardiovascularmente por gravedad con
300ml de suero sdlino fisiologico (SSF) a temperatura ambiente, y
posteriormente con 200ml de SSF frio. A continuacion se procedié a la
extraccion cuidadosa del cerebro del animal, el cual se introdujo en medio
deinmersion rodeado por isopentano liquido en nieve carbonica a—60°C.
Las muestras se amacenaron a —-80°C. Los cortes seriados se hicieron a
8um y a -16°C. Se dejaron a temperatura ambiente durante 30min,
seguidos de otros 30 a 37°C (para asegurar la adhesion de los cortes al
porta). Se volvieron a amacenar a —80°C. Antes de iniciar la incubacion
los portas se dejaron 30 min a temperatura ambiente, y a continuacion se
fijaron con acetona pura fria durante 10min. A continuacion se procedio a
bloquear la peroxidasa, proteinas enddgenas, avidina y biotina endogenas.
Todos los lavados se hicieron con PBS 0.01M apH 7.4 y saponinaa 0.1%
durante 10min. La incubacion se hizo a temperatura ambiente y en
camaras de humedad, durante toda la noche, con 100ul del Ac 1° (anti-
Human Procalcitonin Mouse Monoclona Antibody PCT-N1, Protein G
Purified, Bio Vendor) de concentracion 1mg/ml y diluido al 1/40000 en
PBS/saponina 0.1%, unido a un 2% de suero no inmunizado del mismo
tipo del Ac 2° o control negativo del Ac en una camara humeda. A
continuacion se procedié a la incubacion a temperatura ambiente durante
30min con 25-50ul del Ac 2° biotinizado (Ac 2° biotinizado Multilink,
Super sensitive Biotinylated Anti-lIg for mouse, Rabbit and Guinea Pig
antibodies, Bio_Genex) de uso inmediato. El proceso serealizé en camaras
de humedad. Se le aiadi®6 el sistema de deteccion
avidina/biotina/peroxidasa 15 min y se procedio a adadir el sistema de
visuaizacion DAB 8min. Los tejidos se contratifieron con hematoxilina
20sy se deshidrataron con una bateria seriada de alcoholes. etanol 95% 5s,
etanol 100% 5s, etanol 100% 5s'y citrosol ( Panreac) 20min. Los tejidos se
montaron con EUKITT y se observan a microscopio. Se hicieron
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controles negativos de cada dilucion prueba del Acl®. Los controles
positivos no se pudieron hacer, debido a que no se conoce a ciencia cierta
el lugar de sintesis de la PCT, con lo cual no dispusimos de tgjidos que la
expresaran.

Protocolo experimental: en todos los grupos experimentales se
estudiaron los cambios temporales de temperatura durante e tiempo que
dur6 el experimento. Se dividié el trabajo en tres fases. 1) Estudio
Dosisrespuesta, para ver la relacion a nivel central existente entre
temperatura corporal y PCT en animales sanos haciendo un estudio de la
curva Dosis/ Respuesta de la PCT frente a los cambios de temperatura
registrado en animales sanos. Se microinyectaron diferentes dosis de PCT:
2, 4, 10,100, 1000 y 5000ng en icv y se midieron los cambios de
temperatura en animales sanos. Se administro un control (LCR) y dos
dosis de PCT por cada grupo de animales (n=6). 2) Efecto de la PCT sobre
la fiebre inducida por LPS, para ver la relacion a nivel central existente
entre fiebre y PCT en animales tratados con endotoxinas bacterianas (gram
negativas). Se administro PCT 100ng icv media hora antes de la inyeccion
de LPS 50ug/Kg/ml i.p. (para ver su efecto profilactico) y se midieron los
cambios de temperatura producidos en el animal. Se administré una sola
dosis de LPS en cada experimento, pues su administracion repetida
produce tolerancia frente a la fiebre (16). Por tanto se hicieron dos grupos,
uno control (LCR icv + LPSi.p.) (n=6) y otro con PCT (PCT icv + LPS
i.p. ) (n=6). La dosis elegida (PCT 100ng) fue en base a los estudios
obtenidos en la fase primera. 3) Estudio Inmunohistoguimico, para
detectar la presencia y localizacion de la PCT en el SNC. Se administré
LPS a dosis unicas: 50, 100 y 500 ug/kg i.p. a ratas para provocarles
fiebre, y se pefundieron a las 1h, 4h y 8h, que son las horas
correspondientes a tiempo de latencia, de induccion y de valor maximo de
los niveles plasmaticos de PCT en individuos con infeccion por bacterias
gram negativas. Se les extrgo e cerebro y se les aplico la técnica
cualitativa de inmunocitoquimica. En total son doce grupos (n=2).

RESULTADOS:
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La administracion icv de PCT a dosis 2ng (Fig.3), modifica
significativamente la temperatura corpora (Tc) (P<0.05). Se observa una
ligera disminucion de la Tc desde las 4-8h, alcanzando su valor minimo a
las 4h (-0.28 + 0.21), presentando un tiempo de latencia de
aproximadamente 60 min. Las ratas tratadas con PCT 2ng, presentaron
unos valores mediosdelaTc, alo largo delas 8h que duré el experimento,
de (0.01 + 0.01), alcanzando su incremento maximo de Tc a las 2h (0.32 +
0.13). El analisis comparativo del control (LCR) respecto a la dosis 2ng
revelo la existencia de diferencias significativas (P<0.05). Lainyeccion icv
de PCT a dosis 4ng (Fig.3), es capaz de producir una variacion
significativo en laTc (P<0.05). Se observa unaligeradisminucion de la Tc
desde la 1-8h. Alcanza su valor minimo a las 6 h (-0.57 £ 0.17), valor que
es significativamente menor que € del LCR (-0.43 + 0.15), (P<0.05). Al
administrar esta dosis observamos un tiempo de latencia aproximado a 60
min. Los animaes tratados con PCT a dosis de 4ng/5ul, presentaron,
durante las 8 h que duré el experimento, unos valores medios de Tc de -
0.29 + 0.02 °C, y alcanzaron su incremento maximo a la hora (0.04 +
0.09). Los analisis comparativos del LCR respecto ala dosis 4ng revelaron
la existencia de diferencias significativas (P<0.05), como también
revelaron, que la diferencia era significativa con respecto a la dosis
anterior (P<0.05). La administracion de PCT a dosis 10ng icv (Fig.4 ), es
capaz de producir un cambio significativo en la Tc (P<0.05). Se observa
una ligera disminucion de la Tc desde las 2-8h, practicamente actia sobre
la Tc durante casi toso el experimento a excepcion de las 2h primeras. Su
vaor minimo lo alcanza a las 4h (-0.28 + 0.21), e cua es
significativamente menor que €l del control (-0.02 + 0.2), (P<0.05). A esta
dosis, la PCT presenta un tiempo de latencia de aproximadamente 60 min.
Los animales tratados con PCT 10ng, presentaron unos valores medios de
la Tc, a lo largo de las 8h que dur el experimento, de (-0.22 +0.03) ,
alcanzando su incremento maximo de Tc a la hora ( 0.41 £ 0.23 ). El
analisis comparativo del control respecto a la dosis 10ng revelo la
existencia de diferencias significativas (p<0.05). La inyeccion icv de PCT
a dosis 100ng/5u (fig. 4) es capaz de producir un cambio significativo en
la Tc (P<0.05). Se observa una ligera disminucion de la Tc desde los
30min hasta las 8h, es decir, durante cas completamente todo €l
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experimento. Alcanza su valor minimo a las 4 h (-0.59 + 0.32), € cua es
significativamente menor que € del LCR (-0.02 + 0.2), (P<0.05). Al
administrar esta dosis observamos un tiempo de latencia de
aproximadamente 30 min. Los animales tratados con PCT a dosis de
100ng, presentaron, durante las 8 h que dur¢ el experimento, unos valores
medios de Tc de - 0.47 £0.02 °C, y alcanzaron su incremento maximo ala
hora (0.24 £+ 0.17). El analisis comparativo del control respecto a la dosis
100ng revel6 la existencia de diferencias significativas (P<0.05), asi como
también las hubo con respecto a la dosis 10ng(P<0.05). En la figura 5 se
observa como la administracion de PCT a dosis 1000ng icv, modifica
significativamente la Tc (P<0.05). Se observa una leve disminucion de la
Tc desde los 30 min hasta las 2 h, acanzando su valor minimo en torno a
la hora (-0.01 + 0.10). A estadosis, la PCT presenta un tiempo de latencia
de aproximadamente 30 min. Las ratas tratadas con esta dosis, presentaron
unos valores mediosdelaTc, alo largo delas 8h que duré el experimento,
de 0.09 £ 0.01 °C, alcanzando su incremento maximo de Tc a las 5h (0.28
+ 0.29). El analisis comparativo del control respecto a estadosis revelo la
existencia de diferencias significativas (P<0.05). La inyeccion icv de PCT
a dosis 5000ng, representada en la figura 5, es capaz de producir una
variacion significativo en la Tc (P<0.05). Se observa una ligera
disminucion de la temperatura de los animales desde los 30min hasta las
8h,es decir, durante casi todo €l tiempo que dura el experimento. Es a las
4h cuando alcanza su valor minimo (-0.47 + 0.15) significativamente
menor que € del LCR (-0.13 + 0.14), (P<0.05). Al administrar esta dosis
observamos un tiempo de latencia de arededor de 30 min. Los animales
tratados con dosis de PCT 5000ng, presentaron, durante las 8 h que duro
el experimento, unos valores medios de Tc de -0.24 + 0.01 °C, y
alcanzaron su incremento maximo a los 30min (0.07 + 0.06). El analisis
comparativo del control respecto a dicha dosis reveld la existencia de
diferencias significativas (P<0.05). Asi como también se encontraron
diferencias significativas con respecto ala dosis 1000ng(P<0.05).

Anteriormente hemos comprobado que la dosis de 100ng de PCT
administrada icv, es la mas apropiada para ejercer alguna accion sobre la
Tc en animales sanos. Pues, por su corto periodo de latencia (30min) igual
al de dosis superiores, su valor medio durante las 8h que duré el
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experimento(-0.47+0.02) menor incluso que e de dosis 5000ng (-0.24+
0.01), su valor minimo(-0.59 + 0.32) menor que el de dosis 5000ng (-0.4 +
0.15) y d largo tiempo que dura su accion (de 30min a 8h), se erige como
la dosis mas apropiada. El pretratamiento icv con PCT (100ng) 30 min
previa a la administracion periférica de LPS (50ug/kg i.p.), produjo
cambios significativos en la respuesta febril inducida por éste (P<0.05). En
la figura 6 se observa como el pretratamiento con PCT disminuye
ligeramente los valores de la Tc desde las 5-9h. Alcanza su valor minimo
(-0.13 + 0.28) alahoray media, a igua que € control (LCRicv + LPSi.p.)
gue en dicho momento alcanza un vaor minimo (-0.02 + 0.22)
significativamente mayor (P<0.05). El periodo de latencia y la evolucion
de la temperatura corpora fueron muy parecidos a control. No asi sus
valores medios de Tc durante las 12h que duré el experimento (0.48 +
0.02), ni su incremento maximo (1.01 + 0.16), que fueron
significativamente menores que e control (P<0.05). La localizacion
anatomica de los sitios de microinyeccion correspondientes a todos |os
grupos de ratas tratadas se situaron entre —0.3mm y —0.9mm desde bregma
(Paxinosy Watson, 1996).

PCT 2ng/5microL y 4ng/5microlL
administrado icv

—@— LCR
—@— PCT2ng/5microlL
—<— PCT4ng/5microlL

Incremento de Temperatura °C
o
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PCT 10ng/5microL y 100ng/5microL
administrado ICV

19 —e@— LCR
—®— PCT10ng/5microlL
—— PCT100ng/5micro

Incremento de Temperatura °C
)

FIGURAS 3 Y 4: Efecto sobre la Tc de la microinyeccion icv de LCR (n=6), PCT 2ng
(n=6) y PCT 4ng (n=6), efecto sobre la Tc de la microinyeccion icv de LCR (n=6),
PCT 10ng (n=6) y PCT 100ng (n=6).
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PCT 1000ng/5microL y 5000ng/5microlL
adm inistrado ICV
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Efecto preventivo de la administracién de PCT 100ng/5microL ICV
frente a la respuesta febrilinducida por LPS

—®— LCR+SSF
—@®— LCR+LPS
—<— PCT100ng/5microL+LPS

Incremento de la Temperatura °C

Tiempo h
FIGURA 5Y 6: Efecto sobre la Tc de la microinyeccion icv de LCR (n=6), PCT 1000ng

(n=6) y 5000ng (n=6), efecto de la administracion icv de PCT 100ng sobre la respuesta
febril inducida por LPS (n=6).
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La inmunohistoquimica del dario cerebral demostré, que la zona
danada se limitaba a la zona cercana a la canula guia, y la inyectora pero
sin extenderse demasiado (Fig.7). Esto indica que € efecto producido por
la administracion de PCT icv, se debe a su accidn basicamente sobre el
ventriculo. Este hecho ocurrio tanto en los animales de la fase primera,
como en los animales de la fase segunda.

FIGURA 7: A) mapa anatomico histologico representativo del daiio tisular inducido por
implante de canula guia, B) marcaje astrocitario del dario tidsular , C) astrocitos
marcados en zona pericanular.

El estudio inmunohistoquimico de la presencia de PCT en €
cerebro: marco la presencia de esta molécula en las células endoteliales de
la Pars Tuberal del hipotalamo. Esta zona se localiza cerca del tercer
ventriculo y del Nucleo Arcuato, se caracteriza por poseer una barrera
hematoencefalica muy permeable, lo cual explicaria la presencia de la PCT
en dicha zona. En los grupos perfundidos a 1h se marco la presencia de
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PCT en las células endotelides anteriormente citadas, pero no se
encontraron diferencias significativas a las distintas dosis de LPS
administradas: 50, 100 y 500ug. En los grupos perfundidos alas 4h la PCT
se localizd en las células de la Pars Tuberal del hipotalamo, y tampoco se
encontraron diferencias en funcion de la dosis de LPS administrada. Los
grupos perfundidos a las 8h marcaron la presencia de PCT en la misma
zona (la Pars Tuberal), y no mostraron diferencias en funcion de las dosis
de LPS que se administraron. Los controles no presentaron marcaje en las
células endoteliales de la Pars Tuberal del Hipotalamo (Fig.8 y 9).

CONCLUSIONES

1) La administracion central (icv) de PCT produce una ligera
disminucion de la Tc, fundamentalmente de 3-8h.

2) La administracion central (icv) de PCT a diferentes dosis no
produce un efecto Dosis/RespuestafrentealaTc.

3) El pretratamiento con PCT 100ng/5ul (icv), disminuye ligeramente
la respuesta febril inducida periféricamente por LPS 50ug/kg (i.p.),
fundamentalmente de 4-9h.

4) La presencia de PCT en e cerebro de ratas con fiebre producida
por laadministracion de LPS, se localiza en las células endoteliaes
delaPars Tuberal del Hipotalamo.
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FIGURA 8: Estudio IHQ de la presencia de PCT en la Pars Tuberal del hipotdlamo:
A) marcaje representativo de ratas prefundidas a 1h tas LPS i.p., B) alas 4hy C) a
las 8h.
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FIGURA 9: 4) marcaje inexistente de PCT representativo de ratas control (SSF), B)
ampliacion de zona inmunoreactiva a la PCT, concretamente la Pars Tuberal.
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