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Resumen

Introduccion: Los inmunoensayos multiples permiten la valoracion simultanea de diferentes
variables en voliumenes reducidos de muestras biologicas. Nuestro objetivo ha sido establecer
los valores normales de citocinas e insulina durante el desarrollo puberal, asi como su relacion
con esteroides adrenales y gonadales.

Sujetos y métodos: Se estudiaron las concentraciones séricas de insulina, adiponectina, resis-
tina, leptina, factor de necrosis tumoral-a, interleucina-1B, interleucina-6 e interleucina-8
en 147 ninos sanos (Tanner |, 18 varones y 18 mujeres; Tanner Il, 17 varones y 13 mujeres;
Tanner lll y IV, 21 varones y 19 mujeres, y Tanner V, 18 varones y 23 mujeres). Ademas, se
analizo la relacion de estas variables con las concentraciones de testosterona total y libre,
estradiol, proteina transportadora de los esteroides sexuales, 17-hidroxiprogesterona, sulfato
de dehidroepiandrosterona, glucurénido de 3a-androstanodiol y A4-androstendiona.
Resultados: Las concentraciones de insulina, resistina y leptina se incrementaron durante el
desarrollo, y son superiores en mujeres, mientras que las de adiponectina no se modificaron,
aunque son también mayores en mujeres que en varones. Los niveles de interleucina-6 y 8
aumentaron y los de interleucina-13 disminuyeron, sin presentar dimorfismo sexual. Existe una
buena correlacion entre adiponectina y proteina transportadora de los esteroides sexuales, asi
como entre leptina y A4-androstendiona.

Conclusiones: Las variaciones de estos parametros parecen estar relacionadas con la funcion
adrenal y gonadal. Por este motivo, para la utilizacion de los datos de normalidad de las citocinas
en lainfancia y adolescencia mediante inmunoensayo multiple debe tenerse en cuenta el estadio
puberal y el sexo.
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Analysis of insulin and cytokines during development using a multiplexed
immunoassay: implications in pediatrics

Abstract

Introduction: Multiplexed immunoassays allow the simultaneous determination of multiple
parameters from minute biological samples. Our aim was to establish the normal values of
cytokines and insulin during pubertal development, as well as their relationship with adrenal
and gonadal steroids.

Subjects and methods: Serum insulin, adiponectin, resistin, leptin, tumoral necrosis factor-
«a, interleukin-1B, interleukin-6 and interleukin-8 concentrations were studied in 147 healthy
children (Tanner |, 18 males and 18 females; Tanner Il, 17 males and 13 females; Tanner I
and IV, 21 males and 19 females and Tanner V, 18 males and 23 females). The relationship of
these parameters with free and total testosterone, estradiol, sex-hormone binding globulin,
17-hidroxyprogesterone, dehydroepiandrosterone sulphate, 3a-androstanediol glucuronide and
A4-androstenedione levels were also analyzed.

Results: The concentrations of insulin, resistin and leptin increased during development,
with higher levels found in females. Adiponectin levels did not change, although higher con-
centrations were also observed in femalesthan in males. Interleukin-6 and 8 increased and
interleukin-1B levels decreased throughout development, without any evidence of sexual
dimorphism. There are good correlations between adiponectin and sex-hormone binding globu-
lin, as well as between leptin and A4-androstenedione.

Conclusions: Changes in these parameters seem to be related with adrenal and gonadal func-
tion. Pubertal stage and sex must be taken into consideration when these data are used.

© 2010 Asociacion Espafola de Pediatria. Published by Elsevier Espaia, S.L. All rights reserved.

Introduccion

La cuantificacion de citocinas en suero es de interés diag-
nostico en diferentes enfermedades, como el cancer y la
septicemia’, asi como en el seguimiento de situaciones
que conllevan un estado inflamatorio?, especialmente, en
la obesidad. La aplicacion diagnostica de estos parametros
precisa de su normalizacion previa para poder establecer
comparaciones con los hallazgos efectuados en condiciones
patologicas. No obstante, la disponibilidad de estos datos en
la literatura es escasa, especialmente durante la infancia®.
Otra dificultad es el requerimiento de una gran cantidad de
muestra para la determinacion de estos parametros por los
inmunoensayos clasicos, ya que se encuentran en bajas con-
centraciones y existe un nimero muy elevado de analitos®.

El nimero de citocinas descubiertas ha aumentado de
forma exponencial en los Gltimos afos’. Entre estas, se
encuentran las adipocinas como la leptina y la adiponec-
tina, sintetizadas por el adipocito; la resistina, producida
por células mononucleares presentes en el tejido adiposo, y
numerosas interleucinas con acciones inflamatorias y que se
encuentran estrechamente relacionadas con la sensibilidad
a la accion de la insulina®. Las concentraciones séricas de
muchas de estas moléculas se correlacionan con la cantidad
y distribucion de tejido adiposo, el cual sufre modificaciones
con el desarrollo puberal’, por lo que se hace necesa-
ria la obtencion de valores de normalidad diferenciados
por estadios puberales. Estos cambios en la composicion
corporal y en la cantidad y distribucion del tejido graso cor-
poral presentan dimorfismo sexual, modulado por diferentes
esteroides adrenales y gonadales®.

En los ultimos anos, el desarrollo de inmunoensayos mul-
tiples en suspension ha permitido un avance notable en la

bioquimica clinica. Actualmente, es posible emplear una
combinacion de la citometria de flujo con la deteccion
por fluorescencia, mediante el inmunoensayo de formato
«Multiplex»®, que permite determinar simultaneamente
diferentes parametros con mayor sensibilidad en una canti-
dad pequena de muestra y en las mismas condiciones. Estas
caracteristicas son de gran importancia si tenemos en cuenta
la dificultad que tiene la obtencion de muestra en nifos,
particularmente en neonatos, lactantes y malnutridos, asi
como el gran nimero de parametros que conlleva analizar
un panel de citocinas, por lo que este tipo de inmunoensayos
es un método de eleccion en pediatria.

Las variaciones de las concentraciones séricas de adipo-
cinas e interleucinas determinadas mediante inmunoensayo
multiple y su relacion con esteroides adrenales y sexuales
durante la infancia y la adolescencia no estan adecuada-
mente establecidas. Por lo tanto, los objetivos de este
estudio fueron establecer, mediante inmunoensayo multi-
ple, los valores normales circulantes de adiponectina, resis-
tina, leptina, insulina, factor de necrosis tumoral-a (TNF-a),
interleucina-1g (IL-1B), IL-6 e IL-8 durante la infancia y
la adolescencia y determinar su eventual relacion con los
niveles de 17-hidroxiprogesterona, sulfato de dehidroepian-
drosterona (SDHEA), glucurénido de 3a-androstanodiol (GA),
A4-androstendiona, testosterona total y libre, estradiol y la
proteina transportadora de los esteroides sexuales (SHBG).

Sujetos y métodos
Poblacion

Se estudiaron los niveles séricos de insulina, adiponectina,
resistina, leptina, TNF-a, IL-18, IL-6 e IL-8 en una poblacion
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Tabla 1 indice de masa corporal, expresado en desviaciones estandar a partir de los datos de referencia para nifios espafioles
sanos'?, en los varones y mujeres integrantes del estudio en los diferentes estadios puberales

Tanner | Tanner I Tanner Il + IV Tanner V
Varones —0,184+0,42 —0,234+0,47 —0,17 +0,46 0,02 +0,55
Mujeres 0,17 +£0,57 0,01+0,49 0,06 +0,68 —0,12+0,34

de 147 nifos y adolescentes sanos (74 varones y 73 mujeres).
Teniendo en cuenta su grado de desarrollo puberal (esta-
dio de Tanner), se distribuyeron en 4 grupos: prepuberales
(Tanner 1), 18 varones y 18 mujeres; inicio de la pubertad
(Tanner 1), 17 varones y 13 mujeres; pubertad media (Tan-
ner Il y IV), 21 varones y 19 mujeres, y adultos jovenes
(Tanner V), 18 varones y 23 mujeres. Estos individuos sanos
acudieron al servicio de endocrinologia por sospecha de ano-
malias endocrinologicas y no se encontro ninguna alteracion
clinica, auxoldgica ni analitica, por lo que se incluyeron en el
estudio, previo consentimiento de los sujetos y/o sus padres,
a los que se informo del propédsito de este proyecto, como
requirié el comité ético del hospital, que previamente habia
aprobado el estudio. El indice de masa corporal (IMC) se
calculé mediante el empleo de la férmula (peso [kg]/altura
[m?]). Las desviaciones estandar (DE) del IMC se obtuvieron
a partir de datos de referencia para nifios espafioles sanos'°.
Los nifos con un IMC que excedia la media en 1 DE o mas
se excluyeron de este estudio. El IMC conjunto del grupo de
estudio fue —0,11 40,52 DE. Los valores de IMC en los varo-
nesy mujeres en los diferentes estadios puberales se indican
en la tabla 1. No existen diferencias significativas entre los
grupos estudiados (p=0,94; ANOVA).

Las muestras de sangre se obtuvieron entre las 8 y 10h
de la manana en ayunas, depositandose en tubo seco. Tras
la centrifugacion, se obtuvo el suero que se congelé a
—80° C hasta la determinacioén de los parametros objeto de
este estudio.

Determinaciones hormonales

Los niveles séricos de insulina, adiponectina, resistina, lep-
tina, TNF-a, IL-1B, IL-6 e IL-8 se determinaron mediante dos
inmunoensayos multiples en suspension de Millipore (Milli-
pore, Billerica, MA, Estados Unidos). El principio del ensayo
es igual en ambos casos, empleandose una suspension de
microbolas, cada una de ellas ligada a un anticuerpo dife-
rente y una emision de fluorescencia especifica. Se inicio
el ensayo incubandose 25 pl de suero con esta suspension
durante 18h a 4°C. Tras este periodo, la hormona libre
se elimind por aspiracion con un sistema de vacio y se
anadioé un segundo anticuerpo conjugado con biotina. Des-
pués de 30min de incubacion a temperatura ambiente, se
anadieron 50 pl de estreptavidina conjugada con ficoeri-
trina. Tras la aspiracion, se resuspendieron las microbolas
y se analizaron un minimo de 50 microbolas por parametro
en el Bio-Plex 200 Suspension System (Laboratorios Bio-
Rad, Madrid). Los datos de fluorescencia obtenidos fueron
clasificados y analizados mediante el programa de anali-
sis Bio-Plex Manager Software 4.1 (Laboratorios Bio-Rad).
Los coeficientes de variacion intraensayo fueron inferiores
al 10% en todos los casos, mientras que los coeficien-
tes interensayo eran algo superiores a este limite para la

mayoria de las variables analizadas, siendo en todo caso
inferiores al 15%.

Las concentraciones séricas de 17-hidroxiprogesterona,
SDHEA, testosterona total y libre y estradiol se determinaron
por radioinmunoensayo (Diagnostic Products Corporation,
Los Angeles, CA, Estados Unidos) y los de SHBG mediante
ensayo inmunorradiométrico del mismo laboratorio. Los
niveles de GA 'y A4-androstendiona se valoraron por radioin-
munoensayo (Diagnostic Systems Laboratorios, Webster, TX,
Estados Unidos). En estos inmunoensayos, los coeficientes
de variacion intra e interensayo fueron inferiores al 10%.

Analisis estadistico

Los niveles séricos de los parametros analizados se expre-
saron como media+DE. Dada la distribucion normal de
las variables analizadas, las diferencias entre grupos se
compararon mediante ANOVA empleando la prueba de la
F de Scheffé. Las comparaciones entre dos grupos se
realizaron mediante la prueba de la t de Student y las corre-
laciones mediante regresion lineal. Se asignd un valor de
p < 0,05 como el nivel de significacion estadistica. El analisis
estadistico se realizo con el paquete estadistico Stat-View
5.0.1 (SAS Institute, Inc., Cary, NC, Estados Unidos).

Resultados
Valores de normalidad

Los valores medios de los diferentes parametros analiza-
dos en funcion del estadio puberal y sexo se muestran en
las tablas 2 y 3. Los valores séricos de insulina presenta-
ron un incremento durante el desarrollo y fueron superiores
en mujeres con Tanner Il y IV y en varones con Tanner V
respecto a estadios posteriores. Los niveles de adiponectina
no presentaron diferencias durante el desarrollo en el sexo
femenino, mientras que en el sexo masculino se observo un
descenso no significativo de estos a partir de la media puber-
tad que determinaba la existencia de un dimorfismo sexual
(tabla 2).

Las concentraciones de resistina fueron estables hasta
el final de la pubertad, sin existir diferencias entre sexos
hasta este momento. Sus valores aumentaron en el esta-
dio Tanner V en ambos sexos, existiendo valores superiores
en mujeres jovenes. Se observd un aumento significativo
de los niveles séricos de leptina en mujeres durante la
pubertad media con respecto tanto al estadio puberal ante-
rior como con varones del mismo estadio, persistiendo este
dimorfismo sexual hasta la finalizacion del desarrollo (tabla
2).

Los niveles de TNF-a no cambiaron durante el desarrollo
ni mostraron diferencias entre sexos. Las concentraciones
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Tabla2 Valores normales de insulina, adiponectina, resistina y leptina en varones y mujeres en los diferentes estadios puberales

Estadio puberal (Tanner) Insulina (mU/ml)

Adiponectina (ug/ml)

Resistina (ng/ml) Leptina (ng/ml)

/

Varones 5,06 +1,75 16,204+5,58 12,63+6,34 3,924+2,74

Mujeres 5,41 +1,81 15,61+4,15 13,46 +4,96 4,83+3,62
1l

Varones 5,77 +1,57 16,98 +4,96 16,92 +7,10 414+2,79

Mujeres 5,404+1,55 16,744+-12,20 15,95+4,30 5,75+2,70
1+ v

Varones 6,67 +2,75 13,39+ 6,82 16,81+7,02 6,37 +2,74

Mujeres 8,36+3,12"" 17,98 + 6,24 16,54 + 3,81 11,42 £ 4,17
v

Varones 9,04+2,62" 12,08 £ 4,90 22,80+ 8,52" 6,18+3,12

Mujeres 9,80+2,41 18,34+5,19" 29,41 +8,95"" 12,15+ 4,30

Datos expresados como media 4 desviacion estandar de la media.
" p<0,05 con respecto a nifios.
™ p<0,05 con respecto a estadio de Tanner previo.

de IL-1B e IL-8 tampoco presentaron dimorfismo sexual,
aunque se observd una disminucion de los niveles de IL-
1B, asi como un aumento de los de IL-8 en adultos jovenes.
Finalmente, aunque tampoco se encontro dimorfismo sexual
en los niveles de IL-6 durante el desarrollo, si se encontrd
una disminucion significativa de las concentraciones de esta
interleucina a partir de la pubertad media en ambos sexos
(tabla 3).

Correlaciones

En el analisis de correlacion entre citocinas y esteroides
adrenales y gonadales, encontramos correlaciones positi-
vas (p <0,001) entre adiponectina y SHBG (fig. 1A), leptina
y A4-androstendiona (fig. 1B) e IL-8 y estradiol (fig. 1C).
También existe una correlacion inversa entre el TNF-a y
glucurénido de androstendiol (fig. 1D). Otras correlacio-
nes positivas (p<0,05), pero mas débiles, se obtuvieron

entre A4-androstendiona con insulina (r=0,28) y resistina
(r=0,27).

Discusion

Este estudio provee informacion sobre los valores nor-
males de insulina, adipocinas e interleucinas en ninos y
adolescentes sanos agrupados de acuerdo con su estadio
puberal y sexo; muchos de estos marcadores presentando
muchos una potencial utilidad diagndstica en pediatria.
Estos resultados muestran que algunos de estos parametros
sufren una modificacion de sus niveles por influencia del
estadio de desarrollo y del sexo. Existen datos previos
referentes a valores normales en ninos mediante otras
técnicas®; sin embargo, se presentan en una franja de edad
estrecha'’, que no permite estudiar los cambios de acuerdo
con el grado de desarrollo puberal ni la posible influencia
de los esteroides, mientras que los estudios publicados

Tabla 3 Valores normales de factor de necrosis tumoral-a (TNF-a) (pg/ml), interleucina 1-8 (IL-1B) (pg/ml), IL-6 (pg/ml) e
IL-8 (pg/ml) en varones y mujeres en los diferentes estadios puberales

Estadio puberal (Tanner) TNF-a (pg/ml) IL-1B (pg/ml) IL-6 (pg/ml) IL-8 (pg/ml)
)
Varones 4,21+1,98 1,25+1,38 1,93+1,87 4,33 +3,12
Mujeres 4,17 +£1,60 0,72 +0,75 2,55+2,24 3,98+3,22
I
Varones 3,98 +1,35 0,64+ 0,41 2,36 +1,78 4,86+ 3,71
Mujeres 4,02+1,63 0,69+0,13 2,61+2,18 5,05+3,22
I+ v
Varones 4,37 +1,29 0,62+0,33 1,48+ 0,56 4,85+ 1,41
Mujeres 4,58 +£1,75 0,81+1,17 1,3140,42" 3,88+2,96
v
Varones 4,64+1,56 0,36 +£0,29 0,99 +0,48 10,38 +£8,06
Mujeres 4,92 +1,14 0,24+0,14 1,47 +1,18 9,30+5,81

Datos expresados como media & desviacion estandar de la media.

* p<0,05 con respecto a estadio de Tanner previo.
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r=20,67;p<0,001

Adiponectina (ug/ml)

SHBG (pmol/ml)

c 4 r=0,41;p<0,01

20 N

IL-8 (pg/ml)

0 70 140
Estradiol (pg/ml)

Figura 1

r=0,43;p<0,001

Leptina (ng/ml)

0 15 30
A4-Androstendiona (ng/ml)

r=0,34;p<0,05

TNF-a (pg/ml)

GA (ng/ml)

Correlaciones lineales entre los niveles séricos de adiponectina y la proteina transportadora de los esteroides sexuales

(SHBG) (A), leptina y A4-androstendiona (B), factor de necrosis tumoral-a (TNF-a) y glucurénido de 3a-androstanodiol (GA) (C) e

interleucina-8 (IL-8) y estradiol (D).

en sujetos controles se han realizado habitualmente en
adultos'?.

Se ha analizado previamente la influencia del desarrollo
puberal y del sexo sobre los niveles séricos de algunas adi-
pocinas empleando para su estudio metodologia clasica'®.
Sin embargo, la utilizacion de estas técnicas para la deter-
minacion de estos parametros requirié volimenes grandes
de suero. En este sentido, el empleo de inmunoensayos
multiples ha permitido trabajar con volumenes de mues-
tra menores, habiendo mostrado previamente suficiente
sensibilidad para la evaluacion de los cambios en las con-
centraciones de citocinas tras restriccion calorica en nifos
obesos™.

El estudio mediante Multiplex corrobor6 el dimor-
fismo sexual previamente descrito’' a partir de la
pubertad media, que podria deberse a un aumento
de los niveles de testosterona libre secundario a la
disminucion de las concentraciones de SHBG durante la
pubertad, que reduciria los niveles de adiponectina en varo-
nes. Esto se veria avalado por la correlacion observada entre
los niveles de adiponectina y los de SHBG y seria concordante
con la descripcion de niveles superiores de adiponectina en
adultos afectados de hipogonadismo, que se reducen tras
la administracion de testosterona'. Al analizar los niveles
circulantes de insulina, de nuevo el empleo del Multiplex
permite observar diferencias a lo largo del desarrollo, con
un dimorfismo sexual durante la pubertad media, que esta

de acuerdo con resultados previos'®, en los que muestran un
incremento coincidente con la pubertad en ambos sexos sin
aumento de la glucemia, lo que parece indicar un incre-
mento de la resistencia insulinica durante la pubertad.
Ademas, cabe destacar la existencia de una relacién positiva
entre los niveles de insulina y A4-androstendiona, coinci-
dente con el efecto inhibidor de la insulina de la aromatasa,
asi como la reduccion de los niveles de A4-androstendiona
tras la disminucion de los niveles de insulina en el trata-
miento del sindrome de ovario poliquistico’.

Existe un incremento de las concentraciones de resis-
tina al final de la pubertad, con niveles mayores en
mujeres, asi como una correlacion entre estos y los de
A4-androstendiona. Esta interrelacion se ha descrito previa-
mente en el sindrome de ovario poliquistico con un aumento
de ambas hormonas'®'°. El incremento de los niveles de lep-
tina durante el desarrollo’ puede estar condicionado tanto
por el aumento de produccion de esteroides como por las
variaciones en la composicion corporal durante el desarro-
llo. En efecto, existe un aumento de los depositos grasos al
final de la pubertad, especialmente en mujeres y en varo-
nes se ha descrito una disminucion de los niveles séricos de
leptina relacionada con la adquisicion de masa muscular?®.
Asimismo, se ha descrito una asociacion entre el aumento
de grasa corporal, leptina y A4-androstendiona en ninos
obesos?'; este dato estd en concordancia con la relacion
observada entre la leptina y este androgeno.
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Entre las interleucinas analizadas, se observo una dismi-
nucion de los valores de IL-6 durante la pubertad media.
Aunque no se ha encontrado una relacion inversa entre
esta citocina y los esteroides sexuales, tanto la testoste-
rona como el estradiol tienen un efecto inhibidor sobre su
producciéon??. También hubo una disminucién de los niveles
sistémicos de IL-1B al final de la pubertad, que podria estar
relacionada con el aumento de esteroides sexuales, ya que
se ha descrito un efecto inhibidor de la testosterona sobre
la expresion y liberacion de esta citocina inflamatoria?3.

Estos resultados muestran un aumento de los nive-
les de IL-8 al final de la pubertad. Asi, se ha descrito
que el estradiol incrementa la sintesis y secrecion de la
IL-8%4; estos hallazgos estan en concordancia con la relacién
directa entre ambos factores observada en este estudio. Sin
embargo, no se ha encontrado una relacion significativa con
los niveles de testosterona libre o total. Una posible explica-
cion al incremento de IL-8 al final de la pubertad en varones
es que estos aumentan su masa muscular en este periodo y el
musculo esquelético libera cantidades significativas de esta
citocina®®, con su consiguiente elevacién sérica posterior.
Por el contrario, no se encuentran cambios en los niveles de
TNF-a a lo largo del desarrollo. Existen datos en la litera-
tura que apuntan a una posible modulacion por testosterona,
aunque existe controversia al respecto?®, asi como una posi-
ble relacién con esteroides adrenales?”. Hemos encontrado
una relacion inversa entre el TNF-a y el GA, y dado que los
niveles del GA aumentan con el desarrollo puberal’’, este
incremento podria contrarrestar el efecto de otros factores
moduladores de su sintesis y liberacion.

En conclusion, el empleo del inmunoensayo mdltiple
en suspension nos ha permitido corroborar los cambios en
adipocinas a lo largo del desarrollo previamente descritos
mediante el empleo de metodologia clasica, asi como en
otras citocinas proinflamatorias. Esta técnica aporta tres
ventajas fundamentales: la necesidad de volimenes de
muestra mas reducidos, la eliminacion de las variaciones
interensayo al realizar todas las determinaciones al unisono
y una mejor relaciéon coste/utilidad cuando se determina
un numero elevado de analitos. Asimismo, hemos compro-
bado que los niveles séricos de citocinas son dependientes
del estadio puberal y el sexo, por lo que hay que tener en
cuenta estos factores al realizar comparaciones con pacien-
tes pediatricos, asi como la relacion de estas citocinas con
diferentes esteroides adrenales y gonadales. Finalmente,
cabe destacar que, presumiblemente, la utilizacion de estos
datos sera de interés en el estudio de enfermedades que cur-
san con un estado inflamatorio, tales como la obesidad y la
diabetes.
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