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I. Historia del conocimiento de la funcibén del timo

La importancia inmunolé6gica del timo y de sus células
estd actualmente bien establecida. En realidad durante centu-
rias el timo ha sido un 6rgano enigmético y se han producido
muchas controversias sobre su embriologia, anatomia, fisiolo-
gia, patologfia y significado clinico.

Los antiguos griegos, quienes realizaban sacrificios
rituales en animales j6venes y generalmente prepGberes, nota-
ron la existencia de una masa de tejido en el pecho sobre el
corazén, extendiéndose hasta el cuello, y concluyeron que este
deberia ser el asiento del "alma". La anatomia indica que el
timo involuciona en el adulto y finalmente se convierte en
delgadas tiras o fragmentos de tejido fibrograso conteniendo
unos pocos islotes linfocitarios.

Un gran nGmero de trabajos sobre el tema han sido pu-
plicados y compendiados por Miller (1). John Beard, a comien-
zos de siglo, concluy6 por observaciones histolb6gicas que el
timc deberfa ser el lugar de origen de aquellas células encon-
tradas en la corriente sanguinea y otras partes del cuerpo.
Hammar, en la misma &poca, a través de estudios de embriologia
y microanatomia, consider6 que tenia "funcibn antitbxica"; fi-
nalmente en 1960 se establecif firmemente la funcién linfopo-
yética del timo, en parte como resultado de las investigacio-

nes de Metcalf.



Bunque en la dé&cada del 60 habfa quedado establecida
la funcién linfopoyética del timo, los inmun6logos todavia se
oponian a la idea de que el timo o sus linfocitos jugaran al-
gGn rol en la inmunidad. Una de las causas de esa idea era que
los animales timectomizados durante o después de la pubertad
podian producir anticuerpos y todo tipo de reacciones de de-
fensa (2). Esto sugeria que el timo, al menos en el animal
adulto, no participaria en el control y mantenimiento de las
defensas del organismo y afin podrfa no ser un 6rgano esencial.
Los estudios de la atrofia del timo no se realizaron hasta la
década del 60; como resultado de ellos , se lleg6 a la conclu-
sién de que la timectomia del recién nacido, en contraste con
la del adulto, estaba asociada con severos disturbios en el de-

sarrollo y funciones del sistema linfoide (3).

II. Morfologia y funcibén del timo

El timo es una estructura bilobulada que se encuentra
en el mediastino anterior, el cual aunque es necesario para
el normal desarrollo de las funciones inmunes (1,3), experi-
menta una atrofia progresiva después de la pubertad (4-7). Ca-
da 1l6bulo del timo se puede dividir en tres regiones, de acuer-

do a la distribucién de los vasos sanguineos y al n@imero de



células linfoides por superficie: la corteza con gran nimero
de células linfoides; la médula relativamente rica en células
epiteliales y menor cantidad de células linfoides, y una re-
gién intermedia, la zona cortico-medular, rica en vasos san-
guineos (8).

En la corteza las cé&lulas linfoides estén dentro de
un reticulo epitelial; la regibén externa de la misma est§ com-
puesta principalmente por linfocitos grandes, células inmuno-
l6gicamente inmaduras, mientras que la regifn interna contie-
ne linfocitos pequefios maduros. Ademds de las células linfoides
en la corteza se observan células con actividad fagocitica
(macré6fagos) .

En la médula, las células epiteliales del reticulo son
de dos tipos distintos, epitelio-reticulares y epitelio-vacuo-
ladas, encontrindose dentro de este reticulo linfocitos peque-
nos que se asemejan a los de la corteza interna; ademds de cé-
lulas con funcibén macrofdgica llamadas "interdigitating cells"”
y algunos maéréfagos (9) . Dentro de la médula se encuentran
ademds racimos de células epiteliales, llamados corpfisculos de
Hassall (10), que estdn constituidos por células epiteliales
dispuestos en forma concéntrica cuya funcién se desconoce.

El principal cambio morfolé6gico observado en el timo
con la edad, es una deplecidén de los linfocitos corticales y
su reemplazo por células adiposas y un incremento aparente de

las cé€lulas epiteliales y macréfagos de la médula. Esto esté



acompanado de una disminucibén progresiva en peso y volumen del
6rgano (8).

Segfin Baroni y col (11l) en el timo del individuo adul-
to predominan los linfocitos OK T3+ (timocitos maduros y medu-
lares) (12) y estédn disminuidas las células OK T6+ (timocitos
inmaduros y corticales), presentdndose en los nihos la relacidn
inversa, correspondiendo a una mayor respuesta mitogénica en
las células en el primer caso respecto del segundo.

La principal funcién inmunolégica del timo es que en
8l los timocitos precursores inmaduros proliferan y se diferen-
cian en linfocitos T maduros e inmunocompetentes (13,14). La
otra funcidén seria la de segregar una variedad de factores hu-

morales entre los que se encuentran las timosinas (15-17).

IITI. Maduracidén y funcibén de los linfocitos

La respuesta inmune comprende una serie de fendmenos
que resultan de la interaccién especifica de las células del
sistema inmunolégico con el antigeno (Ag). En ella est&n com-
prometidos diferentes tipos celulares y mediadores quimicos
elaborados por las mismas c&lulas, que dan lugar a reacciones
de caracter humoral o de tipo celular (18).

Dos tipos principales de células intervienen en la res-

puesta inmune, segln los factores que intervienen en su madu-



racidén. En primer lugar, células inmunocompetentes sensiples
al antigeno, que son las que reconocen especificamente las de-
terminantes antigénicas y que responden de dos maneras: con la
formacién de anticuerpos humorales (linfocitos B) o de media-
dores quimicos de la inmunidad celular (linfocitos T). En se-
gundo lugar esta&n las células que tienen un papel accesorio
en la respuesta inmune, que facilitan el procesamiento o la
presentacién del antigeno, o que liberan factores que modifi-
can las manifestaciones de la respuesta inmunolfgica (18,19).

Las c&lulas progenitoras de los elementos inmunocom-
petentes son llamadas células precursoras o células madres
("stem cells") que son elementos muy indiferenciados, con gran
capacidad proliferativa, de autorenovacibén y de diferenciacidn
en formas m&s maduras (19,20).

La maduracién de las "stem cells" estd dirigida por
lo menos en dos direcciones a fin de que las funciones de in-
munidad humoral y celular sean posibles. Dicha maduracidn se
produce en los 6rganos linfdticos primarios: timo y bursa de
Fabricio en las aves o0 su equivalente en los mamiferos (placas
de Peyer, apéndice, mé&dula 6sea o cualquier clmulo linfdtico
timo independiente ) (21-23).

Cuando la célula precursora migra al timo, se divide
y diferencia en timocito inmaduro, después de permanecer un
tiempo en la corteza pasa a la médula (24), donde continfia su

proceso de maduracidn inmunolégica, que consiste en adquirir



nuevas caracteristicas y funciones, apareciendo en su membrana
una serie de marcadores y receptores que los distinguen, con-
virtiéndose en linfocitos T (LT) (20,25,26). Una vez completa-
da esta etapa de maduracién los linfocitos migran hacia los
6rganos periféricos donde se alojan (6rganos timo dependientes:
zona paracortical de los ganglios, anillo que rodea la arterio-
la central de la pulpa blanca del bazo y 2zona que circunda 1los
centros germinativos de los foliculos linfdticos de los ganglios
(20) , quedando parte de ellos en la sangre o en la linfa for-
mandce el "pool" de linfocitos recirculantes, no participando
el timo en la recirculacién.

Las funciones de inmunidad celular del linfocito T son:
hipersensibilidad tardfa, rechazo de injertos, reaccibébn injer-
to contra huésped y defensa contra organismos intracelulares (27

Para simplificar, las funiones del linfocito T se po-
drian clasificar en dos grandes grupos: efectoras y reguladoras.
Las primeras comprenden produccién de factores que intervienen
en la inmunidad mediada por células (18) y la capacidad de
ejercer citotoxicidad directa. Las segundas, que pueden actuar
sobre el linfocito T o B pueden ser o no especificas para el
Ag; existen asi linfocitos T colaboradores, amplificadores y
supresores (28,29). En general puede decirse que casi todas
las funciones estudiadas parecerian ser ejercidas por poblacio-
nes diferentes, que ya estén pfecomprometidas para esa funcién,

aln antes del contacto con el Ag.



Las "stem cells" provenientes de la médula 6sea que
pasan por el 6rgano equivalente a la bursa de Fabricio (19,22),
maduran y adquieren nuevas caracteristicas y funciones que los
convierten en linfocitos B (LB). Estos linfocitos B pasan a
formar parte del tejido linfdtico periférico (&rea timo inde-
pendiente: foliculos linf&aticos subepiteliales, zona medular
de los ganglios, pulpa blanca del bazo y centros germinativos
de los ganglios) y de la sangre, donde forman el "pool" de lin-
focitos circulantes (18).

La Gltima etapa de maduracifn se cumple a partir del
contacto con el Ag y/o por alguna otra senal estimulatoria (30).
Si asi sucede el linfocito B se transforma en una célula plas-
mitica productora de inmunoglobulinas con actividad anticuerpo
especifico, o sea que la funcidn del linfocito B esté relacio-

nada con la produccién de anticuerpos humorales (27).

IV. Glucocorticoides y células linfoides

Las hormonas glucocorticoides (GC) tienen marcados efec-
tos farmacolbdgicos sobre las células del sistema linfoide. Es-
tos efectos son la base del amplio uso de estas hormonas en el
tratamiento de una variedad de enfermedades que involucran pro-

cesos inmunolbgicos, inflamatorios y neoplédsicos (31,32). Pero



a pesar de ser universalmente usados desde hace cuatro décadas,
muy poco es lo que se sabe sobre su mecanismo de accidn.

Durante las dos Gltimas décadas se ha acumulado bastan-
te evidencia sobre la respuesta "in vivo" e "in vitro" de célﬁ-
las linfoides animales y humanas a los glucocorticoides. Estos
estudios, b&dsicamente en roedores, dieron informacién impertan-
te sobre los primeros pasos de la accibn glucocorticoidea, en-
fatizando el rol central de receptores especificos para gluco-
corticoides en células "target" linfoides no humanas.

Se sabe que en una especie dada o en lineas celulares
en cultivo, las células linfoides no son uniformemente suscep-
tibles a la accién de los glucocorticoides. Se ha demostrado
la aparicibn de clones cortico-resistentes en la linea celular
del linfoma S49 1A (33) y en el linfosarcoma P1798 (34,35).
Ademés, en una misma linea celular ocurren cambios durante el
desarrollo en la sensibilidad a dichas hormonas, que parecen
segulir un modelo alternativo de resistencia y sensibilidad. Se
desconoce por el momento las bases moleculares de estas varia-
ciones.

Algunos autores han postulado que esta resistencia a
los glucocorticoides podria estarasociada con una disminucién
en el nGmero de sitios receptores a los glucocorticoides (33),
aunque este concepto es actualmente discutible pues se ha de-
mostrado que algunas células glucocorticoides resistentes poseen

receptores como las sensibles (36).



IV.1. Glucocorticoides y timo

Selye (37) fue el primero en demostrar la involucidn
del timo en ratas luego de la administracibén de extractos adre-
nocorticales. Ingle (38) encontrd que una moderada involucidn
del timo se podia producir agregando grandes cantidades de
"cortina" en el agua de bebida de ratas enteras.

Houssay y col (39), Jaffe (40) y Rapela (41), corrobo-
raron lo senalado primeramnete por Boinet en 1899 (42), quien
encontrd un aumento del tamano del timo de la rata luego de
la adrenalectomia, estando este aumento asociado a un incremen-
to en el ndGmero de células (43).

Dougherty y White en 1943 (44) encontraron que los glu-
cocorticoides producian involucién del tejido linfoide y a par-
tir de 1950 se hizo general la idea de que estas hormonas afec-
tan las respuestas inmunolégicas (45).

La involucién del timo por la inyeccién de glucocorti-
coides lleva a la desaparicidén de casi el 95% de timocitos por
accién citolitica en los roedores (46) y disminucidén de 70 a
90% en la sintesis de proteinas (47). Parece sin embargo que
una pequena poblacién de células (5%), marcadamente enriquecida
en células T maduras, persiste en el timo a pesar de repetidos
tratamientos con altas dosis de hidrocortisona y por consiguien-

te se los considera células glucocorticoides-resistentes (48).
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La accibén timolitica de los glucocorticoides no es
ejercida al azar sobre todas las células del timo. Hay una se-
lectiva destruccidn , siendo la corteza (células de corta vida
media) sensible a los glucocorticoides, mientras que la médula
(células de larga vida media) no lo es (43,49).

Las acciones de los glucocorticoides sobre los timoci-
tos de ratas han sido ampliamente investigadas. Los efectos
metab6licos de 1los glucocorticoides son numerosos e incluyen
la inhibicién de la entrada y del transporte de glucosa y otras
hexosas (50-54), de la sintesis de proteinas (50,55-59), de la
incorporacién de precursores a ADN y ARN (55,56,60,61), del
transporte de « -AIB y otras sustancias (56,62-64), ademds de
la répida estimulacién de la ARN polimerasa B ADN-dependiente
(65,66) y de la alteracidn en el metabolismo de los &cidos gra-
sos (67,68). Ademds de estos efectos los glucocorticoides pro-
ducen cambios morfolbégicos (reduccién del tamano de las células)
que conducen a la lisis celular (69-72) e incluyen alteraciones
de la cromatina y aumento de la fragilidad nuclear (fragmenta-
cibén del ADN) (73-76).

El mecanismo general de accién de los glucocorticoides
se puede resumir de la siguiente manera: la hormona, que se
piensa penetra mds o menos libremente en todas las cé&lulas,
forma un complejo hormona-receptor en el citoplasma de las cé-
lulas, que luego es traslocado al nGcleo. En el ndcleo, aparen-

temente a través de la regulacién de la transcripcidn, estimula
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la sintesis de un mARN del que resulta la sintesis de una pro-
teina que media los efectos hormonales cuyo efecto final seria

la lisis celular (77-79).

IV.2. Glucocorticoides y linfocitos

Durante muchos anos se pensd que la marcada linfope-
nia y monocitopenia producida en el hombre por la administra-
cibén de glucocorticoides se debfa a un efecto citolitico seme-
jante al observado en timocitos.

Actualmente se ha demostrado, entre otros por Fauci y
col (80-83), que el efecto leucopénico no es debido a la lisis
celular sino a la redistribucibén de los linfocitos circulantes
en ganglios y bazo, ya que desaparece a las 24 hs de adminis-
trado el glucocorticoide. Por otra parte se ha demostrado "in
vitro" que la presencia de glucocorticoides en cultivos de lin-
focitos humanos no produce lisis celular después de 24 hs y
ain hasta 7 dias de cultivo (84,85).

Los glucocorticoides administrados ex6genamente no de-
primen todos los componentes del sistema inmune uniformemente
(81) ; aparentemente las funciones inmunes mediadas por células
serfan mds sensibles a la supresibn por glucocorticoides que

la produccidén de anticuerpos humorales (86,87), produciéndose
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una deplecidn selectiva de los linfocitos T "helper" (célu-
las OK T4+).

Como estd demostrado los glucocorticoides en el hombre
(84) inhiben la incorporacibén de nucleb6sidos "in vitro" tanto
en células B como en células T sin activar. La incorporacibn
de uridina—3H parece ser mis sensible a la accibédn de dichos
esteroides en linfocitos B que en T, mientras que la situacibn
es opuesta para la incorporacién de timidina-3H (84).

Estd generalmente aceptado que la respuesta al esti-
mulo por el mitSgeno PHA es una propiedad del linfocito T (88).
Cuando los linfocitos son activados se inicia casi inmediata-
mente una cascada de eventos intracelulares que conduce a la
aparicidn de nuevas funciones o al incremento de algunas (89).
La activacién de los linfocitos est§ asociada no solamente a
cambios morfol6gicos (agrandamiento del nficleo y citoplasma
con aumento del contenido ribosbmico) llamado "transformacidn
bladstica" sino también diversos cambios del metabolismo celular.
Dichos cambios se caracterizan por alteraciones en el nivel de
nucleb6tidos ciclicos (90), de actividades enzim&ticas (91) y
por un incremeﬁto temprano de la sintesis de ARN y proteinas
seguido por la sintesis de ADN y mitosis (92-94).

Estudios "in vitro" han sugerido que muchas funcicnes
de los linfocitos circulantes estimulados son inhibidas , al
igual que en el timo, por los glucocerticoides (95-101), ade-

mds de inhibir la produccidn de una variedad de interleuquinas

(102,103).
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La accidn de los glucocorticoides puede variar de acuer-
do al grado de maduracibén inmunolégica o diferenciacibén, o al
estado de proliferacibén de las cé&lulas (104).

Como ha sido demostrado en otros tejidos los gluco-
corticeides ejercen su accibn a través de receptores especifi-
cos. Lippman y col (105), Smith y col (106) y Crabtree y col
(107) estudiaron receptores de glucocorticoides en linfocitos
humanos y el efecto de la mitogénesis con PHA sobre los mismos.
Estos autores encontraron que luego de 16 a 18 hs de incubar
los linfocitos con el mit6égeno, se produce un incremento en el
nGmero de receptores por cé&lula. Tanto los inhibidores de la
sintesis de ARN (actinomicina D) como de proteinas (ciclohexi-
mida) pueden bloquear totalmente esta induccibn, sugiriendo
que este aumento representa la induccién de los receptores
proteicos por el mitégeno. Lippman ademds examind la relacidn
entre efecto biol6gico de los glucocorticoides y la unién al
receptor (105,108). Tanto la hidrocortisona como la dexameta-
sona inhibieron dramiticamente la estimulacidén mediada por la
PHA de la incorporacibn de timidina—3H. La concentracién media
efectiva para la dexametasona para inducir la respuesta es

aproximadamente de 3 x 10 °

M, una concentracibén que esta de
acuerdo con la constante de disociacifén para el receptor en
estas células.

Durante los Gltimos anos se ha confirmado que el cono-

cido efecto inmunosupresor de los glucocorticoides se deberia
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a que estas hormonas inhiben la produccibén y en algunos casos
la accibn de una variedad de interleuquinas. Estas sustancias
que son proteinas o péptidos segregados por los leucocitos,
comunican a las células del sistema inmune entre si, estimu-
landolas a proliferar, a diferenciarse ¢ a manifestar ciertas
actividades. Ectas sustancias actuarian a corta distancia y en
bajas concentraciones. La interleuquina-2 (IL-2), producida
por los linfocitos T en respuesta a un estimulo mitogénico o
antigénico, es necesaria para la proliferacién linfocitaria.
Gillis y col (109) y Crabtree y col (110) han demostrado que
los glucocorticoides inhiben la produccibén de este factor en
células humanas estimuladas por Con A, siendo sensible a con-
centraciones fisiol6gicas de estas hormonas. Estos autores pro-
ponen que la accibén inhibitoria de los glucocorticoides sobre
la blastogénesis de los linfocitos T estd relacionada a la in-
hibicién de la produccién del factor de crecimiento de la cé-

lula T o IL-2.

V. Diabetes Mellitus: sus alteraciones metab&licas y enddcrinas

La insulina es una potente hormona polipeptidica se-
gregada por el p&ncreas (l1l1), que actfia sobre el metabolismo

y funcidén de muchos tejidos, y adem&s es esencial para la vida
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pues su total ausencia conduce al hombre y algunos animales
a la muerte.

La deficiencia de insulina es un hecho patolégico co-
mGn y serio en el hombre. En los animales puede ser producida
por pancreatectomia o por la administracifn de drogas como el
aloxano o la estreptozotocina que ocasiona la destruccibén se-
lectiva de las células B en los islotes pancrefticos. La cons-
telacidén de anormalidades causadas por la deficiencia de insu-
lina se denomina Diabetes Mellitus, que se caracteriza por po-
liuria, polidipsia, pérdida de peso a pesar de la polifagia,
hiperglucemia, glucosurea, cetosis, acidosis y coma.

Existen amplias anormalidades bioquimicas pero los
defectos fundamentales a los cuales pueden atribuirse las anor-
malidades son alteraciones metabdlicas y end6crinas. Entre las
primeras pueden mencionarse: la entrada restringida de glucosa
a varios tejidos periféricos y un incremento de la liberacidn
de glucosa a la circulacién por el higado. Dado que se produce
un exceso de glucosa extracelular y una deficiencia intracelu-
lar de la misma, los requerimientos energéticos en la diabetes
s6lo pueden satisfacerse utilizando las reservas de proteinas
y grasas, alteri&ndose de esta manera el metabolismo de las pro-
teinas y grasas. Las principales anormalidades del metabolismo
de las proteinas en la diabetes (112) son un aumento en la
velocidad a la cual se catabolizan los aminodcidos a diéxido

de carbono y agua y aumento de la gluconeogénesis (transforma-
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cidén de amino&cidos a hidratos de carbono). Las alteraciones
metabb8licas de los lipidos en la diabetes (113) consisten en
el catabolismo acelerado de los &cidos grasos que lleva a un
incremento de su oxidacién a cuerpos ceténicos {(cetosis diabé-
tica) en oposicidén a la reesterificacién de los mismos.

Respecto de las alteraciones endb6crinas producidas en
la diabetes los estudios de Houssay (114) y Long y Lukens (115)
claramente demostraron que la hipb6fisis y las gl&ndulas adre-
nales agravan el estado diabético. Las hormonas hipofisarias
diabetogénicas son la somatotrofina (116), la adrenocortico-
trofina (117) y a veces la prolactina (118), especialmente en
ausencia o disminucidén de la secrecién de insulina.

En los animales de experimentacifn y en el hombre, la
hipofisectomfa y la adrenalectomia mejoran la diabetes y aumen-
ta la sensibilidad de la insulina.

Los principales efectos diabetogénicos de los gluco-
corticoides son un incremento en el catabolismo proteico con
un aumento de la gluconeogénesis hepdtica, glucogénesis y ceto-
génesis hepitica incrementadas, y disminucidén en la utilizacibn
periférica de la glucosa(113).

No solamente las hormonas hipofisarias y adrenales es-
tén involucradas en la diabetes, sino también el glucagon. A
partir de la década del 70 Unger (119) ha sostenido que la dia-
betes no es la consecuencia exclusiva de la falta de insulina,

sino que también el exceso de glucagon induce superproduccidn
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de glucosa ademis de tener efecto sobre los niveles de cetone-

mia.

VI. Diabetes e inmunidad

Es ampliamente conocido que pacientes con Diabetes
Mellitus sufren de inmunodeficiencia que los predisponen a in-
fecciones causadas por bacterias, virus y hongos (120). Aunque
la inmunidad humoral parece normal en la mayoria de estos en-
fermos, se ha demostrado que existen distintos tipos de anor-
malidades funcionales (chemotaxis, fagocitosis, muerte celular
de las bacterias, etc.) en leucocitos polimorfonucleares; por
otra parte también se ha observado una menor respuesta linfo-
citaria a la PHA y la Con A, siendc estos efectos méds pronun-
ciados en pacientes en cetoacidosis o pobremente controlados
(121-125).

Estudios de la inmunidad mediada por células de tipo
retardado han dado resultados conflictivos en pacientes con
Diabetes Mellitus (126,127). La inmunidad celular parece ser
importante en la defensa del huésped contra ciertas infecciones,
especialmente las causadas por hongos y micobacterias (128).

Actualmente se han presentado evidencias que los lin-
focitos de pacientes diabéticos insulino-dependientes sinte-
tizan menor cantidad de interleuquina-2 que los linfocitos de

controles no diabé&ticos (129) o de pacientes diabéticos no de-
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pendientes de insulina, y aparentemente esta alteracién no
dependeria de la gravedad del estado diabé&tico (130).

Por otro lado se ha demostrado que pacientes diabé-
ticos tienen menor nGmero de monocitos circulantes que los
controles y que en estos pacientes estd disminuida la fagoci-
tosis de C&ndida Albicans, sugiriendo que los monocitos pue-
den jugar un rol, aunque minimo en la disminuida resistencia
a las infecciones de los pacientes diabé&ticos (131).

Buschard y col (132) han sugerido que una menor acti-
vidad supresora que produce menor inhibicién de los linfocitos
agresores, podria estar implicada en la patogénesis de la Dia-
betes Mellitus insulino-dependiente.

Helderman y Raskin (133) han demostrado en pacientes
adultos diabéticos una disminucién en el nGmero de receptores
para insulina en los linfocitos T activados respecto a indivi-
duos controles, sugiriendo que los linfocitos generarian menos
receptores para protegerse de los efectos potencialmente peli-
grosos de la hiperinsulinemia.

Por otra parte en animales con diabetes experimental
se observa disminuida la reactividad inmune mediada por células
(134) ; ademas de que se ha encontrado una disminucibén en el
nimero absoluto de leucocitos circulantes (en especial linfo-
citos) y una disminucibén en las células del bazo, siendo menor
la respuesta al estimulo con mit6genos con respecto a los con-

troles (135). La reconstitucidn inmunol8gica completa del ani-
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mal se logra con tratamiento de insulina ex8gena (136).

En el caso de los ratones genéticamente diabé&ticos
(db/db) de la cepa C57BL/KS que desarrollan obesidad, eleva-
dos niveles de glucemia y altas o normales concentraciones de
insulina en sangre, se ha demostrado una alteracién de la
respuesta inmune "in vivo" caracterizada por una significati-
va disminucién en la habilidad de rechazar injertos de piel
alogeneicos, inhibicifn de la capacidad de generar células ci-
totb6xicas e incremento en la respuesta de las células formado-
ras de placas a eritrocitos de carnero (137). Sin embargo, las
células del bazo de estos ratones presentan s6lo minimas alte-
raciones .en la respuesta a mit6genos "in vitro" sugiriendo que
la respuesta inmune "in vivo" es influenciada por el estado
metab&lico de la diabetes, debido posiblemente a una anormal
funcibén de las subpoblaciones de linfocitos (137). Al contrario
de lo que sucede con los animales diabé&ticos por droga, la dis-
minucién de la respuesta inmune de estos ratones no puede ser

revertida por insulina exbgena (138).
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VII. Mecanismo de accién de la insulina

Una de las dificultades para entender el mecanismo
de accibn de la insulina es que ejerce diversos efectos sobre
las células pero con distinta secuencia en el tiempo. Entre
los efectos muy répidos (de seg a min) se encuentra el que
ejerce sobre el transporte de membrana; menos rapidos que ellos
(de min a horas) son los que se efectlan sobre la activacibn
de enzimas del citoplasma y la sintesis de proteinas; y por
Gltimo los lentos o tardios sobre la sintesis de ADN y ARN que
se realizan en horas o dfias (139-141).

Actualmente se considera que esta hormona actuaria so-
bre las células blanco a través de receptores que se encuentran
en la membrana celular (142,143). Sin embargo todavia est& dis-
cutida la necesidad o no de un segundo mensajero (144) para
que se produzca el efecto biol6gico pues se ha demostrado 1la
internalizacién de la hormona en varias células (145,146).

Adem&s de que la insulina regula un amplio espectro
de procesos metab6licos, esta hormona estimula el crecimiento
y proliferacién de una variedad de cé&lulas somfticas en culti-
vo, y hay evidencias que sugieren que es también un importante
regulador del crecimiento "in vivo".

En cé&lulas en cultivo, la insulina interact@ia sinergis-
ticamente con hormonas y factores de crecimiento para estimular

a las cé&lulas que se encuentran detenidas en la fase Gl a con-
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tinuar su ciclo. Adem&s la mayoria de las células requieren

su presencia para un crecimiento 6ptimo en un medio libre de
suero suplementado por hormonas (147). Por ejemplo, la adicién
de insulina a cultivos de fibroblastos 3T3 privados de suero
resulta en una respuesta pleiotipica, que se caracteriza por
aumento en la entrada de uridina, sintesis de ADN, agregacidn
de polisomas, sintesis de proteinas, aumento de la utilizacién
de glucosa y disminucién de la degradacidén de proteinas (148).
Jiménez de Asfia y col (149) y Pledger y col (150) han demostra-
do que la insulina tiene un efecto estimulatorio sobre la sin-
tesis macromolecular y sobre el crecimiento de fibroblastos en
cultivo; y Hollemberg y Cuatrecasas (151), que la interaccidn
especifica de la insulina y el factor de crecimiento epidérmico
con los receptores de membrana estimulan la sintesis de ADN y

la entrada de amino&cidos en dichas cé&lulas.

VIII. Insulina y células linfoides

Los estudios de los receptores para insulina comen-
zaron a realizarse en la dé&cada del 70, pero dado que se hacian
en hepatocitos, adipocitos y m@sculo su aplicacién en el hom-
bre estaba evidentemente muy limitada.

El estudio de la unibén de insulina a las células san-

guineas humanas se pudo realizar recién a partir de 1968, luego
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que Boyum (152) describi6é las técnicas para separar dichas cé-
lulas por centrifugado de gradientes. En 1972, Gavin y col
(153) demostraron la presencia de receptores para insulina en
linfocitos humanos circﬁlantes;sin embargo, el mismo ano, Krug
y col (154) observaron que dichas células carecen de receptores
para insulina y que estos recién aparecen luego de su activa-
cién. Poco después, Schwartz y col (155) aclararon esta contra-
diccién comprobando que las células mononucleares que tienen
receptores para insulina son los monocitos y no los linfocitos.
Aparentemente en el trabajo de Gavin la poblacién linfocitaria
estaba contaminada con monccitos, lo que les permitid concluir
erréneamente que los linfocitos circulantes tenian sitios de
unién para la insulina. Posteriormente, Beck-Nielsen y col (156)
confirmaron que los monocitos circulantes son las células san-
guineas que poseen el mayor n@imero de receptoressaunque los
polimorfonucleares y los gl6bulos rojos también los posean.
Helderman y Strom (157) han demostrado que la aparicidn
de los sitios de unibn para la insulina en linfocitos estimu-
lados necesita de la sintesis de ARN y proteinas y no depende
de la sintesis de ADN; en consecuencia es un evento premit&tico
pues se expresa recién a las 24 hs de activacibn, antes de evi-
denciarse la sintesis de ADN. Seglin dichos autores los recep-
tores aparecen en el linfocito T o en el linfocito B segfin el

mit6égeno utilizado (PHA-Con A para el LT y LPS para el LB) (158)
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La afinidad del receptor de insulina en el linfocito
es similar a la determinada en otros 6rganos insulino-sensibles
como el higado y adipocitos (159-161).

La presencia de sitios de unién de insulina en todas
estas células explicarfian una posible accibén de esta hormona
sobre las células del sistema inmune. Es asi que en leucoci-
tos circulantes, en donde no se han separado las distintas
poblaciones que los componen, se ha descripto que la insulina
aumenta el consumo de glucosa, la produccién de lactato y la
actividad de la ATPasa (162-164). Por otra parte, en poblacio-
nes ailsladas se ha observado un aumento de la velocidad fago-
citica por parte de polimorfonucleares (165), una activacidn
del metabolismo de los hidratos de carbono en los monocitos
(166) , del transporte y oxidacidn de glucosa, transporte de
AIB y produccibn y oxidacibn de lactato en linfocitos humanos
estimulados (167); en estas células también estd aumentada la
sintesis de ADN (168), como en las de rata (169) y ratén (170).
Por Gltimo, en timocitos de rata se ha observado aumento del

transporte d4e AIB y glucosa (171-173).
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OBJETIVOS DEL PRESENTE TRABAJO

Estudiar la accidén de los glucocorticoides y la insu-
lina en concentraciones fisiol6gicas, sobre el timo de la rata
y la estimulacibén mitogénica de linfocitos humanos, con el ob-
jeto de demostrar una posible accién reguladora de estas hor-
monas en la funcién del sistema inmune. Aclarar posibles alte-
raciones en dicho sistema por variaciones en los niveles cir-

culantes de estas hormonas.
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CAPITULO I

EFECTO DE LA DIABETES POR ESTREPTOZOTOCINA SOBRE

EL TIMO DE RATAS NORMALES Y ADRENOPRIVAS
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I.1. INTRODUCCION

El efecto de los glucocorticoides sobre el timo, tanto
"in vivo"(174) come "in vitro" (56), es bien conocido. Durante
mucho tiempo se pens6 que éstas eran las Gnicas hormonas que
producian la involucidén timica en la diabetes (6) y en el ayu-
no (45).

Por otra parte, el efecto de la insulina sobre estas
c€lulas es menos conocidc aunque se han descripto receptores
a dicha hormona en timocitos normales (171) y neoplédsicos (175)
y hay evidencias que sugieren que esta hormona es necesaria pa-
ra el crecimiento de tumores timicos (176) y también en los
caminos oxidativos de la glucosa (177).

En el presente capitulo se estudia el efecto de 1la
falta de insulina producida por diabetes experimental en el
timo de ratas intactas o adrenalectomizadas.

La diabetes puede ser inducida en los animales de
experimentacién por métodos quirQGrgicos, a través de la pan-
createctomia o mediante la administracién de sustancias téxicas
para las células B de los islotes de Langerhans. En la rata,
la pancreatectomia total es dificil de realizar debido a que
en esta especie el p&ncreas se encuentra extendido sobre una
gran 8rea en forma difusa; es por ello que en estos animales
la diabetes se induce por destruccidn de las cé&lulas B a

través de drogas.
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De los f&rmacos citotbxicos, el més utilizado duran-
te mucho tiempo fue el aloxano (2,4,5,6-tetrahidropirimidina),
pero su accién altamente téxica no se limita al péncreas, sino
que también afecta al rinén y posiblemente al higado, adre-
nales e hip6fisis (178). Considerando la baja especificidad
y alta toxicidad del aloxano, actualmente se est8 utilizando
la estreptozotocina (Stz) para producir diabetes experimen-
tal (179).

Esta sustancia es un antibiético de amplio espectro
extraido por fermentacién del Streptomyces achromogenes (180,
181) y preparado en forma altamente purificada. Primero fue
descripta como un agente antileycémico (182) y un efectivo car-
cinbgeno (183), utilizdndose actualmente en el tratamiento de
céncer de células B en el hombre; Rakieten y col (184) demos-
traron en 1963 su accidén diabetogénica cuando se la adminis-
tra en forma intravenosa o intramuscular.

Herr y col (181) la describieron como 2-desoxi-2

(3'-metil-3'nitrosoureido)-D-glucopiranosa (Fig. I.1.) ,
cuya férmula empirica es C.8H15N307 y peso molecular 265.
La porcibn glucopiranésica de la mol&cula se une a los recep-
tores para la glucosa de la célula B y la metil nitrosourea
penetra en las cé€lulas y se une al &cido desoxirribonucleico
lesionandolo (185).

Distintos investigadores han demostrado que la admi-

nistracidén de Stz, al igual que el aloxano, produce una curva
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trifdsica de glucosa en sangre. Entre los 45 y 60 minutos de
la inyeccidn, hay una primera fase hiperglucémica que se pro-
duce por destruccién de la insulina circulante, alrededor de
las 7 horas hay un pico de hipoglucemia debido a que la ne-
crosis de las cé&lulas B produce la liberacién masiva de insu-
lina en sangre; y por filtimo, una vez destruida esta insulina
(alrededor de 12 hs) se alcanza un estado hiperglucémico irre-
versible (186-188). Las c&lulas X y el tejido exocrino per-
manecen normales. En nuestro caso, para evitar que el pico de
hipoglucemia produjera incremento en los niveles de GC circu-
lantes (189), las ratas fueron previamente adrenalectomizadas.

La accibén diabetogénica de la Stz estd en relaciébn
directa a la dosis y via utilizadas (188). En general se con-
sidera diabetes leve a los valores de glucemia entre 250 y
320 mg/100 ml, moderada de 300 a 500 y severa por encima de
500 mg/100 ml (190).

Se conocen muchos factores que atenan o inhiben la
diabetes producida por drogas, entre ellos el dcido nicotinico,
la nicotinamida y el &dcido piridincarboxilico (191). La accibn
diabetogénica de la Stz en ratas puede ser blogqueada, seglGn
Schein y col (192) por una inyeccién intraperitoneal de 500 mg
por kg de peso, de nicotinamida (Fig I.1) 10 min antes del tra-
tamiento con Stz,.

El mecanismo por el cual estas drogas son protectoras

no es bien conocido; entre las posibilidades discutidas por
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Lazarow y col ( 193) 1la mds probable seria que estos compues-
tos aumentarian los grupos sulfhidrilos libres en sangre, 1los
cuales a su vez reaccionarian o se combinarian directamente
con el aloxano o la estreptozotocina. Schein y col (192,194)
han sugerido que la proteccib6n ejercida por la nicotinamida
est8 relacionada con el aumento del difosfo-piridin-nucleétido

(NAD) dentro de las cé&lulasB y del tejido hepé&tico.
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I.2.MATERIALES Y METODOS

I.2.1. Drogas y soluciones

El medio de cultivo utilizado fue Minimal Essential
Medium (MEM) obtenido de GIBCO (Grand Island N.Y.). La estrep-
tozotocina fue adquirida en Upjohn Lab. (Inc. Kalamazoo); la
albimina sérica bovina (BSA) fracci6én V asi como la nicotina-
mida fueron marca Sigma (St. Louis Mo) y el azul trypan fue
marca Matheson Coleman and Bell Ohio. Las tiras reactivas

Dextrostix fueron de Miles Lab. Argentina.

I.2.2. Animales de experimentacibn

Se trabaj6 con ratas Q o} d'de 90 dfas de la cepa
Sprague-Dawley.

Las condiciones del bioterio fueron las siguientes:
aire acondicionado a temperatura constante de 25°C e ilumi-
nacién artificial desde las 6.00 hasta las 20.00 horas. Los
animqles recibieron dieta balanceada comercial (Purina y

Carhill) y agua "ad libitum”.
a) Adrenalectomia

Los animales fueron adrenalectomizados por aproxi-
macién dorsal en forma bilateral bajo anestesia con &ter y usa-

dos para experimentacifén a partir del quinto dfia de la operacién.
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Durante ese tiempo fueron mantenidos con alimento comercial y

solucién salina (ClNa 0,9%) como agua de bebida "ad libitum".
b) Induccibén de la diabetes con estreptozotocina

La induccibn de la diabetes, tanto en los animales con-
troles como en los adrenalectomizados (Ax) anestesiados con
éter, se realiz6 mediante la administracién de una inyeccién
inica de Stz en la vena caudal. La dosis empleada fue de
65 mg por kg de peso y se disolvib6, momentos antes de ser usa-
da, en solucibn salina acidificada con &dcido citrico 0,05 M
hasta ajustar pH a 4,5, dado que es inestable a la luz, pH
neutro y temperatura ambiente (185,187).

En ratas Ax, la inyeccidn de Stz produce alrededor de
las 5 hs un pico de hipoglucemia, que puede ser fatal, por
carecer dichos animales de glucb6geno hepdtico (195). Para
evitarlo, entre las 5 y 10 hs de la administracifén de la Stz,
las ratas fueron inyectadas intraperitonealmente con una solu-
cibén de glucosa 25% (0,5 ml cada 90 min).

Los animales se sacrificaron al décimo dfa, luego de
determinar la glucosa en sangre por tiras reactivas Dextrostix,
considerindoselos diabéticos cuando los niveles de glucosa fue-

ron mayores de 250 mg/100ml.
c) Tratamiento con nicotinamida

La proteccién de los efectos de la Stz sobre los teji-

dos "target" se realizb en todos los casos mediante la admi-
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nistracién de una inyeccidn intraperitoneal de nicotinamida
10 min antes de la inyeccién de Stz. La dosis empleada fue

de 500 mg/kg de peso y se disolvid en solucidn salina.

I.2.3. Extracci6bn de timocitos

Cada timo fue extraido en forma cuidadosa y se le re-
tiraron los nédulos linf4ticos y tejido conectivo que podria
haber quedado adherido, antes de ser pesados en una balanza
Mettler tipp H6. Los timocitos fueron aislados en MEM a 4°C
cortando el timo con tijera en trozos muy pequefios. La sus-
pensién obtenida se filtré a través de filtro de nylon de
200 mesh y se centrifugd 5 min a 150 x g. El pellet resul-
tante se resuspendi en un volumen determinado de MEM y las
células se contaron en un hemocitémetro Neubauer contra azul

trypan (196). La viabilidad no fue nunca menor al 95%.

I.2.4.Fraccionamiento de timocitos

Los timocitos fueron separados sobre gradientes de al-
bGmina sérica bovina (BSA) . Este procedimiento fue una modi-
ficacidén de la técnica de Beller y Unanue (197) y Konda y col
(198) del trabajo original de Shortman (199).

La BSA en polvo se disolvid en MEM conteniendo 0,01%
de azida s6dica como preservador, para obtener soluciones 35,

29,27 y 10%.
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Los gradientes preparados en tubos de acetato de nitro-
celulosa de 2,5 pulgadas , consistieron en 1 ml de BSA 35%
conteniendo 2 a 3 x lO8 cel,sobre la cual se pipete6 sucesi-
vamente 1,5 ml de BSA 29%, 1,5 ml de 27% y finalmente 1 ml de
10%. Estos fueron centrifugados en una centrifuga Beckman LS-50
en un rotor 65 a 4.000 g durante 45 min a 4°C. Posteriormente
se aspiraron con una pipeta Pasteur las bandas individuales de
c€lulas de cada gradiente.

La interfase entre 10% y 27% se llamb6 banda 1 (Bl);
entre 27% y 29% banda 2 (B2) y entre 29% y 35% banda 3 (B3).
Las células del pellet se resuspendieron en 1 ml de MEM. El
contenido celular de cada banda y pellet se cont6 contra azul

trypan.
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I.3 RESULTADOS

La tabla I.l. muestra que en el animal Ax hay un aumen-
to del peso absoluto del timo con respecto a los controles,que
se hace m&s marcado cuando se relaciona al peso corporal. La
administracién de Stz en ambos grupos de animales 10 dias an-
tes de sacrificarlos, produjo una reduccién significativa del
peso de timo en los controles como en los Ax.

Como probablemente estas variaciones de peso podrian
deberse al nGmero de timocitos contenidos en la gl&ndula, es-
tos se determinaron segn materiales y métodos. Como se puede

ver en la tabla I.2. los timos de los animales Ax tuvieron 2,6

veces m&s células que los controles mientras que en las diabé-
ticas, luego de 10 dias del tratamiento con Stz, el contenido
de timocitos disminuy® 15 veces con respecto a los animales
normales. El contenido de cé&lulas en los timos de ratas AxD
fue 5 veces menor que en las Ax.

De esto se concluye que la diabetes por Stz disminuye
el nGmero de linfocitos en el timo.

Debido al conocido efecto antileucemiante de la Stz
(182) , para descartar una posible accién téxica directa de la
droga sobre los timocitos, se decidié disociar el efecto lin-
fot6xico del diabetogénico. Para ello se protegid las células B
del péncreas de la accién necrosante de la Stz con una inyec-

cidén previa de 500 mg/ kg de nicotinamida segfin lo descripto
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Tabla I.l.: Efecto de la diabetes por estreptozotocina en

ratas intactas y adrenalectomizadas.

Animales Peso corp. Peso timo Peso timo mg/ glucemia

(9) (mg) 100 g peso corp. (mg/ 100ml)
C (8) 430 & 12 241 ¥ 32 21 £ 2 14 = 50
ax (8) 241 % o 279 T 18 130 ¥ 6% 102 T 10
AxD (9) 217 ¥ o 159 I 91 74 ¥ 5t 389 ¥ 31
D (5) 264 T 15 198 = 38 48 T gxx 571, £ 43

Los resultados se expresan como promedio £ error standard.

Los nGmeros entre paréntesis indican el n@mero de animales.

La glucosa se determind segfin la técnica de la glucosa oxidasa.
Diferencia significativa respecto al animal control:

* p{0,001 ** p{ 0,02

Diferencia significativa respecto al animal Ax: + p<0,001
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Tabla I.2.: NGmero de timocitos en timos de diferentes

grupos de animales.

Animales e cel_7 R cel/E%mo N°de timos
total x 10 x 10
C 110,7 27457 4
Ax 214,2 71,4 3
AxD 93,6 13,4 7
D 28,5 1,8 16

La estreptozotocina se inyectd 10 dias antes de sacrificar

los animales y retirar los timos.
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en la introduccibn de este capitulo.

En la tabla I.3. puede observarse que la nicotinamida
no alterd el peso del timo ni su contenido en timocitos en las
ratas controles o Ax, pero previno las alteraciones produci-
das por la Stz, manteniéndose en esa forma las caracteristicas
de los timos de animales normales o Ax.

Estos datos prueban que las variaciones observadas en
el peso del timo y la disminucidn del nfimero de timocitos de
la rata AxD por Stz serfa provocado por la falta de insulina
y no por un efecto linfotb6xico del antibibtico.

Es generalmente aceptado que la maduracidén y diferen-
ciacién de los timocitos es un proceso gradual acompanado por
una igualmente disminucibén de sensibilidad a los GC (2). La
maduracidén de acuerdo a esta idea llevaria a una variada po-
blacién intermedia entre timocitos GC sensibles y GC resistentes.

Con el objeto de determinar cuantitativamente en que
forma varian estas poblaciones por accidn de la adrenalecto-
mia o la diabetes, se resolvié separarlas por gradiente de BSA
en cuatro poblaciones distintas. En la tabla I.4. se observa
que cuando se estudif la distribucidén de las células entre las
distintas bandas y el pellet, en todos los grupos hubo menor
cantidad de células en la B2 y mayor en el pellet. En el gra-
diente de los animales D no se pudo expresar error dado que

para un solo gradiente se necesitaron 16 animales.
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Tabla I.3.: Efecto de la nicotinamida sobre el timo de

los diferentes grupos de animales.

Peso timo

mg timo/

N°cel 108/

(mg) 100g animal 100 mg timo
c (5) 269 £ 23 68: 2 3 3,40 T 0,3
c- Nc (6) 208 ¥ 13 70 ¥ 4 3,00 £ 0,4
Ax (7) 360 £ 22 1320 T 7 3,55 10,16
Ax- Nc (4) 343 ¥ 42 149 T 17 3,86 ¥ 0,2
Ax-Stz (7) 35 £ 34 111 T % 2,96 < 0,08
Ax-Stz-Nc (6) 418 T 24+ 184 T 10 3,66 =~ 0,09*%
Stz (8) 11% £ 5 5 & g 1,89 ¥ 0,14
Stz-Nc (4) 286 ¥ 14% 1341 2 dak 2,60 L0, 14"

.
Los resultados de expresan como promedio - error standard.

Los nlimeros entre paréntesis indican el nfimero de animales.

Diferencias significativas respecto a su control sin Nc.

* pg0,001

+ p<0,01
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Tabla I.4.: Subpoblaciones de timocitos de gradientes de

BSA de timocitos de diferentes grupos de animales.

Banda c (6) Ax (6) AXD (7) D (1)
1 1,18 % 0,14 0,58 % 0,08 2,26 & 6,25 2,78
2 0,84 % 0,15 0,35 £ 0,12 1,27 ¥ 0,22 1,26
3 3,73 < 1,06 2,38 ¥ 0,51 7,37 £ 1,96 2,86
P 20,59 £ 1,49 22,48 ¥ 1,45 26,03 % 1,86 20,85

Los resultados,que corresponden al nimero de cé€lulas x 10_7,

.+
se expresan como promedio - error standard.
Los valores entre paréntesis indican el nimero de gradientes
de cada grupo.

P = pellet.
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Seglin Konda y col (198) y Beller y Unanue (197) las
bandas Bl y B2 contienen células GC-R y la B3 y pellet, GC-S.
Para comprobar la sensibilidad de los timocitos a los GC se
incubaron juntos las células de Bl y B2 y por separado B3 y
pellet, en presencia o ausencia de corticosterona 10_6M, de
acuerdo a la técnica que se describe con detalle en el cap.II.
Se observ6 que la incorporacidn de uridina-3H no varib cuando
las células de las bandas Bl y B2 se incubaron con GC, mientras
que hubo una inhibicibén de 38% en el caso de las células de B3
y pellet.

Estos resultados confirman que las cé&lulas de las
bandas Bl y B2 son GC-resistentes, mientras que las de B3 y
pellet son GC-sensibles.

De acuerdo a esto, la tabla I.5. muestra que la diabe-
tes por Stz disminuye significativamente el nGmero de células
GC-sensibles del pellet y aumenta las GC-sensibles de la B3

y las GC-resistentes de Bl y B2, en el animal adrenalectomizado.
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Tabla I.5. Distribucidn porcentual de las subpoblaciones de

timocitos de los gradientes de BSA en ratas Ax y AxD.

Banda Ax (6) AxD (7) o)

1 (GC-R) 3 3% 0,3 4 5E 5 5 <0,02
- -

2 (GC-R) 1,4 = 0,2 3,0 = 0,5 £0,02
- -

3 (6e-s) 9.3 < 1.9 20,6 = 4,5 £0,05
+ +

P (GC-8) 87,1 = 2,3 71,9 = 5,0 0,02

Los resultados se expresan como promedio 3 error standard.
Los valores entre paréntesis indican el nGmero de gradientes
de cada grupo.

Diferencias significativas segin el test de Student's entre

ratas Ax y AxD.
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I.4. DISCUSION

Los resultados de este capitulo demuestran que la va-
riadién de peso observada en las ratas Ax, D, y A#D fue una
consecuencia de los cambios en los nGmeros de timocitos. Ade-
mis, es razonable asumir que la involucién del timo producida
por la Stz fue una consecuencia del estado diabético y no por
el antibiético en si, como sugirié Nichols (200), dado que la
diabetes por Stz al ser prevenida por la accién de la nicoti-
namida, no produjo cambios en el timo. Por otro lado, resul-
tados preliminares en nuestro laboratorio, indicaron que el
peso de timo de la rata Ax se reduce significativamente luego
de 7 dias de ayuno (201). Adem&s, trabajos recientes de Tabat
y col (202) han postulado que las alteraciones del timo en
animales diab&ticos por Stz estaria relacionado con una dis-
minucién en la maduracidn de los timocitos corticales, culpan-
do de esto a la diabetes sin considerar los elevados niveles
de GC circulantes que tienen estos animales (189).

En los cuatro grupos estudiados, la separacidn de las
distintas poblaciones del timo demostrd que la disminucién del
peso del mismo, no se deberia a la menor cantidad de timocitos
GC-sensibles, sino a una disminucidn de las células en todas
las poblaciones.

Se sabe que la adrenalectomia produce hiperplasia del

timo por aumento del ndGmero de timocitos GC-sensibles (174),
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Yy que la diabetes lo atrofia por disminucibén de las mismas cé-
lulas (6,202); estos resultados, seglin la técnica de gradien-
tes utilizada demuestran esas diferencias , que no llegaron a
ser significativas. En el timo de ratas diabéticas se encon-
tré mayor proporcién de células GC-resistentes, pero era de
esperar obtener menor cantidad de GC-sensibles que las encon-
tradas.

La involucién del timo observada en los animales AxD,
sugiere que los GC circulantes no son los inicos responsables
de la disminucién de las células GC-S producidos por la dia-
betes, como fue considerado por Dougherty y col (45,203) va-
rios anos atrés.

Karmali y Horrobin (204) encontraron efectos simila-
res sobre la disminucibén de peso del timo en ratones distré-
ficos, en los cuales los GC no est8n involucrados; segln ellos
el crecimiento lento del timo en estos ratones seria conse-
cuencia de la disminucién de los niveles plasmédticos de prolac-
tina y somatotrofina, y quiz8s otras hormonas.

Nuestros resultados demuestran que la ausencia de in-
sulina y/o las correspondientes alteraciones metabblicas y en-
d6crinas, podrian ser una importante causa en la involucidn

timica en los animales AxD y D.
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CAPITULO II

ACCION DE LOS GLUCOCORTICOIDES SOBRE EL TIMO DE

RATAS ADRENOPRIVAS Y ADRENOPRIVA-DIABETICAS
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IT.1. INTRODUCCION

De acuerdo a lo observado en el capitulo anterior, los
GC y la insulina ejercen un efecto importante sobre las pobla-
ciones del timo. Después de la adrenalectomia, la falta de
corticosterona produce aumento del tamafio por incrementar el
contenido de timocitos, mientras que la falta de insulina pro-
duce una marcada disminucién de los mismos, en especial los
GC-sensibles.

Dado que las pequenas diferencias entre subpoblacio-
nes del timo de ratas Ax y AxD no son suficientes para expli-
car la gran diferencia en los pesos del timo de ambos grupos,
se decidib investigar el efecto de los GC en los timocitos de
estos animales.

Debido a la conocida accién inhibitoria de los GC so-
bre la sintesis de ARN (57,78,205), se decidi6 estudiar la
accibén de la corticosterona (B) y la dexametasona (Dex) sobre
la incorporacién de uridina a ARN, asi como también los recep-
tores a estas hormonas en timocitos de ratas Ax y AxD; ya que
como se trata en la introduccibn de esta tesis, el mecanismo
de accién de los GC es mediado por receptores.

Los GC entran a la célula del timo por mecanismos des-
conocidos y luego, como otras hormonas esteroides, se unen a
receptores proteicos citosdlicos con alta afinidad de manera

reversible (77,206,207); a 37°C en forma casi instanténea, el
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complejo hormona-receptor comienza a aparecer en el nGcleo
(208) . Seglin Wira y Munck (206) en el timocito el tiempo me-
dio de esta traslocacidn seria de 30 segqg.

El paso limitante de la velocidad de esta traslocacibn
(temperatura sensible), serfia una de las etapas iniciales de
activacidén (209), resultando de ello una transformacidén alos-
térica en la cual el complejo adquiere alta afinidad por los
sitios nucleares (210,211). Los receptores citosflicos no son
activados en su totalidad, el grado de esta reaccibn puede ser
el determinante de la cantidad de complejo H-R unido al nG-
cleo (212). AGn no se ha aclarado la naturaleza de los sitios
nucleares; estando no solamente el ADN probablemente involu-
crado en la unibén (213), sino también otras partes de la cro-
matina (214).

Aparentemente la asociacién al nficleo del complejo H-R
modula de alguna manera la expresibn genética (215). Segfin
Munck y col (216-218) existen suficientes evidencias de 1las
que se puede concluir que los efectos inhibitorios de los GC
sobre tejido linfoide, asi como los efectos generalmente esti-
mulatorios de las hormonas esteroides sobre otros tejidos, es-
t&n mediados probablemente por la induccidén de mARN especifi-
cos . Recientemente, en distintos tejidos incluido el timo,se
ha identificado una proteina inhibitoria inducida por los GC

(219).
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En este capftulo se estudia la unién de la Dex al re-

ceptor nuclear ya que se trabajd con timocitos enteros a 37°C.
Basidndonos en los trabajos realizados por Sibley y Tomkins (35),
Schaumburg (220), Munck (221) y otros, primero se verifica-

ron las condiciones experimentales para estudiar los sitios de
unidn nuclear de la hormona en timocitos de ratas Ax para lue-

go poder compararlos con los de las ratas AxD.
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ITI.2. MATERIALES Y METODOS

I1.2.1. Drogas y soluciones

Uridina (53H) (AE 25 Ci/mmol), dexametasona (6,7—3H N)

(AE 50 Ci/mmol) y el protosol fueron provistos por New England
Nuclear (Boston, M.A.). La estabilidad de la Dex 3H fue con-
trolada mediante cromatografia contra patrones no radioactivos.
Los esteroides no radioactivos, dexametasona, corticos-
terona, progesterona, estradiol y testosterona fueron provis-
tos por el Dr. Alejandro De Nicola.
El buffer fosfato salino (PBS) utilizado se detalla a

continuacién: pH= 7,4-7,5.

ClNa 140 mM
ClK 2,7 mM
PO4H2K 1,5 mM
PO4HNa2 8 mM
Cl,Mg.6H,0 0,5 mM
C12Ca 0,7 mM

Los demfs compuestos utilizados son los descriptos en

el capitulo I.

I1.2.2. Animales de experimentacién

Se trabaj6 con ratas Q Yy d de 90 dfas de la cepa Sprague-
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Dawley de nuestro bioterio. Las ratas Ax y AxXD se obtuvieron

segln lo descripto detalladamente en el capitulo I.

II.2.3. Preparacibn e incubacién de la suspensidn celular

La extraccidén de los timocitos se realizb segfin la
técnica detallada en el capitulo I.

La incubacibén se realizé de la siguiente manera: 4 ml
de suspensidén de células se incubaron en MEM (1,2-1,4 lO7 cel/ml)
en Erlenmeyers siliconizados por triplicado, en presencia o
ausencia de esteroides durante 3 hs en una atm6sfera de 95% O2

Yy 5% CO, con agitacibdn suave, en un bano termostdtico modelo

2
Dubnoff.

A las 2 hs y media de incubacién se dié un pulso de
0,2 uCi de uridina—3H. Finalizada la incubacidén las cé&lulas se
trasvasaron a tubos cbnicos y se separaron inmediatamente del
medio por una centrifugacidén de 5 min a 100 g a 4°C. Todas las
operaciones fueron llevadas a cabo entre 0°y 4°C.

Las células fueron lavadas dos veces con 3 ml de MEM
para eliminar la radioactividad no incorporada, y contadas fi-
nalmente en un hemocitémetro, siendo la viabilidad mayor del
90% (por exclusidbn del azul trypan); posteriormente se rompie-
ron con &cido perclérico (PCA) 5% y la fraccidn &cido soluble

se descarth.

La fraccién &cido insoluble se disolvid en protosol
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y se transfirid a viales de conteo agregando 3 ml de tolueno
centellante. La radioactividad se ley6 en un contador de cen-
telleo liquido modelo Beckman LS 100 con una eficiencia de
65% para tritio.

Los resultados se expresan como porcentaje de inhibi-
cibn de la incorporacidén de uridina—3H en relacidén a los con-
troles respecto a 107células.

Los timocitos de ratas Axy AxD fueron procesados el

mismo dia y en el mismo experimento.

IT1.2.4. Determinacién de la unibén de Dex—3H en timocitos

enteros de ratas

La determinacifn de la unién total de Dex—3H se rea-
1liz6 por triplicado incubando 1 ml de suspensién de timocitos
en MEM (3-4 lO7 cel/ml) en tubos de vidrio siliconizados,en
presencia de Dex—3H.

Para determinar la unidén no especifica se incubaron
idénticas alicuotas en presencia de 1000 veces de exceso de
Dex no radiocactiva. Para obtener la curva completa de satura-
cién se agregafon cantidades crecientes de Dex-3H.

Todas las incubaciones se llevaron a cabo a 37°C duran-
te 45 min con agitacidn suave en una atmbésfera de 95% O2 N

5% C02, en un bano termostitico.
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Al finalizar la incubacidn las células se enfriaron,

se centrifugaron a 4°C durante 5 min a 100 g y lavaron una vez
con 5 ml de PBS a 25°C y dos veces con 2 ml del mismo buffer
a 4°C, de acuerdo con Sibley y Tomkins (35). El pellet final
se resuspendid en 0,2 ml de PBS y se contd en tolueno cente-
llante conteniendo 30% (v/v) de Triton X-100, en un contador
de centelleo liquido.

La unibén no especifica se obtiene por diferencia en-

tre la unibén total de Dex-3H y la unidén no especifica.

17.2.5. Métodos estadisticos

Para determinar las diferencias estadisticamente sig-
nificativas se us6 el test de Student's consider&ndose signi-

ficativas, p=0,05 o menor.
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IT.3. RESULTADOS

II.3.1. Estudio de receptores de Dex—3H en timocitos enteros

de ratas Ax y AxD.

La unibn especifica de Dex-3H a timocitos enteros de
ratas Ax aumenta durante los primeros 20 min y luego permanece
constante al menos hasta los 60 min en presencia de Dex—3H
5 x 10-8M, estando de acuerdo estos resultados con los traba-
jos de Duval y col (36,48), Pfahl y col (222), y Sibley y
Tomkins (35) (Fig.II.l.).

En la Fig. II.2. puede observarse que la unién espe-
cifica de la Dex-3H luego de 40 min de incubacibdn es depen-
diente de la concentracién de la hormona y la saturacién se
alcanza con 3 x 10 3M.

En estas condiciones el 0,5% de la radioactividad to-
tal se fij6 en nficleo, siendo no especifico solamente el 40%
de la unidén total.

Para determinar la especificidad de la Dex por sus
receptores se incubaron timocitos con Dex-3H 5 x 10-8M, Yy

1,10,100 o 1000 veces mis de Dex, corticosterona o progeste-

rona no radioactivas (Fig. II.3.). La unidén de Dex—3H en pre-

sencia de los distintos competidores se expresb como porcen-
taje de la unidn total, considerando la unién de la Dex—3H en

ausencia de hormona no radioactiva como 100%.
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Fig. II. 1l.: Unidn especifica de 5 x 10-8M de Dex—3H en

timocitos de ratas Ax en funcidn del tiempo

de incubacidn a 37°C.
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Como se muestra en dicha figura, la afinidad de estos
esteroides por los receptores de Dex es similar en ambos gru-
pos de animales, nero difieren en su capacidad para desplazar
a la Dex-3H (Dex)»B;>P). L.a testosterona o el estradiol en al-
tas concentracione. no desplazaron a la hormona radioactiva.
Estos resultados son coincidentes con los descriptos por otros
autores (36,48,105) tanto en linfocitos humanos como neopl&-
sicos.

Cuando se graficd la relacién Dex-3H ligada/libre en
funcién de la hormona ligada, segfin Scatchard (223) (Fig.II.4.),
se obtuvo un grédfico lineal para ambos grupos, lo que corres-
ponde a una sola clase de sitios de unidén. Las pendientes co-
rrespondientes a cada grupo fueron diferentes (p<«0,02),

8

(Ky Ax = 1,77 + 0,17 10 "M y K, AxD = 3,61 + 0,58 107%), in-

d
dicando que la afinidad con la que la hormona se une al recep-
tor es distinta, mayor en los timocitos de las ratas Ax que

en las AxD.

El nimero de los sitios de unibén en las células de AxD
fue 50% mayor gque en Ax, no siendo la diferencia significativa
debido a la gran dispersién observada en ambos grupos . En Ax
9860 + 1887 receptores/cel y en AxD 15010 + 3091. Los valores
de constante de disociacifn y de receptores en ratas Ax son

concordantes con los presentados por Naray y col (207) en timo

de rata, entre los tejidos linfoides por ellos estudiados.
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Pig.

Unido/ libre x 107

Tlads ¢

Kd sitios/cel.
200 - Ax 177 £ 017108 M 9860 & 1887

+ 058 108 M 15010 + 3091
150 |-

AX(F:O,QS)
100
AxD (r=098)
50 -
O | { | 1 !

50 100 150 200 250

fmoles Dex (*H) unidos/ 10" cel.

Gréfico de Scatchard de la unién de Dex—BH a timo-

citos. Cada gréfico corresponde a un experimento

representativo de 5 en las ratas Ax (e) y de 3 en

las AxD (o). La Kd y los sitios receptores/ célula
A

corresponden al promedio - error standard de 5 ex-

perimentos en ratas Ax y 3 experimentos en AxD,

todos hechos por duplicado.
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I1.3.2. Efecto de los GC sobre la incorporacibén de uridina—3H

en timocitos de ratas Ax y AxD

Para investigar la sensibilidad a los GC de los timo-
citos de ratas Ax y AxD, se estudi§ la incorporacién de uri-
dina—3H a ARN.

Como se puede ver en la tabla II.1l., cuando las incu-

baciones se realizaron en presencia de Dex 5 x 10—8M (concen-
tracién necesaria para alcanzar la saturacidn de los recepto-
res) no hubo diferencias significativas en la inhibicibn de

la incorporacidbn de uridina-3H en ambos lotes de animales.,
Cuando la concentracién disminuyd a 10-8M se observ6 una res-
puesta err&tica: en un experimento hubo un menor efecto inhi-
bitorio en los timocitos de ratas AxD respecto a los Ax, mien-
tras que en el otro no hubo diferencias significativas. A la

9M) en los tres experimentos se ob-

menor dosis ensayada (10
servd una disminucién significativa en la inhibicidén de la in-
corporacibn de uridina-3H a la fraccién &cido insoluble en
timocitos de ratas AxD.

Cuando se usb corticosterona en lugar de Dex, se obser-
v6 una respuesta similar. En presencia de altas concentracio-

nes de B (10—6 7

My 10 ‘M) de cuatro experimentos realizados,
dos presentaron una disminucién en la inhibicidn de incorpora-
cibén de uridina-3H en los timocitos de ratas AxD, mientras que

en los otros dos no hubo diferencias. Sin embargo, cuando la
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Tabla II.1l.:

Efecto inhibitorio de la dexametasona (Dex) y la
corticosterona (B) sobre la incorporacién de uri-
dina—3H a la fraccidén &4cido-insoluble en timoci-
tos de ratas Ax y AxD.

Exp N° GC Molaridad % Inhibicibn de uridina-BH P
Ax AxD
Dex 5 x 1078 6o = 3, 50 = 1, )
" " S 52 3 5 L
" " 48 L 2.5 50 £ 0,6 N.S.
1078 37 £ 3 6 33,2 3.1 N.S.
o " 44 T 2.0 23 = 3.9 <0,01
" 1072 i6 X 6,4 +4 % 4,0 <0,01
" " 21'Z 3, 11 Z 4.8 <0,05
" " 48 T 4,6 26 < 3.7 <0,02
-6 + +

B 10 56 = 2, % = 2 N.S.
" " a8 L 2.5 28 £ 3,0 <0,01
" 10~7 28 £ 4.0 57 £ 0,8 N.S.
" " 36 < 3,0 6 = 7.0 <0,02
" 5 % 10”8 155 ts 4 <0,02
" " 87 * 6.6 o <0,05

Cada valor es

el promedio i error standard de triplicados.
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concentracién de B fue de 5 x 10-8M se encontr6 una disminu-
cibén significativa en el efecto inhibitorio del esteroide en

el grupo AxD respecto del Ax.
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IT.4. DISCUSION

Estd generalmente aceptado que la inhibicidén por GC
de la sintesis de ADN y ARN en timocitos estd mediada por una
proteina inhibitoria (219).

Este mecanismo fue extensamente estudiado , entre
otros, por Homo y Munck. Este iltimo sugiere que en las célu-
las timicas de la rata, los complejos cortisol-receptor produ-
cen una actividad metabdlica proporcional a la velocidad a la
cual estos complejos llegan a los sitios nucleares, y no al
nimero de sitios que ellos ocupan (221). Por otro 1lado, Homo
observ6é que en timocitos fraccionados por gradientes de BSA
habia una inhibicibén creciente en la incorporacién de uridina
desde las células de la banda superior (mé&dula) hacia el pellet
(corteza). Sin embargo, estos autores no encontraron diferen-
cias en el nGmero de receptores de GC en las distintas fraccio-
nes celulares (205). Estos trabajos sugieren que el nimero de
receptores no siempre se correlaciona con el efecto hormonal
0 con la traslocacidén del complejo H-R al nficleo.

Los resultados presentados en este capitulo muestran
que cuando las incubaciones se hicieron con Dex, s8lo se en-
contrd diferencia significativa entre timocitos de ratas Ax
Yy AxD a la menor concentracién de hormona usada (10—9M),a ma-
yor concentacidn que la saturacién del receptor (5 x 10—8M) no

hubo diferencias entre grupos, encontr&ndose una respuesta
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errdtica a concentraciones intermedias (10—8M). El mismo me-

canismo se encontr6 con corticosterona pero a mayor concentra-
cibén, dado que la hormona tiene menor afinidad por el receptor.

El comportamiento err&tico con Dex 10_8M y B 10-6M Y
10_7M se puede relacionar no s6lo con la diferencia observada
en los pesos de los timos de las ratas AxD sino también a va-
riaciones en las condiciones diab&ticas del animal dado que
los niveles de glucosa sanguinea oscilaron entre 250 y 580 mg
por 100 ml de sangre.

El aumento en la K, del receptor para su ligando y la

d
menor respuesta bioléSgica hallada a la menor concentracién

de GC por timocitos de ratas AxD, sugiere una menor sensibili-
dad a la hormona por estas células.

Un efecto similar se observé en la Kd del receptor ci-
tosblico por los GC en hipotdlamo de ratas diabé&ticas (224) y
en timocitos de ratones tratados con altas dosis de hidrocor-
tisona (225). Los primeros autores sugieren que dichas altera-

ciones en la K., son producidas por la diabetes, mientras que

d
los segundos consideran que es por el predominio de una deter-
minada subpoblacién celular.

En el caso de la rata AxD ambas interpretaciones son
posibles, aunque es improbable gque la misma subpoblacidn celu-
lar que predomina en los animales con altos niveles de GC,y por

consiguiente altos niveles de insulina circulante, sea la que

se encuentra en las ratas AxD, aunque es posible gque en estas
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ratas pueda predominar otra subpoblacibén con las mismas :arac-
teristicas de las obtenidas por Duval.

Cambios en el n(mero de receptores o en la Kd de una
hormona pueden modular la sensibilidad de un tejido a otra
hormona. Kahn y col (226) han demostrado que el aumento en los
niveles de GC u hormona de crecimiento "in vivo" son capaces
de disminuir la sensibilidad de los tejidos a la insulina; y
Haring y col (227) que la adrenalectomia produce un aumento
significativo de la unidén de insulina en adipocitos de rata.

Dado que los animales AxD carecen de GC circulantes,
la menor sensibilidad que los timocitos presentan a dichas
hormonas se podria deber a alteraciones que se producirian en
el receptor por la ausencia de insulina y/o alteraciones hor-
monales y metab6licas producidas en la diabetes y el ayuno.

En conclusién estos resultados sugerirfan que la me-
nor afinidad del receptor de GC por su ligando, observada en
las ratas diabéticas seria un mecanismo de defensa del sistema

inmune cuando se elevan los niveles de GC circulantes.
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CAPITULO III

ACCION DE LA INSULINA SOBRE EL TIMO DE RATAS

ADRENOPRIVAS Y ADRENOPRIVA-DIABETICAS
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III.1 INTRODUCCION

En los resultados del capitulo I se observa una dismi-
nucién de peso del timo en los animales AxD, y cdel capitulo II
una disminucifn en la sensibilidad a los GC.

Para investigar si estas alteraciones en el timo eran,
de acuerdo a lo dicho en la discusién del capitulo anterior,
consecuencia directa de la falta de insulina o indirecta por
alteraciones metab6licas y/o endb6crinas producidas en la dia-
betes, se estudibf en los timocitos la presencia de receptores
de insulina y la accién de la hormona sobre el transporte de
membrana.

Para ello se estudib el transporte de amino&cidos uti-
lizando el andlogo de alanina, X-aminoisobutirico (AIB) (228).
Este amino&cido es transportado en diversos tejidos por el
sistema A o de alanina, llamado asi por ser el sistema prefe-
rencial para amino&cidos neutros (229). E1 AIB tiene la ven-
taja de no ser metabolizado por la célula debido a que no se
incorpora a proteinas ni es catabolizado; por lo que su trans-
porte puede estudiarse independientemente del metabolismo in-
tracelular.

Por otra parte, estd8 demostrado que la insulina esti-
mula el transporte de aminodcidos en una variedad de tejidos

(230-233), incluido el tejido linfoide (171,234, 235).
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El mecanismo de accidn de la insulina ha sido difi-
cil de entender dado que sus diversos efectos se producen con
distinta secuencia en el tiempo (139-141), como se detalla en
la introduccidn.

Los estudios de los sitios de unién de la insulina en
la membrana plasmdtica ha aumentado notablemente el conoci-
miento de la forma en que la hormona interactGa con las célu-
las, asi como el de sus diveros efectos en ella (142,143,236,
237). Se ha demostrado que dicho receptor es una glicoproteina
de cuatro subunidades unidas por puentes disulfuro y tiene un
peso molecular de 350.000 daltons (238,239). La unibén de la
insulina a sus receptores es reversible, de alta afinidad,
tiempo dependiente y proporcional a la actividad biolégica de
un grupo de andlogos de la insulina. La constante de afinidad
(Ka) del receptor para la hormona en diversos tejidos varia
entre 10%M71 y 101071 (142,236,237).

Probablemente los efectos sobre las funciones de mem-
brana, tales como transporte de azficares, amino&cidos, iones
y precursores de 4cidos nucleicos ocurran como consecuencia
directa de la unibén de la insulina a sus receptores especi-
ficos (139-141,240). Adem&s de estos efectos, la insulina re-
gula un nGmero de procesos intracelulares, incluyendo activa-
cién de enzimas y sintesis de ADN,ARN y protefnas (139-141).

Hasta ahora ha sido dificil proponer un Ginico mecanis-

mo que explique efectos tan discimiles de esta hormona (241).
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Por el momento se consideran dos teorias. Una de ellas es que
la insulina genera un segundo mensajero en la capa interna de
la membrana celular y que este mensajero lleva a cabo los efec-
tos intracelulares de la hormona; entre los posibles candida-
tos para esta funcién se encuentran: iones en especial el cal-
cio (141,242 243), cGMP (244) o disminucién de cAMP (245,246).
A pesar de que desde hace m&s de una d&cada se esté trabajando
esforzadamente para demostrar esta teoria, aGn no se ha llega-
do a resultados definitivos. La otra teoria se basa en que la
insulina entrarfa a la cé&lula y luego ella misma (144) o uno
de sus subproductos (247,248) interactGa directamente con es-
tructuras intracelulares.

Lee y Williams (249) fueron los primeros en sugerir
la posibilidad de que la insulina entrara en la célula. Ellos
observaron que cuando se inyecta insulina-1251 en la vena por-
ta de las ratas y posteriormente se preparan las fracciones
subcelulares de higado, la hormona se encuentra intacta en las
fracciones de nlcleo, mitocondria, microsoma y citosol. Estos
autores postularon gue la hormona no solamente podria entrar
a la cé&lula sino también actuar sobre organelas intracelulares
tales como el nficleo. Carpentier y col (250) corroboraron esta
hip6tesis con linfocitos humanos IM-9 al observar que la insu-

lina—125

I se mueve a través de la membrana plasmética; y
Goldfine y col (251,252) con las mismas células demostraron

que la hormona puede entrar a la cé&lula intacta y unirse a es-
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tructuras como el nficleo. Actualmente se considera que la
hormona podria entrar a través de vesiculas pinociticas luego
que se une a los receptores de membrana, entrando el comple-
jo H-R, lo que explicaria la pérdida por la célula de sus re-

ceptores de superficie (145,146,253).
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III.2. MATERIALES Y METODOS

III.2.1. Drogas y soluciones

Acido x-~aminoisobutirico (1-14C) (AE 53 mCi/mmol) de
New England Nuclear (Boston M.A.). Insulina-lzsl (AE 30-40 uCi
por ug) fue preparada y gentilmente donada por el Dr. Juan
Carlos Cresto del Hospital Pedro Elizalde.

La insulina para los experimentos "in vivo" fue bovina
cristalina de 40 U/ ml y para los experimentos "in vitro" bo-
vina en polvo, ambas de Lilly.

Acido «-aminoisobutirico y tris (hidroximetil) amino
metano (Trizma Base o tris) fueron de marca Sigma.

Los buffers utilizados son los que se detallan a con-
tinuacién:

Buffer Tris I: ClNa 120 mM, ClK 5 mM, Cl.,Ca 1 mM, Cleg 2,5 mM

2

PO4H2Na 1,5 mM, Tris 25 mM pH 7,7 a 25°C,

glucosa 11 mM,

Buffer Tris II: ClNa 120 mM, ClK 0,5 mM, SO,Mg 1,2 mM, acetato

4
de Na 1,4 mM, EDTA 1 mM, Tris 50 mM pH 7,3 a

25°C, glucosa 10 mM, BSA 1%.
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ITI.2.2. Animales de experimentacién

Se trabaj6 con ratas de 20 y 90 dias. Las ratas Ax y
AxD se obtuvieron seg(n lo descripto detalladamente en el ca-
pitulo I.

El efecto de la insulina "in vivo" se estudié inyec-
tando 1U de insulina bovina en forma intraperitoneal a cada
rata. Los animales se sacrificaron cuando los valores de glu-
cemia estaban entre 50 y 70 mg/100 ml de sangre, determinados

por la técnica de la glucosa oxidasa (254).

III.2.3. Preparacidn de las cé&lulas e incubacién con AIB

La extraccifn de los timocitos se realiz6 segfin la
técnica detallada en el capitulo I. Las células se suspendie-
ron en buffer Tris I a temperatura ambiente. Se incubaron
3 x 107 cel/ml en tubos de vidrio siliconizados por tripli-
cado en un bano termostitico durante 140 min a 37°C, agregan-

14C los Gltimos 20 min.

do 30 uM de ATB y 0,2 uCi de AIB-
Cuando se estudidé el efecto de la insulina "in vitro"

el buffer Tris I contenia 1% de BSA y la insulina se agregd

al inicio de la incubacién. El1 efecto de la insulina "in vivo"

se determindé incubando timocitos de ratas Ax y AxD que habian

sido inyectadas con insulina, compardndose con c&lulas de ani-

males no inyectados.
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Finalizada la incubacibén las cé&lulas se trasvasaron
a tubos cbnicos y se lavaron con el buffer dos veces. Luego
del seqgundo lavado se contaron contra azul trypan para expre-
sar los resultados por el nfimero de cé&lulas recuperadas. Pos-
teriormente el pellet final se resuspendid en 0,2 ml de buffer
y se extrajo con tritén-tolueno centellante. Los tubos se con-
taron en un contador de centelleo liquido modelo Beckman LS 100

con una eficiencia de 90% para carbono.

IIT.2.4. Estudio de receptores de insulina en timocitos

Los timocitos se suspendieron en buffer Tris II. Se
contaron las células contra azul trypan y la alicuota de cé-
lulas necesarias para la incubacién se centrifugd en tubo c6-
nico, durante 5 min a 100 g a temperatura ambiente. El pellet
se suspendid en el buffer Tris II con 1% de BSA.

La incubacién se realiz6 en viales de plastico en un
volumen de 0,6 ml por triplicado durante 90 min con agitacifbn.
La incubacién se realiz6 a 15°C pues a esta temperatura se
mantiene la viabilidad celular, disminuye la degradacib6n del
receptor y la hormona, y permite realizar estudios en condi-

ciones de equilibrio (175). La concentracién de insulina-lzsl

-10

empleada fue de 1-2 x 10 M y las dosis de insulina no radio-

activa para desplazarla variaron entre 10—9M Yy 10-5M.
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Finalizada la incubacién se trasvasaron 0,5 ml de
muestra sobre 0,9 ml de dibutil-ftalato en tubo c¢6nico
Eppendorf y se centrifugaron 5 min en centrifuga "Microfuge".
El sobrenadante, conteniendo la hormona radioactiva libre, se
descart6 y el pellet se lavé con 1,3 ml de sacarosa al 10% en
solucibn fisiol6gica. La radioactividad asociada al pellet se
determiné en un contador de centelleo gamma modelo Beckman 4000
con una eficiencia de 60%.

La unibén especifica de insulina se obtuvo restando del

total de radiocactividad incorporada, la cantidad no desplazada

por 10_5M de insulina nativa.
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III.3. RESULTADOS

I11.3.1. Estudjo del transporte de AIB en timocitos

Cuando se estudid el transporte de AIB en los timo-
citos de ratas normales (N), Ax y AxD se encontrd (Fig.III.l.)
que en los animales Ax, diabé&ticos o no, se produce un incre-
mento significativo en el transporte de AIB con respecto a los
normales.

El efecto de la insulina "in vitro" en el transporte

de AIB se puede observar en la tabla III.l.Cuando los timoci-

tos provenientes de ratas de 90 dias Ax y AxD se incubaron en
presencia de In 10_8M no se observ®6 ningGn efecto de la hor-
mona en el transporte del amino&cido.

Para realizar "in vivo" el estudio del efecto de 1la
insulina fue necesario establecer previamente el momento 6pti-
mo, después de la inyeccién de la hormona, de sacrificar los
animales. Para ello se realizaron curvas de glucemia con ra-
tas Ax y AxD.

Las ratas Ax se inyectaron con 1lU de insulina crista-
lina a las 10 hs del difia y se sacaron muestras de sangre a los
10,20,45,60,75,90 y 120 min. Las ratas AxD se inyectaron de
la misma manera y las muestras de sangre se realizaron a los

15,30,60,90,120,140 y 180 min. Los resultados se muestran en

la Fig. III.2.; de acuerdo a ellos de decidib sacrificar los
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normales (N), Ax y AxD. '

Los resultados se expresan como promedio = error
standard de (n) determinaciones individuales.
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Tabla III.1.: Efecto "in vitro" de 10_8M de insulina sobre el

transporte de AIB en timocitos de ratas de 90

dias Ax y AxD.

Rata Control In 10-8M A
cpm/ 107 cel
1410 ¥ 28 1359 ¥ 63 -4
+ +
Ax 4638 T 309 3780 £ 327 -18
4632 L 243 5004 ¥ 330 + 8
1522 £ g9 1333 £ s¢ <12
AXD 5014 ¥ 302 4375 T 321 <43
5266 + 492 4639 T 100 =4

.+
Los resultados corresponden al promedio - error standard

de experimentos por triplicado.
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Fig. III.2.: Curva de glucemia en ratas Ax y AxD luego de la
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muestras de sangre en los tiempos indicados.
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animales cuando los niveles de glucemia oscilaran entre 50 y
70 mg de glucosa por 100 ml de sangre, que corresponde en las
Ax a una hora después de la inyeccifn y en las AxD a dos horas.

En la tabla III.2. se ve que los timocitos provenientes de

estos animales responden a la insulina, dado que la hormona
produjo un incremento significativo del transporte de AIB si-
milar en ambos grupos: Ax :(34 + 8)% y AxD ;(26 + 3)%.

El hecho de que en nuestras condiciones experimenta-
les la insulina "in vitro" no alterara el transporte de AIB
en ratas adultas, contradice 16 observado por Goldfine (189,253).
Este autor describe una estimulacién del transporte de AIB por
altas concentraciones de insulina (10—6M) en ratas de 20 dia§
normales; por ello se decidi6 repetir dicho trabajo con insu-

6

lina 10 "M y 10" %M en ratas de la misma edad y de 90 dias.

Como se ve en la tabla III.3., la mayor concentracién de In

(10_6M) produjo una estimulacién significativa de 28% en los

animales lactantes pero no en los adultos. La In 10-8M no

alterd la entrada del amino&cido en ninguno de los dos grupos.
Estos resultados indicarian que la insulina solamente

en altas concentraciones estimula el transporte de AIB en ti-

mocitos de crias lactantes pero no en ratas adultas normales.
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Tabla III.2.: Efecto "in vivo" de insulina (1U) sobre el

transporte de AIB en timocitos de ratas de 90

dias Ax y AxD.

Rata Control In 1 U EYAN P
cpm/ 107 cel
+ +
2393 < 160 3578 = 70 50 <0,01
Ax 2620 £ 76 3320 ¥ 160 27 <0,02
4126 T 148 5150 £ 183 25 0,02
+ +
5014 * 302 6445 < 169 29  <0,02
AxD 3607 L 286 4428 ¥ 285 23 <0,05
9571 & 93 3172 = 37 23 <<0,01

Se inyect6 1 U de

insulina bovina y se sacrific6 a las ratas

Ax luego de una hora y a las AxD luego de dos horas.
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Tabla III.3. : Efecto "in vitro" de insulina 10 °M v 10" 0m

sobre el transporte de AIB en timocitos de

ratas normales de 20 y 90 dias.

Rata Insulina cpm/ 107 cel n A P
s 3115 T 106 12 s —
20 dias 1078y 3249 ¥ 178 9 +4 N.S.
10 0m 3972 ¥ g5 12 +28 <0,001
e 2934 T 193 5 e we
90 dfas 10 8y 2739 ¥ 135 3 =7 N.S.
10 0m 3029 ¥ 78 6 +3 N.S.

n = nlmero de determinaciones.
.+
Los resultados corresponden al promedio - error standard

de las n determinaciones.
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I11.3.2. Estudio de receptores de insulina en timocitos

Para tratar de explicar la diferencia de comporta-
miento de los timocitos de ratas de 20 y 90 dias frente a la
insulina, se estudiaron los receptores para dicha hormona en
estas cé&lulas.

Segin puede observarse en la Fig.III.3. la unién de
insulina—lzsl a timocitos de ratas lactantes fue directamente
proporcional a la concentracién de células hasta la mayor den-
sidad celular estudiada en este trabajo. La degradacibn de la
hormona fue igual en todas las concentraciones celulares, osci-
lando entre un 10 y un 15%.

125

Los resultados de la unién .de insulina- I a timoci-

tos de ratas lactantes se puede observar en la Fig,III.4.Cuan-

do loscélulas de ratas lactantes se incubaron con 2 x 10-10M

1251, 0,54% de la radioactividad total se unid a

de insulina-
las células. El 36% de la radioactividad unidad no fue despla-
zado por 10—5M de insulina nativa, considerindose esta unién
no especifica. Esto indicaria la presencia de sitios de unidn
para la insulina en timocitos de ratas lactantes en concor-
dancia con los trabajos de Goldfine (235). Sin embargo, bajo
las mismas condiciones experimentales cuando se trabajé con
los timocitos de ratas de 90 dias Ax y AxD no se encontrd si-

tios de unién para la insulina-lzsI, pues como se ve en la

5

tabla III.4. la insulina nativa 10 "M no produjo desplazamiento

de la insulina radioactiva en ninguno de los dos grupos.
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In-"°I unida (pg)

N W B ol
I

—
|

| ] ] I

5 10 15 20
n° celx107 ml

Unidn especifica de insulina-lzsl a timocitos

de ratas de 20 dias en funcidn de la concentra-
cidén celular.
La unién especifica se determind como se deta-

lla en materiales y métodos.
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Fig. III.4.: Efecto de distintas concentraciones de insulina
125
I

no radioactiva sobre la unidn de insulina-
en timocitos de ratas de 20 dias.

Cada punto corresponde al promedio & error
standard de triplicados.
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Tabla III.4.: Unibn de insulina-lzsI a timocitos de ratas

de 90 dias Ax y AxD.

125

Rata Unidn total In- I Unidén inesp.
P9/ 108cel P9/ logcel

Ax - 40;5 < 3,3 45,1 X 2,9

AXD 33,1 T 2,2 34,5 £ 0,6

.+
Los resultados corresponden al promedio - error standard

de un experimento por triplicado.

10 125

La unidn total se midié en presencia de 10 ~ M de insulina- I

y la unibn inespecifica en presencia de 10_5M de insulina

nativa.
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IT11.4. DISCUSION

El incremento del transporte de AIB observado en timo-
citos de ratas, tanto Ax como AxD respecto a los N, esté en
concordancia con el conocido efecto inhibitorio de los GC so-
bre este mecanismo, descripto tanto en timocitos (56) como en
células de hepatoma (255). La diabetes en los animales Ax no
produjo alteraciones en dicho transporte lo que indicaria una
preponderancia de los GC sobre la insulina en el transporte
de aminodcidos en timocitos. Contrariamente a esto, Gelehrter
(255) describe en células aisladas de hepatoma, ademés de la
cldsica accibn inhibitoria de los GC, un efecto potenciador
por la insulina, no tan marcado como el de los GC pero que an-
tagoniza al mismo. Considerando que estas células tienen las
caracteristicas de los hepatocitos, esta accidn antagdbnica es
explicable ya que los mismos tienen receptores para ambas
hormonas.

A pesar de que se han presentado algunas evidencias
de la presencia de receptores de insulina en timocitos de ra-
ta y de ratén (171,256), los efectos metab8licos de la insuli-
na sobre estas cé&lulas no han sido suficientemente caracteri-
zados. Hofert (172,177) observ6 que la insulina incrementa el
metabolismo de la glucosa, y Goldfine (235) que estimula la
incorporacién de aminodcidos a proteinas. Todos estos trabajos

se realizaron en ratas lactantes solamente con altas concentra-
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ciones de insulina; se podria pensar que tales concentracio-
nes son necesarias dado que no se trata de la insulina propia
del animal (se us6 insulina bovina).

A pesar de que Goldfine (235) encontrb6 que los timoci-
tos de ratas lactantes y adultas unen la misma cantidad de in-
sulina, Gozes y col (257) no observaron presencia de dichos
receptores en timocitos de ratas de tres meses, dato que con-
cuerda con nuestros resultados; siendo &sta una posible causa
de la falta de efecto "in vitro" de la insulina sobre el trans-
porte de AIB descripto en este capitulo.

En oposicifn a esto y en concordancia con Goldfine he-
mos observado que los timocitos de ratas de veinte dias tienen
receptores de insulina y el transporte de aminodcidos es sen-
sible a esta hormona.

El hecho de que la insulina en ratas adultas tenga
efecto "in vivo" y no "in vitro" sobre el transporte de AIB
sugiere que la hormona no tiene una accibén directa sobre este
mecanismo, resultado que concuerda con la ausencia de recepto-
res para insulina en dichas células.

Estos resultados permiten postular que en los timoci-
tos de ratas adultas la insulina ejerce un efecto indirecto a
través de las alteraciones metabblicas producidas por inyec-

cién de la misma.
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CAPITULO IV

ACCION DE LOS GLUCOCORTICOIDES Y LA INSULINA EN

LOS LINFOCITOS HUMANOS ESTIMULADOS
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IV.1. INTRODUCCION

En este capitulo se investiga la accién de los gluco-
corticoides y/o la insulina sobre la respuesta inmune linfoci-
taria, de acuerdo a las consideraciones realizadas en la dis-
cusién del capitulo II. En €l se sugiere que la menor sensibi-
lidad a los GC en los timocitos de ratas AxD, podria deberse
a un mecanismo de defensa del sistema inmune cuando se elevan
los niveles de GC plasmaticos, como seria en el caso de la
falta de insulina (diabetes y ayuno) o en tratamientos con GC.

Como ya se trat6 en la introduccién de esta tesis, se
sabe que los linfocitos circulantes poseen receptores para GC
(105,107) , adem&s de que dichas hormonas inhiben la sintesis
de ARN y ADN en los linfocitos activados por mit6genos (105).
Con respecto a la insulina,si bien los linfocitos carecen de
receptores para dicha hormona, estos aparecen en su superficie
después de 24 hs de estimulacién (154,157), y por otra parte
se han descripto una diversidad de efectos de la insulina so-
bre distintas células del sistema inmune (161).

Es sabido que la insulina antagoniza muchas de las
acciones producidas por los GC, tales como hiperglucemia, balan-
ce negativo del nitrb6geno y pérdida de peso. Por ejemplo, en
la células grasa los GC disminuyen la entrada de glucosa y au-
mentan la lipolisis, y la insulina en contraste aumenta la en-

trada y oxidacibén de glucosa y disminuye la lipolisis. En
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mGsculo, las acciones de los GC son también catabblicas, aumen-
tan la velocidad de proteblisis, mientras que la insulina au-
menta la entrada de aminocdcidos y la sintesis de proteinas; en
el higado, los GC aumentan el balance negativo de nitr&geno
aumentando la velocidad de sintesis de urea mientras que la
insulina disminuye la ureogénesis, también los GC incrementan
la gluconeogénesis aumentando la actividad de las enzimas cla-
ves de este paso metab&lico, mientras que la insulina disminu-
ye la gluconeogénesis aumentando la glucolisis.

Estudios en el hombre y en animales han mostrado que
la sensibilidad de los tejidos a la insulina estd regulada por
una variedad de factores (258) y hormonas(259). Los tejidos
periféricos son resistentes a la accibén de la insulina tanto
en obesidad como en estados en los que se producen exceso de
GC y hormona de crecimiento. Inversamente, en estados relacio-
nados con deficiencias de estas hormonas, los tejidos peri-
féricos son més sensibles a la insulina tanto "in vivo" como
"in vitro". Ha sido ampliamente estudiado el mecanismo de in-
teraccibn de estas dos hormonas. La administracién de GC a ra-
tas conduce a la disminucibén en el nGmero de receptores de in-
sulina en adipocitos y hepatocitos (260). Sin embargo, la in-
cubacién de adipocitos con GC "in vitro" no tiene efecto sobre
la unibén de insulina, a pesar de que disminuye el transporte
de glucosa (261). Estos trabajos sugieren que los GC directa-

mente inhiben el transporte de glucosa en adipocitos, y que
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la disminucién de la unién de insulina observado luego de la
administracién "in vivo" de GC seria una consecuencia de los
altos niveles circulantes de insulina, los cuales a su vez
disminuyen los sitios de unibn de insulina en los tejidos
"target" (259,261), creando de esta manera un estado resisten-
te a la insulina.

Los estudios realizados en el hombre han sido bastan-
te contradictorios. Fantus y col (262) han encontrado que la
administracidén de prednisona no produce alteraciones en la
unién de insulina a monocitos a pesar de inducir un estado
hiperinsulinémico; sin embargo, Beck-Nielsen y col (263) encon-
traron lo opuesto, a pesar de que la dexametasona y la corti-
sona disminuyen los receptores de insulina (264). Estos auto-
res sugieren que la resistencia a la insulina no seria conse-
cuencia directa de un defecto en el receptor de insulina sino
probablemente dependeria de una alteracifn post-receptor.

En consideracifn a todo lo descripto, para llevar ade-
lante el proyecto mencionado al principio se estudib el efecto
del cortisol (hormona GC natural del hombre), la dexametasona
(GC sintético de accién muy potente) y la insulina sobre la
sintesis de ADN en linfocitos humanos provenientes de indivi-
duos normales estimulados "in vitro" con PHA, durante 48 hs, y
finalmente se decidi6 investigar la accibén conjunta de los
GC y la insulina, en base al conocido efecto antagbnico entre

ellas.

-91-



IV.2. MATERIALES Y METODOS

IV.2.1. Drogas y soluciones

Metil-timidina 3H (AE 6,7 Ci/mmol) fue provista por

New England Nuclear (Boston M.A.).

Ficoll (PM = 400.000), dextran (PM = 465.000), L-glu-
tamina cristalina grado III y Hepes (pka 7,5 a 25°C) fueron
marca Sigma (St. Louis Mo.).

La penicilina G-Na (1.000.000 U/ml) fue donada por
Squibb, la streptomicina ( 1g/100 ml) por Lepetit, el Hypaque
como sal sbdica (solucibén 75%) por Farmasa Farmacéutica Argen-
tina y la heparina (5.000 U/ ml) por Abbott Laboratories Argen-
tina S.R.L.

El medio de cultivo RPMI 1640 y la Phytohemaglutinina M
(PHA) (liofilizada) fueron marca GIBCO. El1 medio RPMI fue es-
terilizado a través de filtros de 0,45 um.

El suero fetal bovino (estéril) para suplementar los
medios de cultivo fue provisto por Antisueros S.R.L. y fue de-
complementado (30 min a 56°C) antes de usar.

La dexametasona y el cortisol fueron gentilmente dona-

das por el Dr. Alejandro De Nicola.

El resto de las drogas utilizadas fueron descriptas

en los capitulos anteriores.
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IV.2.2., Extraccibn y purificacibén de células mononucleares

Las célulaa mononucleares se obtuvieron de sangre pe-
riférica humana seglGn la técnica descripta por Boyum (152).

La sangre venosa humana (40-70 ml) se extrajo en for-
ma estéril con heparina (10U/ ml de sangre), y se diluy§ con
igual volumen de Dextran 3%, deja&ndose 30 min a 37°C. El plas-
ma formado se extrajo con pipeta, agregindose en tubos de vi-
drio 4 ml de dicha dilucién sobre 3 ml de Ficoll-Hypaque (den-
sidad = 1,075-1,077) en forma suave por las paredes del tubo,
form&ndose dos fases. Se centrifugé 40 min a 500 g y de esa
manera aparece una interfase que es la que contiene las célu-
las mononucleares: linfocitos y parte de monocitos y polimor-
fonucleares; el resto junto con los glébulos rojos quedaron
en el fondo del tubo. La interfase se extrajo con pipeta Pas-
teur y se trasvas6 a tubos cbnicos, lav8ndose tres veces con
solucién fisiolbgica m&s penicilina 1%.

El pellet final se resuspendi6 en medio de cultivo
y las cé&lulas se contaron en un hemocit8metro Neubauer en
8cido acético 3%; la viabilidad se determind por la exclusidn
de azul trypan (196) y fue mayor del 95%.

Las células mononucleares se resuspendieron en medio
RPMI suplementado con 10 mM de Hepes (pH 7,4-7,5) , 2 mM de
L-glutamina, penicilina (100U/ ml), streptomicina (100ug/ ml)

y 10% de suero fetal bcvino.
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IV.2.3. Activacién de las células con mitbgenos

Los cultivos de realizaron por triplicado o cuadri-
plicado en tubos de vidrio estériles de 10 x 75 mm, cerrados
con tapones de goma, conteniendo cada uno 106 cel/ml. El1 mi-
t6geno utilizado fue Phitohemaglutinina-M. El mismo se resus-
pendid en 5 ml de agua bidestilada estéril; 0,2 ml de esta
solucién madre se diluyeron a 2 ml con medio de cultivo y ali-
cuotas de esta dilucibn se agregaron a cada tubo para obtener
los cultivos estimulados.

La suspensién de cé&lulas se cultivd en estufa a 37°C

durante 48 hs.

IV.2.4. Determinacién de la sintesis de ADN.

La sintesis de ADN se midié en las cé&lulas cultivadas
por agregado de 0,5 uCi de metil-timidina 3H/ ml en las Gl-
timas 5 hs.

A las 48 hs, los cultivos se centrifugaron a 1.500 g.
El pellet final se resuspendif6 en 1 ml de agua destilada para
romper las cé&lulas y se precipitd con 0,4 ml de TCA 25% (con-
centracién final 7%). El ADN se recibid sobre filtros de fibra
de vidrio (Whatman, Clifton N.Y.), y se lavd sucesivamente con
ClH 0,2 N, ClH 0,05 N y etanol. Los filtros se secaron y se

transfirieron a un vial de pléstico con 3 ml de tolueno cen-
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tellante y se contaron en un contador de centelleo liquido
modelo Beckman LS 100C , con una eficiencia para tritio de

65%.

IV.2.5. Hormonas

La insulina se disolvi6 en 6,6 mM de ClH para dar una

concentracién de'lO_s

M y se pas6 a través de un filtro Millipore
tipo SLGS 0,25 OS y la solucibén estéril se mantuvo a 4°C.

Los glucocorticoides (dexametasona y cortisol) se di-
solvieron en etanol absoluto para dar una concentracién de

4M Y 10-3M respectivamente, y se pasaron a través de fil-

10~
tro como la insulina, manteniéndose las soluciones estériles
a 4°C.

Las diferentes diluciones‘se hicieron en medio de cul-
tivo y se agregaron las alicuotas al cultivo de células en los
tiempos indicados (tiempo cero: junto con el mitSgeno al co-
mienzo del cultivo y tiempo 24: luego de 24 hs de estimulacién).

El suero fetal bovino contenia insulina 8 uU/ ml y
cortisol 0,4 ug/ 100 ml de plasma, determinados por radioinmu-
noensayo en el laboratorio del Dr. Juan Carlos Cresto del
Hospital Pedro Elizalde.

Todas las operaciones descriptas como estériles, fue-

ron realizadas con material y bajo atmbésfera estéril (flujo

laminar Edgegard, BAKER, Co, Inc. Sanford, Maine USA).
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IV.2.6. Ayuno de los linfocitos

Una vez extraidos los linfocitos se incubaron durante
16 hs en RPMI 1640 con 10% de FCS a 37°C. Luego de este tiempo
se centrifugb y se aspirb todo el medio de cultivo, resuspen-
diéndose las células en buffer Hanks sin glucosa ni suero du-
rante cuatro horas (periodo de ayuno). Posteriormente las cé-
lulas se centrifugaron, se resuspendieron en medio completo y
se cultivaron en presencia de 20 ul de PHA durante 48 hs en
presencia o ausencia de insulina 10_9M; 5 hs antes de sacri-
ficar el cultivo se dio un pulso de 0,5 uCi de timidina-3H.
Los respectivos controles se trataron como las cé&lulas ayuna-
das nada mias que durante las 4 hs de ayuno se mantuvieron en
medio completo con 10% de suero fetal bovino.

IV.2.7. Degradacién de la insulina-lzsl

La determinacifn de la integridad de la molécula de
insulina en el medio de cultivo de células mononucleares esti-
muladas con PHA durante 48 hs se realiz6 de la siguiente manera:

insulina-1221 6 x 10710

M se agregb6 a las cero y 24 hs de ini-
ciado el cultivo. Una vez sacrificado el mismo, 0,1 ml del me-
dio de cultivo se precipit8 con 0,9 ml de TCA 5%, se centrifugb
15 min a 1.000 g, se separ6 el sobrenadante y el pellet se

lavé con 1 ml de TCA 5%; después de centrifugado,el segundo
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sobrenadante se unif6 al primero. La radioactividad asociada

al sobrenadante (insulina degradada) y la del pellet (insuli-

na no degradada) se midi6 en un contador gamma modelo Packard

4.000.
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IV.3. RESULTADOS

IV.3.1. Efecto de los glucocorticoides sobre los linfocitos

estimulados

Para estudiar el efecto de los GC, el cortisol (F) y
la dexametasona (Dex), sobre la sintesis de ADN se hizo una
curva dosis respuesta agregando la hormona al comienzo del
cultivo, junto con 20 ul del mit6geno. Como se puede ver en
la Fig. IV.l., en presencia de cortisol 10-9M, la menor con-
centracién empleada, el efecto inhibitorio sobre la incorpora-
cibén de timidina-3H fue de 10%, aumentando la inhibicibén al in-
crementar la concentracifén de la hormona llegando a 60% de in-
hibicién con cortisol 10-6M. Con Dex también se obtuvo una res-
puesta dosis dependiente, pero como es un glucocorticoide de
accién mi&s potente, su efecto se desplaz6 a menores concentra-

11

ciones: con Dex 10 "M se tuvo un efecto inhibitorio sobre la

sintesis de ADN de 21%, alcanzdndose el efecto médximo de 82%

con 10_8M. Las dosis que produjeron el 50% de inhibicibn (DESO)

7 8

fueron para el cortisol entre 10 ‘M Yy 10~

“10y v 107%u.

M y para la Dex en-
tre 10

Como el efecto inhibitorio podria deberse a un efecto
citolitico de las hormonas, y no a la inhibicién de la sinte-
sis de ADN, se determiné la viabilidad celular en los cultivos

de 48 hs en presencia de dos concentraciones de GC y en ausen-
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Fig. IV.1l.: Efecto inhibitorio de la dexametasona (Dex) y el
cortisol (F) sobre la incorporacidén de timidina—3H

en linfocitos humanos estimulados con 20 ul de PHA
durante 48 hs.

.+
Cada valor es el promedio - error standard de por
lo menos cuatro determinaciones.
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cia del mitégeno. La PHA produce aglutinacibén de las células
impidiendo hacer un buen contaje de las mismas.

8

La viabilidad con cortisol 10 "M o 10-6M oscil6 entre

11 9

M o 10 °M entre 80% y 93%. Estos re-

85% y 90% y con Dex 10
sultados indican que los GC no tienen efecto citolitico sobre
las cé&lulas mononucleares humanas ain después de 48 hs de
estar en contacto con las mismas.

Dado que los linfocitos humanos en reposo tienen recep-

tores para GC (106), se estudib el efecto de estas hormonas

sobre las c&lulas no estimuladas. La tabla IV.l. muestra que

el efecto inhibitorio de la Dex sobre la sintesis de ADN en
estas cé€lulas, sigue también una respuesta dosis dependiente.

11y no hay efecto, con Dex 107°M la inhibicién es

Con Dex 10
de 20%, alcanzédndose un 47% con Dex 10-7M. Cuando se ensay6 la
accién del F sobre los linfocitos sin estimular, 10—9M no tuvo

8

efecto y la inhibicién de 37% con F 10 "M aumentd a 60% con

107%m.

Por 4ltimo, consider&ndose que los linfocitos después
de 24 hs de estimulacibén aumentan el nfimero de receptores de
GC (105,107), se estudid el efecto de la Dex y el F en linfo-
citos estimulados poniendo la hormona luego de 24 hs de agre-

gado el mit&geno.

Como se puede ver en la Fig. IV.2., cuando estas hor-

monas fueron agregadas a las 24 hs de iniciado el cultivo el
efecto inhibitorio fue significativamente menor que cuando la

hormona estuvo presente durante las 48 hs, dentro de todos los
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Tabla IV.1 : Efecto inhibitorio del cortisol(F) y la dexameta-

sona (Dex) sobre la sintesis de ADN en linfocitos

sin estimular durante 48 hs.

Hormona cpm/ 106 cel % inhib. I
-- _ 2119 ¥ 221 —

F 10 °M 2283 T 237 &7 N.S.

" 10”8y 1330 ¥ 106 37 <0,05

" 107 M 1172 % 80 -45 <0,01

" 1076y 846 * 38 60 <0,01
s 218 ¥ 21 ==

Dex 10 11m 322 7 0 N.S.

" 1070 M 175 £ 45 -20 B

" 107 M 116 % 10 ~47 <o0,01

.+
Cada valor corresponde al promedio - error standard de un

experimento por triplicado para cada hormona.
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2.: Efecto inhibitorio de la dexametasona (Dex) y el

cortisol (F) agregados a las cero hora (EZ3) y a .
las 24 hs () del cultivo, sobre la incorpora-
cidn de timidina—3H en linfocitos humanos estimu-
lados con 20 ul de PHA durante 48 hs.

Los resultados corresponden al promedio i error
standard de dos experimentos.
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8 v 107%m).

rangos de concentraciones (10
Estos resultados indicarifian que para un mismo tiempo
de cultivo la inhibicidén de la sintesis de ADN es mayor cuando

la hormona est8i presente desde el comienzo del culti¥o, como

ha sido demostrado por otros autores (96-98).

IV.3.2. Efecto de la insulina sobre los linfocitos estimulados

Se estudi6 el efecto de la insulina entre 10 1M y

10—6M sobre la sintesis de ADN en linfocitos humanos estimula-
dos con 20 ul de PHA durante 48 hs.

Seglin puede observarse en la Fig.IV.3. existid una gran
dispersién en la respuesta. En cuatro de seis experimentos hu-
bo una estimulacién dosis dependiente; en uno, estimulacidén de
aproximadamente 20% a todas las concentraciones, y finalmente
uno con efecto inhibitorio de también 20% en todo el rango de
concentraciones, que se encontré.también en otros experimentos

8 9

individuales con insulina 10 "M y 10 “M. A la mixima concen-

tracién, 1070

M, huboun marcado efecto inhibitorio que se po-
dria explicar como un fenfmeno de "down regulation", de acuer-
do a lo observado por otros autores (265,267). En tres de los
experimentos, la mlxima estimulacidn se alcanz® con una dosis
de insulina de 10 °m.

En vista de la gran dispersidn observada en la res-

puesta a la insulina y teniendo en cuenta que los receptores
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Accién de insulina (10 "M a 10 "M) sobre la incor-
poracidn de timidina—3H en linfocitos humanos esti-
mulados con 20 ul de PHA durante 48 hs.

Cada curva corresponde a un experimento individual.
Cero: corresponde a la timidina-3H incorporada en
los linfocitos estimulados con PHA en ausencia de

insulina.
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de insulina aparecen en el linfocito luego de 24 hs de activa-
cibén, se pens6 que el efecto de la hormona podria ser directa-
mente sobre €% linfocito activado. De acuerdo a ello y para
tratar de que el comportamiento de la insulina fuera m&s uni-
forme se decidié agregarla 24 hs después del mitbgeno. Como
puede observarse en la Fig. IV.4. existif tambi&n en este caso
una gran disparidad en la respuesta: en un experimento se ob-
serv6 una marcada estimulacidn, especialmente con dosis bajas

y en los otros dos , en uno la insulina no tuvo efecto y en
el otro hubo inhibicidn.

Con los resultados obtenidos hasta el momento no se
podia sacar ninguna conclusién del efecto de la insulina sobre
la activacidn linfocitaria. Recapitulando sobre los experimen-
tos realizados se descubrid un punto no considerado, que era
el origen de las cé&lulas utilizadas. Estas provenian de dis-
tintos individuos que aunque normales podian encontrarse en
distintas condiciones metab&licas. Para tratar de normalizar
estas condiciones se resolvidé ayunar las cé&lulas durante 4 hs
previamente al agregado del mit6geno y la insulina.

En la tabla IV.2. se presentan los resultados de di-

chos experimentos, en los cuales se puede observar que el ayu-
no de las células, no mejord las condiciones experimentales

de manera de unificar el efecto de la insulina sobre la incor-
poracidn de timidina-3H. En dos de cuatro experimentos la

insulina no alter6 la incorporacidn de timidina—3H respecto a
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Tabla IV.2.: Efecto de insulina 10_9M sobre la incorporacidn

de timidina—BH en linfocitos humanos ayunados y

luego estimulados.

—

EXp. PHA PHA + In 10 M $A >
cpm/ 106 cel cpm/ 106 cel
+ +
1 Ay 7670 ¥ 906 7317 ¥ 1812 i N.S.
C 17410 % 1163 11673 £ 982 =33 <0,01
+ +
2 Ay 9199 I 1397 9451 ¥ gs5 . N.S.
C 5895 T 717 6315 £ 587 - N.S.
3 Ay 14807 ¥ 1097 8394 I 656 A3 <0;01
c 11458 ¥ 723 13561 ¥ 330 +18 <0,05
+ +
4 Ay 6194 T 940 5221 ¥ 399 —_— N.S.
C 7223 £ 130 6815 £ 70 i N.S.

Ay: ayunados durante 4 hs en Hanks sin suero ni glucosa y pos-

teriormente estimulados con 20 ul de PHA durante 48 hs en

9

RPMI con 10% de FCS en presencia o ausencia de In 10 "M.

C : controles , igual que los ayunados pero durante las 4 hs

permanecen en medio completo.
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la PHA y en los otros dos la respuesta fue dispersa.

Se pens6 entonces que otra posible causa del efecto
inhibitorio o no efecto observado en algunos experimentos se
podria deber a la degradacifén y por consiguiente disminucidn
de la concentraci6én de la hormona; esto se podia deber por la
presencia en el cultivo de monocitos (268) y enzimas proteo-
liticas provenientes de cé&lulas rotas entre ellas glébulos ro-
jos hemolizados, lo que varia en cada preparacién celular (269,
270) .

Con la idea de comprobar el grado de degradacibn de
la insulina durante el cultivo se determindé la integridad de

la molécula por la precipitacifn de insulina-lzsI con TCA 5%.

Como se puede ver en la tabla IV.3., cuando la insulina—lZSI

estuvo presente desde el comienzo del cultivo, la degradacidn
fue de (50 + 3)% y cuando se la agregb a las 24 hs fue de

(31 + 1)%. La mayor degradacibdn encontrada cuando estuvo pre-
sente las 48 hs no justifica la falta de efecto por falta de
hormona pues qgedaria todavia en el medio de cultivo.- una con-

10M, que segfin lo demostrado

centracién de insulina de 3 x 10
en la Fig.IV.3. serfa suficiente para actuar sobre las células.
Resumiendo, hasta este momento no se pudo explicar la
causa de la gran dispersifn observada entre experimentos, pues
ni el ayuno de las células, ni el agregado de la hormona cuando

aparecen sus receptores en los linfocitos estimulados ni la

degradacién de la misma unificaron los resultados.
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Tabla IV.3.: Degradacién de la insulina- I en células mono-

nucleares estimuladas con 20 ul de PHA.

125 10

EXp. In-"“’I 6 x 10 ~°M % insulina
0 hs 24 hs degradada
1 4 3 g X2
= 4 30 & 4
2 + - 54 ¥ 2
- 4 5 e |

Linfocitos humanos cultivados durante 48 hs en RPMI 1640 con
10% de FCS estimulados con 20 ul de PHA en presencia de insu-
lina—leI agregada al iniciarse el cultivo (Ohs) o después

de 24 hs (24 hs). Los resultados corresponden al promedio -

error standard de dos experimentos por duplicado.
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En todos los experimentos realizados hasta ese momento
se habia determinado el indice de estimulacié6n linfocitaria,
que se calcula como el cociente entre la timidina—3H incorpo-
rada en las células estimuladas respecto a la incorporada por
las células sin estimular. Volviendo a la Fig. IV.3. se obser-
v6 que los experimentos en los cuales la insulina tenia un
efecto estimulatorio coincidfan con un iIndice de estimulacidn
menor de 20 y cuando el efecto de la hormona era inhibitorio

o0 no habfa efecto el indice era mayor de 20 (tabla IV.4.).

Es sabido que la estimulacién mitogénica depende de
varios factores, entre otros: sensibilidad del individuo donan-
te, poblacibn celular y dosis del mitbgeno. Con respecto a es-
te Gltimo, se ha demostrado que la PHA como la Con A son mit6-
genos que a altas concentraciones, por encima de la dosis mi-
togénica 6ptima, produce inhibicidén de su propio efecto mito-
génico (271-273). De acuerdo a ello se pensd que los 20 ul de
PHA agregados a los cultivos podrian ser, en algunos casos,
una dosis supradptima que ejerciera un efecto autoinhibitorio
enmascarando la verdadera accib6n de la insulina.

Teniendo en cuenta lo dicho anteriormente se realizb
en ese momento lo que tendria que haberse hecho en un princi-
pio: determinar la concentracifén Sptima del mit6geno en nues-
tras condiciones de trabajo. Para ello se realizaron varios

cultivos en presencia de distintas dosis de PHA.
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Tabla IV.4.: Indice de estimulacibén de los experimentos del

grdfico IV.3. en relacibén al efecto de la insulina

sobre la sintesis de ADN en linfocitos estimula-

dos con PHA.

Exp. Efecto de 1In. I.E.
1 estimulacidn 12
2 estimulacibn 15
3 estimulacién 9
4 estimulacibn 20
5 no efecto 32
6 inhibicién 40

I.E.: Cociente entre la timidina-3H incorporada en células

estimuladas respecto a las células sin estimular.
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En la tabla IV.5. se muestran los resultados de cuatro

experimentos. Como puede observarse existe una gran variacién
en la cantidad de timidina-3H incorporada por las células para
la misma dosis del mit6geno , fenSmeno que ha sido descripto
por otros autores (274). Sin embargo, entre 0,5 y 5 ul de PHA
(dosis subéptima) existe una respuesta dosis dependiente entre
cantidad de mitb6geno agregada y timidina—3H incorporada y a
valores suprabptimos (50 ul) se observa el mencionado efecto
autoinhibitorio,

En vista de estos resultados las células se incubaron
con distintas concentraciones de PHA, en presencia o ausencia

9

de insulina 10 M. En la tabla IV.6. puede observarse que la

insulina produce una potenciacién de la accibn de la PHA, en-
contrindose el efecto mdximo a las menores concentraciones del
mit6geno. Por encima de la dosis mitogénica 6ptima, la insu-
lina potencia el efecto autoinhibitorio del mitégeno, explicén-
dose de esta manera lo que podria llamarse "efecto inhibitorio

de la insulina"

IV.3.3. Accibn conjunta de los glucocorticoides y la insulina

sobre los linfocitos estimulados

Debido a que el efecto potenciador mitogénico por par-
te de la insulina depende de la dosis de PHA utilizada , antes

de realizar los experimentos con insulina y glucocorticoides
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Tabla IV.5.: Efecto de distintas cancentraciones de PHA sobre

la incorporacidén de timidina-3H en linfocitos

humanos.
, 6

PHA cpm / 10" cel

ul 1 2 3 4

0,0 965 ¥ 30 590 £ 170 1391 ¥ 162 774 £ 95
0,5 — N - 1697 £ 507
1,0 — — — 8260 T 1410

+ +

2,0 s s 34299 ¥ 590 33786 ¥ 2570
5,0 23537 - 1678 12462 T 505 50636 T 2842 -
10,0 36868 T 5282 13237 ¥ 1042 23440 T 1428 el
20,0 38561 % 3022 17792 & 894 = s
50,0 24271 ¥ 3034 15466 ¥ 2119 13740 ¥ 224 o

.+
Los resultados corresponden al promedio - error standard

de experimentos por triplicado.
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Tabla IV.6.: Efecto de insulina 10-9M sobre la incorporacidn

de timidina—3H en linfocitos humanos estimulados

con distintas concentraciones de PHA.

PHA Control In. 10 M A 2
ul cpm/lO6 cel. cpm/lO6 cel.
0,0 854 ¥ 121 909 ¥ 102 6 N.S.
0,5 2350 ¥ 634 4582 * 178 95 0,02
2,0 22172 ¥ 2254 31590 ¥ 1400 42 £0,02
5,0 37896 I 3656 40223 I 7878 6 N.S.
20,0 21417 % 1450 16931 ¥ 602 ~24 <0,05

: 5
Los resultados corresponden al promedio - error standard

de un experimento por triplicado.
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agregados juntos a la cero hora del cultivo, se estudid el
efecto del cortisol en concentracibén baja (10—8M) y alta
(10-6M) sobre la estimulacibén producida por distintas dosis

de PHA. En la tabla IV.7. puede observarse que las células

estimuladas con dosis bajas del mit6geno son més sensibles a
la inhibicién que las que fueron estimuladas con dosis altas.
Considerando que el efecto de la insulina y el corti-
sol sobre la activacién linfocitaria, depende no solamente de
la concentracién de hormona utilizada sino también de la del
mit&geno, se decidif llevar a cabo los experimentos que se des-
criben a contindacibén en los que se muestra el efecto conjunto
de estas hormonas sobre células estimuladas con distintas do-
sis de PHA. Ambas hormonas se utilizaron en un rango de concen-
traciones fisiol6gicas, cortisol entre 1078y y 107 % e insulina

-10 8

entre 10 - "M y 10 "M.

En la tabla IV.8. se presentan dos experimentos reali-

zados con 1 ul de PHA. En el primero de ellos, donde la esti-

mulacidén mitogénica fue baja, la insulina 10-8M produjo una

estimulacién significativa de 91% sobre la PHA, pero con 10—10M

no llegbé a ser significativa. En el segundo experimento, en
donde el efecto de esta dosis de PHA fue mayor, se muestra la
accién de cortisol e insulina.Cortisol 10—6M produjo una incor-
poracibn de timidina-3H de solamente 15%, efecto que no pudo

8 -10

ser revertido por insulina 10 "M ni 10 M, que si antagoniza-

ron la accién inhibitoria de cortisol 10-8M.
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Tabla IV.7 Efecto inhibitorio de cortisol (F) 10_8M Yy 10_6M
sobre la incorporacibn de timidina—3H en linfoci-
tos humanos estimulados con diferentes concentra-
ciones de PHA durante 48 hs.

PHA  Control F 10 %M 3 F 10 %M 3

ul cpm/lO6 cel. cpm/lO6 cel. Inh. cpm/lO6 cel. Inh.
+ - -

1,0 28162 - 2585 14969 - 2065 ~47 4383 - 644 -84
+ - -

270 36481 - 2174 27619 - 1137 -24 22925 -1010 -37
+ -

20,0 8805 - 322 -— - 6248 - 565 -29

.+
Los resultados corresponden al promedio - error standard de

triplicados.
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8

Tabla IV.8.: Efecto de insulina (In) 10 "M y 10”10 sobre 1a

incorporacibn de timidina-3H en linfocitos humanos
estimulados por 1 ul de PHA.
Efecto inhibitorio del cortisol (F) en presencia o

ausencia de In.

. $ Timid.
Agregados cpm/ 10 cel. incorpor.
PHA 1 ul 11108 % 1244 100
" " 4 In 10 %M 21234 I 2262% 191
wo w4 o1n 10 10y 13663 I 1452 120
PHA 1 ul 28162 * 2585 100
" "+ F 20 OM 4383 ¥ 644 15
" "oy " 4 In 10 SM 4903 ¥ 1583% 17
moooomo4 w4 1n 1070 3798 £ o247 13
" "+ F 10 M 14969 I 2065* 53
moom 4 w4 1n 1078M 23143 82
w3 " 475 20 % 23567 T 2135+ 84

Los resultados corresponden al promedio * error standard de
triplicados. Diferencias estadisticamente significativas:

* contra PHA, + contra F.
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La tabla IV.9. muestra dos experimentos realizados

con 5 ul de PHA. En el primero, en el cual la accién mitogé-

. . . . e 3 .
nica fue baja, la incorporacién de timidina-"H en presencia de

cortisol 107°

1078y y 10—9M, pero no por 10

M fue de 67%, que pudo ser revertida por insulina
-loM. En el segundo experimento,
en el que la accibn mitogénica fue mé8s potente, el efecto in-
hibitorio de la misma concentracibdn de cortisol fue mayor, no
siendo antagonizado por ninguna concentracidén de insulina.El
efecto de cortisol 10—7M sobre la incorporacién de timidina—3H

fue antagonizado por insulina 10" 8m y no por 10"1%; sin embar-

go el cortisol 5 x 10—8

M fue antagonizado por las dos concen-
traciones de insulina.

Dado que la dexametasona es una droga sintética de po-
ternte accibn farmacolb6gica, no se estudib el efecto antagbnico
entre ella y la insulina, pues como se establecib6 en los obje-
tivos de esta tesis el enfoque de este trabajo es fisiolbgico.
A pesar de ello, en dos experimentos realizados con 5 ul de
PHA, se observd en uno que la insulina en una concentracién de

9 9

10" °M disminuyé la inhibicién de 58% producida por Dex 10 "M

a 29%. En el otro experimento, la misma concentracibén de insu-

lina no alter6 la inhibicién de 66% producida por Dex 10-9M,

pero antagonizé la de Dex 10 10M. (Fig.IV.5.)
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Tabla IV.9.: Efecto inhibitorio del cortisol (F) en presencia

o ausencia de insulina (In) sobre la incorpora-

cién de timidina—3H en linfocitos humanos esti-
mulados con 5 ul de PHA.

) & Timid-
Agregados cpm/10° cel. incorpor.
PHA 5 ul 9389 X 624 100

" " 4+ F 10 °M 6248 * 565% 67

" " " + In 10_8M 9096 i 188+ 97

W " 4+ 1In 10 %M 8406 * 533" 90

W " 4 1n 10 1% 6763 ¥ 413% 72
PHA 5 ul 24127 * gos 100

" " F 10" %M 8607 * 707* 36

n " 4 In 10" %M 7359 ¥ 64+ 31

" " n + In 10—10M 7735 & 359* 32

" "+ F 10 M 16392 * g19% 68

# " " 4+ In 10 %M 19854 T 130%+ 76

# " " + In 10 10y 20125 2210 83

" " +F5x 10 oM 15375 ¥ 916* 67

" " " + In 10-8M 20149 i 275*+ 83

" "o " 4+ 1n 10 10y 21110 ¥ s503*+ 87
Diferencias estadisticamente significativas: * contra PHA

+ contra F.

.+
Los resultados corresponden al promedio - error stanadrd

de triplicados.
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Fig. IV.5.: Efecto inhibitorio de la dexametasona (Dex) en
presencia o ausencia de insulina (In) sobre. la
incorporacidén de timidina—BH en linfocitos hu-
manos estimulados con 5 ul de PHA.

E:] Dex EZZ Dex + In
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IV.4. DISCUSION

En concordancia con los resultados de otros investi-
gadores (105,221), en el presente trabajo se observdé que el
cortisol y la dexametasona inhibieron la accién mitogénica de
la PHA en linfocitos humanos. La Dex por ser un glucocorticoi-
de sintético de accibén muy potente, utilizado en concentracio-
nes farmacolb8gicas, produjo mayor inhibicibén que el F, hormo-
na natural del hombre; la mayor concentracién de &sta (10-6M)
corresponde aproximadamente a concentraciones suprafisiolbgi-
cas de la hormona, posibles de encontrar en el plasma en si-
tuaciones de stress.

El efecto inhibitorio del cortisol dependi6 no sola-
mente de la concentracién presente sino también de la dosis de
PHA utilizada, encontrdndose la mayor sensibilidad a la accién
supresora del GC con concentraciones subdptimas del mitdgeno,
como ya ha sido demostrado (275-277).

Por otra parte, la inhibicibén de la incorporacibn de
timidina—3H por los GC en los linfocitos estimulados, se rea-
1iz6 sobre la sintesis de ADN y no fue consecuencia de un efec-
to citolitico ain en sus m8s altas concentraciones. Dichos re-
sultados concuerdan con lo descripto por Lippman (105), y se
halla en oposicién al conocido efecto litico de estas hormonas
sobre los timocitos (45,225), y en correspondencia al efecto

inhibitorio sobre la sintesis de ARN sobre las mismas cé&lulas.
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Muestra de ello es lo observado en nuestro laboratorio, en que

7

cortisol 10 'M y corticosterona 10-5M producen un 65% de lisis

en las células del timo de la rata luego de 16 hs de incuba-

4y (278).

cién, llegando a 70% con 10

Ha sido bastante discutida la accién de los GC en los
linfocitos estimulados, cuando son agregados después de la ac-
tivacién. Estudios "in vitro" han sugerido que la sensibilidad
a los GC varfa con el estado de activacifn mitogénica.Nowell
(96) observ6 que prednisolona-2l-fosfato reduce el nlGmero de
mitosis inducidas por PHA en linfocitos humanos circulantes;
siempre y cuando esté& presente las primeras 24 hs de la esti-
mulacién. Tormey y col (97) demostraron que esta hormona inhi-
be la incorporacifn de timidina y citidina en linfocitos esti-
mulados con PHA y que un retraso en el agregado del GC produce
una menor inhibicién; Ono y col (99) observaron lo mismo con
hidrocortisona en la incorporacién de uridina a ARN.

Estas observaciones llevaron a considerar que en los
linfocitos circulantes activados habifia una fase temprana de
mayor sensibilidad a los GC, para luego hacerse menos sensible;
por ello se pensSé que la sensibilidad a los GC varia con el
estado de activacién inmunolbgica de la célula.

En nuestro caso, el menor efecto inhibitorio hallado
al agregar el cortisol o la dexametasona 24 hs después de la
activaciébn mitogénica, en relacibén al agregado a la cero hs

y durante un tiempo fijo de activacidén (48 hs), se deberia a
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que a la cero hora se estaria bloqueando el proceso de activa-
cibén blastogénica, mientras que a las 24 hs solamente se esta-
ria atenuando una respuesta que ya est8 en desarrollo. Sin em-
bargo, Smith y col (106), trabajando con distintos tiempos de
estimulacién pero iguales periodos en presencia de GC, encon-
traron que los linfocitos activados permanecen igualmente sen-
sibles a dichas hormonas a lo largo del periodo de activacién.
Por ello sugieren que el efecto inmunosupresor de los GC puede
deberse a la inhibicibén de la proliferacién celular, no estan-
do relacionado a variaciones de sensibilidad de las células
durante la activacién.

En conclusién la inhibicibén de la blastogénesis en
linfocitos humanos por GC no es consecuencia de la citolisis
y depende de la potencia y concentracién de la hormona, tiempo
en que &sta se agrega y dosis del mit&geno.

Con respecto al efecto de la insulina en la activacidn
linfocitaria, en los Gltimos anos se puso en evidencia su po-
sible importancia gracias a los trabajos que realizaron
Helderman y Strom (157,158) sobre receptores de insulina en
linfocitos activados. Teniendo en cuenta que la insulina es
una hormona cuyos principales efectos son anab6licos, conside-
ramos la posibilidad de que ella en alguna forma estimulara la
sintesis de ADN en los linfocitos activados.

Los primeros experimentos realizados en presencia de

insulina mostraron una gran variabilidad en la cantidad de ADN

-124-



sintetizado por las células estimuladas, lo que llevd a que
en alqunos casos el porcentaje de radioactividad incorporada
fuera superior al de las células sin hormona pero en otros
fuera igual o menor. Se consider6 entonces la posibilidad de
que dichas variaciones observadas se podian deber a que los
individuos estaban en algunos casos en ayunas y en otros no,
encontrandose por consiguiente en distintas condiciones meta-
b6licas y endbcrinas.

Estd demostrado que como consecuencia del ayuno se
produce una disminucién de los niveles circulantes de glucosa
asi como de algunas hormonas tales como insulina (279), hormo-
na foliculo estimulante, luteinizante, de crecimiento y pro-
lactina (280), en correspondencia a un menor consumo energé-
tico. Se sabe también que alteraciones en la dieta o estado
nutricional pueden influenciar marcadamente las respuestas in-
munes (281). Wing (282) ha demostrado un aumento en la activi-
dad antimicrobiana de los macr6fagos en el ratén, como conse-
cuencia del ayuno.

Por tal razb6n, como se explic6 anteriormente, para tra-
tar de normalizar por lo menos las condiciones metab&licas en
que se encontraban las cé€lulas de los distintos individuos,
se las incub6 en buffer salino sin glucosa ni suero durante
cuatro horas. Consideramos este tiempo adecuado, dado que
Heaton y Gelehrter (283) demostraron un incremento en el trans-

porte de AIB en células de hepatoma de rata luego de un ayuno
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de aminodcidos de cuatro horas. En esas condicones los linfo-
citos ayunados mantuvieron su viabilidad y capacidad de esti-
mulacién como los controles, y la insulina se comport6 exacta-
mente igual que en los experimentos anteriores.

Por otra parte los resultados obtenidos por nosotros,
mostraronque la degradaciétn de la hormona no seria tampoco
responsable de la falta de efecto o inhibici6n del proceso mi-
togénico. No se descarta la posibilidad que un metabolito pro-
ducto de la degradacién de la insulina fuera el causante de
tales efectos, a pesar de que se han descripto péptidos deri-
vados de la insulina que potencian la accién de la misma (oxi-
dacién de la glucosa) en adipocitos de rata (284). Por otro
lado , trabajos de Saltiel y col (285) han sugerido que cier-
tas acciones de la insulina pueden estar mediadas por factores
quimicos que son liberados de la membrana plasmitica de las
células "target" luego de incubacibén con la hormona. Concentra-
ciones fisiol6gicas de la insulina en higado de rata liberan
dos factores, uno de los cuales estimula la piruvato deshidro-
genasa mientras que el otro inhibe tanto esta enzima como la
adenilato ciclasa, pudiendo estos factores estar involucrados
en nuestro caso.

El efecto inhibitorio de la sintesis de ADN por accién
de la insulina en linfocitos estimulados, solamente se observé

cuando el mitS6geno se usb en altas dosis (20 ul); esto permite
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inferir que la insulina estimularfa la accién autoinhibitoria.
La accién estimulatoria hallada también con 20 ul se deberia
a diferencias en la respuesta mitogénica de cada individuo.

Muestra de ello es la tabla IV.5. en la gque se observa que se-

gn el experimento, 20 ul de PHA pueden ser dosis 6ptima (exp 1)
o suprabptimas (exp 3 y tabla IV.6.), indicando que an con
esta dosis de PHA la insulina podria estimular la sintesis de
ADN, siempre y cuando el mitégeno no produzca la mixima res-
puesta.

Finalmente se demostr§ que la capacidad de la insulina
para estimular la sintesis de ADN en linfocitos activados depen-
dié , como en el caso de los GC, de la cantidad de mit&geno
utilizada y ademls de la capacidad de las cé&lulas de ser esti-
muladas.

Snow y col (170) cultivando linfocitos murinos en pre-
sencia de suero sintético (sustituto de suero fetal bovino)
observaron que la insulina potencializaba el efecto mitogénico
de la Con A pero no el de la PHA; es posible que estos autores
hallan usado dosis supradptimas del segundo mit6geno ya que en
sus resultados no se observan diferencias en la incorporacidn
de timidina con las dos dosis de PHA utilizadas. Por otra par-
te, mientras el iIndice de estimulacién con Con A fue bajo
(IE = 7) el de PHA fue mayor (IE = 43). Estos resultados esta-
rian de acuerdo con nuestra observacidn en que existe correla-

cién entre indice de estimulacién y potenciaci6n por la insu-
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lina del efecto mitogénico.

Es sabido que la insulina sola o en combinacidn con
otras hormonas ejercen efectos diversos sobre procesos metab&-
licos. En este capitulo se demuestra que la insulina puede
ejercer un efecto antagfnico sobre la inhibici6n de la activa-
cién linfocitaria producida por cortisol y dexametasona. Dicho
efecto antagbnico es comparable al descripto previamente en
otros procesos celulares. Por ejemplo, la accién de la insulina
y los GC son antagfnicos sobre el transporte de aminodcidos
Yy la degradacién de proteinas en cé&lulas de hepatoma (286), y
sobre la incorporacién de nuclebsidos a macromolé&culas y en
la actividad de la timidina kinasa en células de cancer mama-
rio humano (287).

De los resultados presentados se podria concluir que
la insulina potencializa el efecto de la PHA solamente cuando
existen concentraciones mitogénicas sub&ptimas en el medio de
cultivo, ya sea debido a bajas dosis del mit6geno o a la pre-
sencia de GC como inhibidor,siempre y cuando este efecto sea
menor del 60%.

Strom y col (168) han demostrado que la insulina incre-
menta la sintesis de ADN en cultivos de linfocitos humanos alo-
geneicos en un medio libre de suero fetal y en presencia de
suero sustituto. Estos autores sugieren que esta accibn es con-
secuencia de la interaccibén especifica de la insulina con los

receptores en el linfocito activado. Han demostrado también
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que la insulina es capaz de aumentar la capacidad citolitica
de las cé€lulas T killer en la rata (288), y postulan que la
habilidad de la insulina para incrementar especificamente la
funcién citot6xica de los linfocitos T y la proliferacién de
linfocitos en cultivo mixto, residirfia en la capacidad de es-
ta hormona de estimular el metabolismo intermedio en los lin-
focitos activados (167). Con nuestros resultados no podemos
descartar que la insulina pueda actuar sobre el linfocito ac-
tivado, pero postulamos que una primera accibn seria a través
de las células accesorias.

Estd ampliamente aceptado el requerimiento de cé&lulas
accesorias para la proliferacién de los linfocitos T en res-
puesta a mitSgenos o antigenos (289,290} La induccién de la
proliferacién de las cé&lulas T y la formacibn de cé€lulas efec-
toras requiere diversas senales (291). La primera senal invo-
lucra la unidén del antigeno o mitégeno a la membrana del lin-
focito que induce la liberacibn por los monocitos de un impor-
tante factor, la interleuquina-1 (292,293), que actfia sobre
las cé&lulas T helper para liberar otro factor llamado inter-
leuquina-2 (294,295). Dicho factor actla sobre las células T,
que responden, proliferan y se diferencian en cé&lulas T efec-
toras (296).

snyder y col (297) y Stosié-Grujicié y col (298) de-
mostraron que los GC ejercen su efecto inmunosupresor a través

de la produccidn de IL-1 por el monocito. Por otra parte, el
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monocito no s6lo posee receptores de insulina (156) sino que
Beck-Nielsen (166) demostr6 que dicha hormona activa el meta-
bolismo de hidratos de carbono en esas cé&lulas. En base a ellos
en esta tesis se postula que la accifén antagbfnica observada
entre insulina y glucocorticoides en linfocitos activados se
ejerceria sobre la produccién de IL-1, paso que modularia las
etapas que se desencadenan posteriormente.

No se descartan otros mecanismos ya que se ha descrip-
to que el monocito adem8s de segregar IL-1 produce una diver-
sidad de factores que participan en los mecanismos de defensa
del organismo regulando funciones de otras células (299). El
efecto de la insulina tambi&n podria ser a través de uno de
estos factores que regulan la sensibilidad a los GC (300).

La sensibilidad del sistema inmune a los glucocorti-
coides y el efecto antagénico de la insulina sobre su accidén
inhibitoria, sugiere que ambas hormonas pueden jugar un rql
importante en la regulacién de la respuesta inmune, y podrian
ser uno de los factores que producen las deficiencias inmuni-
tarias, que se encuentran en algunas enfermedades end&crinas

como la Diabetes Mellitus y la desnutricién.
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Como se ha expresado a lo largo de esta tesis, actual-
mente se conoce bien el efecto de los GC sobre el timo tanto
"in vivo" como "in vitro", pero sin embargo el efecto de 1la
insulina sobre estas cé&lulas estd menos estudiado.

El primer paso de este trabajo fue estudiar el efecto
de la falta de insulina (diabetes inducida por Stz) sobre el
timo de ratas intactas o adrenalectomizadas. Nuestros resulta-
dos demostraron que la disminucién de peso de timo observada
en las ratas diabé&ticas, con o sin adrenales, estd asociada a
una menor cantidad de timocitos, especialmente los GC-sensibles
0 timocitos corticales. La involucién del timo en los animales
AxD, sugiere gque parte de este efecto es consecuencia de la
falta de insulina y no se la puede atribuir como en el animal
diabético, solamente a la presencia de altos niveles de GC
circulantes.

Se estudib ademds la sensibilidad a los GC en los ti-
mocitos de ratas AxD. Se encontr6 que en animales Ax la diabetes

produce un aumento en la K, del receptor de GC, indicando una

d
menor afinidad de los GC por su receptor. El nfimero de recep-
tores no se alter6, siendo el mismo muy variable en ambos gru-
pos de animales.

La menor afinidad del receptor por su hormona se co-
rrelaciona con el menor efecto inhibitorio producido por las

concentraciones m4s bajas de Dex y B sobre la incorporacidn de

L a 3 . . L s
uridina-"H en estos timocitos, sugiriendo una menor sensibilidad
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a la hormona producida por la ausencia de insulina. Esta menor
sensibilidad se podria deber a posibles cambios producidos en
el receptor de GC como consecuencia de las alteraciones meta-
b6licas y/o endbcrinas producidas en la diabetes.

Por otra parte, la ausencia de receptores de insulina
en timocitos de ratas adultas Axy AxD se correlaciona con la
falta de efecto "in vitro" de la insulina en el transporte de
ATIB. Sin embargo hubo efecto "in vivo" de la insulina; la in-
yeccibn de 1U de la hormona a estos animales ademds de hipo-
glucemia produjo en los timocitos un incremento significativo
del transporte de AIB, lo que sugiere una posible correlacidén
entre ambos fenfmenos.

De estos resultados se puede deducir que dado que los
timocitos de ratas poseen receptores para GC la accibén ejerci-
da por estos esteroides es directa a través de su receptor;
en cambio la accién ejercida por la insulina seria indirecta
ya que estas células no poseen receptores para dicha hormona.

Considerando que en el animal adulto el timo no es
el 6rgano mis importante en la regulacidn de la respuesta in-
mune, y en base a lo presentado anteriormente, se estudif la
accibén de los GC y la insulina sobre los linfocitos humanos
circulantes dado que en estas células se han encontrado recep-
tores para GC y los receptores para insulina estan presentes

en las células accesorias y en los linfocitos activados.
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En concordancia con los resultados de otros investi-
gadores, el cortisol y la dexametasona inhibieron la accibn
mitogénica de la PHA en los linfocitos humanos, dependiendo
este efecto no solamente de la potencia y concentracibén hormo-
nal sino también de la dosis del mit&8geno utilizada. En nin-
guno de estos casos la lisis celular fue causa de la inhibicibn
de la sintesis de ADN.

Con respecto al efecto de la insulina sobre la acti-
vacidén linfocitaria, se demostr$ que la insulina era capaz de
estimular la sintesis de ADN en linfocitos activados solamente
cuando existen concentraciones mitogénicas subfptimas en el
medio de cultivo. Por otro lado concluimos que la insulina es-
timularfa la accién autoinhibitoria de la FHA que se produce
en dosis supradptimas. Ademds se demostrd que la insulina pue-
de ejercer un efecto antagbénico sobre la inhibicién de la ac-
tivacién linfocitaria producida por el cortisol y la dexameta-
sona, siempre que la inhibicién producida por el GC sea menor
de 60%,

En esta tesis se postula que la accibén antagbnica ob-
servada entre GC e insulina en linfocitos activados se ejerce-
ria sobre el monocito, alterando la produccién de IL-1, dado
gue es inhibida por los GC y el monocito ademis de poseer re-
ceptores para insulina es sensible a ella.

La disminucibén del efecto inhibitorio de los GC en cé-

lulas linfoides observado en esta tesis, se ha demostrado en
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timocitos de ratas AxD y en linfocitos humanos estimulados en
presencia de insulina. Ambos efectos; antagbnicos a la accibn
de los GC, responderian a diferentes mecanismos. En el primer
caso, la deficiencia crénica de insulina causaria en forma in-
directa un aumento en la Kd del receptor de GC. En el segundo
caso, la insulina en forma directa aumentaria la secrecién de

IL-1. Cualquiera de los dos mecanismos contrarestarfan la ac-

cidén inmunosupresora de los GC circulantes.
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