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INTRODUCCION GENERAL



I. Historia del conocimiento de la función del timo

La importancia inmunológica del timo y de sus células

está actualmente bien establecida. En realidad durante centu­

rias el timo ha sido un órgano enigmático y se han producido

muchascontroversias sobre su embriologia, anatomía, fisiolo­

gía, patología y significado clínico.
Los antiguos griegos, quienes realizaban sacrificios

rituales en animales jóvenes y generalmente prepúberes, nota­

ron la existencia de una masa de tejido en el pecho sobre el

corazón, extendiéndose hasta el cuello, y concluyeron que este

debería 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 número de trabajos sobre el tema han sido pu­

plicados y compendiados por Miller (1). John Beard, a comien­

zos de siglo, concluyó por observaciones histológicas que el

timo debería ser el lugar de origen de aquellas células encon­

tradas en la corriente sanguínea y otras partes del cuerpo.

Hammar,en la misma época, a través de estudios de embriología
y microanatomïa, consideró que tenía "función antitóxica"; fi­

nalmente en 1960 se estableció firmemente la función linfopo­

yética del timo, en parte comoresultado de las investigacio­
nes de Metcalf.



Aunque en la década del 60 había quedado establecida

la función linfopoyética del timo, los inmunólogostodavia se

oponían a la idea de que el timo o sus linfocitos jugaran al­

gún rol en la inmunidad. Una de las causas de esa idea era que

los animales timectomizados durante o después de la pubertad

podían producir anticuerpos y todo tipo de reacciones de de­

fensa (2). Esto sugería que el timo, al menos en el animal

adulto, no participaría en el control y mantenimiento de las

defensas del organismo y aún podria no ser un órgano esencial.
Los estudios de la atrofia del timo no se realizaron hasta la

década del 60; comoresultado de ellos , se llegó a la conclu­

sión de que la timectomía 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. Morfología y función 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 lóbulo del timo se puede dividir en tres regiones, de acuer­

do a la distribución de los vasos sanguíneos y al número de



células linfoides por superficie: la corteza con gran número

de células linfoides; la médularelativamente rica en células

epiteliales y menorcantidad de células linfoides, y una re­

gión intermedia, la zona cortico-medular, rica en vasos san­

guíneos (8).
En la corteza las células linfoides están dentro de

un reticulo epitelial; la región externa de la mismaestá com­

puesta principalmente por linfocitos grandes, células inmuno­

lógicamente inmaduras, mientras que la región interna contie­

ne thocitos pequeños maduros. Ademásde las células linfoides

en la corteza se observan células con actividad fagocítica

(macrófagos).

En la médula, las células epiteliales del reticulo son
de dos tipos distintos, epitelio-reticulares y epitelio-vacuo­
ladas, encontrándose dentro de este reticulo linfocitos peque­

ños que se asemejan a los de 1a corteza interna; además de cé­

lulas con función macrofágica llamadas "interdigitating cells"

y algunos macrófagos (9). Dentro de la médula se encuentran

ademásracimos de células epiteliales, llamados corpúsculos de

Hassall (10), que están constituidos por células epiteliales
dispuestos en forma concéntrica cuya función se desconoce.

El principal cambio morfológico observado en el timo

con la edad, es una depleción de los linfocitos corticales y

su reemplazo por células adiposas y un incremento aparente de

las células epiteliales y macrófagosde la médula. Esto está



acompañado de una disminución progresiva en peso y volumen del

órgano (8).

Según Baroni y col (ll) en el timo del individuo adul­

to predominan los linfocitos OKT3+ (timocitos maduros y medu­

lares) (12) y están disminuidas las células OKT6+ (timocitos

inmadurosy corticales), presentándose en los niños la relación

inversa, correspondiendo a una mayor respuesta mitogénica en

las células en el primer caso respecto del segundo.

La principal función inmunológica del timo es que en

él los timocitos precursores inmadurosproliferan y se diferen­

cian en linfocitos T maduros e inmunocompetentes (13,14). La

otra función sería la de segregar una variedad de factores hu­

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

III. Maduracióny función de los linfocitos

La respuesta inmune comprende una serie de fenómenos

que resultan de la interacción específica de las células del

sistema inmunológico con el antígeno (Ag). En ella están com­

prometidos diferentes tipos celulares y mediadores químicos

elaborados por las mismas células, que dan lugar a reacciones

de caracter humoral o de tipo celular (18).

Dos tipos principales de células intervienen en la res­

puesta inmune, segün los factores que intervienen en su madu­



ración. En primer lugar, células inmunocompetentessensioles

al antígeno, que son las que reconocen específicamente las de­

terminantes antigénicas y que responden de dos maneras: con la

formación de anticuerpos humorales (linfocitos B) o de media­

dores químicos de la inmunidad celular (linfocitos T). En se­

gundo lugar están las células que tienen un papel accesorio

en la respuesta inmune, que facilitan el procesamiento o la

presentación del antígeno, o que liberan factores que modifi­

can las manifestaciones de la respuesta inmunológica (18,19).

Las células 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 autorenovación y de diferenciación

en formas más maduras (19,20).

La maduración de las "stem cells" está dirigida por

lo menos en dos direcciones a fin de que las funciones de in­

munidad humoral y celular sean posibles. Dicha maduración se

produce en los órganos linfáticos primarios: timo y bursa de

Fabricio en las aves o su equivalente en los mamíferos (placas

de Peyer, apéndice, médula ósea o cualquier cúmulo linfático

timo independiente )(21-23).

Cuandola 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 continúa su

proceso de maduración inmunológica, que consiste en adquirir



nuevas características 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 maduración los linfocitos migran hacia los

órganos periféricos donde se alojan (órganos timo dependientes:

zona paracortical de los ganglios, anillo que rodea la arterio­

la central de la pulpa blanca del bazo y zona que circunda los

centros germinativos de los foliculos linfáticos de los ganglios

(20), quedandoparte de ellos en la sangre o en la linfa for­

mandoel "pool" de linfocitos recirculantes, no participando
el timo en la recirculación.

Las funciones de inmunidad celular del linfocito T son:

hipersensibilidad tardía, rechazo de injertos, reacción injer­
to contra huésped y defensa contra organismos intracelulares (27

Para simplificar, las funiones del linfocito T se po­
drían clasificar en dos grandes grupos: efectoras y reguladoras.

Las primeras comprendenproducción de factores que intervienen

en 1a 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 específicas para el

Ag; existen así linfocitos T colaboradores, amplificadores y

supresores (28,29). En general puede decirse que casi todas

las funciones estudiadas parecerían ser ejercidas por poblacio­

nes diferentesn que ya están precomprometidas para esa función,

aún antes del contacto con el Ag.



Las "stem cells" provenientes de la médula ósea que

pasan por el órgano equivalente a la bursa de Fabricio (19,22),

maduran y adquieren nuevas características y funciones que los

convierten en linfocitos B (LB). Estos linfocitos B pasan a

formar parte del tejido linfático periférico (área timo inde­

pendiente: folículos linfáticos 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 última etapa de maduración se cumple a partir del

contacto con el Ag y/o por alguna otra señal estimulatoria (30).

Si así sucede el linfocito B se transforma en una célula plas­

mática productora de inmunoglobulinas con actividad anticuerpo

especifico, o sea que la función del linfocito B está relacio­

nada con la producción de anticuerpos humorales (27).

IV. Glucocorticoides y células linfoides

Las hormonas glucocorticoides (GC)tienen marcados efec­

tos farmacológicos 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 inmunológicos, inflamatorios y neoplásicos (31,32). Pero



a pesar de ser universalmente usados desde hace cuatro décadas,

muy poco es lo que se sabe sobre su mecanismo de acción.

Durante las dos últimas décadas se ha acumulado bastan­

te evidencia sobre la respuesta "in vivo" e "in vitro" de célu­

las linfoides animales y humanasa los glucocorticoides. Estos

estudios, básicamente en roedores, dieron información importan­

te sobre los primeros pasos de la acción 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 acción de los glucocorticoides. Se ha demostrado

la aparición de clones cortico-resistentes en la línea celular

del linfoma S49 1A (33) y en el linfosarcoma P1798 (34,35).

Además, en una misma línea celular ocurren cambios durante el

desarrollo en la sensibilidad a dichas hormonas, que parecen

seguir un modeloalternativo de resistencia y sensibilidad. Se

desconoce por el momentolas bases moleculares de estas varia­
ciones.

Algunos autores han postulado que esta resistencia a

los glucocorticoides podriaestarasociada con una disminución

en el númerode sitios receptores a los glucocorticoides (33),

aunque este concepto es actualmente discutible pues se ha de­

mostrado que algunas células glucocorticoides resistentes poseen
receptores comolas sensibles (36).



IV.1. Glucocorticoides y timo

Selye (37) fue el primero en demostrar la involución

del timo en ratas luego de hiadministración de extractos adre­

nocorticales. Ingle (38) encontró que una moderada involución

del timo se podía 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 señalado primeramnete por Boinet en 1899 (42), quien

encontró un aumento del tamaño del timo de la rata luego de

la adrenalectomía, estando este aumento asociado a un incremen­

to en el número de células (43).

Dougherty y White en 1943 (44) encontraron que los glu­

cocorticoides producían involución del tejido linfoide y a par­

tir de 1950 se hizo general la idea de que estas hormonas afec­

tan las respuestas inmunológicas (45).

La involución del timo por la inyección de glucocorti­

coides lleva a la desaparición de casi el 95%de timocitos por

acción citolítica en los roedores (46) y disminución de 70 a

90%en la síntesis de proteínas (47). Pamxesin embargo que

una pequeña población 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 acción timolítica de los glucocorticoides no es

ejercida al azar sobre todas las células del timo. Hayuna se­

lectiva destrucción , 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

metabólicos de los glucocorticoides son numerosos e incluyen

la inhibición de la entrada y del transporte de glucosa y otras

hexosas (50-54), de la sintesis de proteinas (50,55-59), de la

incorporación de precursores a ADNy ARN(55,56,60,61), del

transporte de d -AIB y otras sustancias (56,62-64), además de

la rápida estimulación de la ARNpolimerasa B ADN-dependiente

(65,66) y de la alteración en el metabolismo de los ácidos gra­

sos (67,68). Ademásde estos efectos los glucocorticoides pro­

ducen cambios morfológicos (reducción del tamaño de las células]

que conducen a la lisis celular (69-72) e incluyen alteraciones

de la cromatina y aumento de la fragilidad nuclear (fragmenta­

ción del ADN) (73-76).

El mecanismogeneral de acción de los glucocorticoides

se puede resumir de la siguiente manera: la hormona, que se

piensa penetra más o menos libremente en todas las células,

forma un complejo hormona-receptor en el citoplasma de las cé­

lulas, que luego es traslocado al núcleo. En el núcleo, aparen­

temente a través de la regulación de la transcripción, estimula

-11­



la síntesis de un mARNdel que resulta la síntesis de una pro­

teína que media los efectos hormonales cuyo efecto final sería

la lisis celular (77-79).

IV.2. Glucocorticoides y linfocitos

Durante muchos años se pensó que la marcada linfope­

nia y monocitopenia producida en el hombre por la administra­

ción de glucocorticoides se debía a un efecto citolïtico 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 redistribución 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 humanosno produce lisis celular después de 24 hs y

aún hasta 7 días de cultivo (84,85).

Los glucocorticoides administrados exógenamente no de­

primen todos los componentes del sistema inmune uniformemente

(81); aparentemente las funciones inmunes mediadas por células

serían más sensibles a la supresión por glucocorticoides que

la producción de anticuerpos humorales (86,87), produciéndose
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una depleción selectiva de los linfocitos T "helper" (célu­

las OK T4+).

Comoestá demostrado los glucocortiCoides en el hombre

(84) inhiben la incorporación de nucleósidos "in vitro" tanto

en células B comoen células T sin activar. La incorporación

de uridina-3H parece ser más sensible a la acción de dichos

esteroides en linfocitos B que en T, mientras que la situación

es opuesta para la incorporación de timidina-3H (84).

Está generalmente aceptado que la respuesta al estí­

mulo por el mitógeno PHAes una propiedad del linfocito T (88).

Cuandolos linfocitos son activados se inicia casi inmediata­

mente una cascada de eventos intracelulares que conduce a la

aparición de nuevas funciones o al incremento de algunas (89).
La activación de los linfocitos está asociada no solamente a

cambios morfológicos (agrandamiento del núcleo y citoplasma

con aumento del contenido ribosómico) llamado "transformación

blástica" sino también diversos cambiosdelnmtabolismo celular.

Dichos cambios se caracterizan por alteraciones en el nivel de

nucleótidos cíclicos (90), de actividades enzimáticas (91) y

por un incremento temprano de la síntesis de ARNy proteínas

seguido por la Síntesis de ADNy mitosis (92-94).

Estudios "in vitro" han sugerido que muchas funciones

de los linfocitos circulantes estimulados son inhibidas , al

igual que en el timo, por los glucocorticoides (95-101), ade­

más de inhibir la producción de una variedad de interleuquinas
(102,103).
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La acción de los glucocorticoides puede variar de acuer­

do al grado de maduración inmunológica o diferenciación, o al

estado de proliferación de las células (104).

Comoha sido demostrado en otros tejidos los gluco­

corticoides ejercen su acción a través de receptores específi­

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 PHAsobre los mismos.

Estos autores encontraron que luego de 16 a 18 hs de incubar

los linfocitos con el mitógeno, se produce un incremento en el

númerode receptores por célula. Tanto los inhibidores de la

sintesis de ARN(actinomicina D) comode proteínas (ciclohexi­

mida) pueden bloquear totalmente esta inducción, sugiriendo

que este aumento representa la inducción de los receptores

proteicos por el mitógeno. Lippman además examinó la relación

entre efecto biológico de los glucocorticoides y la unión al

receptor (105,108). Tanto la hidrocortisona comola dexameta­

sona inhibieron dramáticamente la estimulación mediada por la

PHAde la incorporación de timidina-3H. La concentración media

efectiva para la dexametasonapara inducir la respuesta es

aproximadamente de 3 x 10-9M, una concentración que está de

acuerdo con la constante de disociación para el receptor en
estas células.

Durante los últimos años se ha confirmado que el cono­

cido efecto inmunosupresorde los glucocorticoides se debería
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a que estas hormonas inhiben la producción y en algunos casos

la acción de una variedad de interleuquinas. Estas sustancias

que son proteínas o péptidos segregados por los leucocitos,

comunican a las células del sistema inmuneentre si, estimu­

lándolas a proliferar, a diferenciarse o a manifestar ciertas
actividades. Estas sustancias actuarian a corta distancia y en

bajas concentraciones. La interleuquina-2 (IL-2), producida

por los linfocitos T en respuesta a un estímulo mitogénico o

antigénico, es necesaria para la proliferación linfocitaria.
Gillis y col (109) y Crabtree y col (110) han demostrado que

los glucocorticoides inhiben la producción de este factor en

células humanas estimuladas por Con A, siendo sensible a con­

centraciones fisiológicas de estas hormonas. Estos autores pro­

ponen que la acción inhibitoria de los glucocorticoides sobre

la blastogénesis de los linfocitos T está relacionada a la in­
hibición de la producción del factor de crecimiento de la cé­
lula T o IL-2.

V. Diabetes Mellitus: sus alteraciones metabólicas y endócrinas

La insulina es una potente hormonapolipeptídica se­

gregada por el páncreas (111), que actúa sobre el metabolismo

y función de muchos tejidos, y además 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 patológico co­

mún y serio en el hombre. En los animales puede ser producida

por pancreatectomia o por la administración de drogas comoel

aloxano o la estreptozotocina que ocasiona la destrucción se­

lectiva de las células B en los islotes pancreáticos. La cons­

telación de anormalidades causadas por la deficiencia de insu­

lina se denominaDiabetes 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 bioquímicas pero los

defectos fundamentales a los cuales pueden atribuirse las anor­

malidades son alteraciones metabólicas y endócrinas. Entre las

primeras pueden mencionarse: la entrada restringida de glucosa

a varios tejidos periféricos y un incremento de la liberación

de glucosa a la circulación 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

sólo puedensatisfacerse utilizando las reservas de proteínas
y grasas, alterándose de esta manera el metabolismo de las pro­

teínas 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 aminoácidos a dióxido

de carbono y agua y aumento de la gluconeogénesis (transforma­
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ción de aminoácidos a hidratos de carbono). Las alteraciones

metabólicas de los lípidos en la diabetes (113) consisten en

el catabolismo acelerado de los ácidos grasos que lleva a un

incremento de su oxidación a cuerpos cetónicos (cetosis diabé­

tica) en oposición a la reesterificación de los mismos.

Respecto de las alteraciones endócrinas producidas en

la diabetes los estudios de Houssay (114) y Long y Lukens (115)

claramente demostraron que la hipófisis y las glándulas adre­

nales agravan el estado diabético. Las hormonashipofisarias

diabetogénicas son la somatotrofina (116), la adrenocortico­

trofina (117) y a veces la prolactina (118), especialmente en
ausencia o disminución de la secreción de insulina.

En los animales de experimentación y en el hombre, la

hipofisectomía 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 hepática, glucogénesis y ceto­

génesis hepática incrementadas, y disminución en la utilización

periférica de la glucosa(113).

No solamente las hormonashipofisarias y adrenales es­

tán 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 superproducción
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de glucosa además 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 PHAy la Con A, siendo estos efectos más 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 menorcantidad de interleuquina-2 que los linfocitos de

controles no diabéticos (129) o de pacientes diabéticos no de­
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pendientes de insulina, y aparentemente esta alteración no

dependerïa de la gravedad del estado diabético (130).

Por otro lado se ha demostrado que pacientes diabé­

ticos tienen menor número de monocitos circulantes que los

controles y que en estos pacientes está disminuida la fagoci­

tosis de Cándida Albicans, sugiriendo que los monocitos pue­

den jugar un rol, aunque mínimoen la disminuida resistencia

a las infecciones de los pacientes diabéticos (131).

Buschard y col (132) han sugerido que una menor acti­

vidad supresora que produce menor inhibición de los linfocitos

agresores, podría estar implicada en la patogénesis de la Dia­

betes Mellitus insulino-dependiente.

Helderman y Raskin (133) han demostrado en pacientes

adultos diabéticos una disminución en el númerode receptores

para insulina en los linfocitos T activados respecto a indivi­

duos controles, sugiriendo que los linfocitos generarían 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 inmunemediada por células

(134); además de que se ha encontrado una disminución en el

númeroabsoluto de leucocitos circulantes (en especial linfo­

citos) y una disminución en las células del bazo, siendo menor

la respuesta al estímulo con mitógenos con respecto a los con­

troles (135). La reconstitución inmunológica completa del ani­
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mal se logra con tratamiento de insulina exógena (136).

En el caso de los ratones genéticamente diabéticos

(db/db) de la cepa C57BL/KSque desarrollan obesidad, eleva­

dos niveles de glucemia y altas o normales concentraciones de

insulina en sangre, se ha demostrado una alteración de la

respuesta inmune "in vivo" caracterizada por una significati­

va disminución en la habilidad de rechazar injertos de piel

alogeneicos, inhibición de la capacidad de generar células ci­

totóxicas 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 sólo mínimasalte­

raciones en la respuesta a mitógenos "in vitro" sugiriendo que

la respuesta inmune "in vivo" es influenciada por el estado

metabólico de la diabetes, debido posiblemente a una anormal

función de las subpoblaciones de linfocitos (137). Al contrario

de lo que sucede con los animales diabéticos por droga, la dis­

minución de la respuesta inmune de estos ratones no puede ser

revertida por insulina exógena (138).
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VII. Mecanismode acción de la insulina

Una de las difiCultades para entender el mecanismo

de acción de la insulina es que ejerce diversos efectos sobre

las células pero con distinta secuencia en el tiempo. Entre

los efectos muy rápidos (de seg a min) se encuentra el que

ejerce sobre el transporte de membrana;menos rápidos que ellos

(de min a horas) son los que se efectúan sobre la activación

de enzimas del citoplasma y la síntesis de proteínas; y por

último los lentos o tardíos sobre la síntesis de ADNy ARNque

Se realizan en horas o días (139-141).

Actualmente se considera que esta hormonaactuaria so­

bre las células blanco a través de receptores que se encuentran

en la membranacelular (142,143). Sin embargo todavia está dis­

cutida la necesidad o no de un segundo mensajero (144) para

que se produzca el efecto biológico pues se ha demostrado la

internalización de la hormonaen varias células (145,146).

Ademásde que la insulina regula un amplio espectro

de procesos metabólicos, esta hormonaestimula el crecimiento

y proliferación de una variedad de células somáticas en culti­

vo, y hay evidencias que sugieren que es también un importante

regulador del crecimiento "in vivo".

En células en cultivo, la insulina interactúa sinergís­

ticamente con hormonasy factores de crecimiento para estimular

a las células que se encuentran detenidas en la fase G1 a con­
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tinuar su ciclo. Ademásla mayoría de las células requieren

su presencia para un crecimiento óptimo en un medio libre de

suero suplementado por hormonas (147). Por ejemplo, la adición

de insulina a cultivos de fibroblastos 3T3privados de suero

resulta en una respuesta pleiotïpica, que se caracteriza por

aumento en la entrada de uridina, síntesis de ADN,agregación

de polisomas, síntesis de proteínas, aumentode la utilización

de glucosa y disminución de la degradación de proteínas (148).

Jiménez de Asüa y col (149) y Pledger y col (150) han demostra­

do que la insulina tiene un efecto estimulatorio sobre la sín­

tesis macromolecular y sobre el crecimiento de fibroblastos en

cultivo; y Hollemberg y Cuatrecasas (151), que la interacción

específica de la insulina y el factor de crecimiento epidérmico

con los receptores de membranaestimulan la síntesis de ADNy

la entrada de aminoácidos en dichas células.

VIII. Insulina y células linfoides

Los estudios de los receptores para insulina comen­

zaron a realizarse en la década del 70, pero dado que se hacían

en hepatocitos, adipocitos y músculo su aplicación en el hom­

bre estaba evidentemente muylimitada.
El estudio de la unión de insulina a las células san­

guíneas humanasse pudo realizar recién a partir de 1968, luego
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que Boyum(152) describió 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 humanoscirculantes;sin embargo, el mismoaño, Krug

y col (154) observaron que dichas células carecen de receptores

para insulina y que estos recién aparecen luego de su activa­

ción. Poco después, Schwartz y col (155) aclararon esta contra­

dicción comprobandoque las células mononucleares que tienen

receptores para insulina son los monocitos y no los linfocitos.

Aparentementeen el trabajo de Gavin la población linfocitaria

estaba contaminada con monocitos, lo que les permitió concluir

erróneamenteque los linfocitos circulantes tenían sitios de

unión para la insulina. Posteriormente, Beck-Nielsen y col (156)

confirmaron que los monocitos circulantes son las células san­

guíneas que poseen el mayor número de receptoresiaunque los

polimorfonucleares y los glóbulos rojos también los posean.

Helderman y Strom (157) han demostrado que la aparición

de los sitios de unión para la insulina en linfocitos estimu­

lados necesita de la sintesis de ARNy proteínas y no depende

de la síntesis de ADN;en consecuencia es un evento premitótico

pues se expresa recién a las 24 hs de activación, antes de evi­

denciarse la síntesis de ADN.Según dichos autores los recep­

tores aparecen en el linfocito T o en el linfocito B según el

mitógeno utilizado (PHA-ConA 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 órganos insulino-sensibles

comoel hígado y adipocitos (159-161).

La presencia de sitios de unión de insulina en todas

estas células explicarían una posible acción de esta hormona

sobre las células del sistema inmune. Es así 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 consumode glucosa, la producción de lactato y la

actividad de 1a ATPasa (162-164). Por otra parte, en poblacio­

nes aisladas se ha observado un aumento de la velocidad fago­

citica por parte de polimorfonucleares (165), una activación
del metabolismo de los hidratos de carbono en los monocitos

(166), del transporte y oxidación de glucosa, transporte de

AIB y producción y oxidación de lactato en linfocitos humanos

estimulados (167); en estas células también está aumentada la

síntesis de ADN(168), como en las de rata (169) y ratón (170).

Por último, en timocitos de rata se ha observado aumento del

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

Estudiar la acción de los glucocorticoides y la insu­

lina en concentraciones fisiológicas, sobre el timo de la rata

y la estimulación mitogénica de linfocitos humanos, con el ob­

jeto de demostrar una posible acción reguladora de estas hor­

monas en la función 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 EETREPTOZOTOCINA SOBRE

EL TIMO DE RATAS NORMALES Y ADRENOPRIVAS

-26­



I.1. INTRODUCCION

El efecto de los glucocorticoides sobre el timo, tanto

"in vivo"(174) como "in vitro" (56), es bien conocido. Durante

mucho tiempo se pensó que éstas eran las únicas hormonas que

producían la involución tímica en la diabetes (6) y en el ayu­

no (45).

Por otra parte, el efecto de la insulina sobre estas

células es menos conocido aunque se han descripto receptores

a dicha hormona en timocitos normales (171) y neoplásicos (175)

y hay evidencias que sugieren que esta hormonaes necesaria pa­

ra el crecimiento de tumores tímicos (176) y también en los

caminos oxidativos de la glucosa (177).

En el presente capítulo se estudia el efecto de la

falta de insulina producida por diabetes experimental en el
timo de ratas intactas o adrenalectomizadas.

La diabetes puede ser inducida en los animales de

experimentación por métodos quirúrgicos, a través de 1a pan­
createctomía o mediante la administración de sustancias tóxicas

para las células B de los islotes de Langerhans. En la rata,
la pancreatectomía total es difícil de realizar debido a que

en esta especie el páncreas se encuentra extendido sobre una

gran área en forma difusa; es por ello que en estos animales

la diabetes se induce por destrucción de las células B a

través de drogas.
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De los fármacos citotóxicos, el más utilizado duran­

te muchotiempo fue el aloxano (2,4,5,6-tetrahidropirimidina),

pero su acción altamente tóxica no se limita al páncreas, sino

que también afecta al riñón y posiblemente al hígado, adre­

nales e hipófisis (178). Considerandola baja especificidad

y alta toxicidad del aloxano, actualmente se está utilizando

la estreptozotocina (Stz) para producir diabetes experimen­
tal (179).

Esta sustancia es un antibiótico de amplio espectro

extraído por fermentación del Streptomyces achromogenes (180,

181) y preparado en forma altamente purificada. Primero fue

descripta comoun agente antileucémico (182) y un efectivo car­

cinógeno (183), utilizándose actualmente en el tratamiento de

cáncer de células B en el hombre; Rakieten y col (184) demos­

traron en 1963 su acción 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. 1.1.) ,

cuya fórmula empírica es G.8Hí5N307 y peso molecular 265.
La porción glucopiranósica de la molécula se une a los recep­

tores para la glucosa de la célula B y la metil nitrosourea
penetra en las células y se une al ácido desoxirribonucleico
lesionándolo (185).

Distintos investigadores han demostrado que la admi­

nistración de Stz, al igual que el aloxano, produce una curva
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trifásica de glucosa en sangre. Entre los 45 y 60 minutos de

la inyección, hay una primera fase hiperglucémica que se pro­

duce por destrucción de la insulina circulante, alrededor de

las 7 horas hay un pico de hipoglucemia debido a que la ne­

crosis de las células B produce la liberación masiva de insu­

lina en sangre; y por último, una vez destruida esta insulina

(alrededor de 12 hs) se alcanza un estado hiperglucémico irre­

versible (186-188). Las células d» y el tejido exocrino per­

manecen normales. En nuestro caso, para evitar que el pico de

hipoglucemia produjera incremento en los niveles de GCcircu­

lantes (189), las ratas fueron previamente adrenalectomizadas.

La acción diabetogénica de la Stz está en relación

directa a la dosis y vía utilizadas (188). En general se con­

sidera diabetes leve a los valores de glucemia entre 250 y

320 mg/lOO ml, moderada de 300 a 500 y severa por encima de

500 mg/lOO ml (190).

Se conocen muchos factores que atenúan o inhiben la

diabetes producida por drogas, entre ellos el ácido nicotinico,

la nicotinamida y el ácido piridincarboxílico (191). La acción

diabetogénica de la Stz en ratas puede ser bloqueada, según

Schein y col (192) por una inyección intraperitoneal de 500 mg

por kg de peso, de nicotinamida (Fig I.1) 10 min antes del tra­
tamiento con Stz.

El mecanismopor el cual estas drogas son protectoras

no es bien conocido; entre las posibilidades discutidas por
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Lazarow y col ( 193) la más probable sería que estos compues­

tos aumentarían los grupos sulfhidrilos libres en sangre, los
cuales a su vez reaccionarían o se combinarían directamente

con el aloxano o la estreptozotocina. Schein y col (192,194)

han sugerido que la protección ejercida por la nicotinamida

está relacionada con el aumentodel difosfo-piridin-nucleótido

(NAD)dentro de las célulasB y del tejido hepático.
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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

albúmina sérica bovina (BSA)fracción V así 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.

1.2.2. Animales de experimentación

Se trabajó con ratas Q o d'de 90 dias de la cepa
Sprague-Dawley.

Las condiciones del bioterio fueron las siguientes:

aire acondicionado a temperatura constante de 25°C e ilumi­
nación artificial desde las 6.00 hasta las 20.00 horas. Los

animales recibieron dieta balanceada comercial (Purina y
Carhill) y agua "ad libitum".

a) Adrenalectomía

Los animales fueron adrenalectomizados por aproxi­

mación dorsal en forma bilateral bajo anestesia con éter y usa­

dos para experimentación a partir del quinto día de la operación.
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Durante ese tiempo fueronrmmtaúdos con alimento comercial y

solución salina (ClNa 0,9%) como agua de bebida "ad libitum".

b) Inducción de la diabetes con estreptozotocina

La inducción de la diabetes, tanto en los animales con­

troles comoen los adrenalectomizados (Ax) anestesiados con

éter, se realizó mediante la administración de una inyección

única de Stz en la vena caudal. La dosis empleada fue de

65 mg por kg de peso y se disolvió, momentos antes de ser usa­

da, en solución salina acidificada con ácido cítrico 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 inyección de Stz produce alrededor de

las 5 hs un pico de hipoglucemia, que puede ser fatal, por

carecer dichos'animales de glucógeno hepático (195). Para

evitarlo, entre las 5 y 10 hs de la administración de la Stz,

las ratas fueron inyectadas intraperitonealmente con una solu­

ción de glucosa 25% (0,5 ml cada 90 min).

Los animales se sacrificaron al décimo día, luego de

determinar la glucosa en sangre por tiras reactivas Dextrostix,

considerándoselos diabéticos cuando los niveles de glucosa fue­

ron mayores de 250 mg/lOOml.

c) Tratamiento con nicotinamida

La protección de los efectos de la Stz sobre los teji­

dos "target" se realizó en todos los casos mediante la admi­
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nistración de una inyección intraperitoneal de nicotinamida

10 min antes de la inyección de Stz. La dosis empleada fue

de 500 mg/kg de peso y se disolvió en solución salina.

I.2.3. Extracción de timocitos

Cada timo fue extraído en forma cuidadosa y se le re­

tiraron los nódulos linfáticos y tejido conectivo que podría

haber quedado adherido, antes de ser pesados en una balanza

Mettler tipo H6. Los timocitos fueron aislados en MEMa 4°C
cortando el timo con tijera en trozos muypequeños. La sus­

pensión obtenida se filtró a través de filtro de nylon de

200 mesh y se centrifugó 5 min a 150 x g. El pellet resul­

tante se resuspendió en un volumen determinado de MEMy las

células se contaron en un hemocitómetro 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

búmina sérica bovina (BSA) . Este procedimiento fue una modi­

ficación de 1a técnica de Beller y Unanue (197) y Konda y col

(198) del trabajo original de Shortman (199).

La BSA en polvo se disolvió en MEMconteniendo 0,01%

de azida sódica comopreservador, 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 l ml de BSA35%

conteniendo 2 a 3 x 108 cel,sobre la cual se pipeteó sucesi­

vamente 1,5 ml de BSA 29%, 1,5 ml de 27% y finalmente 1 ml de

10%. Estos fueron centrifugados en una centrífuga BeckmanLS-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

células de cada gradiente.

La interfase entre 10%y 27% se llamó banda 1 (B1);

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 contó contra azul

trypan.
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I.3 RESULTADOS

La tabla I.1. muestra que en el animal Ax hay un aumen­

to del peso absoluto del timo con respecto a los controles,que

se hace más marcado cuando se relaciona al peso corporal. La

administración de Stz en ambos grupos de animales 10 dias an­

tes de sacrificarlos, produjo una reducción significativa del

peso de timo en los controles como en los Ax.

Comoprobablemente estas variaciones de peso podrian

deberse al númerode timocitos contenidos en la glándula, es­

tos se determinaron según materiales y métodos. Comose puede

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

veces más células que los controles mientras que en las diabé­

ticas, luego de lO dias del tratamiento con Stz, el contenido

de timocitos disminuyó 15 veces con respecto a los animales

normales. El contenido de células 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 númerode linfocitos en el timo.

Debido al conocido efecto antileucemiante de la Stz

(182), para descartar una posible acción tóxica directa de la

droga sobre los timocitos, se decidió disociar el efecto lin­

fotóxico del diabetogénico. Para ello se protegió las células B

del páncreas de la acción necrosante de la Stz con una inyec­

ción previa de 500 mg/ kg de nicotinamida según lo descripto
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Tabla 1.1.: Efecto de la diabetes por estreptOZOtocina en

ratas intactas y adrenalectomizadas.

Animales Peso corp. Peso timo Peso timo mg/ glucemia
(g) (mg) 100 g peso corp. (mg/ 100ml)

c (8) 334 Í 12 241 Í 32 71 Ï 2 114 Ï 10

Ax (8) 241 Ï 9 279 Í 18 13o Í 6* 102 Ï 10

AXD (9) 217 Ï 9 159 Ï 11 74 Í 5+ 389 Í 31

D (5) 264 Í 15 128 Ï 15 48 - 6** 571 Ï 13

_ +Los resultados se expresan comopromedio —error standard.

Los números entre paréntesis indican el númerode animales.

La glucosa se determinó según la técnica de la glucosa oxidasa.
Diferencia significativa respecto al animal control:
* p<0,001 ** p<o,02

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

grupos de animales.

Animales Node cel_7 Node cel/Ïímo N°de timostotal x 10 x 10

C 110,7 27,7 4

Ax 214,2 71,4 3

AxD 93,6 13,4 7

D 28,5 1,8 16

La estreptozotocina se inyectó 10 días antes de sacrificar
los animales y retirar los timos.
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en la introducción de este capítulo.

En la tabla I.3. puede observarse que la nicotinamida

no alteró 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 características
de los timos de animales normales o Ax.

Estos datos prueban que las variaciones observadas en

el peso del timo y la disminución del número de timocitos de

la rata AxDpor Stz seria provocado por la falta de insulina

y no por un efecto linfotóxico del antibiótico.

Es generalmente aceptado que la maduración y diferen­

ciación de los timocitos es un proceso gradual acompañadopor

una igualmente disminución de sensibilidad a los GC (2). La

maduración de acuerdo a esta idea llevaría a una variada po­

blación intermedia entre timocitos GCsensibles y GCresistentes.

Con el objeto de determinar cuantitativamente en que

forma varian estas poblaciones por acción de la adrenalecto­

mía o la diabetes, se resolvió separarlas por gradiente de BSA

en cuatro poblaciones distintas. En la tabla I.4. se observa

que cuando se estudió la distribución 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 Í 23 68 Í 3 3,40 Ï 0,3

c- NC (6) 298 Ï 18 70 Í 4 3,00 Í 0,4

Ax (7) 360 Ï 22 139 Í 7 3,55 Ï 0,16

Ax- NC (4) 343 Ï 42 149 Ï 17 3,86 Ï 0,2

Ax-Stz (7) 235 Í 21 111 Ï 8 2,96 Ï 0,08

Ax-Stz-Nc (6) 418 Ï 24* 184 Ï 10* 3,66 Ï 0,09*

Stz (8) 116 Ï 5 57 Í 3 1,89 Ï 0,14

Stz-Nc (4) 286 Ï 14* 131 Í 11* 2,60 Ï 0,14+

. +Los resultados de expresan comopromedlo —error standard.

Los números entre paréntesis indican el número de animales.

Diferencias significativas respecto a su control sin NC.

* p<0,001 +-p<0m1
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Tabla 1.4.: Subpoblaciones de timocitos de gradientes de

BSAde timocitos de diferentes grupos de animales.

Banda C (6) Ax (6) AxD (7) D (1)

1 1,18 Í 0,14 0,58 Ï 0,08 2,26 Ï 0,25 2,78

2 0,84 —0,15 0,35 - 0,12 1,17 —0,22 1,26

3 3,73 - 1,06 2,38 - 0,51 7,37 Ï 1,96 2,86

p 20,59 Ï 1,49 22,48 Ï 1,45 26,03 Ï 1,86 20,85

Los resultados,que corresponden al número de células x 10-7,
. +se expresan comopromedio - error standard.

Los valores entre paréntesis indican el númerode gradientes

de cada grupo.

P = pellet.
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Según Konda y col (198) y Beller y Unanue (197) las

bandas B1 y B2 contienen células GC-Ry la B3 y pellet, GC-S.

Para comprobar la sensibilidad de los timocitos a los GCse

incubaron juntos las células de B1 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 observó que la incorporación de uridina-3H no varió cuando

las células de las bandas B1 y B2 se incubaron con GC, mientras

que hubo una inhibición de 38%en el caso de las células de B3

y pellet.
Estos resultados confirman que las células de las

bandas B1 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 númerode células

GC-sensibles del pellet y aumenta las GC-sensibles de la B3

y las GC-resistentes de B1 y B2, en el animal adrenalectomizado.
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Tabla 1.5. Distribución porcentual de las subpoblaciones de

timocitos de los gradientes de BSAen ratas Ax y AXD.

Banda Ax (6) AxD (7) p

+ +
1 (GC-R) 2,3 — 0,3 4,5 — 0,7 <0,02

+ +2 (GC-R) 1,4 - 0,2 3,0 —0,5 <0,02

+ +3 (GC-S) 9,3 o 1,9 20,6 —4,5 <0,05

+ +
P (GC-S) 87,1 —2,3 71,9 - 5,0 <0,02

Los resultados se expresan comopromedio Ï error standard.

Los valores entre paréntesis indican el númerode gradientes

de cada grupo.

Diferencias significativas segúnel test de Student's entre
ratas Ax y AXD.
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1.4. DISCUSION

Los resultados de este capítulo demuestran que la va­

riación de peso observada en las ratas Ax, D, y AmDfue una

consecuencia de los cambios en los números de timocitos. Ade­

más, es razonable asumir que 1a involución del timo producida

por la Stz fue una consecuencia del estado diabético y no por

el antibiótico en si, comosugirió Nichols (200), dado que la

diabetes por Stz al ser prevenida por la acción 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 días de ayuno (201). Además, trabajos recientes de Tabat

y col (202) han postulado que las alteraciones del timo en

animales diabéticos por Stz estaria relacionado con una dis­
minución en la maduración de los timocitos corticales, culpan­
do de esto a la diabetes sin considerar los elevados niveles

de GCcirculantes que tienen estos animales (189).

En los cuatro grupos estudiados, la separación de las

distintas poblaciones del timo demostró que la disminución del

peso del mismo, no se debería a la menor cantidad de timocitos

GC-sensibles, sino a una disminución de las células en todas

las poblaciones.

Se sabe que la adrenalectomía produce hiperplasia del

timo por aumento del número de timocitos GC-sensibles (174),
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y que la diabetes lo atrofia por disminución de las mismas cé­

lulas (6,202); estos resultados, según la técnica de gradien­

tes utilizada demuestran esas diferencias , que no llegaron a

ser significativas. En el timo de ratas diabéticas se encon­

tró mayor proporción de células GC-resistentes, pero era de

esperar obtener menor cantidad de GC-sensibles que las encon­
tradas.

La involución del timo observada en los animales AxD,

sugiere que los GCcirculantes no son los únicos responsables

de la disminución de las células GC-Sproducidos por la dia­

betes, como fue considerado por Dougherty y col (45,203) va­

rios años atrás.

Karmali y Horrobin (204) encontraron efectos simila­

res sobre la disminución de peso del timo en ratones distró­

ficos, en los cuales los GCno están involucrados; según ellos

el crecimiento lento del timo en estos ratones sería conse­

cuencia de la disminución de los niveles plasmáticos de prolac­
tina y somatotrofina, y quizás otras hormonas.

Nuestros resultados demuestran que la ausencia de in­

sulina y/o las correspondientes alteraciones metabólicas y en­

dócrinas, podrían ser una importante causa en la involución

timica en los animales AxDy D.
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CAPITULO II

ACCION DE LOS GLUCOCORTICOIDES SOBRE EL TIMO DE

RATAS ADRENOPRIVAS Y ADRBNOPRIVA-DIABETICAS
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II.1. INTRODUCCION

De acuerdo a lo observado en el capítulo anterior, los

GCy la insulina ejercen un efecto importante sobre las pobla­

ciones del timo. Después de la adrenalectomïa, la falta de

corticosterona produce aumento del tamaño por incrementar el

contenido de timocitos, mientras que la falta de insulina pro­

duce una marcada disminución de los mismos, en especial los

GC-sensibles.

Dadoque las pequeñas diferencias entre subpoblacio­

nes del timo de ratas Ax y AxDno son suficientes para expli­

car la gran diferencia en los pesos del timo de ambosgrupos,

se decidió investigar el efecto de los GCen los timocitos de
estos animales.

Debido a la conocida acción inhibitoria de los GCso­

bre la síntesis de ARN(57,78,205), se decidió estudiar la

acción de la corticosterona (B) y la dexametasona (Dex) sobre

la incorporación de uridina a ARN,así comotambién los recep­

tores a estas hormonas en timocitos de ratas Ax y AxD; ya que

comose trata en la introducción de esta tesis, el mecanismo

de acción de los GCes mediado por receptores.

Los GCentran a la célula del timo por mecanismos des­

conocidos y luego, comootras hormonas esteroides, se unen a

receptores proteicos citosólicos con alta afinidad de manera

reversible (77,206,207); a 37°Cen forma casi instantánea, el
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complejo hormona-receptor comienza a aparecer en el núcleo

(208). Según Wira y Munck (206) en el timocito el tiempo me­

dio de esta traslocación sería de 30 seg.

El paso limitante de la velocidad de esta traslocación

(temperatura sensible), sería una de las etapas iniciales de
activación (209), resultando de ello una transformación alos­

térica en la cual el complejo adquiere alta afinidad por los

sitios nucleares (210,211). Los receptores citosólicos no son

activados en su totalidad, el grado de esta reacción puede ser

el determinante de la cantidad de complejo H-Runido al nú­

cleo (212). Aúnno se ha aclarado la naturaleza de los sitios

nucleares;'estando no solamente el ADNprobablemente involu­

crado en la unión (213), sino también otras partes de la cro­

matina (214).

Aparentemente 1a asociación al núcleo del complejo H-R

modula de alguna manera la expresión genética (215). Según

Muncky col (216-218) existen suficientes evidencias de las

que se puede concluir que los efectos inhibitorios de los GC

sobre tejido linfoide, así comolos efectos generalmente esti­
mulatorios de las hormonasesteroides sobre otros tejidos, es­

tán mediados probablemente por la inducción de mARNespecífi­

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 capítulo se estudia la unión de la Dex al re­
ceptor nuclear ya que se trabajó con timocitos enteros a 37°C.

Basándonos 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

unión nuclear de la hormona en timocitos de ratas Ax para lue­

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

II.2.1. Drogasy soluciones

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

(AE 50 Ci/mmol) y el protosol fueron provistos por NewEngland

Nuclear (Boston, M.A.). La estabilidad de la Dex 3H fue con­

trolada mediante cromatografía contra patrones no radioactivos.
Losesteroides 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

continuación: pH=7,4-7,5.
ClNa 140 mM

ClK 2,7 mM

PO4H2K 1,5 mM

PO4HNa2 8 mM

C12Mg.6H20 0,5 mM

C12Ca 0,7 mM

Los demás compuestos utilizados son los descriptos en

el capítulo I.

11.2.2. Animales de experimentación

Se trabajó con ratas Q y d'de 90 días de la cepa Sprague­
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Dawley de nuestro bioterio. Las ratas Ax y AxDse obtuvieron

según lo descripto detalladamente en el capitulo I.

11.2.3. Preparación e incubación de la suspensión celular

La extracción de los timocitos se realizó según la

técnica detallada en el capítulo I.
La incubación se realizó de la siguiente manera: 4 ml

de suspensión 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 atmósfera de 95%O2
y 5%CO con agitación suave, en un baño termostático modelo2

Dubnoff.

A las 2 hs y media de incubación se dió un pulso de

0,2 uCi de uridina-3H. Finalizada la incubación las células se

trasvasaron a tubos cónicos y se separaron inmediatamente del

medio por una centrifugación 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 hemocitómetro, siendo la viabilidad mayor del

90%(por exclusión del azul trypan); posteriormente se rompie­

ron con ácido perclórico (PCA)5%y la fracción ácido soluble
se descartó.

La fracción ácido insoluble se disolvió en protosol
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y se transfirió a viales de conteo agregando 3 ml de tolueno

centellante. La radioactividad se leyó en un contador de cen­

telleo líquido modelo BeckmanLS 100 con una eficiencia de

65%para tritio.

Los resultados se expresan comoporcentaje de inhibi­

ción de la incorporación de uridina-3H en relación a los con­

troles respecto a 107células.

Los timocitos de ratas AXy'AxDfueron procesados el

mismo día y en el mismo experimento.

II.2.4. Determinación de la unión de Dex-3Hen timocitos

enteros de ratas

La determinación de la unión total de Dex-3Hse rea­

lizó por triplicado incubando 1 ml de suspensión de timocitos

en MEM (3-4 107 cel/ml) en tubos de vidrio siliconizados,en

presencia de Dex-3H.

Para determinar la unión no especifica se incubaron

idénticas alicuotas en presencia de 1000 veces de exceso de

Dexno radioactiva. Para obtener la curva completa de satura­

ción se agregaron cantidades crecientes de Dex-3H.
Todas las incubaciones se llevaron a cabo a 37°C duran­

te 45 min con agitación suave en una atmósfera de 95%O2 y

5%C02, en un baño termostático.
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Al finalizar la incubación 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 resuspendió en 0,2 ml de PBSy se contó en tolueno cente­

llante conteniendo 30% (v/v) de Triton X-lOO, en un contador

de centelleo líquido.

La unión no específica se obtiene por diferencia en­

tre la unión total de Dex-3Hy la unión no específica.

11.2.5. Métodosestadísticos

Para determinar las diferencias estadísticamente sig­

nificativas se usó el test de Student's considerándose signi­
ficativas, p=0,05 o menor.
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II.3. RESULTADOS

II.3.1. Estudio de receptores de Dex-3Hen timocitos enteros

de ratas Ax y AxD.

La unión específica de Dex-3Ha 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.1.).

En la Fig. II.2. puede observarse que la unión espe­

cífica de la Dex-3H luego de 40 min de incubación es depen­

diente de la concentración de la hormonay la saturación se
alcanza con 3 x 10-8M.

En estas condiciones el 0,5%de la radioactividad to­

tal se fijó en núcleo, siendo no especifico solamente el 40%
de la unión total.

Para determinar la especificidad de la Dex por sus

receptores se incubaron timocitos con Dex-3H 5 x lO-BM, y

1,10,100 o 1000 veces más de Dex, corticosterona o progeste­

rona no radioactivas (Fig. II.3.). La unión de Dex-3Hen pre­

sencia de los distintos competidores se expresó comoporcen­

taje de la unión total, considerando la unión de la Dex-BHen

ausencia de hormona no radioactiva como 100%.
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Comose muestra en dicha figura, la afinidad de estos

esteroides por los receptores de Dex es similar en ambosgru­

pos de animales, nero difieren en su capacidad para desplazar

a la Dex-3H (Dex>>B;>P).La testosterona o el estradiol en al­

tas concentraciones no desplazaron a la hormonaradioactiva.

Estos resultados son coincidentes con los descriptos por otros

autores (36,48,105) tanto en linfocitos humanoscomoneoplá­
sicos.

Cuandose graficó la relación Dex-3Bligada/libre en

función de la hormonaligada, según Scatchard (223) (Fig.II.4.),

se obtuvo un gráfico lineal para ambosgrupos, lo que corres­

ponde a una sola clase de sitios de unión. Las pendientes co­

rrespondientes a cada grupo fueron diferentes (p<<0,02),

(Kd Ax = 1,77 i 0,17 lO-BM y Kd AxD = 3,61 i 0,58 10-8M), in­

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 número de los sitios de unión en las células de AxD

fue 50%mayor que en Ax, no siendo la diferencia significativa

debido a la gran dispersión observada en ambos grupos . En Ax

9860 i 1887 receptores/cel y en AxD15010 i 3091. Los valores

de constante de disociación 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.

-58­



Fig. II.4.'

Unido/librex1o7

o

Kd sitios/cel.

ZOO _ Ax 1,77 w: 0,17 108 M 9860 L 3687

¿r 0,58105M 15010 :c 3091

150 —

AX(r: 0,95)
100

AxD(r=Q98)

50 ­

1

EO

l

200

l

no 2a)

fmoles Dex GH) unidos/107cel.

Gráfico de Scatchard de la unión de Dex-3B a timo­
citos. Cada gráfico corresponde a un experimento
representativo de 5 en las ratas Ax (o) y de 3 en

las AxD(o). La Kd I sitios receptores/ célula
; -u +corresponden al promealo ­
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perimentos en ratas Ax y 3 experimentos en AxD,
todos hechos por duplicado.

-59­



11.3.2. Efecto de los GCsobre la incorporación de uridina-3H

en timocitos de ratas Axgy AxD

Para investigar la sensibilidad a los GCde los timo­

citos de ratas Ax y AxD,se estudió la incorporación de uri­

dina-3H a ARN.

Comose puede ver en la tabla II.1., cuando las incu­

baciones se realizaron en presencia de Dex 5 x 10-8M (concen­

tración necesaria para alcanzar la saturación de los recepto­

res) no hubo diferencias significativas en la inhibición de
la incorporación de uridina-3H en ambos lotes de animales.

Cuando la concentración disminuyó a lO-BMse observó una res­

puesta errática: en un experimento hubo un menor efecto inhi­

bitorio en los timocitos de ratas AxDrespecto a los Ax, mien­

tras que en el otro no hubo diferencias significativas. A la

menor dosis ensayada (10'9M) en los tres experimentos se ob­

servó una disminución significativa en la inhibición de la in­
corporación de uridina-3H a la fracción ácido insoluble en

timocitos de ratas AxD.

Cuando se usó corticosterona en lugar de Dex, se obser­

vó una respuesta similar. En presencia de altas concentracio­

6My 10-7M) de cuatro experimentos realizados,nes de B (10­

dos presentaron una disminución en la inhibición de incorpora­

ción 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 11.1.: Efecto inhibitorio de la dexametasona (Dex) y la
corticosterona (B) sobre la incorporación de uri­
dina-3H a la fracción ácido-insoluble en timoci­
tos de ratas Ax y AXD.

Exp N° GC Molaridad % Inhibición de uridina-3H P
Ax AxD

1 Dex 5 x 10‘8 60 Ï , 60 Ï 1,2 N.S.
6 " " 52 Ï , 52 Ï N.S.

4 " " 48 Ï , 50 Ï , N.S.

2 1', 10'8 27 Ï , 33 Í , N.S.
H |I + +3 44 - ,o 23 — , <0,01

5 " 10'9 16 Ï , +4 É , <0,01
1 " " 21 Ï , 11 Ï , <0,05
7 " " 48 Ï , 26 Ï , <0,02

2 B 10‘6 36 Ï 2,4 31 Ï 2,0 N.S.
3 " " 48 Ï , 28 Ï , <0,01

n —7 + +4 10 28 - , 27 - , N.S.

5 " " 36 ÏV , 6 Ï , <0,02

7 " 5 x 10‘8 15 Ï 2,5 Ï ,4 <0,02
8 " " 47 Ï 6,6 12 Ï ,2 <0,05

Cada valor es _ +el promedio- error standard de triplicados.
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concentración de B fue de 5 x 10-8M se encontró una disminu­

ción significativa en el efecto inhibitorio del esteroide en

el grupo AxDrespecto del Ax.
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II.4. DISCUSION

Está generalmente aceptado que la inhibición por GC

de la síntesis de ADNy ARNen timocitos está mediada por una

proteína inhibitoria (219).
Este mecanismo fue extensamente estudiado , entre

otros, por Homoy Munck. Este último sugiere que en las célu­

las tímicas de la rata, los complejoscortisol-receptor produ­

cen una actividad metabólica proporcional a la velocidad a la

cual estos complejos llegan a los sitios nucleares, y no al

número de sitios que ellos ocupan (221). Por otro lado, Homo

observó que en timocitos fraccionados por gradientes de BSA

habia una inhibición creciente en la incorporación de uridina

desde las células de la banda superior (médula) hacia el pellet

(corteza). Sin embargo, estos autores no encontraron diferen­

cias en el númerode receptores de GCen las distintas fraccio­

nes celulares (205). Estos trabajos sugieren que el númerode

receptores no siempre se correlaciona con el efecto hormonal

o con la traslocación del complejo H-Ral núcleo.

Los resultados presentados en este capitulo muestran

que cuando las incubaciones se hicieron con Dex, sólo se en­

contró diferencia significativa entre timocitos de ratas Ax

y AxDa la menor concentración de hormona usada (10-9M),a ma­

yor concentación que la saturación del receptor (5 x 10-8M) no

hubo diferencias entre grupos, encontrándose una respuesta
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errática a concentraciones intermedias (lO-BM). El mismome­

canismo se encontró con corticosterona pero a mayor concentra­

ción, dado que la hormona tiene menor afinidad por el receptor.

El comportamiento errático con Dex 10-8M y B lO-GMy

10-7Mse puede relacionar no sólo con la diferencia observada

en los pesos de los timos de las ratas AxDsino también a va­

riaciones en las condiciones diabéticas del animal dado que

los niveles de glucosa sanguínea oscilaron entre 250 y 580 mg

por 100 ml de sangre.

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

menor respuesta biológica hallada a la menor concentración

de GCpor timocitos de ratas AxD, sugiere una menor sensibili­

dad a la hormonapor estas células.

Un efecto similar se observó en la Kd del receptor ci­
tosólico por los GCen hipotálamo de ratas diabéticas (224) y
en timocitos de ratones tratados con altas dosis de hidrocor­

tisona (225). Los primeros autores sugieren que dichas altera­

ciones en la Kd son producidas por la diabetes, mientras que
los segundos consideran que es por el predominio de una deter­

minada subpoblación celular.

En el caso de la rata AxDambas interpretaciones son

posibles, aunque es improbable que la misma subpoblación 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 que en estas
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ratas pueda predominar otra subpoblación con las mismas :arac­

terïsticas de las obtenidas por Duval.

Cambios en el número de receptores o en la Kd de una

hormonapueden modular la sensibilidad de un tejido a otra

hormona. Kahn y col (226) han demostrado que el aumento en los

niveles de GCu hormona de crecimiento "in Vivo" son capaces

de disminuir la sensibilidad de los tejidos a la insulina; y

Haring y col (227) que 1a adrenalectomía produce un aumento

significativo de la unión de insulina en adipocitos de rata.

Dado que los animales AxDcarecen de GCcirculantes,

la menor sensibilidad que los timocitos presentan a dichas

hormonas se podría deber a alteraciones que se producirían en

el receptor por la ausencia de insulina y/o alteraciones hor­

monales y metabólicas producidas en la diabetes y el ayuno.

En conclusión estos resultados sugerirían que la me­

nor afinidad del receptor de GCpor su ligando, observada en
las ratas diabéticas sería un mecanismode defiïma del sistema

inmune cuando se elevan los niveles de GCcirculantes.
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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

nución de peso del timo en los animales AxD, yrdel capitulo II

una disminución en la sensibilidad a los GC.

Para investigar si estas alteraciones en el timo eran,
de acuerdo a lo dicho en la discusión del capítulo anterior,

consecuencia directa de la falta de insulina o indirecta por

alteraciones metabólicas y/o endócrinas producidas en la dia­

betes, se estudió en los timocitos la presencia de receptores

de insulina y la acción de la hormonasobre el transporte de
membrana.

Para ello se estudió el transporte de aminoácidosuti­

lizando el análogo de alanina, d-aminoisobutírico (AIB) (228).

Este aminoácido es transportado en diversos tejidos por el

sistema A o de alanina, llamado así por ser el sistema prefe­

rencial para aminoácidos neutros (229). El AIB tiene la ven­

taja de no ser metabolizado por la célula debido a que no se

incorpora a proteínas ni es catabolizado; por lo que su trans­

porte puede estudiarse independientemente del metabolismo in­
tracelular.

Por otra parte, está demostradoque la insulina esti­

mula el transporte de aminoácidos en una variedad de tejidos

(230-233), incluido el tejido linfoide (171,234,235).
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El mecanismode acción de la insulina ha sido difi­

cil de entender dado que sus diversos efectos se producen con

distinta secuencia en el tiempo (139-141), comose detalla en
la introducción.

Los estudios de los sitios de unión de la insulina en

la membranaplasmática ha aumentado notablemente el conoci­

miento de la forma en que la hormona interactúa con las célu­

las, así comoel de sus diveros efectos en ella (142,143,236,

237). Se ha demostrado que dicho receptor es una glicoproteïna

de cuatro subunidades unidas por puentes disulfuro y tiene un

peso molecular de 350.000 daltons (238,239). La unión de la

insulina a sus receptores es reversible, de alta afinidad,
tiempo dependiente y proporcional a la actividad biológica de

un grupo de análogos de la insulina. La constante de afinidad

(Ka) del receptor para la hormonaen diversos tejidos varía
entre 108M-1 y lOJ'OM-1 (142,236,237).

Probablemente los efectos sobre las funciones de mem­

brana, tales comotransporte de azúcares, aminoácidos, iones

y precursores de ácidos nucleicos ocurran comoconsecuencia

directa de la unión de la insulina a sus receptores especí­
ficos (139-141,240). Ademásde estos efectos, la insulina re­

gula un númerode procesos intracelulares, incluyendo activa­

ción de enzimas y síntesis de ADN,ARNy proteínas (l39-141).

Hasta ahora ha sido difícil proponer un único mecanis­

moque explique efectos tan discímiles de esta hormona (241).
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Por el momentose consideran dos teorías. Una de ellas es que

la insulina genera un segundo mensajero en la capa interna de

la membranacelular y que este mensajero lleva a cabo los efec­

tos intracelulares de la hormona;entre los posibles candida­

tos para esta función se encuentran: iones en especial el cal­

cio (14l,242,243), cGMP(244) o disminución de CAMP(245,246).

A pesar de que desde hace más de una década se está trabajando

esforzadamente para demostrar esta teoría, aún no se ha llega­

do a resultados definitivos. La otra teoría se basa en que la

insulina entraría a la célula y luego ella misma (144) o uno

de sus subproductos (247,248) interactúa 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
251 en la vena por­observaron que cuando se inyecta insulina-l

ta de las ratas y posteriormente se preparan las fracciones

subcelulares de hígado, la hormonase encuentra intacta en las

fracciones de núcleo, mitocondria, microsomay citosol. Estos

autores postularon que la hormonano solamente podria entrar

a la célula sino también actuar sobre organelas intracelulares

tales comoel núcleo. Carpentier y col (250) corroboraron esta

hipótesis con linfocitos humanosIM-9 al observar que la insu­

lina-1251 se mueve a través de la membranaplasmática; y

Goldfine y col (251,252) con las mismas células demostraron

que la hormonapuede entrar a la célula intacta y unirse a es­
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tructuras comoel núcleo. Actualmente se considera que la

hormonapodria entrar a través de vesículas pinocïticas luego

que se une a los receptores de membrana, entrando el comple­

jo H-R, lo que explicaría 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‘4-aminoisobutirico (1-14C) (AE 53 mCi/mmol) de

NewEngland Nuclear (Boston M.A.). Insulina-125I (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 «—aminoisobutïrico y tris (hidroximetil) amino

metano (Trizma Base o tris) fueron de marca Sigma.

Los buffers utilizados son los que se detallan a con­
tinuación:

Buffer Tris I: ClNa 120 mM, ClK 5 mM, ClzCa 1 mM, ClZMg 2,5 mM

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

glucosa ll mM.

Buffer Tris II: ClNa 120 mM, ClK 0,5 mM, 804Mg 1,2 mM, acetato

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

25°C, glucosa 10 mM, BSA 1%.
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III.2.2. Animales de experimentación

Se trabajó con ratas de 20 y 90 días. Las ratas Ax y

AxDse obtuvieron según lo descripto detalladamente en el ca­

pítulo I.
El efecto de la insulina "in vivo" se estudió inyec­

tando 1Ude insulina bovina en forma intraperitoneal a cada

rata. Los animales se sacrificaron cuando los valores de glu­

cemia estaban entre 50 y 70 mg/lOOml de sangre, determinados

por la técnica de la glucosa oxidasa (254).

III.2.3. Preparación de las células e incubación con AIB

La extracción de los timocitos se realizó según la

técnica detallada en el capítulo 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 baño termostático durante 140 min a 37°C, agregan­

14C los últimos 20 min.d030 uM de AIB y 0,2 uCi de AIB­

Cuandose estudió el efecto de la insulina "in vitro"

el buffer Tris I contenía 1%de BSAy la insulina se agregó
al inicio de la incubación. El efecto de la insulina "in vivo"

se determinó incubando timocitos de ratas Ax y AxDque habían

sido inyectadas con insulina, comparándosecon células de ani­

males no inyectados.
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Finalizada la incubación las células se trasvasaron

a tubos cónicos y se lavaron con el buffer dos veces. Luego

del segundo lavado se contaron contra azul trypan para expre­

sar los resultados por el númerode células recuperadas. Pos­

teriormente el pellet final se resuspendió en 0,2 ml de buffer

y se extrajo con tritón-tolueno centellante. Los tubos se con­

taron en un contador de centelleo líquido modelo BeckmanLS 100

con una eficiencia de 90%para carbono.

III.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 alícuota de cé­

lulas necesarias para la incubación se centrifugó en tubo có­

nico, durante 5 min a 100 g a temperatura ambiente. El pellet

se suspendió en el buffer Tris II con 1%de BSA.

La incubación se realizó en viales de plástico en un

volumen de 0,6 ml por triplicado durante 90 min con agitación.

La incubación se realizó a 15°C pues a esta temperatura se

mantiene la viabilidad celular, disminuye la degradación del

receptor y la hormona, y permite realizar estudios en condi­

ciones de equilibrio (175). La concentración de insulina-1251

empleada fue de 1-2 x lO-lOMy las dosis de insulina no radio­

activa para desplazarla variaron entre 10-9My 10-5M.
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Finalizada la incubación se trasvasaron 0,5 ml de

muestra sobre 0,9 ml de dibutil-ftalato en tubo cónico

Eppendorf y se centrifugaron 5 min en centrífuga "Microfuge".

El sobrenadante, conteniendo la hormonaradioactiva libre, se

descartó y el pellet se lavó con 1,3 ml de sacarosa al 10%en

solución fisiológica. La radioactividad asociada al pellet se

determinó en un contador de centelleo gammamodelo Beckman 4000

con una eficiencia de 60%.

La unión específica de insulina se obtuvo restando del

total de radioactividad incorporada, la cantidad no desplazada

por 10-5Mde insulina nativa.
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III.3. RESULTADOS

III.3.1. Estudio del transporte de AIBen timocitos

Cuando se estudió el transporte de AIB en los timo­

citos de ratas normales (N), Ax y AxDse encontró (Fig.III.l.)

que en los animales Ax, diabéticos o no, se produce un incre­

mento significativo en el transporte de AIBcon respecto a los
normales.

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

de AIB se puede observar en la tabla III.1.Cuando los timoci­

tos provenientes de ratas de 90 días Ax y AxDse incubaron en

presencia de In 10-8M no se observó ningún efecto de la hor­

mona en el transporte del aminoácido.
Para realizar "in vivo" el estudio del efecto de la

insulina fue necesario establecer previamente el momentoópti­

mo, después de la inyección 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 1Ude insulina crista­

lina a las 10 hs del día y se sacaron muestras de sangre a los

10,20,45,60,75,90 y 120 min. Las ratas AxDse inyectaron de

la mismamanera 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 decidió sacrificar los
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Fig. III.1.: Entrada de AIBen timocitos de ratas de 90 días
normales (N), AX y AXD. y
Los resultados se expresan comopromedio Ï error
standard de (n) determinaciones individuales.
* Diferencia significativa p<Í0,02 respecto a
normales.
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Tabla III.1.: Efecto "in Vitro" de 10-8Mde insulina sobre el

transporte de AIB en timocitos de ratas de 90

días Ax y AxD.

8Rata Control In 10- M %A
cpm/ 107 cel

1410 Ï 28 1359 Í 63 — 4

AX 4638 Í 309 3780 Í 327 —18

4622 Ï 243 5004 Í 33o + 8

1522 Í 89 1333 Í 58 —12

AXD 5014 Í 302 4375 Í 321 —13

5266 Ï 492 4639 Í 100 —12

. +Los resultados corresponden al promedio - error standard

de experimentos por triplicado.
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III.2.: Curva de glucemia en ratas Ax y AxDluego de la
inyección de l U de insulina, extrayendo las
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 m1 de sangre, que corresponde en las

Ax a una hora después de la inyección y en las AxDa 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 AIBsi­

milar en ambos grupos: Ax :(34 t 8)% y AxD ¡(26 i 3)%.

El hecho de que en nuestras condiciones experimenta­

les la insulina "in vitro“ no alterara el transporte de AIB

en ratas adultas, contradice lo observado por Goldfine (189,253).

Este autor describe una estimulación del transporte de AIBpor

altas concentraciones de insulina (lO-GM)en ratas de 20 días
normales; por ello se decidió repetir dicho trabajo con insu­

lina 10'6r4 y 10‘8M en ratas de la misma edad y de 9o días.

Comose ve en la tabla III.3., la mayor concentración de In

(lO-6M) produjo una estimulación significativa de 28%en los

animales lactantes pero no en los adultos. La In lO-BMno

alteró la entrada del aminoácido en ninguno de los dos grupos.

Estos resultados indicarïan que la insulina solamente

en altas concentraciones estimula el transporte de AIBen ti­

mocitos de crías lactantes pero no en ratas adultas normales.
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Tabla III.2.: Efecto “in vivo" de insulina (lU) sobre el

transporte de AIB en timocitos de ratas de 90

días Ax y AxD.

Rata Control In l U %A P
cpm/ 107 cel

+ +2393 - 160 3578 - 7o + 5o <0,01

Ax 2620 Ï 76 3320 Ï 160 + 27 <0,02

4126 Ï 148 5150 Í 183 + 25 <0,02

+ +5014 - 302 6445 - 169 + 29 <0,02

AxD 3607 Ï 286 4428 Ï 285 + 23 <0,05

2571 Í 93 3172 Ï 37 + 23 <0,01

Se inyectó l U de insulina bovina y se sacrificó a las ratas

Ax luego de una hora y a las AxDluego de dos horas.
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Tabla III.3. : Efecto "in Vitro" de insulina 10­8
M y 10‘6M

sobre el transporte de AIBen timocitos de

ratas normales de 20 y 90 días.

Rata Insulina cpm/ lO cel n %A P

—- 3115 - 106 12 —- -­

20 días 10’8M 3249 Ï 178 9 +4 N.S.

10’6M 3972 Ï 85 12 +28 <í0,001

-— 2934 Ï 198 5 -- -­

9o días 10’8M 2739 Ï 135 3 -7 N.S

10‘6M 3029 Í 78 6 +3 N.S.

n = número de determinaciones.

Los

de las n determinaciones.

. +resultados corresponden al promedlo - error standard
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III.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 días frente a la

insulina, se estudiaron los receptores para dicha hormonaen
estas células.

Según puede observarse en la Fig.III.3. la unión de
insulina-1251 a timocitos de ratas lactantes fue directamente

proporcional a la concentración de células hasta la mayor den­

sidad celular estudiada en este trabajo. La degradación de la

hormonafue igual en todas las concentraciones celulares, osci­

lando entre un 10 y un 15%.
125Los resultados de la unión.de insulina- I a timoci­

tos de ratas lactantes se puede observar en la Fig.III.4.Cuan­
do lOBCélulas de ratas lactantes se incubaron con 2 x 10-10M

de insulina-1251, 0,54%de la radioactividad total se unió a

las células. El 36%de la radioactividad unidad no fue despla­
S . . . . .Mde insulina nativa, con51derándose esta uniónzado por 10­

no específica. Esto indicaría la presencia de sitios de unión
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 trabajó con

los timocitos de ratas de 90 días Ax y AxDno se encontró si­

tios de unión para la insulina-1251, pues como se ve en la

tabla III.4. la insulina nativa 10-5Mno produjo desplazamiento

de la insulina radioactiva en ninguno de los dos grupos.
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Fig. III.3.: Unióhespecífica de
de ratas de 20 días
ción celular.
La unión específica
lla en materiales y

. . 1251nsullna­
en función de la concentra­

I a timocitos

se determinó como se deta­
métodos.
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Fig.

UÑidOx

Libre

III.4.:

0.5

0.25

l l l l

10'8 10‘7 10‘6 105

insulina nativa (M)

Efecto de distintas concentraciones de insulina
no radioactiva sobre la unión de insulina-1251
en timocitos de ratas de 20 días.
Cada punto corresponde al promedio Ï error
standard de triplicados.

-84­



Tabla III.4.: Uniónde insulina-1251 a timocitos de ratas

de 90 días Ax y AxD.

125Rata Unión total In- I Unión inesp.

pg/ 108cel pg/ 108cel

Ax . 40,5 Í 3,3 45,1 Ï 2,9

AxD 33,1 Í 2,2 34,5 Í 0,6

Los resultados corresponden al promedio Ï error standard

de un experimento por triplicado.
., . . . —10 . . 125La union total se midió en presen01a de 10 Mde insulina- I

y la unión inespecïfica en presencia de 10-5Mde insulina
nativa.
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III.4. DISCUSION

El incremento del transporte de AIB observado en timo­

citos de ratas, tanto Ax comoAxDrespecto a los N, está en

concordancia con el conocido efecto inhibitorio de los GCso­

bre este mecanismo, descripto tanto en timocitos (56) comoen

células de hepatoma (255). La diabetes en los animales Ax no

produjo alteraciones en dicho transporte lo que indicaría una

preponderancia de los GCsobre la insulina en el transporte

de aminoácidos en timocitos. Contrariamente a esto, Gelehrter

(255) describe en células aisladas de hepatoma, además de la

clásica acción inhibitoria de los GC,un efecto potenciador

por la insulina, no tan marcado como el de los GCpero que an­

tagoniza al mismo. Considerando que estas células tienen las

características de los hepatocitos, esta acción antagónica 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 ratón (171,256), los efectos metabólicos de la insuli­
na sobre estas células no han sido suficientemente caracteri­

zados. Hofert (172,177) observó que la insulina incrementa el

metabolismo de la glucosa, y Goldfine (235) que estimula la

incorporación de aminoácidos a proteínas. Todos estos trabajos
se realizaron en ratas lactantes solamente con altas concentra­
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ciones de insulina; se podría pensar que tales concentracio­

nes son necesarias dado que no se trata de la insulina propia

del animal (se usó insulina bovina).

A pesar de que Goldfine (235) encontró que los timoci­

tos de ratas lactantes y adultas unen la mismacantidad 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 ésta una posible causa
de la falta de efecto "in vitro" de la insulina sobre el trans­

porte de AIBdescripto en este capítulo.

En oposición a esto y en concordancia con Goldfine he­

mos observado que los timocitos de ratas de veinte días tienen

receptores de insulina y el transporte de aminoácidos 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 hormonano tiene una acción 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 metabólicas producidas por inyec­
ción 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.l. INTRODUCCION

En este capitulo se investiga la acción de los gluco­

corticoides y/o la insulina sobre la respuesta inmunelinfoci­
taria, de acuerdo a las consideraciones realizadas en la dis­

cusión del capitulo II. En él se sugiere que la menor sensibi­

lidad a los GCen los timocitos de ratas AxD, podría deberse

a un mecanismo de defensa del sistema inmune cuando se elevan

los niveles de GCplasmáticos, comosería en el caso de la

falta de insulina (diabetes y ayuno) o en tratamientos con GC.

Comoya se trató en la introducción de esta tesis, se

sabe que los linfocitos circulantes poseen receptores para GC

(105,107), además de que dichas hormonas inhiben la sintesis

de ARNy ADNen los linfocitos activados por mitógenos (105).

Conrespecto a la insulina,si bien los linfocitos carecen de

receptores para dicha hormona, estos aparecen en su superficie

después de 24 hs de estimulación (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 comohiperglucemia, balan­

ce negativo del nitrógeno y pérdida de peso. Por ejemplo, en

la células grasa los GCdisminuyen la entrada de glucosa y au­

mentan la lipolisis, y la insulina en contraste aumenta la en­

trada y oxidación de glucosa y disminuye la lipolisis. En
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músculo, las acciones de los GCson también catabólicas, aumen­

tan la velocidad de proteólisis, mientras que la insulina au­

menta la entrada de aminoácidos y la sintesis de proteinas; en

el hígado, los GCaumentan el balance negativo de nitrógeno

aumentandola velocidad de síntesis de urea mientras que la

insulina disminuye la ureogénesis, también los GCincrementan

la gluconeogénesis aumentandola actividad de las enzimas cla­

ves de este paso metabólico, mientras que la insulina disminu­

ye la gluconeogénesis aumentandola glucolisis.

Estudios en el hombre y en animales han mostrado que

la sensibilidad de los tejidos a la insulina está regulada por

una variedad de factores (258) y hormonas(259). Los tejidos

periféricos son resistentes a la acción de la insulina tanto

en obesidad como en estados en los que se producen exceso de

GCy hormona de crecimiento. Inversamente, en estados relacio­

nados con deficiencias de estas hormonas, los tejidos peri­
féricos son más sensibles a la insulina tanto "in vivo" como

"in vitro". Ha sido ampliamente estudiado el mecanismode in­
teracción de estas dos hormonas. La administración de GCa ra­

tas conduce a la disminución en el número de receptores de in­

sulina en adipocitos y hepatocitos (260). Sin embargo, la in­

cubación de adipocitos con GC'in vitro" no tiene efecto sobre

la unión de insulina, a pesar de que disminuye el transporte

de glucosa (261). Estos trabajos sugieren que los GCdirecta­

mente inhiben el transporte de glucosa en adipocitos, y que
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la disminución de la unión de insulina observado luego de la

administración "in Vivo" de GCsería una consecuencia de los

altos niveles circulantes de insulina, los cuales a su vez

disminuyen los sitios de unión de insulina en los tejidos

"target" (259,261), creando de esta manera un estado resisten­
te a la insulina.

Los estudios realizados en el hombrehan sido bastan­

te contradictorios. Fantus y col (262) han encontrado que la

administración de prednisona no produce alteraciones en la

unión 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 sería conse­
cuencia directa de un defecto en el receptor de insulina sino

probablemente dependería de una alteración post-receptor.

En consideración a todo lo descripto, para llevar ade­

lante el proyecto mencionadoal principio se estudió el efecto
del cortisol (hormonaGCnatural del hombre), la dexametasona

(GCsintético de acción muypotente) y la insulina sobre la

síntesis de ADNen linfocitos humanosprovenientes de indivi­

duos normales estimulados "in vitro" con PHA,durante 48 hs, y

finalmente se decidió investigar la acción conjunta de los

GCy la insulina, en base al conocido efecto antagónico entre
ellas.
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IV.2. MATERIALES Y METODOS

IV.2.l. Drogas y soluciones

Metil-timidina 3H (AE6,7 Ci/mmol) fue provista por

NewEngland 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 ( lg/lOO ml) por Lepetit, el Hypaque

como sal sódica (solución 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 RPMI1640 y la Phytohemaglutinina M

(PHA) (liofilizada) fueron marca GIBCO.El medio RPMIfue 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 capítulos anteriores.
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IV.2.2. Extracción y purificación de células mononucleares

Las células mononucleares se obtuvieron de sangre pe­

riférica humanasegún la técnica descripta por Boyum(152).

La sangre venosa humana (40-70 ml) se extrajo en for­

ma estéril con heparina (lOU/ ml de sangre), y se diluyó con

igual volumen de Dextran 3%, dejándose 30 min a 37°C. El plas­

ma formado se extrajo con pipeta, agregándose en tubos de vi­

drio 4 ml de dicha dilución sobre 3 ml de Ficoll-Hypaque (den­

sidad = l,075-1,077) en forma suave por las paredes del tubo,

formándose dos fases. Se centrifugó 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 glóbulos rojos quedaron

en el fondo del tubo. La interfase se extrajo con pipeta Pas­

teur y se trasvasó a tubos cónicos, lavándose tres veces con

solución fisiológica más penicilina 1%.

El pellet final se resuspendió en medio de cultivo
y las células se contaron en un hemocitómetro Neubauer en

ácido acético 3%; la viabilidad se determinó por la exclusión

de azul trypan (196) y fue mayor del 95%.

Las células mononucleares se resuspendieron en medio

RPMI suplementado con 10 mMde Hepes (pH 7,4-7,5) , 2 mMde

L-glutamina, penicilina (100U/ml), streptomicina (lOOug/ml)

y 10%de suero fetal bovino.
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IV.2.3. Activación de las células con mitógenos

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. El mi­

tógeno utilizado fue Phitohemaglutinina-M. El mismose resus­

pendió en 5 ml de agua bidestilada estéril; 0,2 ml de esta

solución madre se diluyeron a 2 ml con medio de cultivo y alí­

cuotas de esta dilución se agregaron a cada tubo para obtener
los cultivos estimulados.

La suspensión de células se cultivó en estufa a 37°C
durante 48 hs.

IV.2.4. Determinación de la síntesis de ADN.

La síntesis de ADNse midió en las células cultivadas

por agregado de 0,5 uCi de metil-timidina 3H/ m1 en las úl­
timas 5 hs.

A las 48 hs, los cultivos se centrifugaron a 1.500 g.

El pellet final se resuspendió en l ml de agua destilada para

romper las células y se precipitó con 0,4 ml de TCA25% (con­

centración final 7%). El ADNse recibió sobre filtros de fibra

de vidrio (Whatman,Clifton N.Y.), y se lavó sucesivamente con

ClH 0,2 N, ClH 0,05 N y etanol. Los filtros se secaron y se

transfirieron a un vial de plástico con 3 ml de tolueno cen­
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tellante y se contaron en un contador de centelleo líquido

modelo BeckmanLS 100C , con una eficiencia para tritio de

65%.

IV.2.S. Hormonas

La insulina se disolvió en 6,6 mMde ClH para dar una

concentración de 10-5My se pasó a través de un filtro Millipore

tipo SLGS0,25 OS y la solución estéril se mantuvo a 4°C.

Los glucocorticoides (dexametasonay cortisol) se di­

solvieron en etanol absoluto para dar una concentración de
10'4M y 10’3 Mrespectivamente, y se pasaron a través de fil­

tro comola insulina, manteniéndose las soluciones estériles
a 4°C.

Las diferentes diluciones se hicieron en medio de cul­
tivo y se agregaron las alícuotas al cultivo de células en los

tiempos indicados (tiempo cero: junto con el mitógeno al co­

mienzo del cultivo y tiempo 24: luego de 24 hs de estimulación).

El suero fetal bovino contenía 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 comoestériles, fue­

ron realizadas con material y bajo atmósfera estéril (flujo
laminar Edgegard, BAKER,Co, Inc. Sanford, Maine USA).

-95­



IV.2.6. Ayunode los linfocitos

Unavez extraídos los linfocitos se incubaron durante

16 hs en RPMI 1640 con 10% de FCS a 37°C. Luego de este tiempo

se centrifugó y se aspiró todo el medio de cultivo, resuspen­

diéndose las células en buffer Hanks sin glucosa ni suero du­

rante cuatro horas (período de ayuno). Posteriormente las cé­

lulas se centrifugaron, se resuspendieron en medio completo y

se cultivaron en presencia de 20 ul de PHAdurante 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 comolas células ayuna­

das nada más que durante las 4 hs de ayuno se mantuvieron en

medio completo con 10%de suero fetal bovino.

IV.2.7. Degradación de la insulina-1251

La determinación de la integridad de la molécula de

insulina en el medio de cultivo de células mononucleares esti­

muladas con PHÁdurante 48 hs se realizó de la siguiente manera:
insulina-1251 6 x 10-10Mse agregó a las cero y 24 hs de ini­

ciado el cultivo. Una vez sacrificado el mismo, 0,1 m1 del me­

dio de cultivo se precipitó con 0,9 ml de TCA5%, se centrifugó

15 min a 1.000 g, se separó el sobrenadante y el pellet se

lavó con l ml de TCA5%; después de centrifugado,el segundo
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sobrenadante se unió al primero. La radioactividad asociada

al sobrenadante (insulina degradada) y 1a del pellet (insuli­

na no degradada) se midió en un contador gammamodekDPackard

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 ADNse hizo una

curva dosis respuesta agregando la hormona al comienzo del

cultivo, junto con 20 ul del mitógeno. Comose puede ver en

la Fig. IV.1., en presencia de cortisol 10-9M, la menor con­

centración empleada, el efecto inhibitorio sobre la incorpora­

ción de timidina-BH fue de 10%, aumentando la inhibición al in­

crementar la concentración de la hormona llegando a 60%de in­
6hibición con cortisol 10- M. Con Dex también se obtuvo una res­

puesta dosis dependiente, pero comoes un glucocorticoide de

acción más potente, su efecto se desplazó a menores concentra­
11Mse tuvo un efecto inhibitorio sobre laciones: con Dex 10­

sintesis de ADNde 21%, alcanzándose el efecto máximo de 82%

con 10-8M. Las dosis que produjeron el 50%de inhibición (DESO)
7fueron para el cortisol entre 10- My lO-BMy para la Dex en­

10M y 10'9M.tre 10’

Comoel efecto inhibitorio podría deberse a un efecto

citolítico de las hormonas,y no a la inhibición de la sínte­
sis de ADN,se determinó la viabilidad celular en los cultivos

de 48 hs en presencia de dos concentraciones de GCy en ausen­
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Fig. IV.l.: Efecto inhibitorio de la dexametásona (Dex) y el
cortisol (F) sobre la incorporación de timidina-3H
en linfocitos humanos estimulados con 20 ul de PHA
durante 48 hs.
Cada valor es el promedio Ï error standard de por
lo menos cuatro determinaciones.
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cia del mitógeno. La PHAproduce aglutinación de las células

impidiendo hacer un buen contaje de las mismas.
8 6La viabilidad con cortisol 10- Mo 10- Mosciló entre

11M o 10'985% y 90% y con Dex 10- M entre 80% y 93%. Estos re­

sultados indican que los GCno tienen efecto citolitico sobre

las células mononucleares humanas aún después de 48 hs de

estar en contacto con las mismas.

Dadoque los linfocitos humanosen reposo tienen recep­

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

sobre las células no estimuladas. La tabla IV.1. muestra que
el efecto inhibitorio de la Dex sobre la síntesis de ADNen

estas células, sigue también una respuesta dosis dependiente.

llM no hay efecto, con Dex 10-9Mla inhibición esCon Dex 10­

de 20%, alcanzándose un47% con Dex 10-7M. Cuando se ensayó la

acción del F sobre los linfocitos sin estimular, 10-9Mno tuvo
8efecto y la inhibición de 37% con F 10- M aumentó a 60% con

10‘6M.

Por último, considerándose que los linfocitos después

de 24 hs de estimulación aumentan el número de receptores de

GC (105,107), se estudió el efecto de la Dex y el F en linfo­

citos estimulados poniendo la hormona luego de 24 hs de agre­

gado el mitógeno.

Comose 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 menorque cuando la

hormonaestuvo 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 síntesis de ADNen linfocitos

sin estimular durante 48 hs.

Hormona cpm/ lO6 cel % inhib. ‘ P

—— _ 2119 Ï 221 —­

F 10‘9M 2283 Í 237 + 7 N.S.

" 10‘8M 133o Í 106 —37 <0,05

" 10'7M 1172 Ï 60 —45 <0,01

" 10-6M 846 Í 38 —60 <0,01

-- 218 Í 21 —­

Dex 10'11M 222 Í 7 o N.S.

" 1o“9 M 175 Ï 15 —20 N.S.

" 10‘7 M 116 Í 10 —47 <0,01

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

experimento por triplicado para cada hormona.
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Fig. IV. 2.:
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Efecto inhibitorio de la dexametasona (Dex) y el
(F) agregados a las cero hora (223) y a_

sobre la incorpora­
cortisol
las 24 hs (E23 ) del cultivo,
ción de timidina-3H en linfocitos humanosestimu­
lados con 20 ul de PHAdurante 48 hs.
Los resultados corresponden al promedio Ï error
standard de dos experimentos.
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8M y 10’6M).rangos de concentraciones (10­

Estos resultados indicarían que para un mismotiempo

de cultivo la inhibición de la sintesis de ADNes mayor cuando

la hormona está presente desde el comienzo del cultivo, como

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

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

Se estudió el efecto de la insulina entre 10-10My
10-6Msobre la sintesis de ADNen linfocitos humanos estimula­

dos con 20 ul de PHAdurante 48 hs.

Según puede observarse en la Fig.IV.3. existió una gran

dispersión en la respuesta. En cuatro de seis experimentos hu­

bo una estimulación dosis dependiente; en uno, estimulación de

aproximadamente 20%a todas las concentraciones, y finalmente

uno con efecto inhibitorio de también 20%en todo el rango de

concentraciones, que se encontró también en otros experimentos
8 9individuales con insulina 10- My 10- M. A la máxima concen­

tración, 10-6M, huboun.marcado efecto inhibitorio que se po­

dria explicar comoun fenómeno de "downregulation", de acuer­

do a lo observado por otros autores (265,267). En tres de los

experimentos, la máximaestimulación se alcanzó con una dosis

de insulina de lO-BM.

En vista de la gran dispersión observada en la res­

puesta a la insulina y teniendo en cuenta que los receptores
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de insulina aparecen en el linfocito luego de 24 hs de activa­

ción, se pensó que el efecto de la hormonapodría ser directa­

mente sobre el linfocito activado. De acuerdo a ello y para

tratar de que el comportamientode la insulina fuera más uni­

forme se decidió agregarla 24 hs después del mitógeno. Como

puede observarse en la Fig. IV.4. existió también en este caso

una gran disparidad en la respuesta: en un experimento se ob­

servó una marcada estimulación, especialmente con dosis bajas

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

Con los resultados obtenidos hasta el momentono se

podía sacar ninguna conclusión del efecto de la insulina sobre

la activación linfocitaria. Recapitulando sobre los experimen­

tos realizados se descubrió un punto no considerado, que era

el origen de las células utilizadas. Estas provenían de dis­

tintos individuos que aunque normales podían encontrarse en
distintas condiciones metabólicas. Para tratar de normalizar

estas condiciones se resolvió ayunar las células durante 4 hs

previamente al agregado del mitógeno 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 mejoró las condiciones experimentales
de manera de unificar el efecto de la insulina sobre la incor­

poración de timidina-3H. En dos de cuatro experimentos la

insulina no alteró la incorporación de timidina-3H respecto a
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timidina-3H en linfocitos humanosestimulados con
20 ul de PHAdurante 48 hs.
Cada curva corresponde a un experimento individual.

-106­



Tabla IV.2.: Efecto de insulina 10-9Msobre la incorporación

de timidina-3H en linfocitos humanos ayunados y

luego estimulados.

ji

Exp. PHA PHA + In 10-9M %A P

Cpm/ 1o6 cel cpm/ 106 cel

+ +
1 Ay 7670 — 906 7317 — 1812 —— N.S.

c 17410 Ï 1163 11673 Ï 982 —33 <<0,01

+ +2 Ay 9199 - 1397 9451 - 855 -- N.s.

c 5895 Í 717 6315 Í 557 _ -— N.S.

3 Ay 14807 Í 1097 8394 Í 656 —43 <:0,01

c 11458 Ï 723 13561 Í 33o +18 <<o,05

+ +
4 Ay 6194 - 94o 5221 - 399 —— N.S.

c 7223 Í 13o 6815 Ï 7o -- N.S.

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

teriormente estimulados con 20 ul de PHAdurante 48 hs en

RPMI con 10% de FCS en presencia o ausencia de In 10’9M.

O controles , igual que los ayunados pero durante las 4 hs

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

Se pensó entonces que otra posible causa del efecto

inhibitorio o no efecto observado en algunos experimentos se

podría deber a la degradación y por consiguiente disminución

de la concentración de la hormona; esto se podia deber por la

presencia en el cultivo de monocitos (268) y enzimas proteo­

líticas provenientes de células rotas entre ellas glóbulos ro­
jos hemolizados, lo que varía en cada preparación celular (269,

270).

Con la idea de comprobar el grado de degradación de

la insulina durante el cultivo se determinó la integridad de

la molécula por la precipitación de insulina-1251 con TCA5%.

Comose puede ver en la tabla IV.3., cuando la insulina-1251

estuvo presente desde el comienzodel cultivo, la degradación

fue de (50 i 3)% y cuando se la agregó a las 24 hs fue de

(31 i 1)%. La mayor degradación encontrada cuando estuvo pre­

sente las 48 hs no justifica la falta de efecto por falta de

hormona pues quedaría todavía en el medio de cultivo. una con­
l0M, que según lo demostradocentración de insulina de 3 x 10­

en la Fig.IV.3. sería suficiente para actuar sobre las células.
Resumiendo, hasta este momentono se pudo explicar la

causa de la gran dispersión 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
degradación de la mismaunificaron los resultados.
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125Tabla IV.3.: Degradación de la insulina- I en células mono­
nucleares estimuladas con 20 ul de PHA.

Exp. In- I 6 x 10- M % insulina

0 hs 24 hs degradada

1 + — 47Ï2

— + 30Ï1

2 + - 54Ï2

— + 31Ï1

Linfocitos humanos cultivados durante 48 hs en RPMI1640 con

10% de FCS estimulados con 20 ul de PHAen presencia de insu­

lina-1251 agregada al iniciarse el cultivo (Ohs) o después

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

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 estimulación linfocitaria,

que se calcula comoel 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

vó que los experimentos en los cuales la insulina tenia un
efecto estimulatorio coincidían con un indice de estimulación

menor de 20 y cuando el efecto de la hormona era inhibitorio

o no había efecto el indice era mayor de 2Q (tabla IV.4.).
Es sabido que la estimulación mitogénica depende de

varios factores, entre otros: sensibilidad del individuo donan­

te, población celular y dosis del mitógeno. Conrespecto a es­

te último, se ha demostrado que la PHAcomo la Con A son mitó­

genos que a altas concentraciones, por encima de la dosis mi­

togénica óptima, produce inhibición de su propio efecto mito­

génico (271-273). De acuerdo a ello se pensó que los 20 ul de

PHAagregados a los cultivos podrian ser, en algunos casos,

una dosis supraóptima que ejerciera un efecto autoinhibitorio
enmascarando la verdadera acción de la insulina.

Teniendo en cuenta lo dicho anteriormente se realizó

en ese momentolo que tendria que haberse hecho en un princi­

pio: determinar la concentración óptima del mitógeno 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 estimulación de los experimentos del

gráfico IV.3. en relación al efecto de la insulina
sobre la sintesis de ADNen linfocitos estimula­

dos con PHA.

Exp. Efecto de In.‘ I.E.

1 estimulación 12

2 estimulación 15

3 estimulación 9

4 estimulación ‘ 20

5 no efecto 32

6 inhibición 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. Comopuede observarse existe una gran variación

en la cantidad de timidina-3H incorporada por las células para

la misma dosis del mitógeno , fenómeno que ha sido descripto

por otros autores (274). Sin embargo, entre 0,5 y 5 ul de PHA

(dosis subóptima) existe una respuesta dosis dependiente entre

cantidad de mitógeno agregada y timidina-3H incorporada y a

valores supraóptimos (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

de insulina 10-9M. En la tabla IV.6. puede observarse que la

insulina produce una potenciación de la acción de la PHA,en­
contrándose el efecto máximoa las menores concentraciones del

mitógeno. Por encima de la dosis mitogénica óptima, la insu­

lina potencia el efecto autoinhibitorio del mitógeno, explican­

dose de esta manera lo que podría llamarse "efecto inhibitorio
de la insulina"

IV.3.3. Acción 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 PHAutilizada , antes

de realizar los experimentos con insulina y glucocorticoides
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Tabla IV.5.: Efecto de distintas concentraciones de PHAsobre

la incorporación de timidina-3H en linfocitos
humanos.

, L 6PHA Cpm / 10 cel

ul 1 2 3 4

0,0 965 Í 30 590 Ï 17o 1391 Ï 162 774 Í 95

0,5 ——— --- —-— 1697 Ï 507

1,0 -—— ——— -—- 8260 Ï 1410

4 + * +
2,0 ——— -—— 34299 — 590 33786 — 2570

5,0 23537 Í 1678 12462 Ï 505 50636 Ï 2842 —­

10,0 36868 Ï 5282 13237 Ï 1042 ' 23440 Ï 1428 ——

20,0 38561 Ï 3022 17792 Ï 894 ——- -—­

50,0 24271 Ï'3034 15466 Ï 2119 13740 Í 224 --­

. +Los resultados corresponden al promedlo —error standard

de experimentos por triplicado.
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Tabla IV.6.: Efecto de insulina 10-9Msobre la incorporación

de timidina-3H en linfocitos humanosestimulados

con distintas concentraciones de PHA.

PHA Control In. 10-9M %A P

ul cpm/106 cel. cpm/106 cel.

0,0 854 Ï 121 909 Ï 102 6 N.S.

0,5 2350 Í 634 4582 Ï 178 95 «(0,02

2,0 22172 Í 2254 31590 Í 1400 42 <ío,02

5,0 37896 Í 3656 40223 Í 7878 6 N.S.

20,0 21417 Í 1450 16931 Í 602 -21 <ío,05

. + ‘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 estudió el

efecto del cortisol en concentración baja (lO-BM)y alta

(lO-6M)sobre la estimulación producida por distintas dosis

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

estimuladas con dosis bajas del mitógeno son más sensibles a

la inhibición que las que fueron estimuladas con dosis altas.

Considerando que el efecto de la insulina y el corti­

sol sobre la activación linfocitaria, depende no solamente de
la concentración de hormonautilizada sino también de la del

mitógeno, se decidió llevar a cabo los experimentos que se des­

criben a continuación en los que se muestra el efecto conjunto
de estas hormonassobre células estimuladas con distintas do­

sis de PHA. Ambashormonas se utilizaron en un rango de concen­
8 6traciones fisiológicas, cortisol entre 10- My 10- Me insulina

entre 10-10M y 10-8M.

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

zados con 1 ul de PHA.En el primero de ellos, donde la esti­
8mulación mitogénica fue baja, la insulina 10- Mprodujo una

estimulación significativa de 91%sobre la PHA,pero con lO-lOM
no llegó a ser significativa. En el segundo experimento, en

donde el efecto de esta dosis de PHAfue mayor, se muestra la

acción de cortisol e insulina.Cortisol 10-6Mprodujo una incor­

poración de timidina-3H de solamente 15%, efecto que no pudo
8 -10ser revertido por insulina 10- Mni 10 M, que sí antagoniza­

ron la acción inhibitoria de cortisol 10-8M.
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Tabla IV.7 : Efecto inhibitorio de cortisol (F) 10­8 6
M y 10' M

sobre la incorporación de timidina-3H en linfoci­
tos humanosestimulados con diferentes concentra­

ciones de PHAdurante 48 hs.

PHA Control F 10'8M %. F 10‘6M %

ul cpm/106 cel. cpm/106 cel. Inh. cpm/106 cel. Inh.

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

+ + +2,0 36481 - 2174 27619 —1137 -24 22925 -101o -37

20,0 8805 Ï 322 --- -- 6248 Ï 565 -29

Los resultados corresponden al promedio Ï error standard de
triplicados.
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8M y 10-1QMsobre laTabla IV.8.: Efecto de insulina (In) 10­

incorporación de timidina-3H en linfocitos humanos

estimulados por 1 ul de PHA.

Efecto inhibitorio del cortisol (F) en presencia o
ausencia de In.

6 % Timid.
Agregados cpm/ 10 cel. incorpor.

PHA 1 ul 11108 Ï 1244 100

u u + In 10‘8M 121234 Ï 2262* 191

" " + In lo'lOM 13663 Í 1452 ' 120

PHA 1 ul 28162 Í 2585 100

n u + F mO’GM 4383 Ï 644* 15

u " + " + In 10‘8M 4903 Í 1583* 17

" " + " + In 10’10M 3798 Í 247*I 13

n u + F 10'8M 14969 Í 2065* 53

" " + " + In 10'8M 23143 82

n " + " + In 10'10M 23567 Ï 2135+ 84

Los resultados corresponden al promedio Í error standard de

triplicados. Diferencias estadísticamente 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 1a acción mitogé­

nica fue baja, la incorporación de timidina-3H en presencia de

cortisol 10-6Mfue de 67%, que pudo ser revertida por insulina
-8 -10

10 M y 10-9M, pero no por 10 M. En el segundo experimento,

en el que la acción mitogénica fue más potente, el efecto in­

hibitorio de la mismaconcentración de cortisol fue mayor, no

siendo antagonizado por ninguna concentración de insulina.El

7Msobre la incorporación de timidina-3H

fue antagonizado por insulina 10-8My no por 10-10M; sin embar­
8

efecto de cortisol 10­

go el cortisol 5 x 10- Mfue antagonizado por las dos concen­
traciones de insulina.

Dado que la dexametasona es una droga sintética de po­

tente acción farmacológica, no se estudió el efecto antagónico

entre ella y la insulina, pues comose estableció en los obje­

tivos de esta tesis el enfoquede este trabajo es fisiológico.

A pesar de ello, en dos experimentos realizados con 5 ul de

PHA, se observó en uno que la insulina en una concentración de

10-9M disminuyó la inhibición de 58%producida por Dex 10-9M

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

lina no alteró la inhibición de 66%producida por Dex 10-9M,

pero antagonizó 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
ción de timidina-3H en linfocitos humanosesti­
mulados con 5 ul de PHA.

6 % Timid­
Agregados ‘cpm/lo Cel' incorpor.

PHA 5 ul 9389 Ï 624 100

" " + F 10'6M 6248 Ï 565* 67u II " +In i-
n u " + In 10'9M p 8406 Í 533+ 90
u n " + In 10'10M 6763 Ï 413* 72

PHA 5 ul 24127 Ï 808 100
" " + F 10’6M 8607 Í 707* 36

u u + n + In 10'8M 7359 Ï 64* 31

u " + " + In 10‘10M 7735 Í 359* 32

" " F 10‘7M 16393 Ï 919* 68

n u + n + In 10’8M 19854 Ï 130*+ 76n n+ ll +In
" " + F 5 x 10'8M 15375 Ï 916* 67

" " + " + In 10‘8M 20149 Í 275*+ 83
u u + n + In 10’10M 21110 Ï 503*+ 87

Diferencias estadísticamente significativas: * contra PHA
+ contra F.
Los resultados corresponden al promedio Ï error stanadrd
de triplicados.
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IV.4. DISCUSION

En concordancia con los resultados de otros investi­

gadores (105,221), en el presente trabajo se observó que el

cortisol y la dexametasona inhibieron la acción mitogénica de

la PHAen linfocitos humanos. La Dex por ser un glucocorticoi­

de sintético de acción muypotente, utilizado en concentracio­

nes farmacológicas, produjo mayor inhibición que el F, hormo­

na natural del hombre; la mayor concentración de ésta (lO-6M)

corresponde aproximadamentea concentraciones suprafisiológi­

cas de la hormona, posibles de encontrar en el plasma en si­
tuaciones de stress.

El efecto inhibitorio del cortisol dependió no sola­

mente de la concentración presente sino también de la dosis de

PHAutilizada, encontrándose la mayor sensibilidad a la acción

supresora del GCcon concentraciones subóptimas del mitógeno,

como ya ha sido demostrado (275-277).

Por otra parte, la inhibición de la incorporación de

timidina-BH por los GCen los linfocitos estimulados, se rea­

lizó sobre la síntesis de ADNy no fue consecuencia de un efec­

to citolítico aún en sus más altas concentraciones. Dichos re­

sultados concuerdan con lo descripto por Lippman (105), y se

halla en oposición al conocido efecto lítico de estas hormonas

sobre los timocitos (45,225), y en correspondencia al efecto
inhibitorio sobre la síntesis de ARNsobre las mismascélulas.
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Muestra de ello es lo observado en nuestro laboratorio, en que
7cortisol 10- My corticosterona 10-5Mproducen un 65%de lisis

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

ción, llegando a 70% con 10-4M (278).

Ha sido bastante discutida la acción de los GCen los

linfocitos estimulados, cuando son agregados después de la ac­

tivación. Estudios "in vitro" han sugerido que la sensibilidad

a los GCvaría con el estado de activación mitogénica.Nowell

(96) observó que prednisolona-Zl-fosfato reduce el númerode

mitosis inducidas por PHAen linfocitos humanoscirculantes;

siempre y cuando esté presente las primeras 24 hs de la esti­

mulación. Tormey y col (97) demostraron que esta hormona inhi­

be la incorporación de timidina y citidina en linfocitos esti­

mulados con PHAy que un retraso en el agregado del GCproduce

una menor inhibición; Ono y col (99) observaron lo mismo con

hidrocortisona en la incorpdración de uridina a ARN.

Estas observaciones llevaron a considerar que en los

linfocitos circulantes activados había una fase temprana de

mayor sensibilidad a los GC, para luego hacerse menos sensible;

por ello se pensó que la sensibilidad a los GCvaría con el

estado de activación inmunológica de la célula.

En nuestro caso, el menorefecto inhibitorio hallado

al agregar el cortisol o la dexametasona 24 hs después de la

activación mitogénica, en relación al agregado a la cero hs

y durante un tiempo fijo de activación (48 hs), se debería a
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que a la cero hora se estaría bloqueando el proceso de activa­

ción blastogénica, mientras que a las 24 hs solamente se esta­

ría atenuando una respuesta que ya está en desarrollo. Sin em­

bargo, Smith y col (106), trabajando con distintos tiempos de

estimulación pero iguales períodos en presencia de GC, encon­

traron que los linfocitos activados permanecenigualmente sen­

sibles a dichas hormonasa lo largo del periodo de activación.

Por ello sugieren que el efecto inmunosupresor de los GCpuede

deberse a la inhibición de la proliferación celular, no estan­
do relacionado a variaciones de sensibilidad de las células
durante la activación.

En conclusión la inhibición de la blastogénesis en

linfocitos humanospor GCno es consecuencia de la citolisis

y depende de la potencia y concentración de la hormona, tiempo

en que ésta se agrega y dosis del mitógeno.

Conrespecto al efecto de la insulina en la activación

linfocitaria, en los últimos añosse 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 hormonacuyos principales efectos son anabólicos, conside­

ramos la posibilidad de que ella en alguna forma estimulara la
síntesis de ADNen los linfocitos activados.

Los primeros experimentos realizados en presencia de

insulina mostraron una gran variabilidad en la cantidad de ADN
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sintetizado por las células estimuladas, lo que llevó a que

aiahmmos casos el porcentaje de radioactividad incorporada

fuera superior al de las células sin hormonapero en otros

fuera igual o menor. Se consideró 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,

encontrándose por consiguiente en distintas condiciones meta­

bólicas y endócrinas.

Está demostrado que como consecuencia del ayuno se

produce una disminución de los niveles circulantes de glucosa

así como de algunas hormonas tales como insulina (279), hormo­

na folículo estimulante, luteinizante, de crecimiento y pro­

lactina (280), en correspondencia a un menor consumoenergé­

tico. Se sabe también que alteraciones en la dieta o estado

nutricional pueden influenciar marcadamentelas respuestas in­

munes (281). Wing (282) ha demostrado un aumento en la activi­

dad antimicrobiana de los macrófagos en el ratón, comoconse­

cuencia del ayuno.

Por tal razón, comose explicó anteriormente, para tra­

tar de normalizar por lo menos las condiciones metabólicas en

que se encontraban las células de los distintos individuos,

se las incubó en buffer salino sin glucosa ni suero durante

cuatro horas. Consideramos este tiempo adecuado, dado que

Heaton y Gelehrter (283) demostraron unincremento en el trans­

porte de AIB en células de hepatoma de rata luego de un ayuno
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de aminoácidos de cuatro horas.

citos ayunados mantuvieron su viabilidad y capacidad

En esas condicones los linfo­

de esti­

mulación comolos controles, y la insulina se comportó exacta­

mente igual que en los experimentos anteriores.

Por otra parte los resultados obtenidos por nosotros,

mostraronque la degradación de la hormona no sería tampoco

responsable de la falta de efecto o inhibición del proceso mi­

togénico. No se descarta la posibilidad que un metabolito pró­

ducto de la degradación 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 acción de la misma (oxi­

dación 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 membranaplasmática

células "target" luego de incubación con la hormona.

ciones fisiológicas de la insulina en hígado de rata

dos factores, uno de los cuales estimula la piruvato

genasa mientras que el otro inhibe tanto esta enzima

de las

Concentra­

liberan
deshidro­

como la

adenilato ciclasa, pudiendoestos factores estar involucrados
en nuestro caso.

El efecto inhibitorio de la síntesis de ADNpor acción

de la insulina en linfocitos estimulados, solamente se observó

cuando el mitógeno se usó en altas dosis (20 ul); esto permite
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inferir que la insulina estimularía la acción autoinhibitoria.
La acción estimulatoria hallada también con 20 ul se debería

a diferencias en la respuesta mitogénica de cada individuo.

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

gún el experimento, 20 ul de PHApueden ser dosis óptima (exp 1)

o supraóptimas (exp 3 y tabla IV.6.), indicando que aún con

esta dosis de PHAla insulina podria estimular la sintesis de

ADN,siempre y cuando el mitógeno no produzca la máxima res­

puesta.

Finalmente se demostró que la capacidad de la insulina

para estimular la síntesis de ADNen linfocitos activados depen­

dió , como en el caso de los GC, de la cantidad de mitógeno

utilizada y ademásde la capacidad de las células de ser esti­
muladas.

Snowy 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 supraóptimas del segundo mitógeno ya que en

sus resultados no se observan diferencias en la incorporación

de timidina con las dos dosis de PHAutilizadas. Por otra par­

te, mientras el Indice de estimulación con ConA fue bajo

(IE = 7) el de PHAfue mayor (IE = 43). Estos resultados esta­

rian de acuerdo con nuestra observación en que existe correla­

ción entre índice de estimulación y potenciación por la insu­
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lina del efecto mitogénico.

Es sabido que la insulina sola o en combinación con

otras hormonasejercen efectos diversos sobre procesos metabó­

licos. En este capítulo se demuestra que la insulina puede

ejercer un efecto antagónico sobre la inhibición de la activa­

ción linfocitaria producida por cortisol y dexametasona. Dicho

efecto antagónico es comparable al descripto previamente en

otros procesos celulares. Por ejemplo, la acción de la insulina

y los GCson antagónicos sobre el transporte de aminoácidos

y la degradación de proteínas en células de hepatoma (286), y

sobre la incorporación de nucleósidos a macromoléculas y en
la actividad de la timidina kinasa en células de cáncer mama­

rio humano (287).

De los resultados presentados se podría concluir que

la insulina potencializa el efecto de la PHAsolamente cuando

existen concentraciones mitogénicas subóptimas en el medio de

cultivo, ya sea debido a bajas dosis del mitógeno o a la pre­

sencia de GCcomoinhibidor,siempre y cuando este efecto sea

menor del 60%.

Strom y col (168) han demostrado que la insulina incre­
menta la sintesis de ADNen cultivos de linfocitos humanosalo­

geneicos en un medio libre de suero fetal y en presencia de

suero sustituto. Estos autores sugieren que esta acción es con­

secuencia de la interacción específica de 1a insulina con los

receptores en el linfocito activado. Handemostrado también
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que la insulina es capaz de aumentar la capacidad citolítica

de las células T killer en la rata (288), y postulan que la

habilidad de la insulina para incrementar específicamente la

función citotóxica de los linfocitos T y la proliferación de
linfocitos en cultivo mixto, residiría en la capacidad de es­
ta hormonade 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 acción sería a través
de las células accesorias.

Está ampliamente aceptado el requerimiento de células

accesorias para la proliferación de los linfocitos T en res­

puesta a mitógenos o antígenos (289,290) La inducción de la

proliferación de las células T y la formación de células efec­

toras requiere diversas señales (291). La primera señal invo­

lucra la unión del antígeno o mitógeno a la membranadel lin­

focito que induce la liberación por los monocitos de un impor­

tante factor, la interleuquina-l (292,293), que actúa sobre
las células T helper para liberar otro factor llamado inter­
leuquina-2 (294,295). Dicho factor actúa sobre las células T,

que responden, proliferan y se diferencian en células T efec­
toras (296).

Snyder y col (297) y StoÉié-Grujicié y col (298) de­

mostraron que los GCejercen su efecto inmunosupresor a través

de la producción de IL-l por el monocito. Por otra parte, el
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monocito no sólo posee receptores de insulina (156) sino que

Beck-Nielsen (166) demostró que dicha hormona activa el meta­

bolismo de hidratos de carbono en esas células. En base a ellos

en esta tesis se postula que la acción antagónica observada

entre insulina y glucocorticoides en linfocitos activados se

ejercería sobre la producción de IL-l, paso que modularïa las

etapas que se desencadenan posteriormente.

No se descartan otros mecanismos ya que se ha descrip­

to que el monocito además de segregar IL-l produce una diver­

sidad de factores que participan en los mecanismosde defensa

del organismo regulando funciones de otras células (299). El

efecto de la insulina también podría ser a través de uno de

estos factores que regulan la sensibilidad a los GC(300).

La sensibilidad del sistema inmunea los glucocorti­

coides y el efecto antagónico de la insulina sobre su acción

inhibitoria, sugiere que ambas hormonas pueden jugar un rol

importante en la regulación de la respuesta inmune, y podrían

ser uno de los factores que producen las deficiencias inmuni­

tarias, que se encuentran en algunas enfermedades endócrinas

comola Diabetes Mellitus y 1a desnutrición.
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Comose ha expresado a lo largo de esta tesis, actual­
mente se conoce bien el efecto de los GCsobre el timo tanto

"in vivo" como "in vitro", pero sin embargo el efecto de la
insulina sobre estas células está menosestudiado.

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 disminución de peso de timo observada

en las ratas diabéticas, con o sin adrenales, está asociada a

una menor cantidad de timocitos, especialmente los GC-sensibles
o timocitos corticales. La involución del timo en los animales

AxD, sugiere que parte de este efecto es consecuencia de la

falta de insulina y no se la puede atribuir comoen el animal

diabético, solamente a la presencia de altos niveles de GC
circulantes.

Se estudió además la sensibilidad a los GCen los ti­

mocitos de ratas AxD. Se encontró que en animales Ax la diabetes

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

menor afinidad de los GCpor su receptor. El número de recep­

tores no se alteró, siendo el mismomuyvariable en ambos gru­

pos de animales.

La menor afinidad del receptor por su hormona se co­

rrelaciona con el menorefecto inhibitorio producido por las

concentraciones más bajas de Dex y B sobre la incorporación de
. . 3 . . . . . . .uridina- H en estos t1m0c1tos, sugiriendo una menor sen51b111dad
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a la hormona producida por la ausencia de insulina. Esta menor

sensibilidad se podría deber a posibles cambios producidos en

el receptor de GCcomoconsecuencia de las alteraciones meta­

bólicas y/o endócrinas producidas en la diabetes.

Por otra parte, la ausencia de receptores de insulina

en timocitos de ratas adultas AxYAxDse correlaciona con la

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

AIB. Sin embargo hubo efecto "in vivo" de la insulina; la in­

yección de 1U de la hormona a estos animales además de hipo­

glucemia produjo en los timocitos un incremento significativo

del transporte de AIB, lo que sugiere una posible correlación
entre ambos fenómenos.

De estos resultados se puede deducir que dado que los

timocitos de ratas poseen receptores para GCla acción ejerci­

da por estos esteroides es directa a través de su receptor;

en cambiola acción 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 órgano más importante en la regulación de la respuesta in­

mune, y en base a lo presentado anteriormente, se estudió la

acción de los GCy la insulina sobre los linfocitos humanos

circulantes dado que en estas células se han encontrado recep­

tores para GCy los receptores para insulina están 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 dexametasonainhibieron la acción

mitogénica de la PHAen los linfocitos humanos, dependiendo

este efecto no solamente de la potencia y concentración hormo­

nal sino también de la dosis del mitógeno utilizada. En nin­

guno de estos casos la lisis celular fue causa de la inhibición
de la síntesis de ADN.

Conrespecto al efecto de la insulina sobre la acti­

vación linfocitaria, se demostró que la insulina era capaz de
estimular la sintesis de ADNen linfocitos activados solamente

cuando existen concentraciones mitogénicas subóptimas en el

medio de cultivo. Por otro lado concluimos que la insulina es­

timularía la acción autoinhibitoria de la PHAque se produce

en dosis supraóptimas. Ademásse demostró que la insulina pue­

de ejercer un efecto antagónico sobre la inhibición de la ac­

tivación linfocitaria producida por el cortisol y la dexameta­

sona, siempre que la inhibición producida por el GCsea menor

de 60%.

En esta tesis se postula que la acción antagónica ob­

servada entre GCe insulina en linfocitos activados se ejerce­

ria sobre el monocito, alterando la producción de IL-l, dado

que es inhibida por los GCy el monocito además de poseer re­

ceptores para insulina es sensible a ella.
La disminución del efecto inhibitorio de los GCen cé­

lulas linfoides observado en esta tesis, se ha demostrado en
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timocitos de ratas AxDy en linfocitos humanosestimulados en

presencia de insulina. Ambosefectos; antagónicos a la acción

de los GC, responderían a diferentes mecanismos. En el primer

caso, la deficiencia crónica de insulina causaría en forma in­

directa un aumento en la Kd del receptor de GC. En el segundo
caso, la insulina en forma directa aumentaría la secreción de

IL-l. Cualquiera de los dos mecanismoscontrarestarían la ac­

ción inmunosupresora de los GCcirculantes.
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