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RESUMEN

Influencia del condicionamiento genético y del estrés en la
desregulacioén de la respuesta inmune en el estado diabético.

Participacion del estrés oxidativo.

Aunque esta clinicamente aceptado que la diabetes predispone a sufrir
infecciones severas y los estudios sugieren una asociaciéon entre esta patologia y las
infecciones, no se conocen los mecanismos que median entre la diabetes y la
inmunosupresion. A su vez, el estrés tiene un significativo reconocimiento en el
desarrollo y la evolucion de la diabetes. Es asi que el objetivo del presente trabajo fue
estudiar la respuesta inmune en la diabetes mellitus tipo 1, ampliando el conocimiento
acerca de los factores genéticos y no genéticos que participan en la evolucion del
estado diabético y en la alteracion de la respuesta inmune. Para esto, se utilizd un
modelo experimental murino de diabetes mellitus tipo 1 en dos cepas de ratones:
BALB/cByJ y C57BIl/6J y se analizé la respuesta inmune encontrandose que, en los
ratones diabéticos de la cepa BALB/cByJ, la repuesta inmune determinada in vivo e in
vitro se encontraba afectada, mientras que en los ratones de la cepa C57BI/6J no lo
estaba. A continuacion se investigo el efecto del estrés sobre la respuesta inmune en
la diabetes. Para esto se utilizd el modelo de estrés créonico moderado (CMS) aplicado
luego de la instauracion de la diabetes. Los resultados mostraron que en los ratones
diabéticos de la cepa BALB/cByJ el CMS provoco alteraciones mas tempranas sobre
la proliferacién linfocitaria probablemente mediadas por el aumento en la glucemia. En
estos ratones se observé una correlacion positiva entre la glucemia y catecolaminas.
En cuanto al efecto sobre la cepa C57BIl/6J, s6lo se encontré un aumento en las
glucemias sin estar presente la alteracion inmune. Dado que la hiperglucemia es el
principal factor involucrado en el desarrollo de las complicaciones de la diabetes, se
evaluod su participacion en los efectos observados. Para esto, se analizé el efecto de la
alta glucosa sobre la actividad linfocitaria normal. Las altas concentraciones de
glucosa sobre linfocitos provenientes de la cepa BALB/cByJ afectaron directamente la
proliferacion y condujeron a la muerte de las células, alteracion que no se observé en
los linfocitos provenientes de la cepa C57BIl/6J. Entre los mecanismos que estarian
implicados en los efectos deletéreos de la alta glucosa se destacéd el aumento en el
estrés oxidativo. Estos resultados sefalan la influencia del condicionamiento genético
y del estrés en el deterioro de la respuesta inmune en el estado diabético. Si bien la
extrapolacion de estos resultados a pacientes con diabetes debe ser tomada con
precaucion, puntualizan la importancia de un temprano y adecuado control de la

glucemia como asi también de los factores ambientales que puedan alterarla.
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RESUMEN

Genetic background and stress influence in the diabetic
dysregulation of the immune response. Involvement of oxidative

stress.

Diabetes is widely believed to predispose to serious infections. Experimental
clinical literature supports an association between diabetes and infection. However, the
mechanisms linking diabetes and immunosuppression are not well defined. In
particular, stress has a significant recognition in the development and progression of
diabetes. Therefore, the aim of the present project was to study the immune response
in type 1 diabetes and genetic and nongenetic factors involved in the evolution of the
diabetic state and in immune response alteration. For this purpose, an experimental
animal model of diabetes was used in two mice strains: BALB/cByJ and C57BIl/6J and
the immune response was analyzed. The immune response in BALB/cByJ diabetic
mice was affected while in C57BI/6J it was not. Then, the effect of stress on immune
response in the diabetic state was investigated. The animals were exposed to a chronic
mild stress model after diabetes induction. Stress exposure in BALB/cByJ mice caused
earlier alterations on immune response mediated by the glycaemia increase. Also, a
positive correlation between glycaemia and catecholamines was found. In C57BI/6J
mice, stress exposure only caused glycaemia increase without the immune alteration.
Hyperglyacemia is the main factor involved in the development of diabetes
complication, thus its participation in the observed effects was evaluated. The effect of
high glucose incubation on lymphocyte reactivity was studied. In BALB/cByJ
lymphocytes, high glucose decreased the proliferation and increased the apoptosis
whereas in C57BI/6J lymphocytes these alterations were not observed. Among the
mechanisms involved in the deleterious effects of high glucose, the increase in
oxidative stress was the most important. These results show the influence of genetic
background and stress in the immune alteration in the diabetic state. Although
extrapolation of these results to patients with diabetes should be taken with caution, it
is important to emphasize the early and adequate glycaemia control as well as

environmental factors too.

Key Words: Diabetes, stress, BALB/cByJ and C57BI/6J mice, immune response, high

glucose, oxidative stress.
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INTRODUCCION:
Diabetes mellitus

1. Diabetes mellitus

La primera referencia clinica de lo que hoy conocemos como Diabetes Mellitus
se encuentra en el Papiro de Ebers escrito en Egipto, que data del ano 1500 A.C. El
término Diabetes comienza a utilizarse a partir del Siglo | por el médico griego Arateus
de Cappadocia, quien apel6 a la palabra diabainein. Asocié la enfermedad con la idea
de “un derretimiento de los musculos y la carne que se escapan del cuerpo en forma
de orina”, haciendo referencia a la poliuria que se observa en este sindrome. Hoy en
dia se calcula que hay mas de 346 millones de personas con diabetes (Informacion
disponible en el sitio de internet de la Organizaciéon Mundial de la Salud).

La diabetes es un sindrome complejo que se caracteriza por una falta de
control en el metabolismo de la glucosa. Los sintomas mas comunes son:
hiperglucemia, glucosuria, polidipsia y poliuria.

Entre las complicaciones mas comunes que afectan a los pacientes con
diabetes se encuentran las macro y micro vasculopatias, retinopatias, neuropatias y
nefropatias. Ademas es muy comun la aparicion de infecciones, principalmente
infecciones renales, enfermedad periodontal, infecciones de la piel, entre otras.
Evidencias clinicas y experimentales sugieren que estas alteraciones podrian deberse
a la hiperglucemia (Bailey C, 2000; Brownlee, 2001; DeFronzo, 1997; Evans y col.,
2002; Porte y Schwartz, 1996; Schmidt y Stern, 2000; The DCCT group, 1993; Turner
y col., 1998; UKPDS 33, 1998).

1.1 Pancreas

El pancreas es un o6rgano glandular de secrecidon tanto exdécrina como
enddcrina. La parte exdcrina contiene glandulas llamadas acinos pancreaticos que
secretan enzimas que colaboran con la digestion. La parte enddcrina se agrupa en los
islotes de Langerhans, estos estan compuestos por distintos tipos celulares (Randall y
col., 1998):

e Células alfa (Alfa cell): sintetizan y liberan glucagoén, hormona que
eleva el nivel de glucosa en la sangre.

e Células beta (Beta Cell): producen y liberan insulina. Esta hormona
regula el nivel de glucosa en sangre, facilitando su uso por parte de las
células y retirando su exceso, estimulando su almacenamiento en el

higado en forma de glucégeno.
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o Célula delta (Delta Cell): producen somatostatina, hormona que se
postula que inhibe la secrecién de insulina y glucagén (Hauge-Evans y
col., 2009, Strowski y col., 2006).

e Célula PP (PP Cell): producen y liberan Polipéptido Pancreatico.

1.2 Insulina

La insulina fue descubierta por Frederick Banting, Charles Best y John
Macleod. Sus primeros resultados se describieron en una publicacion en la revista
Journal of Laboratory and Clinical Medicine fechada en febrero de 1922. Es la
hormona hipoglucemiante y se encuentra muy conservada en todos los vertebrados
(Steiner y col., 1985). El estimulo principal para su liberacion es el aumento de glucosa
en sangre, aunque también responde a un aumento en la concentracion de
aminoacidos (estimulo primitivo).

La insulina tiene efecto sobre el metabolismo de los hidratos de carbono,
aumentando la captacion de glucosa por parte de las células del musculo y tejido
adiposo principalmente, mediante la sintesis, movilizacién o translocacion a la
superficie celular de los transportadores de glucosa, GLUT-4. También estimula la
glucogenogénesis e inhibe la gluconeogénesis en el higado, ya que regula a las
enzimas que participan en estas vias metabdlicas (Randall y col., 1998).

Con respecto al metabolismo lipidico, la insulina estimula la lipogénesis en el
higado y en el tejido adiposo, aumentando los depositos de grasa en este ultimo.
También inhibe la degradacion de triglicéridos y la liberacién de acidos grasos (Randall
y col., 1998).

En el metabolismo proteico, esta hormona estimula la captacion de
aminoacidos en el higado y en los musculos asi como también la incorporaciéon de
éstos en las proteinas. Paralelamente inhibe el catabolismo proteico (Randall y col.,
1998).

1.3 Tipos de diabetes

Existen distintos tipos de diabetes dependiendo de las caracteristicas clinicas
del paciente y del momento en que se desarrolla la patologia. La Organizacién mundial
de la Salud, reconoce tres tipos de diabetes (tipo 1, tipo 2 y gestacional), mientras que
la Asociacion Americana de Diabetes (ADA) las clasifica en cuatro tipos distintos (tipo
1, tipo 2, gestacional y otros tipos de diabetes).

La Diabetes Mellitus tipo 1 representa aproximadamente el 10% de los casos.

Normalmente aparece antes de los 20 afios y sus sintomas surgen abruptamente. El
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incremento en la glucemia se asocia con una disminucion en la concentracion de la
insulina circulante y ésta a su vez con una deficiencia en las células beta del pancreas,
que puede llegar hasta una disminucién del 80-90%. Debido a la imposibilidad de
utilizar la glucosa se metabolizan los lipidos, que da como resultado una produccion
incrementada de cuerpos cetonicos, estado que se denomina cetoacidosis. El
tratamiento para este tipo de diabetes es la administracion exdgena de insulina, que si
bien no regula tan delicadamente los niveles de glucosa en sangre como el
mecanismo fisioldgico normal, es imprescindible para lograr la supervivencia de los
pacientes (American Diabetes Association, 2010; Poskus y Ermacora, 1998).

La destruccion de las células beta del pancreas ocurre por un mecanismo
autoinmune. Se han encontrado anticuerpos dirigidos hacia las células de los islotes
(ICA), anticuerpos anti- insulina (IAA) y anticuerpos contra el antigeno GAD (Glutamic
Acid Decarboxylase) de las células beta del pancreas (GADA). Se conoce que existen
predisposiciones genéticas, como por ejemplo determinados alelos del sistema de
histocompatibilidad (HLA), que participan en el inicio de la respuesta autoinmune.
Ademas, ciertos factores ambientales, como las infecciones virales, pueden ser
detonantes para que el sistema inmune pierda la tolerancia hacia determinados
antigenos propios y desarrolle la enfermedad autoinmune. Asimismo, determinados
factores de la dieta, como ser una corta lactancia materna o una exposicion temprana
a ciertos cereales pueden participar en el desarrollo de la autoinmunidad (Achenbach y
col., 2005; Poskus y Ermacora, 1998).

La Diabetes Mellitus tipo 2 representa mas del 90% de todos los casos.
Frecuentemente aparece en personas mayores de 40 afos con sobrepeso y
antecedentes familiares de la patologia. Asimismo, el riesgo de desarrollar esta forma
de diabetes aumenta con la falta de actividad fisica (Golay e Ybarra, 2005). Entre las
causas que se sugieren que participan en la etiologia de esta enfermedad podemos
mencionar fallas en la acciéon de la insulina (insulinoresistencia, defectos en la
maquinaria molecular que intermedia la respuesta de la insulina), deficiencia en la
secrecion de insulina o una combinacién de ambos procesos (American Diabetes
Association, 2010; Poskus y Ermacora, 1998; Rodriguez y col., 1999). Los pacientes
presentan un aumento en la glucemia al progresar la patologia, si bien las
manifestaciones clinicas aparecen lentamente. Esto ocurre porque inicialmente el
pancreas contrarresta la insulinoresistencia periférica incrementando la secrecion de
insulina y por eso los signos clinicos suelen ser ausentes o moderados y el individuo
permanece sin diagndstico. Al transcurrir el tiempo, la masa funcional de células beta
del pancreas no es suficiente y se manifiesta la hiperglucemia caracteristica (Muoio y
col., 2008).
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El desarrollo de Diabetes tipo 2 se asocia con una fuerte predisposicion
genética, sin embargo, las bases genéticas de esta forma son complejas y poco
definidas (American Diabetes Association, 2010). Asimismo, deben existir otros
factores, como por ejemplo causas alimenticias o ambientales, para que se declare la
misma (Lin y Sun, 2010; Poskus y Ermacora, 1998).

Hoy en dia, se reconocen formas intermedias de diabetes (clasificadas por la
ADA como otros tipos de diabetes). Se describié una forma tardia de diabetes que
aparece en los adultos denominada Diabetes Autoinmune Latente en los adultos
(LADA). Es un desorden autoinmune, pero la destruccion de las células beta del
pancreas es mas lenta que en la diabetes tipo 1. Los pacientes no presentan signos de
insulinoresistencia (Appel y col., 2009; Poskus y Ermacora, 1998).

En los ultimos afios se ha descripto un significativo incremento de otro tipo de
diabetes denominada MODY (Maturity Onset Diabetes in Youngs). La aparicion
ocurre en edades tempranas (previo a los 25 afios). Se caracteriza por un
impedimento en la secrecion de insulina con minimos defectos en la accién de esta
hormona. Su desarrollo esta asociado a anormalidades autosémicas dominantes.
Hasta el momento, se han identificado seis loci afectados en diferentes cromosomas
(American Diabetes Association, 2010).

La Doble Diabetes es un nuevo tipo que también afecta a nifos y
adolescentes. En este caso, la patologia se manifiesta con caracteristicas de ambos
tipos de diabetes: se observa insulino resistencia y marcadores de autoinmunidad
pancreatica (Pozzilli y Buzzetti, 2007).

Ofra circunstancia donde puede aparecer diabetes es durante el embarazo.
Este tipo se conoce como Diabetes Mellitus Gestacional y afecta en promedio al 7%
de las embarazadas (dependiendo de la poblacién, el rango es entre el 1% y el 14%).
Luego del embarazo, la diabetes puede desaparecer o continuar la intolerancia a la

glucosa (American Diabetes Association, 2010; Poskus y Ermacora, 1998).

1.4 Hiperglucemia

Numerosos estudios poblacionales muestran que la hiperglucemia es uno de
los principales agentes causales de las complicaciones existentes en los pacientes con
diabetes. El meta-analisis de estudios clinicos realizados en la poblacién con diabetes,
“Diabetes Control and Complications Trial (DCCT)” de los afios 1993 (The DCCT
Group, 2003) y 2004 (Nathan y col., 2005) (pacientes con diabetes tipo 1) y el UK
Prospective Diabetes Study (UKPDS) (UKPDS 33, 1998) (pacientes con diabetes tipo

2) permitié evidenciar que aquellos pacientes tratados intensivamente con insulina (de
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forma tal de mantener siempre bajos los niveles de glucemia) podian demorar el
desarrollo y la progresion de las complicaciones clasicamente asociadas a la diabetes:
retinopatia, neuropatia, alteraciones micro y macrovasculares y riesgo cardiovascular.
Resultados similares se observaron en el estudio ADVANCE (The ADVANCE
Collaborative Group, 2008) realizado en pacientes con diabetes tipo 2, donde aquellos
individuos tratados intensivamente con hipoglucemiantes orales, de forma tal de
disminuir los niveles de hemoglobina glicosilada, presentaron una disminucién en la
incidencia de alteraciones micro y macrovasculares y neuropatias. Por el contrario, el
estudio ACCORD (The Action to Control Cardiovascular Risk in Diabetes Study Group,
2008), realizado en pacientes con diabetes tipo 2, no pudo encontrar una correlacion
entre la disminucién de los niveles de hemoglobina glicosilada y el riesgo
cardiovascular. Asimismo, los pacientes tratados intensivamente con hipoglucemiantes
orales e insulina mostraron un aumento en la mortalidad. Si bien los autores no
pudieron explicar las causas de este aumento, observaron un mayor numero de
eventos de hipoglucemia en estos pacientes.

Muchos mecanismos han sido propuestos para explicar los efectos adversos
de la hiperglucemia. En estos ultimos anos, numerosos trabajos describieron que el
aumento en el estrés oxidativo es un factor clave en el desarrollo de las
complicaciones en la diabetes (Baynes, 1998; Rosen y col.,, 2001). Las especies
reactivas del oxigeno (ROS) se generan como productos de procesos metabdlicos
normales dentro de la célula. A bajas concentraciones podrian tener un rol fisiolégico,
incluyendo la activacion y proliferacion de linfocitos. A altas concentraciones conducen
a un estrés oxidativo, causando dafio en los componentes celulares. Las ROS pueden
funcionar como moléculas de sefalizaciéon activando distintas vias celulares sensibles
al estrés que causan dafio celular y son propuestas como las responsables de las
complicaciones tardias en la diabetes (Evans y col., 2006). La hiperglucemia no sélo
genera ROS sino que también atenla los mecanismos antioxidantes, creando un
estado de estrés oxidativo (Rosen y col., 2001). Es asi que el estrés oxidativo es
propuesto como uno de los principales mecanismos que actian en la generacion de
las disfunciones endoteliales (Giugliano y col., 1996), nefropatias (Lee y col., 2003) y
neuropatias (Vincent y col., 2004) presentes en los pacientes con diabetes.

Por otro lado, la hiperglucemia puede conducir a un aumento en la glicosilacién
no enzimatica de proteinas, generando los productos avanzados de glicosilacion
(AGEs). Los mismos podrian estar implicados en el desarrollo de diversas patologias
debidas a la glicosilacion de proteinas estructurales que se encuentran fuera de la
célula, al desencadenamiento de procesos intracelulares a través de la union de AGEs

a receptores celulares y/o a la glicosilacion de proteinas intracelulares y participe en la
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aparicion de las clasicas complicaciones de la diabetes (Accilli, 2000; Baynes, 1991;
Schmidt y Stern, 2000; Vlassara y Palace, 2003).

Otro mecanismo por el que podria actuar la hiperglucemia es a través de la
activacion de la via del poliol. La enzima aldosa reductasa convierte los aldehidos
téxicos en alcoholes inactivos (Evans y col., 2002; Greene y col., 1992). La glucosa es
un sustrato pobre para esta enzima, pero a altas concentraciones convierte la glucosa
en sorbitol, iniciando la via del poliol (Stevens y col., 2000). La enzima aldosa
reductasa es dependiente del NADPH como cofactor, de esta manera una activacion
excesiva de esta via depleta a la célula del NADPH, afectando a los mecanismos
antioxidantes de la célula. Asimismo, la acumulacion del sorbitol produce estrés
osmotico, generando mas estrés oxidativo y provocando dafo celular (Stevens y col.,
1993).

Por otro lado, en pacientes con diabetes tipo 2, se encontré que la
hiperglucemia puede aumentar los niveles de citoquinas proinflamatorias circulantes,
lo que podria llevar a un aumento en el estado oxidativo (Esposito y col., 2002; Kado y
col., 1999). Este aumento podria participar en el desarrollo de neuropatias (Shikano y
col., 2000) y de placas ateroescleréticas, aumentando el riesgo cardiovascular (Mallat
y col., 2001).

Adicionalmente, estd ampliamente aceptado que altos niveles de glucosa
inducen una activacion persistente de la enzima proteina quinasa C (PKC). Distintos
estudios han identificado que la activacion de la PKC mediada por la hiperglucemia
esta asociada con alteraciones presentes en la retina, rifién, tejido vascular y tejido
cardiovascular (Koya y King, 1998; Porte y Schwartz, 1996).

Se describié que el aumento en el metabolismo de la glucosa en la diabetes
(debido a la hiperglucemia) podria causar una disfuncidon metabdlica aumentando la
produccion de metilglioxal. Asimismo, en pacientes diabéticos se encontré que los
niveles sanguineos de este metabolito estaban aumentados (McLellan y col., 1994). El
metilglioxal, también llamado piruvaldehido o 2-oxopropanal, es un a-oxoaldehido que
se forma naturalmente como un subproducto de diferentes rutas metabdlicas,
principalmente la glicolisis (Kalapos 1999); por su estructura, es altamente citotéxico
(Kalapos 1999). Su depuracion se produce principalmente a través del sistema de
glioxalasa, el cual esta compuesto por dos enzimas (glioxalasa | y Il) y requiere de la
participacion del glutation (Racker, 1951). También se describe que el metilglioxal
puede inducir, a través de diferentes vias, un aumento en la produccién de ROS
(Kalapos, 2008) y en la formacién de AGEs (Thornalley, 2008).
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1.4.1 Estrés oxidativo

El estrés oxidativo fue definido por Halliwell como un serio desbalance entre la
produccion de ROS y su eliminacion por los mecanismos antioxidantes. Este
desequilibrio puede causar efectos téxicos a través de un incremento en la
concentracion de ROS. Este aumento produce danos en los componentes celulares,
proteinas, lipidos y ADN, que conducen a pérdidas en la energia metabdlica,
sefalizaciéon y transporte celular (Halliwell, 1995). La acumulacion de estos dafios
puede producir la muerte celular a través de mecanismos de apoptosis 0 necrosis
(Vincent y col., 2004).

Los radicales libres son producidos normalmente en el organismo para llevar a
cabo funciones especificas. Entre ellos podriamos citar al superdxido (Oje) y el
peréxido de hidrégeno (H.O,) que son ROS esenciales en la fisiologia normal, pero
que también intervienen en procesos de envejecimiento y en la degeneracion celular
en distintas enfermedades. Estos agentes, en conjunto, pueden producir otras
especies altamente reactivas como son el oxigeno singulete, radicales hidroxilos y
peroxinitritos (entre otros) que pueden danfar proteinas, lipidos y ADN.

El O,e es generado en la cadena de transporte de electrones de la membrana
mitocondrial y también como producto de muchas enzimas que actuan como oxidasas.
Los efectos del Oye incluyen regulacién de la funcién vascular, division celular
(Burdon, 1995; Uemura y col., 2001), inflamacién (Khodr y Khalil, 2001), apoptosis
(Lee y col., 2001) y actividad antimicrobiana en los neutréfilos (Whitacre y Cathcart,
1992). El exceso de O, es removido por la actividad de la familia de las enzimas
superoéxido dismutasa que convierten el O,e en H,O,y oxigeno.

El H,O, es producido por accion de la enzima superdxido dismutasa o por otras
reacciones enzimaticas. El H,O, puede difundir a través de la membrana plasmatica y
el citosol (Antunes y Cadenas, 2000). Esta especie es un mediador de la defensa
inmune frente a la infeccion bacteriana. Debido a que el H,O, es un poderoso agente
oxidante, las células expresan abundante catalasa, glutation y tioredoxina que
convierten al H,O, en agua. Cuando el H,O, reacciona con Fe®" libre, el ion se oxida y
se producen radicales hidroxilo (OH). Estos pueden afectar la vasodilatacion,
generando injuria endotelial e hipoxia tisular (Pieper y col., 1993).

Por otro lado, el Oy’ puede reaccionar con el 6xido nitrico (NO) generando
peroxinitritos (ONOO"). Estos Uultimos se pueden protonar, generando acido
peroxinitroso (ONNOH) el cual es muy toxico (Forman, 2009).

Los lipidos presentes en la membrana plasmatica, mitocondrias y membranas

del reticulo plasmatico son blancos del ataque y peroxidacion por parte de las ROS.
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Los productos finales de la peroxidacion lipidica, conocidos como peroxidos de lipidos,
pueden ser toxicos para las células y deben ser removidos por la enzima glutation
peroxidasa. De manera similar, las proteinas y los acidos nucleicos pueden sufrir la
peroxidacion. Aunque estos productos finales no son directamente téxicos para la
célula, la acumulacion de proteinas inactivas puede interferir con la habilidad de la
célula para reciclarlos y es conocido que el daio del ADN puede activar mecanismos
de apoptosis. Sumado a esto, la acumulacién de proteinas modificadas puede

disminuir la funcionalidad celular, generando una pérdida en la actividad normal.

1.4.2 Mecanismos antioxidantes

Los mecanismos que utiliza la célula para protegerse del estrés oxidativo son
los antioxidantes, entre los que podemos distinguir dos tipos distintos. El primero
presenta la capacidad de donar al menos un atomo de hidrégeno a un radical libre,
dando como resultado la terminacion de la reaccion en cadena de radicales libres. El
otro tipo de antioxidante es aquel capaz de prevenir la iniciacion de la reaccién en
cadena de radicales libres mas que terminarla (Stocks y col., 1974). Las células deben
mantener los niveles de antioxidantes, generalmente definidos como potencial
antioxidante, a través de la ingesta en la dieta o por la sintesis de novo. La produccién
excesiva de radicales libres puede depletar a la célula de los antioxidantes, resultando
en una condicion de estrés oxidativo.

Dentro de las principales defensas antioxidantes presentes en las células del
organismo encontramos a las enzimas superoxido dismutasa (SOD) y catalasa (CAT)

y al tiol glutation, el reductor mas abundante en todas las células.

1.4.2.1 Superoxido dismutasa

La enzima SOD elimina el O, formado a través de la dismutaciéon del mismo
formando H,O, y O,. La reaccion puede verse en la siguiente ecuacién (McCord y
Fridovich , 1969):

02-. + 02-. +2H" — H202 + O2

Se conocen tres isoformas distintas en mamiferos: la cobre-zinc superéxido
dismutasa (Cu/ZnSOD), la manganeso superéxido dismutasa (MnSOD) y la
superoxido dismutasa extracelular (ECSOD). Cada una de ellas esta codificada por
genes distintos y tienen diferentes localizaciones: Cu/ZnSOD se la encuentra en

citoplasma, nucleo y membrana mitocondrial; la MnSOD en matriz mitocondrial y la
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ECSOD en membrana plasmatica y matriz extracelular (Miao y Clair, 2009). En la tabla
1 se encuentra esta informacion. Esta compartimentaciéon junto con los numerosos
puntos de regulacién de la expresion y actividad de las distintas isoformas de SOD

contribuyen a la localizacién y a la regulacién de los niveles de ROS.

Tabla 1: Caracteristicas de las tres isoformas presentes en mamiferos.

Isoforma Localizacién (Kplgna) Subunidades lon metalico
. Cu? (cataliticamente
Citoplasma, X
nucleo y , 2+ aCt'VO.)
Cu/ZnSOD 88 Homodimero Zn“" (mantiene la
membrana .
. ; estabilidad de la
mitocondrial .
enzima)
Matriz Mn?"* (cataliticamente
MnSOD mitocondrial 32 Homotetramero activo)
2+ g
Membrana Cu (cata_lltlcamente
plasmatica y Glicoproteina 2+ aCt'VO.)
ECSOD 135 Zn“" (mantiene la

matriz homotetramerico
extracelular

Adaptado de Miao y Clair, 2009.

estabilidad de la
enzima)

1.4.2.2 Catalasa

La CAT es una hemo-proteina tetramérica ubicada principalmente en los
peroxisomas. Su funcién es detoxificar el H,O, en O, y H,O, segun la siguiente

reaccion:

2 H202 —> 2 Hzo + 02

Es una enzima ubicua, muy resistente a la protedlisis y desnaturalizacién. Su
expresion esta modulada por el H,O, y especies reactivas del oxigeno (Chelikani y
col., 2004).

1.4.2.3 Glutation

El glutation (L-glutamyl-L-cysteinyl-glycina) es la forma reducida del tripéptido
formado por glicina, cisteina y glutamato y es el tiol mas abundante en las células
eucariotas. El glutation se encuentra en concentraciones 1-10 mM (dependiendo del
tipo celular). Existe en la forma reducida (GSH) y en la forma oxidada (GSSG) y esta
ultima es menos del 5 % del contenido total de glutation debido a que la enzima

glutation reductasa, que restituye el GSH, es constitutivamente activa e inducible
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frente al estrés oxidativo (Akerboom y col, 1982; Franco y Cidlowski, 2009).
Aproximadamente el 90 % del glutatién celular se encuentra en el citosol, el 10 % en
las mitocondrias y un bajo porcentaje en el reticulo endoplasmatico (Hwang y col.,
1992; Meredith y Reed, 1982).

El glutatién actua como agente reductor y como el mayor antioxidante presente
en las células a través del mantenimiento del estado redox. El GSH, ademas, esta
envuelto en numerosas reacciones fisioldgicas como ser: sefales celulares,
metabolismo de xenobidticos, reacciones de intercambio de disulfuros y como un
importante reservorio de cisteina. En particular, presenta una gran importancia en el
sistema inmune. Adecuadas concentraciones de glutatibn son necesarias para la
activacion linfocitaria (Hamilos y Wedner, 1985; Suthanthiran y col., 1990), activacion
de células NK (Yamauchi y Bloom, 1993) y citotoxicidad mediada por linfocitos (Driige
y col., 1986), entre otros.

Los niveles de GSH son regulados por dos mecanismos principales: la sintesis
y la exportacion fuera de la célula. Estos dos procesos estan influenciados por
diferentes agentes y dependen del ciclo celular (Ballatori y col., 2009). Por ejemplo,
existen numerosos reportes que indican que uno de los eventos tempranos de la
apoptosis es la deplecién de GSH del citosol (Franco y col., 2007; Franco y Cidlowski,
2009). Por otro lado, estos procesos estan regulados por numerosas enzimas y la
sintesis, en particular, requiere de la disponibilidad de cisteina (Diaz Vivancos, 2010;
Shelly, 2009;. En la figura 1, encontramos un resumen de algunas de las enzimas y

procesos que regulan su disponibilidad.

ATP ADP+P ATP ADP+P R R-H

Glutumato
_r % y-glutamil cisteina GSH % GSSG
Cisteina

y-glutamil cisteina sintasa Glutation

.. reductasa
‘ Glicina

Figura 1: Sintesis de glutation y equilibrio GSH/GSSG

El glutatién se sintetiza a partir de glutamato, cisteina y glicina. EI GSH formado por retroalimentacion
negativa, inhibe su sintesis. EI GSH actua como agente reductor que reduce a los distintos compuestos, y
pasa a la forma oxidada: GSSG. Este ultimo es reducido (volviendo a GSH) por la enzima glutation
reductasa. Adaptado de Diaz Vivancos, 2010.

Glutation sintasa

NADP NADPH

1.5 Infecciones y diabetes

En 1938, Marble y col. reportaron que los pacientes con diabetes presentaban

una menor resistencia a las infecciones que los individuos no diabéticos. Diferentes
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evidencias llevaron a considerar a la patologia diabética como un factor que
predispone a la presencia de infecciones moderadas y/o severas que ponen en riesgo
la vida de estos pacientes (Boyko y Lipsky, 1995; Joshi y col., 1999; Wheat, 1980).
Por otro lado, los individuos con diabetes presentan una incidencia de infecciones
similar a los demas pacientes, pero difieren en el alto porcentaje de desenlaces fatales
ocasionados por estas infecciones severas (Bertoni y col., 2001; Gu y col., 1998). En
este sentido se han descripto infecciones respiratorias, renales, de la piel, entre otras.
Asimismo, el padecer diabetes presenta un correlato positivo con el riesgo de sufrir la
enfermedad periodontal: una infecciéon bacteriana que resulta en la inflamacion y la
destruccién del periodonto (tejido de sostén de los dientes) con la consiguiente pérdida
de las piezas dentales (Mealey, 2000).

Entre las infecciones del tracto respiratorio halladas con mayor frecuencia en
pacientes diabéticos se encuentran las neumonias provocadas por dos tipos de
microorganismos: Staphylococcus aureus (gram negativos) y Mycobacterium
pneumoniae (Koziel y Koziel, 1995). Existen infecciones provocadas por otros
microorganismos (como por ejemplo Streptococcus pneumoniae) que estan asociadas
con un alto indice de mortalidad en pacientes diabéticos (Koziel y Koziel, 1995).

En cuanto a las infecciones urinarias, se demostré una incidencia mucho mayor
de bacteriuria en mujeres diabéticas (Funfstlick y col., 2012; Hansen, 1964; Kass,
1957; Vejlsgaard, 1966). Esta patologia también predispondria a sufrir infecciones
severas del tracto urinario superior, con las serias complicaciones que esto ocasiona
(Wheat, 1980). También pueden ocurrir los abscesos perinefroticos causados por el
ascenso de las infecciones ocasionadas por Escherichia coli o distintas especies de
Proteus sp. Asimismo, la diabetes también predispone a sufrir infecciones del tracto
urinario causadas por hongos, en especial por la especie Candida albicans (Joshi y
col., 1999).

Asimismo, los pacientes con diabetes presentan frecuentemente infecciones en
los pies (Jiang y col., 2012; Joshi y col., 1999). Las complicaciones que pueden ocurrir
incluyen la osteomielitis, la amputacién de miembro y hasta la muerte del paciente. En
este punto se suma la presencia de alteraciones micro y macro vasculares en la
evolucién y agravamiento del cuadro.

Entre los individuos con diabetes también encontramos una mayor incidencia
de otitis externa invasiva (Joshi y col., 1999; Slattery y Brackman, 1996). En la mayoria
de los casos, el organismo que la causa es Pseudomonas aeruginosa y puede
conducir a la pérdida de la audicion. Dentro de este grupo, también encontramos a la
mucormicosis, una infeccion provocada por hongos, principalmente del tipo

Zigomycete orden mucorales, donde el 50% de los casos ocurre en pacientes
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diabéticos, dado que el factor de riesgo mas importante es la cetoacidosis (Joshi y col.,
1999).

Por otro lado, recientemente se han registrado trabajos clinicos en los cuales
se describe la existencia de una asociacion entre la hiperglucemia no controlada y un
alto riesgo a contraer infecciones hospitalarias, en pacientes gravemente enfermos,
incluso en aquellos sin antecedentes de diabetes (Butler y col., 2005; Christiansen y
col., 2004; DiNardo y col., 2004; Furnary y col., 1999; Latham y col., 2001).

Con relacion a la infeccién con el virus de influenza H1N1, se ha observado
una alta incidencia en los pacientes diabéticos (Millar y col., 2011). Ademas el numero
de hospitalizaciones y de desenlaces fatales ha sido mayor en este grupo que en el
resto de la poblacién normal (Moghadami y col., 2012).

Aunque esta clinicamente aceptado que la diabetes predispone a sufrir
infecciones severas y los estudios sugieren una asociacién entre la diabetes y las
infecciones, no esta estudiada la presencia de un estado de inmunosupresién en el
estado diabético (Peleg y col., 2007). Asimismo, hay individuos con diabetes que
presentan una evolucion normal frente a un cuadro infeccioso. Es asi que surge el
interrogante sobre qué mecanismos llevarian a que un individuo diabético se comporte
como inmunodeprimido frente a otro que, en la misma situacién, no lo manifieste.
Dentro de los factores que regularian esta susceptibilidad individual esta el

condicionamiento genético del individuo.
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2. Estrés

Todo organismo vivo lucha por mantener un equilibrio dinamico conocido como
homeostasis, la cual es diariamente desafiada por eventos internos o externos, ya
sean fisicos o psicoldgicos (estresores). De esta manera, se define al estrés como el
estado donde se encuentra amenazada la homeostasis, y que es reestablecida
mediante un proceso complejo.

Hans Selye fue el primero en introducir el concepto de “Sindrome de
adaptacion general” en 1936. A través de este proceso el cuerpo confronta cualquier
agente nocivo pasando por tres etapas. La primera etapa es la sefial de alarma, donde
la médula adrenal libera adrenalina y la corteza adrenal libera glucocorticoides Tanto
la adrenalina como los glucocorticoides ayudan a restituir la homeostasis. Esto lleva a
una segunda etapa, la etapa de resistencia donde la defensa y adaptacion son
constantes y Optimas. Si el estresor persiste, sigue la etapa de agotamiento donde la
adaptacion cesa y las consecuencias pueden ser enfermedad y muerte (McEwen,
2004).

En la actualidad se sabe que no todos los estresores evocan el mismo tipo de
respuesta y ésta, ademas, no es igual en todos los individuos. Principalmente, hubo
una reinterpretacion de la tercera etapa debido a los nuevos conocimientos sobre los
mediadores del estrés, los cuales pueden ser protectores o dafinos dependiendo del
momento en que fueron secretados. De esta manera, no es la etapa de agotamiento la
que podria causar enfermedades sino los mediadores del estrés por si mismos. Es asi
que se adoptd una nueva terminologia para asociar los efectos protectores y dafiinos
de la respuesta biolégica al estrés llamados alostasis y carga alostatica (McEwen,
2004; McEwen y Gianaros, 2011).

La alostasis es el proceso que mantiene la estabilidad del organismo en
ambientes en constante cambio y es indispensable para la supervivencia. Algunos de
los mediadores primarios de la alostasis son las hormonas del eje hipotalamo-hipofisis-
adrenal (HPA), las catecolaminas, las citoquinas, los neurotransmisores, entre otras.
Cuando la alostasis es ineficaz o inadecuada o el agente que la motiva se prolonga en
el tiempo o en la frecuencia de aparicion, no se alcanza la adaptacion y se produce
una activacién desproporcionada o ineficaz que da lugar a lo que se conoce como
carga alostética. Esta traduce el desgaste o agotamiento de los sistemas alostéaticos y
a largo plazo es causa de patologia tanto organica como cognitiva (McEwen y
Gianaros, 2011).
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2.1 Mediadores del estrés

Los clasicos mediadores del estrés son los glucocorticoides y las
catecolaminas. El hipotdlamo recibe sefiales del medio interno y externo a través de
las conexiones que recibe del nervio vago, retina, sistema limbico y olfatorio. Frente a
una situacion de estrés se activa el eje HPA, donde en el ndcleo paraventricular del
hipotalamo (PVN) existen neuronas que secretan factor liberador de corticotrofina
(CRH) y vasopresina (AVP) al sistema porta-hipotalamo-hipofisario. En la hip&fisis
anterior se encuentran las células corticotrofas, las cuales son estimuladas por la
CRH, secretando la hormona adrenocorticotrofina (ACTH) a la circulacién. La ACTH
estimula la secrecién de glucocorticoides (GC, cortisol en humanos y corticosterona en
roedores) en la corteza adrenal (figura 2).

Los principales efectos de los GC son: aumento de glucosa en sangre,
inhibicién de las hormonas reproductivas y de crecimiento, supresion de la actividad
digestiva, aumento de captacidon proteica por los musculos, disminucion de la
respuesta inmune y cambios conductuales. Los niveles de GC se regulan por
retroalimentacion negativa sobre el hipotalamo y la hipdfisis, inhibiendo la produccién y
secrecion de CRH y ACTH.

Por otro lado, el PVN tiene proyecciones nerviosas hacia los nucleos
preganglionares del sistema nervioso auténomo (SNA). La activacion del SNA produce
la liberacion de adrenalina y noradrenalina por parte de la médula adrenal y por
inervacion directa del sistema sobre los distintos 6rganos. La activacion del sistema
simpatico en respuesta al estrés esta involucrada en la respuesta de “flight or fight”
(huida o pelea) provocando los siguientes efectos: aumento de la glucogenolisis y de
la lipdlisis (aumentando la glucosa disponible), aumento de la transpiracion, midriasis
(aumento del diametro de la pupila), aumento de la presién arterial, aumento de la
frecuencia cardiaca, disminucién de la motilidad gastrica, disminucién del flujo urinario,
contraccion de esfinteres, etc.

El eje HPA no es el unico involucrado en la respuesta a estrés. El hipocampo y
la amigdala también cumplen un rol fundamental en la regulacion de esta respuesta.
Estas dos areas son importantes productoras de CRH y a través de éste regulan la
produccion y secrecion de CRH hipotalamica. La CRH también activa a neuronas del
locus coeruleus (LC) que producen noradrenalina (NA), regulando la respuesta
simpatica. A su vez, esta NA tendria una regulacion positiva sobre el PVN,
estimulando la produccién de CRH y AVP (ltoi y col., 1999; Itoi y Sugimoto, 2010).

Asimismo, los GC generan efectos en todas las estructuras descriptas

anteriormente. Los GC pueden unirse a dos tipos de receptores: receptores para
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glucocorticoides (R-GC), con menor afinidad y receptores para mineralocorticoides (R-
MC), con mayor afinidad (Oitzl y col., 2010; Reul y de Kloet, 1985). En una primera
etapa estaria involucrada la union de los GC a los R-MC, que estarian implicados en el
desarrollo de la respuesta al estrés (Gesing y col., 2001). En una segunda etapa, de
finalizacion (conocida como coping), en donde el sistema es preparado para poder
responder frente a un nuevo estimulo, participarian los R-GC. (Arriza y col., 1988; de
Kloet y col., 2005; Groeneweg y col., 2011; Joéls y col., 2008).

Ademas, es importante mencionar que la respuesta al estrés dependera del
individuo, de la percepciéon personal del estresor, del condicionamiento genético y de
las experiencias previas, entre otros. De esta manera hay individuos que pueden
presentar una respuesta mas activa, donde va a haber una predominancia simpatica y
otros individuos con una respuesta mas pasiva, donde en la respuesta habra un

predominio cortico-suprarrenal.
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Figura 2: Esquema de respuesta a estrés

El hipotalamo secreta CRH y AVP, los que estimulan la secrecion
estimula la produccién de GC por la corteza adrenal. Por otro lado, ta
simpatico, esto provoca la liberacion de adrenalina y noradrenal

de ACTH en la hipdfisis. La ACTH
mbién se activa el sistema nervioso
ina por la médula adrenal y por

innervacion directa. Lineas llenas: estimulantes. Lineas punteadas: inhibitorias.

2.3 Efecto de los mediadores del estrés sobre el sistema inmune

Las células del sistema inmune poseen receptores de membrana para los

mediadores del estrés. Estos receptores son funcionales y su activacion induce

cambios en las funciones inmunes como la proliferaci

inmunes especificas.

on celular y las respuestas

La NA liberada por las terminales nerviosas ejerce su funcién a través de

receptores adrenérgicos presentes tanto en linfocitos

T como en linfocitos B. El

principal subtipo de receptor adrenérgico descripto en los linfocitos es el 2 (Bylund y

col., 1994; Genaro y col., 1993).
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La principal via hormonal por la cual el sistema nervioso central regula al
sistema inmune es el eje HPA a través de las hormonas de la respuesta al estrés. A
su vez, las células del sistema inmune producen citoquinas que pueden alteran la
funcion del eje HPA.

El principal receptor para GC en células inmunes, como macréfagos y
linfocitos T es el R-GC, por lo que la influencia de estas hormonas sobre la funcion
inmune es mediada a través de este receptor (Marchetti y col., 2001). Los GC pueden
regular al sistema inmune de muchas formas. Por ejemplo, pueden modular la
expresion de citoquinas, de moléculas de adhesion, de quimioatractantes y otros
factores inflamatorios (Adcock y Ito, 2000; Atsuta y col., 1999; Nakagawa y col., 1999).
También pueden bloquear la maduracion linfocitaria (Wisniewska y col., 2004) y en
algunas especies expulsan a los linfocitos de la circulacién (Milad y col., 1994) y en
ocasiones los destruyen (Bishop y col., 2000).

Durante muchos anos se pensé que los GC eran inmunosupresores, sin
embargo los estudios que condujeron a estas conclusiones se realizaron utilizando
dosis farmacolégicas de éstos y moléculas sintéticas (Boumpas y col., 1993).
Recientemente se postuld6 que a concentraciones fisioldgicas, los GC serian
inmunomodulatorios, ya que causan una supresion selectiva de la inmunidad celular
Th1 y un cambio hacia la inmunidad celular Th2, mas que una inmunosupresion
generalizada (Elenkov, 2004). De hecho, los GC a nivel fisioldgico estimularian varios
aspectos de la funcién inmune, como ser procesos relacionados a la funcion de
células T (Wilckens y De Rijk, 1997). También estimulan agudamente las reacciones
de hipersensibilidad de tipo retardara, mientras que a concentraciones farmacoldgicas

la suprimen (Dhabhar y McEwen, 1999).

2.3 Interaccion entre estrés y diabetes

En las ultimas décadas el estrés se ha incorporado como un factor importante
en la vida diaria. Es asi que existen evidencias clinicas que avalan la participacion del
estrés en el desarrollo de diversas patologias psiquiatricas, alteracién del sistema
neuroendocrino, del sistema inmune e incluso cancer (Reiche y col., 2004). En
particular, el estrés ha sido asociado con la instauracion y la evolucion de la patologia
diabética en humanos. Asimismo, el estado diabético ocasiona un estado de estrés
relacionado con el tratamiento con insulina, la regulacién de la glucemia, la ingesta
alimentaria y el ejercicio fisico. La bibliografia documenta la existencia de diversos
estudios clinicos en donde existe un correlato positivo entre el estrés, la depresion y el
tratamiento y control de la glucemia en pacientes tanto con diabetes mellitus tipo |,

como tipo Il (Stenstrom y col., 2003; Surwit y col., 2002).
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Actualmente, a pesar de las evidencias que apoyan un desbalance
inmunologico en el estado de diabetes y en el estrés, la asociacion entre sintomas,
diagnéstico clinico, evolucion y desorden inmunologico no se conoce. Aun mas, cabe
preguntarse qué mecanismos llevarian a que un individuo expuesto a una situacién de
estrés cronico desarrolle o agudice los sintomas del estado diabético y otro frente a la
misma situacion no lo manifieste. Dentro de los factores que regularian esa
susceptibilidad individual podria ocupar un lugar destacable el tipo de desregulacion
que sufre el sistema inmune frente al estrés cronico y el condicionamiento genético

innato del individuo.
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3. Sistema inmune

La inmunologia es la ciencia que estudia los procesos moleculares y celulares
implicados en la defensa de la integridad bioldgica del organismo a través de la
identificacion de las sustancias propias, deteccion de las sustancias extranas y su
destruccién (Roitt y Delves, 2003). Para que estos fendmenos de defensa se lleven a
cabo, los organismos disponen de un conjunto de elementos especiales que
constituyen el sistema inmune. La capacidad de defensa se adquiere antes de nacer,
pero madura y consolida en los primeros afios de la vida fuera del seno materno,
ofreciendo respuestas mas especificas para cada tipo de infeccion.

El sistema inmune esta compuesto por una amplia y compleja red de células y
moléculas que primero deben distinguir lo propio de lo extrafio para luego destruir lo
no propio. Esto ultimo se refiere a todos los componentes ajenos al organismo, por
ejemplo: microorganismos patégenos (parasitos, hongos, bacterias, virus), células y
organos provenientes de otros animales (transplantes). En algunas ocasiones ciertos

alimentos y farmacos pueden estimular la generacion de reacciones inmunitarias.

3.1 Clasificacion de la respuesta inmune

La respuesta inmune puede clasificarse en dos tipos: respuesta inmune innata
o natural y respuesta inmune adquirida o especifica (Abbas y Lichtman, 2003).

La respuesta inmune innata constituye la primera linea de defensa del
organismo. En general responde ante epitopes conservados entre los agentes
patégenos, es inmediata y no requiere sensibilizacion previa. A su vez no genera
memoria y es importante para inducir la respuesta especifica. Es mediada por:

1. Barreras fisicas y quimicas: los epitelios, las mucosas y las
sustancias antimicrobianas producidas por ellos.

2. Componentes humorales: el sistema complemento (sistema litico e
inflamatorio), proteinas de fase aguda (proteinas de la sangre que
activan al sistema complemento), interferén a y B (producidos por
macrofagos y fibroblastos, son antivirales) y sustancias inflamatorias.
3. Componentes celulares: células fagociticas (macrofagos y
neutréfilos) y las células NK (natural Killer), un tipo de linfocito de gran
tamafo que no tiene un receptor especifico para antigenos. Reconocen
y destruyen células tumorales o infectadas por virus a través del
complejo mayor de histocompatibilidad (MHC), de forma independiente

de anticuerpos y de otros tipos celulares.
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La respuesta inmune adaptativa es exclusiva de los vertebrados y especifica
para cada antigeno. Es una respuesta mas lenta que la innata, genera memoria
especifica que posibilita una segunda respuesta mas efectiva (rapida y potente) ante
un nuevo encuentro con el mismo patégeno. Esta respuesta puede dividirse en dos
componentes: la respuesta humoral, cuyos efectores son los anticuerpos producidos

por los linfocitos B y la respuesta celular desarrollada por los linfocitos T.

3.1.1 Respuesta inmune adaptativa

3.1.1.1 Anticuerpos

Los anticuerpos o inmunoglobulinas estan compuestos por dos cadenas
pesadas idénticas y dos cadenas livianas idénticas entre si, que se mantienen unidas
por puentes disulfuro intercatenarios.

La secuencia N terminal de las cadenas livianas y pesadas muestra una gran
variabilidad en cuanto a la secuencia, mientras que las secuencias restantes son
constantes. Dentro de la zona variable, podemos encontrar una zona hipervariable,
que es la que interviene en la unién con el antigeno.

Existen 5 clases o isotipos de anticuerpos o inmunoglobulinas (Ig): IgA, IgD,
IgE, IgG e IgM. Estos, a su vez, pueden subdividirse en subclases: 2 para la IgA (IgA1
e IgA2) y 4 para la IgG (IgG1, 1gG2, 1gG3, 1gG4) (Abbas y Lichtman, 2003; Roitt y
Delves, 2003).

Las moléculas de IgM son polimeros pentaméricos, aunque una fraccidon menor
es hexamérica. Tienden a presentar baja afinidad relativa por los antigenos, pero
debido a la valencia elevada, los mismos se unen con gran avidez. Por esta razon las
inmunoglobulinas del isotipo IgM son agentes aglutinantes y citoliticos muy eficientes.
Se producen en la respuesta inmune primaria (primera exposicién al antigeno). Esta
inmunoglobulina, al igual que la IgG, puede activar al sistema del complemento. En la
membrana celular de los linfocitos B, se encuentra la forma monomérica anclada a
membrana como el principal receptor utilizado para reconocer al antigeno.

La IgG es la inmunoglobulina de mayor abundancia en circulacién y en la
mayoria de los tejidos. Esta molécula presenta una elevada afinidad por la unién con
el antigeno. Se sintetiza principalmente durante la respuesta inmune secundaria (luego
de una segunda exposicion al antigeno). Al unirse a la superficie del agente patégeno
puede activar al complemento, facilitar la fagocitosis del microorganismo por parte de
los macrofagos y activar sistemas de citotoxicidad celular. Puede atravesar la placenta

y el intestino del recién nacido.
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La IgA aparece en secreciones mucosas como saliva, lagrimas, liquido
mucoso, transpiracion y calostro, entre otras. Su principal funciéon es defender contra el
ataque de microorganismos a las superficies corporales externas expuestas.

La IgD se encuentra principalmente sobre en el linfocito B y actua, junto con la
IgM, como receptor del antigeno sobre células B no estimuladas.

La IgE se une a los mastocitos y el contacto con el antigeno provoca la
degranulacion del mastocito, liberando mediadores inflamatorios que reclutan agentes
antimicrobianos. Este anticuerpo también es importante contra ciertas infecciones

parasitarias y es responsable de sintomas de alergias.

3.1.1.2 Citoquinas

Las citoquinas son mensajeros de bajo peso molecular secretados
por una célula con el fin de generar una respuesta sobre si misma o sobre otras
células (son mensajeros autocrinos, paracrinos o endocrinos). Actuan a través de la
unidén a receptores especificos. Las citoquinas son producidas por casi todas las
células y tienen una amplia variedad de funciones. El efecto biologico depende de las
citoquinas y las células involucradas, pero por lo general estas moléculas afectan a la
activacion de células, la division y la apoptosis. Algunas citoquinas son consideradas
proinflamatorias, mientras que otras antinflamatorias. A su vez, existen citoquinas que
actuan como agentes quimioatractantes (quimioquinas), que causan la diferenciacion y

proliferacion de células madre (factores estimulantes de colonia), entre otras.

3.1.1.3 Células involucradas en la respuesta adaptativa

Las principales células involucradas en este tipo de respuesta son: linfocitos B,
linfocitos T y las células presentadoras de antigenos profesionales (Abbas y Lichtman,
2003; Fainboim y Geffner, 2005; Roitt y Delves, 2003).

Los linfocitos B son las células encargadas de la produccion de anticuerpos.
Se originan en la médula 6sea y son instruidos alli mismo. Luego migran a los 6rganos
linfoides secundarios (los principales son el bazo y los ganglios linfaticos). Expresan
como receptor para el antigeno anticuerpos anclados a membrana (IgM e IgD).

El precursor de los linfocitos T proviene de la médula 6sea y migra hacia el
timo donde se diferencia. Expresan como receptor para el antigeno TCR (T cell
receptor). Este receptor, al igual que las inmunoglobulinas, tiene zonas de
hipervariabilidad que le permiten reconocer un péptido pequeno presentado junto con
una molécula del MHC. Los linfocitos T se subdividen en poblaciones funcionalmente

distintas. Los linfocitos T citotéxicos (Tc) expresan la molécula de superficie CD8
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(CD8+), mientras que los linfocitos T helper o colaboradores (Th) son positivos para
el marcador celular CD4 (CD4+). Los linfocitos CD8+ eliminan las células infectadas.
El receptor que expresan es del tipo TCR1, que reconoce al péptido asociado a una
molécula del MHC de clase |. Los linfocitos CD4+ expresan como receptor al TCR2,
que reconoce al péptido asociado a una molécula del MHC de clase Il. Los linfocitos T
CD4+ se subdividen en T colaborador 1 (Th1) o en T colaborador 2 (Th2) dependiendo
del patron de citoquinas que secreten. Los linfocitos Th1 liberan interferon y (IFN y) e
interleuquina 2 (IL-2), que colaboraran en la activacion de linfocitos T citotoxicos. Los
linfocitos Th2 liberan IL-4, IL-5, IL-6, IL-10, entre otras, que ayudan a la activacion de
linfocitos B. La generacion de una respuesta tipo Th1 o Th2 es mutuamente
excluyente: el IFN y secretado por células Th1 inhibe la proliferacion de células Th2,
mientras que la IL-10 e IL-4 secretadas por las células Th2 inhibe la secrecién de IFN
y e IL-2 por parte de las Th1. El predominio de una u otra de las dos subpoblaciones
de linfocitos colaboradores depende a su vez del microambiente de citoquinas en que
ocurre la activacion y maduracion inicial a partir de linfocitos en reposo.

Las moléculas de MHC de clase | se encuentran en la superficie de cualquier
célula nucleada normal del organismo. Las moléculas de MHC de tipo Il estan
Unicamente en las células presentadoras de antigenos profesionales (CPA
profesionales). La funcion de estas ultimas es presentar el antigeno a los linfocitos
CD4+ y colaborar en su activaciéon. Las principales CPA profesionales son los
macrofagos, las células dendriticas y los linfocitos B (figura 3).

Los macréfagos son células con alta capacidad fagocitica. Los antigenos son
degradados por completo o en parte, y alguno de ellos puede aparecer procesado en
la superficie del macréfago asociado a una molécula de MHC de clase II. Sin embargo,
para la activacion de los linfocitos T CD4+ virgenes (que nunca tuvieron contacto con
el antigeno) esta presentacion parece no ser suficiente, siendo necesaria la presencia
de células dendriticas. Estas células provienen de la médula ésea. Las células
dendriticas inmaduras de distintos tejidos actuan como agentes de muestreo del
antigeno; muestran una gran actividad de endocitosis aunque soélo son
moderadamente fagociticas. Los receptores involucrados en la captura de los
antigenos son el receptor de manosa (permite reconocer patrones moleculares
asociados a patogenos, patrones comunes a todos los patdgenos) y los receptores
para inmunoglobulinas. Poseen baja cantidad de MHC de clase Il en la superficie
celular. Una vez que las células dendriticas se han diferenciado completamente,
disminuye la capacidad endocitica y aumenta significativamente la cantidad de MHC
de clase Il y otras moléculas marcadoras en la superficie celular, como por ejemplo

CD1 (molécula similar al MHC de clase 1), B7 y CD40 (moléculas coestimulantes).
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También poseen receptores de quimioquinas. El rol de estas sustancias es la atraccion

de las células dendriticas hacia las areas de linfocitos T presentes en los ganglios

linfaticos y en el bazo.
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Figura 3: Rol de linfocitos T y B en la respuesta inmune

Los linfocitos T y B se originan en la médula ésea. Los linfocitos B maduros activados son productores de
anticuerpos. Los linfocitos T activados se diferencian en células CD4+ Th1, Th2 y CD8+. Adaptado de
Parkin and Cohen, 2001.

3.1.1.4 Tejido linfoide secundario

Como tejido linfoide secundario se describen: ganglios linfaticos encapsulados,
bazo y tejido linfoide asociado a mucosas (MALT) (figura 4) (Abbas y Lichtman, 2003;
Roitt y Delves, 2003).

Los ganglios linfaticos contienen una malla de células reticulares organizadas
en senos. Actian como un filtro para la linfa, la cual puede transportar antigenos que
entran en contacto con los macréfagos presentes en el ganglio. Presenta una mayor
cantidad de linfocitos T que de linfocitos B (aproximadamente un 80% linfocitos T,
frente a un 20% de linfocitos B) y cada uno de estos se encuentran localizados en
distintas areas. El area de linfocitos B estd ubicada en la zona mas externa del
ganglio, en agregaciones foliculares. Dentro de estos foliculos y dependiendo del
grado de maduracion, podemos encontrar, ademas de linfocitos B, linfocitos T (en
menor cantidad), macréfagos y células dendriticas. El area de linfocitos T se encuentra
en una zona mas interna.

El bazo es el 6rgano encargado de filtrar la sangre, eliminar los glébulos rojos y

linfocitos en desuso y responder a los antigenos que podria transportar la sangre.

36



INTRODUCCION:
Sistema inmune

Presenta una mayor cantidad de linfocitos B. Los linfocitos T y B también se
encuentran separados en distintas areas.

El MALT se encuentra distribuido en el tracto respiratorio, gastrointestinal y
genitourinario. Son acumulaciones subepiteliales de tejido linfoide no limitadas.
Pueden aparecer como colecciones difusas de linfocitos, células plasmaticas y

fagocitos o como un tejido mas organizado en foliculos bien formados.

Organo

linfoide

primario Timo Médula ésea
o (R e

Instruccion (e & > 8)

r 1

Organo Encapsulado No Encapsulado

linfoide

secundario ganglio bazo MALT

Respuesta Ag en Agen Ag en la superficie

inmune tejidos sangre de mucosas

Figura 4: Organizacion funcional del tejido linfoide.

SC: células madre o Stem cells. Ag: antigeno. Las células madre que se originan en la médula ésea se
diferencian en linfocitos T y B inmunocompetentes en los érganos linfoides primarios. Luego migran a los
organos linfoides secundarios, donde se organizan las respuestas inmunes. Adaptado de Roitt y Delves,
20083.

3.1.1.5 Activacion de linfocitos

Para la activacion de los linfocitos T no alcanza con la unién del TCR con el
antigeno asociado a la molécula de MHC dado que la afinidad de esta interaccion es
relativamente baja. Para la activacion del linfocito T colaborador, CD4+, son
necesarias dos sefiales: la unién TCR al complejo antigeno-MHC clase Il y la unién del
marcador CD28 al B7 (presente en las células dendriticas), la sefal coestimulatoria
mas potente. Asimismo, se produce la unién de otras moléculas de adhesién (como
VACM-1, ICAM-1 y LFA-3), que no son coestimulatorias por si mismas, sino que
aumentan el efecto de las sefales principales. Una vez que se produjeron estas
uniones, comienza una cascada de sefales que incluye la fosforilacion de distintos
sustratos y la activacion de la enzima PKC que induce la proliferacion linfocitaria, la
sintesis de varias citoquinas y de sus receptores.

La activacion de los linfocitos T citotdxicos requiere de su unién con una célula
dendritica y de esta ultima a un linfocito T colaborador. Para que esto ocurra, la célula

dendritica debe procesar y mostrar al antigeno asociado tanto a moléculas de MHC de
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clase | como de clase Il. De esta forma el linfocito T colaborador, a través de distintas
citoquinas, provoca la activacion del linfocito T citotdxico (figura 5, panel A). A su vez,
es posible que la célula dendritica se una, en un primer momento, al linfocito CD4+ y
asi permita que la célula dendritica interactue luego con el linfocito CD8+. Esto se
logra ya que la célula CD4+ activa a la CPA profesional a través de la unién con el
marcador CD40, mostrando moléculas coestimulatorias y liberando citoquinas (figura
5, panel b) (Abbas y Lichtman, 2003; Roitt y Delves, 2003).

€040 W MHC 11

Célula dendritica

o 1 B e . l—r‘ aed

Cél. dendritica Y] R Cél. De_ndrltlca
. autorizada

Figura 5: Activacion de los linfocitos T citotéxicos por las células T colaboradoras

La activacién de los linfocitos T colaboradores (Th) por la célula dendritica involucra una sefial
coestimulatoria dada por la unién del CD40L-CD40 y el reconocimiento del complejo antigeno-MHC clase
Il por el TCR. a) Tanto el linfocito Th como el linfocito T citotéxico (Tc) se presentan en el mismo
momento. b) La célula dendritica y el linfocito Th se unen primero. Este Ultimo permite a la célula
dendritica que interactie mas tarde con el linfocito Tc activandolo. Adaptado de Roitt y Delves, 2003.

Los linfocitos B se activan en respuesta a dos tipos distintos de antigenos:
antigenos timoindependientes y antigenos timodependientes (Abbas y Lichtman, 2003;
Roitt y Delves, 2003). En el caso de los antigenos timoindependientes (T-
independientes), se trata de antigenos lineales y que tienen un determinante muy

repetido, como por ejemplo el lipopolisacarido. Son capaces de estimular a los
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linfocitos B en forma directa sin necesidad de que participen los linfocitos T. Esto
ocurre a través de un enlace cruzado entre los receptores de los linfocitos B
(anticuerpos anclados a membrana) y el antigeno, que genera una serie de
fosforilaciones, activacion de la enzima PKC y estimulacion de la proliferacion celular.
Este tipo de antigenos producen anticuerpos de tipo IgM y no generan memoria.

Los antigenos timodependientes (T-dependientes) necesitan de la
colaboracién de los linfocitos T para poder activar a los linfocitos B. Para que esto
ocurra, los linfocitos B internalizan al complejo formado por el antigeno y el anticuerpo
de superficie. Este antigeno es procesado y presentado junto a una molécula de MHC
de clase Il y puede ser reconocido por un linfocito T colaborador que fue previamente
activado. Luego, mediante senales coestimulatorias a través de la interaccion CD40
(presente en el linfocito B) con su ligando (CD40L), presente en el linfocito T
colaborador, el linfocito B es activado regulando positivamente la aparicion de distintos
receptores para citoquinas (por ejemplo IL-4) y se impulsa la proliferacion, expansion
clonal y produccion de anticuerpos. Estos tipos de antigenos generan una memoria
muy eficiente.

Cuando un linfocito B es expuesto por primera vez a un antigeno
timodependiente, genera la produccién de anticuerpos tipo IgM. Esto se conoce como
respuesta primaria. A su vez, un pool de linfocitos B se diferencia a células de
memoria, las cuales frente a una segunda exposicion al antigeno generan una
respuesta secundaria, caracterizada por la produccion de anticuerpos tipo IgG. Esta
respuesta ocurre mas rapidamente y persiste por mas tiempo, produciéndose mayores

titulos de anticuerpos con respecto a la respuesta primaria (figura 6).
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Figura 6: Respuesta primaria y secundaria
Se inyecta un antigeno T dependiente en dos ocasiones distintas. La produccién de anticuerpos (ac) ante
la segunda exposicion es mas rapida e intensa. Adaptado de Roitt y Delves, 2003.
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4. Modelos animales

Tal como se menciond anteriormente, los pacientes con diabetes presentan
una diferente susceptibilidad a desarrollar infecciones (Chang y col., 2004; Thomsen y
col., 2004). Dentro de los factores que regularian esta susceptibilidad individual esta el
condicionamiento genético del individuo asi como también la participacion de factores
ambientales, principalmente el estrés. En este sentido, el estudio en animales de
laboratorio nos brinda la posibilidad de obtener un conjunto de resultados mas
homogéneos dado que las variables tanto genéticas como experimentales son mas
controladas. Es asi que se han desarrollado modelos de patologias humanas en
ratones endocriados y en particular las cepas de ratones BALB/cByJ y C57BL/6J son
modelos muy utilizados para estudiar el efecto de las diferencias genéticas en la
patogénesis de muchas enfermedades.

Estas dos cepas presentan diferencias en la inmunidad innata (Watanabe y
col., 2004) y adquirida (Guinazu y col., 2004) y han sido muy utilizadas para la
investigacion de la patogénesis de infecciones intracelulares (Ulett y col., 2000;
Roggero y col., 2009; Autenrieth y col.,, 1994). Asimismo, frente a un desafio
antigénico estas cepas responden con un perfil diferente de citoquinas, los ratones
BALB/cByJ dan respuesta con predominio Th2 y los C57BI/6J con predominio Th1.

Por otro lado, los ratones de la cepa BALB/cByJ y C57BI/6J difieren en la
respuesta comportamental y en los parametros neuroquimicos. En este sentido,
ratones de la cepa BALB/cByJ expuestos a estrés crénico mostraron una menor
capacidad de aprendizaje y memoria que los controles no estresados, mientras que
este efecto no se observé en los ratones C57BI/6J (Palumbo y col., 2009). Se encontrd
que este déficit cognitivo podia estar asociado a una diferente regulacion del balance
Th1/Th2 (Palumbo y col.,, 2010). Ademas, se reporté que ambas cepas presentan

diferente respuesta metabdlica a una dieta alta en grasa (Nishikawa y col., 2007).

4.1 Modelos animales de estrés

Existen numerosos modelos animales de estrés. Dependiendo de la duracién
del estimulo pueden clasificarse como agudos o crénicos. Se pueden aplicar distintos
agentes estresantes, entre ellos podemos mencionar el shock eléctrico, la
inmovilizacién, la restriccion de la comida, el frio, el ejercicio, la exposicién a un
predador. La aplicacion de estos por un periodo de tiempo prolongado (mas de una

semana) (Joels y Baram, 2009) es considerado como modelo de estrés cronico. Estos
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modelos también se han asociado al desarrollo de trastornos de ansiedad y depresion
(Willner y col., 1992). Por esta razon muchos modelos de estrés cronico han sido
utilizados para probar farmacos antidepresivos.

Los diferentes modelos animales también se pueden clasificar por la cantidad
de estresores que se usen. De esta manera, si se usa un unico estresor (como el
estrés por inmovilizacion) se los conoce como modelos homotrépicos. Si se usa una
combinacion de diferentes estresores se los llama modelos heterotrépicos.

Un modelo de estrés heterotropico es el modelo de estrés cronico moderado
(CMS). El mismo consiste en exponer a los animales a una serie de estresores
considerados moderados que se aplican de manera crénica, secuencial y alternada
para no producir acostumbramiento por parte del animal (Moreau, 1997; Willner y col.,
1992). Este modelo implica un bajo grado de estrés ofreciendo una aproximacion
razonable a diversos estresores de la vida diaria. En este sentido, el modelo de CMS
ofrece una simulacion realista de los efectos biolégicos del estrés cronico.

Es importante tener en cuenta que la sensibilidad a este modelo puede variar
de acuerdo con la cepa utilizada, el sexo, la edad e inclusive al proveedor de los
animales. Asimismo es importante considerar que las cepas BALB/cByJ y C57BI/6J
han sido denominadas “reactivas” y “relativamente resistentes” al estrés,

respectivamente (Lepicard y col., 2000; Tannenbaum y Anisman, 2003).
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HIPOTESIS DE TRABAJO Y OBJETIVOS

1. Hipétesis de trabajo

Postulamos la existencia de una alteracion en la respuesta inmune en el estado
diabético la cual esta afectada por el estrés. En esta alteracion participan factores

genéticos y no genéticos, teniendo un rol fundamental la hiperglucemia.

2. Objetivos

2.1 Objetivos generales

Estudiar la respuesta inmune en la diabetes mellitus tipo 1 y también los
mecanismos que participan en la misma ampliando el conocimiento acerca de los
factores genéticos y no genéticos que participan en la evolucion del estado diabético y
la alteracion de la respuesta inmune. En lo que respecta a los factores genéticos se
contemplara el condicionamiento innato del individuo. Dentro de los posibles factores
no genéticos que afectarian la progresion de la diabetes estan los factores
ambientales, siendo de particular importancia el estrés. La respuesta adaptativa al
estrés involucra clasicamente, la activacion del eje Hipotalamo-Hipofisis-Adrenal y el
Sistema Nervioso Auténomo, que a su vez regulan la respuesta inmune. Por otra
parte, la hiperglucemia es el principal factor determinante del inicio y la progresion de
las complicaciones que sufre el paciente con diabetes, entre ellas la falta de una
respuesta inmune eficiente frente a cuadros infecciosos. Por este motivo, es de
interés determinar la influencia de estos mediadores neuroendocrinos en los efectos

del estrés en la respuesta inmune de los animales con diabetes.

2.2 Objetivos especificos

o Estudiar la respuesta inmune en un modelo experimental murino de diabetes
mellitus tipo 1 en dos cepas de ratones: BALB/cByJ y C57BI/6J (con el fin de
tener distintos condicionamientos genéticos) en funcion del tiempo transcurrido
desde la induccion de la enfermedad a través de ensayos in vivo e in vitro. In
vivo se evaluara la respuesta inmune humoral a través de la produccion de
anticuerpos, luego de una inmunizacién con antigenos T-dependientes y T-
independientes. La respuesta inmune se estudiara in vitro mediante el analisis
de la proliferacién de poblaciones celulares enriquecidas en linfocitos T o B

luego de una estimulaciéon con mitdégenos selectivos para cada poblacion.
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Con el fin de estudiar la influencia del estrés sobre la instauracion y evolucién
de la diabetes se utilizaran dos modelos de estrés cronico: un modelo de estrés
homotrépico (inmovilizacién) y uno de estrés heterotropico (estresores
diferentes aplicados de manera aleatoria) y se aplicaran previa y
posteriormente a la instauracion de la diabetes. Se evaluaran las glucemias y

los niveles de hemoglobina glicosilada.

Analizar la asociacion entre diabetes, estrés y la alteracion inmune en ambas
cepas de ratones estudiando la proliferacién linfocitaria. Para estudiar la
participacién de los mecanismos neuroendocrinos, se determinaran los niveles

de corticosterona y catecolaminas en bazo.

Estudiar la participacién de la hiperglucemia en las alteraciones inmunoldgicas
observadas en el estado diabético. A tal fin se analizara, el efecto del agregado
de concentraciones crecientes de glucosa en el medio de cultivo sobre la
respuesta inmune de linfocitos normales provenientes de ambas cepas de

ratones.

Estudiar la participacion del estrés oxidativo en las alteraciones observadas. Se
determinaran los niveles de ROS, la peroxidacion lipidica y las defensas
antioxidantes en linfocitos normales provenientes de ambas cepas de ratones
incubados en presencia de altas concentraciones de glucosa. También se
evaluara la reversion de las alteraciones observadas utilizando el antioxidante

N-acetilcisteina.

44



MATERIALES Y
METODOS




MATERIALES Y METODOS

1. Animales

Se utilizaron ratones endocriados hembra de 2 meses de edad de las cepas
BALB/cByJ y C57BI/6J obtenidos del bioterio central de la Facultad de Veterinaria de
la Universidad de Buenos Aires. A excepcion de cuando se indica, los animales se
mantuvieron en condiciones estandar de luz (de 7:00 a 19:00 hs) y temperatura
(22+2°C) con libre acceso a comida y agua. Todos los protocolos utilizados fueron
aprobados por el Comité Institucional para el cuidado y Uso de los Animales de
Laboratorio (CICUAL) de la Facultad de Medicina de la Universidad de Buenos Aires,
el cual sigue los principios de la Guide for the Care and Use of Laboratory Animals,
U.S. National Research Council, 1996.

2. Modelos animales

La diabetes se indujo mediante la administracion de multiples dosis bajas de
estreptozotocina. Con relacion al estrés, se utilizaron dos modelos: estrés cronico

moderado y estrés por inmovilizacion.

2.1 Modelo animal de diabetes mellitus tipo 1

Para la induccion de la diabetes, los ratones fueron inyectados
intraperitonealmente (i.p.) con multiples dosis de estreptozotocina (STZ, Sigma-Aldrich
Co, St. Louis, MO, EUA). Cada una de estas dosis fue de 45 mg de STZ por kg de
peso corporal disuelta en buffer citrato pH 4,5 y fueron administradas durante 5 dias
consecutivos a la misma hora (Like y Rossini, 1976). Como control se utilizaron
ratones de iguales caracteristicas tratados en paralelo con buffer citrato pH 4,5.

El estado diabético se corroboré mediante la medicién de la glucemia
aproximadamente a las 12 hs, luego de 2 horas de ayuno a partir del dia 14 desde la
aplicacion de la primera dosis de STZ. Fueron considerados diabéticos los animales
que presentaron una glucemia superior a 110 mg/dl. Los ratones presentan una buena

sobrevida, sin la necesidad de administrar insulina exdgena.

2.2 Estrés cronico moderado (CMS, del inglés: Chronic Mild Stress)

Se utilizd el modelo desarrollado por Willner y col. (1992) en rata y modificado
por Monledn y col. (1995) para ratén. El modelo consiste en la aplicacion de estresores
variados (heterotrépico) de intensidad moderada segun fueron clasificados por
“Animals (Scientific Procedures) Act of 1986 (UK legislation)”. Los estresores utilizados

fueron los siguientes.:
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1 periodo de 3 horas de privacién de agua y alimento;

1 periodo (7 horas) de privacién de agua;

2 periodos de iluminacién continua durante la noche;

2 periodos (7 y 17 horas) de inclinacion de la jaula a 45°;

1 periodo de 8 horas de privaciéon de alimento;

1 periodo de 17 horas compartiendo la jaula (se agrupa siempre el mismo par de
animales alternando el orden de la jaula usada).

Para evitar el acostumbramiento del animal, el orden de los estresores se
aplic6 de manera alternada (sin seguir un orden estipulado), segun se indica en la
figura 7. Luego de la sexta semana se comenzd con el mismo esquema desde el
inicio. Con esta exposicién se logra una condicidon de estrés cronico moderado que
induce un estado de depresién que se traduce en la disminucion en la preferencia por
la bebida dulce (Anhedonia) a partir de la cuarta semana, llegando al maximo a partir

de la sexta semana (Edgar y col., 2002).
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Figura 7: Esquema del modelo de estrés cronico moderado.

El grafico muestra cémo fueron usados los estresores. Los corchetes indican el tiempo en el cual fue
aplicado el estresor a cada ratén. A- un periodo de 7 hs de privacion de agua, B- dos periodos de
iluminacion continua durante la noche, C1-un periodo de 7 hs de inclinacion de la jaula a 45°, C2- un
periodo de 17 hs de inclinacién de la jaula a 45°, D- un periodo de 3 hs de privacién de agua y alimento,
E- un periodo de 8 hs de privacién de alimento, F- un periodo de 17 hs compartiendo la jaula.
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2.3 Estrés cronico por inmovilizaciéon (CRS, del inglés: Chronic Restraint Stress)

Los animales fueron expuestos a la inmovilizacién en tubos de polipropileno (de
2,8 cm de diametro x 11,5 cm de largo) bien ventilados, sin acceso a agua ni alimento,
por 6 hs diarias (de 10:00 a 16:00 hs) durante 21 dias consecutivos (Alfonso y col.,
2006). Los animales no se comprimen ni sufren ningun tipo de dolor y luego de la
exposicion prolongada muestran los disturbios conductuales tipicos observados en
otros modelos validados como ser una alteracion en la actividad locomotora en el test
de campo abierto y una reduccién en la latencia al escape en el test de natacion
forzada y en el test de suspension de la cola (Frick y col., 2009; Willner y Mitchell,
2002).

2.4 Combinacion de los distintos modelos

Segun corresponda, los modelos se combinaron de la siguiente manera (figura
8):

-Estrés cronico por inmovilizacion previo a la induccion de la diabetes:
los animales fueron inmovilizados por 21 dias y luego se indujo la diabetes. Los grupos
experimentales con los que trabajamos fueron:

-Animales controles

-Animales expuestos a CRS (CRS)

-Animales diabéticos (Diab)

-Animales expuestos a CRS a los que se les indujo la diabetes
(CRS + Diab).

-Estrés crénico moderado previo a la induccion de la diabetes: los
animales fueron sometidos al esquema de estrés crénico moderado por seis semanas.
Finalizado este periodo, se indujo la diabetes. Los grupos experimentales con los que
trabajamos fueron:

-Animales controles

-Animales expuestos a CMS (CMS)

-Animales diabéticos (Diab)

-Animales expuestos a CMS a los que se les indujo la diabetes
(CMS + Diab).

-Estrés cronico por inmovilizacion posterior a la induccion de la

diabetes: se indujo la diabetes y seguidamente los animales fueron inmovilizados por

21 dias. Los grupos experimentales con los que trabajamos fueron:
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-Animales controles

-Animales expuestos a CRS (CRS)

-Animales diabéticos (Diab)

-Animales a los que se les indujo la diabetes y luego fueron
expuestos a CRS (Diab + CRS).

-Estrés crénico moderado posterior a la induccidon de la diabetes: se
indujo la diabetes y seguidamente los animales fueron sometidos al esquema de
estrés cronico moderado durante todo el tiempo experimental. Los grupos
experimentales con los que trabajamos fueron:

-Animales controles

-Animales expuestos a CMS (CMS)

-Animales diabéticos (Diab)

-Animales a los que se les indujo la diabetes y luego fueron
expuestos a CMS (Diab + CMS).
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Estrés crénico por inmovilizacion previo a la induccion de la diabetes

21 dias

5 dias

Estrés crénico moderado previo a la induccion de la diabetes

6 semanas

5 dias

Estrés crénico por inmovilizacion posterior a la induccion de la diabetes

5 dias

21 dias >

Estrés créonico moderado posterior a la induccion de la diabetes

5 dias

2 a 17 semanas >

Figura 8: Esquema de la combinacién de los distintos tratamientos.

3. Determinacion de parametros bioquimicos y hormonales

3.1 Medicion de la glucemia

Las glucemias fueron determinadas aproximadamente a las 12:00 horas luego

de 2 horas de ayuno. La sangre se obtuvo realizando un pequefio corte en la punta de

la cola. La glucemia se midi6 utilizando un glucémetro comercial (One Touch Ultra test,
Lifescan, Johnson-Johnson Co, Milipitas, CA, EUA).
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3.2 Determinacion de los niveles de hemoglobina glicosilada

La hemoglobina glicosilada se determind en sangre entera anticoagulada con
EDTA utilizando un kit comercial basado en el método de inhibicién
inmunoturbidimétrica para la determinacién cuantitativa de HbA1c (Wiener
Laboratorios S.A.I.C., CABA, Argentina). Este método mide mediante dos reacciones
independientes los nivel de hemoglobina A1c (HbA1c) y de hemoglobina total (Hb) de
la muestra y determina la concentracion de HbA1c como un porcentaje de la Hb
(%HbA1c).

3.3 Medicidén de los niveles de insulina

La muestra se tomo luego de 2 hs de ayuno y siempre a las 11.00 hs. Para la
obtencion, los animales fueron anestesiados con CO, y sangrados. La sangre fue
recogida en tubos con 30 pl de acido etilendiaminotetraacético (EDTA) 0,1 mM a 4°C.
El plasma fue separado en una centrifuga refrigerada y guardado a -70°C hasta el
momento de la determinacion.

Para la determinacién de la hormona se utilizé un radioinmunoensayo
comercial desarrollado para la medicion de la insulina en roedores (Linco Research,
Millipore, Billerica, MA, EUA). El trazador utilizado fue insulina-°I con una actividad
especifica AE=367 uCi/ug y el rango de concentracion de la curva estandar fue de 0,1
ng/ml a 10 ng/ml. Para el ensayo, se colocé en tubos de polipropileno 100 ul de
estandar o de muestra, 100 ul del trazador y 100 pl del anticuerpo anti-insulina. Se
incubd durante toda la noche a 4°C y luego se agregd 1 ml de la solucion de
precipitacion. Se incubd por 20 minutos a 4°C y se centrifugd 2000 x g a una
temperatura de 4°C por 20 minutos. Se descartd el sobrenadante y se midié el
precipitado en un contador gamma (1470 Wizard Gamma Counter, Wallac, Perkin
Elmer, Waltham, MA, EUA).

3.4 Medicidén de los niveles de corticosterona

Para evitar fluctuaciones en los niveles de la hormona debido a los ritmos
circadianos, la muestra de sangre fue tomada siempre a las 10 hs. Los animales
fueron anestesiados con CO, y las muestras de sangre fueron obtenidas y
conservadas de acuerdo a lo descripto en el item anterior. En todos los casos el
tiempo de sangrado fue menor de 20 segundos.

Para la determinacion se utilizé un radioinmunoensayo desarrollado en el
laboratorio. Como trazador se utilizé corticosterona-*H con una actividad especifica
AE=62,6 Ci/mmol (Perkin Elmer, Waltham, MA, EUA). Se utilizé un anticuerpo anti-
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corticosterona con una Ka=70 x 10° L/mol (Sigma-Aldrich Co, St. Louis, MO, EUA). La
curva estandar se realizé con un solucién madre de corticosterona (Sigma-Aldrich Co,
St. Louis, MO, EUA) en un rango de concentraciones de 62,5 pg/0,1 ml a 2000 pg/0,1
ml. Para el ensayo, se colocd en tubos de polipropileno: 100 ul de estandar o una
dilucion 1/20 de la muestra, 500 ul del la dilucion del anticuerpo y 100 pl de la dilucion
del trazador. Se incub6 durante 1 hora a 37°C y luego se agregé 100 pl de una
solucion de 5 mg/ml carbon 5 mg/ml dextran T70 previamente disuelta (Sigma-Aldrich
Co, St. Louis, MO, EUA y Pharmacia Fine Chemicals, Uppsala, Suecia,
respectivamente). El buffer utilizado en el ensayo fue buffer Tris-HCI 0,05 M, NaCl 0,1
M, BSA 0,1 % pH 8. Luego se centrifugd a 2000 x g a una temperatura de 4°C por 20
minutos y se tomd el sobrenadante, se agregé 1 ml de una solucion centelladora
comercial (Optiphase HISAFE 3, Perkin Elmer, Waltham, MA, EUA) y se midio la
radioactividad presente en un contador de centelleo liquido (Tricarb 2800 TR Perkin
Elmer, Waltham, MA, EUA). El anticuerpo utilizado presenta reacciones cruzadas del
20% con desoxicorticosterona, del 15% con progesterona, del 8% con testosterona y

con 20 a-OH- progesterona, entre las principales.

3.5 Medicion de los niveles de catecolaminas

Como estrategia experimental, las catecolaminas fueron determinadas en el
bazo de los ratones debido a la importante inervacion simpatica que presenta este
organo (Hori y col., 1995; Kim y col., 2004). Para su dosaje se utilizé la técnica
fluorométrica de Laverty y Taylor (1968), que determina principalmente noradrenalina.
Se homogeneizaron los bazos en una solucion de 12,5% de SO3;Na,, 10% EDTA y
0,4N de acido perclérico. Luego se centrifugaron a 15000 x g por 20 minutos a 4°C y
Los sobrenadantes fueron llevados a pH 8,2 y sembrados en columnas de alumina las
que previamente fueron equilibradas con acetato de sodio 0,2N pH 8,2. Se eluy6 con
acido acético 0,2N. Paralelamente, se realizd una curva estandar con noradrenalina en
un rango de concentraciones de 10 a 100 ng. Los eluatos fueron oxidados con iodo en
medio alcalino. Se determiné la fluorescencia excitando con una longitud de onda de
380 nm y midiendo la emisién a 480 nm en un espectrofluorometro (JASCO FP 770,
Easton, MD, EUA). Para determinar la eficiencia de la purificaciéon en la columna se
realizd la oxidacion de una curva estandar que no fue purificada a través de las
columnas y se comparo con aquella que si lo fue. En todos los ensayos obtuvimos una

eficiencia superior al 80%.

52



MATERIALES Y METODOS

4. Determinaciones in vivo

4.1 Inmunizaciones

Los ratones normales y diabéticos fueron inyectados i.p. con 200 pl de una
suspension de globulos rojos de carnero (GRc, Laboratorio Alfredo C. Gutierrez,
CABA, Argentina) al 2,5% en PBS (antigeno T dependiente) o con una suspension de
lipopolisacarido (LPS, Sigma-Aldrich Co, St. Louis, MO, EUA) de 0,05 mg/ml (antigeno
T independiente). Como control se administr6 PBS (buffer fosfato 150 mM, con el
agregado de NaCl hasta llegar a una concentracién de 9 g/l).

Luego de 10 dias de inmunizados, los animales fueron anestesiados con CO,
y mediante puncion retroorbital se extrajeron muestras de sangre. El suero se guardo
a -20°C y posteriormente se utilizé para medir anticuerpos de tipo IgM, anti-GRc y anti-
LPS, segun cada caso.

Los ratones tratados con GRc fueron inmunizados por segunda vez con 200 pl
de una suspension de glébulos rojos de carnero (GRc) al 2,5% en PBS al dia siguiente
de la puncion retroorbital. A los 7 dias, se extrajo la sangre de los animales y los
mismos fueron sacrificados por dislocacion cervical. El suero obtenido se guardo a

-20°C y posteriormente se utilizd para medir anticuerpos tipo IgG anti-GRc.

4.2 Titulacion

La valoracion del titulo de los anticuerpos presentes en los sueros provenientes
de los animales inmunizados se realiz6 mediante la técnica de enzimoinmunoensayo
(ELISA). Para esto se realizaron diluciones seriadas de los sueros anti-GRc (1° y 2°

inmunizacién) y anti-LPS.

4.2.1 Obtencion de membranas de glébulos rojos de carnero

Los GRc fueron lavados 3 veces en PBS. Luego fueron lisados con agua
destilada y centrifugados a alta velocidad (12000 x g) durante 30 minutos a 4°C. A
continuacion, se realizaron 3 lavados con buffer CO3Na, 100 mM pH 11-12 y
centrifugados a 12000 x g durante 30 minutos a 4°C. Se midi6 la concentracion de

proteinas mediante la técnica de Bradford.

4.2.2 Determinacion del titulo de anticuerpos por ELISA

En funcion del suero utilizado (anti-GRc o anti-LPS), se sensibilizaron placas de

ELISA (Greiner Bi-one, Frickenhausen, Alemania) de 96 pocillos con 7,5 ug de
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proteina de GRc o con 1 ug de LPS por pocillo disueltos en 50 pl de buffer CO;Na,
100 mM pH 11-12 (Silberman y col., 2003). Las placas fueron incubadas durante toda
la noche a 4°C. Al dia siguiente fueron lavadas con PBS 5 veces e incubadas con
PBS-albumina al 2,5% a 37°C por una hora (bloqueo). Como paso siguiente, se
realizaron diluciones seriadas al 1/2 en PBS-albumina al 1% de los plasmas obtenidos
de animales inmunizados y no inmunizados y se incubaron 50 ul del suero anti-GRc o
anti-LPS en las respectivas placas a 37°C por 2 horas. Se lavaron con PBS-Tween
0,05% 5 veces y se incubaron por 1 hora a 37°C con el anticuerpo de cabra conjugado
con fosfatasa alcalina. Se utilizd un anticuerpo anti-IgM (Sigma-Aldrich Co, St. Louis,
MO, EUA) para el suero anti-GRc (1™ inmunizacion) y anti-LPS y anti-IgG (Sigma-
Aldrich Co, St. Louis, MO, EUA) para el suero anti-GRc (2% inmunizacién). En todos
los casos, la dilucion del anticuerpo utilizada fue 1:5000. Las placas se lavaron 5 veces
con PBS-Tween 0,05% y se incubaron 30 minutos a temperatura ambiente y en
oscuridad con 1 mg/ml de para-nitrofenilfosfato (pNPP, Sigma-Aldrich Co, St. Louis,
MO, EUA) disuelto en 100 ul de buffer CO3;Na, 100 mM pH 11-12, como sustrato de la
fosfatasa alcalina. La reaccién se detuvo con 100 yl de NaOH 3 N y la coloracién
obtenida se leyd a 405 nm en un lector de microplacas (BIORAD modelo 3550,
Hercules, CA, EUA). Las lecturas provenientes de los animales no inmunizados se
utilizaron para determinar el valor correspondiente a una lectura no positiva (linea de
corte). Para ello se utilizé el criterio: promedio + 2 x desvio estandar de los plasmas de
animales no inmunizados. El titulo se consideré como la maxima dilucién mayor a la
linea de corte.

En la figura 9 se puede observar un experimento representativo de las curvas
de titulacion de anticuerpos tipo IgG obtenidas con animales normales y diabéticos
luego de transcurrido un mes de la induccion de la patologia. En la misma se observa
que el animal diabético presenta una disminucion significativa en la produccién de

anticuerpos de tipo IgG con respecto al normal.
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Figura 9: Curva de titulaciéon de anticuerpos producidos por animales normales y diabéticos.
Utilizando la técnica de ELISA, se midié la produccion de anticuerpos en ratones normales y diabéticos de
1 mes. Los animales se inmunizaron con 2 inoculaciones, con diez dias de diferencia, de GRc al 2,5%. A
la semana de la segunda inmunizacién se midié en el suero la produccion de IgG anti-GRc. Esta curva
muestra un experimento representativo.

5 Determinaciones in vitro

5.1 Obtencion de las suspensiones celulares

Los ratones controles, CMS, diabéticos y Diab + CMS se sacrificaron por
dislocacién cervical y se extrajeron asépticamente el bazo y los ganglios inguinales,
axilares y mesentéricos. Trabajando en un flujo laminar, los 6rganos linfoides se
disgregaron manualmente a través de una malla metalica de 1 mm con RPMI 1640
(Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA) a temperatura ambiente. La suspension obtenida se
paso por una aguja GS 30 a fin de quitar los grumos presentes en la suspension.
Luego de tres lavados en medio RPMI 1640 a 300 x g a temperatura ambiente por 10
minutos, la suspension celular fue resuspendida en el mismo medio suplementado con
10% de suero fetal bovino (Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA), glutamina 2 mM
(Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA), penicilina 100 U/ml y estreptomicina 100 ug/ml
(Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA).

5.2 Determinacion de la viabilidad celular

La viabilidad celular fue estimada luego de tefiir las células con una solucién al
0,04% de azul tripan (Sigma-Aldrich Co, St. Louis, MO, EUA) (Genaro y col., 1993).

Este colorante se encuentra en las células que presentan lesionada la membrana
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plasmatica. El numero de células viables se determin6é a través del conteo de las
células azul tripan negativas (viables) y positivas (muertas) en una camara de
Newbauer observadas con microscopio a 400x de aumento. En cada caso, se
contaron por lo menos 200 células. La viabilidad de las células recientemente

obtenidas fue mayor del 95 %.

5.3 Incubacién celular

Para los estudios del efecto de las altas concentraciones de glucosa, las
suspensiones celulares obtenidas en condiciones de esterilidad fueron incubadas en
medio RPMI 1640 suplementado, al cual se le agregaron las respectivas cantidades de
D-glucosa (Sigma-Aldrich Co, St. Louis, MO, EUA) o D-manitol (Sigma-Aldrich Co, St.
Louis, MO, EUA) de modo de alcanzar la concentracién final descripta en cada
experimento. De este modo, 3 x 10° células por ml provenientes de ganglio y bazo, se
colocaron en ausencia (medio estandar, 0,2 g% de glucosa) o presencia de altas
concentraciones de glucosa o manitol a 37°C y en una atmdsfera con 5% de CO,
durante 24 hs. Para todos los casos se partié de una solucién madre de glucosa al
40% vy una solucion de manitol al 15% en agua destilada. Para las incubaciones
realizadas en presencia del antioxidante N-acetilcisteina (NAC, Sigma-Aldrich Co, St.
Louis, MO, EUA), el mismo se agregd en el medio de cultivo en una concentracion

final de 5 mM en el mismo momento en que se afiadio la glucosa.

5.4 Determinacion de la apoptosis

Luego de la incubacion en medio RPMI 1640 suplementado en ausencia o en
presencia de alta glucosa o manitol y con la adicién de NAC (cuando correspondid)
durante 24 hs, se determind la presencia de células apoptéticas. Las mismas fueron
identificadas mediante la observacion por microscopia de fluorescencia de la
morfologia nuclear de las células tefiidas con Hoescht 33342 (Sigma-Aldrich Co, St.
Louis, MO, EUA), mediante el andlisis por citometria de flujo de los linfocitos tefiidos
con ioduro de propidio (Sigma-Aldrich Co, St. Louis, MO, EUA) 6 con Anexina V-FITC

(BD Biosciences) e ioduro de propidio.

5.4.1. Tincién con Hoeschst 33342

Para determinar la presencia de células apoptéticas, se colocé una gota de una
suspensién celular de 1 x 10° células/ml sobre un portaobjeto y se dej6 secar en la
estufa a 37°C. Luego, el portaobjetos fue cubierto con etanol 100%. Se dej6é secar en

estufa a 37°C. Este procedimiento de repiti6 3 veces para fijar las células. A
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continuacion, se incubd durante 15 minutos en oscuridad con solucién de Hoeschst
(50 pg/ml) diluido 1:10 en PBS y se lavo tres veces con PBS. Los nucleos celulares ya
fijados y tefidos fueron observados en un microscopio de fluorescencia a 1000x
(Olympus IMT2, Tokyo, Japodn), donde se analizé la presencia de cromatina
condensada y fragmentada, morfologia compatible con una célula en proceso

apoptotico.

5.4.2. Analisis por citometria de flujo de los linfocitos tefiidos con ioduro de propidio

Se utilizé una modificacion de la técnica de Nicoletti (Nicolletti y col., 1991).

Luego de la incubacion con altas concentraciones de glucosa, las células
provenientes de ganglio y bazo fueron fijadas con etanol 70% frio durante toda la
noche. Luego del lavado con buffer fosfato conteniendo 0,2 M Na,HPO, y 0,1 M de
acido citrico (pH 7.8), las células fueron tenidas en la oscuridad por 30 minutos a
temperatura ambiente con una solucién de ioduro de propidio (50 pg/ml de ioduro de
propidio, 0,1% Triton X-100, 50 pyg/ml RNAsa A). El analisis de las muestras se realiz6
por citometria de flujo (FACScan, Becton Dickinson, Franklin Lakes, NJ, EUA)
adquiriendose 10000 células para cada muestra. Se utilizd el programa WinMDI para
Windows para el analisis de los datos. Mediante la obtencion y analisis de los
histogramas, se calcul6 el porcentaje de células apoptdticas (Zamai y col., 1993). En
dicho histograma, la tincién con ioduro de propidio permite observar al nucleo
apoptético como un ancho pico de ADN hipodiploide que es facilmente discriminable
del pico angosto de ADN que muestran las células normales (diploide). Cabe destacar
que cuando la muerte celular es inducida por caminos distintos al de la apoptosis, no
se observa este pico ancho, demostrando que solo aparece cuando el mecanismo
utilizado para la muerte celular es la apoptosis (Nicolletti y col., 1991; Zamai y col.,
1993).

5.4.3. Analisis por citometria de flujo utilizando Anexina V-FITC e ioduro de propido

La apoptosis también fue determinada utilizando Anexina V-FITC e ioduro de
propidio. La anexina se une a la fosfatidilserina en presencia de calcio. Durante la
apoptosis, la fosfatidiliserina (Qque se encuentra en la cara interna de la membrana
plasmatica en las células vivas) es translocada a la cara externa de la membrana. El
ioduro de propidio se utiliza para distinguir aquellas células que perdieron la integridad
de la membrana. Para esta técnica, las células fueron lavadas en PBS vy
resuspendidas en buffer 10 mM Hepes/NaOH pH 7,5; 0,14M NaCl; 2,5 mM CaCl, e
incubadas con 0,5 ug/ml de Anexina V-FITC y 2,5 pg/ml de ioduro de propidio a
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temperatura ambiente en la oscuridad por 15 minutos (Walsh y col., 1998). Se realizé
el analisis por citometria de flujo (FACScan, Becton Dickinson, Franklin Lakes, NJ
EUA). Para cada muestra, se adquirieron 10000 células y se analizaron utilizando el

programa winMDI para Windows.

5.5 Medicion de la proliferacién celular
5.5.1 Por incorporacién de timidina-*H

Suspensiones celulares (1,5 x 10° de células por ml) fueron incubadas a 37°C y
en una atmaosfera con 5% de CO, en placas de 96 pocillos (Axygen, Union City, CA,
EUA) en un volumen final de 200 pyl de RPMI 1640 suplementado. Las células
provenientes de los ganglios, se incubaron en presencia de concanavalina A (Con A,
Sigma-Aldrich Co, St. Louis, MO, EUA), mitégeno selectivo para linfocitos T. Las
células provenientes del bazo, se incubaron en presencia de lipopolisacarido (LPS,
Sigma-Aldrich Co, St. Louis, MO, EUA), mitégeno selectivo para linfocitos B. La
proliferacion basal, en ausencia de mitdgenos, se determiné reemplazando el
agregado de los mismos por igual volumen de medio RPMI 1640. Luego de 24 hs de
incubacién, se agregé a cada pocillo 0,75 pCi de timidina-*H (actividad especifica: 20
Ci/mmol, Perkin Elmer, Waltham, MA, EUA) y se continudé incubando en estufa
gaseada por 72 hs mas. La células estimuladas por los mitdgenos presentaron la
cinética de proliferacion esperada (Cazaux y col., 1995), observandose un pico en el
cuarto dia de cultivo, momento en el cual las placas fueron congeladas hasta su
procesamiento. Las placas fueron descongeladas, el contenido de cada pocillo fue
filtrado utilizando un cosechador para placas de 96 pocillos (Packard Bioscience Co,
Meriden, CT, EUA) y la fraccion macromolecular insoluble quedé retenida en filtros de
fibra de vidrio GF/C (Whatman, Maidstone, Kent, UK). Los filtros fueron embebidos en
1 ml de una solucién centelladora comercial (Optiphase HISAFE 3, Perkin Elmer,
Waltham, MA, EUA) y se midi6 la radioactividad presente en un contador de centelleo
liquido (Tricarb 2800 TR Perkin Elmer, Waltham, MA, EUA).

Se determind la concentracion optima de los mitégenos a utilizar mediante la
realizacién de curvas concentracién-respuesta (figura 10). Las concentraciones
Optimas de trabajo con Con A y LPS fueron 1ug/mly 25 ug/ml respectivamente. No se
observaron diferencias en el perfil de estimulacion de los mitdgenos entre las

poblaciones linfocitarias provenientes de animales normales y tratados.
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Figura 10: Curva concentracion-respuesta de linfocitos estimulados mitogenicamente.

Poblaciones linfocitarias provenientes de ganglio (panel A y B) y bazo (panel C y D) de las cepas
BALB/cBydJ (panel Ay C) y C57BI/6J (panel B y D) fueron estimuladas con distintas concentraciones de
Con Ay LPS. La proliferacion se determiné mediante la incorporacion de timidina->H.

5.5.2 Por dilucion del colorante CFSE

La proliferaciéon linfocitaria también se determiné a través de la dilucion del
colorante 5(6)-carboxifluorescein diacetato succinimidilester (CFSE, Invitrogen,
Carlsbad, CA, EUA) (Lyons y Parish, 1994). Las suspensiones celulares fueron
lavadas con PBS e incubadas con 5 yM de CFSE por 15 minutos a 37°C en la
oscuridad. Finalizada la incubacion, las células fueron lavadas 3 veces con PBS,
Luego fueron resuspendidas en RPMI, estimuladas con los mitdgenos e incubadas a
37°C en una atmodsfera con 5% de CO, por 5 dias. A continuacién las células fueron
fijadas en formaldehido al 3,7% por 15 minutos a temperatura ambiente y analizadas
por citometria de flujo (FACScan, Becton Dickinson, Franklin Lakes, NJ EUA). Para
cada muestra, se adquirieron 10000 células y se analizaron utilizando el programa

winMDI para Windows.
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5.6 Estimacion del estado oxidativo.
5.6.1 Determinacion de los niveles de especies reactivas del oxigeno (ROS)

Poblaciones linfocitarias provenientes de ganglio y bazo (3 x 10° cél/ml) fueron
incubadas durante 24 hs en medio RPMI 1640 sin (medio control, estandar) o con la
adicién al medio de cultivo de glucosa. Luego, 1 x 10° células fueron lavadas con PBS
e incubadas con 5 pyM de diacetato de 2'-7'-diclorofluoresceina (DCFH-DA, Sigma-
Aldrich Co, St. Louis, MO, EUA) durante 15 minutos a 37°C. A continuacion, las
células fueron lavadas y resuspendidas en PBS, de esta forma, quedan listas para la
medicién. La célula es permeable al DCFH-DA y este, en presencia de los ROS, se
convierte en 2'-7'-diclorofluoresceina (DCF), producto que no puede atravesar la
membrana celular y que fluoresce a 530 nm, luego de una excitacién a 488 nm. Se
determind la fluorescencia utilizando un espectrofluorometro (JASCO FP 770, Easton,
MD, EUA). Los valores experimentales fueron interpolados en una curva estandar
realizada con concentraciones crecientes de DCF (Sigma-Aldrich Co, St. Louis, MO,
EUA). Cabe aclarar que el DCFH-DA puede ser oxidado por varios intermediarios
reactivos, por lo que no puede ser utilizado para determinar la presencia de una

especie reactiva especifica.

5.6.2 Determinacion de la peroxidacion lipidica

Cuando el estado oxidativo de las células estda aumentado, se producen
reacciones que involucran la accion de los radicales libres sobre los acidos grasos de
las membranas formando, entre otros subproductos, el malondialdehido (MDA)
(especie principal). De esta forma, se puede estudiar el grado de peroxidacion lipidica
a través de la determinacion del malondialdehido formado. Este ultimo reacciona con
el acido tiobarbiturico produciendo especies que presentan absorbancia a 535 nm
(Buege y Aust, 1979). Los TBARS por definicién, son especies que reaccionan con el
acido tiobarbiturico.

Para determinar el grado de peroxidacion lipidica, poblaciones linfocitarias
provenientes de ganglio y bazo (3 x 10° cél/ml) fueron preincubadas durante 24 hs en
medio RPMI 1640 sin (medio control, estandar) o con la adicion al medio de cultivo de
glucosa. Luego, 20 x 10° células fueron centrifugadas por 10 minutos a 800 x g. Los
pellets fueron resuspendidos en TCA 5 % y guardados a -20°C hasta el momento de la
determinacion.

Para la determinacion, las muestras fueron centrifugadas a 1000 x g por 30
minutos y el sobrenadante fue incubado por 15 minutos a 100 °C con 15% de &cido
tricloroacético, 0,375% acido tiobarbiturico (Sigma-Aldrich Co, St. Louis, MO, EUA) y
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0,25 N acido clorhidrico. Luego de enfriarse se determiné la absorbancia a 535 nm en
un espectrofotometro (Beckman Coulter DU800, Brea, CA, EUA). Paralelamente, se
realiz6 una curva estandar de MDA usando el 1,1,3,3-tetraetoxypropano (Sigma-
Aldrich Co, St. Louis, MO, EUA).

5.6.3 Determinacion de la capacidad antioxidante total

Debido a la dificultad metodolégica y la poca sensibilidad que tienen las
técnicas utilizadas para medir cada una de las enzimas y moléculas involucradas en la
actividad antioxidante propia de la célula, se eligié determinar la actividad antioxidante
total siguiendo la técnica desarrollada por Erel (2004). Este método se basa en la
disminucion de la absorbancia a 660 nm, utilizando el reactivo 2,2-azinobis(3-
ethylbenzthiazoline-6-sulfonato) (ABTS"). El ABTS" (oxidado) presenta absorbancia a
660nm (entre otros picos de absorbancia), cuando éste se reduce a ABTS es incoloro.
Cuando el ABTS" esta en presencia de un compuesto que puede ser oxidado, este se
reduce a la forma ABTS mientras que el compuesto se oxida.

Poblaciones linfocitarias provenientes de ganglio o bazo fueron preincubadas
en medio RPMI 1640 sin (medio control, estandar) o con la adicién al medio de cultivo
de glucosa durante 24 hs. Luego, 7 x 10° células fueron centrifugadas por 10 minutos
a 800 x g y el pellet fue resuspendido en PBS y guardado a -70°C hasta el momento
de la determinacion.

Para la determinacion, las muestras fueron descongeladas y centrifugadas a
5000 x g por 30 minutos, utilizandose el sobrenadante en el ensayo. Paralelamente, se
prepard una curva estandar utilizando Trolox (Sigma-Aldrich Co, St. Louis, MO, EUA),
la forma hidrosoluble de la vitamina E. En una microplaca de 96 pocillos se coloco
buffer acetato 0,4 mol/l pH 5,8, se agregaron las muestras y la curva estandar y se
determind la absorbancia a 660nm (blanco de muestra). Inmediatamente se agregé la
solucion de ABTS® 10 mmol/l (0,549 g de ABTS, MP Biomedicals, Solon, OH, EUA,
disueltos en buffer acetato 30 mmol/l pH 3,6 con el agregado de H,O, con una
concentracioén final 2 mmol/l). Se incubd a temperatura ambiente por 5 minutos y se
midié la absorbancia a 660 nm en un lector de microplacas (Biotek pQuant, Winooski,
VT, EUA).

5.6.4 Determinacion de los niveles de glutation

Se determinaron los niveles de glutation total y oxidado (GSSG) utilizando una
adaptacion de la técnica original descripta por Tietze (1968) para la lectura en

microplaca (Baker y col., 1990). Brevemente, el glutatién reducido (GSH) reacciona
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con el compuesto acido 5,5-dithio-bis-2-nitrobenzoico (DTNB) produciendo un
compuesto coloreado, acido 5-thio-2-nitrobenzoico (TNB). Este ultimo puede medirse
espectrofotométricamente a 412 nm (maxima absorbancia).

Las suspensiones celulares provenientes de ganglio o bazo fueron
preincubadas en medio RPMI 1640 sin (medio control, estandar) o con la adicion al
medio de cultivo de glucosa durante 24 hs. Luego, 10 x 10° células fueron
centrifugadas por 10 minutos a 800 x g y el pellet fue resuspendido en TCA 0,5 % y
guardadas a -70°C hasta el momento de la determinacion.

Para la determinacioén, las muestras fueron centrifugadas a 5000 x g por 30
minutos y una fraccion del sobrenadante fue utilizado para la mediciéon de glutation
total y la fraccion restante para la determinacién del GSSG, incubandola por 1 hora a
temperatura ambiente con una soluciéon 1 M de 2-vinylpiridina (Sigma-Aldrich Co, St.
Louis, MO, EUA) para atrapar el GSH. Paralelamente, se prepararon dos curvas
estandar utilizando GSSG (Sigma-Aldrich Co, St. Louis, MO, EUA, el que sera
reducido a GSH por accién de la enzima glutatiéon reductasa), una de las cuales fue
incubada con 2-vynilpiridina. A continuacion, las muestras y las curvas (50 ul) fueron
cargadas en una microplaca de 96 pocillos y se agregdé 100 ul de la mezcla de
reaccion conteniendo 0,32 mM DTNB (Sigma-Aldrich Co, St. Louis, MO, EUA), 0,32
mM NADPH (Calbiochem, Merck, Darmstadt, Alemania), buffer 36 mM NaPO, pH 7,5
0,36 mM EDTA, y 0,138 U glutation reductasa (Sigma-Aldrich Co, St. Louis, MO, EUA).
La absorbancia fue determinada con un lector de ELISA (BIORAD modelo 3550,
Hercules, CA, EUA) a 405 nm inmediatamente luego de agregar la mezcla de reaccion
(tiempo 0) y cada 2 minutos hasta los 10 minutos inclusive. Los valores de las
muestras fueron interpolados en la curva y la cantidad de GSH fue calculada a partir

de la diferencia entre glutation total y GSSG.

6 Analisis estadistico

Las diferencias entre grupos se analizaron por el analisis de la varianza
(ANOVA) de una o dos vias con tratamiento y tiempo o cepa y tratamiento como
factores principales. Cuando la interaccion fue significativa se realizd el analisis por
efectos simples. Para comparar las diferencias entre grupos se realizé el post-test de
Student-Newman-Keuls (SNK). La normalidad fue analizada utilizando la prueba de
Shapiro Wilks, mientras que la homocedacidad fue analizada con el test de Levene.

Cuando las variables no seguian una distribucion normal o no cumplian con la
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homocedacidad fueron transformadas con operaciones aritméticas y nuevamente fue
probada la normalidad y homocedacidad. Para la produccién de anticuerpos se utilizé
el test no parameétrico de Kruskal Wallis debido a que la variable no es continua. Para
el analisis de sobrevida, se realizaron las curvas de Kaplan-Meier y se compararon
usando el test de Log-Rank. Para comparar la relacion entre glucosa, coticosterona,
catecolaminas y proliferacion linfocitaria se calculd la correlacion utilizando el
coeficiente de Pearson. Todos los test fueron de dos colas y se considero
estadisticamente diferente con un p<0,05. El analisis estadistico fue realizado
utilizando los siguientes programas: GraphPad Prism version 5.00 para Windows
(GraphPad Software, San Diego, CA, EUA) e Infostat (Universidad de Cdérdoba,
Cdrdoba, Argentina).
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RESULTADOS-PARTE I:
Respuesta inmune en la diabetes

PARTE I: RESPUESTA INMUNE EN LA DIABETES

Los estudios se realizaron en ratones de la cepa BALB/cByJ cuya diabetes de
tipo 1 experimental se indujo mediante la administracién de multiples dosis bajas de
estreptozotocina (STZ). En este modelo de diabetes, esta cepa de ratones arriba a un
estado diabético que presenta hiperglucemias leves y sostenidas (que oscilan entre
150 y 200 mg/dl) con buena sobrevida sin la necesidad de administrar insulina
exdégena.

La respuesta inmune se estudio tanto in vivo como in vitro. In vivo se investigod
si el estado diabético esta asociado a cambios en la produccion de anticuerpos,
mientras que in vitro se analizé la proliferacion de linfocitos T y B luego de una

estimulaciéon con mitdégenos selectivos para cada poblacion.

1.1 Respuesta inmune in vivo

Se estudio la respuesta inmune en el estado diabético mediante la produccion
de anticuerpos luego de una inmunizacién con un antigeno T-dependiente (glébulos
rojos de carnero, GRc) o independiente (lipopolisacarido, LPS) luego de transcurridos
15 dias, 1 mes y 6 meses desde la induccion de la patologia diabética. El grupo que
fue inmunizado con GRc, recibié una segunda inmunizacién a los once dias de la
primera. Luego de transcurridos 10 y 7 dias de la primera y segunda inmunizaciones
respectivamente, se extrajo el suero y utilizando la técnica de ELISA, se midi6 la
produccion de anticuerpos. Se determiné el titulo de IgM, para la primera inmunizacién
con GRc y para la inmunizacién con LPS (respuesta primaria) e IgG para la segunda
inmunizacién con GRc (respuesta secundaria).

Se observé una disminucion en la produccién de anticuerpos de tipo IgM a los
seis meses de inducido el estado diabético, tanto al inmunizar con GRc como asi
también con LPS (figura 11). Cuando se evalud la produccién de IgG (realizando una
segunda inmunizacion con GRc), la disminucién en la produccion de anticuerpos se
observé mas tempranamente: al mes de inducido el estado diabético (Test de Kruskal
Wallis. IgM LPS: H(6)=20,48; p=0,0003; IgM GRc: H(6)=19,69; p=0,0004; IgG GRc:
H(6)=28,27; p<0,0001).
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Figura 11: Titulo de anticuerpos producidos en funcion del tiempo transcurrido luego de la
induccion del estado diabético.

Se midio6 la produccion de anticuerpos en ratones BALB/cByJ normales, con 15 dias, 1 y 6 meses de
diabetes. Panel A: produccién de IgM anti-LPS. Panel B: produccion de IgM anti-GRc. Panel C:
produccién de IgG anti-GRec. Los resultados refieren al logaritmo de la ultima diluciéon del suero que da

reaccion positiva, son el promedio * ES realizado con el suero de 6 animales en cada grupo. *p<0,05y
**p<0,01 respecto del control.
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1.2 Respuesta inmune in vitro

Para evaluar la respuesta inmune in vitro se estudié la proliferacion linfocitaria.
Poblaciones linfocitarias provenientes de ganglio (linfocitos T) y de bazo (linfocitos B)
fueron estimulados con mitdégenos selectivos para cada poblacién. Para los linfocitos T
se utilizé concanavalina A (Con A) y para linfocitos B se uso lipopolisacarido (LPS). Se
midié la proliferacion linfocitaria a través de la incorporacién de timidina->H. La maxima
proliferacion se obtuvo con 1 pg/ml de Con Ay 25 ug/ml de LPS para todos los grupos
estudiados.

El analisis comparativo de los resultados obtenidos (figura 12) permitié
evidenciar una disminucion de la respuesta proliferativa tanto de linfocitos T como B a
partir de los seis meses de inducido el estado diabético (ANOVA de dos vias para
muestras no apareadas, respuesta proliferativa T: efectos principales: interaccion
tratamiento x tiempo F(3, 40)=10,2; p<0,0001; analisis efectos simples: 15 dias F(1,
40)=0,28; p no significativo; 1 mes F(1, 40)=0,39; p no significativo; 3 meses F(1,
40)=3,43; p no significativo; 6 meses F(1, 40)=52,92; p<0,0001. ANOVA de dos vias
para muestras no apareadas, respuesta proliferativa B: efectos principales: interaccion
tratamiento x tiempo F(3, 40)=4,54; p=0,0079; analisis por efectos simples: 15 dias
F(1, 40)=0,002; p no significativo; 1 mes F(1, 40)=1,24; p no significativo; 3 meses F(1,
40)=0,21; p no significativo; 6 meses F(1, 40)=18,41; p=0,0001).
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Figura 12: Proliferacion de linfocitos T y B en funcién del tiempo transcurrido luego de la
induccién del estado diabético.

Panel A: Linfocitos T estimulados con 1 pg/ml de Con A. Panel B: Linfocitos B estimulados con 25 pg/ml
de LPS. Los resultados expresan la media + ES de seis animales en cada grupo. **p<0,01 respecto al
valor control, células provenientes del ratdon normal.
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PARTE Il: EFECTO DEL ESTRES EN LA INSTAURACION Y
EVOLUCION DE LA DIABETES

Para estudiar el efecto del estrés sobre la instauracion y evolucion de la
diabetes, se utilizaron dos modelos de estrés, uno homotrépico, como es el estrés por
inmovilizacion y otro heterotrépico como es el modelo de estrés crénico moderado en
ratones de la cepa BALB/cByJ.

La exposicion a estrés se realizo previa y posteriormente a la instauracion de la
diabetes. Se evalud la variacion de la glucemia, del peso y los valores de hemoglobina

glicosilada sobre cada grupo de animales.

2.1 Efecto del estrés previo a la instauracion de la diabetes

2.1.1 Estrés croénico por inmovilizacion

Los animales fueron inmovilizados durante 6 horas por dia durante un periodo
de 21 dias consecutivos. Finalizado este tratamiento, se les realizé la induccion de la
diabetes y se midieron las glucemias y los pesos a partir de la segunda semana desde
que se inicio el tratamiento con STZ. Se determinaron los niveles de hemoglobina
glicosilada al final del tratamiento.

En la figura 13 se observa un aumento en las glucemias en los animales
diabéticos con respecto al control y un aumento aun mayor en los ratones estresados
y diabéticos (CRS + Diab) luego de 8 semanas de inducida la diabetes. Los valores de
hemoglobina glicosilada fueron coincidentes con el aumento en las glucemias. No se
observaron variaciones en los pesos (Glucemias: ANOVA de dos vias apareado en el
tiempo: efectos principales: interaccion tratamiento x semanas F(9, 129)=1,98;
p=0,046. Analisis por efectos simples: semana 2: F(1, 106)=4,88; p=0,0292;

semana 4: F(1, 106)=13,32; p=0,0004;
semana 6: F(1, 106)=9,41; p=0,0027;
semana 8: F(1, 106)=28,64; p<0,0001;
semana 10: F(1, 106)=22,95; p<0,0001;
semana 12: F(1, 106)=20,25; p<0,0001;
semana 14: F(1, 106)=15,44; p=0,0002;
semana 16: F(1, 106)=22,41; p<0,0001;
semana 18: F(1, 106)=21,65; p<0,0001).
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Figura 13: Efecto del CRS previo a la induccion del estado diabético.

Panel A: Se determinaron las glucemias en funcion de las semanas post tratamiento con STZ en los
animales controles, expuestos a CRS, diabéticos y CRS + diabetes. Panel B: Pesos (en gramos) en
funcion de las semanas post tratamiento con STZ. Panel C: Valores de hemoglobina glicosilada. Los
datos mostrados representan la media + ES de diez animales en cada grupo.*p<0,05 y **p<0,01 respecto
al valor control, ## p<0,01 respecto al valor diabético.

2.1.2 Estrés cronico moderado

Los animales fueron expuestos a estrés cronico moderado (CMS) durante seis
semanas. Finalizado este periodo, se realiz6 la induccion de la diabetes y se midieron
las glucemias y los pesos a partir de la segunda semana desde que se inicio el
tratamiento con STZ. Se determinaron los niveles de hemoglobina glicosilada al final
del tratamiento.

Los resultados mostraron (figura 14) un aumento en las glucemias en los
animales diabéticos con respecto al control. Sin embargo, en los ratones estresados y
diabéticos (CMS + Diab) los niveles de glucemia fueron similares al diabético. Los

valores de hemoglobina glicosilada fueron coincidentes con el aumento en las
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glucemias. No se observaron variaciones en los pesos (Glucemias: ANOVA de dos

vias apareado en el tiempo: efectos principales: interacciéon tratamiento x semanas
F(22, 327)=2,75; p<0,0001. Analisis por efectos simples: semana 2: F(2, 330)=16,54;
p<0,0001; semana 4: F(2, 330)=22,15; p<0,0001;

semana 6: F(2, 330)=31,94; p<0,0001;

semana 8: F(2, 330)=36,50; p<0,0001;

semana 10: F(2, 330)=38,91; p<0,0001;
2, 330)=24,44; p<0,0001;
2, 330)=19,12; p<0,0001;
2, 330)=22,89; p<0,0001;
2, 330)=40,85; p<0,0001).
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Figura 14: Efecto del CMS previo a la induccion del estado diabético.

Panel A: Se determinaron las glucemias en funcidon de las semanas post tratamiento con STZ en los
animales controles, expuestos a CMS, diabéticos y CMS + diabéticos. Panel B: Pesos (en gramos) en
funcién de las semanas post tratamiento con STZ. Panel C: Valores de hemoglobina glicosilada. Los
datos mostrados representan la media + ES de diez animales en cada grupo. *p<0,05 y **p<0,01 respecto
al valor control.
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2.2 Efecto del estrés posterior a la instauracion de la diabetes

2.2.1 Estrés crénico por inmovilizacion

Se realizé la induccion de la diabetes y seguidamente los animales fueron
expuestos a CRS durante 21 dias consecutivos. Se midieron las glucemias y los pesos
a partir de la segunda semana desde que se inicié el tratamiento con STZ, semana
que corresponde a la primera de CRS. Se determinaron los niveles de hemoglobina
glicosilada al final del tratamiento.

En la figura 15, se observa un aumento en las glucemias en los animales
diabéticos con respecto al control y un aumento aun mayor en los ratones diabéticos y
estresados (Diab + CRS) a partir de la primera semana de CRS. Los valores de
hemoglobina glicosilada fueron coincidentes con el aumento en las glucemias. No se
observaron variaciones en los pesos (Glucemias: ANOVA de dos vias apareado en el
tiempo: efectos principales: tratamiento: F(2, 30)=449,17; p<0,0001; semanas: F(5,
241)=0,78; p no significativo; interaccion tratamiento x semanas F(16, 241)=1,24; p no

significativo).
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Figura 15: Efecto del CRS luego de la induccién del estado diabético.

Panel A: Se determinaron las glucemias en funcién de las semanas post iniciado el CRS en los animales
controles, expuestos a CRS, diabéticos y diabéticos + CRS. Panel B: Pesos (en gramos) en funcion de
las semanas post iniciado el CRS. Panel C: Valores de hemoglobina glicosilada. Los datos mostrados
representan la media + ES de diez animales en cada grupo. **p<0,01 respecto al valor control, ## p<0,01
respecto al valor diabético.

2.2.2 Estrés cronico moderado

Con posterioridad a la induccion de la diabetes, los animales fueron expuestos
a CMS durante todo el tiempo experimental. Se midieron las glucemias y los pesos a
partir de la segunda semana desde que se inicié el tratamiento con STZ, semana que
corresponde a la primera de CMS. Se determinaron los niveles de hemoglobina
glicosilada al final del tratamiento.

Los resultados mostraron (figura 16) un aumento en las glucemias en los
animales diabéticos con respecto al control. En los ratones diabéticos y estresados
(Diab + CMS) los niveles de glucemia fueron aun mayores que en los diabéticos a

partir de la segunda semana de CMS. Los valores de hemoglobina glicosilada fueron
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coincidentes con el aumento en las glucemias. No se observaron variaciones en los
pesos (Glucemias: ANOVA de dos vias apareado en el tiempo; interaccion tratamiento
x semanas F(15, 302)=3,66; p<0,0001. Analisis por efectos simples: semana 1: F(1,
228)=45,98; p<0,0001; semana 2: F(1, 228)=49,33; p<0,0001;

semana 3: F(1, 228)=75,52; p<0,0001;

semana 7: F(1, 228)=37,51; p<0,0001;

semana 9: F(1, 228)=30,94; p<0,0001;

semana 11: F(1, 228)=24,69; p<0,0001;

semana 13: F(1, 228)=28,57; p<0,0001;

semana 15: F(1, 228)=33,59; p<0,0001;

semana 17: F(1, 228)=48,12; p<0,0001).
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Figura 16: Efecto del CMS luego de la induccién del estado diabético.

Panel A: Se determinaron las glucemias en funcion de las semanas de CMS en los animales controles,
sometidos a CMS, diabéticos y diabéticos + CMS. Panel B: Pesos (en gramos) en funcién de las
semanas de CMS. Panel C: Valores de hemoglobina glicosilada. Los datos mostrados representan la
media + ES de diez animales en cada grupo. **p<0,01 respecto al valor control, ## p<0,01 respecto al
valor diabético.
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2.2.21 Sobrevida

Los siguientes estudios se realizaron en los animales expuestos a estrés
posterior a la instauracion del estado diabético debido a que el estrés mostré una
influencia sobre la evolucion de la patologia diabética. Se eligioé para trabajar el modelo
de CMS ya que se asemeja al tipo de estrés al que se ve sometido el hombre en su
vida diaria, a saber estresores de intensidad moderada recibidos de manera aleatoria,
impredecible y cronica. Sobre este grupo de animales se analizd la sobrevida a lo
largo del tiempo.

El analisis de sobrevida se realizd comparando las curvas de Kaplan-Meyer
con el analisis de LogRank. Dicho analisis revel6 la existencia de diferencias
significativas entre los grupos estudiados (x?=20,09; p=0,0002). Los resultados se
muestran en la figura 17, donde se observa un disminucién en la sobrevida para los
animales Diab + CMS (vs. control: x°=16,81; p<0,0001; vs. diabéticos: x?=12,55;
p=0,0004) sin verse disminuida la sobrevida para los animales diabéticos (vs. control:
x*=2,945; p no significativo) ni para los CMS (vs. control: x*=0,8143; p no significativo),

sugiriendo una peor prognosis cuando el animal diabético es expuesto a CMS.
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Figura 17: Efecto del estrés y la diabetes en la sobrevida.

Porcentaje de sobrevida en funcion de los dias de CMS. Los datos mostrados representan la media + ES
de 10 animales en cada grupo. ****p<0.0001 respecto a animales controles, y ###p<0.001 respecto a
animales diabéticos.
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PARTE lll: EFECTO DEL ESTRES Y LA DIABETES EN LA
RESPUESTA INMUNE: MEDIADORES NEUROENDOCRINOS
INVOLUCRADOS.

Con el fin de determinar el efecto del estrés y la diabetes en la respuesta
inmune y los mediadores involucrados se analizé la respuesta proliferativa, los niveles
de insulina y los mediadores neuroendocrinos del estrés como son la corticosterona y

las catecolaminas en los animales diabéticos de la cepa BALB/cByJ expuestos a CMS.

3.1 Estudio de la proliferacion linfocitaria

Con el fin de evaluar si el estrés cronico moderado y el estado diabético
afectan la respuesta inmune, se analizé la proliferacion linfocitaria estimulada por
mitdégenos selectivos para cada poblacion.

En la figura 18 podemos observar que los animales diabéticos expuestos a
CMS presentan una disminucion de la proliferacién de linfocitos T y B a partir de la
segunda y quinta semana de CMS, respectivamente, hecho que no se observa en los
animales diabéticos. Cabe recordar que dichos animales presentaron una disminucion
de la proliferacion linfocitaria luego de seis meses de inducido el estado diabético (ver
figura 12). Con respecto a los animales con CMS, estos presentan una disminucion en
la proliferacién de linfocitos T a partir de la quinta semana de CMS y un aumento en la
proliferacion de linfocitos B a partir de la segunda semana de CMS (ANOVA de dos
vias para muestras no apareadas, repuesta proliferativa T: efectos principales:
interaccion tratamiento x semanas F(6, 96)=2,45, p=0,0301; analisis por efectos
simples: 2% semana F(3, 96)=19,29, p<0,0001; 5° semana F(3, 96)=14,33, p<0,0001;
9™ semana F(3, 96)=15,33, p<0,0001; ANOVA de dos vias para muestras no
apareadas, repuesta proliferativa B: efectos principales: interaccion tratamiento x
semanas F(6, 96)=2,51, p=0,0267; andlisis por efectos simples: 2% semana F(3,
96)=2,93, p=0,0372; 5" semana F(3, 96)=18,25, p<0,0001; 9" semana F(3, 96)=19,87,
p<0,0001).
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Figura 18: Respuesta proliferativa de linfocitos T y B.

Poblaciones linfocitarias provenientes de todos los grupos de animales a diferentes tiempos de CMS (2, 5
y 9 semanas) fueron estimuladas Con A (1 pg/ml, panel A) y LPS (25 ug/ml, panel B). Los resultados
mostrados son el promedio + ES de nueve animales en cada grupo. *p<0.05 y **p<0.01 respecto a
animales controles. #p<0.05 y ##p<0.01 respecto a animales diabéticos.

3.2 Estudio sobre los niveles de corticosterona y catecolaminas

Para evaluar si la activacién temprana del eje HPA y del sistema nervioso
simpatico (SNS) esta involucrada en la evolucién negativa de los ratones diabéticos

expuestos a CMS (disminucién de la sobrevida y disminucion de la proliferacion
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linfocitaria) se determind la concentracion plasmatica de corticosterona y los niveles de
catecolaminas en el bazo debido a la importante inervacion simpatica que presenta
este organo (Hori y col., 1995; Kim y col., 2004).

Los resultados obtenidos se muestran en la figura 19, donde se observa un
aumento en los niveles de corticosterona en los ratones expuestos a CMS. Por otro
lado, los ratones diabéticos presentaron niveles de corticosterona mayores que los
controles. Sin embargo, los ratones diabéticos expuestos a CMS tuvieron un
incremento en los niveles de corticosterona menor que el observado en los diabéticos
(ANOVA de dos vias para muestras no apareadas, efectos principales: tratamiento:
F(3, 132)=43,79, p<0,0001; semanas: F(2, 132)=2,14, p no significativo; interaccion
tratamiento x semanas: F(6, 132)=1,21, p no significativo).

En cuanto a las catecolaminas (figura 19 panel B), las mismas se encontraron
incrementadas solo en los ratones diabéticos expuestos a CMS (ANOVA de dos vias
para muestras no apareadas, efectos principales tratamiento: F(6, 132)=31,67,
p<0,0001; semanas: F(2, 132)=1,19, p no significativo; interaccion tratamiento x

semanas: F(6, 132)=1,15, p no significativo).
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Figura 19: Determinacion de los niveles de corticosterona y catecolaminas.

Se obtuvieron el plasma y los bazos de todos los grupos de animales a diferentes tiempos de CMS (1, 2y
3 semanas) y se determinaron los niveles de corticosterona (panel A) y de catecolaminas (panel B). Los
resultados mostrados son el promedio + ES de doce animales en cada grupo a cada tiempo. *p<0,05 y
**p<0,01 respecto a animales controles. ##p<0,01 respecto a animales diabéticos.

3.3 Correlaciéon entre los niveles de glucemias, corticosterona o catecolaminas

y la proliferacion linfocitaria

Para evaluar si la disminucion en la respuesta proliferativa en los animales Diab

+ CMS estaba asociada con los cambios en los niveles de glucemia, corticosterona o
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catecolaminas se analiz6 la correlacion existente entre estos parametros (figura 20),
hallandose so6lo una correlacion positiva entre la glucemia y la proliferacion tanto de
linfocitos T como B. Para linfocitos T se correlaciond la proliferacion de la 2°, 5° y 9°
semanas de CMS, mientras que para linfocitos B se correlacion6 la 5° y 9° semanas
de CMS que corresponden a aquellas donde se observé una disminucion en la
respuesta proliferativa para los animales Diab + CMS (Glucemia vs. proliferacion:
respuesta proliferativa T r=-0,6822, p<0,0001; respuesta proliferativa B r=-0,6286,
p<0,0001. Corticosterona vs. proliferacion: respuesta proliferativa T r=-0,1702, p no
significativo; respuesta proliferativa B r=-0,1170, p no significativo. Catecolaminas vs.
proliferacion: respuesta proliferativa T r=-0,1321, p no significativo; respuesta

proliferativa B r=-0,1534, p no significativo).
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Figura 20: Analisis de correlacién.
Correlacion entre los niveles de glucemia y la respuesta proliferativa de linfocitos provenientes de ganglio
(panel A, n=108) y de bazo (panel B, n=72) de todos los grupos experimentales.
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3.4 Correlacién entre los niveles de insulina, corticosterona o catecolaminas y

la glucemia.

Dado que la glucemia es regulada por la secrecion de insulina, se determinaron
sus niveles en los cuatro grupos experimentales en la 3° semana de CMS. Los
resultados mostraron una disminucién en los animales diabéticos (figura 21, panel A),
mientras que el CMS no modificd los niveles de insulina. De esta manera, en los
animales Diab + CMS no se observaron diferencias con respecto a los diabéticos
(ANOVA de una via para muestras no apareadas F(3, 36)= 4,813; p=0,0039).

Con el fin de determinar si el mayor incremento en la glucemia observado en
de los animales diabéticos expuestos a CMS podia deberse a los cambios en
corticosterona o en catecolaminas, se evalud la correlacién de estos parametros. Sélo
se encontré (figura 21, panel B) una correlacidon positiva y significativa entre la
glucemia y los niveles de catecolaminas (r=0,4432, p=0,0342) y no entre la glucemia y

la corticosterona (r=0,3207, no significativo).
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Figura 21: Determinacion de los niveles de insulina y correlacién entre catecolaminas y glucemias.
Panel A: Se obtuvo el plasma de animales de cada grupo en la 3ra semana de CMS y se determinaron
los niveles de insulina. Cada punto representa 1 animal y la linea representa el promedio del grupo.
*p<0.05 respecto a animales controles. Panel B: Correlacién entre las catecolaminas y la glucemia solo
para animales diabéticos. Panel C: Correlacion entre la corticosterona y la glucemia solo para animales
diabéticos.

81



RESULTADOS-PARTE IV:
Participacion del condicionamiento genético. Estudio sobre la cepa C57BIl/6J

PARTE IV: PARTICIPACION DEL CONDICIONAMIENTO
GENETICO. ESTUDIO SOBRE LA CEPA C57BI/6J.

Con el fin de estudiar la participacién del condicionamiento genético en los
efectos observados se utilizaron animales de la cepa C57BI/6J a los que se les indujo
la diabetes experimental a través de la administracién de STZ. En esta cepa de
ratones observamos glucemias mayores que en los BALB/cBydJ (glucemias diabéticos
BALB/cByJ entre 150 y 200 mg/dl; glucemias diabéticos C57BIl/6J entre 160 y 300
mg/dl) pero que, sin embargo, mantienen una buena sobrevida sin la necesidad de

administrar insulina exdgena.

4.1 Respuesta inmune en la diabetes

La respuesta inmune se estudio tanto in vivo como in vitro. In vivo se estudio si
el estado diabético esta asociado a cambios en la produccién de anticuerpos, mientras
que in vitro se analizo la proliferacion de linfocitos T y B luego de una estimulacion con

mitdégenos selectivos para cada poblacion.

4.1.1 Respuesta inmune in vivo

Los animales controles y diabéticos de la cepa C57BI/6J fueron inmunizados
con un antigeno T-dependiente (GRc) o independiente (LPS) y se analizd la
produccion de anticuerpos in vivo luego de transcurridos 15 dias, 1 mes y 6 meses
desde la induccién de la diabetes. Se determind el titulo de IgM, para la primera
inmunizacién con GRc y para la inmunizacién con LPS (respuesta primaria) e IgG para
la segunda inmunizacidon con GRc (respuesta secundaria). Solo se observd una
disminucion en la produccién de IgG a los seis meses de inducido el estado diabético
(figura 22, Test de Kruskal Wallis. IgM LPS: H(6)=5,85; no significativo. IgM GRc:
H(6)=1,8; p no significativo. IgG GRc: H(6)=12,13; p=0,0155).

82



RESULTADOS-PARTE IV:
Participacion del condicionamiento genético. Estudio sobre la cepa C57BIl/6J

A
3- IgM LPS
o 2
E
e
<)
- 14
0_
15 dias 1 mes 6 meses
B
39 IgM GRc
0 2-
E
e
<)
- 1
0_
15 dias 1 mes 6 meses
4- IgG GRc C
*
3_
K]
2
= 24
()]
o
1_
0_
15 dias 1 mes 6 meses
B Ctrol B Diab

Figura 22: Titulo de anticuerpos producidos en funcién del tiempo transcurrido luego de la
induccion del estado diabético.

Se midié la produccién de anticuerpos en ratones C57BI/6J normales, con 15 dias, 1 y 6 meses de
diabetes. Panel A: produccién de IgM anti-LPS. Panel B: producciéon de IgM anti-GRc. Panel C:
produccién de IgG anti-GRec. Los resultados refieren al logaritmo de la ultima diluciéon del suero que da
reaccion positiva, son el promedio + ES realizado con el suero de 6 animales en cada grupo. *p<0.05
respecto del control.
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4.1.2 Respuesta inmune in vitro

La respuesta inmune in vitro se estudiéo mediante el analisis de la proliferacion
linfocitaria estimulada por mitégenos selectivos para cada poblacion. Los resultados
obtenidos (figura 23) no mostraron disminucién en la proliferacién aun luego de seis
meses de diabetes (ANOVA de dos vias para muestras no apareadas, respuesta
proliferativa T: efectos principales: tratamiento F(1, 40)=0,04; p no significativo; tiempo
F(3, 40)=0,4; p no significativo; interaccion tratamiento x tiempo F(3, 40)=0,18; p no
significativo. Respuesta proliferativa B: efectos principales: tratamiento F(1, 40)=0,35;
p no significativo; tiempo F(3, 40)=0,96; p no significativo; interaccién tratamiento x
tiempo F(3, 40)=0,18; p no significativo).
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Figura 23: Proliferacion de linfocitos T y B en funciéon del tiempo transcurrido luego de la
induccion del estado diabético.

Panel A: Linfocitos T estimulados con 1 ug/ml de Con A. Panel B: Linfocitos B estimulados con 25 ug/ml
de LPS. Los resultados expresan la media + ES de seis animales en cada grupo.
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4.2 Efecto del estrés en la evolucion de la diabetes.

Con el objetivo de estudiar el efecto del estrés sobre la evolucién del estado
diabético, animales de la cepa C57BI/6J fueron tratados con STZ y luego expuestos a
CMS de igual manera que se realizé con los ratones de la cepa BALB/cByJ.

En la figura 24, panel A puede observarse el incremento en los valores de
glucemia de los animales diabéticos y que éste es aun mayor cuando los animales
diabéticos fueron expuestos a CMS (ANOVA de dos vias apareado en el tiempo;
efectos principales: tratamiento F(2, 26)=23,4; p<0,0001; semanas F(7, 21)=1,41; p no
significativo; interaccion tratamiento x semanas F(12, 185)=0,12; p no significativo).

Al analizar la sobrevida en funcién del tiempo, los resultados no mostraron
cambios significativos (figura 24, panel B; curvas de Kaplan-Meyer con analisis de

LogRank: x*=1,681, p no significativo).
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Figura 24: Efecto del estrés y la diabetes en los valores de glucemia y en la sobrevida.

Panel A: Glucemias promedio en funcién de las semanas de CMS. Panel B: Porcentaje de sobrevida en
funcién de los dias de CMS. Los datos mostrados representan la media + ES de 10 animales en cada
grupo. **p<0.01 respecto a animales controles y ##p<0,01 respecto a animales diabéticos.
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4.3 Efecto del estrés y la diabetes en la respuesta inmune en animales

C57BI/6J: mediadores neuroendocrinos involucrados
4.3.1 Estudio de la proliferacion linfocitaria

Se obtuvieron las poblaciones linfocitarias de animales de la cepa C57BI/6J las
que fueron estimuladas con mitégenos selectivos para cada poblacion. La maxima
proliferacion se obtuvo con 1 pg/ml de Con A y 25 ug/ml de LPS (figura 10). Los
resultados obtenidos (figura 25) no mostraron cambios en la proliferacién en ninguno
de los grupos estudiados tanto para linfocitos T como B (ANOVA de dos vias para
muestras no apareadas, repuesta proliferativa T: efectos principales: tratamiento F(3,
64)=1,42, p no significativo; tiempo F(1, 64)=0,41, p no significativo; interaccion
tratamiento x semanas F(3, 64)=0,77, p no significativo. ANOVA de dos vias para
muestras no apareadas, repuesta proliferativa B: efectos principales: tratamiento F(3,
64)=2,3, p no significativo; tiempo F(1, 64)=1,97, p no significativo; interaccion

tratamiento x semanas F(3, 64)=1,91, p no significativo).
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Figura 25: Respuesta proliferativa de linfocitos T y B.

Poblaciones linfocitarias provenientes de todos los grupos de animales a diferentes tiempos de CMS (2 y
4 semanas) fueron estimuladas con Con A (1 yg/ml, panel A) y LPS (25 pg/ml, panel B). Los resultados
mostrados son el promedio + ES de nueve animales en cada grupo.

4.3.2 Estudio sobre los niveles de corticosterona y catecolaminas

Se evalud la activacion temprana del eje HPA y del SNA determinando la
concentracién plasmatica de corticosterona y los niveles de catecolaminas en el bazo.
Los resultados obtenidos se encuentran en la figura 26, donde se observa una

tendencia al aumento en los niveles de corticosterona de los animales diabéticos sin
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encontrarse cambios en los otros grupos (ANOVA de dos vias para muestras no
apareadas, efectos principales: tratamiento: F(3, 88)=2,6, p no significativo; tiempo:
F(1, 88)=0,01, p no significativo; interaccion tratamiento x tiempo: F(3, 88)=0,09, p no
significativo). Con respecto a los niveles de catecolaminas, ninguno de los grupos
estudiados mostré cambios significativos (ANOVA de dos vias para muestras no
apareadas, efectos principales: tratamiento: F(3, 88)=1,04, p no significativo; tiempo:
F(1, 88)=0,93, p no significativo; interaccién tratamiento x tiempo: F(3, 88)=0,43, p no

significativo).
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Figura 26: Determinacion de los niveles de corticosterona y catecolaminas.
Se obtuvieron el plasma y los bazos de todos los grupos de animales a las 2 y 4 semanas de CMS y se
determinaron los niveles de corticosterona (panel A) y de catecolaminas (panel B). Los resultados
mostrados son el promedio + ES de doce animales en cada grupo a cada tiempo.
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PARTE V: PARTICIPACION DE LA HIPERGLUCEMIA Y DEL
ESTRES OXIDATIVO.

Los resultados obtenidos para la cepa BALB/cByJ muestran una disminucion
en la proliferacion linfocitaria en los animales diabéticos expuestos a CMS a partir de
la segunda y quinta semana de CMS para, respectivamente, linfocitos T y B y a partir
del sexto mes para los animales diabéticos. Estos resultados se correlacionan con el
aumento en la glucemia. Teniendo en cuenta que numerosos estudios poblacionales
involucran a la hiperglucemia como el principal factor determinante del inicio y la
progresion de las complicaciones que sufre el paciente con diabetes, se evalud el
efecto de altas concentraciones de glucosa sobre la actividad linfocitaria normal.

Asimismo, los animales diabéticos, expuestos o0 no a CMS, de la cepa
C57BI/6J presentaron glucemias mas elevadas que los ratones BALB/cByJ. Sin
embargo, no se observaron alteraciéon en la respuesta proliferativa. Esto podria
asociarse, dentro de un contexto clinico, con aquellos individuos con diabetes que
manifiestan una evolucién normal ante la presencia de un cuadro infeccioso. Esto
estaria sugiriendo la participacion de distintos factores que regularian esta
susceptibilidad individual, dentro de los cuales podriamos encontrar el
condicionamiento genético de cada individuo. Por esta razon los siguientes estudios se

realizaron en ambas cepas de ratones: BALB/cByJ y C57BI/6J.

5.1 Efecto de altas concentraciones de glucosa sobre la actividad linfocitaria

normal.

Se estudié el efecto que ejercen altas concentraciones de glucosa presentes
en el medio de cultivo sobre la actividad linfocitaria normal. Para esto, poblaciones
linfocitarias provenientes de ganglio y bazo extraidas de ratones normales de la cepa
BALB/cByJ y C57BI/6J fueron incubadas con altas concentraciones de glucosa (0,5; 1
y 2 g%) durante 24 hs después de lo cual se evalud la viabilidad, la proliferacion y la

apoptosis.

5.1.1 Viabilidad y apoptosis

Poblaciones linfocitarias fueron incubadas con altas concentraciones de
glucosa y se determiné la viabilidad celular a través del criterio de exclusion del azul
tripan. Los resultados se muestran en la figura 27, donde se observa una disminucion,

concentracién dependiente, de la viabilidad de linfocitos provenientes de ganglio asi
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como también de bazo de ratones de la cepa BALB/cByJ. En cuanto a las células
provenientes de ratones de la cepa C57BI/6J no se observd disminucion en la
viabilidad con concentraciones de 0,5 g% y 1 g%. Cuando la incubacién se realiz6 con
glucosa 2 g%, se observé una disminucion en la viabilidad (ANOVA de dos vias para
muestras no apareadas, células de ganglio: efectos principales: interaccion tratamiento
x cepa F(3, 32)=24,83; p<0,0001; analisis efectos simples: BALB/cByJ, F(3, 32)=17,00;
p<0,0001; C57BI/6J, F(3, 32)=69,50; p<0,0001; células de bazo: efectos principales:
interaccion tratamiento x tiempo F(3, 32)=12,6; p<0.0001; analisis efectos simples:
BALB/cByJ, F(3, 32)=41,59; p<0,0001; C57BI/6J, F(3, 32)=45,00; p<0,0001).
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Figura 27: Efecto de altas concentraciones de glucosa sobre la viabilidad de células provenientes
de ganglio y bazo de ratones BALB/cByJ y C57BI/6J normales.

Células provenientes de ganglio (panel A) o bazo (panel B) de ratones BALB/cByJ o C57BIl/6J fueron
incubados durante 24 hs en medio RPMI 1640 sin (control, medio estandar) o con la adicién al medio de
cultivo de glucosa. Se determiné la viabilidad. Los resultados son el promedio + ES de 5 experimentos
independientes. **p<0,01 respecto a su valor control.
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Se estudid la participacion de la apoptosis en la disminucién de la viabilidad
celular, analizando la presencia de células apoptéticas. Los resultados mostraron -en
los ratones BALB/cByJ- un aumento en la apoptosis, concentracion de glucosa
dependiente, para ambas poblaciones linfocitarias (figura 28, ANOVA de una via para
muestras no apareadas, células de ganglio: F(2, 6)=13,409; p=0,0061; células de
bazo: F(2, 6)=18,23; p=0,0028).

Células de ganglio
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Glucosa 1 g% Glucosa 1 g%
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Células de bazo
Control D Control E

Glucosa 1 g% Glucosa 1 g%

y

I~ O ——
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Figura 28: Efecto de altas concentraciones de glucosa sobre la apoptosis de células provenientes
de ganglio y bazo de ratones BALB/cByJ normales.

Células provenientes de ganglio (paneles A, B y C) o bazo (paneles D, E y F) de ratones BALB/cByJ
fueron incubados durante 24 hs en medio RPMI 1640 sin (control, medio estandar) o con la adicion al
medio de cultivo de glucosa. Se determind la presencia de células apoptéticas. Las mismas fueron
identificadas ya sea mediante la observacion por microscopia de fluorescencia (a 1000x) de la morfologia
nuclear de las células tefiidas con Hoescht 33342 (paneles A y D) o mediante el analisis por citometria de
flujo de los linfocitos marcados con yoduro de propidio (paneles B y E). Los paneles A y D muestran un
experimento representativo de 3 ensayos realizados independientemente. Panel C y F: Promedio + ES de
los resultados obtenidos por citometria de flujo de 4 experimentos independientes. *p<0,05 y **p<0,01
respecto al valor control. Las flechas amarillas indican aquellas células con morfologia nuclear compatible
con células apoptéticas.
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5.1.2 Proliferacion linfocitaria

Poblaciones linfocitarias fueron incubadas durante 24 hs con altas
concentraciones de glucosa, se determind la viabilidad celular y 1,5 x 10° de células
vivas por ml fueron estimuladas con mitégenos selectivos para cada poblacion (Con A
para linfocitos T y LPS para linfocitos B). Se analizé la proliferacién linfocitaria a través
de la incorporacién de timidina-*H. Los resultados se muestran en la figura 29, donde
encontramos que la incubacion con cantidades de glucosa iguales o superiores a 0,5
g% presentes en el medio de cultivo produjeron en los linfocitos T provenientes de la
cepa BALB/cByJ una disminucién, concentracion dependiente, de la proliferacion
linfocitaria. Para linfocitos B, el efecto se observd a partir de una concentracion de 1
g%. Sin embargo, en los linfocitos provenientes de la cepa C57BI/6J no se observo
una disminucion en la proliferacion linfocitaria al preincubar las células con
concentraciones de 0,5y 1 g% de glucosa (ANOVA de dos vias para muestras no
apareadas, respuesta proliferativa T: efectos principales: interacciéon tratamiento x
cepa F(3, 32)=8,04; p=0,0004; analisis efectos simples: BALB/cByJ, F(3, 32)= 166,7;
p<0,0001; C57BI/6d, F(3, 32)=196,7; p<0,0001; respuesta proliferativa B: efectos
principales: interaccién tratamiento x tiempo F(3, 32)=8,47; p=0,0003; analisis efectos
simples: BALB/cByJ, F(3, 32)=108,2; p<0,0001; C57BI/6J, F(3, 32)=60,8; p<0,0001).
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Figura 29: Efecto de altas concentraciones de glucosa sobre la proliferacion de linfocitos T y B de
ratones BALB/cByJ y C57BI/6J normales.

Linfocitos T (panel A) o Linfocitos B (panel B) de ratones BALB/cByJ o C57BI/6J fueron incubados
durante 24 hs en RPMI 1640 sin (control, medio estandar) o con la adicion al medio de cultivo de glucosa.
Se determiné la proliferaciéon linfocitaria. Los resultados son el promedio + ES de 5 experimentos
independientes. *p<0,05 y **p<0,01 respecto a su valor control.

Se estudio si el efecto de las altas concentraciones de glucosa observado en
los linfocitos provenientes de la cepa BALB/cByJ era reversible. Para ello, las
poblaciones linfocitarias de la cepa BALB/cByJ fueron incubadas durante 24 hs con
altas concentraciones de glucosa. Transcurrido ese periodo, se reemplazé el medio de
cultivo con medio fresco (con concentraciones estandar de glucosa) y seguidamente

se estimuld la proliferacion linfocitaria con el agregado de los mitégenos selectivos
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para cada poblacion. En estas condiciones se obtuvo una reversion del efecto
inhibitorio previamente observado. De este modo, los linfocitos expuestos a alta
glucosa mejoran su respuesta proliferativa cuando el exceso de glucosa es removido
del medio de incubacion (figura 30, ANOVA de una via para muestras no apareadas;
respuesta proliferativa T: F(3, 16)= 2,83; p no significativo; respuesta proliferativa B:
F(3, 16)= 6,45; p=0,0045).
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Figura 30: Efecto del lavado luego de la incubaciéon con altas concentraciones de glucosa sobre la
proliferacion de linfocitos T y B de ratones BALB/cByJ normales.

Linfocitos T (panel A) o Linfocitos B (panel B) de ratones BALB/cByJ fueron incubados durante 24 hs en
RPMI 1640 sin (control, medio estandar) o con la adiciéon al medio de cultivo de glucosa. Luego de dicho
periodo las células se lavaron e incubaron con medio fresco estdndar. Se determind la proliferacién
linfocitaria. Los resultados son el promedio + ES de 5 experimentos independientes. *p<0,05 respecto al
valor control.
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Cabe aclarar que altas concentraciones de manitol -aztcar no reductor e isémero
de la glucosa- no alter6 significativamente la viabilidad, proliferacién ni la apoptosis de
las células provenientes de ganglio y bazo de ratones BALB/cByJ normales (tabla 2),
descartando la participacion del estrés osmotico en las alteraciones observadas por

las altas concentraciones de glucosa.

Tabla 2

Viabilidad, apoptosis y proliferacion de células provenientes de ganglio y bazo de
ratones BALB/cByJ luego de 24 hs de incubacién en un medio conteniendo
concentraciones crecientes de manitol

Viabilidad (% del control) Apoptosis (%) Proliferacion (% del control)
Agregado
al medio Células de Células de Células de Células de
Linfocitos T  Linfocitos B
ganglio bazo ganglio bazo
Manitol 444 4 49 1019 20+08  85+23 111%£67  101%7
0,5 g % - - o= U, W = &, - ) =
'\qa;'ot/z" 9715 9716 32411 89425 97+46 97485
'\ga;[,t/‘:' 76+8 74+ 9 62+19  123+29 72492 74+ 4.4

Los datos son el promedio + ES de cinco experimentos.

5.2 Accién de la alta glucosa sobre el estrés oxidativo.

Dado que existen evidencias experimentales que describen que el aumento en
el estrés oxidativo es un factor clave en el desarrollo de las alteraciones en la diabetes
y que a su vez la hiperglucemia puede generar especies reactivas del oxigeno y
atenuar los mecanismos antioxidantes creando un estado de estrés oxidativo,
estudiamos el efecto de altas concentraciones de glucosa (0,5; 1y 2 g%) sobre el
estrés oxidativo. Se determiné la produccion de especies reactivas del oxigeno (ROS)

y la peroxidacion lipidica.

5.2.1 Determinacion de la produccion de especies reactivas del oxigeno

Poblaciones linfocitarias provenientes de ratones normales BALB/cByJ y
C57Bl/6J fueron incubadas con altas concentraciones de glucosa por 24 hs. Cumplido
este periodo, se determind la produccion de especies reactivas del oxigeno (ROS),
encontrandose un incremento en su generacion, concentracion dependiente, en
células de ganglio y bazo provenientes de ratones BALB/cByJ (figura 31). En cuanto a

los linfocitos provenientes de ratones C57BI/6J no hubo diferencias significativas en la
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produccion de ROS cuando la preincubaciéon se realizé con glucosa 0,5 y 1 g%.
Asimismo, encontramos diferencias entre los controles de ambas cepas para las
células de ganglio, siendo la produccién basal de ROS mayor en la cepa C57BI/6J que
en la BALB/cByJ (ANOVA de dos vias para muestras no apareadas, células de
ganglio: efectos principales: interaccién tratamiento x cepa F(3, 32)=5,39; p=0,004;
analisis efectos simples: particionando por cepa: BALB/cByJ, F(3, 32)=29,41;
p<0,0001; C57Bl/6J, F(3, 32)=3,53; p=0,0257; particionando por tratamiento: control,
F(1, 32)=28,98; p<0,0001; glucosa 0,5 g%, F(1, 32)=5,88; p=0,0211; glucosa 1 g%,
F(1, 32)=7,94; p=0,0082; glucosa 2 g%, F(1, 32)=0,35; p no significativo ;células de
bazo: efectos principales: interaccion tratamiento x cepa F(3, 32)= 3,05; p=0,0427;
analisis efectos simples: particionando por cepa: BALB/cByJ, F(3, 32)=24,39;
p<0,0001; C57Bl/6J, F(3, 32)=16,26; p <0,0001; particionando por tratamiento: control,
F(1, 32)=1,63; p no significativo; glucosa 0,5 g%, F(1, 32)=6,34; p=0,0169; glucosa 1
g%, F(1, 32)=5,12; p=0,0305; glucosa 2 g%, F(1, 32)=2,92; p no significativo).
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Figura 31: Determinacion de los niveles de especies reactivas del oxigeno (ROS).

Células provenientes de ganglio (panel A) y bazo (panel B) de ratones normales BALB/cByJ o C57BI/6J
fueron incubados durante 24 hs en medio RPMI 1640 sin (control, medio estdndar) o con la adicion al
medio de cultivo de glucosa. Se estudié la concentracion de ROS intracelular. Los datos son el promedio
+ ES de 5 experimentos individuales. *p<0,05 y **p<0,01 respecto a su valor control. #p<0,05 respecto al
control de la cepa BALB/cByJ.

5.2.2 Peroxidacion lipidica

Se determind el grado de peroxidacion lipidica, a través de la determinacion de
las especies que reaccionan con el acido tiobarbiturico (TBARS), en linfocitos que
fueron incubados con altas concentraciones de glucosa. Los resultados se muestran
en la figura 32, donde se puede observar que se incrementaron los niveles de
peroxidacion lipidica en ambas poblaciones linfocitarias provenientes de animales de

la cepa BALB/cByJ en presencia de alta glucosa. Cuando se utilizaron poblaciones
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linfocitarias provenientes de animales C57BI/6J no se encontraron diferencias
significativas en la produccion de TBARS (ANOVA de dos vias para muestras no
apareadas, células de ganglio: efectos principales: interaccion tratamiento x cepa F(3,
32)=6,4; p=0,0016; analisis efectos simples: BALB/cByJ, F(3, 32)=13; p<0,0001;
C57BIl/6d, F(3, 32)=0,093; p no significativo; células de bazo: efectos principales:
interaccion tratamiento x cepa F(3, 32)=17,57; p<0,0001; analisis efectos simples:
BALB/cByJ, F(3, 32)= 38,83; p<0,0001; C57BI/6J, F(3, 32)=0,667; p no significativo).
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Figura 32: Determinacién de la peroxidacion lipidica.

Células provenientes de ganglio (panel A) y bazo (panel B) de ratones controles BALB/cByJ o C57BI/6J
fueron incubados durante 24 hs en medio RPMI 1640 sin (control, medio estédndar) o con la adicion al
medio de cultivo de glucosa. Se determind la produccién de TBARS. Los datos son el promedio £ ES de 5
experimentos independientes. *p<0,05 y **p<0,01 respecto a su valor control.
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La incubacion con altas concentraciones de manitol no alteré significativamente
la produccion de ROS ni de TBARS en células provenientes de ganglio y bazo de
ratones BALB/cByJ normales (tabla 3), descartando que el aumento en el estrés
oxidativo pueda deberse a la generacion de estrés osmotico por las altas

concentraciones de glucosa.

Tabla 3

Produccion de ROS y TBARS en células provenientes de ganglio y bazo de ratones
BALB/cByJ luego de 24 hs de incubacion en un medio conteniendo concentraciones
crecientes de manitol

o 0,
Agregado al ROS (% del control) TBARS (%)
medio . . . . . .
Células de ganglio Células de bazo Células de ganglio Células de bazo
Manitol 1g % 102+ 7 96 £ 8 9% £5 105+ 8
Manitol 29 % 97 +6 89+ 10 101+8 99+8

Los datos son el promedio + ES de 5 experimentos independientes.

5.3 Accion del antioxidante N-acetilcisteina.

De acuerdo a lo observado en las figuras 31 y 32, linfocitos provenientes de la
cepa BALB/cBydJ en presencia de altas concentraciones de glucosa presentaron un
incremento en la produccion de ROS y en la peroxidacion lipidica, efecto que no se
observa en los linfocitos provenientes de ratones C57BIl/6J. Esto sugiere que el estrés
oxidativo podria estar participando en las alteraciones inmunoldgicas observadas en
los linfocitos de los ratones BALB/cByJ (disminucion de la viabilidad y proliferaciéon y
aumento de la apoptosis). Es por ello que se evalué el efecto que ejerce una droga
con accion antioxidante. Poblaciones linfocitarias provenientes de ratones normales de
la cepa BALB/cByJ fueron incubadas con altas concentraciones de glucosa en
ausencia o presencia de N-acetilcisteina (NAC, 5mM) determinandose la viabilidad,
apoptosis y proliferacion.

Debido a la gran disminucion en la viabilidad obtenida al incubar con glucosa 2
g% y que esto dificultaba la obtencion de células para los siguientes estudios, se eligid
cambiar esta concentracion por glucosa 1,5 g%. De esta manera las concentraciones

de glucosa utilizadas fueron 0,5 9%, 1 g% y 1,5 g%.
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5.3.1 Viabilidad y apoptosis

Al incubar las células en presencia de glucosa 1 g% y NAC se observo que el
antioxidante impide la disminucién de la viabilidad linfocitaria y el incremento de la
muerte celular que ocasiona la alta glucosa (figura 33). Cuando la incubacion se
realiz6 con glucosa 1,5 g% y NAC, el efecto deletéreo no pudo ser revertido.
(Viabilidad: ANOVA de dos vias para muestras no apareadas, células de ganglio:
efectos principales: glucosa F(2, 24)=21,06; p<0,0001; antioxidante F(2, 24)=6,31;
p=0,0191; interaccidn glucosa x antioxidante F(2, 24)=0,58; p no significativo; células
de bazo: efectos principales: glucosa F(2, 24)=22,6; p<0,0001; antioxidante F(2,
24)=7,79; p=0,0101; interaccion glucosa x antioxidante F(2, 24)=1,35; p no
significativo. Apoptosis: ANOVA de dos vias para muestras no apareadas, células de
ganglio: efectos principales: glucosa F(2, 12)=34,27; p<0,0001; antioxidante F(2,
12)=15,16; p=0,0021; interaccion glucosa x antioxidante F(2, 12)=0,92; p no
significativo; células de bazo: efectos principales: glucosa F(2, 12)=36,06; p<0,0001;
antioxidante F(2, 12)=14,93; p=0,0023; interaccion glucosa x antioxidante F(2,
12)=3,44; p no significativo).
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Figura 33: Accion del NAC sobre el efecto de la alta glucosa en la viabilidad y apoptosis.

Células provenientes de ganglio (paneles A y C) o bazo (paneles B y D) de ratones BALB/cByJ fueron
incubadas durante 24 hs en medio RPMI 1640 sin (control, medio estandar) o con la adiciéon al medio de
cultivo de glucosa. Las incubaciones se realizaron en ausencia o presencia NAC. Se estudid la viabilidad
celular (panel A y B) y se determiné la apoptosis (panel C y D). Los resultados son el promedio + ES de
5 experimentos independientes para viabilidad y de 3 experimentos independientes para apoptosis.
*p<0,05 y **p<0,01 respecto a su valor control. ##p<0,01 respecto al control sin NAC.

5.3.2 Proliferacion linfocitaria

Poblaciones linfocitarias provenientes de ratones BALB/cByJ fueron incubadas
con altas concentraciones de glucosa en ausencia o presencia del antioxidante NAC.
Luego fueron estimuladas con mitdégenos selectivos para cada poblacion linfocitaria y
se determiné su proliferacién ya sea mediante la incorporacién de timidina-*H, como
también a través de la dilucion del colorante CFSE.

Como podemos observar en la figura 34, al realizar la incubaciéon en presencia
del antioxidante NAC no se observaron los efectos deletéreos de la incubacién con
glucosa 1 g%. De este modo, el efecto del antioxidante impide la disminucion de la
proliferacion tanto en linfocitos T como B, confirmando la participacion del estrés

oxidativo en el efecto deletéreo de la alta glucosa (ANOVA de dos vias para muestras
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no apareadas, respuesta proliferativa T: efectos principales: interaccién glucosa x
antioxidante F(2, 24)=7,41; p=0,0031; analisis efectos simples: control, F(2, 24)=36,74;

p<0,0001; NAC, F(2, 24)=14,9; p<0,0001;

respuesta proliferativa B:

efectos

principales: interaccién glucosa x antioxidante F(2, 24)=17,16; p<0,0001; analisis
efectos simples: control, F(2, 24)=55,697; p<0,0001; NAC, F(2, 24)=28,713; p<0,0001).
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Figura 34: Accion del NAC sobre el efecto de la alta glucosa en la proliferacion linfocitaria.
Linfocitos T (paneles A y B) o linfocitos B (paneles C y D) de ratones BALB/cBydJ fueron incubados
durante 24 hs en medio RPMI 1640 sin (control, medio estandar) o con la adicién al medio de cultivo de
glucosa. Las incubaciones se realizaron en ausencia o presencia de NAC. Se estudié la proliferacion
linfocitaria a través de la incorporacion de timidina-H (paneles A 'y C) y de la dilucion del colorante CFSE
(paneles B y D). Los resultados para la incorporacion de timidina-"H son el promedio + ES de 5
experimentos independientes. **p<0,01 respecto al valor control. Los resultados para la diluciéon del CFSE
muestran un experimento representativo (de 4 realizados independientemente), donde el porcentaje
expresado es el porcentaje de proliferacion.
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5.4 Accidn de la alta glucosa sobre los mecanismos antioxidantes

Debido a las diferencias encontradas en relacion al estrés oxidativo, donde
linfocitos provenientes de la cepa BALB/cByJ al incubarlos en presencia de alta
glucosa presentan un aumento en este parametro mientras que los provenientes de la
cepa C57BI/6J no responden de esta manera, el siguiente objetivo fue analizar los
mecanismos antioxidantes propios de las células.

Se estudié la capacidad antioxidante total (TAC) debido a la dificultad para
determinar cada una de las enzimas y moléculas involucradas en la actividad
antioxidante. También se determinaron los niveles de glutation, el tiol dominante en

todas las células eucarioticas y de gran importancia para el sistema inmune.

5.4.1 Determinacion de la capacidad antioxidante total

Poblaciones linfocitarias provenientes de ratones BALB/cByJ y C57BI/6J fueron
incubadas con altas concentraciones de glucosa por 24 hs y luego se determiné la
TAC. Como se puede observar en la figura 35, las células provenientes de ganglio de
ratones BALB/cByJ en presencia de alta glucosa presentaron una disminucion en la
TAC. Contrariamente, en cuanto a las células provenientes de ratones C57BI/6J, en
condiciones controles las mismas presentaron una menor capacidad antioxidante total
que las provenientes de la cepa BALB/cByJ, y la misma se incrementa con la
presencia de mayores concentraciones de glucosa (ANOVA de dos vias para
muestras no apareadas, células de ganglio: efectos principales: interaccion tratamiento
x cepa F(2, 18)=8,9; p=0,0021; analisis efectos simples: particionando por cepa:
BALB/cByJ F(2, 18)=4,5; p=0,026; C57BI/6J F(2, 18)=3,75; p=0,043. Particionando por
tratamiento: control F(1, 18)=25,25; p<0,0001; glucosa 1 F(1, 18)=0,25; p no
significativo; glucosa 1,5 F(1, 18)=0,05; p no significativo).

Con respecto a las células provenientes de bazo, para las extraidas de ratones
BALB/cByJ se encontr6 un aumento de la TAC, concentracion de glucosa
dependiente; mientras que las provenientes de ratones C57BI/6J presentaron un
mayor nivel de TAC en condiciones controles, sin encontrarse cambios significativos
en presencia de alta glucosa (ANOVA de dos vias para muestras no apareadas,
células de bazo: efectos principales: interaccion tratamiento x cepa F(2, 18)=6,53;
p=0,0074; anadlisis efectos simples: particionando por cepa: BALB/cByJ F(2,
18)=25,66; p<0,0001; C57BI/6J F(2, 18)=3,33; p=0,0587. Particionando por
tratamiento: control F(1, 18)=7; p=0,0164; glucosa 1 F(1, 18)=0,33; p no significativo;
glucosa 1,5 F(1, 18)=5,67; p=0,0285).
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Figura 35: Determinacion de la capacidad antioxidante total.

Células provenientes de ganglio (panel A) y bazo (panel B) de ratones BALB/cByJ o C57BIl/6J fueron
incubados durante 24 hs en medio RPMI 1640 sin (control, medio estandar) o con la adicién al medio de
cultivo de glucosa. Se determiné la capacidad antioxidante total (TAC). Los resultados estan expresados
como mM de trolox. Los datos son el promedio + ES de 4 experimentos independientes. *p<0,05 y
**p<0,01 respecto a su valor control. #p<0,05 y ##p<0,01 respecto al control de la cepa BALB/cByJ.

5.4.2 Determinacién de los niveles de glutation total y reducido

Poblaciones linfocitarias provenientes de ganglio y bazo de ratones BALB/cByJ
y C57BI/6J fueron incubadas con altas concentraciones de glucosa por 24 hs.

Finalizado este periodo, se determinaron los niveles de glutation total y oxidado
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(GSSG). Esto permitié calcular los niveles de glutation reducido (GSH) y la relacion
GSH/GSSG que determina el estado oxidativo de las células.

En cuanto a los niveles de glutatiéon total, no se observé un efecto del
tratamiento con alta glucosa ni en poblaciones linfocitarias provenientes de ganglio ni
de bazo de ratones BALB/cByJ y C57BI/6J. Asimismo, y de manera similar a lo
observado con la TAC, se encontré un efecto de la cepa para las células de ganglio,
donde las provenientes de los ratones C57BI/6J presentaron menores niveles de
glutation (figura 36, ANOVA de dos vias para muestras no apareadas, células de
ganglio: efectos principales: cepa: F(1, 18)=8,68; p=0,0087; tratamiento: F(2, 18)=0,04;
p no significativo; interaccion tratamiento x cepa F(2, 18)=0,06; p no significativo.
ANOVA de dos vias para muestras no apareadas, células de bazo: efectos principales:
cepa: F(1, 18)=2,01; p no significativo; tratamiento: F(2, 18)=0,05; p no significativo;

interaccion tratamiento x cepa F(2, 18)=0,02; p no significativo).
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Figura 36: Determinacion de los niveles de glutation total

Células provenientes de ganglio (panel A) y bazo (panel B) de ratones BALB/cByJ o C57BIl/6J fueron
incubados durante 24 hs en medio RPMI 1640 sin (control, medio estandar) o con la adicién al medio de
cultivo de glucosa. Se determinaron los niveles de glutation total. Los resultados estan expresados como
pmoles de GSH/10° células. Los datos son el promedio + ES de 4 experimentos independientes. #p<0,05
respecto al control de la cepa BALB/cByJ.

En cuanto a la relacion GSH/GSSG, los resultados se muestran en la figura 37,
donde no se observan diferencias significativas en el efecto de la alta glucosa en
ninguno de los grupos estudiados. Sin embargo, para las células provenientes de
ganglio de ratones C57BI/6J se observa una tendencia a aumentar la relaciéon al
incubar con glucosa 1 g% y luego disminuye con glucosa 1,5 g%. De manera similar

ocurre con los linfocitos extraidos de bazo de animales BALB/cByJ. Coincidentemente
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con lo ya descripto, se encuentra un efecto de la cepa para ambas poblaciones
linfocitarias (ANOVA de dos vias para muestras no apareadas, células de ganglio:
efectos principales: cepa: F(1, 17)=4,74; p=0,0439; tratamiento: F(2, 17)=0,27; p no
significativo; interaccién tratamiento x cepa F(2, 17)=1,25; p no significativo. ANOVA
de dos vias para muestras no apareadas, células de bazo: efectos principales: cepa:
F(1, 17)=12,62; p=0,0025; tratamiento: F(2, 17)=0,38; p no significativo; interaccion

tratamiento x cepa F(2, 17)=0,14; p no significativo).
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Figura 37: Determinacién de la relacion GSH/GSSG.

Células provenientes de ganglio (panel A) y bazo (panel B) de ratones BALB/cByJ o C57BIl/6J fueron
incubados durante 24 hs en medio RPMI 1640 sin (control, medio estandar) o con la adicién al medio de
cultivo de glucosa. Se determind la relacion GSH/GSSG. Los datos son el promedio + ES de 4
experimentos independientes. #p<0,05 respecto al control de la cepa BALB/cByJ.
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La diabetes es una patologia que se caracteriza por la falta de control en el
metabolismo de la glucosa que genera el aumento de su concentracion en sangre. El
paciente con diabetes sufre comunmente diversas complicaciones que afectan
seriamente su calidad de vida. Aunque los sintomas agudos y a veces letales de la
enfermedad pueden ser controlados por medio de la terapia con insulina, las
complicaciones tardias de la diabetes reducen significativamente la expectativa de
vida de los pacientes. Entre estas ultimas se encuentran las micro y macro
vasculopatias, las retinopatias, las neuropatias y las nefropatias. Adicionalmente,
numerosos estudios sugieren la existencia de una asociacion entre esta patologia y
una elevada predisposicion a sufrir infecciones severas, aunque no se conocen los
mecanismos que median entre la diabetes y la inmunosupresién (Peleg y col., 2007).

Con el objetivo de estudiar la respuesta inmune en funciéon del tiempo de
evolucion del estado diabético se desarrolld6 un modelo murino de diabetes tipo 1
utilizando dos cepas de ratones: BALB/cByJ y C57BIl/6J. En ambas cepas se arriba a
un estado diabético caracterizado por una buena sobrevida sin la necesidad de
administrar insulina exégena. Los ratones diabéticos C57BI/6J presentaron glucemias
mas elevadas que los ratones BALB/cByJ, probablemente a causa de la diferente
susceptibilidad de cada cepa al tratamiento con STZ. En numerosos trabajos donde se
utilizaron distintos modelos experimentales de diabetes tipo 1, aplicados en diferentes
cepas de ratones y ratas, se describid la participacion de las citoquinas tipo Th1 y en
particular del IFN y en el desarrollo de la diabetes (Huang y col., 1994; Rabinovitch,
1998). Campbell y col. (1988), mediante la administracion de IFN y junto con el
tratamiento con STZ, lograron provocar un aumento mayor en las glucemias en
comparacion con lo obtenido al suministrar STZ Unicamente. En concordancia con
estos resultados, Herold y col. (1996) lograron una disminucién en las glucemias de
los ratones y previnieron la aparicion de lesiones inflamatorias en el pancreas al
administrar anticuerpos anti-IFN y junto con el tratamiento con STZ. En particular,
Miiller y col. (2002), utilizaron ratones de las cepas BALB/cByJ y C57BI/6J a los que
les indujeron la diabetes experimental con la aplicacion de multiples dosis bajas de
STZ. Este tratamiento provocd un aumento en las citoquinas Th1, acompanado de una
disminucion en las citoquinas Th2 en los islotes pancreaticos de los ratones C57BI/6J,
con resultados opuestos para los BALB/cByJ. Teniendo en cuenta la bibliografia
descripta, es previsible que los ratones de la cepa C57BI/6J (con predominio de la
respuesta tipo Th1) sean mas sensibles al tratamiento con STZ que los ratones

BALB/cByJ y por lo tanto, que adquieran glucemias mas elevadas.
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Al estudiar la presencia de cambios asociados a la produccién de anticuerpos,
se observd que luego de la inmunizacion con un antigeno T dependiente (GRc), la
produccion de anticuerpos tipo IgG (respuesta secundaria) disminuia en los ratones
BALB/cByJ luego de transcurrido 1 mes desde la induccion del estado diabético. En
tanto, la produccion de IgM se vio afectada recién a los 6 meses de establecido el
estado diabético. Estos resultados sugieren que la memoria inmunoldgica seria la
principalmente comprometida. En este sentido, diversos estudios describieron la
presencia de una alteracibn en la produccion de anticuerpos luego de una
inmunizaciéon llevada a cabo en individuos diabéticos. Es asi que se observd una
disminucion en la produccion de anticuerpos luego de una inmunizacion con antigenos
T-dependientes (antigeno viral de la hepatitis A, toxina diftérica) en estos sujetos,
mientras que la respuesta a un antigeno T-independiente (polisacarido del
neumococo) fue normal (Eibl y col., 2002). También se hallé una deplecion de las
células CD4+ de memoria en los pacientes con diabetes (Moutschen y col., 1992).
Asimismo, se demostré en ratones diabéticos que la menor respuesta primaria y
secundaria se debe a una alteracion en las células T y en la actividad fagocitica de los
macrofagos (Saiki y col., 1980).

La respuesta inmune de los ratones BALB/cByJ, estudiada in vitro a través de
la proliferacion de linfocitos estimulados con mitégenos selectivos, se encontro
disminuida luego de seis meses de inducido el estado diabético. De modo similar, una
alteracion en la respuesta inmune en pacientes con diabetes tipo 2 fue descripta por
Chang y Shaio (1995). Las células mononucleares periféricas (linfocitos, monocitos,
macrofagos y plasmaticas) presentaron una menor respuesta proliferativa cuando se
las estimul6 con el mitdgeno fitohemoaglutinina con respecto a las células
provenientes de pacientes sanos. Plouffe y col. (1978) observaron en pacientes
diabéticos tipo 1 una menor respuesta de los linfocitos a los mitégenos
fitohemoaglutinina y concanavalina A. También se han descripto otras alteraciones en
el sistema inmune de pacientes diabéticos, por ejemplo una depresién en la funcion de
los leucocitos polimorfonucleares, especialmente en presencia de acidosis. La
adherencia, la quimiotaxis y la fagocitosis de los leucocitos también estaria afectada
(Delamaire y col., 1997; Gallacher y col., 1995; Joshi y col., 1999; Valerius y col.,
1982). Otton y col. (2004) demostraron un aumento en la apoptosis de linfocitos
provenientes de ratas y de pacientes con diabetes, los cuales presentaban a su vez,
un menor numero de linfocitos circulantes.

Sin embargo, al estudiar la produccion de anticuerpos en ratones diabéticos de

la cepa C57BI/6J sélo se encontré una reduccion en la produccion de I1gG luego de 6
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meses de inducido el estado diabético. En cuanto a la proliferacion linfocitaria, no se

encontraron cambios en ninguno de los tiempos estudiados.

Por otra parte, en las ultimas décadas el estrés se ha incorporado como un
factor importante de la vida diaria y se lo puede definir como un estado en donde se
altera la homeostasis tanto psicolégica como fisiologica. Es asi que existen evidencias
clinicas que avalan la participacion del estrés en el desarrollo de diversas patologias
psiquiatricas, en la alteracién del sistema neuroendocrino y del sistema inmune e
incluso que lo han relacionado al cancer (Reiche y col., 2004). En particular el estrés
ha sido asociado con la instauracion y evolucion de la patologia diabética en
humanos. En tal sentido, se han descripto diferentes estudios en humanos, tal como
el efectuado en Suecia (The Swedish Childhood Diabetes Study) con nifios de entre 0
y 14 afos recientemente diagnosticados con diabetes tipo 1. Se les realizé un
cuestionario con el fin de conocer los acontecimientos a los que habrian estado
expuestos durante el ultimo ano. Los resultados no mostraron diferencias en la
frecuencia de eventos estresantes entre el grupo diabético y el grupo control, sin
embargo la severidad de los mismos fue mayor en los nifos que desarrollaron
diabetes (Hagglof y col., 1991). De modo similar, Thernlund y col. (1995) realizaron un
estudio en nifios diabéticos tipo 1 de entre 0 y 14 anos e investigaron los eventos a los
que fueron expuestos los nifios previo al desarrollo de la patologia. Los autores
encontraron que el grupo con diabetes presentaba una mayor frecuencia de eventos
negativos ocurridos dentro de los primeros dos afios de vida, como problemas de
conducta y también conflictos familiares. Esto sugiere que la exposiciéon a situaciones
estresantes podria aumentar el riesgo de desarrollar diabetes tipo 1. En este contexto,
resultd de interés estudiar el efecto del estrés sobre la instauracion y evolucién de la
diabetes. Para esto, se eligieron dos modelos de estrés: uno homotrépico, como es el
de inmovilizacion y otro heterotropico como es el modelo de CMS. Los ratones fueron
expuestos a los modelos de estrés previo o posteriormente a la induccién de la
diabetes. Cuando los animales fueron expuestos al modelo homotrépico de estrés por
inmovilizacion previo a la instauracion de la diabetes, se observé un aumento
considerable tanto de las glucemias como de los valores de hemoglobina glicosilada.
De modo similar, Carter y col. (1987), observaron en ratas BB (modelo experimental
que desarrolla espontaneamente diabetes) que el grupo expuesto a estresores tales
como la inmovilizacion y el hacinamiento de forma repetida y alternada, desarrolld
mas tempranamente la patologia que sus controles de igual edad no expuestos a

estrés. En los mismos animales, Lehman y col. (1991) encontraron una mayor
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incidencia de diabetes en el grupo que fue expuesto a diferentes estresores (rotacion,
vibracién e inmovilizacién) con respecto al control.

Sin embargo, no todos los estudios sugieren los mismos resultados, tal es el
caso del que fue realizado en Suecia (Diabetes Incidence Study in Sweden) y que
incluyo a pacientes recientemente diagnosticados con diabetes tipo 1 de 15 a 34 afos
de edad. Los mismos debieron contestar un cuestionario acerca de su medio
ambiente social, su nivel educativo, la frecuencia de aparicion de diabetes en sus
familias y los acontecimientos que hayan experimentado durante los 12 meses
anteriores al diagnédstico. En esta oportunidad los resultados sugirieron que los
factores psicosociales no estarian involucrados en el desarrollo de la enfermedad
dado que los pacientes con diabetes habian experimentado menores conflictos que
los controles (Littorin y col., 2001). En este sentido, ensayos realizados en ratones
NOD (desarrollan diabetes tipo 1 de manera espontanea) expuestos crénicamente a
la inmovilizacién, el hacinamiento o a la combinacién de ambos estresores mostraron
una reduccion en el desarrollo de la diabetes con respecto a los controles (Durant y
col., 1993).

En particular, en nuestro caso, cuando los ratones fueron expuestos al modelo
de CMS en forma previa a la induccién del estado diabético no se observaron
diferencias entre los animales diabéticos con o sin exposicion al estrés. Sin embargo,
el resultado fue el opuesto al exponer a los animales al estrés por inmovilizacion, en
cuyo caso y como se describid anteriormente, se registrd diferencias en los
parametros evaluados en circulacion. Esta diferencia podria deberse a los distintos

tipos de estresores utilizados.

Cuando la exposicion a estrés fue realizada posteriormente a la induccién de la
diabetes, los valores de glucemia y de hemoglobina glicosilada fueron mas elevados
en los ratones diabéticos expuestos a estrés (utilizando cualquiera de los dos modelos
de estrés) en comparacion con los ratones diabéticos. Estos resultados indican que el
estrés empeora la evolucion de la diabetes, lo que concuerda a su vez con diversos
estudios clinicos que demostraron la existencia de un correlato positivo entre el
estrés, la depresion, y el tratamiento y control de la glucemia en pacientes con
diabetes tipo 1 y tipo 2 (Stenstrom y col., 2003; Surwit y col., 2002). En tal sentido, se
efectuaron estudios en pacientes diabéticos tipo 1 en los que se empled la
determinacion de hemoglobina glicosilada como medida del control glucémico y se les
realizd6 un cuestionario con el fin de identificar eventos positivos (por ejemplo:

casamiento, nacimiento de un hijo, cambio a un mejor trabajo, entre otros) y eventos
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negativos (como ser conflictos interpersonales, muerte de alguien cercano, entre
otros) durante un dado periodo. Los resultados mostraron que aquellos que estuvieron
expuestos con mayor frecuencia a eventos negativos presentaron un peor control
glucémico, mientras los que estuvieron expuestos a eventos positivos presentaron
una mejora en el mismo (Lloyd y col, 1999). Asimismo, Hanson y col. (1987)
encontraron una relacion directa entre el estrés y el control metabdlico en
adolescentes con diabetes tipo 1. Teniendo en consideracion el efecto que produce el
estrés en la evolucion del estado diabético, no debemos olvidar cuando se trata de
pacientes, que cada persona percibe el estrés y responde al mismo de manera
diferente. En este sentido, Stabler y col. (1987) estudiaron el tipo de respuesta que
presentaban nifios diabéticos tipo 1 (de entre 8 y 16 afios) ante un video juego. Los
resultados indicaron que aquellos niflos que presentaban una respuesta autonémica
aumentada y un aumento en la glucemia luego de jugar, tenian ademas, los valores
mas altos de hemoglobina glicosilada, indicando un peor control glucémico en su vida
diaria.

Con el fin de estudiar el efecto del estrés sobre la respuesta inmune en el
estado diabético y los mecanismos neuroendocrinos implicados, se eligié para trabajar
el modelo de CMS (diferentes estresores de sensibilidad media aplicados de manera
alternada). Este modelo de estrés se asemeja al tipo de estresores al que se ve
expuesto el hombre, que enfrenta diferentes e impredecibles situaciones de estrés
diariamente. El esquema de CMS fue aplicado luego de la induccién del estado
diabético.

En la cepa BALB/cByJ se observd una disminucion en la sobrevida y un
aumento en las glucemias de los ratones diabéticos expuestos a CMS, indicando una
peor prognosis de la enfermedad. La aplicacion del CMS no produjo aumento en las
glucemias de los ratones controles, de modo similar a lo reportado por Harizi y col.
(2007).

En cuanto a la respuesta inmune se observd que la diabetes produjo una
disminucion en la proliferacion linfocitaria luego de 6 meses de su induccion. Sin
embargo, aquellos ratones diabéticos expuestos al CMS presentaron una disminucion
en la proliferacién de linfocitos T y B luego de 2 y 5 semanas de CMS
respectivamente. Esto sugiere la necesidad de un periodo de interaccién entre la alta
glucosa y los linfocitos para generar el dafio (6 meses de diabetes). No obstante, ante
condiciones mas extremas (tales como los mayores niveles de glucemia alcanzados
por los animales diabéticos expuestos al CMS) los efectos deletéreos sobre el sistema

inmune podrian presentarse en un lapso menor. Por otro lado, los ratones CMS
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manifestaron una disminucion en la proliferacién de linfocitos T y un aumento en la
proliferacion de linfocitos B en concordancia con los resultados previos (Silberman vy
col., 2002).

En respuesta al estrés, se activa el eje HPA liberando glucocorticoides (cortisol
en humanos y corticosterona en roedores) y el sistema nervioso simpatico (SNS) que
provoca la liberacién de catecolaminas. Esta descripto que estos mediadores regulan
al sistema inmune (Genaro y col., 1993; Marchetti y col., 2001). Como estrategia
experimental para evaluar estas respuestas se determinaron los niveles de
corticosterona en plasma y de catecolaminas en el bazo debido a la importante
inervacion del SNS sobre este 6rgano (Hori y col, 1995; Kim y col., 2004). Los
resultados mostraron un aumento en los niveles de corticosterona en respuesta al
estrés en tiempos tempranos ya sea en los controles como asi también en los
diabéticos. También se observd un aumento aun mayor en los niveles de
corticosterona en los ratones diabéticos no expuestos a CMS. Estos resultados
sugieren que la corticosterona no estaria participando en la disminucion de la
respuesta inmune observada. En cuanto a los niveles de catecolaminas se observé un
aumento en los ratones diabéticos expuestos al CMS. El analisis estadistico de estos
resultados no mostré correlacion significativa entre los niveles de corticosterona,
catecolaminas y la disminucion de la respuesta inmune. Por lo tanto, restaba investigar
en que medida los efectos observados sobre el sistema inmune podian estar
relacionados con cambios en los niveles circulantes de glucosa. En efecto, se encontré
una correlacion negativa entre los niveles de glucemia y la disminucién de la
proliferacion linfocitaria tanto para linfocitos T como B, sugiriendo la participacion de la
hiperglucemia en los efectos deletéreos sobre la respuesta inmune aqui descriptos.

Todo esto condujo a evaluar los posibles mecanismos involucrados en el
aumento de la glucemia observado en los ratones diabéticos expuestos a CMS. Se
determinaron los niveles de insulina plasmaticos encontrandose que en los ratones
diabéticos estaban reducidos con respecto a los controles, pero el CMS no tuvo efecto
sobre los mismos, aun en los animales diabéticos expuestos a CMS. Estos resultados
sugieren que esta hormona no estaria participando en el incremento diferencial de la
glucemia como consecuencia de la aplicacién del CMS. Por otro lado, la capacidad de
los mediadores del estrés para elevar los niveles de glucosa disponible ha sido
ampliamente documentada (Nonogaki 2000). Los glucocorticoides aumentan la
gluconeogénesis y disminuyen la captacion celular de la glucosa, mientras que las
catecolaminas aumentan la glucogenolisis y la lipdlisis. Es asi que se evalud si estos

mediadores podian estar implicados. Se hallé una correlacion positiva entre los niveles
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esplénicos de catecolaminas y las glucemias, lo que podria estar sefalando al
aumento en las catecolaminas (observado en los ratones diabéticos expuestos al
CMS) como el responsable de las elevadas glucemias determinadas en este grupo de
animales. Estos resultados estan en concordancia con lo descripto por Bellush y
Rowland (1989), quienes trabajaron con ratas diabéticas y demostraron que esta
patologia provocé una respuesta exagerada al estrés con aumento de las
concentraciones de noradrenalina, tanto antes como luego de la aplicacién de shock
eléctrico plantal como agente estresor. Los autores demostraron que el aumento en la
noradrenalina fue acompafado por un aumento en las glucemias, lo que indicaria un
deterioro en el control de las glucemias especialmente en periodos de estrés. Lee y
col. (1989) describieron un aumento en los niveles de catecolaminas en ratas
diabéticas expuestas a estrés agudo.

A continuacion, para evaluar el efecto del condicionamiento genético sobre los
resultados observados en el efecto del estrés sobre la diabetes, se utilizaron ratones
C57BI/6J los cuales fueron tratados con STZ y luego expuestos al modelo de CMS. La
induccién de la diabetes condujo a incrementos en las glucemias que fueron mayores
a los registrados para la cepa BALB/cByJ. De modo similar a lo observado con la cepa
BALB/cByJ, la exposicion a CMS elevé aun mas los niveles de glucemia. Sin embargo,
y a diferencia de lo sefialado anteriormente para la cepa BALB/cByJ, este significativo
incremento de las glucemias no parece correlacionarse con la expectativa de vida de
los ratones C57BIl/6J. En efecto, no se registraron cambios en la sobrevida de los
mismos en ninguno de los grupos experimentales estudiados. Segun se mencion6
anteriormente, las citoquinas tipo Th1 participarian en el desarrollo de la diabetes.
Asimismo, se describié que las mismas se encuentran elevadas en animales de la
cepa C57BI/6J expuestos a CMS durante seis semanas (Palumbo y col., 2010). De
esta manera, es posible postular que el CMS, a través del aumento de las citoquinas
tipo Th1, propicie el agravamiento de la patologia diabética.

En cuanto a la respuesta inmune, los ratones C57BI/6J no presentaron cambios
en la respuesta proliferativa linfocitaria en ninguno de los grupos estudiados. Es decir,
que ni la diabetes, ni el estrés (ambos en forma independiente), ni el efecto combinado
de ambos factores tuvieron efecto alguno en este sentido.

Cuando se evaluaron los mediadores neuroendocrinos del estrés, la
concentraciéon de corticosterona circulante y los niveles esplénicos de catecolaminas,
los ratones de la cepa C57BI/6J no mostraron cambios significativos en ninguno de los
grupos estudiados. Sin embargo, se observé una tendencia al aumento en los niveles

de corticosterona en los ratones diabéticos con respecto a los controles, a los CMS y a
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los diabéticos + CMS. Este resultado se repiti6 de manera significativa en los ratones
de la cepa BALB/cByJ. Existen numerosos autores que describieron una alteracién del
eje HPA en la diabetes, tanto en humanos (Roy y col.,, 1993) como en modelos
animales de esta patologia (Chan y col., 2003). Hudson y col. (1984) no lograron
provocar la reduccién del cortisol circulante mediante la administracién de
dexametasona (agonista de glucocorticoides) en individuos diabéticos, lo que
implicaria la existencia de una alteracion en la regulacion negativa del eje HPA en
estos pacientes. Mas recientemente, Chan y col. (2002) demostraron que ratas
diabéticas (tratadas con STZ) presentaban niveles mas altos de corticosterona que sus
controles, pero si eran expuestas a estrés por inmovilizacion el resultado se invertia:
los controles tenian mayores niveles de corticosterona que los diabéticos. Si
administraban CRH o ACTH obtenian el mismo resultado, pero al aplicar
dexametasona, el efecto era opuesto, 0 sea mayores niveles de corticosterona en los
diabéticos. Todos estos resultados sugieren que en la diabetes existiria cierto grado de
inhibicién de la regulacion negativa del eje HPA y una atenuacién de la respuesta
frente al estrés. Chopra y col. (1968) y Coiro y col. (1995) encontraron resultados
similares en humanos: una menor respuesta del paciente con diabetes frente a la
administracion de CRH y de ACTH respectivamente. Estos resultados, asi como
también los nuestros, sugieren que la diabetes cursa con hiperactivacion basal del eje
HPA, pero que frente al estrés presentan una respuesta deteriorada probablemente

debido a la pérdida de sensibilidad por parte de la hipdfisis y de la glandula adrenal.

Los resultados obtenidos hasta aqui permiten afirmar que la diabetes deteriora
la respuesta inmune en la cepa BALB/cByJ, a través de una disminucion de la
proliferacion linfocitaria y que el estrés disminuye el tiempo necesario para que se
produzca dicha alteracion (6 meses de diabetes y entre 2 y 5 semanas cuando la
diabetes se combiné con el estrés). Asimismo, esta disminucion de la proliferacion
linfocitaria estaria asociada al aumento en la glucemia. La hiperglucemia se identifico
como el factor principal que, a través de mecanismos directos o indirectos, contribuye
a generar las complicaciones asociadas a la diabetes (Nathan y col., 2005; Stratton y
col., 2000; The DCCT Group, 1993; UKPDS 33, 1998) e incluso, se asocidé a cada
incremento en 1 mmol/l de la glucemia con un aumento del 10,6 % en el riesgo de
sufrir neumonia, infecciones urinarias o infecciones en la piel (Benfield y col., 2007).
Dado que la hiperglucemia ha sido relacionada tan estrechamente con la aparicion de
diversas infecciones, con la severidad de las mismas y con un mal pronéstico en

cuanto a su evolucion, resultd de interés estudiar el efecto que ejerce el incremento en
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la concentracion de glucosa sobre la respuesta inmune. Adicionalmente, si bien
numerosos estudios poblacionales (The DCCT Group, 1993; UKPDS 33, 1998)
mostraron que aquellos pacientes, que recibieron un tratamiento intensivo con insulina
para lograr un adecuado control de la glucemia, podian demorar el desarrollo y la
progresion de las complicaciones clasicamente asociadas con la diabetes, los efectos
de la alta glucosa sobre las células linfocitarias no fueron estudiados previamente.

Por otro lado, a pesar que en la cepa C57BI/6J los ratones diabéticos
presentaron glucemias mas elevadas que los ratones BALB/cByJ, no se observaron
diferencias en la proliferacion linfocitaria. Estos resultados podrian asociarse con
aquellos individuos diabéticos que presentan una evoluciéon normal frente a un proceso
infeccioso (Chang y col., 2004; Thomsen y col., 2004), sugiriendo la participacién de
un condicionamiento genético individual.

Por lo tanto, se estudié el efecto de la hiperglucemia sobre la respuesta inmune
mediante el analisis de la accion que ejerce el incremento en la concentracion de
glucosa presente en el medio de cultivo sobre linfocitos normales provenientes de
ratones BALB/cByJ y C57BIl/6J.

Los resultados mostraron que los altos niveles de glucosa en el medio de
incubacién provocaron la reduccion, concentracion dependiente, de la viabilidad tanto
de linfocitos T como B provenientes de ratones BALB/cByJ. En esta disminucion de la
viabilidad celular participa un incremento en la inducciéon de apoptosis. Luego de la
incubacion en presencia de altas concentraciones de glucosa se observdé un
incremento de la apoptosis tanto en células provenientes de ganglio como de bazo.
Resultados similares fueron observados por otros autores en cuanto a la accion de alta
glucosa en células endoteliales (Baumgartner-Parzer y col., 1995; Du y col., 1998; Wu
y col., 1999). De manera similar, Zhang y col. (2008) observaron una disminucién en la
proliferacion y un aumento en la apoptosis al incubar células progenitoras endoteliales
con alta glucosa. La incubacién con altas concentraciones de manitol, isébmero no
reductor de la glucosa, no tuvo ningun efecto sobre la induccion de la apoptosis,
demostrando que los efectos proapoptoéticos de la glucosa son independientes de la
alta osmolaridad. Esto coincide con otros trabajos cientificos, donde la induccion de la
apoptosis generada por la alta glucosa en células endoteliales tampoco pudo ser
reproducida por la exposicion a altas concentraciones de manitol (Du y col., 1998; Wu
y col., 1999). Ademas, esta descripto que la alta glucosa puede inducir apoptosis en
otros tipos celulares como las células de los nervios retinales (Barber, 2003) y de la
aorta (Chu y col., 1997).
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Por otro lado, a diferencia de lo sefialado para la cepa BALB/cByJ, no se
observd reduccion de la viabilidad en linfocitos provenientes de ratones C57BI/6
incubados con glucosa 0,5 g% y 1 g%.

Al estudiar la proliferacion linfocitaria se observé que la incubacion de células
de ganglio y de bazo provenientes de ratones normales BALB/cByJ en un medio
conteniendo alta glucosa provocd una disminucion de la proliferacion estimulada por
mitdgenos selectivos para linfocitos T y B. Este efecto inhibitorio que ejercié la alta
glucosa sobre la proliferacion celular se incrementd de forma concentracion
dependiente. Sin embargo, este efecto nocivo de la alta glucosa in vitro fue revertido
cuando los linfocitos, previamente incubados con altas concentraciones de glucosa,
fueron lavados para remover este exceso y su proliferacion fue estimulada en un
medio estandar. Cuando, como control, se realizé la incubacién con manitol no se
observd la disminucién en la proliferacion, descartando la participacion del estrés
osmotico en las alteraciones observadas. Los efectos inhibitorios de la alta glucosa
sobre la proliferacion también fueron observados en otros tipos celulares, como en las
células endoteliales (Graier y col., 1995; Umeda y col., 1991), en los pericitos del
capilar de la retina (Chibber y col., 1994) y en las células mesangiales (Nahman y col.,
1992; Trachtman y col, 1994). Contrariamente, la proliferacion de linfocitos
provenientes de ratones C57BI/6J no fue afectada por concentraciones de glucosa de
0.5 g% y de 1 g% en el medio de cultivo. Swenne y Andersson (1984) describieron una
mayor proliferacion en islotes pancreaticos incubados con alta glucosa provenientes
ratones de la cepa C57BI/6J con respecto a aquellos provenientes de ratones
C57BI/KsJ, sugiriendo que la respuesta proliferativa ante la alta glucosa esta
determinada por el entorno genético.

Muchos mecanismos han sido propuestos para explicar los efectos deletéreos
de la alta glucosa. No obstante, estd extensamente aceptado que las condiciones de
hiperglucemia inducen un aumento en el estrés oxidativo en una gran variedad de
tejidos y tipos celulares (Giugliano y col., 1996). Los resultados obtenidos para la cepa
BALB/cByJ concuerdan con estas observaciones. La incubacion por 24 hs de células
provenientes de ganglio y de bazo en presencia de altas concentraciones de glucosa
provocé un aumento en el estrés oxidativo, cuantificado por la determinacién de la
produccion de especies reactivas del oxigeno (ROS) y de la presencia de peroxidacion
lipidica (formacion de MDA). Altas concentraciones de manitol no estimularon el
aumento en la produccion de ROS como asi tampoco en la peroxidacion lipidica,
indicando que los efectos observados son especificos de la alta glucosa y no son

producto de la alta osmolaridad.
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La produccion de ROS es un mecanismo normal en la célula y en muchos
casos las ROS, a bajas concentraciones, pueden actuar como mensajeros
intracelulares que responden a citoquinas y factores de crecimiento especificos
(Burdon, 1995). Particularmente, se describié que la presencia de ROS es necesaria
para la activacion y proliferacion de linfocitos (Hunt y col., 1991; Schreck y Baeuerle,
1991; Whitacre y col.,, 1992; Zhang y col., 2002). Sin embargo, mientras que los
niveles bajos de ROS pueden ser necesarios para la activacion de las células T (Hunt
y col., 1991; Novogrodsky y col., 2002; Zhang y col., 2002), el incremento en su
concentracion induce la supresion de su respuesta proliferativa (Roth y Droge, 1987;
Suthanthiram y col., 1990). Por otra parte, varios trabajos demostraron que el estrés
oxidativo intracelular inicia procesos apoptéticos en las células T (Buttke y Sandstrom,
1995; Chlichlia y col., 2002). Se sugiri6 que el estrés oxidativo jugaria un papel
importante en el desarrollo de la inmunodeficiencia (Buttke y Sandstrom, 1995) y que
podria estar implicado en la apoptosis de células T tanto en los pacientes infectados
con HIV (Aukrust y col., 1995 b) como aquellos con otras inmunodeficiencias (Aukrust
y col., 1995 a).

Por otro lado, los linfocitos provenientes de ratones normales de la cepa
C57BI/6J incubados con alta glucosa no presentaron aumento en el estrés oxidativo, ni
a través de la medicién de la produccion de ROS ni en la formacion de MDA. De esta
forma, se encontr6 que la alta glucosa puede generar un aumento en el estrés
oxidativo (dependiendo de la cepa) que puede inducir la apoptosis (Ceriello y col.,
1996). En particular, las diferencias observadas entre ambas cepas sugieren que el
estrés oxidativo estaria involucrado en las alteraciones inmunolégicas vistas en los
linfocitos provenientes de ratones BALB/cByJ en presencia de alta glucosa. Para
corroborar esta hipétesis, se evaluo el efecto de una droga con accion antioxidante a
nivel linfocitario. EI NAC impidi6 la produccion de estrés oxidativo, la disminucién de la
proliferacion linfocitaria y el incremento de la muerte celular que ocasiona la presencia
de glucosa 1 g% en el medio de cultivo, confirmando que los efectos deletéreos de esa
concentracién de glucosa estan mediados por el aumento del estrés oxidativo. En este
sentido, Lamers y col. (2011) encontraron una disminucion de la migracién celular en
fibroblastos incubados con alta glucosa. Asimismo, describieron un aumento en la
generacion de ROS que fue inhibido en presencia de NAC. Ademas, el NAC revirtio
los efectos deletéreos en la migracion celular provocados por la alta glucosa. De modo
similar, Kim y col. (2011), encontraron que otro antioxidante (pycnogenol) fue capaz de

revertir los efectos causados por la alta glucosa sobre las células tubulares renales,
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entre los cudles se incluyen cambios morfoldgicos, disminucion de la viabilidad y
aumento de la apoptosis. .

Con relacion a los linfocitos provenientes de los ratones C57BI/6J, los mismos
serian capaces de activar determinados mecanismos antioxidantes, que al impedir el
aumento del estrés oxidativo ante la presencia de alta glucosa, evitarian también los
efectos deletéreos de la misma. Por este motivo, se analizaron los mecanismos
antioxidantes presentes en ambas cepas de ratones. Las altas concentraciones de
glucosa en cultivo disminuyeron la capacidad antioxidante total de los linfocitos
provenientes de ganglios de ratones BALB/cByJ. Por el contrario, la misma poblacion
linfocitaria proveniente de ratones C57BI/6J, presenté un aumento de la capacidad
antioxidante total en presencia de altas concentraciones de glucosa. De esta manera,
linfocitos provenientes de la cepa C57BIl/6J fueron capaces de contrarrestar el efecto
de la alta glucosa aumentando sus defensas antioxidantes y evitando asi, el aumento
danino del estrés oxidativo.

La determinacién de cada una de las distintas enzimas y moléculas
antioxidantes es una tarea compleja ya que las técnicas existentes son poco sensibles
y reproducibles. Aun asi, se evaludé el contenido de glutation. Los resultados obtenidos
no mostraron un efecto del tratamiento con alta glucosa sobre los niveles de glutation
total ni tampoco en la relacion GSH/GSSG.

De todas formas, resultan llamativas las diferencias observadas entre las
células provenientes de ganglios de ambas cepas incubadas en condiciones normales
de glucosa (0,2 g%). Las células de la cepa C57BIl/6J presentaron una mayor
concentracion de ROS, menor capacidad antioxidante total, menores niveles de
glutatiéon total, pero una mayor relacion GSH/GSSG es decir, mayor GSH disponible
que los de la cepa BALB/cByJ. Esto sugiere que los ratones C57BI/6J en el estado
fisioldégico presentarian mayores concentraciones de ROS; no obstante el mayor nivel
de GSH disponible permitiria una metabolizacion mas eficiente de distintos
compuestos téxicos. Uno de ellos podria ser el metilglioxal, que se produce
naturalmente como un subproducto de diferentes rutas metabdlicas, principalmente la
glicolisis (Kalapos 1999), aumenta en presencia de hiperglucemia (McLellan y col.,
1994) y se considera que estaria implicado en el desarrollo de las complicaciones de
la diabetes (Thornalley y col., 1989). El metilglioxal se metaboliza a través del sistema
glioxalasa con la participacion del glutation (Racker, 1951). Estos conceptos sugieren
que, en nuestro modelo, la alta glucosa podria incrementar la produccién de
metilglioxal que seria metabolizado mas eficientemente en los ratones C57BI/6J que

en los BALB/cByJ dado que los primeros cuentan con mayores niveles de GSH
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disponibles. Como consecuencia, los efectos citotoxicos del metilglioxal se
manifestarian en los ratones BALB/cByJ y no en los C57BI/6J. Los resultados
obtenidos utilizando el antioxidante NAC avalan esta hipétesis. EI NAC es un precursor
del glutation y la incubacion con NAC provocé un aumento en los niveles de glutation
(resultados no mostrados) que permitirian la metabolizacion de este compuesto.
Thornalley y col. (1996) encontraron en pacientes con diabetes una correlacion
negativa entre los niveles de GSH y las complicaciones que presentaron los mismos.
Es decir que a menores niveles de GSH los pacientes desarrollaron mayores
complicaciones como ser retinopatias, neuropatias y nefropatias. A su vez, los
menores niveles de GSH aumentaron las concentraciones de metilglioxal, lo que
explicaria el mayor dafio producido. Ademas, encontraron una correlacion negativa
entre la glucemia y el contenido de GSH. Adicionalmente, el metilglioxal tendria un
efecto directo sobre el sistema inmune. La incubacion de células mononucleares de
sangre periférica con metilglioxal provocd la disminucion del marcador CD83
(marcador de maduracion) en células dendriticas y monocitos y redujo la potencia de
las células dendriticas para estimular a los linfocitos T (Price y col.,, 2004).
Posteriormente, los mismos autores encontraron que la disminuciéon en el marcador
CD83 fue revertida por la incubacion con NAC y que el metilglioxal alterd la expresion
de IFN y, TNF a e IL-10, disminuyd la expresién del MHC-I y provocé la apoptosis en
células mieloides (Price y col., 2010).

Asimismo, esta descripto que el metilglioxal puede aumentar la produccion de
ROS. La formacién de metilglioxal puede generar H,O, y radical superéxido como
subproductos y su degracion puede producir H,O, y otras especies radicales (Kalapos
y col., 2008). Ademas, el tratamiento de distintos tipos celulares con metilglioxal
provoca el aumento de ROS (Kalapos y col., 2008). A su vez, el metilglioxal puede
alterar las defensas antioxidantes como el glutation, la glutation peroxidasa y SOD,
entre otras (Kang, 2003; Di Loreto y col., 2008).

Los resultados obtenidos para células provenientes de bazo no son
coincidentes con lo observado para las células de ganglio. Esto podria deberse a la
mayor heterogeneidad poblacional presente en el bazo. Entre otras células se
encuentran linfocitos B, linfocitos T, NK y macréfagos (Burmester y Pezzutto, 2003).

También, se describe que las altas concentraciones de glucosa podrian activar
vias alternativas como ser, la activacién de PKC, formacién de AGEs y activacion de la
via del poliol entre otras, que a su vez podrian estar interrelacionadas entre si. Por un
lado, el diacilglicerol (DAG), un activador de la PKC, puede aumentar como

consecuencia del alto metabolismo de la glucosa a través de una sintesis “de novo”.
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Esto, a su vez, puede estimular la generacion de los radicales libres (Ceriello y col.,
1996; Evans y col., 2002). Otros trabajos proponen una activacion de PKC mediada
por el estrés oxidativo (Cosio, 1995; Inoguchi y col., 2000; Inoguchi y col., 2003; Sonta
y col., 2004). Ademas, la activacion de la via del poliol generando fructosa produce la
disminucion de las reservas de NADPH y GSH, aumentando el estrés oxidativo
(Stevens y col., 1993; 2000).

En base a estos antecedentes, no se puede descartar el aporte de alguna de
estas otras vias sobre los efectos observados de la alta glucosa, pero es claro que se

puede asignar al estrés oxidativo una participacion clave sobre la actividad linfocitaria.

En este trabajo resultan evidentes las diferencias encontradas en las cepas
estudiadas. De modo similar, Qi y col. (2005) caracterizaron la gravedad de la
nefropatia diabética en seis cepas de ratones: C57BI/6J, DBA/2J, FVB/NJ, MRL/MpJ,
A/J y KK/HIJ induciendo la diabetes a través de la administracion de multiples dosis de
STZ. Sin la administracion de insulina, la mayoria de los ratones diabéticos
sobrevivieron mas de 25 semanas. Luego de este periodo se observé un aumento de
la mortalidad en la mayoria de las cepas estudiadas, sobre todo en las cepas DBA/2J,
KK/HIJ y A/J. En contraste, los ratones C57BI/6J toleraron bien la hiperglucemia
persistente e incluso, un grupo de ratones diabéticos de esta cepa sobrevivieron mas
de 45 semanas a pesar de los altos niveles de glucemia (300-600 mg/dl). Con
respecto a la lesion renal, los ratones de las cepas DBA/2J y KK/HIJ desarrollaron
mayor dafno que los ratones de las cepas C57BI/6J, MRL/MpJ y A/J. Todo esto pone
de manifiesto que se debe tener en cuenta el condicionamiento genético al momento

de elegir una cepa para un determinado estudio.

Resumiendo, en este trabajo se demostré que la respuesta inmune de los
ratones diabéticos de la cepa BALB/cByJ determinada in vivo e in vitro resultd
afectada, a diferencia de lo ocurrido en los ratones de la cepa C57Bl/6J. A
continuacion se investigo el efecto del estrés sobre la respuesta inmune en la diabetes
encontrando que en los ratones diabéticos de la cepa BALB/cByJ el estrés provoco
alteraciones mas tempranas sobre la proliferacion linfocitaria probablemente mediadas
por el aumento en la glucemia. En cuanto al efecto sobre la cepa C57BIl/6J, solo se
encontré un aumento en las glucemias sin estar presente la alteracion en el sistema
inmune. Luego se analizé el efecto de altas concentraciones de glucosa sobre la
actividad linfocitaria normal. Las mismas afectaron directamente la proliferacion y

condujeron a la muerte celular sobre los linfocitos provenientes de la cepa BALB/cByJ,
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mientras que en linfocitos provenientes de la cepa C57BI/6J la glucosa 1 g% no tuvo
efecto. EI mecanismo que estaria implicado en los efectos deletéreos de la alta
glucosa seria el aumento en el estrés oxidativo.

Por otro lado, existen evidencias clinicas en las cuales los pacientes con
diabetes, al optimizar el control de la glucemia, mejoran la funciéon inmune. Aunque la
extrapolacion de este trabajo a los pacientes afectados por la patologia diabética se
debe manejar con precaucién, se puede sugerir que la exposicion a altas
concentraciones de glucosa podria conducir a una disminucién en la proliferacion
linfocitaria y a un aumento en la muerte celular. Por ende podemos sefialar a la
hiperglucemia como wun factor importante que contribuiria al estado del
inmunosupresion observado en los pacientes con diabetes. Sin embargo se debe tener
en cuenta que la base genética puede condicionar la evolucion de los pacientes con
diabetes frente a un proceso infeccioso lo que sugiere que es necesaria una medicina

mas personalizada, mas dirigida y adaptada a cada paciente en particular.
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En ratones BALB/cByJ:
e La diabetes indujo:
» Disminucién en la produccion de anticuerpos de tipo IgG al mes de
inducido el estado diabético.
» Disminucion en la produccion de anticuerpos de tipo IgM a los seis
meses de inducido el estado diabético.
» Disminucién de la respuesta proliferativa a los seis meses de inducido

el estado diabetico.

e La exposicién al CMS luego de la induccién de la diabetes indujo:
» Disminucion en la respuesta proliferativa a partir de 2da y 5ta semana
de CMS para linfocitos T y B respectivamente.

» Aumento en catecolaminas.

A\

Correlacion negativa entre glucemia y proliferacion.

» Correlacién positiva entre catecolaminas y glucemia.

e Laincubacion de linfocitos normales con alta glucosa provoco:
» Disminucion en la viabilidad y aumento en la apoptosis.
» Disminucién en la respuesta proliferativa.

» Aumento en el estrés oxidativo.

>

Disminucioén en la capacidad antioxidante total.

En ratones C57BI/6J:
e La diabetes indujo:
» Disminucion en la produccién de anticuerpos de tipo IgG a los seis

meses de inducido el estado diabético.

e La exposicion al CMS luego de la induccion de la diabetes no indujo:
» Cambios en la respuesta proliferativa.

» Cambios en corticosterona y catecolaminas.

e Laincubacion de linfocitos normales con alta glucosa
no provoco:
» Cambios en la viabilidad y en la apoptosis.
» Cambios en la respuesta proliferativa.

» Cambios en el estrés oxidativo.
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Indujo:

» Aumento en la capacidad antioxidante total.

De acuerdo a los resultados obtenidos podemos concluir que en el raton
BALB/cByJ la diabetes produce un aumento en la glucemia que induce una
disminucion en la respuesta inmune. Cuando el raton diabético es expuesto a CMS, se
observa un aumento en las catecolaminas que conllevaria a un aumento aun mayor en
la glucemia con un deterioro mas temprano en la respuesta inmune. Cuando se
estudi6 el efecto de la alta glucosa sobre la actividad linfocitaria normal, encontramos
que la misma induce una disminucién en la capacidad antioxidante total que genera un
aumento en ROS y en TBARS, provocando un aumento en la apoptosis, disminucion
en la viabilidad y en la proliferacion linfocitaria. Asimismo, la alta glucosa podria
generar un aumento en los niveles de metilglioxal, el cual no podria ser metabolizado
en su totalidad por los niveles de GSH presentes (figura 38, panel A).

En los ratones C57BI/6J, la diabetes produce un aumento en la glucemia pero
sin generar la disminucion en la respuesta inmune. Cuando el ratdon diabético es
expuesto a CMS, se observa un aumento aun mayor en las glucemias que podria
estar provocado por un aumento en las citoquinas tipo Th1. Cuando evaluamos el
efecto de la alta glucosa sobre la actividad linfocitaria normal, observamos que la
misma induce un aumento el la capacidad antioxidante total, evitando el aumento en
ROS y en TBARS, evitando los efectos deletéreos sobre los linfocitos. Asimismo, la
alta glucosa podria generar mayores niveles de metilglioxal que seria metabolizado

por los mayores niveles de GSH (figura 38, panel B).

128



CONCLUSIONES

BALB/cByJ
Y A
N
V¥ Rta inmune =
l—’ffglucemia/v

/

fcatecolaminas

Alta
glucosa

J\fMetilglioxal ? sxsp GSH

o7 TAC
* l {Viabilidad
\ * ROS _»*Apoptosis
*TBARS *Proliferacién

C57Bl/6J

Diabetes

Rta inmune

4citoquinas Th1 ?

Alta
glucosa

AMetilglioxal %---»GSH

A, 4TAC
vt \ f = Viabilidad
= ROS = Apoptosis
= TBARS = Proliferaciéon

Figura 38: Esquema del modelo propuesto.

Panel A: Modelo propuesto para la cepa BALB/cByJ. Panel B: Modelo propuesto para la cepa C57BI/6J.
TAC: capacidad antioxidante total; ROS: especies reactivas del oxigeno, TBARS: especies que
reaccionan con el acido tiobarbiturico; GSH: glutation reducido.
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