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RESUMEN

En este trabajo se estudi6 el papel del fac-
tor de crecimiento similar a la insulina tipo
I (IGF-I) como factor modulador del estrés
inducido por una restriccion proteica en la
dieta, en linfocitos T de bazo de rata. Se
encontrd que la restriccion proteica dismi-
nuye el peso corporal en un 15%, el peso
del bazo en un 32 % y la poblacion total de
linfocitos T enun 42 % . Igualmente, se ob-
servo en la poblacion restringida un incre-
mento en los porcentajes de las subpobla-
ciones T-CD4, T-CDS y linfocitos B, y
una relacion T-CD4/T-CD8 disminuida,
lo que sugiere una funcién inmune afecta-
da por la malnutricién. También se hall6
que los cultivos de linfocitos provenientes
de bazo de ratas en restriccion proteica
presentan menor proliferacion que los pro-
venientes de ratas bien alimentadas; dicha

proliferacion se incrementa al adicionar
IGF-I de manera dependiente de la dosis.
Esta respuesta depende, también, del con-
tenido de proteina en la dieta, observando-
S€ una mayor y mas pronta respuesta a
IGF-I en el grupo bien nutrido. La conca-
navalina A incrementd, igualmente, la
proliferacion en ambos grupos de anima-
les, y al combinarla con IGF-I se presentd
un sinergismo en la respuesta. En este tra-
bajo se encontrd, también, que la restric-
cion proteica incrementa la apoptosis de
los linfocitos T, y que la adicion de IGF-I
logra proteger dichas células de la apopto-
sis soportando el papel inmunomodulador
de esta hormona en estrés nutricional.

Palabras clave: factor de crecimiento
similar a la insulina tipo I (IGF-I), finfo-
citos, restriccidn proteica, apoptosis, in-
munomodulador.
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ABSTRACT

In this work we studied the role of Insu-
lin-like Growth Factor-I (IGF-I) as stress
modulator in spleen T-lymphocytes from
protein restricted rats. In protein restric-
tion we found 15 % lowered body weight,
32% lowered spleen weight and a reduc-
tion of 42% in total T-cell population.
Also, increased percentages of T-CD4,
T-CD8 and B cell populations and lowe-
red T-CD4/T-CDS8 ratio was observed,
suggesting an impaired immune function
due to malnutrition. Cultures of spleen
T-lymphocytes from protein restricted
rats showed less proliferation than the
ones from well fed rats, this proliferation
was increased after the addition of IGF-I
in a dose depending manner. This answer
depends, also, from the protein content of
the diet, since the well fed animals sho-
wed a higher and faster answer. Concana-
valine A, also, increased proliferation in
both groups of rats and when combined
with IGF-I a synergistic answer was
found. In this work we also found that
protein restriction increased apoptosis of
T-lymphocytes, and the addition of IGF-I
helped in the recovery of those cells sup-
porting the immunomodulator role of
IGF-I in nutritional stress.

Key words: Type I Insulin-like
Growth Factor (IGF-I), lymphocytes,
protein restriction, apoptosis, immuno-
modulator.

RESUMO

Neste trabalho foi estudado o papel de
Factor de Crescimento Similar a Insulina
Tipo I (IGF-I) como factor modulador do
stress induzido por uma restri¢ao proteica
em linfécitos T de baco de rato. Encon-
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trou-se que a restricao proteica diminui o
peso corporal em 15%, o peso do baco
dos animais em 32% e a populagdo total
de linfocitos T em 42%. Igualmente, se
observou uma alteracao nas percentagens
das subpopula¢des T-CD4, T-CDS e lin-
focitos B, e uma relacio T-CD4/T-CD8
diminuida que sugere uma funcdo imune
afectada pela ma nutri¢do. Foi encontra-
do que os cultivos de linfOcitos prove-
nientes do bago de rato em restricao pro-
teica apresentam menor proliferacao que
os provenientes de ratos bem alimenta-
dos; dita proliferacdo incrementa ao adi-
cionar IGF-I de maneira dependente da
dose. Esta resposta depende, também, do
conteddo de proteina na dieta, observan-
do-se uma maior e mais rapida resposta a
IGF-I no grupo bem nutrido. A concava-
lina A incrementou, igualmente, a proli-
feracdo em ambos grupos de animais, e
ao combind-la com IGF-I apresentou-se
um sinergismo na resposta. Nesta investi-
gacdo também foi encontrado que a res-
tricao proteica incrementa a apoptose dos
linf6citos T e que a adi¢cdo de IGF-I per-
mite proteger estas células da apoptose
dando suporte ao papel imunomodulador
desta hormona em stress nutricional.

Palavras-chave: factor de crescimen-
to similar a insulina tipo I (IGF-I), Linf6-
citos, restricdo proteica, apoptose, imu-
nomodulador.

INTRODUCCION

Los factores de crecimiento similares a la
insulina tipo I (IGF-I) y tipo II (IGF-II)
son péptidos estructuralmente relaciona-
dos con la insulina. Las concentraciones
de IGF-I en la sangre estin controladas
por la hormona de crecimiento (GH) y
por cambios en el estado nutricional (1).
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Su funcién es mediada por el receptor de
membrana (IGF-IR), altamente es-
pecifico, asociado con tirosina quinasas
intracelulares (2). En células de 6rganos
linfoides se ha evidenciado, a través de ci-
tometria de flujo, la existencia del
IGF-IR, planteando su posible regulacion
en la funcién del sistema inmune (3, 4).

Una de las funciones principales del
IGF-I es la supervivencia e inhibicién de
la apoptosis (muerte celular programa-
da), a través de vias de sefializacion de su
receptor que involucran a la via PI3K/Akt
(fosfatidil-inositol 3  quinasa/proteina
quinasa B), la cual desempefia un papel
importante en la prevencion de la apopto-
sis en muchos tipos de células incluyendo
linfocitos T (5). Aunque los efectos del
IGF-I sobre el desarrollo de las células T
no estan bien caracterizados, se ha de-
mostrado que las células T timicas proli-
feran en respuesta al IGF-I, antes de res-
ponder al estimulo por citoquinas,
protegiéndose de la apoptosis (6, 7).

Algunas investigaciones han mostrado
que el estrés nutricional induce cambios
moleculares en el eje local GH/IGF-I en
varios organos linfoides. La restriccion
proteica lleva a un incremento en la ex-
presion de los receptores de GH e IGF-1
en diferentes poblaciones linfocitarias,
interpretandose esto como una activacion
del eje GH/IGF-I para compensar los
efectos deletéreos de la desnutricion so-
bre el sistema inmune y preservar la ho-
meostasis del tejido, revelandose, de esta
forma, una nueva funcion para estas hor-
monas en la adaptacion al estrés nutricio-
nal (8, 9).

El presente trabajo busca demostrar
que, en condiciones de estrés nutricional

proteico, el IGF-I estimula células linfoi-
des, involucrando efectos antiapoptéticos
y proliferativos.

MATERIALES Y METODOS

Animales

Se emplearon ratas Wistar macho (n =
16) de 7 semanas de edad y un peso pro-
medio de 107 g, obtenidas del Bioterio de
Experimentacion del Departamento de
Farmacia de la Universidad Nacional de
Colombia, las cuales fueron ubicadas en
jaulas individuales y mantenidas bajo
condiciones controladas (ciclos de luz/os-
curidad de 12/12 horas y temperatura
constante de 23 °C), en las instalaciones
de dicho bioterio.

Dietas

Las ratas fueron alimentadas con dos die-
tas isocaloricas (3,7 kcal/g) de diferente
contenido de proteina: 0% o carente de
proteina (ICN Biomedicals, Inc.) y 12%
o con contenido normal de proteina (Nu-
trir S.A..), la cual se tom6 como dieta con-
trol. Después de tres dias de adaptacion
con la dieta control, los animales fueron
distribuidos aleatoriamente en dos grupos
(n = 8) y alimentados con la respectiva
dieta de estudio durante diez dias, con li-
bre acceso al alimento y al agua.

Reactivos

Concanavalina A (Sigma), IGF-I (Gro-
pep), RPMI-1640 (Sigma), buffer de li-
sis (NH,CI 150 mM, EDTA 0,1 mM,
NaHCO; 10 mM (Pharm lyse BD, Bios-
cience), etoposido (Sigma), DMSO
(Carlo Erba), anticuerpos monoclonales
para rata (BD Bioscience), yoduro de
propidio (Sigma), MTT (bromuro de
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3-(4,5-dimetil-2-tiazol)-2,5-difeniltetra-
zolio) (Sigma).

Consideraciones éticas

Los protocolos y procedimientos quirdr-
gicos cumplieron con las normas de utili-
zacion y manejo de animales de experi-
mentacion del Bioterio del Departamento
de Farmacia de la Universidad Nacional
de Colombia.

Sacrificio y extraccion de linfocitos

Al finalizar el periodo experimental, los
animales fueron sacrificados por disloca-
cién cervical y los bazos removidos, pe-
sados y colocados en medio RPMI-1640.
Las células del bazo fueron extraidas por
perfusion y los eritrocitos eliminados con
buffer de lisis en dilucion 1:10. Después
de centrifugar a 1000 rpm durante 5 mi-
nutos, los linfocitos fueron resuspendidos
en medio RPMI-1640 suplementado con
L-glutamina (1 mM), BSA (0,1%), citra-
to de sodio (0,6%), penicilina-estrepto-
micina (100 U/ml), determinando la via-
bilidad celular en el hemocitometro
mediante exclusion con azul de tripan.

Identificacion de las subpoblaciones
celulares

Las células del bazo de ratas (5 x 10° por
tubo), provenientes de los dos grupos die-
tarios y obtenidas al momento del sacrifi-
cio, fueron marcadas mediante incuba-
cion por 1 h con los siguientes anti-
cuerpos monoclonales para rata: anti-
CD4-PE (ficoeritrina) para linfocitos
T-CD4 o T ayudadores, anti-CD8-
PERCP (peridina clorofila) para linfoci-
tos T-CD8 o supresores citotoxicos,
anti-CD3-FITC (isotiocianato de fluores-
ceina) para linfocitos T totales y
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anti-CD45-FITC para linfocitos B. Las
subpoblaciones celulares fueron evalua-
das por citometria de flujo (citometro de
flujo Beckton Dickinson) (10).

Evaluacion de la proliferacion celular

Después de incubar linfocitos extraidos
del bazo de rata de cada grupo dietario,
por 1 h en medio RPMI - 1640 suplemen-
tado con L-glutamina, penicilina-estrep-
tomicina, las células se colocaron en pla-
cas de 96 pozos (2 x 10° cel/pozo) en
presencia de estimulos mitogénicos como
concanavalina-A (2 ug/ml), IGF-I (10
nM) o mezcla de estos e incubadas a 37
°Cy 5% CO, durante 24, 48 y 72 h. Pos-
teriormente se realizd la reaccion de
MTT (0,5 mg/ml) (3) durante la noche,
pasada la cual los cristales de formazan se
diluyeron en DMSO y se realizaron lectu-
ras de absorbancia a 570 nm (lector de
microplacas Biorad, modelo 540). Para
cada tiempo evaluado se colocd un con-
trol de células sin estimulo, el cual sirvid
de referencia para calcular los porcenta-
jes de proliferacion en cada caso.

Evaluacion de la apoptosis

Linfocitos provenientes de bazos de ratas
bajo los dos regimenes nutricionales (1 x
10° células/pozo), se colocaron en placas
de 24 pozos en presencia o no de IGF-I
(10 nM y 50 nM) y se incubaron durante
24 y 48 h, tiempo al cual se determind el
estado apopto6tico de las células por medio
de una incubacion de 30 s con yoduro de
propidio (1 ug/ml) y andlisis por citome-
tria de flujo (11); el mismo anilisis se rea-
liz6 para el control con etopdsido (50
uM), inductor conocido de apoptosis,
que genera muerte celular programada
sobre linfocitos luego de incubacion con
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las células de ambos grupos nutricionales
por 5 h, tiempo suficiente para que el eto-
posido provoque alrededor del 90% de
apoptosis en los linfocitos (12).

Analisis estadistico

Los resultados se analizaron por
ANOVA. Las diferencias entre medias
individuales se estimaron usando una
prueba t. Un valor de P < 0,05 se consi-
der¢ estadisticamente significativo.

RESULTADOS Y DISCUSION

Estudio del efecto de la restriccion
proteica en ratas

Efecto sobre el peso corporal, peso del
bazo y linfocitos totales

El protocolo experimental desarrollado
bajo condiciones controladas y suminis-
trando dietas isocaldricas para asegurar
un estrés netamente proteico, mostrd una
pérdida de peso corporal del 15% en los
animales alimentados con dieta del 0% de

proteina, significativamente diferente (P
< 0,05) comparado con los animales ali-
mentados con dieta del 12% de proteina,
los cuales incrementaron su peso en un
30%. Igualmente, la restriccion proteica
disminuyd el peso del bazoenun32% y el
numero de linfocitos totales en un 42%,
cifras de disminucion significativa (P <
0,05) respecto al grupo bien nutrido (Fi-
gura 1), tal como se habia reportado pre-
viamente (13).

Efecto sobre las subpoblaciones
celulares

Los linfocitos son producidos principal-
mente en Organos linfoides primarios
como timo y médula 6sea. El bazo se con-
sidera un 6rgano linfoide secundario jun-
to con los ganglios linfaticos. El efecto de
la restriccion proteica sobre células lin-
foides se evidenci6 no sélo con la dismi-
nucion en la cantidad total de linfocitos
sino también con variaciones en los por-
centajes de las subpoblaciones celulares
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Figura 1. Efecto de la restriccion proteica sobre el peso corporal (panel A), el peso del bazo (panel B) y el ni-
mero de células linfoides (panel C). Los datos son presentados como el promedio + SEM de ocho réplicas. * p

< 0,05 comparando con la dieta del 12%.
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comparado con las células provenientes
de los animales control. El porcentaje de
células T-CD4, T-CDS8 y células B pre-
sentd un incremento en respuesta a la res-
triccién proteica, como se observa en la
figura 2A, comparado con las subpobla-
ciones de los animales alimentados con
contenido normal de proteina, posible-
mente como reaccion del organismo a la
malnutricion para mantener un equilibrio
en su sistema inmune, ya que los linfoci-
tos que presentan en su membrana la mo-
lécula CD4 ayudan a otros linfocitos T a
producir citoquinas y a estimular a los lin-
focitos B a generar mas anticuerpos, y
gracias a los CD8 la inmunidad celular
ataca y destruye directamente células ma-
lignas (14).

Sabiendo que una funcién inmune nor-
mal se caracteriza por una relacion
CD4/CD8 mayor que la que presentan
animales inmunosuprimidos, en este ex-
perimento se pudo comprobar que la res-
triccion proteica afecta al sistema inmune
ya que dicha relacion en los animales res-
tringidos es menor, lo cual indica que po-
siblemente las células CD4 no se estan di-
ferenciando en el timo llevando a un
incremento en el porcentaje de células
CD8 (Figura 2B).

Efecto del IGF-I sobre la
proliferacion celular de linfocitos
T de bazo de rata

Como se observa en la Figura 3, el IGF-I
ejerce un efecto proliferativo sobre los
linfocitos pero su accidn depende del con-
tenido de proteina, ya que en los diferen-
tes tiempos (24, 48 y 72 h) se presenta una
mayor proliferacion para las células pro-
venientes de animales con 12% de protei-
na en la dieta que para las provenientes de
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Figura 2. Estimacion de los porcentajes de subpo-
blaciones linfocitarias (panel A) y de la relacion
CD4/CD8 (panel B) en los dos grupos dietarios.
Los resultados obtenidos por citometria de flujo son
presentados como el promedio + SEM de cinco ré-
plicas. * p < 0,05 comparando con la dieta del
12%.

ratas sometidas a restriccion proteica.
Investigaciones previas han demostrado
que los niveles circulantes de IGF-I dis-
minuyen por reduccion de la proteina en
la dieta (13); por esto al estimular con
IGF-I, linfocitos en cultivo provenientes
de ratas sometidas a restriccion proteica,
no se observo efecto proliferativo a las 24
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h ya que este tiempo es empleado por las
células para adaptarse a nuevas condicio-
nes y proliferar posteriormente ante el es-
timulo.

En la Figura 3 se observa que la méaxi-
ma proliferacion se alcanz0 a las 48 h con
los diferentes estimulos en los linfocitos
de ambos grupos de animales, y alas 72 h
hubo una disminucion de tal efecto; tam-
bién se observo el efecto proliferativo de
la Con A, del IGF-1 y el efecto sinergisti-
co que logra la mezcla de estos mitoge-
nos. En las células de los animales some-
tidos a restriccion proteica es posible que
debido a la mayor expresion de recepto-
res de IGF-I en su membrana, al ser esti-
muladas con este ligando después de un
periodo de adaptacion, la proliferacion se
incremente de forma mas pronunciada
que cuando se tienen niveles circulantes
normales de IGF-I, lo cual explicaria lo
que se observa en la figura.

Segtin los resultados obtenidos se pue-
de afirmar que la restriccion proteica dis-
minuye la proliferacion de los linfocitos
T, puesto que las células con un contenido
normal de proteina alcanzan mayores
porcentajes de proliferacion ante los dife-
rentes estimulos.

La restriccion proteica causa un retar-
do en la reaccion de las células ante el
IGF-I, necesitando un tiempo de adapta-
cién de 24 h, para luego presentar una
proliferacion ante el estimulo, por lo que
es posible que organismos desnutridos
tengan problemas en la proliferacion de
los linfocitos T, y por ende su respuesta
inmune se vea disminuida. Otros traba-
jos han considerado la posibilidad de que
este retardo sea del ciclo celular de los
linfocitos T, y por consiguiente las célu-
las de animales en restriccion proteica
tardan mas en concluir el proceso de mi-
tosis (3).
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Figura 3. Efecto de la restriccion proteica sobre la proliferacion celular. Se emplearon 2 x 10° células por
pozo incubadas a diferentes tiempos. Los datos son presentados como el promedio + SEM de tres réplicas. “p
< 0,05 comparando Con A e IGF-I; bp < 0,05 comparando con la dieta del 12%.
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Efecto del IGF-I como agente
antiapoptotico en células de bazo de
ratas sometidas a estrés nutricional

La apoptosis de células T ha sido sugerida
como un mecanismo importante en la pér-
dida de la respuesta inmune efectiva, y un
amplio nimero de mecanismos alternati-
vos de apoptosis han sido definidos en cé-
lulas T de sangre periférica (15, 16, 17).

En el presente estudio se encontr6 que
las células de bazo de ratas sometidas a
restriccion proteica en un estado basal (al
momento del sacrificio) presentan mayor
apoptosis que las células provenientes de
animales alimentados con dieta del 12%,
como se observa en la Figura 4, donde se

muestran los diagramas de puntos obteni-
dos del analisis por citometria de flujo, en
los que la region 1 (R1, Figura 4A) repre-
senta la poblacion linfocitaria de interés; a
partir de ella se hace el anélisis para deter-
minar qué porcentajes de células tifien con
yoduro de propidio y a la vez con el fluoro-
cromo CD3-FITC, lo que se observa en el
cuadrante superior derecho de cada figura
e indica el porcentaje de células apopt6ti-
cas en ese momento. En la figura 4B se ob-
serva que para los linfocitos provenientes
de animales alimentados con dieta del 0%
se obtuvo 11,51% de células apoptdticas,
y para la dieta con contenido normal de
proteina 1,40% (figura 4C), lo que confir-
ma lo antes mencionado.
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Figura 4. Determinacién del porcentaje de células apoptdticas en estado basal (momento del sacrificio) en lin-
focitos de ambos grupos nutricionales, presentando un 11,51 % de células apoptdticas para linfocitos prove-
nientes de bazo de ratas desnutridas (4B) y un 1,40% para células provenientes de animales alimentados con

dieta del 12% (4C) (cuadrante superior derecho).
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La Figura 5 sefiala el comportamiento
de los linfocitos provenientes de los ani-
males en estudio, después de 24 horas de
incubacion con IGF-I en diferentes con-
centraciones (10 y 50 nM). La Figura 5A
muestra el comportamiento de los linfoci-
tos provenientes de animales sometidos a
estrés nutricional, después de 24 horas de
incubacion sin estimulo, presentando un
porcentaje de apoptosis de 6,13%. Al au-
mentar la concentracion del IGF-I la
apoptosis va disminuyendo pues se obser-
va que con una concentraciéon 10 nM de
IGF-I el porcentaje de apoptosis es 3,93 %
mientras que si la concentracion es 50 nM
en IGF-I, el porcentaje es 2,63%. En cé-
lulas provenientes de animales alimenta-
dos con dietas del 12% de proteina se en-
cuentra la misma tendencia aunque los
porcentajes de apoptosis son menores:
4,05 % de apoptosis para linfocitos sin es-

timulo, 2,53 % al adicionar IGF-I 10 nM
y 2,03% con IGF-I 50 nM (Figura 5B).
Este ensayo se realiz6 también a las 48 h.

Enla Figura 6 se representan los resul-
tados de porcentaje de apoptosis obteni-
dos por citometria de flujo a las 24 y 48 h
de incubacion en presencia de cantidades
variables de IGF-I. Para linfocitos prove-
nientes de animales con dieta del 12%, la
apoptosis en condiciones basales (1,4 %)
(Figura 4) es menor que la obtenida a las
24h (2,03% + 0,56) y 48 h (3,72% +
0,34) en células estimuladas con IGF-1 50
nM (Figura 6), lo cual lleva a pensar que
al estimular los linfocitos, mas que una
disminucion de apoptosis ocurre una re-
cuperacion celular.

Los linfocitos provenientes de animales
sometidos a restriccion proteica presentan
mayor apoptosis que los linfocitos de ani-
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Figura 5. Evaluacion de apoptosis a 24 h. A. Andlisis del estimulo bajo diferentes concentraciones de IGF-I
(10y 50 nM) en células provenientes de animales con dieta del 0% de proteina, en las que se observa el efecto
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los mismo estimulos.
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males con 12% de proteina en la dieta, lo
cual nos indica que la desnutricion en estos
animales causa no solo un retardo en la
proliferacion de las células T del sistema
inmune ante el IGF-I, sino que ademas
provoca un mayor porcentaje de células
apoptdticas. A las 48 h el porcentaje de
apoptosis aumenta tanto para células pro-
venientes de animales alimentados con
dieta del 0% de proteina (10,94% =+
0,671) como para células de la dieta del
12% (8,31% + 1,43); al estimular con
IGF-I, a las 48 h se observa una disminu-
cion significativa en dicho porcentaje a
mayor concentracion de IGF-I (Figura 6).

El sistema endocrino participa en va-
rias vias de regulacion a través de la ac-
cion de IGF-I manteniendo la superviven-
cia y la inhibicién de apoptosis en células
T (6). En el presente estudio el IGF-I ayu-
da a la proliferacion tanto de las células

provenientes de animales con restriccion
proteica como de las células de animales
con dieta del 12% de proteina, ademas de
disminuir los porcentajes de apoptosis
para linfocitos T en cultivos provenientes
de ambos regimenes nutricionales. La in-
hibicion de la apoptosis por IGF-I es de-
pendiente de su concentracion, ya que,
como se observa en la Figura 6, las célu-
las apoptéticas disminuyen con el aumen-
to de concentracion de IGF-I en el medio.

En conclusion, en este trabajo se en-
contr6 que la restriccion proteica no sélo
afecta el peso corporal y el peso del bazo
de los animales, sino que también altera
la funcion del sistema inmune, en razon
de que el nimero de linfocitos totales se
ve disminuido afectando su capacidad
proliferativa y aumentando su actividad
apoptotica; asi mismo los porcentajes de
las subpoblaciones linfocitarias se incre-

_ 24h
14 N

48h

12

% de apoptosis

0 12

Contenido de proteina en la dieta (%)

Control
B IGF-1 10 nM
OIGF-I 50 nM

Figura 6. Efecto del IGF-I sobre la apoptosis a 24 y 48 h de incubacion para linfocitos provenientes de anima-
les con dieta del 0% y 12% de proteina. Se representan los resultados obtenidos por citometria de flujo, los

cuales corresponden al promedio + SEM de tres réplicas.

ab.c.dy < (0,05 comparando los controles a 24 y 48h

para los provenientes de animales con dieta del 0% y 12 % de proteina. C’f”fp < 0,05 comparando a las 48 h el
control con los estimulos con IGF-I (10 y 50 nM), para los de dieta del 0% de proteina.
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mentan cuando se provoca un estrés nutri-
cional comparado con los obtenidos para
animales alimentados con dieta del 12%
de proteina . En estas condiciones el esti-
mulo con IGF-I logra contrarrestar di-
chos efectos de manera dependiente de la
dosis, manifestandose asi el papel inmu-
nomodulador de este factor en condicio-
nes de estrés nutricional.
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