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Surface cellular antigens of leukocytes, lymphocytes and corresponding sub
populations have been analysed by using monoclonal antibodies marked with fluo
rescein (PITC), parallel to those marked with phycoerythrin (PE). Cortisol and
ACTH plasmatics have also been determined through RIA, on two samples at 8am.
and 8pm. During this twelve hour evolution, a highly significant dependence of the
leukocytes, T, T4 and T8 lymphocytes on the circulating ACTH has also been
found. In general during the experiment time leukocytes, lymphocytes and sub
populations, have experimented an increase which is significantly related to the pituitary
hormone secretion. The existence of this significant correlation establishes the pres
ence of a possible mechanism that connects the cellular immunity to determined
hypothalamus hormones.
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En varias ocasiones se ha demostrado la
existencia de vias reguladoras bidireccio-
nales entre los sistemas endocrino e in-
munologico. Son conocidos los trabajos in
vivo e in vitro que muestran relaciones en
tre los ejes hipotalamo-hipofisis-suprarre- 

* A quien debe dirigirse toda la correspondencia.

nal, hipotalamo-hipofisario-gonadal y de-
terminados aspectos de la respuesta in-
mune (1, 3, 6).

Los ritmos circadianos a que estan so-
metidas las hormonas adrenocorticales y
principalmente el cortisol, se han consi-
derado en alguna ocasion mecanismos re-
guladores de la inmunidad celular. Asi,
Kawate et al. (7), relaciond modificacio- 
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nes en las subpoblaciones linfocitarias T y
B de raton, con la concentracion de cor-
ticosterona presente en el plasma de los
animales estudiados. Miyawaki et al (10),
encontro cambios circadianos en subpo
blaciones linfocitarias humanas circulantes
y Pedersen et al. (12, 13), caracterizo en
experimentos in vitro, relaciones de los
glucocorticoides con las celulas NK, es-
tableciendo un efecto modulador por el
ejercicio.

La existencia de algunas discrepancias
en los resultados referentes a las tasas cir
culantes de los leucocitos y de sus sub
poblaciones a lo largo del dia, y las rela
ciones entre las mismas y el eje hipofisa-
rio-adreno-gonadal (5, 11, 14), ha hecho
plantearnos el presente estudio en el que,
apoyados en resultados preliminares pre-
vios, que demuestran diferencias a lo largo
de 12 h entre leucocitos, linfocitos y po-
limorfonucleares circulantes, tratamos de
confirmar las diferencias citadas entre al
gunas subpoblaciones linfocitarias y su
posible relacion con los niveles de cortisol
y ACTH.

Material y Metodos

Muestras. —Se han utilizado muestras
de sangre periferica de 18 voluntarios (11
hombres y 7 mujeres), de edades com-

fjrendidas entre 27 y 46 anos y sin pato-
ogia aguda o cronica demostrable en el

momento del estudio. Las muestras (6 ml)
han sido programadas a las 8 h y 20 h del
mismo dia, se han obtenido por puncion
de la vena de la flexura del codo y se han
recogido sobre 0,06 ml de EDTA tripo-
tasico 0,19 M, en tubos Vacutainer (Te
rumo Europe, Leuven, Belgica).

Reciientos celiclares. — El recuento de
leucocitos totales previo al analisis de sub
poblaciones, ha sido efectuado en un Con
tador de celulas Coulter S Plus II (Coulter
Electronics Ltd. Northwell Drive, Ingla-
terra).

Subpoblaciones linfocitarias. — Los anti-
genos celulares de superficie (tabla I), se
han detectado mediante anticuerpos mo-
noclonales (MoAbs), Beckton-Dickinson,
Mountain View, CA). Con el fin de dis-
criminar posible coexistencia de antigenos
de superficie diferentes en un mismo tipo
de celula, se han utilizado anticuerpos
marcados con fenilisotiocianato de fluo-
resceina (FITC) y, de forma paralela, anti
cuerpos marcados con ficoeritrina (PE).

El analisis se ha efectuado sobre celulas
mononucleares, aisladas previamente por
centrifugacion en Hypaque-Ficoll y ajus-
tadas a 8000 cel/ml en medio RPMI 1640
(Gibco, Grand Island, NY). Posterior-
mente, se han incubado durante 30 mi-
nutos a 4 °C, 50 pl de suspension de ce
lulas, con 5 pL de MoAb. Concluido el
periodo de incubacion las celulas se han
lavado 2 veces en tampon fosfato 0,15 M,
pH 7,2, se han fijado en formaldehido al
1 % en tampon fosfato de la misma mo-
laridad y pH, y se han analizado en un ci-
tometro de flujo FACscan IV (Beckton
Dickinson, Mountain View CA).

Determinaciones hormonales. — El cor- j
tisol y la ACTH plasmaticos se han me-
dido por radioinmunoensayos comerciales
(ICN Biochemicals, Inc. y Nichols Inst.),
con dosis minima detectable de 15 ng/ml
para cortisol y de 1 pg/mL para la ACTH.
Los coeficientes de variacion intra- e in-
terensayo medios descritos para dichos
metodos han sido de 5,9 % y 6,8 %
para cortisol, y de 3,1 % y 7,3 % para
ACTH.

Analisis estadistico. — La normalidad y
aleatoriedad de los datos estudiados han
sido comprobadas mediante los test de
D’Agostino y de Hart (citados en 9),
habiendo sido aceptadas las correspon-
dientes hipotesis nulas para alfa = 0,05. La
significacion de las diferencias entre los
valores medios de los recuentos de las po-
blaciones analizadas a las 8 h y 20 h se ha
estudiado mediante el test «t» de Student 
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para muestras apareadas. El analisis de la
dependencia entre las variables estudiadas,
se ha efectuado mediante el calculo del
coeficiente de correlacion simple de Pear
son.

Resultados

En la tabla II, recogemos los recuentos
y errores estandar de la media correspon-
dientes a los leucocitos, linfocitos y sub-
poblaciones estudiadas, que han sido

Tabla I. Anticuerpos monoclonales, utilizados en la
detection de antigenos de superficie linfocitarios y
consiguiente diferenciacion de subpoblaciones en

estudio.

Antigeno dif. (CD) Anticuerpo Cdlula definida

CD19 Leu12 Linfocito B
CD3 Leu4 Linfocito T
CD4 Leu3 Linf. T Helper
CD8 Leu2a Linf. T Supres.
C4 CD45 R- PD7 Linf. T4

Inducer-helper
HLA DR anti HLA DR Linf. B, Monocito

Linf. T activado
CD56 NKH-1 Celulas NK
CD25 IL-2R Linfocito

identificados mediante los anticuerpos
monoclonales que se recogen en la tabla I.
Los datos correspondientes a recuentos
celulares estan expresados en todos los ca-
sos en numero de celulas por mm3.

Analizadas apareadamente, las diferen-
cias entre las mediciones a las 8 h y 20 h,
aparecen como estadisticamente significa-
tivas las correspondientes a los recuentos
de leucocitos, linfocitos totales, linfocitos
T totales, T Helper (T4), T supresores
(T8) y T expresores de C4 (CD45 R-). No
se han encontrado diferencias entre la sub-
poblacion linfocitaria B. No son signifi-
cativas las diferencias entre celulas cito-
toxicas espontaneas (NK), ni entre las que
expresan antigenos de diferenciacion de
clase II (HLA DR), ni se dan modifi-
caciones en la expresion del receptor de
IL-2.

Analizadas las correlaciones entre las ta-
sas a las 8 y 20 h de cortisol y ACTH y el
numero de celulas circulantes, se ha en
contrado dependencia lineal significativa
(p < 0,01) entre los linfocitos T totales,
linfocitos T4, linfocitos T8 y ACTH me-
dida a los mismos tiempos; asimismo,
existe correlacion lineal (p < 0,05) entre
los niveles plasmaticos de la citada hor-
mona y los leucocitos y linfocitos de san-
gre periferica. No son significativas las co
rrelaciones con el cortisol.

Tabla II. Recuento de leucocitos. linfocitos y restantes subpoblaciones analizadas, a las 8 h y 20 h del dia.
Valores medics ± SEM por mm3, y significacibn estadistica de las diferencias entre los valores medios.

NS = no significative.

Cdlula 8h 20 h P

Leucocitos 7 206.2 ± 413.9 8 600.0 ± 473.0 < 0.005
Linfocitos tot. 2 887.0 ± 305.1 3 398.3 ± 267.8 < 0.005
Linfocitos B 313.8 ± 64.3 399.3 ± 104.0 NS
Linfocitos T 1 849.5 ± 234.4 2 272.5 ± 201.3 < 0.05
Linfocitos T4 778.2 ±118.5 1 009.4 ±118.0 < 0.05
Linfocitos T8 501.9 ± 63.9 661.9 ± 65.0 < 0.005
Linfocitos HLA-DR* 282.8 ± 61.3 513.2 ± 129.2 NS
Linf. receptor IL-2* 543.2 ± 98.3 724.4 ± 145.9 NS
NK 360.5 ± 45.2 327.0 ± 98.6 < 0.05
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Discusion

En el presente estudio se demuestran di-
ferencias significativas entre los recuentos
a las 8 h y las 20 h de leucocitos-linfocitos
y sus subpoblaciones T4 totales, T4 in-
ductores de cooperacion y T8, definidas
respectivamente mediante los antigenos de
diferenciacion CD4, C4 CD45 R-, y CD8
(15). Asimismo se establece la existencia
de correlacion lineal entre las tasas plas-
maticas a las 8 h y 20 h de la ACTH y las
de las citadas subpoblaciones. No aparece
ningun tipo de dependencia respecto del
nivel de cortisol circulante.

Los resultados son comparables con los
de otros autores (2, 8), coincidentes en la
falta de relacion entre numero de celulas
linfocitarias circulantes y glucocorticoi-
des, los anticuerpos empleados en la di
ferenciacion de poblaciones, y en el esta-
blecimiento de la dependencia entre sus
tasas circulantes y las de la ACTH.

La ausencia de correlacion significativa
entre las poblaciones linfocitarias y la evo-
lucion diaria de la tasa de cortisol plas-
matico, podria indicar una escasa inter-
vencion de la concentracion fisioldgica de
glucocorticoides en la regulacion de la tasa
circulante de leucocitos. Este plantea-
miento puede apoyarse en observaciones
de correlacion positiva cuando las concen-
traciones de glucocorticoides son elevadas
y no estan sometidas a ritmo circadiano,
ya sea debido a administracion terapeutica
(11) o a elevaciones inducidas por estres
(13).

La existencia de correlacion lineal sig
nificativa en los niveles de la ACTH plas-
matica y las poblaciones linfocitarias
estudiadas, apoyan la presencia de un
posible mecanismo que relacionaria la
respuesta inmunitaria celular con deter-
minadas hormonas hipotalamicas. La ine-
xistencia de diferencias significativas de
linfocitos B, a las 8 y 20 h, podria inducir
a localizar esta regulacion en las vias ti-
micas de activacion del linfocito T, que
podria estar mediada por receptores a pep- 

tidos opioides encontrados en poblaciones
linfocitarias (4), y confirmaria los resul
tados de Westley et al (16), que relacio-
nan niveles de MSH y numero de leuco
citos circulantes.

Res u men

Se analizan, en muestras procedentes de vo
luntaries sanos, antigenos celulares de super-
ficie de leucocitos, linfocitos y subpoblaciones,
mediante recuento diferencial por citometria de
flujo de celulas marcadas con anticuerpos mo-
noclonales unidos a fenil isotiocianato de fluo-
resceina y ficoeritrina. De forma paralela, se
determina, por RIA, cortisol y ACTH, a las 8
h y 20 h. Se muestran diferencias significativas
entre los niveles de leucocitos, linfocitos totales
y sus subpoblaciones T, T8 y T expresores de
C4 CD45 R-, asi como una correlacion signi
ficativa entre leucocitos, linfocitos T totales,
linfocitos T8 y ACTH circulante. Los resul
tados obtenidos apoyarian la existencia de un
hipotetico mecanismo que relacionaria la res
puesta inmunitaria celular con hormonas del
eje hipotalamo-hipofisario.

Palabras clave: ACTH, Cortisol, Leucocitos, Rit-
mos circadianos.
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