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IN'I'I'ODUCEION

Respuesta Inmune

El conjunto de reacciones específicas que se producen en un animal
cuando un material extraño se introduce en su cuerpo se conoce bajo la
demninación de Respuesta Innnne. Esta consiste en la producción de in
nnmoglobulinasespecificas y/o células específicamente reactivas, que
circulan en la sangre de un organisro vivo y pueden reaccionar específi
camentecon dicho material. Ccm)resultado de la reacción, el material
artraño puede ser inactivado (p.ej. toxinas bacterianas), muerto (p.ej.
organismos infectantes o células transplanbadas) y/o fagocitado por cé
lulas del reticulo endotelial.

El exito del proceso inmunese basa en la habilidad del organisno
vivo de reconecer por distintos medios,-que se trata de moléculas extra
ñas, no relacionadas con su propia estructura.

En general 1a respuesta inmunitaria que puede ser transferida de un
animal a otro por intermedio del suero de un dador previamente sensibi
lizado se denomina Respuesta Inmune Humoral, mientra que la que puede
ser transferida por células sensibilizadas de dicho dador, pero no por
su suero, se denanina Resgiesta InmuneMediadapor Células.

Sistema de células responsable de la igpuesta imnne

Linfocitos T, linfocitos By macrófafi

En el desarrollo de la respuesta irmuneintervienen células linfoi
deas que interaccionan de forma compleja; estas son: los linfocitos, cé
lulas portadoras de un sistema de reconocimento del Ag y los macrófagos
que son carentes de tal especificidad.

Los linfocitos a su vez se agrupan en dos clases diferentes según
sea el camino seguido durante su diferenciación. Estas clases se dencmi
nan B y T. las diferencias entre los mismosestán tanto a nivel de sus



funciones cano en la localización celular donde se ha operado su dife
renciación.

las células precursoras de los linfocitos T tienen su origen en te
jidos henatopoyéticos (saco vitelino, higado fetal y sangre en erbrio
nes, y médula osea en adultos) y de estos migran al timo. Alli las célu
las se diferencian para cumplir funciones imnnológicas especificas. Ul
teriornente, y luego de esta diferenciación operadabajo la influencia
del timo, los linfocitos T migranhacia otros órganos linfáticos perifé
ricos y/o circulan en la sangre y linfa del conducto torácico.

Estos linfocitos derivados del timo, son los responsables de los
distintos fenómenosinvolucrados en la imunidad mediada por células y
ade'násconstituyen el principal tipo de células relacionadas con la ac
tividad de otras células del sistena irmune (1-5) .

Los linfocitos B tienen un origen similar al de las células T, pe
ro etiste controversia con respecto al lugar de regulación de la dife
renciación de precursores de células B, a células B funcionales (6,
7), a pesar de ello está claro que la Bursa de Fabricius cumpleun pa
pel muy importante en el desarrollo de la linea B en aves (8) . En mami
feros sin amargo, no se ha podido identificar un órgano equivalente y
no existen evidencias fehacientes de que los tejidos linfoideos asocia
dos al aparato digestivo cumplanfunciones importantes cano tejido lin
foideo primario equivalente a la Bursa. Estos linfocitos son los precur
sores de las células formadoras de Abs.

Los linfocitos circulan continuamentepor la sangre hacia los teji
dos y estructuras linfoideas y de estos hacia la sangre. Puedenllegar
a los nódulos linfáticos migrandoa través de tejidos periféricos o di
rectanente desde la sangre. Puedensalir de la circulación a través de
la células endotélicas morfológicamenteespecializadas en las vénulas
postcupilares de los nódulos linfáticos y tanbién puedensalir a través
de capilares y pequeñosvasos del bazo y otros tejidos. Despuesde un
periodo variable de residencia en nódulos linfáticos o bazo, puedenvol
ver a la circulación directamente o via canales linfáticos y conducto to
rácico. Tanto los linfocitos B cano los T puedenrecircular, pero la re
circulación de los B es más lenta y tienden a ser más sedentarics en te
jidos hematopoyéticosy linfoideos. En linfa del conducto torácico.el 85%
de las células son linfocitos T.



Los macrófagos se originan en células precursoras de la médula 6
sea donde se diferencian, pasando luego al torrente sanguíneo. Los fa
gocitos mononuclearescirculantes se deraninan monocitos, mientras que
los macrófagos,de localización tisular, reciben distintas dencminacio
nes, según sea el órgano donde se los encuentra: células de Kupfer (hi
gado), células litorales (bazo), células reticulares (nóduloslinfáti
cos) , microglia (cerdaro) . Esta localización tisular es muyamplia ya
que presenta el misno grado de disperSión que el tejindo oonectivo. Im
su conjunto el sistena de macrófagostisulares recibe el narbre de sis
tana reticuloendotelial cuya función mejor conocida es la de ingerir y
degradar particulas extrañas.

Los macrófagos cumplen además funciones muy importantes en la ini
ciación y regulación de la respuesta irmune. Por un lado modulan la in
teracción entre linfocitos T, B y Ag, a través de la presentación del
Ag en forma altamente irmunogénica, y por otra parte secretan una varie
dad de sustancias muyimportantes para el desarrollo de la respuesta in
nune y otros procesos biológicos (9 -12) .

Propiedades funcionale_sde los linfocitos T

la pdalación de linfocitos T representa una clase heterogénea de
células imunoccmpetentes con una gran variedad de funciones innunológi
cas. mmionahnente puedendividirse en regulatorios y efectores.

Los linfocitos T regulatorios a su vez emprenden dos tipos: los
linfocitos T "ayudantes" o "helper" y los linfocitos T supresores.

los linfocitos T "helper" participan en la elaboración de la res
puesta imunitaria tumoral a ciertos Ags dencminadosT dependientes. E
sa participación se manifiesta caro facilitación de la producción de Abs
en términos de magnitud, clase y afinidad, asi cano tanbien calidad y
cantidad de la memoriaimmológica (13) .

Los linfocitos T supresores se definen funcionalmente cam aquellos
que actúan inhibiendo la transición de células B a células plasmáticas
secretoras de Abs. Pueden ser especificos de Ag o no. Esto es, pueden
activarse con un Ag y e]. efecto cbservarse con el misrroAg u otro (14,
15).

Los linfocitos T efectores comprendena su vez al grupo de linfoci



tos T citotóxicos, al grupo que participa en las reacciones del culti
vo mixto de linfocitos (MLR)y al de los mediadores de hipersensibili
dad retardada. El primer grupo se origina cuando se confrontan linfoci
tos T con células cuyos Agsde histocanpatJb ilidad son distintos a los
del linfocito. El linfocito se vuelve citotóxioo contra células que po
sean los Ags contra los que fue sensibilizado, o sea que adquiere la
capacidad de lisar a las misnas (16,17).

El segundogrupo participa de las reacciones que se originan cuan
dose cultiva una mezcla de linfocitos de distintos dadores. Luegode un
periodo de incubación adecuadolos linfocitos canienzan a proliferar og
moresultado de la diferencia entre los canplejos de histoccmpatibili
dad principal (18,19). mrante ese periodo se desarrollan linfocitos T
citotóxioos para célula que tengan los mismosAgsde histoccmpatibili
dad contra los cuales los linfocitos se han sensibilizado (Z)-22).

En cuanto a las células T que median la hipersensabilidad retarda
da, son linfocitos que luego de ser estinulados son capaces de excretar
mediadores biológicamente activos, de lo que resulta la acunulación de
células mononuclearesen la vecindad del Agestinulante, y, asociado
con esto, hay un aumento de la permeabilidad vascular (23-27) .

Propiedades funcionales de 1m linfocitos B

los precursores de células formadorasde Pbs derivan de linfocitos
de la serie B; sin eïbargo estos precursores difieren de varias maneras
en términos de propiedades funcionales, indicando un considerable grado
de heterogeneidad en su pdalación (28-33) .

Se puedendefinir sdapcblaciones funcionales de linfocitos B que
difieren en su relativa dependencia de células T. Dependiendode la es
tructura del Ag, la producción de Pbs puede requerir o no de la presem
cia de células T (34-41). Los Ags que no requieren de células T para
inducir la formación de A35 (Ags T independientes), generalmente pre
sentan unidades idénticas (42,43), unidas en una secuencia repetitiva
más o menos lineal, y provocan una respuesta de Ab predmtinantenente de

la clase IgM; puede haber adenás una producción marginal de IgG. No ob_s_
tante ello, en algunas respuesta de la clase IgMse ha denostrado la
participación de linfocitos T (44). Convieneusar la categoría de depeg



diente comorelativa, desde el punto de vista cuali y cuantitativo.
Se puedendefinir subpoblaciones funcionalmente diferentes de lin

focitos B usando criterios cano: distribución en tejidos y esquemade
migración; diferencia de tamañoy propiedades de adhesión; diferencias
en marcadoresde superficie; diferencia de reactividad a Ags y diferen

cia de sensibilidad a radiaciones ionizantes. Las diferencias se encuen
tran en general entre células de distinto estadio de maduracióno entre
células en reposo diferenciadas.

En 1a figura 1 se muestra un esquemade la diferenciación de célu
las linfocitarias.

Desarrollo de la respuesta inmune

El dogmacentral de la inmunología es la hipótesis de selección
clonal, según1a cual, en algún mto del desarrollo ontogénico, e
indepmdientemente del Ag, queda determinado que un linfocito responda
a un solo tipo de Ag. Esta propiedad es consecuencia de la existencia
de receptores especificos en la membranacelular. La interacción del Ag
oon su receptor iniciaria la activación de cada célula.

Los linfocitos B poseen en su superficie irnmrnglohilinas que son
los receptores para Ag, cuyos sitios de combinación con el mismoson i
guales a los de los Abs secretados. La especificidad para el Agde los
receptores y del Ab es también la misma (45) .

La naturaleza quimica de los receptores en los linfocitos T da lu
gar a controversias, pero aparentemente se trata de productos de los gg
nes de respuesta inmune, Ir, asociados genéticamente al complejo de his
toccmpatibilidad principal (46).

Cuandoun organismo es invadido por algún material extraño, puede
ocurrir comoresultado la proliferación y diferenciación de linfocitos
para convertirse en células efectoras en algún tipo de respuesta inmu
ne. Esto depende de la naturaleza y concentración del Ag, y de interag
ciones complejas entre linfocitos y macrófagos.

mando las células B se activan, se dividen y diferencian en blas
tos con abundante reticulo endoplásmico. Algunas pasan a ser células
plasmáticas; estas se quedan la mayorparte del tiempo en tejidos lin
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foideos y secretan gran cantidad de Abs que circulan por la sangre. Los

Abs posteriormente actuan en conjunción con otras células (p.ej. mach
fagos, mastocitos y basófilos) y algunas enzimas del suero (p.ej. can
ponentes del ccmplemento) proveyendo inmunidad contra muchos agentes
patógenos.

Otras permanecenccmocélulas de menoria. La producción de estas
células es un mecanisnopara la expansión del clon correspondiente y
permite a un individuo que ha sido apuesto una vez a un Ag, responder
más rápida y vigorosamente luego de una segunda exposición al misno Ag.

(Mandolas células T son activadas, proliferan y se diferencian a
blasto pero no desarrollan cantidades significativas de retIculo endo
plásnico. Estas células T secretan una serie de factores (linfokinas)
no especificas de Ag, ccmofactores de inhibición de la migración, fac
tores quimiotácticos, factores citotóxicos y mitogénioos, algunos de
los cuales estarían involucrados en la respuesta imune, y que partici
pan en las reacciones clásicas de irrmnidad celular tales cano: hiper
sensibilidad retardada, reactividad en transplantes y resistencia a la
infección mediada por células (47).

El desarrollo de la respuesta imune requiere interacción entre las
células participantes en las misnas. P.ej. interacción entre linfocitos
T en el desarrollo de inmunidadmediada por células e interacción entre
linfocitos B y T en el desarrollo de in'aunidad humoral. En anbas inter
vienen ademásmacrófagos y posiblemente factores secretados por las cé
lula involucradas.

Deacuerdo a las evidencias obtenidas hasta el mnento se han pos
tulado modelospara las interacciones celulares en el desarrollo de la
respuesta irmune (48).

Para la interacción entre células T en el desarrollo de la innuni
dad mediada por célula (Figura 2) se postula que después de reconocer
al Ag, el linfocito entra en un estadio en el que necesita de la parti
cipación de otro linfocito T "helper" para su pasterior diferenciación
a célula T efectora madura. Luegode la interacción entre ellas, que
puede ser por contacto directo entre las matbranas celulares , via media
dores solLbles, o anbas, se facilita la diferenciación de los precurso
res de linfocitos citotóxicos a células efectoras maduraso células de
mamria. Las células T supresoras pueden interferir en este proceso en
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en uno o más puntos. El macrófago además, excretaria factores biológi
camenteactivos que ejercerian efectos reguladores en el proceso.

Un esquemasimilar se propone para interacciones entre células B Y
T (Figura 3). En el caso en que el Ag sea un oonjugado portador-hapteno
el hapteno es reconocido por las células B y el portador por las T. La
presentación del Ag por el macrófago favorece la inducción de células T
"helper". El linfocito T podria tener un receptor para el ocmplejo for
madopor el portador más una molécula de la superficie del macrófago, o
tener un receptor específico para el portador e interaccionar a su vez
con una "molécula de interacción celular" (CI) del macrófago por otro
sitio.

Es posible tanbien que la célula T reconozca a1 Ag presentado por
una célula y tenga interacciones celulares con otra. Unavez activado el
linfocito T "helper", interactúa con la célula B específica para el hap
teno, (que ya interaccionó con los receptores presentes en su superfi
cie), y facilita la diferenciación a células efectoras maduras:células
plasmáticas secretoras de Abs o células de Historia.

La interacción puedeocurrir vía contacto celular directo o vía
factores solubles. Las células T supresoras tanbien pueden influir en
varios puntos. Se han identificado y caracterizado varias sustancias
biológicamente activas, derivadas de linfocitos y macrófagos, capaces
de influenciar la función de lm linfocitos. Se han encontrado factores

specificos y no especificos para Agque puedenejercer todos los efec
tos regulatorios que se considera que operan en el sistena imune. Sin
embargono es posible llegar a una conclusión sobre la importancia bio
lógica de mucl'nsde ellos.

En la interacción celular también influyen otras estructuras de la
membranacano algunos Ags de histooanpatibilidad, receptores de Fc y C3
etc., aumentandola canplej idad del prdalema. Aunasi, lo que m conoce
hasta el manento puede ser sólo una pequeña parte, ya que es probable
que la respuesta innune esté scmetida a un exquisito control Yaneostátí
co, de maneraque 1a interacción entre células linfoideas sea el pri
mer paso de una cascada celular, análogo a la cascada de enzimas que in
tervienen en la activación del ccmplenentoo la coagulación.
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lnmunosupresión

Ia irummsupresión es la prevención o reversión de respuestas inmu
nitarias establecidas. La disminuciónde respuesta immnitaria puede lo
grarse de una variedad de maneras, aunque la mayoria de los mecanismos

bioquímicos involucrados son desconocidos. Las formas de lograr tal dis
minución más conocidas son:

1- Alteración de células irmunoccmpetentespor medios no especifi
cos. Se puede esperar una disminución de la respuesta inmunitaria cano

consecuencia de 1a destrucción de un númerosuficiente de células linfoi
deas o por alteración funcional de células immnocompetentespor manipu
lación terapeutica.

2- Raroción mecánica de células linfoideas. La respuesta inmunita
ria puede suprimirse por remoción de órganos linfoideos primarios (timo
y Bursa de Fabricius o su equivalente) o secundarios (nódulos linfáticos
y bazo). La capacidad de producir respuesta puede anularse oanpletamente
o sólo producirse pequeñas anormalidades en la misma, dependiendo del a
nimal y su edad.

3- Radiación por rayos X. Muchascélulas linfoideas son particular

mente sensibles a irradiación. El tratamiento con rayos x destruye linfg
citos y células precursoras de la médula ósea suprimiendo de esta forma
el proceso inmune. Por supuesto el daño no es selectivo para células lin
foideas.

4- Supresiónfarmacológicade la Haydiversasdrogasque
se utilizan para modificar la respuesta irmune en individuos que han su
frido transplantes asi comoen una variedad de enfermedades innunológi
cas. En ¡nichos casos el mecanisno de acción es poco conocido, en parte
porque los caminos farmacológicos involucrados no están claramente defi
nidos y en parte por la oanplejidad de la reacción in vivo. la mayoria
actúa en varios puntos del proceso de respuesta inmune.

Los tipos de canpuestos másutilizados para reducir la reactividad
irmnnlógica son:

Esteroides adrenocorticales. A pesar de su uso desde hace dos déca
das su mecanisno de acción es todavía incierto (49). La oortisona y sus
análogos pueden inhibir la proliferación de un variado númerode tipos
de células incluyendoa las linfoideas. Los esteroides se unen a receptg
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res citoplasráticos y son transportados a receptores intranucleares, in_i_
ciándose la sintesis de RNAy proteinas. Esto es seguido por una inhibi
ción de 1a captación de moléculas pequeñas, una caida en la actividad de

polimerasa e inhibición de la sintesis de DNA,RNAy proteinas (50). Den
tro de las dos horas se producenuerte celular y lisis. Noobstante ello
algunas pcblaciones de linfocitos, células plasmáticas y células formado
ras de Pbs canpletamenbediferenciadas, son insensibles a los esteroides.

Antagonistas de purinas. Los más estudiados han sido azatioprina y
6-mercaptopurina (51). Estos agentes afectan primariamente la sintesis
de DNA(52), pero es prdaable que tengan además otros efectos debido a
los distintos regiltados dvtenidos deperdiendode la dosis y periodo de
administración.Suusoes bastantelimitadode)idoa su alta

Antagonistas del ácido fólico. Se conoce relativanente bien la ac
ción del metotrazato y aminopterina (S3). Su administración bloquea el
pasaje de ácido dihidrofólico a tetrahidrofólico, que a un paso escen
cial en muchos caminos metalfilicos, incluyendo sintesis de DNA,RNAy og
enzimasque contienen purinas. Sonpotentes inhibidors de la mitosis,
pero ademásde la inhibición de la dihidrofólioo reductasa, parecen te
ner efecto inminosupresor a traves de otros necanisrm .

Agentes alquilantes. Tienen un gran efecto scbre células en división
siendo a la par carcinogénicos y nutagénicos. Alteran el DNA,e inhiben
la sints is de RNAy proteinas. 1a ciclofosfamida ha sido la más usada.
Suprime las funciones de linfocitos T y B, pero es especialmente dañina
para linfocitos B (54) .

Antibióticos. Muchosantib ióticos alteran la reactividad inmunológi
ca, pero solo algunos han sido de utilidad. Estos incluyen: mitcmicina,
puranicina,‘ Actiranicina C y D, azaáerina y cloranfeniool.

La purcmicina, inhibe la sintesis de proteinas, a nivel de traduc
ción. Solo puedeusarse in vitro por su atrena toxicidad.

La mitanicina despolimeriza y causa entrecnizamientos oovalentes en
tre las cadenas de DNAe inhzbe su replicación. A mayores concentracio
nes, también afecta directamente la sintesis de RNAy proteinas, es ¡my
tóxico para ser usado clínicamente.

Las actincmicinas inhben la sintesis de RNAdependiente de INA. El
cloranfenicol inhzbe la sintesis de proteinas, tiene efecto no especifico
sdare la sintesis de Pbs. La azaserina que bloquea la sintesis de novode



parinas, se usa conjuntamente con análogos de purinas.
Otras drogas. Unagran variedad de drogas tienen efecto imunosu

presor, en general, inhibidores de la sintesis de DNA,RNAy proteinas,
ccmolos alcaloides de plantas, p.ej. colchicina; inhibidores de proteg
lisis, p.ej. ácido epsilon-aminocaproico;asparaginasa; salicilatos y
otras.

Esquenade los porbables sitios de acción de agentes
imunosupresores camnes

Lugar de acción Droga

Desarrollo de lesión infla
natoria no specifica.

Captación de Ag. Proce
samiento del Agy transfe
rencia al linfocito

Diferenciación y prolifera
ción de la célula innum
ocmpetente.

Producción de anticuerpos .

Acción del oanplenento y
desarrollo de lesiones in
flamatorias especificas.

Reoomcimiento inmnológico
mediado por célula y daño.

Esteroides adrenales. Anta
gonistas de purinas. Agentes
alquilantes.

Esteroides adrenales.
Antagonistas de purinas.

Esteroides adrenales. Anta
gonistas de purinas. Agentes
alquilantes.

Esteroides adrenalm . Anta
gonistas de purinas. Antago
nistas de ácido fólico. A
gentes alquilantes.

Esteroides adrenals .

Esteroides adrenales. Anta
gonistas de pirinas. Agentes
alquilantes.
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Sugesión de la respuesta irmunecon materiales biológicos

GlobulinaEtilinfocitica
la globulina anti linfocitos heterólogos es el inmmosupresor

más efectivo conocido hasta el nunento, pero los resultados sobre los
efectos de su administración en hunanoshan sido inconsistentes, debi
do a la variedad de condiciones en que ha sido aislada, purificada y
adninistrada. los componentesactivos son anticuerpos de la clase IgG,
que se producen cano respuesta a los antígenos de 1a nanbrana del lin
focito. Otros canponentes celulares también provocanla sintesis de an
ticuerpos antilinfocito.

las propiedades imunosupresoras están relacionadas con la capaci
dad de ambinarse especificamentecon antígenos de 1a Mana del lia
focito. El mecanism por el que 1a célula se afecta no es conocido (55).Wim:
Los anticuerpos anti imunoglcbulinas tienen efecto imnnosupresor,
probablementepor interferir con receptores de los linfocitos B.

Glicomteína °( 2
La fracción oc2 de suero normal tiene actividad imumsupresora.

Parte de esta actividad puedeexplicarse por 1a presencia en el extras
to de una ribonucleasa. Hayadanás alguna evidencia de que el efecto
puededeberse a 1a activación de linfocitos T supresores. Este imuno

supresor puede ser de gran importancia clinica debido a su baja toocici
dad.

Aimquese han logrado efectos beneficiosos en el tratamiento de
enfermedadesautoimunes y en la prevención de rechazo de injertos u
sando los imunosupresores quimicos y biológicos de que se dispone,
1a principal limitación de las terapaiticas es su disninucidn inespe
cifica de resistencia imnne, marcadodaño a órganos no linfoideos y
un aparente amm en la incidencia de neoplasias.
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Ciclnzslxwiu: A

Es un péptido cíclico neutro formadopor 11 aninoácidos, varios
de los cuales san no convencionales o nodificados. Su peso molecular

es 1203, es insoluble en agua, pero soluble en aceites, alcoholes y
otros solventes orgánicos. Basándoseen evidencias químicas, espectros
cópicas y cristalográficas se determinó la siguiente estructura (56):

CH3\/H

í/ \
H CH2

l

CH CH HO CH

\C3/H 3 \C!/-1\CH CH
I 2 CÏ3/CH3 3 I3

ÏH CIH3Í3H CH3l CIZHZ ÏH3
c H-3-N-CH-CO-N-CH-l — -C H-CO-N-CH- -N-CH2

I L L L ¡lg L LICO g é

CH3 | co

CH3>CH-CH5CH L I
N-CH3: É

I ° L 'ïl l- " L ¡"f L

0C—?H—rÏJ—CO-ClH-N—CO-CH-Iï-C-ïH-N-CO-P-i
CH3H CH3 CH2 CH3/{I CH2

H CH3CH3 ¿H/\
CH3CH3 CH3 CH3

Ciclosporina A



Se detectó ensayandola actividad inhibitoria de la producción de
Abs en ratones, de extractos de hongosde las especies Cylindrocarpon
lucidum Booth y Tricrndema polysporumRifai, en la División de Inves
tigación bédica y Biológica de Sandoz, Basilea (S7).

Debido a su baja toxicidad, ccmparadacon otros imnnosupresores,
se estudiaron extensivamente sus efectos farmacológicos en distintos
animales ( 57-60) .

l) Efecto scbre innunidad hurroral

Se determinó midiendo dos parámetros:
a) Acción sobre la cinética de células formadoras de Abs de las

clases IgMe IgGZ, en ratones tratados con una sola dosis de cyclospo
rina A en el mcmentode la inmunización.

b) Efecto sobre la formación de henaglutininas en suero de ratón,
en respuesta a glóbulos rojos de oveja, suministrando la droga al mis
mo tiempo de la imnmización.

En arrbos casos se encontró marcada inhibición. Ensayos posterio
res indicaron que para encontrar efecto inhibitorio, la droga debe 9.1
ministrarse poco antes, o dentro de las 24 horas después de la inmuni
zación. Ia respuesta secundaria de células formadoras de Abs también se
inhibe en ratón, cuando se lo trata con la droga antes y después de la
reinyección del Ag (eritrocitos de oveja). Nose cbtiene inhibición si
solo se lo trata después.

2) Efecto sabre formación de anticuerpos contra LPSen ratón

Ia respuesta a LPSen ratón atimico, puede tanarse cam un nndelo

en el cual están involucrados solo linfocitos B. Tratando ratones in v_i_
vo con cyclosporina A, no se consiguió inhibir la inducción de IgMpor
LPS. Tampocose inhibió la proliferación de células de bazo, estinuladas
por LPS. Esto sugiere que la droga no afecta a los linfocitos B.

3) Efecto scbre irmunidad mediada Er células

Se encontró que el tratamiento con cyclosporina A de ratas y rato
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nes sanetidos a injerto de piel, aunenta significativamente su sobrevi
da. Despuésde un tienpo de interrumpido el tratamiento los animales
oanienzan a tener sintcmas de la reacción injerto huesped (diarrea, a
lopecia, pérdida severa de peso). Si en este nanento se vuelve a sumi
nistrar la droga, su condición mejora notablemente.

Posteriormente se encontró una potente acción inrmnosupresora de
la droga en injertos de corazón en ratas y cerdos, y riñón en perros y
conejos (61,62) . suministrando la droga por varios días despues de rea_
lizado el transplante (hasta 4 semanas en conejos) , en forma oral o
por inyección intramuscular, se previno el rechazo por largos periodos
sin necsidad de ninguna otra terapia irmunompresora. Varios de los a
nimals todavá están vivos y con todas sus funciones normales.

Tanbién se ha transplantado con éxito médula ósea en ratas, usan

do ccnbinaciones donor-aceptor histoinccmpatibles, tratando a los ani
males con cyclosporina A durante 18 dias después del transplante (63).

4) Efecto scbre reacciones inflamatorias

Se encontró una fuerte disminuciónde los sintanas de poliartri
tisen ratas con artritis experimental inducida por adyuvantede Freund
a las que se suministró cyclosporina A oralmente durante varios días.

5) Efecto scbre órganos he_natopoyétioos

Se investigaron diversos parámetros en ratones tratados repetida

mente con cyclosporina A, para determinar su efecto sabre órganos hana
topoyéticos tales caro: númerode laicocitos, númerode trcnbocitos,

peso del bazo, rúnero de células de médula ósea, númerode células prg
cursoras y su capacidad proliferativa.

Ningunode los valores medida indicó alteración con respecto a
los normales, aun con dosis ancho mayores de las que producían inhibi
ción de la respuesta inmne.

Ins resultados cbtenidos denuestran que la droga tiene nuy baja
toxicidad.

En resumen, los resultados cbtenidcn hasta el manento, indicarian
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que la cyclosporina A actúa selectivamente en sistenas donde predomi

nan las células linfoideas. Tiene marcadaacción irmmosupresora en ng
delos experimentalm de imnnidad l'Iumoraly mediada por células y tam

bién presenta efectos antiinflamatorios en cuadros crónicos. Unacaras
teristica importante es su baja citotoxicidad. Aparentementeno tiene
ninguna otra acción fannacológica.

El hecho de no inhbir la formación de Pos contra LPS, indicaria
que no afecta a lm linfocitos B. Pareciera que solo altera linfocitos
T, y especificamente los pasos tempranosde 1a estinnlación de las cé
lulas :ermocanpetenta. Tal aseveración se basa en el trechode que p_a_
ra conseguir innunosupre ión el compuestoddae suministrarse durante
la fse de senSJbilización.

De cualquier forma, el mecanismode acción de este fármaco es ab
solutamente desconocido.



MATERIALESYMEIOIIDS

Cultivos

Purificación de linfocitos

los linfocitos se obtuvieron de sangre periférica rumana, por el
mtodode Ficoll-Hypaque (64), utilizándose para ello la interfase de
leucocitos que se datiene luego de centrifugar la sangre y separar los
eritrocitos y el plasma. Dicha interfase fue diluida en una solución

de KCl 0,2 g/l, KI-IZPO40,2 g/l, NaCl 8 g/l, Na2HP04.7H202,16 g/l(PBSA)
conteniendo heparina 10 u/ml, se agregó una solución de Dextrano T500

hasta una concentración de 1%y se dejó sedimentar a T ambiente duran

te 2 horas. De esta forma se consigue separar la mayoria de los eritrg
citos, que sedimentanprimero, y gran parte de los neutrófilos, que se
depositan sobre los eritrocitos en una capa amarillo-verdosa.

La fase superior que contiene el resto de los leucocitos y plaqug
tas fué centrifugada a 400xg 10 minutos a T ambiente. El sedimento fue
resuspendido en PBSA-heparinay se volvió acentrifugar por 10 mimitos
a 400xg. De esa forma se logró separar la mayoria de las plaquetas.

Se disteruyeron 40 ml de Ficoll-paque en 4 tlbOS oónicos. Se re
suspendió el sedimento de células en 40 ml de PBSA-heparina y se depo
sitan alicuotas de 10 ml en cada tubo, scbre el Ficoll-paque. Los tu
bos se centrifugan durante 30 minutos a 4wxg a T anbiente.

Enel interfase de las dos soluciones se encontraron las células

mononucleadasy en el sedimento el resto de los neutrófilos y los eri
trocitos contaminantes. La interfase fué lavada una vez con PBSAy una
vez con medio RPMI 1640.

El sedimento de linfocitos y mnocitos fue rmuspendido en medio
RPMI1640, conteniendo glutamina 2 n'M,estreptanicina 50 ug/ml, penici
lina 1.00u/ml y suero 10%, a una densidad no menor de 2,5 105 cél./ml
y no mayorde 1 106 cél./ml. De acuerdo al destino de lc: linfocitos,
se usó suero bovino, suero bovino fetal o suero equino.

El cultivo fué dividido en fracciones de aproximadamente¡no ml

que se colocaron en frascos de Erlermeyer estériles de 500 ml, y se i_n_
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cubaron en estufa a 37° con flujo de aire-CI)2 5%durante 2 horas. La
mayoria de las células adherentes quedaronpegadas al vidrio, y el so
brenadante conteniendo una población enriquecida en linfocitos T fue
transvasado a recipientes adecuados para cada experimento. En algunos
casos se usaron los cultivos incluyendocélulas adherentes.

La estimulación de los linfocitos se hizo utilizando PHApurifica
da 1 ug/ml. ConA 10 ug/ínl o M 1%v/v del liofilizado reoonstituido
según instrucciones del fabricante. Aveces se estinularon linfocitos
dejandoen cultivo durante varios dias linfocitos de distintos dadores.

Cultivo de células leucénicas de pacientes

Se obtuvieron sedimentando la sangre con dectrano T-500 1%, cen
trifugando el sobrenadante y lavando el sedimento con PBSA.Se culti
varon en RPMI1640 adicionado con suero fetal bovino 10%, glutamina

2 n'M,penicilina 100 u/ml y estrep'tanicirla 50 ug/ml.

Cultivo de líneas celulares

Las células K 562 ( mieloides eritroides l'unanas ) y ClA 4 (lin
foblastoides B rumanas), se cultivaron en mspensión en medio RPMI
1640 con 10%suero fetal bovino y las adiciones habituales.

Las células MEC-S(fibroblastos de pulmón, l'unanas) se cultiva
ron en monocapa en medio MEMcon suero bovino 10%.

Las células CBRF-HSB-Z(leucania linfoblástica hrnanas) , se cul
tivaron en suspensión en medio RPMIcon suero fetal bovino 10%.

Las células CH)y CID (HGPRr') (ovario de tamster Crisetulus gri
sais), se cultivaron en monocapaen medio F-12 y MEMqcon mero fe
tal havino 10%.

Las células 3T3 (clon A 31, BALB/cembrión de ratón), se culti
varon en monocapaen medio Eagle modificado por mlbecco con suero
havino 10%,al igual que las L, de tejido oonectivo de ratón.

Las células NB41A3(neuroblastana, ratón), se cultivaron en me
dio F-10 con 8,5% suero fetal bovino y 1,5% suero equino.

Estas células fueron obtenidas de A'KI: Washington-USA) y Clin_i_
cal Research Centre (Londres-Inglaterra) .
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Síntesis dc DNAy captación de precursores

La determinación dc sintesis de DNAse hizo incubando los linfo

citos por periodos de tianpo que variaron de 3 a 8 horas, con (3H-CH3)
timidina l uci/ml. Las células se oosecharon sobre filtros de fibra de
vidrio GF/C, se lavaron 2 veces con 'ICA5%frio y una vez con metanol.
Los filtros se dejaron secar, se pasaron a vailes de vidrio y se con
tó la radiactividad incorporada.

Los experimentos de captación se hicieron agregando el canpuesto

marcado((3H-CH3)-timidina 1 uci/ml, (5-6 3H)--uridina 1 uci/ml, ó L
(4-5 3H)-leucina 2,4 uci/ml) a cultivos estimulados o no, y sacando a
licuotas a distintos tiempos entre 0 y 20 minutos. Las alicuotas por
duplicado o triplicado, fueron filtradas por discos de fibra de vidrio
y lavadas con PBSA (captación total) o PBSAy 'K‘A5% (incorporación a
material insoluble en ácido).

Mediciónde fosforibosilpirofosfato (PRPP)

Se realizó sobre extractos de linfocitos preparados congelandoy
desoongelando linfocitos resuspendidos en una solución de EDI‘A2 rrM,
centrífugando luego a 10.000xg durante 10 minutos y calentando el so

hrenadante asi obtenido a 100°por l minuto. La determinación del conte
nido de PRPPse realizó incubando dicrn extracto calentado con M;ch
5 rrM, buffer tris-ClH pH 7,7 35 11M,hipoxantina 8-14c (20 uci/umol)

0,07 ¡TMy exceso de hipoxantina-guanina fosforibosil transferasa por
30 minutos a 37? La reacción se detuvo agregando 0,5 umoles de EDI‘Ay

0,5 umoles de IMP. La cantidad de IMP-14€ formada se determinó por e

lectroforesis de alto voltaje en buffer lactato 0,02 MpH3,6 (65,66).

hbdición de actividades enzimáticas

Adenosina deaminasa. Se siguió basicamente el método descripto
por Meyskensy Williams (67) . Se hanogeneizaron sedimentos de linfoci
tos en solución salina y se centrifugó el extracto a 10.000xg por 19
minutos. Los sobrenadantes asi obtenidos se dializaron contra agua y
se los incubó con buffer acetato 0,4 MpH5,8 y adenosina (8-14C) 35 uM
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uci/ml, a 37°de 2 a 4 minutos. La reacción se detuvo por enfriamien
to rápido. La adenosina (8-14C) consumida (inosina más IMPformados),

se determinó por electroforesis en papel Whaman 3 MV!durante 1 hora a
un potencial de 60 volts por an.

Qiinasn dc timidirn. Para su determinación se utilizó el n'étodo de
Bhuyan (68). Se homogeneizaron las células en una solución conteniendo

¡(Cl 150 ITM,2-mercaptoetanol 2 ITM,buffer Tris-“Cl pH 7,8 50 n‘M. El bg

mogeneizado fue incubado con ATP 4 n'M, MgCl 4 11M, NaF 12 11M, PEP 4 11M,

piruvato kinasa 26 ug/ml y timidina (metil- H) 40 uci/ml, deteniérfiose
la reacción por calentamiento a 100° durante l minuto. El TMP,'I'DPy

'I'I'Pformados se aislaron colocando parte de la mezcla sobre discos de
papel DRAE-celulosa, que se lavaron con formiato de amonio l rrM. Luego
de secados los discos, se determinó la radiactividad de los mismos.

PRPPSintetasa

Purificación. Se centrifugaron cultivos de linfocitos 10 minutos
a 400xg y el sedimento así obtenido se lavó con una solución de NaCl
0,7%. Luegode ello las células se resuspendieron en un buffer conte

niendo 20 n'MTris ClH, 5 n'MM3C12, l RM DI'I‘, 1 NMNaZHPO4 y 20% glice
rol, pH7,4. Este buffer se utilizó a traves de toda la preparación.

Luegode congelar y descongelar dicha suspensión con mezcla ace
tona-hielo seco, se centrifugó 10 minutos a 30.000xg. El sobrenadante

se filtró a traves de SephadexG-25y el eluïdo proteico se cranatogrg
fió en colurrma de DEAE-celulosa. La enzima se eluyó con KCl 0,2 M.

Medidade la actividad. La mezcla de reacción contuvo, en un volu

men total de 0,1 ml, 40 HMbuffer tris-ml pH 7,4, 6 n'MMgClZ, 0,5 HM
ribosa-SP, 0,1 rrMhypoxantina (3-14C) (20 uci/urrol) , 1o mMbuffer fos
fato de sodio pH 7,4, 0,180 ¡1MATP, acceso de HGPRI‘asade eritrocitos

y la preparación de PRPPSintetasa. Se incukñ durante 20 minutos a 379
deteniéndose la reacción por agregado de 5 unoles de EMAy 0,5 umoles
de IMP.Alicuotas de 50 ul de la mezcla se saneten a electroforesis en

papel Whatman3 MMen lactato de sodio 0,02 M pH 3,6, a 6 ¡(Volts duran
te 30 minutos. Las manchas de IMPse localizaron con luz UV; se corta

ron y su radiactividad fue medidaen un espectrúretro de centelleo 11
quido.
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Qiinasa de uridina. Se midió según el método usado por Lucas (9).
Se cultivaron linfocitos previamente estimlados con PHA,durante

Z) horas en presencia o ausencia de Ciclosporina A 4,5 ug/ml. Se oose-.
charon las células, se lavaron una vez con PBSA,se resuspendieron en

hiffer conteniendo 10 n'MNaCl, 1,5 HMMgClZ. 1 HMCaClz, 10 HMTris
HCl pH 7,4 y 1 ITMtrietamlarnina, y se oongelaron y desoongelaron 4 ve
ces en hielo seco-acetona. Dependiendodel expa'imeito, se usó cano
fuente de enzimael extracto total, el sobrenadante obtenido después de
centrifugar 2 veces a 12.000xg (30 y 15 minutos), o el saiiimto resus

pendido. la mezcla de incubación contuvo: MgCl21 unol, iris-¡{:1 pH 8,2
20 moles, KCl 10 umoles, ATP2 umoles, mercaptoetanol 1 umol, uridi
na-3H 2 moles 150.000 cpu y extracto enzimátioo 100 ul, en un volumen
final de 200 ul. Las incubaciones se efectuaron a 37‘,’deteniéndose la

reacción por calentamiento a 100° durante 1 minuto. Luegode ello, se
centrifugó 10 minutos a 2.000 rpm y el contenido de LMP,UDPy UTPse

determinó por cromatografía en placa de PEI-celulosa.

Qiinasas de admosina, guamsgza y citidini Se midieron en forma
similar a la quinasa de uridina, usando en cada caso ademsina-3n, gua
nosina-3H o citidina-3H.

Cranatografia en placa de PEI-celulosa

Se utilizó una nodificación del métodode Banderath (70).
Lamezclaaanalizar, alaqueseañadiómiamezcladew, UDPy

UTPno radiactivos, fue senlrada a 3 an de la base de la placa. Se de
sarrolló durante 1 noche en una solución de metamhagua 4:1. En estas
condiciones la uridina migra junto con el frente, quedardo los deriva
dos fosforilados en el origen Unavez sacada la placa se transfirió a
una cuba conteniendo LiCl 0,13 My se desarrolló 3,5 an por encima del
origen. Esto fue seguido por otro desarrollo en LiCl 0,6 Mhasta 8,5 cm
sobre el origen, y otro en LiCl 1,3 Mhasta 14 cm. luego de secar la
placa, la posición de los productos de reacción se visualizó con luz UV.
Unavez localizados, se rasparon las manchasy se midió la radiactivi
dad asociada a las nu’snas.
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Marcacióny aislamiento de nucleótidos

Las células estimuladas durante 60-70 haras y luego tratadas o no
con Ciclosporina A durante 16-20 horas, fueron sometidas durante las 3
últimas horas de cultivo a un pulso con el correspondiente precurmr
radiactivo: uracilo-214C, citosina-ZMC, adenosina-BMCo guanina-814C
aproximadamente 1 uci/ml.

Al final de la marcación se oosecharon las células y se lavaron
con PBSAy solución salina. Finalmente fueron resuspendidas en 0,1 ml

de agua, agregándose 10 ul de HClO44,2 M. Luego de ello los extractos
fueron dejados en hielo durante una hara. Al cabo de dicho tienpo fue
ron centrifugados a 1.200xg por 10 minutos, y los sedimentos re-ex
traidos. los sobrenadantes asi obtenidos se neutralizaron con KOH4,5 M

controlando el pH con indicador interno (ETB). E1 ¡(11‘104formado se eli
minó por centrifugación. El sobrenadante conteniendo los nucleótidos
se sanetió a crcmatografia en placas de PEI-celulosa.

Marcaciónde células con timigina y uridina tritiadas

Marcaciónde linfocitos estimilados. los cultivos de células re

cibieron timidina-CH33Ho uridina-(5,63H) a una concentración de 0,6 a
0,8 uci/ml y se incubaron durante 20-25 horas. Se oentrifugaron las cg
lulas, se lavaron 2 veces con medio, se resuspendieron y se agregó o
no Ciclosporina A. En este ¡talento se considera el oanienzo de la eli
minaciónde la marca. Adistintos tienpos se tanan alIcuotas de los

cultivos que se centrifugan 10 minutos a 400xg. Se determinó la radiag
tividad en los sobrenadantes y los sedimentos se sareten a una purifi
cación en gradiente de Fiooll-paque para separar las células Mier-tas,
que se encuentran en el sedimento del fondo del tubo, de las vivas que
quedanen la interfase. Se determinó la radiactividad en ambostipos
de células, utilizando la mezcla centelleadora adicionada con Tritón
X-lOO.

Marcación de células K 562 y ClA 4

Se hizo de la misna manera que la de linfocitos, pero se suprimió
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1a centrifugación en Ficoll-paque debido a que no fue eficiente en la
separación de células muertas de las vivas.

Marcación oon lllIndio

Las células se remspendieron en solución salina (107 oél./ml) y
lIndio (4 uci/ml) y oxina (7,5 ug/ml). Se dg

jaron 10 minutos a temperatura ambiente y se lavaron las células oon
se agregó una mezcla de 11

solución salina (71).

Marcación con 51Cr

Se incubaron células (hasta 2 107) en 150 ul de Radio con 100-200

uci de isótopo (cranato de sodio 200-400 uci/mg) a 22° durante 30 a 60

minutos. Luegode marcadas las células, se lavaron 6 veces con medio y
se resuspendieron a 1a concentración deseada.

Preparación de Ciclosporina A-lZSI

Se disolvió la Ciclosporina A en mffer fosfato 70 HM,pH7,4
conteniendo 50%de etanol, hasta una concentración de 2,6 Ing/ml. Se a

gregó al tubo Cloramina T disuelta en el mismobuffer hasta una comen
tración de 0,13 tng/ml y 1 moi de 1251 (Iodo lihre de portador en solu
ción de NaOH). Se agitó durante 30 segundos y se agregaron 8,4 mg de

metabisulfito de sodio y 15 mgde KI, en salución acuosa. Luego se a
gregó agua hasta llevar el porcentaje de etanol a memosdel 20%,para

precipitar la Ciclosporina A. Despuesde oentrifiigar, ae lavó el preci

pitado 2 veces con solución de Nat-10330,01 Men NaCl 0,9%. El precipi
tado se disolvió en etanol 50%hasta una actividad de 15 uci/ml. Ia e
ficiencia de la marcación fue de alrededor de 15%.Pasando la solución

de Ciclosporina A-IZSI por una ooluma de Sephdac G-10 equilibrada en
etanol 50%,toda 1a radiactividad se recupera en el excluido.

Mediciónde la radiactividad

Se realizó usando una mezcla centelleadora de tolueno, PPOy POPOP
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(2,5 l - 12,5 g - 125 mg). Cuandofue necesario se agregó a la mez
cla Triton X-100 30%. Se utilizó un aparato LKBWallac 81000 para 3H

y 14€. Ia radiactividad de 1251 fue detectada con un contador LKBWallac

8000 gamma.

Microscopía electrónica

Se realizó sobre sedimentosde células fijados de la siguiente ma
nera: 15 minutos a 22° en tuffer cacodilato 0,09 M, pH 7,2 conteniendo

2,5% glutaraldehido y CaCl2 3 HM.Subsecuentenente los. sedimentos fue
ron fijados con tetróxido de osnio 1%en buffer cacodilato 0,1 M, pH
7,2 durante 1 hora a 22°, lavados con agua destilada, fijados con ace
tato de uranilo 1%durante 1 Fora a 22° deshidratados con etanol y em
bebidos en Araldita. Luegode fijados, se cortaron los bloques con un
micrótam LKBultratane III, se tiñeron las secciones con citrato de
plato y se examinaron con microscopio electrónico AEI-EMGB.

Determinaciónde viabilidad por aclusión de azul tripan

A 1 ml de mspención de células, se agregó 0,1 ml de mlución de
azul tripan 0,4%. Se dejó a T ambimte durante 4 minutos y se contaron
las células en un hanocitúnetro.
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REACTIVOS

La Ciclosporina A fué un regalo de Sandoz Ltd. Biological and Medi
cal Research Division, Basilea. Dextrano T-SOO,nucleósidos y nucleóti
dos Siqma Chemical Ccmpany,Saint Louis. Ficoll-paque, solución acuosa

de densidad 1,077 i 0,001 g/cn3, que contiene 5,7 g de Ficoll 400 y 9 q
de diatrizoato de sodio cada 100 ml, Pharmacia Fine Chemicals. Medios
RPMI 1640, MEVI,DMEVI,F-12, MEM ; PES, PPM, suero bovino, suero bovi

no fetal y suero equino, Grand Island Biological Co., NewYork. PHA,

WellocmeResearch Lab. , Inglaterra. OonA, Boehringer. Filtros de micrg
fibra de vidrio GF/C, WhatJnanLtd., Inglaterra. Placas de PEI-celulosa,
East-manKodak Co.,Rochester. PPO, POPOP,Aldrich Chenical Canpany Inc.,

Milwaukee.Todos los canpuestos radiactivos son de Radiocl'anical Centre
Amersham, Inglaterra. PBSA:cada 100 ml contime: NaCl 0,8 g, KCl

0,02 g, KHZPO40,02 g, Na HPO.7H 0 0,216 g. Todos los demás reactivos2 4 2
son de grado analítico.
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RESULTAIDS

Efecto de Ciclosporina A sobre la sintesis de gg):en linfocitos
estimulados por mitógenos y en cultivo nu'xto de linfocitos

Conel objeto de detectar 1a acción irmunosupresora de la Ciclos
porina A "in vitro", se agregaron distintas cantidades de la misna a
cultivos de linfocitos estixmladospor alguna de las siguientes lecti
nas: PHA, PWVLo Con A y se midió la incorporación de TER-3Ba material

insoluble en ‘ICAa distintos tiempos despues del agregado de la droga.
Esta incorporación incluye solo el precursor radiactivo ligado a

macrcmoléculas precipitables por 'IC‘Ay abarca tanto el proceso de sin
tesis ccn'oel de reparación.

Comopuede apreciarse en la figura 5, se observó una creciente
inhibición de la sintesis de DNAque resultó dependiente de la dosis
de Ciclosporina A.

la sintesis de DNAen cultivos de linfocitos mezcla de distintos

dadores también se encuentra inhibida por Ciclosporina A (Fig.6) . Eh
este caso el estimulo mitogénico está dado por la interacción entre
las poblaciones heterogeneas de linfocitos.

Efecto de Ciclosporina A sobre linfocitos estimulados y no esti
rmlados

Cuandose agrega Ciclosporina A a cultivos de linfocitos, a dis
tintos tianpos despues del agregado de PHA,la disminución de la velo
cidad de sintesis de DNAque se obtime es similar , independientemen
te del tiempo de la adición (Fig.7) . Esto indicaria que la droga actuó
en el proceso de transformación, ya sea al canienzo o durante el mimo,
y no en el periodo de reposo del linfocibo.

Esta conclusión tambien se deduce del núnero de blastos y linfo
citos pequeños observados después de la adición de Ciclosporina A, ya
sea desde el canienzo o despues de un cierto tienpo de iniciada la prg
liferación (estimulación por mitógeno), caro puede verse en la Tabla 1.

La disninución del nfmero de células después del agregado de Ci
closporina A se debe principalmente a la disninución del númro de
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SemidiólainmrporacióndeGBR-3P!amaterialinsolubleen'ICA5%,alas47y70horas

despuesdelaadicióndemitógmosaloscultivos.mracióndelpulso:5raras.Losmitógenosseusaronenlassiguieitesconcentraciones:PHA1ug/ml,ConA10ug/‘ml,Pm1%(v/vdellio filizadoreoonstituído.Ehtodosloscultivoslaconcentracióndeetanolfue0,2%.Estacon cen-raciónnoafectaelcrecimientodeloslinfocitos.

Loscontroles,quenotienen1adroga,seindicanencírculosabiertos.Encírculoscer-ra

dosseexpresanlasincorporacionesenpresenciadeconcentracionescrecientesdeladroga,en: presadasenug/ml.
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Fifia 6‘_

Efecto de Ciclosporina A sobre 1a síntesis de DNAen cultivo mixto
de linfocitos
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Tiempo de cultivo (horas)

Se cultivaron linfocitos obtenidos de una mezcla de sangre de 5 da
dores y se midió la incorporación de 'IdR- H a material insoluhle en 'ICA
5%,a distintos tiempos durante el cultivo, en ausencia de Ciclosporina
A (0 ), o en presencia de Ciclosporina A 1 ug/ml (Ó ).
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Efecto de la adición de Ciclosporina A a distintos tiempos luego
de]. agregado del mitógeno, sobre la incorporación de TER-31a.
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Tiempo despues de la edicion de PHA (hs)

Se midió la incorporación de 'DdR-3Ha varios tienpos después de
la adición de PHA.Las flechas indican los tiempos a los que se agreqó
1 ug/ml de Ciclosporina A a cada serie de cultivos (curvas 2, 3 y 4).
La curva 1 indica el comportamientodc cultivos controles que no reci
bieron la droga.



EfectodeCiclosporinaAsobrelacaptaciónde'DdR

Tabla1

encultivosestimulados

3Hyelnúmerodeblastosylinfocitospequeños

onumrrmdm

(salou) 01mm
ap 0901136

v euiuodsotom

Núnerodecélulas

(cé1.1o'4,1ml)

Diferencias

CaptacióndeTdR-3H

(cpmloa/hora)

Tbtal

Blastos

Linfocitos pequeños

Blastos

'Ibtal

Insoluble en'ICA

68

72 56(22%)

31 19(39%)

41 37

12

29,1 12,7(56%)

60

117
63(46%)

63 22(65%)

45

41

90,7 14,2(85%)

2,4
10,0(81?:)

67

86 74(14%)

48 36(25%)

38 38

12

136,2
36,8(73%)

98

124 100(24%)

71 52(27%)

53 48

19

162,9

50,1(9%)

103,2
16,5(84%)
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Tabla 1. luperimentos A y B: los linfocitos fueron cultivados to
do el tianO en presencia de Ciclosporina A, 1 ug/ml y PHA,1 ug/finl.
FXperimentoC: los linfocitos se cultivaron 43 horas en preïencia dePHAy luego se agregó la ciclosporina A. Los pulsos de 'IdR- H y conta
jes se hicieron 25 y 56 horas más tarde. Los remltados son un prcn'edio
de 4 a 8 contajes. los porcentajes entre paréntesis indican la inhibi
ción por Ciclosporina A con respecto a los resultados obtenidos sin la
droga.

blastos. Noobstante ello la inhibición de la captación de timidina, ya
sea la total, que incluye adevas del material incorporado a macramlé
culas al conjunto de metabolitos del mol soluble, o la insoluble en
'ICA5%, no puede explicarse solamente por la disminución del nú'nero de
células. Debehaber ademásuna inhibición similar de la captación e in
corporación de timidina a DNAen las células sobrevivientes.

La inhibición de la incorporación de ‘IdR-3Ha material insoluble
en 'ICA5%siempre estuvo aocmpañadapor una inhibición similar de la
captación total de timidina y de la incorporación a material soluble
en 'ICA 5% (Fig. 3A, 8B, 8C).

Si se grafica la velocidad de sintesis de DMA.en función de la cap
tación total de 'IdR-3Ho en función de la incorporación a material so
luble, se encuentra una dependencia lineal de la sintesis de [NAcon la
captación del precursor radiactivo, y esta no varia en presencia de la
droga.0 sea que la velocidad de marcación de DNAes siaupre proporcio

nal a la marcaciónde la fracción soluble, independienthente de la prg
sencia de la droga. En la figura 9 puede observarse que, alcanzada una
determinada marcación del pool soluble, lo que requerirá un mayor tiem
po en el caso en que la droga esté presente, la marcación de material
insoluble en 'ICA5%que se obtiene es la misna.

Esto indicaría que la inhibición de la incorporación del precursor
a DNAen presencia de la droga es consecuencia de la disninución de la
incorporación de precursor a la fracción soluble. 0 sea que, por lo me
nos en la primera etapa, se trataría de una inhibición a nivel de tran_s_
porte del misno.

latencia del efecto de Ciclosporina A sobre la caEción de 'DdR-3H

Para descartar la posibilidad de que la acción de la Ciclosporina
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Figura 8. Se estimularon linfocitos durante 50 horas con PHAy se
divícli cl cultivo en 2 partes, a una de las cuales se agregó Ciclospo
rina A. Sn dejó cn cultivo durante 16 horas, después de las cuales se
midió la velocidad (lo.mptución total de TUR-3Hy la de incorporación
a materia] insolublc: en ’IC‘A5%. Por diferencia se obtuvo la incorpora
c.ón a material 501111310.

A: incorporación total de ’IYiR-3Hen presencia ( A ) y ausencia
( O ) de (.‘iclosporina A.

B: incorporación a materia insoluble en 'ICA5%en presencia ( A )
y ausencia '\ O ) de Ciclosporina A.

C: incorporación a material soluble en presencia ( I ) y ausencia
( Ü ) de Ciclosporina A.

Fifla 9

Incorporación a material insoluble en ‘K‘A5%en función de la in
corporación a material soluble.
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Datos correspondientes al experimento anterior (Fig. 8).
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Latencia del efecto de Ciclosporina A sobre 1a captación de 'DdR-3H
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Se cultivaron linfocitos durante 48 haras en presencia de PHA
(1 url/ml), lueqo dc lo cual se agregó Ciclosporina A (1 ug/ml) a1
cultivo. A los tiempos indicados en la abcisa, se midió la veloci
dad de captación de 'Ith-3II, comose indica en materiales y métodos.
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A sea una simple canpetición a nivel del sistana de transporte del pre
cursor se determinó el tienpo requerido para que la droga comience a
ejercer su efecto inhibitorio.

Para ello se midio la velocidad de captación de 'IdR-3Ha distin

tos tiempos despues del agregado de Ciclosporina A a cultivos de linfg
citos estimulados previamente con PHAdurante 48 horas.

Los resultados de la figura 10, graficados caro %de inhibición
en función del tienpo transcurrido despues del agregado de la droga,
muestran que la simple presencia de la misna no tiene ningún efecto so
bre el ensayo de incorporación del precursor y que 1a captación de ti
midina comienza a inhibirse alrededor de 10 haras despues del agregado
de Ciclosporina A.
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F‘Éectode Ciclosporina A sobre la captación de uridina

Cano no se encontró efecto de Ciclosporina A en dosis de 0,25 ug
por ml sobre la actividad de timidina kinasa "in vitro", se consideró

la posibilidad de que la droga tuviese acción generalizada sobre sistg
mas de transporte. Sc decidió estudiar el efecto de Ciclosporina A so
bre la captación de UR,obteniórdose resultados similares a los obte
nidos en el caso do. 'IdR (Tabla 2).

Tabla 2

3
Inhibición de la capt_ación de UR-3Hy 'IdR- H por CiclosErina A

"1 Captación de 'DdR-3H Captación de UR-3H

,9. ‘Ibtal Inmluble "soluble" 'Ibtal mmluble "soluble"
.3 en TCA 5% en mn. 5%

- 3.400 1.750 1.650 2.200 1.100 1.100

2.400 1.275 1.125 675 375 300

+ (29%) (27%) (32%) (69%) (66%) (73a)

Se estimilaron linfocitos durante 42 horas con PHA,1 uq/ml, lue
go se agregó Ciclosporina A, 1 uq/í'nl, y 16 horas más tarde se midió la
captación de precursores radiactivos. Los núneros entre paréntesis in
dican los 9,de inhibición.

latencia del efecto de Cicloserina A sobre la caEción de {TR-3H

La posibilidad de que la Ciclosporina A actuara inespecíficarrente
sobre todos los sistemas de transporte, se descartó midiendoel tienpo
en el cual 1a captación de URcanienza a inhibirse en presencia de la
droga .
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Se midió la velocidad de captación de UR-3H,a distintos tienpos
luego del agregadode Ciclosporina A, en cultivos de linfocitos esti
mulados. I-‘.neste caso, se detecta efecto inhibitorio poco tienpo des
pues del aqreqado de la droqa (Fiq. 11) .

Efecto de URexfgena sobre el transporte de 'IdRen presencia y
ausencia de CiclosErina A

Ya que la captación de URcanienza a inhibirse varias horas antes

que la de 'DdR,se intentó revertir 1a inhibición de la captación de e_s_
ta última, haciend'cï’él experimento en presencia de UR10'5 M. Caro se
ve en 1a figura 12 no se obtuvo ningún efecto de reversión por UR.

Cinética de camción de UR.Efecto de Ciclogmrina A

Para determinar cono se afecta el sistana de transporte de URpor

Ciclosporina A, se midió la cinética de captación en presencia y ausen
cia de la droga. Los datos de velocidad de captación se obtuvieron mi
diendo la captación total del metabolito marcadoa distintos tienpos,
para diversas concentraciones del misro.

Representando la velocidad inicial para cada concentración de UR,
en función de la concentración de la mismase obtuvo una cinética de

captación de tipo Michaeliana. En el gráfico de Idneweaver-Burk:

que representa las inversas de las velocidades de incorporación respeg
to de las inversas de las concentraciones de UR (Fig. 13) se observa

que la Ciclosporina A incrementa el KMaparente del sistana, mientras
que la velocidad máximano se encontró afectada.

Relación dosis-respuesta entre la concentración de Ciclonporina A
y la captación de UR

El grado de inhibición de la captación es función de la concentra
ción de Ciclosporina A en el cultivo. Cato puede verse en la figura 14,

Kap para la incorporación de URaumenta linealmente con el aumento de
la concentración de la droga presente durante las últimas 6 horas de
cultivo.
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FigEEa ll

latencia del efecto de Ciclosporina A sobre la captación de UR-3H
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cultivaron linfocitos durante 48 raras en presencia de PHA
(1 uq/ml), luego dc lo cua] se agregó Ciclosporina A (1 ug/ml) al cul
tivo. A los timos indicados en la abcisa, se midió la velocidad de
captación de UR-3H,como se indica en materiales y métodos.



4]

.' 11!li nx

Efecto de URexóqena sobre la acción de Ciclosporina A
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Se cultivaron linfocitos durante 45 horas en presencia de PHA,se
dividió el cultivo en 4 series y se hicieron los siguientes agregados:
( o ) sin adiciones, ( o ) UR10 uM, ( A) Ciclosporina A 1 ug/ml,
( A ) Ciclosporina A 1 ug/ml y UR10 uM. Se dejó cultivando durante 11
horas más y se midió la captación de 'DdR-3Ha distintos tiempos.



Figura 13

Efecto de Ciclosporina A sobre la cinética de incorporación
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Fiïga 14 B

Efecto de Ciclosporina A sobre la Kalppara la captación de UR
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Figa 13. Se cultivaron linfocitos durante 64 haras en presencia
de PHA,se centrifugaron los cultivos y se resuspendieron en ¡tedio
fresco con %de suero equino. Se agrgó Ciclosporina A a algunas ali
cuotas y se siguió el cultivo por 6 haras más, al cam de las cuales
se determinó la velocidad de captación en función de la concentración
de UR ( 2-100 uM)(1 uci/ml) y se calculó la velocidad aparente.

Fi a 14 (A, B). Se estimularon linfocitos durante 80 horas con
PNA,se coseclïron y resuspendieron en medio fresco con 3%de suero e
quino. Se agregaron distintas cantidades de Ciclosporina A a algunas
alicuotas y se siguió el cultivo por 6 horas más. Luegose determinó
la velocidad de captación en función de la concaitración de UR (2-15 uM)
(l uci/ml) y se calculó la velocidad aparente. Las velocidades máximas
fueron idénticas a todas las concentraciones de Ciclosporina A utili
zada.

Efiificidad del efecto de Ciclofi_rina A: efecto sobre la ciné
tica de captaciónde citosinaJ adenosinax msina

Para determinar si otros nucleósidos veian afectado su transporte
en presencia de Ciclosporina A, se midió la cinética de captación de
citidina, adenosina y guanosina en presencia y ausencia de la droga.

Concitidina y adenosina, se obtuvieron resultados similares a

los de uridina, esto es, un aumentomarcado del KMaparente para la cap
tación del nucleósido (Fig. 15, 16). Gonguanosina, por el contrario,
se encontró que la droga disninuye la velocidad máximadel sistema de
transporte (Fig. 17).

En la tabla 3, se resumenlos parámetros cinéticos de la captación
de ribonucleósidos.
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I’ifla 16

EfeCto de Cielosmrina A SObre la Cinética de captación de adenosina
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Se cultivaron linfocitos durante 67 horas en presencia de PHA,se
centrifugaron los cultivos y se resuspendieron en medio fresco con 5%
de suero equinQ. Se dividió el cultivo en 2 sereis de alicuotas a las
que se agregaron distintas cantidades de adenosina (3-50 uM.)(luci/ml) ,
a una de las series se agregó además, Ciclosporina A. Se dejaron los
cultivos durante 6 horas más y se determinó la velocidad de captación
de adenosina para cada concentración.



48

Figga 17

Efecto de Ciclosporina A sdare la cinética de captación de
guanosina
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Se cultivamn linfocitos durante 67 horas en presencia de FRA,se
oentrifiagarm los cultivos y se resuspemlierm en ¡tedio fresa) con 5%
desueroequino.Sedividióel afltivoenZseriesdealimotasalas
que se agregaron distintas cantidades de guanosina (3-50 ¡30(1uci/ml),
amadelasseriesseagregóathlás, CiclosporinaA.Sedejaronlos
cultivos durante 6 horas más y se determinó la velocidad ch captación
de guanosina para cada comentración.
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Tabla 3

Parámetros cinéticos de la captación de nucleósidos

0 K V

Nucleósido Ciclosporina A KM ap M 6
(uM) (publes/hün.10 cél.)

- 7,4 4,9
UR

+ 10,5 4,9

- 2,2 5,3
CR

+ 9,5 5,3

- 2,7
AR

+ 18,2 28,0

- 1'5 4,5
GR

+ 1,5 2,8



Acción de la Ciclosporina A sobre la metabolización de los nucleó

sidos inmr_'p_o.rados

La inhibición de 1a captación de nucleósidos observada, puede de
berse al efecto de la Ciclosporina A sobre los procesos de metaboliza
ción de los mismos. Para esclarecer este punto, se intentó medir el
contenido de nucleótidos en linfocitos estimlados tratados y sin tra
tar con Ciclosporina A. Para ello se marcaron linfocitos en cultivo
con bases o nucleósidos radiactivos, y se aislaron los nucleótidos se
gún lo descripto en materiales y métodos. Paralelamente se midió la
captación total de UR-3Hpara comprobarel efecto inhibitorio de la
droga.

Se encontró que la radiactividad incorporada a nucleótidos en lia
focitos tratados con Ciclosporina A, es ancho menor, pero esto es debi
do probablemente a la menorcaptación de precursores radiactivos.

Corrono pudo medirse la cantidad absoluta de cada nucleótido, por

razones de metodología, se decidó medir la proporción relativa de algg
nos nucleótidos analizándolos por cromatografía en placa de PEI-celu
losa, para ver si ésta se encontraba alterada en presencia de la droga.

Utilizando cono precursores radiactivos, bases marcadas con 14€ ó
nucleósidos marcados con 3B, en la mayoría de los experimentos se en
contró una pequeñadiferencia en la prporción de nucleótidos de adeni
na y uracilo. No se observó ninguna diferencia para los de citosina y
guanina. En la tabla 4 puede observarse el resultado de un experimento
típico.

Estudios sobre fosforilación de nucleósidos y nucleótidos por ex
tractos crudos de linfocitos

Conel objeto de determinar si la inhibición de la captación de
nucleósidos podia deberse a una alteración en el proceso de conversión
de los nucleósidos precursores en los correspondientes nucleótidos, se
estudió el efecto de la droga sobre la capacidad de extractos crudos
de fosforilar dichos nucleósidos. En un principio se utilizó URocn!)
sustrato y cono fuente de enzimaextractos de linfocitos estimlados.
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Tabla 4

Ccmposiciónrelativa de nucleótidos en linfocitos tratados y no
tratados con Ciclosporina A

Nucleósido Ciclosporina A % XMP % XDP % XTP

- 10 12 78
UR

+ 16 18 66

- 13 15 72
CR

+ 14 16 70

- 7 13 80
AR

+ 14 18 68

- 6 19 75
GR

+ 6 19 75

Se cultivaron linfocitos durante 48 l‘Dras en presencia de PHA,Se
dividió el cultivo en dos partes y a una se agregó Ciclosporina A, se
dejó en cultivo durante 16 horas más, luego de lo cual se agregó a cada
uno UR-3H,2,5 uMfinal, 3,5 uci/í'nl. Se dejó durante 2 horas más y se
oosecharonlas células, se lavaron y extrajeron los nucleótidos. Se ani
lizó la cauposición por cromatografía en capa delgada según lo descrip
to en materiales y métodos.
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y cultivados en presencia o ausencia de Ciclosporina A durante las 5-6
últimas haras de cultivo, antes de la lisis.

Unade las caracteristicas del procem de fosforilación es que
sienpre se forman menores cantidades de UDPque de UMPy UTP. Esto in

dicaria que la conversión UDP-> UTPsería una reacción rápida, y la
de UMPa UDPpodria ser un paso limitante, en las condiciones de tra
bajo.

Las cantidades relativas de mono,di y tri fosforilados varían de
acuerdo a la actividad de la preparación obtenida y al tienpo de incu

bación. Ejemplos de esto pueden verse en la figura 18 . mrante los pr_i_
meros 5 minutos de incubación, todas las preparaciones enzimáticas dan
la mismaproporción de nucleótidos, aproxinadamente. Después de este
tiempo, preparaciones con muyalta actividad en la formación de U'I'P

(Fig. 18 A) no dan una alta proporción de UMPdurante todo el periodo
de incubación, sino que presenta un máximoy luego decae, concomitante
mente con el aumento de la formación de UTP. Preparaciones menos acti
vas en la sintesis de UTP(Fig. 18 B)dan un aumento continuo de los
tres nuclcósidos fosfato.

Utilizando este sistema se estudió la influencia de concentracio
nes crecientes de Ciclosporina A sobre la capacidad fosforilativa de
UR, CRo ARde los respectivos extractos. Cano puede verse en la figu
ra 19 la droga disninuye en grado variable la capacidad fosforilante
de dichos extractos. Es importante destacar que no se incluyen datos
obtenidos con GRddaido a las bajas incorporaciones obsevadas.

Por otro lado, cuando el experimento se realiza con células K 562,
que son menossensibles a Ciclosporina A, se encuentra que las fosfori
laciones no se afectan significativamente (Fig. 20).

Fi a 18. Las incubaciones se hicieron caro se describe en mate
riales y rñfios, usando UR-3H10 uM (5 moi/mol) cano sustrato y ex
tractos de linfocitos estimulados caro fuente de enzima. La mezcla de
incubación contuvo adanás: MgCl 5 n'M, ¡(Cl 50 ITM,ATP 10 nM, Z-mercap
toetano 5 n'My tris-irl pH 8,2, 100 nM.

A: 67 horas de estimulación con PHA.B: 50 haras de estirmlación.
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Curvas de tiempo para la fosforilación de uridina
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Figga 20

Efecto de Ciclosporina A sobre la fosforilación de nucleósidos
por extractos de células K-562
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El procedimnto experimental fue el descripto en materiales y mé
todos. La fuente de enzima fue un extracto de células K-562, cultivadas
durante las últimas 5 horas, en presencia de cantidades variables de
Ciclosporina A. (0) UMP,(Ü) UDP. (A) UI'P
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¿ecto de Ciclong A sobrela incorporaciónde leucina

Lacaptaciónde leucinatambiénse encuentra luegode
cultivar los linfocitos en presencia de Ciclosporina A (Fig.21 ), no
pudo detectarse pool soluble de leucina ni en presencia ni en ausen
cia de la droga.

latencia en el efecto de Ciclosporina A sobre la captación de
leucina

Debidoa la diferencia encontrada entre el tienpo necesario para
que la incorporación de '1th sea inhibida y el necesario para que la
de URsea inhibida, se decidió medir cuántas l'nras eran necesarias pg
ra detectar inhibición de la captación de leucina. Se encontró que és
ta ocmienzaaún más tarde que las dos anteriores, entr 35 y 45 haras
después del agregado de Ciclosporina A (Fig.22 ). Este efecto parece
ser secundario a otros, y no parece tener ninguna importancia en la
aplicación del mecanisnode acción de la droga.
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Fiüa 21

Efecto de Ciclosporina A sobre la incorporación de leucina
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Se cultivaron linfocitos gn presencia de PHAdurante 48 horas y semidió la incorporación de Leu- ll a material insaluble en 'IC‘A5%en au
sencia ( 0 ) y presencia ( O ) dc_la droqa, a distintos tieupos lueqo
de agregada la marca.
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Latencia del efecto de Ciclosporina A sobre la captación de leucina
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Se cultivamn linfocitos durante 48 haras en presencia de PHA,lue
go de lo cual se agregó Ciclosporina A (1 ug/ml) a1 cultivo. A lso tiuí
pos indicados en la abcisa, se midió la velocidad de captación de Leu,
cano se indica en materiales y métodos
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Efectos posteriores a la inhibición de la captación de precursores

Para detectar posibles alteraciones de la transcripción y sinte
sis de DIA, se midió el efecto sobre la captación de precursores a dig
tintos tienpos despues del agregado de Ciclosporina A, y se graficó la
incorporación a material insoluble en 'IC‘A5% (ácido nucleico sinteti
zado) en función de material soluble (pool de nucleótidos solubles).
Canose vio anteriormente, este tipo de gráficos permite determinar si
la inhibición de la incorporación a material insoluble en 'ICA5%(en
presencia de Ciclosporina A) es una simple consecuencia de la disminu
ción de la captación de precursores por parte de la célula, o por 0.1
contrario, tambien se encuentra afectado el proceso de sintesis de ma
cramléculas.

En la figura23A puede observarse que hasta las 16 toras no pare
ce afectarse la sintesis de INA,pero luego de 21 haras en presencia
de la droga, existe una evidente inhibición de este proceso (Fig.23 B,
23C). Eh cuanto a la sintesis de DNA,a las 16 y 21 horas no se obser
va inhibición de la misma (Fig.23 0,23 E), pero al cabo de 56 horas en
presencia de 1a droga se encontró una apreciable inhibición (Fig.23 F).

Es importante recordar que a la 16 horas, tanto 1a captación de
uridina cano 1a de timidina ya están inhibidas, por lo que parecería
que la droga afecta más tardiamente tanto la transcripción caro la sin
tesis de INA.

F'gzga 23 Se estimularon linfocitos con PHAdurante 48 haras, des
pues de lo cual se agregó a los cultivos l ug/ml de Ciclosporina A, que
fue dejada distintos tienpos. Al final de los misn'osse midieron las ve
locidades de incorporación. Los datos representan la incorporación de
UR-3Hy 'IdR-3Ha material soluble e insoluble en 'ICA5%, a tietpos cre
cientes despues del agregado del nucleósido radiactivo. Cadagráfico
corresponde a un tiempo de acción de Ciclosporina A distinto.
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Efecto de Ciclosporina A sobre la sintïis de RNAtemprano

El RNAtenprano no es afectado por Ciclosporina A, ya que si se mi
de la inhibición de la velocidad de sintesis de RNAen linfocitos esti

mulados durante 3,5 horas con PHAy luego mantenidos 4 horas más en pre
sencia de la droga, se encuentra que es la misna que la inhibición de
la captación total (Fig.24 y Tablas ).

Tabla 5

Velocidad (¡moles/h) %Inhibición
Control Ciclosporina A

Inco '
mtaïmrauón 37,3 3,1 7a

Incorporación
a RNAtanprano 8'1 2'0 75

F a 2A. Tablas . Se cultivaron linfocitos humanosdurante 3,5
haras en presencia e PHA,se dividió el cultivo en dos partes, a ura
de ellas se agregó Ciclosporina A 1 uq/ml y se dejó durante 4 horas más.
Se agregó a ambos cultivos UR-3H(1 uci/ml, 4 uM) y se tamron alícuo
tas a distintos tienpos, se filtraron por discos de fibra de vidrio y
se lavaron con PEGAy 'ICA5%. Se determinó la radiactividad asociada a
los discos.



62

1“¡i “¿ELE

Efecto de Ciclosporina A sobre la síntesis de RNAtemprano

TD 10- o
E
Q.
U

V 8- oI
ml

l
CC3 6‘
CJU
C

.9 “T o
g AL.2'
E. J X_—————.————---‘

O

01 _o U1
_—l

O r‘U‘

Tiempo (horas)

Cultivo control: ( o ) incorporación total
( o ) incorporación a material insoluble en 'ICA5%

cultivo + Ciclosporina A: ( A ) incorporación total
( A ) incorporación a material

insoluble en 'ICA 5%



Hermiento de la sintesis de macronoléculas

Para determinar si el efecto producido por la Ciclosporina A re
quiere de la sintesis de macron'oléculas, se midió la inhibición de la
incorporación de UR-3Hpor la droga en linfocitos estimulados por PHA
pretratados con cicloheximida, rifampicina y actinomicina D.

ms resultados (Tabla 6) , indican que no se requiere sintesis de
mcramléculas para que la Ciclosporina A produzcaefecto inhibitorio

Tabla 6

Efecto de Ciclosporina A en presencia de inhilgdores de la sinte
sis de RNAy prote1n_a_s

Control + Ciclosporina A
Inhibidor

cpu t Inhibición ' cpm 8 Inhibición

- 19.089 0 9.852 51

Actincxnicina D 13.727 0 6.063 44

Rifampicina 13.420 0 l 8.041 59

Cicloheximida 12. 305 0 5. 847 47

Se cultivaron linfocitos durante 60 horas en presencia de PHA,
luego de lo cual se dividió el cultivo en varias fracciones. Algunas
se siguieron cultivando sin adiciones, a las otras se agregó Cilohexi
mida (50 ug/í'nl) ó Actinanicina D (0,25 ug/rnl) ó Rifampicina (1 ug/ml).
Se cultivaron los linfocitos en presencia de los inhibidores durante
30 minutos más y se agregó la Ciclosporina A (Zug/ml). luego de 7 rn
ras se hizo un pulso de 2 horas con UR- H.
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1251 con célulasAsociación de Ciclosporina A

Se estudió la asociación de Ciclosporina A con linfocitos usando
la droga marcada con 1251. La curva de concentración (Fig.22') mues
tra que no se alcanza saturación, ni aún con cantidades muchomayores
que las necesarias para obtener efecto inhibitorio.

La asociación con las células es muyrápida, encontrándose toda
la marca agregada asociada a las células en menosde 2 minutos a 37°.

Los linfocitos en reposo se marcan de la mismamanera que los es
timulados. La radiactividad asociada a las células disminuye con sucg
sivos lavados con medio libre de Ciclosporina A, pero la eliminación
total de la marca se consigue cultivando por 6 ó 7 horas en medio
fresco .
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FigEa 22'

Asociación de Ciclosporim -1251 con células
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Se agregaron distintas entidades de icloaporinn A ( 1 ug/ml,
2 uci/inl), a cultivos de linfocitos ( 5.10 06141111),se 1mm por 2
horas a 37‘,’se filtró a través de papal de fibra de vidrio Human GF/C
selavóconnadiodemltivoel filtro, sedejó aecaryaemidiólara
diactividad asociadaal filtro.



66

Toxicidad de la Ciclgaorina A

Independientemente de la etapa de estimulación mitogénica en que
se encuentra el linfocito, al agregar la droga al cultivo se observa
una pérdida selectiva de blastos. Se trató de establecer que el efec
to de la droga no es detener la proliferación, sino que ejerce un e
fecto tóxico para linfocitos en proliferación.

Se midió la toxicidad usandovarios criterios: aparición de célu
las muertas medidas por inclusión de azul tripan y marcación con 5J'Cr,
lllïn, TdR-3Hy UR-3Hy liberación de la marca. Tambien se hicieron
observaciones de las células al microscopio electrónico, luego de ser
tratadas con Ciclosporina A. Se usaron linfocitos estimulados, células
ClA 4 y K 562.

Muerte celular

Linfocitos

Se cultivaron linfocitos estirmlados en presencia de Ciclosporina
A y se contaron las células vivas y muertas por un periodo de 3 dias.
Los resultados (Fig 26) indican una disminución sustancial de células
vivas y muertas en los cultivos tratados con la droga, con respecto a
los controles.

Las células en reposo mueren a menor velocidad que las estimula
das, en ausencia de la droga. Conesto se descartarïa que el efecto de
la droga es detener el crecimiento y que el númerode células muertas
es mayor debido a que las células en reposo mueren más rápido que las
células en proliferación.

El númerode células vivas en presencia de la droga no varía aprg
ciablemente, pero disminuye notablemente en presencia de la misma.

Ccmopuede observarse en la figura 27, el amento de células ELIGE
tas se debe mayormentea la desaparición de blastos. Por otro lado el
númerode células muertas en presencia de Ciclosporina A no aumenta
hasta despues de 10 horas de agregada la droga, lo que puede reflejar
el tilmpo mínimoque tardan las células en morir. El númerode células
muertas no es una medida precisa de la magnitud del efecto debido a la
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Fifla 26

Mierte de linfocitos en proliferación y en reposa, en presencia y
ausencia de Ciclosporina A
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Fifla 27

Efecto de Ciclosporina A sobre la proporción de blastos y linfo
citos pequeños

gí
P celulas muertas

7 p

to“ 5 '

82
x .

É 3 
Si

L. celulas vivas
f0
‘5zt.- “\o / AC \
O

_ A
E
E0
'É 2 .3 °\

D

_ '\.
A

o _

O 20 1.0

Tiempo despues del comienzo (horas)



69

desintegración celular que se produce.

Células ClA 4

Esta linea linfoblastoide no prolifera en presencia de Ciclospori
na A, o la velocidad de muerte es conserlerablarente mayor que la de
proliferación (Fig. 28).

Células K 562

A la concentración de Ciclosporina A utilizada, a las 27 haras no
se observó ningún efecto. A las 46 horas aparecen células Huertas pero
en much) memr proporción que en los casos anteriores (Fig. 29) .

Fi a 26. Se cultivaron linfocitos estimilados por PHP.durante
63 haras, se Ïavaron y resuspendieron en medio fresco con 10%de suero
fetal. La suspensión se dividió en alicuotas que se incubaron en pre
sencia o ausaicia de Ciclosporina A (12,5 ugAnl) por tienpos variables,
al cab.) de los cuales se midió el númerode células vivas y muertas cg
mo se describe en materiales y métodos. La adición de Ciclosporina A
indica el ocmienzodel experimento.

Al mismotiempo se contaron las células vivas y Huertas en un cul
tivo de linfocitos sin estimular (células en rqzoso)

Cultivo control:( o ) vivas, ( A ) ¡met-tas.
Cultivo + Ciclosporina A: ( o ) vivas, ( A ) muertas.

Figga 27. Se cultivaron linfocitos en presencia de PHAdurante
69 horas, se avaron y resusperdieron en medio fresco con 10%de suero
fetal. Se dividió la suspensión celular en alicuotas y se incubaron en
presencia o ausencia de 10 ug/ml de Ciclosporina A por tiempos varia
bles, al cabo de los cuales se contó el númerode linfocitos pequeños
y grandes (blastos), y 9.1viabilidad.

Simbolosvacios: células no tratadas, sïmlnlos llenos: células
tratadas con Ciclosporina A.

( A ) blastos, ( D ) linfocitos pequeños, ( o ) células Huertas.
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Fiïga 28

Muertede células linfoblastoides en presencia y ausencia de
Ciclosporina A
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Se cultivaron cóïulas CIA-4en presencia o ausencia de Ciclospo
rina A (11 ug/mJ.), y se determinó la viabilidad a distintos tienpos
después de 1a adición de la droga.

( O ) células vivas, ( A ) células muertas
SÍmbOlosvacios: célu1as no tratadas, simlolos llenos: células

tratadas con CiclOSporina A.
La adición de la droga indica el comienzodel experimento.



Muertede células mieloides-eritxoides en presencia o ausencia de
Ciclosporina A
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Tiempo despues del comienzo (horas)

Sr: incuh'lron células K-‘362nn ausaïcia y presencia de Ciclospori
na A (ll uq/mJ), y se determinó la viabilidad a distintos tienpos de?
pués de la adición de la droga, lo que marca el canienzo del experi-—
mento.

Símbolosvacíos: células no tratadas, simbolos llenos: células
tratadas con Ciclosporina A.

( O ) células vivas, ( A ) células muertas.



Marcac ión con 'IdR-3H

Linfocitos

Se marcaronlinfocitos en proliferación y se estudió la distribu
ción de la marca en ausencia y presencia de Ciclosporina A. Se había
observado un pequeño aumento de la marca en el sobrenadante despues de
centrifugar los cultivos, a pesar de haber una gran númerode células
muertas en los mismos.

Fe hizo entonces una centrifugación en gradiente de Ficoll-paque
para separar los linfocitos vivos de los muertos. Estos últimos sedi
mentanmientras que los vivos quedan en la interfase. En la figura
puede verse que hay una pequeña cantidad de marca en el sobrenadante y
una gran cantidad asociada a las células muertas. Al mismotiempo se
observa disninución de la marca asociada a células vivas (Fig- 30).

Células ClA 4

En este caso la marca es eliminada al nadie, pareciera que estas
células fueran más facilmente desintegrables que los linfocitos. La
presencia de Ciclosporina A hace que la eliminación de la marca amen
te en 47% (Fig. 31).
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Marcade ‘IüR-3Hasociada al medio de cultivo, linfocitos vivos y
muertos
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Se cultivaron linfocitos en presencia de PEAdurante 48 haras, se
marcaron con 'IldR-H, lavaron y remspendieron cano se describe en mate
riales y métodos. Se agregó Ciclosporina A a algunas alicmtas y se ig
cubaron O, 24 y 46 horas, después de lo cual se ceitrimgaron las célg
las a través de un gradiente de Ficoll-paque y se procesamn cano se
describa en materiales y métodos. Se calculó en cada caso el ñ de va
riación con respecto a cultivos controles sin tratar.

( o ) medio de cultivo (sobrenadante. ( Ü ) células muertas ("pel
let"). ( A ) células vivas (interfase).
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Marca de 'IüR-3Heliminada al maiio de cultivo por células ClA-4
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La marcación y lavado de las células se hizo caro se descri en
materiales y métodos. Se midió la eliminación de la marca de 'DdR-H al
mediode cultivo a varios tiempos después de la adición de Ciclospori
na A. Se calculó el %de aumento con respecto a cultivos controles que
no recibieron 1a droga.
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Marcación oon UR-3H

Las células marcadas con UR-3H,eliminan mucha más marca al medio

de cultivo, en presencia de Ciclosporina A, que las marcadas con man-311.
Muypoca marca se encontró asociada con células muertas.

El amnento de la eliminación de la marca producido por la acción
de la Ciclosporina A fué de 110%despues de 2 dias en cultivo para el
caso de los linfocitos (Fig.32 ), 120%para células ClA 4 (Fig.33 ) y
70%para células K 562 (Fig.34 ).

No se han identificado los compuestos liberados al medio a los cua
les se asocia la marca. Si se tratara de ocmpuestosde bajo peso mole
cular, su eliminación podria ser el resultado de un aumentode 1a per
meabilidad de las células y no necesariamente el de lisis de las núsnas.
mas.

Marcaciones con 51Cr y lllIn

Estas marcaciones no resultaron satisfactorias. La marcación con

SlCr, dió diferentes resultados, dependiendode si la droga se encontra
ba presente durante la marcacióno no, esto indicarïa interferencia de
la Ciclosporina A oon el procedimiento de marcación. Cuando se marca
con lllIn, gran cantidad de la marca queda amciada a la mperficie de
las células, aparte de 1a que se incorpora. Esta tarde bastante tienpo
en ser liberada, pudiendoermascarar los resultados, si se usan células
marcadas de esta forma para los ensayos de citotoxicidad.
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¡"iqum

Marca de UR-3IIliberada al medio por linfocitos estimulados
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Sr: cultivar-on linhxziws cn preauncm de PHAdurante 48 haras, m.
murcamn con UR- H y prrxrcmron crmo se indica en materiales y nétodos.
Si!agregó Ciclosmrina A a algunas alIcuotas de la suspensión de linfg
(sitos marcados. A la 24 y 48 haras después de haber agregado la droga
se midió 1d radiactividad de los sobrenadantes obtenidos después de
centrifugar los cultivos. Se graficó el %de amnentocon respecto a
controles que ro recibieron Ciclosporina A.
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Fiüa 33

Marca de UIQ-3}!eliminada al medio por células CIA-4
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La marcación y procesamiento de las células se realizó según lo
descripto en mteriales y métodos. Se midió la marca liberada al me
dio de cultivo a distintos tienan después del agregadode Ciclospo
rina A. Se calculó en cada caso el aumentocon respecto a controles
sin tratar con la droga.
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F-‘irmra 3/2

Marca de UR-3Heliminada al medio por células K-562
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Se marcaron y procesaron las células según lo descripto en mate
riales y métodos. Sc agregó Ciclosporina A a algunas alícuotas del cu;
tivo marcadoy se midió la liberación de radiactividad al maiio de cul;
tivo a distintos tienpos después del agregado de la droga. Se calculó
el aumento con respecto a controles sin tratar con la droga.



Observaciones al microscopio electrónico

Se cultivaron linfocitos en presencia de PHAdurante 24 horas, se

dividió el cultivo en 2 partes y a una se agregó Ciclosporina A. Se de
jó cultivando por 48 horas más y se observaron las células con el mi
croscopio electrónico. La mayoriade las células del cultivo control,
tienen el aspecto de linfocitos estimulados normales (Foto N°1). Pue
de observarse el núcleo, mitooondrias y cisternas del reticulo endo
plásnico rugoso.

Las fotografías obtenidas de células crecidas en presencia de Ci
closporina A muestran los cambios morfológicos que acanpañan a la muer
te celular. Fh la foto N°2 se observan cambios en el citoplasma y orga_
nelas, puede verse vacuolación y el núcleo y las mitooondrias muestran
signos de desintegración. La foto N°3muestra un estadio post mortan,
donde la célula aparece vacuolada y vacía.
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Foto N°1
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Foto N°2
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Foto N°3
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Efecto de Ciclogorina A sobre células en cultivo

Debido al hecho de que in vivo, la droga tiene muybajo efecto
mielotóxioo, se decidió medir su efecto sobre distintas lineas celula
res.

Se encontró que a concentraciones suficientes para inhibir canplg
tamente la incorporación de precursores radiactivos en linfocitos esti
nulados por PHA,no se observaba ningún efecto en las lineas celulares
ensayadas. Cultivando algunas lineas con cantidades de Ciclosporina A
bastante mayores y durante por lo menos 24 haras se puede obtener al
guna inhibición.

La incorporación total de URy 'DdR(Tabla 7) muestra que de las
4 lineas celulares lunanas diferentes, solo 1a linea linfoblástica de
origen B es sensible a Ciclosporina A, se observa una inhibición del
30%de la incorporación de UR-3Hdespues de 24 haras en presencia de

Ciclosporina A en concentración de 2 ug/tnl. En linfocitos se obtiene g
na inhibición de 50-80%con 1 ug/inl. Adenás, puede obsa'varse efecto a
las 4 horas despues del agregado de la droga. m la mima linea linfo
blastoide, la incorporación de mua-3a se inhibe 55s despues de 43 ho
ras en presencia de 2 ug/ml de la droga. Ia curva de dosis-respuesta
(Fig.35 ) nuestra un aumentode la inhibición de la incorporación de
'DdR-3Ha naterial insoluble en 'ICA5%, dependiente de la concentración
de Ciclosporina A presente en el cultivo.

Se ensayó también el efecto sobre 3 lineas celulares de ratón: L,
BALE/3T3y NB41A3.Para las dos primeras, no se detectó ninguna inhi
bición a las concentraciones de Ciclosporina A usadas. La tercera re
sultó ser smsible a la droga, aunquesu sensibilidad es bastante me
nor que la de los linfocitos (Tablas).
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‘I'l‘l’lid 7

Efecto de Ciclosporina A sobre lineas celulares hmanas

Captación total Captación total
Tiempo después de UR- H de 'DdR-3H

Linea celular de la adición de
Ciclosporina A Concentración de Ciclosporina A

(horas) n .
0 l 2 0 1 2

cpm.10'3

24 15,0 - 16,3 22,1 - 24,5
K-562

48 29,1 - 28,2 36,3 - 32,2

24 5,3 5,4 3,7 13,6 11,2 11,0
CIA-4

21 55,5 50,5 49,5 57,8 57,6 57,0
MIC-5

44 81,5 74,5 71,9 145,2 150,2 160,0

Las células se cultivaron por 24 horas a una densidad inicial de a
proxinadarrente 5.105 cél./ml en ausencia de la droga. Luegodel agregado
de Ciclosporina A, el medio con o in 1a droga fue cambiado diariamente.
Los pulsos, de 3 haras, se hicieron antes de que las células llegaran a
confluencia



lncorporaciondeTdR3H enmaterial
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Inhibición de la incorporación de 'IüR-3Hpor Ciclosporina A en
células linfoblastoides
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Se cultivaron células CIA-4 en medio RPMI1640 conteniendo 10%
de suero fetal, se agregaron distintas cantidades de Ciclosporina A a
distintas alIcuotas del cultivo y luego de 26 haras se midió 1a inca;
poración de "ma-35 a material 1nao1ub1een mn. 5a. (Palaos de 2 horas).
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Tabla 3

Efecto de Ciclosporina A sobre la captación de NR por lineas ce
lulares de ratón

Concentración de Ciclosporina A (ug/ml)
Linea celular

0 1 2 4

agudo-3

L 121,6 108,5 105,5 101,6

BALB/3T3 123,8 113,4 112,4 

NB41A3 169,5 151,3 122,4 93,0

Las células se plaquearon 24 horas antes del agregado de Ciclos
porina A. La droga estuvo presente durante 48 haras en los cultivos
de céluas L y 3T3, y 24 horas en el de NB41A3.Al final de estos pe
riodos se midió la captación total (pulsos de 3 horas). El medio se
cambiódiariamente, oon'o sin la adición de la droga.
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Aparentenente, las células linfoblastoides son much)más sensibles
a la droga que otros tipos de células, esto hizo pensar en la posibili
dad de que la droga fuese activa en la destrucción de algunos tipos de
leucemias. Se ensayó primero el efecto de Ciclsoporina A sobre células
leucénicas aisladas de pacientes y luego sobre una linea de células
proveniente de una leucenia linfcblástica aguda.

Utilizando células aisladas de pacientes, se encontró que el efec
to no fue muymarcadosobre las provenientes de leucenia prolinfociti
ca (Tabla 9), en cambio sobre células provenientes de laicenia linfo
blástica aguda, el efecto fue ¡nichomayor, aunque las concentraciones
de Ciclosporina A necesarias para obtener un elevado porcentaje de in
hibición fueron mayoresque los necesarios para conseguir la misna in
hibición en linfocitos (Tabla 10)

Utilizando la linea OCRF-HSB-Z,aislada de un paciente con leuce
mia linfoblastica aguda, se obtuvieron resultados similares (Tabla 11‘.

Ia diferencia de especificidad de 1a droga puede derivar de su me
canisro de acción y su relación con alguna diferencia de 1a regulación
del crecimiento entre células.

mrtancia del caminometalñlicode recuEación de esmas en el
efecto de Ciclosporina A

El uso de 2 lineas celulares, CHOy CED(HGPRI‘_)permitió aclarar un
pocoel problemade la diferencia de sensibilidad de los distintos tipos
de células.

Se usaron 2 medios de cultivo diferentes: F-12 que incluye en su

formulación hipoxantina y guanina y MEMot,que contiene todos los nucleg
sidos y deoxinucleósidos. Este último permite el crecimiento en condicig
nes ótptimas de la mutante carente de hipoxantina-guanina fosforibosil
transferasa.

Las células CKNHGPRI"), dependen básicamente del camino "de novo"

para la sintesis de nucleótidos, a menosque puedan obtener nucleósidos
del mediode cultivo, mientras que las Cï-Doriginales pieden utilizar
las bases púricas a través de transferasas específicas.

Si se usa medio F-12, seobserva que la mutante, que sólo está uti
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Tabla 9

Efecto de Ciclosporina A sobre la captación de UR-3Hpor células
leucénicas. LeuceniaprolinfocItica

Ciclosporina A Captación total
(ugm1) de UR)“ (cm) %Inhibición

0 3900 0

2 3500 10

4 3640 7

6 3340 14

8 3200 18

10 2600 33

Se aislaron linfocitos de pacientes con leuoenia prolinfocitica,
cam se describe en materiales y métodos. Se los cultivó en medio RPMI
1640 con suero fetal a1 10%durante 7 haras, en presaicia y ausencia
de Ciclosporina A en las concentraciones indicadas. Al cabo de ese
tiempo se determinó la captación total de UR-3H.



Tabla 10

89

. 3
Efecto de Ciclosporina A sobre la captac16n de UR- H por células

leucénicas. Leucemialinfoblástica aguda

Ciclosporina A Captación total b 6%Inhi ici n
(ug/ml) de UR-3H (cm)

0 13.400 0

2 11.200 16

4 8.100 40

0 4.700 0

5 1.900 60

10 200 96

Se cultivaron linfocitos aislados de pacientes con leuce'nia linfo
blástica aguda y se cultivaron 24 horas en resencia de Ciclosporina A
después de lo cual se hcieron pulsos de UR- H (1 uci/ml) durante 6 y 3
haras respectivammte, y se midió la incorporación total.
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Tabla 11

Efecto de Ciclosporina A sobre la captación de URr3Hpor células
leucémicas. Línea CCRF-HSB-Z

Ciclosporina A Captación total
(ugm1) de UR_3H(cm) a Inhibición

0 15.080 0

1,5 11.779 22

3,0 9.085 40

6,0 6.866 55

12,0 1.021 93

24,0 634 97

Se cultivaron las células durante 20 horas en presencia de Ciclos
porina A en las cantidades indicadas, al cabo de dicho tienco se núdió
la incorporación total de UR-3H(1 uciflnl), luego de un pulso de 3 ho
ras.
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lizanio la sintesis "de novo", es más sensible a Ciclosporina A que las
células normales. En cambio, si se cultivan en MEM, donde ambas pue

den usar amboscaninos metabólicos para la síntesis de nucleótidos, el
de recuperación de purinas y la sintesis "de novo", el grado de irmibí
ción es el misno para las dos líneas (Fig. 36).

FicEEa ’36. Se determinó 1a captación total de UR-3Hpor células
CID y CHOGGPR'I“)en presenciao no de Ciclosporina A (lO ug/ml) . Ia
droga se agregó 40 horas antes de efectuar la detemúnación.

Las células se cultivaron en cajas de Petri de 5 cmde diámetro,
con una densidad inicial de 30.000/cm2. Al final del tratamiento con
la droga se agregaron 2 uci de URJH a cada placa y se detemu'nó la
incorporación total después de 2 horas.

Los resultados se expresan cano %de inhibición por la droga en
función de su concentración.



Figíra 36

Influencia del caminometabólico de recuperación de purina en el
efecto de Ciclosporina A
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DISÏUSION

Efectos Imunitarios

Ios estudios realizados hasta el mcmento,indican que la Ciclos
porina A deprime la respuesta imune mediada por células y 1a respues
ta inmunehmoral dependiente de timo. Sin anbargo, en el caso de la
formación de Abs contra lipolisacárido in vivo, función que no depende
del tino, así cano 1a estimulación de células de bazo de ratón in vi

tro por lipopolisacárido, no se encontró inhibición por Ciclosporina A.
Estos resultados llevaron a la conclusión de que 1a droga inhibe

la respuesta a estinnlación antigénica y mitogénica dependiente de cé
lulas T, pero no la respuesta de células B independiente de tino. No
obstante ello, las observaciones realizadas en linfocitos rumanos,si

giere que la Ciclosporina A actúa tanto sobre linfocitos T omo B, y 59
bre lineas linfoides en cultivo. Fsto se muestra por la inhibición, de
pendiente de la concentración de Ciclosporina A en el medio de cultivo,
a la respuesta. proliferativa luego del agregado de Pm, GonA, células
alogeneicas y Pm. Las tres primeras permiten medir la respuesta de cg
lulas T y el PNV!da idea de la respuesta de células B.

Ia efectividad de la droga en cultivo, muestra que su efecto es
directo, no requiriendo ulterior activación metabólica en el organismo.

Luegodel agregado de Ciclosporina A a linfocitos estinulados, la
sintesis de DNAes fuertevente inhibida y el númerode blastos se redg
ce significativamente. Por otro lado, la Ciclosporina A tiene baja to
xicidad para linfocitos no estimulados, ya que el cultivo de este tipo
de células durante 2 días en presencia de la droga, no impide que és
tas tengan una mena respuesta a estirmlación mitogénica. Fl hecha de
que Borel YWeisinger no encontraran reversibilidad del efecto de Ci
closporina A, pudodeberse a que el lavado de las células no fue efi
ciente, ya que la droga requiere varias haras para SJ eliminación. Tam
bién puede ocurrir que las células de ratón sean más sensibles a la
droga que los linfocitos humanos(74).

Si esto puede attrapolarse a condiciones in vivo, sería razonable
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concluir que la droga afectaría preferaxcialmente a clones de linfoci
tos en proliferación. En el caso de una estimulación por un Ag especi
fico, cuando se suministra Ciclosporina A al organisno habrá imumsu
presión selectiva del clon involucrado en la respuesta, quedandointag
tos los otros clones que responden a otro tipo de Ags.

Efecto citotúxico y sobre la proliferación celular

El efecto tóxico directo de la Ciclosporina A sou-e linfocitos eg
timulados, hecl‘oque se evidemia por la dianinución del núna'o de
blastos en cultivo, fué cauprobadomarcandolas células con caupuestos
radiactivos. Cuandose marcancultivos de linfocitos o células CIA-4

con UR-3H,luego del ensayo de toxicidad las células ¡mer-tas liberan
la marcaal mediode cultivo. En premia de Ciclosporina A, la elimi
nación de la marca es much) mayor que en ausencia de la mima.

Cuandose narca con TER-31%,se obtiene distinta reacción sean se
trabaje con linfocitos o células C1A-4.Las células CIA-4que ¡fueren
luego de la adición de la droga, liberan la marca al medio de cultivo,
encontrándoseuna considerable diferencia con respecto a la liberación
de la marcaen cultivos sin tratar. En el caso de linfocitos, la marca
queia asociada a células muertas que son fácilmente separables a tra
vés de un gradiente de Ficoll. Aqui se encontro que, en presencia de
la droga, la marca asociada a células ¡mer-tas aunmta considerablemen
te. POrmicroscopía electronica, técnica con la cual es ¡my sitrple di
ferenciar células vivas y nuertas, se carprobó que en ciltivos de lin
focitos tratados con la droga por 48 haras, la mayoria de las células
están muertas.

Cuandose trabaja con células K-562, tanto el contaje de células
viables cano los resultados de los experimentos de marcación, no varia
ron apreciableneite en presencia de la droga, lo (¡ie indica que estas
células aparentenente son meros sensibles a la droga, ya que son afec
tadas después de mayor tienpo de exposición y en menor proporción.

Es importanteinsistir en que la droga nuestra cierta especifici
dad para células linfoides. Esto se canpzrobóutilizando otras células
en cultivo. Se encontro que, adanás de la linea linfoblástica CIA-4y
linfocitos, las células de pacientes con leucania linfoblástica aguda
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son ¡my sensibles a Ciclosporina A, variando sin enbargo, la concentra
ción necesaria para producir efecto inhibitorio, de un tipo de célula a
otro. Por el contrario, la droga tiene muypoco efecto sabre células
con marcadores mieloides o fibroblastos rumanoso de ratón, con excep

ción de nairoblastma. Ia saisibilidad de las lineas celulares utiliza
das es muyvariable, y en todos los casos las cantidades de droga necg
sarias para lograr cierta inhibición de la captación de nucleósidos
son nucl'o mayores que en las progenies linfoides.

Effecto sobre la captación y metabolisuo de precursores

' El primer efecto notable observado a nivel biquímico fué la inhi
bición de la captación de URque ocmienza poco después del agregado de
la droga. Esto es seguido por la inhibición de la captación de 'IdRque
comienzaalrededor de 10 haras más tarde y luego la de leucina.que co
mienza 25 l'Dras más tarde que la anterior. No se puede establecer, sin
anbargo, si estos efectos son primarios y explican la inhibición de la
transformación de linfocitos, o secundarios a otro efecto de la droga
todavia no identificado.

Hayevidencias que relacionan cambios en el transporte de URcon
el canienzode la proliferación, p. ej., la adición de suero fresco a
f iktoblastos confluentes, producenun rápido amento de la captación
de UR, seguido de división celular. Cunnighamy Pardee (73) obtuvieron
evidencias de que la estirmlación del transporte de nucleótidos refle
ja cambios en las velocidades de sintesis de RNAde novo y de DNA.

Lingvood y Thcmas (74) señalaron la existencia de un cambio rápi
do en el transporte de nucleósidos después de exponer a las células de
linfana de ratón a inhibidores del crecimiento celular. Sin embargo,
obtuvieron diferentes curvas para citostasis e inhibición de la cap
tación de nucleósidos, hecl‘Dque indicaría que no necesariamente exis
te una relación causa-efecto entre ambosfenómenos.

Eh el presente trabajo se observó que la captación de los 4 ribo

nucleósidos está inhibida. Para UR, ARy CR la VMde captación no va

ria, pero si la Rap. Esto indicaría que lo que está afectada es la
funcionalidad de los sitios de captación y no su número. Lo opuesto o
curre con 1a captación de GR; en este caso es evidente una disminución
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de la VM.

Ia variación de Kappara la captaciin de URcon la concentración
de Ciclosporina A excluye la posibilidad de un efecto todo o nada y su
qiere que los sitios de captación son más o menosefectivos de acuerdo
a la concentración de Ciclosporina A presente, sin ser anulados irre
versi blenente .

Por otra parte, 1a sintesis de RNAy DNAse ven afectadas bastan
te más tarde que la captación de precursores, aparentenente, este e
fecto se debe a fenómenossecundarios.

El hecha de que no se encontrara efecto de la droga in vitro so
bre las actividades de quinasa de timidina, PRPP-sintetasa y quinasa
de uridina puede deberse al hecro de que no fue posible disolver 1a
droga adecuadamente.Por este activo se estudió la actividad fosfori
lante de nucleótidos y nucleósidos en extractos de células tratadas y
sin tratar con la droga. Se hicieron estos estudios, para averiguar si
existe una relación o no entre captación y utilización de los nucleósi
dos. Se encontró un efecto inhibitorio de la droga dependieite de la
concentración de la misma. Las actividades de quinasas disminuyeron
después de que las células pemanecieron en cultivo durante 5-6 haras

en presencia de la droga. Esto hace improbable que los cambios observa
dos sean debidos a una represión de las mzimas o a la inducción de al
guna enzimadegradativa del tipo de las fosfatasas. De todas maneras,
caro las reacciones se llevaron a cabo en presencia de concentraciones
altas de ATP,tal implicancia de hidrolasas puede eliminarse. Se puede
concluir que es bastante probable que la droga actúe sobre alguna sus
tancia o procesa involucrado en la fosforilación de ribonucleósidos.

Por otro lado, la memr inhibición de la fosforilación en células
CIA-4comparadacon linfocitos concuerda con la menor inhibición de la
captación de URpreviamente observada. La canparación de la fosforila

ción en linfocitos con la de células K-562, indica una falta de inhib_i_
ción en ¡(-562que coincide con 1a menor sensibilidad de estas células
a la droga.

La posible implicancia de las reacciones de fosforilación en los
efectos de la Ciclosporina A también es sugerida por experimentos lle
vados a cabo con mutantes en las que el camino metabólico de recupera
ción de purinas está alterado. El trabajo realizado en dichas células
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permitió aclarar un poco porqué algunas lineas celulares se afectan más
que otras por la droga.

En general, tales mutantes rsultaron ser más sensibles a la droga
que las células normales cuando se las cultivó en mediocarente de nu
cleósidos. Tal hecln podría deberse a que estas células obtienen sus
nucleótidos únicamentea través de sintesis de novo, mientras que las
células normales los obtienen a través de anbos caminos: "de novo" y

de recuperación. Esto podria determinar una contracción del pool de nu
cleósidos en las mutantes, y por consecuencia una mayor sensibilidad a
la inhibición de la fosforilación por 1a droga. Por otra parte, en me
dios adicionados con nucleósidos, el canportamienbode las células mu
tantes en presencia de la droga, respecto de las normales es ¡my simi
lar. O sea que 1a diferente sensibilidad de las distintas células a la
droga, seria debida a diferencias metabólicas entre ellas.

- Por las caracteristicas mencionadas, la Ciclosporina A parece una
droga adecuada para reenplazar a los actuales regímenes de quimiotera
pia usados en transplantes, que involucran nucl'ns riesgos e incamdidg
des, ya que esta droga podría eliminar a los clones de linfocitos que
respondena estimulación por Agsextraños, sin afectar los restantes.

Tambiénpodria resultar útil en la terapia de ciertas leucanias
de origen linfoideo. Actualmentese están desarrollando las pruebas
clinicas adecuadaspara considerar su aplicación.

MW
ig \



1

10

11

20
21

23
24
25
26

28

98

BIBLImRAFIA

Moore M.A.S., OwenJ.J.T., (1967) J. EXp. Med. 12_6, 715

OwenJ.J.T., Ritter M.A., (1969) J. Bcp. Med. _]¿9_,431

OwenJ.J.T., Raff M.C., (1970) J. Exp. Med. a, 1216
Stutman 0., GoodR.A., (1971) Transplant. Proc. 1, 923
Ford C.E., (1966) Thymus: Exp. Clin. Stud. Cib. med. Symp.1965p.131

Cooper M.D., Lawton A.R., (1973) Contemp. 'Ibp. Immnobiol. l, 49
Weissnan I.L., (1975) Transplant. Rev. a, 159
Cooper M.D., Cain W.A., Van Alten P.J., Good R.A.,

Allergy Appl. Inmunol. 32, 242
Nelson D.S. (editor) Inmunobiology of the Macrophage. NewYork: Aca
demic (1976)

Pierce c.w., Kapp J .A., en Inmunobiology of the Macrophage (D.S.
Nelson ed.) NewYork: Acadenic (1976)

Rosenthal A.S., Shevech F.M., Oontenp. 'Ibp. Irrmunobiol. M, 1482
(1976)

Unamue E.R., (1972) Adv. Inmunol. _1_5_,95

Katz D.H., Benacerraf B., (1972) Adv. Irmninol. lá, l

Gersrnn R.K., Kondo K., (1970) Inmunology _1_g_,723

Gersron R.K., Kondo K., (1971) Immnology 2_1, 903

Cerottini J.C., Brunner K.T. (1974) Adv. Inmmol. É, 67
Ehgers H.D., Mac Donald H.R. (1976) Conterp. 'Ibp. Immnobiol. á, 145

Each F.H., VoynowN.K. (1966) Science El, 545
Kosakura S., Lowenstein L., (1965) en Histooanpatibility Testing 1965
(D.B.Amos, J.J.Van Rood ads.) p. 203. Munksgaard, Copenhagen

Háyry P., Defendi V., (1970) Science ¿63, 133
ibdes R.J., aledmyr E.A.J. (1970) Transplantation _9_,470
Solliday S., Bach F.lI., (1970) Science ¿22, 1046
Benacerraf B., (1968) Cancer Tes. 2_8, 1392

Benacerraf B., Green I., (1969) Annu. Rev. Med. 32,141

Crowle A.J., (1975) Adv. Inmunol. 2_0, 197

David J.R., David R.A., (1972) Prog. Allergy É, 300
Gell P.G.H., Benacerraf B., (1961) Adv. Irmurnl. l, 319
Claman H.N., Chaperon E.A., Triplett R.1='., (1966) Proc. Soc. Bcp.

(1969) Int. Arch.



99

¡3101. Mod. gg, 1167

29- Miller J.F.A.P., Mitchell G.F.,(1967) Nature (London) 216, 659
30
31
32

33

34
35

39

Miller J.F.A.P., Mitchell G.F., (1968) J. Hp. Mad. l_28_,821
Mitchell G.F., Miller J.F.A.P., (1968) J. Exp. Med.a, 801
Mitchell G.F., Miller J.F.A.P., (1968) Proc. Natl. Acad. Sci. USA
2, 296
Nossal G.J.V., CurminghamA., Mitchell G.F., Miller J.F.A.P.,

J. Exp. Med. EQ, 839

HumphreyJ.H., Parrot D.M.V., East J., (1964) Irmunol. Z, 419
Baker P.J., Reed N.D., Stashak P.W., AmsbaughD.F., Prescott B.,

(1973) J. Exp. Med. El, 1431

Braley-Mullen }I., (1975) J. Inmunol. ¿SJ 1194

Braley-Mullen H., Sharp G.C., (1974) Cell. Immmol. 1_2_,49
Davis A.J.S., Carter R.L., Imchars B., Vhllis V., Dietrich F.M.,

(1970) Inmunology a, 945
fbuard J.G., Christie G.B., Countenay E.M., Leuchars E.M., Davies

A.J.S., (1971) Cell. Imrunol. _2_,614

(1968)

40- ManingJ.K., ReedN.D., Iutila J.w., (1972) J. Intrunol. fi, 1470
41
42
43
44
45
46
47

48

49

50
51
52

53
54

Vhr G.W., Ghaffar A., James K., (1975) Cell. Itmunol. a, 366

Feldmann M., Basten A., (1971) J. Exp. Med. _1_3_4_,103

FeldmannM., Nossal G.J.V., (1973) Transplant. Rev. g, 3
LangmanR.E., Amstrong W.D., Diener E., (1974) J. Ilmurnl. 21,251
Parish M., Hayvard J., (1974) Proc. Royal Soc. London liz, 47
Shevach E.M., Paul w.E., Green I., (1972) J. Exp. Med. É, 1207
Brunner K.T., Cerottini J.C., (1971) en Inmmology, p. 385. Academic
Press. NewYork

David Katz en LymphacyteDiffermtiation,Recognition, and Regulation
(1977) Academic Press p. 627-630

Claman H.N., (1972) N. England J. Med. El, 388

Kidson C., Nature (london) a, 779 (1967)
Makinodan T., Santos G.W., Quinn R.P., (1970) Pharmaool. Rev. gg, 189
Elion G.B., Hitchings G.H., (1975) en Antineoplasic and Inmunosup
presive Agents part II (A.C.Sartorelli, D.G.Johnseds.) p. 404
Springer-Verlag. Berlin

Makinodan T., Santos G.W., Quinn R.P., (1970) Pharmacol. Rev. _2_?:_,189

Turk J.L., Poulter L.w., (1972) Clin. Exp. Innunol. u, 285



55
56

57

58

60

61

62

63

68
69

70

71
72

74

100

Mc Kearn T.J., (1974) Science 18_3, 94
Rüegger A., Khm M., Lichti H., Higuenin R., QJiquerez C., von

verthirg A., (1976) Helvetica Chjmica Acta 2, 1075
Borel J.F., Feurer C., Gubler H.V., StálelinH., (1976) Agents and

Actions fi, 468

Borel J.F., (1976) Inmunology _3¿, 631

Barel J.F., Feurer C., MagneeR., Stálelin H.,(1977) Inmunologyg,
1017

Allison A.C., Garcia R.C., Green C., Leoni P., 61th Int. Conv.
Dummlogy
Calne R.Y., White D.J.G., Rolles K., Snith D.P., Herbertson M.B.,
(1978) The Lancet 1183

Green C.J., Allison A.C., (1978) The Lancet 1182

'mtshka P.J., Besclnnier W.E., Allison A.C., Buns W.H., Santos G.W.,

(1979) Nature (london) 28_0, 148

BóyumA., (1968) Scarflinavian Jairnal of Cinical Laboratory Inves
tigation 21, supplenent 97, 31
Krenitsky T.A., Papaioanmu R., Ellion G.B.,

logical Chenistry ¿41, 1263
Garcia R.C., Leoni P., Allison A.C., Biochim. Biophys. Res. Garmin.

(1977) fl, 1067

Bhuyan B.K., (1970) Cancer Research _3_O_,2017

Lucas A., Science (1967) fi, 1237
Randerath K., Randerath E. en Methods in Ehzimology, vol. XII, part A

p. 323

SeJal A.w., Thaer M.L., Amot R.N., (1976) The Lancet g, 1056
OnmixxghamD.D., Pardee A.B., (1969) Proc. Nat-.1.Acad. Sci. USAg,
1049

Lingvnod C.A., Trnnas D.B., (1974) Journal of cell Biology 21;, 359
Borel J.F., Wiesinger D., (1977) en Regulatory Mechanis'ns in lymprg
cyte activation. Proceedingsof the 11th Iaflmyte Culture Confe
rence. NewYork. Acadanic press p. 716

(1969) Journal of Bio


	Portada
	Agradecimientos
	Abreviaturas
	Índice
	Introducción
	Materiales y Métodos
	Resultados
	Discusión
	Bibliografía

