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Fundamentos y objetivos generales

Los seres vivos se hallan permanentemente expuestos a agen-—
tes del medio ambiente. Los vertebrados, y en particular los
seres humanos, han desarrollado un intrincado sistema de detec-—
ciéon y defensa para preservar su organismo. Este sistema 1lamado
inmune (del latin inmunis: exento) se ha estudiado clasicamente
en dos compartimentos: el humoral y el celular. Actualmente se
sabe que esta divisidn carece de sentido fisioldgico, sin embargo
tiene validez operacional para el disero de algunos experimentos
in vitro.

Los mecanismos efectores pueden ser mediados por factores
solubles (inmunoglobulinas, complemento), por células o por ambos
y pueden 1llevar a la muerte o eliminacién del agente invasor. En
algunos casos esto no ocurre y se llega a una situacidn de equi-
librio entre el agente infectante y su huésped teniendo asl una
infeccidn croénica, donde la funcidn del sistema inmune es mante-—
ner limitada la infeccidn.

Los leucocitos son las células encargadas de la defensa
contra agentes invasores ajenos. Se entiende como ajeno tanto un
microorganismo, un parasito multicelular, una proteina o antigeno
exogeno (sustancia capaz de inducir respuesta inmune) que de
algun modo invadan al huésped, o una célula maligna o infectada
por virus, cuya superficie presente antigenos distintos de los

nativos del huésped.



La primera linea de defensa estd constituida por células
fagociticas: granulocitos y monocitos—macréfagos que inmovilizan,
fagocitan y destruyen los agentes invasores. A tiempos mas lar-—
gos, si aun persiste la infeccidn, comienzan a actuar los linfo-
citos de distintas clases: los By, productores de inmunoglobuli-
nas, y otros efectores de distintos mecanismos citotdéxicos, tanto
especificos [directos (T) o mediados por anticuerpos (K)1 como
inespecificos (NK).

Los leucocitos elaboran una serie de sustancias capaces de
activar, inducir o inhibir 1la proliferacidn o diferenciacion de
otros tipos celulares y de favorecer la presencia de las células
necesarias en los sitios de inflamacidn. Estas sustancias se
denominan linfoquinas si provienen de linfocitos y monoquinas si
son producidas por monocitos—macréfagos y a través de ellas se
regula el delicado y complejo equilibrio de la respuesta inmune.

En los udltimos amros se han descripto diversos mecanismos
regulatorios dentro del sistema inmune. Este sistema ha sido
considerado autorregulado a través de 1los circuitos integrados
por los distintos tipos de células y mediadores solubles.

En 1la actualidad existe gran interés en estudiar la relacidn
del sistema neuroenddécrino con el sistema inmune. Se trata de
una interaccidn bidireccional, se ha observado que la respuesta
inmune induce respuestas enddcrinas, autondmicas y centrales (1)
a través de sustancias solubles. Del mismo modo, diversas hormo-
nas y neuropéptidos regulan las funciones inmunes (2).

Habitualmente se estudian las interacciones de los distintos
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tipos de células dentro del sistema inmune pero existen diversas
situaciones en que hay un contacto muy cercano entre lintocitos y
otros tejidos, lo que hace posible interacciones directas o a
través de factores solubles. El1 proposito de esta tesis +{fue
estudiar el etecto que tiene la activacion de lintocitos perifé-
ricos humanos sobre un tejido no relacionado al sistema inmune:
el tejido cardiaco.

Fara estudiar este efecto se emplearon dos modelos de acti-
vacion linfocitaria, un modelo de sensibilizacidén in vivo y un

modelo de activacion in vitro.

Modelo de sensibilizacidén in vivo:

En este caso se utilizaron lintocitos peritéricos de enfer-
mos chagasicos cronicos. Se selecciond la enfermedad de Chagas
porque se ha demostrado en el suero de estos pacientes la presen—
cia de anticuerpos con reactividad para tejido cardiaco. Esto
implica la presencia de linfocitos que reconocen antigenos de ese
tejido. Por otro 1lado, en este tejido es posible estudiar el
comportamiento contractil, lo que facilita la medicion de cam—
bios.

El sistema experimental utilizado para determinar las varia—
ciones producidas en los parametros de contractilidad fue el
ensayo biologico lievado a cabo con 1la preparaciédn de auricula

aislada de rata.
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Modelo de activacion in vitro:

En el modelo de activacidon in vivo existen muchas variables
desconocidas o poco regulables tales como tiempo de infeccidn,
presencia o no del parasito en circulacion, influencia de la
respuesta humoral en la actividad linfocitaria, etc.

Por ello se analizd 1a respuesta de células peritéricas
normales humanas +trente a estimulos policlonales in vitro.
seneralmente se utilizo una lectina mitogénica como la fitohema-—
glutinina (PHA) tratando de reproducir la activacidn debida a la
exposicién in vivo a antigenos del parasito. Este sistema expe—
rimental puede ser mejor controlado y muchas de sus variables
estan mejor definidas. Por este motivo se desarrolld con este

modelo la mayor parte del trabajo.
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INTRODUCCTION

Esta Introduccion fue realizada teniendo en cuenta dos
objetivos. En la primera parte de la misma (paginas 13 - 37) se
describen secuencialmente los diferentes pasos que ocurren en la
activacion linfocitaria puntualizando las distintas vias metabé-
licas que i1ntervienen. El propédsito es ofrecer un panorama gene-
ral de estos procesos que permitiran una comprensiéon integral del
tema especifico de la tesis.

La segunda parte abarca "Regulacion de la respuesta inmune
por metabolitos del acido araquidonico®,“Transduccion de la seral
de activacion linfocitaria" y la descripcion de los dos modelos
emp leados (paginas 38 - 63). Con 1a +finalidad de permitir una
interpretacion mas acabada de los "Resultados", la "Discusion" y
las "Conclusiones" obtenidos, se desarrollan con mas detalle
aquellos aspectos directamente relacionados con observaciones

experimentales realizadas en este trabajo.
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RESPUESTA INMUNE

La respuesta inmune es un mecanismo fisiolédgico que, como
otros,emplea el organismo para intentar mantener su homeostasis.

De acuerdo con Jerne (3) cuando el individuo se enfrenta con
un estimulo hay un periodo de desequilibrio. Si la respuesta es
adecuada, el equilibrio se restablece. La falta de una respuesta
inmune eficiente puede deberse a fallas en diferentes niveles del
sistema: al procesamiento del antigeno, a las caracteristicas
propias del antigeno o a un desbalance de las poblaciones celula-
res que participan de la respuesta inmune.

Varios tipos celulares participan de la expresion y regula-
cioén de las reacciones mediadas por células. Cada uno de ellos
presenta propiedades definidas y cumple una funcion caracteris-

tica contribuyendo al balance total de la respuesta.

Caracteristicas de las poblaciones celulares involucradas en la

respuesta inmune:

Inicialmente la caracterizacion de los leucocitos se realizo
por estudios morfoldgicos. Fudieron distinguirse asi polimorfo—
nucleares, monocitos y linfocitos.

Los linfocitos comprenden varias poblaciones celulares que
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se pueden i1dentificar funcionalmente o por sus caracteristicas de
superficie. A partir del andlisis por rosetas y por inmunofluo-—
rescencia se pudieron distinguir los linfocitos By T (4).

Los linfocitos T humanos normales forman espontaneamente
rosetas cuando se los mezcla con eritrocitos de carnero (E) (3).
Esta propiedad permitid caracterizar a estas células y separarlas
de los linfocitos B aunque debe aclararse que no hay un funda-
mento inmunolégico para este fendmeno. Los linfocitos B, produc-—
tores de anticuerpos, se caracterizan por presentar en la mem-
brana inmunoglobulinas de superficie que actuan como receptores
para el antigeno. El entrecruzamiento de estos receptores al ser
ocupados desencadena la activacion de estas células.

Con el advenimiento de tecnologlas mas sofisticadas como el
desarrollo de 1la técnica de hibridomas (6) para producir anti-
cuerpos monoclonales y la fluorocitometria, se pudieron identifi-
car y purificar subpoblaciones de linfocitos T, asi como células
en distintos estadios de maduracion.

Los linfocitos periféricos humanos T expresan el marcador
CD3 en un 100%. Ademas expresan el antigeno CDB (antes 1llamado
T8) o el CD4 (antes T4). Los antisueros anti-CD4 reaccionan con
un 60 Z de 1los linfocitos T identificando a la subpablacidn con
funcioén colaboradora o inductora (Ty) (7). Los antisueros anti-
€CD8 reconocen entre el 20 y el 30 % de las células T periféricas’
lo que corresponde a la subpablacién con funcién supresora (Te) O
citotéxica (Teg) (B).

Las funciones principales de 1los fagocitos mononucleares
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(monocitos—macrofagos) son la fagocitosis y el procesamiento y
presentacion de los antigenos (2, 10). Foseen en su superficie
receptores para el fragmento Fc de inmunoglobulinas y para el
componente C3 de complemento, lo que facilita 1a +unciéon fago-—
citica. Ademas son capaces de producir linfoquinas que actdan
sobre otras poblaciones celulares como la interleuquina 1 (IL-1)

(11) y el interteron & (IFN g (12).

Interacciones celulares en la respuesta inmune:

El antigeno es tagocitado y procesado por los macrotagos u
otras células presentadoras del mismo. Los macrédtagos que actuan
en la presentacion antigénica son aquellos que tienen en su
membrana moléculas Ia (antfgenos de clase 11) coditicadas por
genes del complejo mayor de histocompatibilidad(Y). Los lintoci-
tos T reguladores reconocen al antigeno sélo cuando éste se
expresa en la superticie de otra celula conjuntamente con los
antigenos la (13, 14).

Ademas los macréfagos producen y secretan una serie de
t+actores solubles (15) que modifican la actividad de los linfoci-
tos tales como la IL-1 que actua en la activacion de los linfoci-
tos T en maduracioéon y proliteracion estimulando l1a produccidédn de
una linfoquina, la interleuquina 2 (IL-2), elaborada por las
células Ty La IL-2 es necesaria para la proliferacidn de célu-—
las T (16) y linfocitos de granulos grandes (LGL) (17).

Por otro lado los macrotagos producen factores que pueden

15



suprimir inespecificamente la actividad linfocitaria como prosta-—-
glandinas, interferdn y metabolitos del oxigeno (18, 19). A su
vez los linfocitos producen factores que actuan sobre 1los macroé-
fagos activandolos o provocando su migracion (20, 21).

Cuando el antigeno, presentado por el macrédfago, se une al
receptor en la superficie del linfocito T ocurre una serie de
cambios morfoldgicos y bioquimicos conocidos como activacidn
linfocitaria (FIGURA 1).

La cooperacion celular en la respuesta  inmune se encuentra
bajo control genético en varios niveles: en particular en la
presentacion antigénica en la superficie del macréfago u otra
célula presentadora (22).

Para que 1los linfocitos B produzcan niveles adecuados de
anticuerpos y los 1| expresen su actividad citotdxica apropiada-
mente, se requiere la interaccién de las células , B o Tc respec-—
tivamente,con las células T colaboradoras. Estas aumentan la
actividad pero el balance se obtiene con la participaciéon de las
células T supresoras que regulan negativamente este efecto. A su
vez las células T contrasupresoras regulan la actividad de las Teg
actuando sobre las Tyn (23, 24).

Todas estas interacciones ocurren si los linfocitos T reco-—
nocen a los antigenos codificados por el complejo mayor de histo—
compatibilidad (CMH) en la superficie de las células con las que
deben interactuar. Este fendmeno se denomina restricciédn de la
respuesta inmune por el CMH (25, 26).

El complejo mayor de histocompatibilidad es un complejo de

16



genes estrechamente ligados que determina la estructura y la
expresion de un numero de glucoproteinas de la superficie

celular : antigenos de clase I y antigenos de clase (1. Los
linfocitos T de tenotipo UD4 reconocen determinantes antigenicos
dentro del contexto de antigenos de clase II. En cambio, los
lintocitos T de t+enotipo CDB lo hacen en relacion a antigenos de
clase I. En su conjunto 1los genes del CMH han sido implicados
principalmente en 1los mecanismos de discriminacion de 10 pPropio

con respecto a lo no propio desarrollados por el sistema inmune

(27).
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FIGURA 1:

Esquema de las interacciones de distintas células y factores

solubles derivados de ellas en la respuesta inmune
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ACTIVACION DE CELULAS T

La activacion linfocitaria T es un proceso complejo que
puede culminar con la proliferacidn celular y/o la expresion de
una o mas funciones caracteristicas de la respuesta inmune (dife-—
renciacion).

La estimulacidn puede ser especifica o inespecifica. Es
especifica cuando los linfocitos son expuestos a algun antigeno
para el cual ya fueron sensibilizados, es decir del que tienen
memoria. En cambio, es inespecifica cuando 1la activaciéon no
requiere exposicién previa ni especificidad y puede ser provocada
por diversos compuestos como lectinas (28) ( ej: fitohemaglutinina
(FPHA) (29), concanavalina A (Con A) )3 productos bacterianos;
anticuerpos (30) y antigenos de histocompatibilidad; agentes
oxidantes como el periodato (31), etc.

Después del contacto con el estimulo (especifico o inespeci-
fico) aparecen numerosos cambios bioquimicos y morfoldgicos,
algunos de los cuales pueden detectarse pocos segundos después de
la exposicion y otros solo muchas horas y aun dias mas tarde.

La activacion de 1los linfocitos T, tanto por antigenos
presentados en el contexto de los antigenos mayores de histocom—
patibilidad, como por estimulos inespecificos comienza a nivel de
la membrana (32). Es una secuencia de acontecimientos que ocurre
con ramificaciones en varias de sus etapas, aunque no todas ellas
llevan a la etapa final (33).
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Los linfocitos virgenes y presumiblemente las células de
memoria son células que estan en reposo, supuestamente en estadio
Go. Al ser estimuladas entran en ciclo pasando secuencialmente
por los estadios Gi (neosintesis de proteinas (enzimas) y ARN) ,
8 ( de sintesis de ADN ), Gz ( de intervalo, también con sintesis
de protelnas, en especial fibrilares y ARN) y M (mitosis) (34).
(FIGURA 2)

Los linfocitos en reposo, trequieren por lo menos dos tipos
de serales para completar el ciclo (35): las primeras de activa-
cién que 1o llevan a Gi son generalmente provistas por el anti-
geno pero la célula sédlo comienza a sintetizar ADN si recibe una
sernal adicional, proliferativa, que puede provenir de factores de
crecimiento no especificos (FIGURA 3).

Los cambips metabdlicos asociados a la divisidn celular son
similares a los que ocurren en otras células pero los linfocitos
ademas maduran a continuacién adquiriendo funciones diferenciales
que definen las subpoblaciones linfocitarias.

En la mayoria de los estudios de estimulaciéon linfocitaria
se emplean activadores policlonales que inducen blastogénesis en
un alto porcentaje de la poblacidén T. Fara células T se utilizan
generalmente lectinas vegetales (37). Estos mitdgenos inducen un
proceso complejo en los linfocitos que depende, entre otras
condiciones, de la concentracidn de 1lectina utilizada, Yy del
tiempo de exposicidn a la misma (38).

A pesar de que la evaluacidn de la estimulacion linfocitaria
se realiza generalmente por la incorpaoracién de timidina radiac-
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tiva tritiada (SH-timidina) al ADN, la activacién de los linfoci-—
tos no implica obligatoriamente la sintesis de ADN y la determi-
nacion de la incorporacién de SH-timidina no siempre representa
la activacidn linfocitaria (33).

Actualmente se conoce una serie de factores celulares entre
los cuales las llamadas interleuquinas tienen gran importancia en
el control del crecimiento de células T (39).

La interleuquina 1 (IL-1) es una citoquina producida funda-
mentalmente por macrédfagos (40) que actua sobre las células T
induciendo la expresion de receptores (41, 42, 43) para interleu-
quina 2 (IL-2). Los resultados de estudios recientes sugieren
que la IL-1 presente en las membranas de las células accesorias
es la que actda en la activacién de células T en presencia de
antigeno y células presentadoras (44, 43). Asi 1los linfocitos
activados por el estimulo antigénico o por mitdgenos, que estan
en G,, pueden responder a la IL-2, y contindan el ciclo llegando
a la division celular (FIGURA 3).

La evidencia actual indica que la estimulacidn de linfocitos
T por antigenos o 1lectinas se puede dividir en etapas. En la
etapa de preparacioén para la mitosis se expresan los receptores
para IL-2 ( 446, 47) y se produce IL-2. Generalmente se requiere
la presencia del antigeno especifico y células accesorias (48).

(FIGURA 4)



FIGURATZ

Ciclo celular

FIGURA 3:

Efecto de cifoquinas sabre el diclo celular
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FIGURA 4:

Estadios del ciclo celular para linfocitos T estimulados por

antigeno

IL-2
receptor

CEL.T CEL'T CEL.T CEL.T
en reposo en G, en fase (51 en fase S
CELULAS Gy temprano

ACCESORIAS Ia*
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Esto representa la transicidn del estado de reposo a Gl. La
etapa proliferativa involucra a la IL-2, la cual se consume y su
efecto bioldgico permite la progresidn a la fase S (36, 41, 49)
(FIGURA 4).

El proceso de activacidon es en realidad el resultado de un
conjunto de caminos metabdlicos interconectados que funcionan
simul taneamente. Un acontecimiento inicial puede afectar varios
pasos posteriores a la vez en forma ramificada (por ejemplo el
aumento del flujo de Ca="). For otro lado existen caminos que no
necesariamente llevan a las etapas terminales de activacién como
el entrecruzamiento de receptores que resulta en el fendmeno de
"capping". Ademas 1los productos de pasos posteriores pueden
ejercer inhibiciédn sobre pasos mas tempranos por retroalimenta-—

cion (33).

Compuestos capaces de activar linfocitos:

Se denominan lectinas a un grupo de glucoproteinas, deriva-—
das de plantas y animales, con capacidad para unirse a hidratos
de carbono (37, 51).

Muchas proteinas de la membrana 1linfocitaria exponen al
exterior carbohidratos que pueden unirse a lectinas. En general,
esta union se basa en la especificidad por un azucar determina-
do, pero puede abarcar mas de un carbohidrato.

Las 1lectinas utilizadas mas frecuentemente para estimular
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linfocitaos T son la t+itohemaglutinina (PHA) con especificidad por
residuos de N—-acetilgalactosamina, y la concanavalina A (ConA)
que se une a manodsidos.

Se designan con el nombre de mitdagenos a las sustancias que
inducen en las celulas mitosis, es decir divisién celular.
Muchas lectinas son mitogénicas. S5in embargo existen algunas como
la agliutinina de germen de trigo (WGA) que se une a los linfoci-
tos ¥y 1los aglutina pero no induce la division. Puede en cambio
inducir varios de los pasos metabdlicos iniciales (52, 53, 24).
En general existe una concentracitn optima de lectina en la que
se expresa su efecto mitogénico.

Otros compuestos, distintos de las lectinas, pueden activar
a los linfocitos. tntre ellos se cuentan agentes oxidantes
(periodato de sodio) (32), algunos cationes como el 2n=3+ (33),
proteasas como la tripsina y la quimotripsina. Estos agentes
pueden estimular la sintesis de AUN en algunas subpoblaciones de
linfocitos (33). Los ionotoros del Ca2*, tales como el AZ3187,
inducen un incremento del +1lujo de Ca2®+ al insertarse en la
membrana como proteinas integrales. En los linfocitos se aobservo

que pueden actuar como seral mitogénica (55).



Acontecimientos asociados a la activacion linfocitaria:s
1) Etapas tempranas:

Estos acontecimientos ocurren en segundos o minutos.

a) Cambiggmgqmg}ui}gjo de cationes monovalentes:

En los 1linfocitos, como en muchas otras células, se halla
presente una enzima, comunmente llamada baomba catidnica: la
sodio—-potasio ATP-asa, que bombea sodio hacia afuera y potasio
hacia adentro de la célula en contra de un gradiente de concen-
tracién. Se ha demostrado que la toma de “2K por linfocitos
humanos estimulados con PHA aumenta apenas 30 segundos post
contacto llegando a duplicarse 1 hora después. En forma paralela
se incrementa la salida de Na* (33, S56). En realidad no hay cam-—
bios netos de concentracidn ya que se observd eflujo de KT e
influjo de Na* equivalentes. Asi, 1lo qﬁe se maodifica serta la
permeabilidad para estos cationes cambiando el potencial electro—
quimico a través de la membrana (57). Se describieron canales de

K+ asociados a la activacion celular (58)

b) Flujo de calcio:

La concentracién fisioldgica de Ca=®* extracelular es gene-—
ralmente mayor que la intracelular, de modo que la entrada de

26



este i6n se produce a favor de un gradiente de concentracién por
difusidn y la salida es por transporte activo.

lLa membrana celular es muy poco permeable al Ca=-. Hay dos
sistemas de bombeo: el intercambiador Na*/Ca=Z* y la ATP-asa
llamada bomba de Ca=+. El control de 1la actividad celular se
obtiene por 1liberacidn de iones Ca=2* de depédsitos intracelulares
y por los flujos de Ca=®" a través de canales proteicos especifi-
cos (59). Estos canales pueden ser de varias clases (60), a
sabers:

1) los llamados canales de pérdida que reflejan que la membrana

es algo permeable, no son verdaderos canales;
2) los llamados canales sensibles al estiramiento que probable-
mente tampoco sean canales sino la consecuencia de una perturba-
cion mecdnica que afecte la permeabilidadj
3) los canales sensibles al voltaje que se encuentran presentes
en muchos tejidos;
4) los canales operados por receptores cuya existencia se propuso
para explicar que muchas uniones receptor—-ligando activan el
influjo de Ca=®* en ausencia de cambios de potencial de membrana.

El Ca=®* es fundamental para la estimulacidn de 1los linfoci-
tos ya que si 1la concentracion del ion en el medio es menor que
10—>M no hay respuesta (61). Ya se menciond ademds que el ioné-
foro de calcio A23187 es capaz de inducir la sintesis de ADN (62,
&3, 64).

Aunque la entrada de calcio no es dependiente de energia, se
inhibe con drogas que aumentan la concentracion de cGMF o dismi-
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nuyen la de cAMP (65). Por otro lado, el calcio activa la guani-
lato ciclasa celular cerrando un ciclo de retroalimentacidn
negativa. Esta enzima y 1la calmodulina podrian vincular la
entrada de calcio con el aumento de la fosforilacidn de otras

enzimas claves en la transmision de la seral.

c) Efectos sobre lipidos:

i) Transmetilacidn y activacion de fosfolipasa Az:

La activacidén de metiltransferasas de membrana es uno de los
acontecimientos mds tempranos (64, 66). Estas enzimas catalizan
la transferencia de grupos metilo de S-adenosil-metionina a
fosfatidiletanolamina generando fosfatidilcolina. Se observé que
esto tiene como consecuencia una reduccidn en la viscosidad de la
membrana plasmatica y se postuld que los fosfolipidos metilados
podrian estar involucrados en la formacidén de un canal transito-—-
rio para calcio. La entrada de calcio a su vez es indispensable
para que se active la fosfolipasa A= (PLAz2) que libera el aAcido
graso que sustituye 1la posicidén 2 del glicerol en la fosfatidil
colina produciendo lisofosfatidil colina. El 4&cido graso mas
frecuentemente encontrado en posicidn 2 es el &cido araquiddnico.
lLa lisofosfatidil colina a su vez activa la guanilato ciclasa y
suprime a la adenilato ciclasa (33). Agentes iondforos del
calcio pueden activar directamente a 1la PLA= al aumentar el
influjo de este cation.

Toyoshima y col. (64)sugieren que para que haya sintesis de
ADN son necesarias tanto la metilacién como 1la degradacidn de
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tostolipidos por FPLA=, aunque otros autores (67) restan impaortan-

cia a la transmetilacion.

ii) Metabolismo del fosfotidilinositol y otros fosfolipidos:

k1l tostatidilinositol (Fl) representa no mas de un 10% de
los fosfolipidos de membrana de células de mamiferos. Sin embar-
go, muchas celulas reaccionan ante estimulos externos acelerando
el metabolismo de este compuesto (&Y).

En los lintocitos estimulados con PHA o ConA a los D minutos
el 10% del Pl pasd a l,2-diacilglicerol y fosfatos de inositol en
una reacci1on catalizada por tosfolipasa C (PLC), enzima citoplas—
matica que requiere baja concentracidn de calcio para su activi-
dad. La activacién del metabolismo del PI es inducida por lecti-
nas mitogeénicas y no por las no mitogénicas (33).

La sintesis de novo de fosfatidilcolina también se acelera
alrededor de lh post estimulacion con un mitogeno T (69). Ademas
aumenta la incorporaciédn de 4acidos grasos a la fosfatidilcolina
(Resch,Ferber), la 1incorporacion de colina a los fosfolipidos y

el recambio de fosfolfpidos (33) .

1i11) Metabolismo del acido araquidénico:
El Acido araquiddnico (AA) es liberado como ya se dijo, de
los fosfolipidos por 1la fosfolipasa A= (70).
Los metabolitos del AA, producidos por dos vias enzimaticas
de oxidacién, son importantes en la regulacidn de procesos infla-
matorios (33). Este metabolismo y los efectos producidos por los
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compuestos en é1 formados se detallan mas adelante.

d) Fosforilacidn de proteinas:

La activacioén de muchas enzimas ocurre por fosforilacién,
por lo que al verificar la incorporacion de =2P en linfocitos
estimulados con Con A se infirid que esto ocurria también como un
suceso temprano de la activacion linfocitaria (71). Las pro-
teinas de las particulas ribosomales que contienen 1las trans-—
cripciones de 1los ARN primarios son las primeras que se fosfori-
lan. Hay evidencias experimentales de que la fosforilacidéon tem—
prana depende de la redistribucidn del calcio citoplasmatico por
la calmodulina. Después de 4 a Bh de estimulacidn con ConA se
observa un incremento transitorio de la fosforilacidn en las
proteinas nucleares diferentes de las histonas. Mas tarde, en el
momento inmediatamente previo a la incorporacidn de timidina, la

fosforilacién proteica aumenta nuevamente (33).

e) Variaciones en los nucledtidos ciclicos:

Numerosas hormonas y ligandos transmiten la seral al inte-—
rior de la célula por medio de la adenosina 3°5 ' monofosfato
ciclico(cAMP) o bien de 1la guanosina 3°'S ' monofosfato ciclico
(cGMP). La reacciédn enzimatica que los produce requiere calcio
(72). En muchas situaciones uno ejerce un efecto opuesto al del
otro.

Existen evidencias contradictorias respecto de la relevancia
de este mecanismo en 1la activacion linfocitaria, probablemente

30



debido a que se emplean poblaciones mixtas de linfocitos. Cada
una de estas puede responder de manera diferente y ademas las
células pueden no encontrarse sincronizadas (73).

En los linfocitos periféricos humanos tratados con PHA se
observa un aumento de la concentracion de cGMF. Se ha descrito
que los efectos de la unidn receptor—ligando en sistemas depen—
dientes de la adenilato ciclasa son mediados a través de un
conjunto de proteinas que se unen a nucledtidos de guanina modu-
lando la interaccién de los receptores con la enzima (74) y se
supone que en las sefales dependientes del ciclo del FI tambieén

actuan proteinas de este tipo (33).

¥) Transporte de moléculas pequernas:

Durante las etapas iniciales de activaciédn se observa tam-—
bién una aceleracion en el transporte de azucares (635) y luego de
aminoacidos (462) y nucleof6sidos.

En un medio libre de glucosa la estimulacidon mitogénica no
lleva a 1la sintesis de ADN pero si se consigue aumento de la
sintesis proteica y de ARN. Esto sugiere que el proceso seguido
durante 1la activacidn linfocitaria presentaria ramificaciones
algunas de las cuales pueden completarse aun en ausencia de

glucosa (33).

31



2) Etapas intermedias:

a) Aumento de la velocidad de sintesis proteica:

Después de 2 o 3 horas de estimular linfocitos con PHA o
ConA puede detectarse aumento en la sintesis proteica (73) lle-—
gando a un maximo entre 48 y 72 horas despueés del contacto.

Son numerosas las proteinas sintetizadas en este proceso
pero la sintesis de todas ellas no se realiza simultaneamente.
Se pueden incluso observar diferencias en células estimuladas con
distintas lectinas. La actina aumenta en las primeras horas
mientras que las proteinas de la matriz nuclear se incrementan a
las 12 horas produciendo un aumento muy grande del tamafo del

nucleo correspondiente a los blastos (33).

b) Aumento de la sintesis de ARN y de proteinas:

En los linfocitos en reposo no se produce sintesis de ADN
pero si, en pequera cantidad, de proteinas y ARN. Con la estimu-
lacidn por mitdgenos esta sintesis se incrementa. Se observa a
las 6 horas del estimulo, y generalmente se evalda por la in-—
corporacion de uridina tritiada.

Podria ser que un aumento tardio de cAMP tras la estimula-
cidn con FHA cause la aceleracion de la sintesis de ARN pero esto
no varia el transporte de uridina ni la menor degradacidn de ARN, .
por lo que no basta para explicar todos los efectos(33).

Los ribosomas se transforman en poliribosomas a las 20 horas
de estimulacidn con FHA y entonces comienza la sintesis proteica.
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Con el tiempo aumenta en forma absoluta la masa de ARN pero no en

relaciéon a la masa celular (33).

c) Actividad de ornitina decarboxilasa y S—adenosil—-metionina

decarboxilasa:

La ornitina decarboxilasa es una enzima dependiente de
calcio asociada al crecimiento de casi todas las células de
mami feros. Su vida media es muy breve y su actividad se hace
notoria en el estadio G1 del ciclo celular. Es el factor limi-
tante en la sintesis de poliaminas anidnicas( putrescina, esper-
midina y espermina) compuestos anfifilicos capaces de movilizar
calcio y activar la sintesis de novo de FPI. La S—adenosil—me-—
tionina decarboxilasa convierte 1la putrescina en espermidina y
ésta en espermina. Su actividad también aumenta alrededor de 6&h
post estimulo. Aparentemente 1la sintesis de espermina seria

requerida para que los linfocitos pasen del estadio G1 al § (33).

d) Metabolismo de hidratos de carbono:

La glucosa es uno de los compuestos cuya toma se acelera en
el proceso de activacion linfocitaria. La glucdlisis aeraobia,
principal fuente de energlia para el 1linfocito en reposo también
aumenta, incrementadndose 1la actividad de varias enzimas. Asi la
actividad de fosfofructoquinasa aumenta ante el estimulo mitogé—
nico en forma paralela a la sintesis de ADN (76). Por su parte,

la actividad de glucosil—transferasa se incrementa también (33).
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e) Transformacion blastica:

Se ret+iere al gran cambio morfolégico que puede observarse
al microscopio optico. Los 1linfoblastos presentan un nucleo
denso y muy aumentado, Yy un citoplasma escaso, basdét+ilo y con
vacuolas ademas de un gran tamafio celular. Entre 12 y 24 horas
despues de la estimulacion aumenta la masa del nldcleo y del
citoplasma. Ltste paso requiere absolutamente 1la sintesis de
proteinas ya que el incremento del tamamno del nuicleo se debe

mayormente a la acumulacion de proteinas recién formadas (33).

+) Produccion de lintoquinas:

Los mitéogenos i1inducen en la superficie de los macréfagos una
expresion mayor de antigenos 1a tundamentales para la presenta-
cion antigénica a linfocitos 7. Adema&s inducen secrecion de IL-1
que actua conjuntamente con mitdégenos 1,antigenos o aloantigenos
induciendo en las células T la expresion de receptores para 1L—2
(IL-2 R). tstos ultimos cambios ocurren unas Hh después de 1la
estimutacion. La IL-2 es producida por una subpoblaciéon T, 1la
D4+, en respuesta al estimulo antigénico o mitogénico (77, 78).
Es una glucoproteina con un peso molecular de aproximadamente
15000, estable a pH acido y a cambios de temperatura. Fresenta
actividad no restringida por la barrera de especies y actia a
travées de un receptor ausente en celulas en reposo (779). Se
describleron dos clases de receptores para IL-2: el que se iden-
titica con el antigeno Tac (de célula T activada) de baja afini-
dad (Kg = 107*M) y otro que tendria ademas una segunda cadena
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peptidica (80) y que seria el que actua en proliferaciédn celular,
de alta atinidad (Kg = 107**M) (81). En presencia de IL-2 se
1nduce ademas la produccidn de interferéon O (IFN ) (82, 83).
Ademads se expresan otros antigenos de superticle comunes a
otras células activadas como 1los receptores para insulina (84,

85) y transferrina (86).

3) Etapas finales:

Estos acontecimientos ocurren luego de dias de estimulacion.

a) Proliteracion:

Cuando se tratan los linfocitos con PHA o con ConA, a las 36
horas comienza la sintesis de ALDN (fase S del ciclo celular) y se
hace maxima entre 44 y /2 horas después del estimulo. Utros mi-
tdgenos requieren tiempos mas prolongados de reaccion (33).

El ensayo mas wutilizado para cuantificar la activacion
linfocitaria es el de incorporacién de timidina tritiada, que en
realidad no permite discriminar entre transporte de nucledsidos y
sintesis de AUN n1 aumento neto o sintesis de reparacién. Se
elige este precursor porque es rapidamente transportado al inte-
r10r de la ceéelula y porque contiene la uUnica base exclusiva del
ADN (33).

tn esta etapa se duplica todo el material celular y luego
cada linfocito se divide por mitosis dando origen a dos celulas
hijas que contienen toda 1a informacidn presente en la célula
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madre.

Finalmente, después de la division, disminuye la actividad
metabdlica y las celulas vuelven a su estado de reposo.

La mayoria de estos efectos ha sido investigada en linfoci-
tos estimulados con mitogenos ya que se tacilita el estudio al
responder gran proporcion de las células al estimulo. Con antige-—
nos la situacion se complica al ser pequero el numero de células
respondedoras. No obstante, debe tenerse en cuenta que las mo-—
léculas entrecruzadas por la unién con mitdgenos no son las
mismas que con antigenos y que por ende los pasos iniciales del
proceso podrian ser diferentes aunque el resultado final sea el

mismo (33).

b) Diferenciacion:

La activacion de lintocitos T no siempre culmina en prolife-
raciéon. Cuando el antigeno ocupa su receptor en células | madu-—
ras, desencadena una secuencia de acontecimientos que, en ausen-—
cia de divisidén celular, puede dar origen a linfocitos funciona-
les diterencilados ya sea citoliticos, colaboradores o supresores.
Por ejemplo, en el proceso de diferenciacion de células | citoto—
xicas, al recibir el estimulo antigénico las células precursoras
expresan receptores para diversas hormonas y linfoquinas, en
particular para IL-2 que desemperna un papel tundamental. Para
que esto ocurra intervienen diversas subpoblaciones de células T:
las 1w al recibir la sernal del antigeno y de la célula accesoria
producen 1L-2 y las precursoras de 1, activadas por el antigeno,
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reciben la sefral de 1la IL-Z convirtiéndose en linfocitos Te
efectores (87).

Otro ejemplo de diferenciacion independiente de la etapa
proliferativa es la induccidén de la secrecidn de IFN O por célu-
las Ty 0 su producto IL-2 (88). Johnson y col. (83) comprobaron
que células T, que son potenciales productoras de IFN", pueden
ser inducidas a secretarlo aunque estén detenidas en el ciclo

celular por accion de mitomicina C .

37



REGULACION DE LA RESPUESTA INMUNE POR _METABOLITOS DEL ACIDO

ARARQUIDONICO

Los metabolitos del AA regulan diversas etapas de la res—
puesta inmune. El1 AA es un acido graso con una cadena hidro-
carbonada de 20 Atomos de carbono que contiene 4 dobles ligaduras
en posicion 5, 8, 11 y 14. Sus dobles enlaces pueden ser objeto
de ataque a través de dos vias enzimaticas oxidativas: la de la
ciclooxigenasa y la de las lipoxigenasas (89) (FIGURA 3).

La disponibilidad de AA 1libre es el paso limitante de la
produccién de metabolitos de este tipo. En el caso de la 5-
lipoxigenasa, la enzima debe ademds ser activada previamente.

Los productos del AA varian en cuanto a 1la célula que los
origina, a su efecto bioldgico y a su estabilidad. Con frecuen-
cia, hay metabolitos que ejercen efectos opuestos. Son por 1lo
general producidos por células activadas y no en reposo, y no se
acumulan en cantidades significativas. Farman un conjunto de
agentes modulatorios cuya funcién en la regulacidn de la res-—
puesta inmune es motivo de muchos estudios actuales.

Como ya se menciond, en las células vivas el AA se halla
formando parte de los fosfolipidos o triglicéridos por lo que
para que sea liberado debe producirse una accion enzimatica que
provoque la ruptura de la unidén éster (FIGURA 6).

Como generalmente el AA sustituye la posicidén 2 del fosfo—
lipido, su liberacioén involucra a la fosfolipasa A= (90). Tam-—-
bién puede liberarse por el efecto secuencial de dos enzimas: la
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fosfolipasa C (PL-C) y 1la diacilglicerol lipasa. Los productos
de la accién de la FL-C dependen de 1la naturaleza del sustrato.
Asl, cuando el triglicérido es un fosfoinositido, los productas
son diacilglicerol (DAG) y fosfatos de inositol. Luego, la
diacilglicerol lipasa actua sobre el DAG dando origen al mono—
acilglicérido y al &cido graso libre. Dada 1la ubicaciéon del AA
en numerosos triglicéridos de origen animal, el acido graso
liberado suele ser AA libre (21, 92, 93). En las plaquetas
también puede originarse a través de una fosfolipasa que actua
saobre el acido fosfatidico (94) (FIGURA 6).

Una vez libre, el AA da origen a diversos metabolitos segun

cuidles sean las enzimas presentes en las células.

Via de las lipoxiqenasas:

Las lipoxigenasas convierten el AA en hidroperéxidos (H-
PETEs) reordenando las dobles ligaduras. Segdn cual sea el C
sobre el que actuan se las denomina 5—-, 12—, 0o 15— lipoxigenasas.
Su actividad se manifiesta rapidamente en los primeros S5 a 10
minutos después de la activacidn celular y luego se detiene.
Estos hidroperdxidos pueden ser reducidos enzimatica o no enzima-
ticamente produciendo los correspondientes hidroxidcidos (HETEs).

En los leucocitos y mastocitos predomina la S5-lipoxigenasa
(95). Los monocitos y neutrdfilos poseen ademas una 15-lipoxige—
nasa (96) mientras que en las plaquetas, se encuentra la 12-
lipoxigenasa (97). La S5—-lipoxigenasa convierte el AA en 5-HPETE

39



que es reducido luego a 5-HETE o leucotrienos (LTs). En presen-—
cia de otras lipoxigenasas se pueden originar también productos
mixtos de oxidacion: 5,15-diHETE, S,12-diHETE, etc. (98).

Los leucotrienos derivados del Acido araquidénico presentan
4 dobles ligaduras por lo que a la letra que los identifica se le
anade el subindice 4. Inicialmente se forma el LTA4, epoxido
inestable, del que puede derivar por un lado el LTBs y por otro
un conjunto de LTs asociado a la sustancia de reaccidn lenta de
la anafilaxia (SRS5-A), cuya actividad bioldgica se conoce desde
hace mucho tiempo (99).

La SRS—-A estd formada por el LTCs (100), LTDa y LTE4 que
contienen una unidn tioéster en el Cé6 (101) (FIGURA 5). Estas
sustancias pueden ser producidas por una variedad de células,
como ser los monocitos,los basdfilos y 1los eosindfilos, ante
estimulos tales como iondforo de calcio, veneno de cobra, comple—
Jos inmunes, etc. Las reacciones alérgicas son mediadas en parte
por la SRS inducida por inmunoglobulina E (102). La actividad
mas estudiada de la SRS-A es su efecto espasmogénico sobre mus-
culo liso y es utilizada comunmente para valorar su actividad
bioldgica.

Las respuestas inducidas por la SRS—-A son bloqueadas selec-—
tivamente por el compuesto sintético FPL-33712 (103) mientras que
la actividad de las lipoxigenasas se inhibe con antioxidantes
como el NDGA o 1la vitamina E (104), También se utiliza como
inhibidor competitivo el 4acido S, 8, 11, l1l4-eicosatetrainoico
(ETYA), que presenta 4 triples ligaduras en lugar de las 4 dobles

40



ligaduras del AA (105). Algunos autores observaron que no inhibe
la S-lipoxigenasa (106) pero si el pasaje de S-HFETE a LTA.. EI1
también ETYA puede inhibir la ciclooxigenacion.

El LTBa (10/) posee importantes efectos quimiocinéticos y
reguladores. tks producido por mastocitos, basofilos, neutroti-
los, eosinédfilos y, segun se verificd recientemente (108), linto—
ci1tos. Lkstimula el movimiento celular y la liberaci16n de enzimas
lisosomales de neutrot+ilos (10Y) aunque algunos autores discuten
la relevancia fisioldgica de este dltimo efecto.

El agregado de LTBa., aun en concentraciones del orden de
10—**M, a cultivos de células mononucleares perifericas estimula-
das por PHA o ConA inhibe la proliferacion por induccion de célu-
las supresoras (110). Analogamente, inhibe 1la produccidéon poli-
clonal de 1g5 e i1gM en linfocitos periféricos humanos estimulados
con FWM (111) y ejJerce etectos diterenciales saobre distintas
subpoblaciones de 1linfocitos T (112). Otros autores encontraron
que la produccidn de LTBs antecede 1a liberacidon de 1lL-2 y por
ende es necesaria para la praoliferacion de linfocitos T (108).
Uno de los mecanismos por los que los glucocorticoides inhiben la
proliteracion lintocitaria, seria su interferencia con la forma-
cion de LTBas, al impedir por via de la macrocortina la disponibi-
lidad de AA libre (108). Este leucotrieno puede comportarse como
iondforo de calcio (113, 114). Su actividad se ejerce a traves
de un receptor especitico que ha sido bien caracterizado (115).

k1l LTBs es suticiente para suplir algunos efectos de la IL-2
como la sintesis de IFN O (83), pero no reemplaza a la IL-2 como
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estimulo de proliferacion (108).

Varios autores describieron efectos estimulantes de produc-
tos de 5-lipoxigenasas sobre la actividad citotdxica natural de
linfocitos (NK) (116, 117, 118).

En cambio, el 15-HPETE induce <células supresoras en un
sistema de produccién de anticuerpos (119) e inhibe la prolifera-
cién celular (120), lo mismo que el 15-HETE (121).

Varios de estos compuestos ejercen control por retroalimen-—
tacién sobre enzimas del metabolismo oxidativo del AA. Asi el
15-HETE (122) inhibe la actividad de la lipoxigenasa plaquetaria
y el 12-HETE (123) inhibe la de la 5-lipoxigenasa. Por otro lado
Vanderhoek y col.describieron activacién de la S-lipoxigenasa por
15-HETE (124).

El S-HETE es el compuesto cuantitativamente mas importante
de la 5S-lipoxigenasa de leucocitos y mastocitos. Induce movi-
lizacidén celular y la liberacidn de enzimas de los granulos
especificos de 1los neutrédfilos (125). No se conoce su mecanismo
de accidén aunque se observd que puede incorporarse covalentemente
a fosfolipidos y triglicéridos 1o que podria afectar la fluidez
de la membrana celular. Otros autores encontraron que los hidro-
perdxidos de 4acidos grasos pueden estimular la guanilato ciclasa
aumentando la concentracidn de cGMP intracelular (126).

Las lipoxinas A y B se forman por multiples lipoxigenacio-
nes. Tienen actividad en la generacién de metabolitos activos del
oxigeno y desgranulacién de neutrdfilos (127).

Como se deduce de esta descripcidn, 1los productos de la
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lipoxigenacion del AA desempeRan un papel fundamental en la
regulacion de la respuesta inmune ejerciendo diversos efectos
sobre distintas poblaciones celulares dentro del sistema inmune.
Fuera del mismo se describe un conjunto de efectos que varia
segun el tejido sobre el que se ejerce su accién. Por ejemplo el
tejido cardlaco puede producir leucotrienos (128) y a su vez ser

afectados por éstos (129, 130).

Via de la ciclooxigenasa:

La ciclooxigenasa es un conjunto enzimatico que cataliza la
formacion de 2 compuestos intermedios inestables a partir del AA:
PGG=z y PGH=, que contienen un anillo de ciclopentano (FIGURA 3).

Segun cuales sean las enzimas presentes en la célula o el
tejido, apareceran prostaglandinas (FGs), tromboxanos (TXs) o
prostaciclina (PGI) como productos finales. Frecuentemente se
obtienen mezclas de estos compuestos (131).

Los antiinflamatorios no esteroides como el 4acido acetil-
salicilico (ASA) y la indaometacina bloquean la ciclooxigenasa
impidiendo la formacion de los intermediarios y por 1lo tanto de
los productos finales.

Las PGs son 4acidos grasos con un anillo de ciclopentano.
Las PGs E, F y D difieren en el tipo de sustituyentes en el
anillo. Cuando contiene 2 dobles ligaduras se agrega el subin-
dice 2 (PGEz, PGFz y PGDz) (131).

Los macréfagos y monocitos producen una gran cantidad de
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PGE=z (132) y también PGFz y los neutréfilos cantidades moderadas
de PBE=z; los mastocitos producen PGD=> (131).

Diversos investigadores estudiaron 1la producciéon de PGs
inducida por distintos estimulos en macréfagos (133). Muchos de
estos estudios se llevaron a cabo con poblaciones celulares que
contentan lintocitos observandose (134) que las citoquinas (IL-
1, 1FN) estimulan la produccion de PFL por los macrétagos. A su
vez, las PGs inhiben la produccioén de linfoquinas y la mitogéﬁe—
s15 de celulas T, cerrando asi un ciclo de control negativo.

Las PGs liberadas en un organo no modulan la funcién celular
en otro oérgano, en general actuan localmente. En el sistema
inmune la PGEz es la mas estudiada. ktsta PG induce la diferen—
ciacion de timocitos inmaduros, 1linfocitos B y precursores de
células hematopayéticas a células maduras (134). 51 se incuban
timocitos con PGEz, aumenta la concentracidn de cAMP y se induce
proliteracién (135). Por otro lado, la FGkz inhibe la formacidn
de colonias de macrofagos y de células T de médula dsea (136).
También ejerce efectos sobre células maduras: inhibe la prolife-—
racion de linfocitos 1 (137) y B (138), la quimiotaxis de leuco—
citos, la agregacion de éstos y su metabolismo oxidativo, la
citotoxicidad mediada por células T, la citotoxicidad NK, la
liberacion de monoquinas y lintoquinas (1351).

Las prostaglandinas pueden tener tanto actividad pro—infla-—
matoria como anti-inflamatoria. Su mecanismo de accidn seria
dependiente de los cambios en los niveles de cAMF intracelular y
su accion se ejerceria a través de un receptor de la membrana
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plasmatica (139). En el sistema inmune, las PGs no inician res—
puestas por si mismas sino que modulan las respuestas inducidas
por otros estimulos y actuan especificamente sobre la respuesta
de una poblacion celular determinada en un momento dado, lo que
explica las aparentes contradicciones de sus efectos (140).

El tromboxano (TX)Az es producido por la tromboxano sinteta-
sa, enzima que es inhibida por derivados del imidazol en forma
selectiva y también por antioxidantes. Se forma en plaquetas,
monocitos y macréfagos y su vida media es de 30 segundos pasando
luego a TXB=, metabolito que habitualmente se mide con los radio-
inmunoensayos (131). El1 IXAz es vasoconstrictor y promueve la
agregacion plaquetaria (141). Se ha sugerido también que esta
involucrado en la proliferacién de linfocitos (142) y en la
actividad citotdxica natural (143).

LLa prostaciclina (PGI2) se forma en el endotelio vascular y
probablemente en macrodfagos. Una misma célula no produce simul-
tdaneamente [XAz y PGIz, metabolitos del AA que poseen efectos
opuestos. La PGIz es un vasodilatador e inhibe la agregacién
plaquetaria, ademas aumenta la permeabilidad vascular. La pros-—
taciclina ejerce su actividad a través del incremento del cAMP

intracelular (131).
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FIGURA S:

Metabolismo del acido ardquidonico: via de la ciclooxigenasa y de

las lipoxigenasas
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TRANSDUCCION DE LA SENAL DE ACTIVACION LINFOCINTARIA

La sernal que dispara la activacidén linfocitaria se produce a
nivel de la membrana celular. En general se han estudiado las
interacciones de distintos tipos de ligandos con receptores en la
superficie de las células T y 1los acontecimientos finales a que
conduce la activacidn, pero se conocen menos los pasos bioquimi-
cos intermedios. Podria ocurrir que diferentes serales de acti-
vacién actuando a través de diversos receptores compartan un
mismo camino de transduccidn (esto se refiere al modo en que la
sefal extracelular se transmite al interior de la célula a través
de la membrana) (144). Esta hipodtesis fue propuesta por J.E.-
Blalock para el interferdn y la norepinefrina (143). Alterna-
tivamente, distintas subpoblaciones de linfocitos T podrian
requerir senales diferentes para activar sus funciones especifi-
cas( 146).

Los linfocitos poseen en 1la superficie de su membrana
receptores para ligandos variados tales como antigenos y facto-
res de crecimiento y diferenciacidn. La especificidad de la
respuesta inmune se basa precisamente en la diversidad de los
receptores especificos para antigenos y la expresiédn selectiva de
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los receptores para distintos factores. En cambio, el sistema de
transduccidon de la seral dada por el ligando es compartido por un
gran numero de estos. Esto puede ocurrir tanto en el caso de los
linfocitos como en muchos otros tipos celulares (144). A través
del mensajero intracelular, llamado segundo mensajero, no sdlo se
transmite la seral sino que se la amplifica. La respuesta final
depende de las funciones efectoras que estian genéticamente prede-
terminadas para cada célula madura y diferenciada. Se expresa en
procesos celulares tales como secrecion, contraccidon, fototrans-
duccidn o crecimiento celular.

El sistema de la adenilato ciclasa fue el primer sistema de
segundo mensajero descripto (72). El mensajero intracelular es
el 3,5 —monofosfato de adenosina ciclico (cAMF). FEste mensajero
actua a través de quinasas que fosforilan numerosas proteinas que
participan en la generacidon del efecto +final. Los receptores
ocupados se acoplan con la enzima a través de proteinas regulado-
ras llamadas G. Una de ellas se disocia en 2 unidades una de las
cuales tiene 1la propiedad de unirse a fosfatos de guanosina
(difosfato (GDF) y trifasfato GTP) (FIGURA 7). La proteina G
unida a GTP interacciona con la adenilato ciclasa de la membrana
y la activa para que a su vez forme cAMF. A su vez hay una
proteina G inhibidora que regula negativamente (74).

Otro grupo de receptores y sus ligandos utilizan un sistema
de transduccidn de seral dependiente del Ca=2* intracelular. Los
ligandos que emplean esta via hidrolizan fosfoinositidos de 1la
membrana (147, 148). Los llamados fosfoinositidos son 3 fosfoli-
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pidos anionicos: el fosfatidil inositol (FPI) a partir del que se
forma el fosfatidil inositol 4-fosfato (FIF) y luego el fosfati-
dil inositol 4,5-difosfato (FIPz) por fosforilaciones sucesivas
catalizadas por quinasas. Las reacciones son reversibles en
presencia de monoesterasas (FIGURA 8). Como estos ciclos fun-—
cionan continuamente, la cantidad de PIP-> presente en la membrana
es sumamente pequerna (149).

Al ser ocupado el receptor, actuaria un mecanismo de acople
a través de proteinas (148) andlogo al del sistema de 1la adeni-
lato ciclasa estimulando una fosfodiesterasa: la fosfolipasa C
(PL C) (150). Esta enzima, ubicada en la membrana, cataliza la
hidrolisis del PIPz2 a diacilglicerol (DAG) e inositol 1,4,5-
trifosfato (IP3s). Este punto de bifurcacidn da origen a 2 pro-
ductos que funcionan como segundos mensajeros Yy que disparan 2
vias paralelas que actuan conjuntamente para 1llegar a 1la res-—
puesta +fisioldgica (FIGURA 9)(151). El diacilglicérido (DAG)
activa a su vez una quinasa: la proteina quinasa C (PK-C). En una
reaccion catalizada por otra quinasa, el DAG da origen al Aacido
fosfatidico a partir del cual se produce la liberacidn de AA con
la consiguiente formacion de sus metabolitos de oxidacidn que
pueden estimular la guanilato ciclasa (132). Se produce entonces
un incremento en la concentracidn de monofosfato ciclico de
guanosina (cGMP). El 4Acido fosfatidico por otra parte puede
combinarse con trifosfato de citidina (C1P) para dar CDP-diacil-
glicerol que es capaz de formar nuevamente PI al reaccionar con
inositol cerrando un ciclo.
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FIGURA 7:

Esquema de accidn de segundos mensajeros para receptores

adrenergicos
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FIGURA 8:

Ciclo del fosfatidil inositol
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FIGURA 9:

Modelo de transduccidn de sefal y acontecimientos intracelulares

en linfocitos T después de la estimulacidn
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El inositol por su parte proviene de la defosforilacion en 2
etapas catalizada por tostatasas a partir del 1Fs. La enzima
inositol l1-fosfatasa es muy sensible a 1la inhibicion por litio
(149), por lo que en presencia de este catidn se acumula IFs.

Entonces se pueden describir 4 ciclos metabdlicos asociados
a la transduccion de serales a través de fosfoinositidos: 2
ciclos productivos interconectados para formar PI y 2 ciclos
improductivos que consumen parte del PI. El punto clave del
mecanismo de transduccion es ia hidrdlisis del fosfatidil inosi-
tol 4,5-difosfato, paso en el que se bifurca la seral produciendo
los 2 compuestos que actuan como segundos mensajeros (FIGUKA B8).
Los niveles intracelulares de DAL e lFs surgen del balance entre
Su produccion y su consumo (FIGURA H) .

El DAG activa la proteina quinasa C aumentando su afinidad
por Ca®*~ e i1nduciendo su translocacién del citosol a la membrana
plasmatica (103, 154).

tl 1IPsx actua 1liberando Ca=®* de depdsitos intracelulares
(10b), probablemente del reticulo endoplasmatico, aumentando asi
la concentracion de Ca%~ libre intracelular (156). Esto a su vez
puede activar quinasas dependientes de Ca=" llevando a 1la fosfo—
ritacion de proteinas. El aumento de la concentracidn de Ca=+
citoplasmatico actua sinérgicamente con 1la PK-C activada por el
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DAG conduciendo a la respuesta final (157).

Los promotores tumorales, tanto los ésteres del forbol (150,
154) coma 1la teleocidina (158, 1539) se unen irreversiblemente a
la PK-C activandola. Recientemente se ha demostrado que la PK-C
es el receptor celular para la mayoria de los promotores tumora-—
les (150, 154). Asl es posible disociar experimentalmente la
activacion de esta enzima del efecto del Ca=* (160).

El IP3z puede sustituirse experimentalmente por un ionéfaro
de calcio aunque como la actividad de 1la PK-C depende de la
concentracion de Ca=* intracelular, si el incremento del catidn
es suficientemente grande también puede activar la quinasa. Esto
podria explicar 1la capacidad de iondforos del calcio de inducir
proliferacidn celular. Frecisamente se ha observado (160) que
mediante ionéforos de calcio y ésteres de forbol agregados en
forma conjunta puede simularse la activacidn linfocitaria mediada
por antigenos y mitdgenos.

La proteina quinasa C es una enzima que fue descubierta por
Y.Nishizuka (147, 161) y que se encuentra en muchos tejidos. Al
activarse aumenta su afinidad por Ca=2* y forma un complejo cua-—
ternario del que participan 1la enzima, DAG, un fosfolipido (el
mas efectivo es la fosfatidilserina) y Ca=2*. Como no todos los
fosfolipidos inducen el mismo nivel de actividad, la activacion
de la enzima depende también de la distribucidn de éstos en la
membrana. La PK-C fosforila un amplio rango de protelinas tanto
in vivo como en sistemas libres de células (162, 163). Entre sus
sustratos se encuentran proteinas integrales de 1la membtrana
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linfocitaria tales como el receptor para interleuquina 2 (164,
165), antigenos de histocompatibilidad de clase I, la llamada
T200, una glucoproteina que abunda en la superficie de células
mieloides y linfoides (1466) y el complejao CD3 en el que fosforila
la cadena gamma y en menor proporcidn la cadena delta (167).

Al agregar IL-2 a la linea de cultivo CTLL (cuyo crecimiento
depende de esta linfoquina) se produce activacidn y translocacién
de la FK-C a la membrana (1468) pero no se sabe si esto puede ser
extrapolado a la secuencia de activacidn normal por antigeno. En
este sentido, dos trabajos recientes (169, 170) estudiando la
activacion celular en un clon de linfocitos T citotdxicos murinos
estimulados por antigeno encuentran una etapa dependiente del
ciclo del FI y otra, la de respuesta a la IL-2, independiente de
este metabolismo. La regulaciéon de fendmenos dependientes de IL-
2 por PK-C se produce no sdlo a través de la fosforilacion de su
receptor sino también por la induccidn del ARN mensajero para
este receptor (171).

Ademas la FK-C seria la responsable de la alcalinizaciéon que
se observa cuando se activan los linfocitos y otros tipos celula-
res (146). La enzima podria fosforilar el intercambiador Na*/H*
de la membrana, produciendao asi un aumento del pH intracelular
(172). Varios de los cambios metabdlicos descriptos anterior-—
mente como consecuencia de la activacion linfocitaria, dependen
directamente de la FK-C por ejemplo el transporte de glucosa, el
aumento de la glucdlisis y el de la actividad de ornitina decar-
boxilasa (173). Precisamente la ornitina y la putrescina aumen-
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tan la produccion de IL-2 pero inhiben la activacidn de linfoci-
tos I in vivo e in vitro (173). lambién es a través de 1la PK-C
que se regula la expresiton de algunos antigenos de membrana
asociados a la activacion (173). Ejerce una regulacidn negativa
induciendo una menor expresion de receptores para antigeno (173),

Las subpoblaciones T tendrian requerimientos diferentes para
expresar sus funciones a pesar de utilizar el mismo mecanismo de
transduccion. Asi, la 1induccidn de la produccion de IL-2 por
linfocitos Tk requiere un alto grado de actividad de la PK-C que
no puede obtenerse sdlo a partir de la unidn del antigeno con su
receptor. Las células accesorias compensan de algun modo esta
insuficiencia, probablemente suministrando un estimulo adicional
(174).

Estos mecanismos que controlan la proliferacién de células
normales serian también responsables del crecimiento de células
tumorales. En efecto, se aobservéd que proteinas codificadas por
oncogenes actuan sobre el mecanismo dependiente del FPI llevando a
proliferacion celular (175, 176). Ademas se ha observado que
durante el proceso de activacion linfocitaria se produce la
expresion transitoria de oncogenes tales como c—-fos y c—myc (177,
178) y se ha sugerido (178) que la PK-C es la que regula los

niveles de los ARN mensajeros correspondientes.
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MODELO DE SENSIBILIZACION_ IN VIVO:

Reaccidn de auricula aislada de rata con _linfocitos de pacientes

chagasicos :

En el modelo de activacién in vivo se emplearon como células
efectoras linfocitos de pacientes chagdsicos crédnicos. En esta
infeccidn parasitaria se supone que los linfocitos se encuentran
sensibilizados contra el agente infeccioso y contra antigenos
cardiacos. Entonces se enfrentaron estas células efectoras con
la preparaciton de auricula aislada de rata y se estudio la reac-—
cion, se identificd la poblacidn efectora y algunos de los meta-—

bolitos responsables del efecto observado.

Respuesta inmune en la enfermedad de Chagas:

La enfermedad de Chagas o Trypanosomiasis americana es una
patologia endémica en vastas zonas del continente americano
incluyendo nuestro pais (179). Es provocada en seres humanos y
mamiferos por el Trypanosoma cruzi (180). En Argentina en la
forma crédnica de la enfermedad de Chagas se presentan lesiones en
corazon, misculo esquelético y sistema nervioso. La cardiopatia
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es la manifestacion mas frecuente. Se presenta varios afmos des—
pués de 1la infeccidn y evoluciona lenta y progresivamente con
trastornos de conduccidn eléctrica y arritmias.

El T.cruzi se transmite a través de las heces de 1la vinchu-
ca, insecto vector, ingresanda al organismo por via cutanea o
mucosa. Se disemina a través de la sangre o linfa llegando a
distintos organos, preferentemente corazéon, sistema nervioso,
misculos, sistema reticuloendotelial y aparato digestivo. El
parasito (forma amastigote) se multiplica intracelularmente en el
huésped, por division binaria. Al destruirse la célula huésped,
el protozoo pasa a circulaciéon sanguinea o al liquido intersti-
cial. A través de la sangre, los parasitos llegan a diversas
partes del organismo afectando preferentemente ciertos tejidos
como el masculo cardiaco y el sistema nervioso. Los estudios
histopatoldgicos revelan diversas lesiones en midsculo cardiaco.
La caracteristica miocardiopatia chagdsica presenta consistente-
mente infiltrados de células mononucleares que generalmente no
estdn asociados a nidos de amastigotes (181).

El sistema inmune del huésped actua desde el comienzo de la
invasidon parasitaria , controlando luego la parasitemia y lle-
vando la relacidn huésped-parasito a un balance tal que la infec-
cion se hace crdénica (182).

Los estudios realizados en seres humanos infectados mostra-
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ron que se produce una fuerte respuesta humoral y celular, y que
actuan mecanismos regulatorios para mantener la respuesta en
niveles estables (183).

Aun hoy se discute si la respuesta inmune del huésped desen-
cadena la patologia crdnica en la enfermedad de Chagas. Algunos
autores consideran que las evidencias en favor de la autoinmuni-
dad son circunstanciales por las condiciones de los ensayos
realizados (184). Varios investigadores estudiaron 1la posible
participacidn de mecanismos inmunopatoldgicos mediados por linfo-—
citos en la génesis de la cardiopatia chagasica. Los linfocitos
sensibilizados reconocerian antigenos de la célula cardiaca de
reaccion cruzada con antigenos parasitarios. Esta podria ser la
causa de la destruccidn de la célula blanco. Algunos trabajos
sugieren que los linfocitos chagadsicos poseen reactividad contra

Trypanosaoma cruzi y antigenos de corazédn medible, por ensayos de

inhibicidn de la migracidn leucocitaria (185, 186). Ademas se ha
postulado la presencia de fendmenos autoinmunes que involucran la
produccion de autoanticuerpos y la reaccidn de las mismos con
antigenos tisulares (187). Por otro lado se ha logrado producir

una cardiopatia experimental inoculando antigenos del Trypanosoma

cruzi,en ausencia de infeccidn (188).

En el suero de pacientes chagdsicos crénicos se detectaron,
por inmunofluotescencia, anticuerpos llamados "EVI" que reaccio—
naban con endocardio, endotelio vascular e intersticio en cortes
de corazén (189, 190). Estos anticuerpos estaban presentes en la
forma aguda y crdénica de la enfermedad. Se observd que los anti-—
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cuerpos reconocian antigenos del Trypanosama cruzi y Trypanosoma

rhodeniense (191) y con la vaina de Schwann de nervios periféri-
cos (192). Mas recientemente se comprobé que la imagen descripta
para la reactividad EVI correspondia a dos especificidades dife-
rentes: una imagen extracelular de reacciédn heterdloga y una
intracelular de actividad homéloga (193, 194). Se describié
ademads la presencia de inmunoglaobulina G en el suero de estos
enfermos que reacciona con receptores P adrenérgicos de corazdn
de rata (195, 196, 197) y de cobayo y pueden interactuar con el
complejo receptor—adenilato ciclasa, activando esta enzima (198).
Este anticuerpo es independiente del anticuerpo EVI. No se sabe
si este tipo de anticuerpos reacciona ademas con determinantes
antigénicos linfocitarios. Todos estos anticuerpos poadrian
alterar tanto la funcién de los dérganos "blanco" de la enfermedad
de Chagas crdnica, como 1la de otras células portadoras de los
antigenos relevantes.

Por otro 1lado en ciertas patologlias autoinmunes se observo
que las células del d6rgano involucrado aumentan la expresion de
antigenos de histocompatibilidad. Factores solubles tales como
el interferdn aumentan su expresidn y otros como el factor de
crecimiento epidérmico (EGF) la disminuyen (199). En el caso de
la enfermedad de Chagas, padria ocurrir que la infeccidn induzca
en el tejido cardiaco una mayor expresion de antigenos de histo—
compatibilidad. Asi, la reactividad bioldgica de ciertos subgru-
pos de linfocitos puede no sélo ser interpretada como resultado
del reconocimiento antigénico especifico sino también como fruto
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de un estado de activacidn celular diferente del de reposo.

En todo caso, independientemente de los mecanismos que
determinen la presencia del infiltrado mononuclear en el corazén
de 1los pacientes con enfermedad de Chagas crdnica ( autoinmu-
nidad?, mecanismos inespecificos?) es de interés estudiar cémo
las células mononucleares pueden afectar el comportamiento del

tejido cardiaco.



MODELO DE ACTIVACION IN VITRO:

Reaccidn de auricula aislada de rata con linfocitos humanos

normales estimulados por lectinas o un iondforo de calcio:

En el modelo de activacidn in vitro se utilizaron linfocitos
periféricas humanos normales estimulados con FHA, lectina mitogé-
nica, en la mayoria de los experimentos, o bien con WGA, lectina
no mitogénica, o el iondforo de calcio A23187 en los casos res-—
tantes. Se enfrentaron las células o sobrenadantes producidos
por ellas con el tejido auricular. Se estudid el efecto produci-
do, el tipo de células responsables y el mecanismo de accidn.

Para la estimulacién 1linfocitaria con estos agentes es

vadlida la descripcidn hecha mas arriba en forma general.
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MATERIALES Y METODOS

1) Células efectoras:

Las células mononucleares periféricas de dadores normales y
pacientes chagasicos se obtuvieron por centrifugacidon en gradien—
tes de Ficoll-Hypaque (200) a partir de sangre desfibrinada
recién extrailda.

Brevemente, se diluyd la sangre 1:2 con solucidn fisioldgica
y se siembra sobre Ficoll-Hypaque (densidad= 1,077) en relacidon 3
al (viv). Se centrifugd a 400 x g durante 45 minutos y se obtuvo
la fraccion de células mononucleares en la interfase, quedando
los polimorfonucleares y los gldbulos rojos en la parte inferior
de los tubos.

Se separd la interfase y se lavd 3 veces con medio de cul-
tivo libre de suero o con solucidn fisioldgica y finalmente se
resuspendid en medio de cultivo RPMI 1640 (Gibco Lab, USA) conte-
niendo 10%Z de suero fetal bovino inactivado por calentamiento a
S6° € durante 30 minutos (SFB) (Gibco Lab, USA) y S50 ug/ml de
gentamicina (Schering Co, Essex, Argentina) (RPMI-SFB), a una
concentracion de 8 x 10® células /ml.

Las células se incubaron en estufa gaseada con 5% COz a 3I7°

C por los tiempos indicados en cada caso.

1.1—- Separacidn_de distintas poblaciones celulares:
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l.1.a. Eliminacion de celulas adherentes:

Para eliminar las células adherentes y monocitos , la sus—
pension de células mononucleares periféricas se incubd con un
volumen i1gual de una suspensidn de limaduras de hierro (Lympho-
cyte separating reagent, Technicon Inst.Corp., Tarrytown, N.York,
UsA) . rosteriormente se centrifugd en gradiente de Ficoll—-Hypa-
que (400 x g, 15 min) eliminando asi las células que fagocitaron
las particulas de hierro y las células muertas. Alternativamente,
las células mononucleares se incubaron durante 18 horas saobre
superficies plasticas (adherencia a plastico). Se obtuvo asi una
suspension de linfocitos (L) que contenia una contaminacién de

monoci1tos menor del 17, determinado por tincidn con peroxidasa.

1.1.b. Formacion de raosetas con eritrocitos de carnero:

Los linfocitos se fraccionaron por la capacidad de formar
rosetas con gldbulos rojos de carnero (rosetas E) (5). Se utilizé
sangre ovina anticoagulada de origen comercial. .

Se lavaron las células 3 veces con solucidn fisioldédgica
resuspendiendo finalmente al 1%Z v:v en medio de cultivo. Esta
suspensidn se mezcld con 1gual! volumen de la suspensidn de L, se
centrifugd a 400 x g S minutos y se dejo a 4= C durante 18 horas.
Luego se resuspendid cuidadosamente y se sembrd sobre un gra-
diente de Ficoll—-Hypaque. Se centrifugd 30 minutos a 400 x g en
trio. Se obtuvieron las rosetas en el fondo de los tubos y las
células que no tormaron rosetas en la intertase. YSe separaron
ambas fracciones y se sometieron a lisis con una solucidn hipotdéd-—
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nica de UlNHs 0,757% en solucidn tamponada de Tris 0,02M, pH 7,2
para eliminar 1los eritrocitos. Ambas fracciones se lavaron y se
resuspendieron en KFM1I-SFB.

Se obtuvieron asi dos fracciones: una enriquecida en linfo-
citos T por su capacidad de formar rosetas E (ERFC) y otra no
tormadora de rosetas (no-ERFC) que comprende otras poblaciones
como B, K, nulas y lintocitos de baja at+inidad por E (S5).

Se consideran rosetas cuando un linfocito tiene tres o mas E
adheridos a su membrana. Mortologicamente las poblaciones obteni-
das correspondian en un 99%Z a lintocitos pequefos.

bn todos los casos después de la ultima etapa de purifica-—
cién , las células se tavaron 3 veces con medio de cultivo, se
colorearon con colorante de Turk Yy se contaron en camara de
Neubauer. Finalmente, se resuspendieron a una concentracidn de 8
X 10 células/ml en RPMI-SFB y se mantuvieron en la estufa ga-

seada hasta ser utilizadas en los ensayos.

l1.1.c. Viabilidad celular:

La viabilidad de las células después de puriticadas o0 en
presencia de 1los diversos inhibidores y drogas empleadas se
verificd por el ensayo de exclusion de azul Trypan. Las células
efectoras empleadas contenfan siempre mas de un 80%Z de células

viables.
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1.2. Pacientes:

S5e estudiaron i1ndividuos con entermedad de Chagas cronica,
tanto con 1nteccidn crdnica por Trypanosoma cruzi sin sintomas
clinicos de cardiomiopatia (n=%Y) como con cardiomiopatia chaga-—
sica cronica (n=12). Los pacientes habian residido en el Gran
Buenos Aires, area no endémica, por un periodo mayor o 1gual que
un ano y tueron reteridos por 1los Servicios de Lardiologia del
Hospital KRamos Mejia, del LCEMIU o del Instituto de Cardiologia
(Fundacion H.Pombo de Kodriguez) de 1la Academia Nacional de
Medicina.

La sangre de 1individuos normales se obtuvo por puncion
venosa de dadores voluntarios adultos sanos. Cada experimento fue

realizado con células provenientes de un dador diterente.

2) Preparacion de auricula aislada de rata:

Se sacrificaron ratas albinas macho de la cepa Wistar y 200-
250 g de peso por decapitacion. Se extrajo rapidamente el corazon
Yy se colocd en una capsula de Petr1 conteniendo solucidn modifi-—
cada de Krebs—Ringer-bicarbonato (KRB). La solucidn que se man-—-
tuvo a 30= C gaseada con una mezcla de Y54 0x-5% CO=, tenia la
siguilente composicion: Na* 145,0 mM, K* 6,0 mM, Ca=2* 1,22 mM,Mg=3*
1,33mM, PULS— 1,2mM, Cl— 125,00 mM, HCU=— 25,3 mM, S04=— 1,33mM,
glucosa 5,5mM.

Se separatron las auriculas de los ventriculos, se disecaron
cuirdadosamente y se suspendieron de un sostén de vidrio sumer—
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giéndolas en un recipiente con 15 ml de la solucidn KRB equili-
brada con la mezcla de gases ya nombrada y mantenida durante el
experimento a 302 C y pH 7,4. Un extremo del tejido se sujetd a
un sostén de vidrio y el otro a un transductor de fuerza (celda
Stathan UC3-6Gold) acoplados a un oscildédgrato escritor.

Luego de aplicar a 1las auriculas una tensidn constante de
reposo de 750mg a través de un dispositivo micrométrico, se
estudid la actividad de las preparaciones aisladas que latian
espontaneamente en funcidn de la tensiéon contractil isométrica
efectiva por encima de la tensidén de reposo. Esta variable tomada
a partir de los registros del oscildgrafo se denomind tensidn
isométrica desarrollada (TID) y se midid en mg.

Las auriculas se dejaron equilibrar latiendo espontaneamente
durante 60 minutos. E1l1 valor de la tensién contractil registrado
en ese momento se considerd como valor inicial (1004). Los valo-
res experimentales y las variaciones inducidas por diversos
agentes agregados se expresan como cambios porcentuales del valor
inicial.

En forma analoga se analizdéd, cuando correspondia, el otro
parametro estudiado: la frecuencia de contracciones (FC) o numero
de ciclos contractiles por minuto. También se expresan los cam-
bios porcentuales respecto del valor inicial considerado como
100%.

Los valores iniciales fueron: para la tensioéon contractil:
480 a S30 mg y para la frecuencia de contracciones: 130 a 150
latidos por minuto.
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El ensayo bioldgico de 1la auricula aislada de rata fue
llevado a cabo en laboratorios del CEFAPRIN por la Dra Leonor

Sterin—Borda.

3) Sobrenadantes de reacci1dn de linfocitos con auriculas :

Se extrajo el corazon de ratas Wistar, se lavd con solucidn
fisioldgica y se separatron las auriculas. Estas se disgregaron
finamente en +tforma manual. La suspensidn obtenida tenia un peso
himedo de 41,6 + 3,8 mg/ml con un contenido proteico de 1,7 + 0,5
mg/ml.

Los sobrenadantes (SN) libres de células se obtuvieron por
incubacidn de Y x 10= L chagasicos o L normales con 0,5 ml del
homogenato de auricula de rata durante 920 minutos a 372 C. Luego
se centrifugaron las mezclas de reaccidn durante 13 minutos a 500
X 9. De modo analogo se obtuvieron los sobrenadantes controles
de homogenato solo o de linfocitos solos. Todos los SNs se mantu-—

vieron a -20°® C hasta ser utilizados.

4) Sobrenadantes libres de células obtenidos a partir de linfoci-

tos activados:

FPara obtener estos sobrenadantes se incubaron H x 10~ L/ml a
372 C, en estufa gaseada con S%4 CO= y humidificada, durante 30
minutos, 18 o 48 horas en RPMI-SFB conteniendo 1% de una dilu-
cioédn 1:100 de la solucidn madre de PHA-F (Difco Lab, USA) o 10
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ug/ml de WHA. Luego se centrifugd a 800 x g durante 15 minutos.
Los saobrenadantes de estimulacidn de L con FHA, WGA o con-
troles fueron utilizados i1nmediatamente despues de esta separa-—
cién.
El SFB fue requerido para tiempos de incubacidn mayores (48

horas) para preservar la viabilidad celular.

9) Ensayo de proliferacidn:

Se estudio el efecto de las lectinas incubando alicuotas de
200 ul de una suspension de 1 x 10*® células/ml con 20 ul de una
dilucidn 1:100 de la solucidn madre de PHA-F o de 10 ug/ml de WGA
a 37 C en estufa humidificada y gaseada con 5% CO=z durante 72
horas.

La reaccion se efectud por triplicado en placas de cultivo
Falcon de 96 pozos.

Se midid la i1ncorporacion de timidina al ADN después de un
pulso de 18 horas con 0,2 uCi de timidina tritiada (®H-T, NEN,
USA, actividad especifica 20,0 uCi/mmol).

Los ensayos se llevaron a cabo en presencia o ausencia de

inhibidores en tas concentraciones finales que se mencionan.

6) Cosecha y evaluacidn de los cultivos:

Se separaron las células por aspiracion con corriente de
vaclio con un cosechador automatico multicanal. LLos linfocitos
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fueron retenidos sobre filtros de fibra de vidrio. Los trozos de
filtro correspondientes a cada pozo se colocaron en viales de
centelleo y se les aradiéd soluciéon centelleadora (PFO S5 g, dime—
til-POPOP 250 mg, tolueno 11, acido acético 2 ml) y se contaron

en contador de centelleo liquido para radiacién beta.

7) Didlisis:

Los sobrenadantes de estimulacion de L con PHA fueron diali-

zados contra NaCl 0,15M ( solucidn fisioldgica) empleando un tubo

de celulosa con un corte de 12000 daltons de peso molecular ( 250-

U, Sigma Chem.Co, USA).

8) Soluciones empleadas:

8.1. Solucidn de Turk para contaje de linfocitos:

Se prepara con: violeta de genciana 100 mg
acido acético glacial 31,25 ml
agua destilada c.s.p. 300 ml
Las muestras se diluyen 1:20 con esta solucidon para lisar
los eritrocitos y colorear los leucocitos y se cuentan en camara

de Neubauer.

8.2. Solucion para ensayo de viabilidad celular:

Soluciéon A: azul trypan 0,14%
Solucién B: cloruro de sodio 4,257
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Se mezclan 4 partes de A mas 1 parte de B antes de usar. Se
incuba la suspension celular (B x 10 células/ml) con el reactivo
en una relacién 1:10 durante 2 minutos y se cuenta.

Las células viables excluyen el colorante.

8.5. Lectinas:

Se empled +Fitohemaglutinina (PHA), lectina de Phaseolus
vulgaris tipo V (Sigma Chem.Co,USA) de modo de tener una concen-—
tracion +i1nal de 10 ug/ml o posteriormente FPHA-F (Difco Lab.,
USA) agregando un 1% de la solucidn madre.

Se utili1zé también aglutinina de germen de trigo (WGA) (Sigma

Chem.Co, USA) en una concentracion final de 10 ug/ml.

8.4. lonotoro de calcio:

tl 10né+oro de calcio A23187 se disalvid en dimetilsulfdxido
(DMSU) a una concentracion de 10 mM. La concentracion final de
DMSO en el bafo de reacciéon fue de 0,054 viv y no afecto el

comportamiento contractil de la auricula.

B8.9. Araquidonato de sodio:

El araquidonato de sodio (AA) (Sigma Chem.Co, USA) se disol-—
vid en agua a 1,8 x 1072 M y luego se utilizd en un rango de

concentraciones t+i1nales de U,66 a 1,Y8 x 10—*M,

8.6. Interleuquina 2 y anticuerpo anti—interleuquina 2:

Se empled interleuquina 2 (lL-2) de dos tuentes:
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IL-2 natural (IL-Zn) 1libre de 1lectinas y de interferédn
(kLlectronucleonics, USA).

IL—=2 recombinante (lL-Zr) producida por levaduras (Genzyme
Corp., USA).

Ademads se utilizd un anticuerpo monoclonal anti-1lL-2 (AcM

anti—-IL-2) tbenzyme Corp., USA) en una dilucidn 1:20.

8./7. _Diacilglicérido sintético:

Se empled 1-olei1l,2-acetil—glicerol (0AG) (Sigma Chem.Co.,
USA) disuelto en DMSO y diluido en medio, como soluciédn madre a

una concentracion de 1,25 x 107 2M.

8.8. Inhibidores:

Se utilizaron soluciones recién preparadas de los siguientes
reactivos:
a) (=)-propanolol-HC1 (Ayyerst Lab Inc, USA) 1 x 10 =7 M
b) cicloheximida (Sigma Chem Co, USA) 10—+“-10—""M
c) Aacido acetilsalicilico ( ASA) (Sigma Chem Co, USA) 1,8 x 102 M
d) indometacina (Merck, Sharp & Dohme, USA) 1 x 10 -« M
e) acido nordihidroguayarético (NDGA) (Sigma Chem.Co, USA)

1 x 10 ™™ M

) A&cido 5,8,11,14—-eicosatetrainoico (ETYA) (Hoffmann-Laroche,
Suiza) 1 x 1077 M
g9) 7-L3—-(4~acetil—-3—-hidroxi-2—propil—fenoxi)-2-hidroxipropoxil—-4-
oxo—8-propil—4 H-1-benzopirano—2 carboxilato de sodio (FPL 55712)
(Fisons Ltd, UK) 1 x 10—’ ™
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h) dexametasona (Merck, Sharp y Dohme, USA) 1 x 10— M- 1 x 10~7
M

i) Aacido etilenglicol tetraacético (EGTA) (Sigma ChemCo, USA) 1 x
10=2 M (sal disdédica)

J) verapamil (Sigma ChemCo, USA) 10—SM

k) 2-nitro-carboxifenil, NN-difenil carbamato (NCDC) (Sigma Chem-—
Co, USA) S x 10—=M.

La solucidn madre de indometacina se prepard en solucién
tamponada de fosfatos 0,1M a 1 mg/ml. La dexametasona, el verapa-—
mil y el NCDC se disolvieron en alcohol etilico absoluto y se
diluyeron con solucidn fisiolodgica. E1 NDGA y el ETYA se disol-
vieron en un pequefno volumen de DMSO y se llevaron a la concen-
tracidén deseada con solucidn fisioldgica. La solucidn madre de
FPL 35712, de EGTA y de ASA se prepararon en agua destilada.

Todas las concentraciones mencionadas salvo la de soluciones
madre se refieren a las finales en el medio de reaccidn.

A las concentraciones empleadas, ninguna de las drogas
afectd la viabilidad de los linfocitos ni produjo efectos per se

sobre la preparacion de auricula aislada de rata.

?) Expresion de los resultados:

Todos los resultados se expresan como la media + el error
standard de la misma.

Las curvas dosis—respuesta se construyeron de acuerdo al
méetodo de van Rossum (201) que emplea dosis acumulativas agrega-
das en alicuotas fijas.
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Para el caso de los linfocitos, el intervalo de tiempo entre

dos agregados sucesivos fue el requerido para obtener un efecto

maximo, sostenido por un minimo de tres minutos.






RESUL TADAOS

MODELO DE SENSIBILIZACION IN VIVQO

1) Efecto de 1los linfocitos de pacientes chagasicos sobre la

contractilidad de la aurfcula de rata

Se comparo el etecto de distintas concentraciones de linfo—
ci1tos de pacientes chagasicos y de dadores normales sobre la
preparacidn de auricula aislada de rata.

Como se puede observar en la Figura 10 las células de los
pacientes estimulan notoriamente 1la tensidn y +recuencia de
contracciones en concentraciones mayores que 4 x 10 “ células/ml.
Los controles no afectan ninguno de los dos parametros estudia-—
dos: tensi6n y trecuencia.

Cuando se enriquecid la suspensidn celular derivada de los
pacientes en lintocitos T (TIch) por formaciédn de rosetas E , la
estimulacién de la tensién y frecuencia de contracciones fue audn
mayor que con la totalidad de 1los linfocitos (Lch) para igual
numero de células. En cambio, al emplear las células no formado-
ras de rosetas E (no Ich), se observd una disminucion de la
tensidn y frecuencia contractil respecto de los valores basales.

Como puede observarse en la Figura 11 todos estos efectos,
tanto el estimulante de los linfocitos chagasicos (Lch) totales y
de los enriquecidos en linfocitos Tch, como el depresor de las
células no 1ch aparecen gradualmente y aumentan hasta llegar a un
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valor de "plateau" aproximadamente a los 30-40 minutos de reac-—
cidon.

La Figura 12 muestra un trazado representativo de la fre-
cuencia y tensi16n de contracciones de la auricula aislada de rata
antes del agregado de L ch y después de 5, 10 y 20 minutos del
agregado de estas células. Puede observarse el incremento gra-
dual de 1la tensién y frecuencia de contracciones luego del agre-

gado de la suspension celular.
2) Mecanismo de la reaccion

Diversos caminos metabolicos 1llevan a 1la producciéon de
sustancilas capaces de estimular la frecuencia y tensidn de con-
tracciones de la auricula de rata. Por este motivo se recurrid
al empleo de inhibidores para tratar de identificar el mecanismo
desencadenado por los linfocitos de enfermos chagasicos.

El efecto estimulante no desaparece en presencia del antago—
nista P adrenérgico (-)—-propanolol 1 x 107 M (TID (%) = -2,7 +
0,5 3F.C. = 4,3 + 0,8 , n=3).

En cambio, utilizando inhibidores del metabolismo oxidativo
del Acido araquidénico (AA) se observd que si se impedia la
accidn de la ciclooxigenasa con indometacina o dcido acetilsali-
cf{lico, el etecto 1notropico y cronotrdédpico positivo se hacia
mayor. Por el contrario con inhibidores de la via de la lipoxi-
genasa, NDGA y ETYA, se elimind el efecto estimulante de la
tensi16n y +recuencia. Lon FPL 55712, antagonista de la sustancia
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de reaccion lenta de anafilaxia (SRS-A) también se anuld el

efecto de estimulacidn ( Figura 13).

3) Papel de factores solubles en la reaccidn:

Con el +in de averiguar si para lograr la estimulacidn de
la tension y la frecuencia en la auricula era necesario el con-
tacto entre el tejido cardiaco y 1los 1linfocitos de pacientes
chagasicos durante el bioensayo, se utilizd el siguiente proto-
colo experimental (FIGURA 14): se incubaron 1los leucocitos mo-
nonucleares con un homogenato de auricuta de rata (HAK) durante
20 minutos. Luego se centrifugd y los sobrenadantes (SNs) libres
de células se entrentaron con la preparacion de auricula aislada.

Como puede aobsetvarse en la TABLA 1 los sobrenadantes de Lch
que reaccionaron con HAR contienen factores solubles capaces de
estimular 1la contractilidad cardiaca in vitro. Los valores
obtenidos son menores que cuando se utiliza la suspensidn de Lch
(FIGURA 10). En el caso de la suspensiédn celular, para canti-—
dades de linfocitos similares (4 x 10%®) el cambio de tensidn
producido superd el 100Z y el de frecuencia el 30%Z). E1 estimulo
aportado por el homogenato de auricula fue necesario ya que los
sobrenadantes de Lch no estimulados con HAR no dieron estimu-—

lacidn.

En base a los resultados obtenidos con Lch se plantearon las

siguientes i1nterrogantes:
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— La reactividad de Lch con la preparacion de auricula aislada es
propia y exclusiva de esta enfermedad?, o, por el contrario,
— es posible lograr mediante manipuleo de laboratorio que los
linfocitos humanos normales reaccionen con el corazdén reprodu-—
ciendo los efectos observados directamente con 1las células de
pacientes chagadsicos?

Fara responder estos interrogantes, se repitieron los ensa-
yos utilizando linfocitos normales estimulados inespecificamente

con PHA.
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MODELO DE ACTIVACION IN VI1TRO:

1) kEtecto de los lintocitos activados con PHA sobre la contracti-

lidad de auricula aislada de rata

Como se demostrd anteriormente 1los linfocitos de dadores
normales no alteran el comportamiento contractil de la auricula.

Para estudiar si la estimulacidn inespecifica de los linfo—
citos modit+icaba su comportamiento cuando se 1los enfrentaba con
el tejido cardlaco, se agregd una lectina, PHA 10 ug/ml c.f., en
el baro de reaccion simultineamente con las células.

La Figura 15 muestra claramente que mientras los linfocitos
y la PHA por separado son incapaces de producir modificacion
alguna, al agregar la PHA en presencia de estas células se
produce un efecto cronotrépico e inotrépico positivo, que aumenta
con el tiempo.

El desarrollo gradual del etecto estimulante con el esquema
experimental empleado (FIGURA 15) depende del tiempo necesario
para que la PHA se una a las células efectoras y las estimule asi
como del requerido para que la auricula manifieste su respuesta .

tl etecto estimulante depende de la concentracion de L-PHA
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agregados al sistema y es muy evidente a partir de 4 x 105 célu-

las/ml (FIGURA 16).

2) Células efectoras

Fara determinar cudles son los L responsables de la activi-
dad estimulante, se separaron poblaciones por formaciédon de rose-
tas E. Después del Ffraccionamiento en células formadoras de
rosetas (poblacién enriquecida en linfocitos T ) y no formadoras
de rosetas, se verificd la eficiencia de la separacidn probando
la capacidad de las células de cada fraccidon de formar nuevamente
rosetas E. Se obtuvieron los valores que figuran en la TABLA 2.
Estos porcentajes son los esperados pues se sabe que luego de la
lisis osmotica con NH4Cl no todos los linfocitos que formaron
rosetas E son capaces de unirse nuevamente a los gldbulos rojos.

Luego de su reaccidn con la PHA, las fracciones obtenidas
tuvieron efectos opuestos sobre 1la preparacion auricular: la
poblacién enriquecida en células T estimuld la tensidn y frecuen-—
cia de contracciones mientras que la poblacidon deplecionada de
células T, compuesta por células B, nulas, K, T con baja afinidad
por E y monocitos contaminantes tenia un efecto inotrdpico nega-

tivo sin alterar la frecuencia.

3) Mecanismos de reaccion
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Distintos compuestos son capaces de estimular la contracti-
lidad cardifaca. Como en el modelo de activacidon in vivo, para
estudiar el mecanismo de 1la reacciédn recurrimos al empleo de
varios inhibidores en concentraciones que por si mismas no afec-—
tan los parametros de la contractilidad cardiaca ni la viabilidad
de los linfocitos (TABLA 4).

En la TABLA 35 se presentan los resultados de la acciédn de
estos inhibidores sobre la estimulacién provocada en la auricula
por L + PHA. La reaccidn no fue inhibida por el antagonista P
adrenérgico propanolol. Tampoco los inhibidores de la ciclooxi-
genacién del AA (indometacina o ASA) anularon el efecto, mas aun
acentuaron la estimulacidén. Empleando inhibidores de la lipoxi-
genacion del AA como NDBA y EIYA se elimind el efecto estimulan-—
te. También por preincubacidén de las auriculas con el FPL 55712,
inhibidor de la sustancia de reaccidn lenta de 1la anafilaxia, se
bloqued la accion de L + FHA.

A partir de estos resultados podemos concluir que el meca-—
nismo por el cual los L tratados con PHA actuan sobre la auricula
involucra la liberaciéon de metabolitos del AA, principalmente por
la via de las lipoxigenasas. Los incrementos observados con
inhibidores de 1la ciclooxigenasa se deberian a que al bloquear
esta via enzimdtica habria mas AA disponible para 1la lipoxigena-—

cion.

4) Efecto de linfocitos tratados con iondforo de calcio

82



Como el efecto 1inotrdpico y cronotrdpico positivo podia
abservarse con tiempos cortos de exposicidn de los L a 1la PHA
(10-40 minutos, FIGURA 135), se considerd la posibilidad de que
pudieran estar involucrados acontecimientos tempranos de 1la
accion de la lectina. Entre ellos (ver Introduccidn) se cuenta
la movilizacion de Ca=+. E1 iondforo de calcio A23187 cuando se
emplea en un rango adecuado de concentraciones reproduce algunos
de los pasos iniciales de la activacidn de linfocitos T por
lectinas, tales como incremento de la concentracidn de calcio
intracelular, aumento del recambio de tostolipidos y blastogésis
(39).

Como puede observarse en la FIGURA 17 los linfocitos trata-
dos con A23187 presentan un efecto estimulador de la tensidén y la
frecuencia de contracciones similar al observado con L + PHA
(FIGURA 135). Los linfocitos solos o el iondforo de calcio en la
concentracidn utilizada no afectan en modo alguno la contractili-

dad cardiaca.

En resumen:

Los experimentos realizados con el modelo de activacidn in
vitro, que han sido descriptos en los puntos 1 al 4, demuestran
que es posible imitar 1la accién que tienen espontaneamente los
Lch por estimulacion de linfocitos normales con PHA o A23187 y
sugieren que la actividad desarrollada por los Lch es producto de
su sensibilizacidn in vivo.

Los estudios que se exponen a continuacidn se refieren al
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mecanismo por el cual 1los linfocitos humanos normales activados
in vitro pueden inducir cambios en la contractilidad de la prepa-

raciéon auricular.

9) Actividad presente en células y sus sobrenadantes después de

un tiempo breve de exposicion a la PHA

En la serie de experimentos anteriores se agregaban las
células suspendidas en el medio en el que habifan sido cultivadas.

Fara definir si la actividad estudiada dependia del contacto
entre las células y la auricula o de factores solubles liberados
al medio se utilizd un disero experimental distinto (FIGURA 18).
Brevemente, se estimularon los L con FHA y se separaron los
sobrenadantes libres de células de los linfocitos por centrifuga-
cion. Luego, las células lavadas se incubaron por 2 horas y se
utilizaron en el ensayo. Por otra parte, otra fraccion de esos
mismos linfocitos se reexpuso al estimulo de la FHA y se volvio a
separar el sobrenadante de las células probando ambas fracciones
en el ensayo. Con este esquema experimental fue posible ademas
analizar la capacidad de linfocitos ya expuestos al estimulo para
responder generando SNs activos frente a un sequndo estimulo.

En todos los experimentos que siguen se tomaron 1los valores
de tension 10 minutos después del agregado de los reactivos al
organo aislado. Los sobrenadantes libres de células no produje—
ron cambios de la frecuencia cardiaca, por este motivo se con-—
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signard sdlo la modificacion de ia tensiédn contractil.

Se observd que al exponer las células a PHA por 30 minutos
se encontréd actividad estimulante tanto en 1los SNs como en las
células. Cuando 1los L-PHA separados de su SN, y lavados se
incubaron durante 2h a 372 C en medio de cultivo (en ausencia de
lectina) y se probaron en el ensayo, perdieron su efecto sobre la
contractilidad cardiaca y no 1lo recuperaron por nueva estimula-
€ién con PHA durante 30 minutos (FIGURA 1Y).

Al estudiar 1linfocitos después de 48h de estimulacidn con
PHA, no se encontrd actividad en 1las células ni pudo lograrse
activacion por nueva exposicidn a la lectina. Esto sugiere que
la capacidad de los L de generar un efecto de estimulacidn de la
tensiébn contractil es agotable. Toda la actividad se encontréd en
el sobrenadante (FIGURA 19). La capacidad estimulante de los
mismos fue superior a la de los SNs de 30 minutos de cultivo. Por
su lado, los lintocitos cultivados en iguales condiciones pero en

ausencia de lectina respondieron, como era de esperar, a la PHA.

&) Lurva dosis—respuesta de sobrenadantes de_activacidn de linfo—

citos normales con PHA

En la FIGURA 20 se muestra 1la curva dosis—-respuesta para
cantidades acumulativas de SNs obtenidos 1luego de distintos
tiempos de estimulacidn. La actividad de los SNs dependid de la
cantidad agregada y fue mayor cuanto mayor fue el tiempo de
cultivo de los L con PHA.
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La presencia continuada de 1la lectina durante el periodo
total de generacion del SN activo no parece ser necesaria ya que
la actividad de SNs obtenidos a partir de linfocitos luego de 18
h de contacto con PHA, fueron lavados y cultivados por otras 18h
en ausencia de lectina, fue similar a la observada en la FIGURA

20 (IDT (%) 24,7 + 8,6; n=3).

7) Efecto de la dialisis:

tLa actividad de los SNs de estimulacién con PHA obtenidos
tanto a tiempos breves como prolongados de exposicidn se perdid
por didlisis (TABLA 6). Se puede entonces deducir que entre los
responsables del efecto estimulante de la contractilidad auricu-
larse encuentra(n) uno o mids compuesto(s) de bajo peso molecular.

En algunos casos (n=3) se intentd reconstituir el dializado
agregando araquidonato de sodio (2 x 107®¢M c.f.) al baro de reac-—
ci16on. En esa concentracion el araquidonato per se no modificaba
el comportamiento auricular. Al aradirlo al sobrenadante diali-
zado, se observd una recuperacion parcial de la capacidad estimu—
lante lo que permite inferir que el AA o alguno de sus metaboli-
tos que pueda producirse catalizado por enzimas provenientes del
tejido cardiaco estaria involucrado en la generacién de 1la esti-

mulacion de la contractilidad.

8) Comparacion del efecto de una lectina mitogénica, PHA, y una

no mitogénica, WGA
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Se estudiaron comparativamente dos lectinas, una mitogénica
y otra no mitogénica. Los resultados demuestran que ambas fueron
capaces de 1nducir sobrenadantes con actividad estimulante de la
contractilidad cardiaca. En cambio, en el ensayo de prolifera-—
cion, mientras que la PHA llevéd a las células estimuladas a la
division (incorporar timidina), 1a WGA no indujo blastogénesis
(TABLA 7).

Estos resultados sugieren que la generacidn del efecto esti-—
mulante de l1la contractilidad no requiere la divisidn celular.
Estimulos insuficientes para inducir blastogénesis bastan para

producir esta actividad.

Para estudiar el mecanismo de la reaccidn se analizd el
efecto de diversas drogas que afectan distintas etapas de la
activacion linfocitaria. Todos estos reactivos fueron aradidos a
los linfocitos antes de que se expusieran al estimulo de activa-
cidn o durante el tiempo de activacidn y luego fueron lavados de
manera que estuvieran ausentes durante el bioensayo o0 que su
concentracion final durante el mismo, al ser diluidos en el volu-—
men del bafo de reaccion, tuera 1insuticiente para 1in+luir sobre

el comportamiento contractil.
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?) Efecto de un inhibidor del flujo de Ca=* y de un quelante

catidénico sobre la generacidn de estimulacidn contractil y proli-—

feracion celular inducidas por PHA

Se realizé el ensayo de estimulacion con FHA en presencia de
un bloqueante de los canales de CaZ2* dependientes de voltaje: el
verapamil, o en ausencia de Ca2?* colocando en el medio de reac-
ciéon el quelante EGTA.

Como se muestra en la TABLA 8 el efecto sobre 1la contrac-
tilidad cardiaca no se generd en presencia de verapamil mientras
que esta droga no afectd 1la divisiéon celular. En cambio, la
ausencia de Ca?+, ya sea llevando a cabo el ensayo en medio libre
de este ion (datos no incluidos) o por el empleoc de un quelante
catidnico, impidid tanto la produccién de la estimulacién como la

blastogénesis.

10) Efecto de glucocorticoides

Se emplec dexametasona en 2 concentraciones: 10-° y 10~"M y
corticosterona 10—SM,

La corticosterona, tal como describieron otros autores (202)
inhibio la proliferacidn celular pero también impidid la genera-—
cion del efecto de estimulacion cardiaca (TABLA 9).

En cambio, la dexametasona en las concentraciones emp leadas,
impididé la produccidén de la actividad estimulante de 1la contrac-
tilidad sin atectar la proliteracion linfocitaria (TABLA 9).
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11) Efecto de la cicloheximida

Se estudio el etecto de la cicloheximida en un rango de
concentraciones de 10~ a 107“M. A molaridades altas este inhi-—
bidor impidid tanto 1la divisidn celular como la aparicion del
estimulo de la contractilidad. En cambio, a bajas concentra-
ciones no modificd la proliferacidn celular mientras que impidid
la generacion del efecto estimulante de 1la tensidn contractil
auricular.

Cuando se quitd la cicloheximida por lavado, en particular
para las concentraciones mayores es decir 107% y 107>M se recu-—
perd la respuesta proliferativa casi totalmente pero la produc-—
cidn del efecto estimulante se recobrd solamente en muy pequena

proporcion (FIGURA Z1).

12) a) Posibles productos de estimulacidn linfocitaria presentes

en_ los sobrenadantes

Entre los numerosos compuestos generados por la activacidn
linfocitaria se encuentran linfoquinas como la IL-2 y el IFN T.

Se estudid 1a accion del IFN utilizando para ello interfe-—
réon W  humano recombinante pero no se observd ningun efecto ni
cuando se 1o empled solo ni en presencia de AA. Lo mismo se
observéd utilizando interferon o humano recombinante (Este inter-
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feréon puede ser producido por leucocitos estimulados por FHA).

En cambio, la incubacidén de los sobrenadantes con un anti-
cuerpo monoclonal anti-IL-2 (AcM anti-IL-2) resultd en una in-
hibicién parcial del efecto (TABLA 10), lo que sugiere que el

efecto de los SNs activos se debe en parte a la IL-2..

b) Efecto de la IL-2

Fara verificar si la IL-2 era capaz de modificar el compor-
tamiento de 1la auricula in vitro, se ensayd esta linfoquina sola
0 en presencia de estimulos adicionales. Se pudo observar que ,
si bien no ejercia estimulacidn por si misma, en presencia de AA
en dosis subumbrales presentaba un efecto inotrdpico positivo
(TABLA 11).

Se empled tanto IL-2 natural (IL-2n) obtenida por estimula-
cién de leucocitos mononucleares periféricos humanos y libre de
lectinas y de interferdn, como IL-2 recombinante (IL-2¢r). En
ambos casos pudieron observarse los mismos efectos. La molaridad
final de IL-2r en el bafo de reaccidn, considerando su actividad
especifica 5000 unidades/ug de linfoquina, resultd del orden de
10-**M y correspondié a 1-3 unidades/ml. Preincubando tanto la
IL-2r como la IL-Zn con el AcM anti-IL-2 en concentraciones
andlogas a la que neutralizan el efecto de la IL-2 en cultivos,
se anuld el efecto de estimulacién de la contractilidad auricu-—
lar. Estos resultados indican que la estimulacidn de la contrac-—
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tilidad era propia de Jla IL-2 y no se debia a otro producto
presente en la preparacion de iL-Zn.

Se 1ntento ver si1 aumentando la dosis de IL-2 se evitaba el
requerimiento cooperativo del AA. Para ello se dializéd la solu-—
cion de IL-2, que estaba en medio de cultivo, contra KRB y luego
se afadid a la preparaciédn auricular en cantidades de 63 a 111
unidades /ml (c.f.). En estas condiciones se observd un efecto

inotrépico negativo directo: IDT(Z) = -18 + 2; n=3.

13) Curva dosis—respuesta de IL-2

Dejando constante la concentracidén de AA en 1,98 x 10-*M y
agregando acumulativamente IL-2n en alicuotas de 10 ul (1000
unidades/ml) observamos (FIGURA 22) que la tension contractil se
incrementaba con la cantidad de IL-2n agregada hasta 1llegar a
aproximadamente 2 unidades/ml, valor a partir del cual dejaba de
aumentar. Cuando se empled IL-2r se obtuvo una respuesta si-

milar.

14) Efecto cooperativo del iondédforo de calcio y la IL-2

Como se describid en 1la INTRODUCCION la estimulacién de la
membrana celular, que induce un aumento de la concentracidn de
Ca=2+ intracelular, resulta en una mayor disponibilidad de AA.

Para estudiar el efecto del incremento de la concentracidn
de este catidn se utilizaron, en cooperacidn con IL-2n, bajas
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dosis del iondforo de Ca=+ A23187,

mismas el comportamiento del te

datos ilustrados en la FIGURA
A23187 agregados en presencia d

pico positivo en la preparacion

15) Posibles mecanismos involuc

tales que no modifican por si

Jido cardiaco (FIGURA 23). Los
muestran que tanto el AA como el
efecto inotrdéd-—

e IL-2 inducen un

auricular.

rados en el efecto de la IL-2

Algunos investigadores
interaccionaba con el receptor
se ciclo

vadas, disparaba el

pasa C (FL-C). Para saber si

mulacién de la contractilidad
inhibidor de la fosfolipasa C:
mato (NCDC). Como se muestra
de la IL-2 tanto con el A23187

presencia de NCDC.

(168) describieron que cuando la IL-2

que expresan las células T acti-

del PI, catalizado por la fosfoli-

este mecanismo actua en la esti-

inducida por IL-2, utilizamos un
el nitrocarboxifenil difenilcarba-—
en la TABLA 12 el efecto sinérgico

como con el AA no se manifestd en

Esto sugiere que el metabolismo del FI podria

estar involucrado en la generacidn del efecto estimulante.

Como se describid en 1la

forman diacilglicéridos

la PK—-C. Fara analizar la posi

estudio estén involucrados compuestos de este tipo,

empleo de un diacilglicerol

glicerol (0OAG). Cuando se

observd también un efecto sinérgico tanto con el

que son

INTRODUCCION, a partir del FI se

capaces de activar directamente

bilidad de que en el sistema en

recurrimos al.
el 2-acetil-

sintético: 1-oleil,

utilizd OAG en lugar de IL-2, se
AA como con el
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A23187, que condujo a la estimulacion de la contractilidad auri-
cular. Sin embargo, este efecto no pudo ser inhibido con NCDC
(TABLA 13).

Estos resultados sugieren que la IL-2 podria actuar susci-
tando la formacidn de diacilglicéridos. Esta hipdtesis se conva-
lida cuando se suministra 0AG exdgeno ,que evita el requerimiento

de su produccién, y se repite el efecto.



FIGURA 10:

Efecto comparativo de diferentes concentraciones de linfocitos

(L) de pacientes chaqdsicos y dadores normales sobre auricula

aislada de rata:
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0.5ml de una suspensidn de 8 x 10¢ células/ml conteniendo L
totales normales (L) (0———0 ), L totales de pacientes chagasicos
(Lch) ( o——0), Tch ( A—-A ) o no Tch (e———e) se enfrentaron con
auricula aislada de rata que latia espontaneamente suspendida en
15 ml de KRB como se detalld en Materiales y Métodos. El tiempo
transcurrido entre 2 agregados sucesivos fue de 20 minutos.

La FIGURA 10 representa la media aritmética + error standard de
la media de los cambios porcentuales de 1la tensidn isométrica
desarrollada (TID, izquierda) y frecuencia (FC, derecha) de
contracciones en las ordenadas, en funcidn de la cantidad de
células agregadas al baro de reaccion. Se indica entre parénte—
sis el numero de ensayos realizados con células de distintos

pacientes.
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FIGURA 11:

Cinética de la reaccidn de linfocitos de pacientes chagadsicos con

tejido auricular:
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Las auriculas aisladas de rata se suspendieron en KRB en presen—
cia de 4 x 105/ml Lch ( e—— ), Tch (A——-A) o no Tch (o——-0).

Se representan los valores de cambio porcentual de la TID (i=z-
quierda) y frecuencia (derecha) en funcidn del tiempo, calculando
la media aritmética + error standard de la media de 6 o 9 experi-—
mentos segun se indica entre paréntesis.
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FIGURA 12:

Efecto del agregado de linfocitos chagasicos sobre la contracti

lidad cardiaca:

L .ch

'@
S
FEEE H

CONTROL 5 10.

il

]

Se muestra un trazado representativo de 1la frecuencia (FC) vy
tensidn contractil (TID) de 1la auricula aislada antes y después
de 5, 10 y 20 minutos del agregado de Lch (concentracidén final en
el barno de reaccidn: 4 x 105 células/ml).
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FIGURA 13:

Efecto de inhibidores del metabolismo del acido araquiddnico

sobre la accion estimulante de los linfocitos chagasicos:
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4 x 10 Lch se enfrentaron con la preparacién de auricula aislada
de rata suspendida en KRB (e———e) o en KRB conteniendo uno de los
siguientes inhibidores: indometacina 10-M ( &-—-® ); FFL 55712
10”M (po——-0)3; ASA 1,8 x 10 °*M ( o—0O ); NDGA 10==M ( &—1"A ) o
ETYA 10—=M ( &4 ). Los valores basales de TID y FC considera-—
dos como 1007 se tomaron con cada uno de los inhibidores o con
KRB y se representan los cambios porcentuales( media aritmética +
error standard de la media) después del agregado de los linfoci-
tos. Entre paréntesis figura el numero de ensayos.
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FIGURA 14:

Esquema_de obtencidn_ de sobrenadantes libres de células por

incubacidn de linfocitos con homogenato de auricula de rata:

-+
Lch HAR

90 min, 37°C

centrifugacibn

15 min, 400 x g

SN
Lch + HAR

<
<

Se incubaron linfocitos

L.. + HAR

90 min, 37°C

centrifugacibn

15 min, 400 x g

SN
L. +
N HAR

normales (LN) o linfocitos chagdsicos

(Lch) (S5 x 10®) con 0,5 ml de un homogenato de auricula de rata

suspendido en medio de cultivo.

Se siguid el esquema presentado

parea obtener sobrenadantes (SNs) libres de células.



TABLA 1:

Efecto de saobrenadantes de reaccidn de Lch con homogenatos de

auricula de rata (HAR) sobre preparacion de auricuila aislada de

rata:

SNs de n TID (%) FC (%)
Lch + HAR 7 + 52,2 + 9,1 + 11,0 + 2,0
LN + HAR 7 + 4,2 + 2,8 + 1,2 + 0,8

Se incubaron S x 10® Lch o LN con 0,5 ml de HAR a 37/=C durante 20
minutos. Se centrifugaron y se separaron los sobrenadantes (SNs)
libres de células. Estos SNs se agregaron a la preparaciotn de
auricula aislada y se midieron los cambios de tension (TID) y
frecuencia (FC) de contracciones después de 40 minutos de reac-—
cidon. Los SNs de HAR, Lch o LN solos no modificaban la actividad
contractil de la auricula de rata.

99



CrLJREA 1D

Crnetica de la renceadn de Lintosatos humanos normales activados

n_d

caon PHA con auricula aislaga de rata:

125 50
. Ohs
100G |
. 75
-~ =
2 .50 o
_. o

TIEMPO (min)

suspencid la auricula aislada de rata en solucidn KRB con 4 x
13 /ml linfocitos normales (L) (o———0) o0 10 ug/ml de FHA ( A——-{
) o 4 x 103/ml L. agregados simultaneamente con 10 ugsml PHA al
bafo de reaccidn (e———@).

Se representa la media aritmetica + error standard de la media de
los cambios porcentuales de los valores iniciales de tensioén
(TiD, izquierda) y frecuencia (FC, Jderecha) de contracciones en
fuuncion des tiempo de reaccidn (5 a 6 experimentos).

o~
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FIGURA 16:

Efecto de distintas concentraciones de linfocitos humanos norma-

les (L) sobre la actividad contrdctil de auricula aislada de rata

en presencia de PHA:

HZSF +50
+100 - + 40
—~ * 15 +30}F
Q —
— (&)
=
+ 50 m 20
+ 25+t + 10
0 2 1 3 1 J 5 0 2 1 3 1 J
Lx10 4x10 ind' 4x10 4x10 4Lx 10 LxlOl' LxlOs
LINFOCITOS/ml

Se representan los cambios porcentuales de los valores iniciales
de tension (TID, izquierda) y frecuencia (FC, derecha) de con-
tracciones de auricula de rata que late espontaneamente en pre—
sencia de 10 ug/ml PHA después del agregado de cantidades sucesi-
vas de L. Cada concentracidn se dejd actuar durante 40 minutos
antes de tomar los valores. La PHA sola no produce cambios de
tensiodn ni frecuencia. Se grafican las medias aritméticas + error
standard de la media de 4 experimentos.
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TABLA 2:

Eficiencia de la separacion de células formadoras y no formadoras

de rosetas E:

Poblacidén celular % de rosetas E n
L 54,7 + 1,5 19
"no T" 18,8 + 3,9 10
vwT" 62,6 + 3,4 10

Se separaron células por formacion de rosetas con eritrocitos de
carnero (E) en 2 fracciones: "1" formadora de rosetas y "no T" no
formadora de rosetas E, tal como se explicd en Materiales y
Métodos. Se comprobd la eficiencia de la separacion después de
la lisis con NH4C1l por un nuevo ensayo de formacidn de rosetas E.
Se coaonsideran rosetas cuando un L une 3 o mas E ( Media aritmé-
tica + error standard de la media; n = numero de experimentos).
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TABLA 3:

Caracterizacion de las células efectoras:

Células efectoras + FHA TID (%) FC (%) n
"1"——— + 85 + 6 + 38 + 4 S

“no T" - 18 *+ 2 0 6
L + 106 + 4 + 39,1 + 2 6

Se prepard 1la paoblacidn total (L) y las fracciones formadoras
("T") y no formadoras de rosetas E ("no T")como se explico en
Materiales y Métodos. No se observan cambios de tension ni
frecuencia en presencia de 10 ug/ml de PHA sola o de cualquiera
de las fracciones celulares sola. Se determind el cambio porcen-—
tual de tensidn (TID) y frecuencia (FC) de contracciones después
de 40 minutos de reaccidn de las auriculas con los linfocitos +
PHA; n = numero de experimentos.



1ABLA 4:

Efecto de distintas drogas sobre la actividad contractil espon-

tdnea de auricula aislada de rata y sobre viabilidad linfoci-

taria:

Droga 1ID (%) FC (%) n Viab. (X)) n
Ninguna 1 1 95 + 3 6
Fropanolol 0,96 + 0,04 0,94 + 0,06 S ?1 + 2 4
Indometacina 1,00 + 0,08 0,926 + 0,06 1) 82 + 3 4
ASA 1,02 + 0,08 0,97 + 0,04 7 N.D.

NDGA 1,01 +0,08 0,99 + 0,07 é 82 + 2 S
ETYA 0,96 + 0,08 0,922 + 0,06 6 82 + 3 4
FPL 355712 1,00 + 0,06 0,92 + 0,07 7 1 + 2 S

Se determind la media aritmética + error standard de la media de
los cambios porcentuales de tension y frecuencia de contracciones
de la auricula, y el porcentaje de células viables después de 1
hora de incubacion con las distintas drogas respectivamente. Las
concentraciones son las indicadas en Materiales y Métodos. n =
numero de experimentos.
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TABLA S:

Efecto de un antagqonista p adrenérqico y de inhibidores del

metabolismo del A&cido araquiddnico sobre la reaccidn de linfoci-

tos humanos normales tratados con PHA con auricula aislada de

rata:

Droga TID (7Z) FC (%)
Ninguna + 92 + 3 + 36 + 4
Propanolol 10—7M + 85 + 5 + 37 + 2
Indometacina 10—*M +162 + 2 + 37 + 3
ASA 1,8 x 10—4M +165 + 1 + 40 + 5
NDGA 10—=M + 8 + 2 + 3 +1
ETYA 102-"M + 2+ 1 + 1 + 0,5
FPL S5712 10—7M + S + 2 + 2+ 0,5

Se enfrentaron linfocitos humanos normales estimulados con PHA
con la preparacion de auricula aislada de rata en presencia o
ausencia de wuna serie de drogas. Se determinaron los cambios
porcentuales de tensiéon (TID) y frecuencia (FC) de contracciones
después de 40 minutos de reaccidn. Se tabula la media aritmética
+ error standard de la media de S5 a 8 experimentos.
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FIGURA 17:

Cinética de la reaccion de linfocitos humanos normales (L) trata-

dos con AZ23187 y enfrentados con auricula aislada de rata:

+100f + 4O
+ 75F * 30r
.+ 50f = .+ 20
3R
Z (&
- u
+ 25p + 10r
0 A 'y 1 L' | O 1 1
0 10 20 30 40 50 0 10 20 30 40 50

TIEMPO (min)

Se suspendid la auricula aislada de rata en KRB conteniendo 4 x
10= L/ml (o—-—o0), A23187 10-*M ( -0 ) o0 4 x 10= L/ml + A23187
10-“M (e———e) agregados simultaneamente. Se representa la media
aritmética + error standard de la media de los cambios porcen-—
tuales de tensidn (TID, izquierdal)y frecuencia (FC, derecha) de
contracciones de S5 experimentos.
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FIGURA 18:

Disefio_experimental empleado para distinquir la actividad de las

células y sus sobrenadantes:

L + PHA

30 min, 37°C

centrifugacibn
10 min,200 x g

N

1
L SNl

lavado

2 h, 37°C

+ PHA, 30 min, 37°C

centrifugacibn
10 min,200 x g

i

(L + PHA) SN2
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FIGURA 19:

Actividad de L y sus sobrenadantes de estimulacidn con FHA du

rante 30 minutos o 48 horas:

100r 30 min 48 h

80

1

I
F ol
o
T

SN L DL D-L SN L DL DL
-20% «PHA +PHA

8 x 10 LL/ml se incubaron con RFMI-SFE () o RFMI-SFB conte-—
niendo 10 ug/ml PHA (L-FHA, T ) durante 30 minutos o 48 horas
a 3I7<C. Se centrifugd y se separaron los sobrenadantes. Las
celulas se lavaron y se resuspendieron en un volumen de RPMI
igual al original. Los L lavados se enfrentaron inmediatamente
después de la separacion con la auricula aislada (L) o después de
2h de incubacidon a 37=C (D-L). Los D-L también se emplearon des-—
pués del agregado de 10 ug/ml de PHA e incubacidn durante 3C
minutos a 37=C (b-L + FHA). Se midieron los cambios porcentuales
de tension (TID) de la auricula después de 10 minutos del agre-—
gado de 0,5 ml de ceélulas o sobrenadantes al ba®o de reaccidn.
Se representa la media aritmética + error standard de la media de
4 a 12 experimentos.
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FIGURA 20:

Efecto de cantidades crecientes de sobrenadantes de estimulacion

de linfocitos normales con PHA por distintos tiempos:

120

100

80

60

L0 18 h

TID (%)

30 min

20

-20 : : ' ——

SN (L + PHA) (ml1)

Se obtuvieron sobrenadantes de estimulacidn de 8 x 10%L/ml con
PHA (10 ug/ml) incubados durante 30 minutos ( o——4—0C ), 18 h (e———
@) vy 48 h ( A—2 ) respectivamente. Se agregaron a la prepara-—
cion de auricula aislada de rata en alicuotas de 0,1 ml con
intervalos de S minutos. La dosis de 0,5 ml corresponde a un SN

de 4 x 10« (L + FHA). Se determinaron los cambios porcentuales
en la tension (TID) y se restaron a estos valores los obtenidos
con sobrenadantes de L no estimulados. Se representa la media

aritmética + error standard de la media de 4 experimentos.
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TABLA 6:

Efecto de la didlisis sobre la actividad de sobrenadantes de 30

minutos vy 48 h de estimulacidn:

11 (4
l'iempo estim. n Pre—dial. Post—-didl. Post—-dial.+ AA
30 min 7 + 18 + 6 + 1 + 2 N.D.
48 h 7 + 67 + 14 + 9 + 4 + 25 £ 3 (n =3)

Se abtuvieron sobrenadantes por estimulacién de 8 x 10« L norma-—
les/ml con PHA (10ug/ml) durante 30 minutos y 48 horas respec—
tivamente. Se dializaron contra 500 voldamenes de KRB durante 1 h
con 3 cambios de solucion externa. Los SNs dializados y sin
dializar fueron agregados al bafo de la preparacién de auricula
aislada de rata y se determind el cambio porcentual de la tensidn
contractil (11D) a los 10 minutos. En 3 experimentos se afadié
araquidonato de sodio (AA, 1,98 x 10—*M) en el bafio de reaccion.
Se tabula 1la media aritmética + error standard de la media de n
experimentos.

110



TABLA 7:

Comparacidn _del efecto de la estimulacidn linfocitaria con PHA y

WGA: actividad de los sobrenadantes sobre contractilidad auricu-

lar y blastogénesis:

Lectina TID (%) Captacion =*H—-tim. (cpm)
PHA 36 + 7 31997 + 7602
wGA 24 + 9 5293 + 1382
Control -4 + 2 3762 + 1164

Se enfrentaron sobrenadantes obtenidos por incubacidn durante 18
ha 37 CdelL (B x 10/ml) con FHA, WGA o RPMI (controles) como
se indicd en Materiales y Métodos con la preparacion de auricula

aislada de rata. Se determinaron los cambios porcentuales res-
pecto del nivel inicial de TID. Se valord la blastogénesis por
incorporacidon de timidina tritiada (H-tim) después de 72 h de

cultivo con la lectina y se compard con los controles.
Se tabula la media aritmética + error standard de la media de 4
experimentos.
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TABLA 8:

Dependencia del efecto de estimulacion contractil y la prolifera-

cion linfocitaria inducida por PHA de la presencia de Ca=2*:

TID (%)
Droga n SN (L + PHAR) SN L
Control 8 + 47 + 8 -1+ 9
Verapamil 10—3M 3 + 8 + 1 1 + 1
EGTA 10-2=M 3 - 2 +3 -3+ 3

Incorporacion de 3H-tim {(cpm)

L + PHA L
Control 7 959366 + 10838 3;84 + 1613
Verapamil 10 —SM ba] 20302 + 4609 3527 + 1735
EGTA 10—=2m 4 S61 + 88 444 + 89

Para el efecto sobre el tejido auricular se incubaron 8 x 10%L/ml
durante 18 h en presencia ( SN (L + PHA)) o ausencia (SN L) de
PHA en RFMI o RPMI conteniendo los inhibidores. Se separaron los
sobrenadantes y se agregd 0,5 ml al bako en que laten las auricu-
las (15 ml de KRB). Se determinaron los cambios porcentuales de
la TID después de 10 minutos de reacciodn. Se tabula la media
aritmética + error standard de la media de n experimentos.

La captacidn de timidina de L + FHA y L se determind a las 72 h
de cultivo en presencia o ausencia de inhibidores. La viabilidad
celular era de B85-95%Z por el ensayo de exclusion de azul trypan.
Se expresa la media aritmética + error standard de la media de n
experimentos en cuentas por minuto (cpm).
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TABLA 9:

Accidn de qlucocorticoides sobre la generacion del efecto de

estimulaciédn auricular y proliferacidon linfocitaria:

TID (%)
Droga n SN (L + PHA) SN L
Ninguna 8 + 47 + 8 -1+ 9
Corticosterona 3 + 4 + 3 + 1 + 2
Dexametasona 10—°M S - 4 + 64 -1 +1
Dexametasona 10—°M 3 + 6 +13 + 5+ 95

Incorporacidon de >H-tim (cpm)

n L + FHA L
Ninguna 9 36591 + 4305 1380 + 532
Corticosterona 3 296 + 139 192 + 62
Dexametasona 10—°M 4 951363 + 5812 1490 + 176
Dexametasona 10—°%M 4 67243 + 173095 832 + 23

Se emplearon corticosterona 107SM y dexametasona en las 2 concen-
traciones indicadas. lLos ensayos se realizaron tal como se
describid en 1la TABLA B8 para inhibidores relacionados con la
concentracién de Ca=+,
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FIGURA 21:

Efecto de la cicloheximida sobre la generacidn de la estimulacidn

contractil v la proliferacidn linfocitaria. Reversibilidad:
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CICLOHEXIMIDA

Se incubaron 8 x 10® L/ml a Z7°C durante 18 h con RFMI o RFMI +
cicloheximida en distintas concentraciones. Una alicuota de las
células se lavd y resuspendid en RFMI + FHA (Il ) v a las célu-
las restantes se les arnadid FHA (C—1 ). Se separaron los so—
brenadantes después de 18 h de cultivo y se determind el efecto
sobre la preparacidn de auricula aislada como se detalld en
Materiales y Métodos. Se compard con el de sobrenadantes contro—
lés obtenidos con FHA en ausencia de inhibidores.

La proliferacidn inducida por FHA de L tratados con cicloheximida
y lavados o no lavados se determind por la incorporacion de
timidina tritiada (SH-tim) a las 72 h de cultivo. Se representa
el porcentaje del valor control en ambos casos. (Media aritmética
+ error standard de la media en cada caso de 3 a 5 experimentos).
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TABLA 10:

Efecto de la incubacidn de los saobrenadantes de estimulacidn

linfocitaria con anti—-IL-2:

TID (%)

n RPMI anti-IL-2
SN (L +FHA) 8 + 34 +5 + 14 + 3
SN L S - 2+3 + 7+ 4

Se aobtuvieron sobrenadantes (SNs) de 8 x 10 L/ml incubados
durante 18h a 37 ©C en RFMI (SN L) o RPMI con 10ug/ml de FHA (SN
(L + FHA)). Alicuotas de 0,4 ml de SN se incubaron con 100 ul
del anticuerpo monoclonal anti-IL-2 o con RFMI durante 1 h previo
al ensayo. Luego se aradieron a la preparacién de auricula
aislada de rata suspendida en 15 ml de KRB. Se determinaron los
cambios porcentuales en la TID luego de 10 minutos de contacto.
El AcM anti-IL-2 solo no tenia efecto sobre 1la TID ( +1 + 1,
n=4). Se exptresa la media aritmética + error standard de 1la
media de n experimentos.
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TABLA 11:

Efecto de la IL-2 y araquidonato de sodio sobre la contractilidad

auriculars:
TID (%)

AA no IL-2 IL-2n IL-2n + I_-2r IL-2r +
anti-IL-2 anti—-I1tL-2

X 10—*M (n=8) (n=8) (n=3) (n=6) (n=4)
o (o] + 1 + 1 -2 + 2 -4 + 2 -1 + 1
0. 66 -2 + 1 + 1 + 1 +2 + 2 -2+ 2 -4 + 3
1.32 -1 + 2 +10 + 3 -1 + 3 +18 + S -1 + 1
1.98 +1 + 2 +30 + 4 +8 +11 +23 + 8 0O+ 4

Se aradieron 25 ul de IL-2 natural (IL-2n) o recombinante (IL-
2r) conteniendo 100U/ml a 1la preparacion de auricula aislada de
rata suspendida en 15 ml KRB. Para la inhibicidn se preincubaron
100 ul de una solucidén de 3S0ug/ml de un anticuerpo monoclonal
anti-IL-2 con la IL-2 durante 1 h previo al ensayo. Esta concen-
tracién de IL-2 no modifica la TID. Se determinaron los cambios
porcentuales en 1la TID S minutos después del agregado de los
reactivos como se describid en Materiales y Métodos. Se constru-—
yeron curvas acumulativas dosis—-respuesta agregando cantidades
crecientes de araquidonato de sodio (AA) a auriculas suspendidas
en KRB, KRB + IL-2 o KRB + IL-2 + anti-IlL-2. El tiempo entre dos
agregados sucesivos de AA fue de 3 a S minutos.

Se tabula 1la media aritmética + error standard de la media de n
experimentos. A las concentraciones empleadas el AA no tiene
efecto propio sobre la preparacidn auricular.
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FIGURA 22:

Curva dosis-respuesta de IL-2n sobre auricula aislada de rata en

presencia de araquidonato de sodio:

BOF

TID (%)

IL-2 U/ ml

Se aradid araquidonato de sodio (AA) a la auricula de rata sus-—
pendida en 15 ml de KRB de modo que la concentracion final fuera
de 1,98 x 10—*M. Esta concentracién no tuvo efecto propio sobre

la auricula durante el periodo de observacion. Se agregaron
cantidades crecientes de 1L-2n a intervalos de 3 minutos. En este
rango de concentraciones la IL-2n no afectdé la TID. Se determi-

naron los cambios porcentuales de la tensién tomando el valor
inicial en ausencia de AA o IL-2.
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FIGURA 23:

Efecto de la IL-2 en presencia de araquidonato de sodio o A23187

sobre la conttractilidad cardiaca:
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Se determinaron los cambios paorcentuales en la tension contractil
(1ID) de auricula de rata latiendo espontaneamente en 135 ml de
KRB , KRB + AA (1,98 x 10-*M) o KRB + A23187 (2 x 10—*M) antes
(C3J ) y después ((Z2) del agregado de IL-2n (2 U/ml), después
de 10 minutos de reaccion. Se representa la media + error stan—
dard de la media de 7 a 9 experimentos.
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TABLA 12:

Efecto de un inhibidot+r del ciclo del fosfatidil inositol sobre la

actividad de IL-2 en presencia de AA o A23187:

TID (%)
KRB NCDC
AA 32 + 7 -2 + 6
(n=7) (n=4)
A23187 41 + 5 4 + 2
(n=9) (n=7)

Se preincubaron las auriculas con 35 x 10—“M NCDC durante 1los 15
minutos previos al agregado de AA ( 1,98 x 10~*M) o AZX3187 (2 x
10—*M). Luego se aradid IL-2n (2 U/ml) vy se determinaron los
cambios porcentuales de tensién contractil (TID) después de 10—
15 minutos de reaccidn, como se indicd en Materiales y Métodos.
Se tabula la media aritmética + error standard de la media de n
experimentos.

NCDC, AA y A23187 no afectaron la TID en las condiciones utiliza-—
das. La preincubacidn de IL—-2 con NCDC no modificd su actividad.
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1ABLA 13:

Efecto de un diacilglicérido sintético (0OAG) en presencia _de

araquidonato de sodigo o iondforo de calcio:

TID (%)
KRB NCDC

AA 37 + 9 43 + 8
(n=5) (n=3)

A23187 37 + 6 31 + 4
(h=7) (n=5)

Se incubaron las auriculas en KRB o KRB
rante los 15 minutos previos al aradido de AA (
A23187( 2 x 107=M). Luego, se agregd O0OAG (1,25 x 10—3M)
determinaron los cambios porcentuales

anterior.
de la auricula.
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DISCUSION

Los resultados expuestos en esta tesis se discutiran en dos
grupos, tal como fueron presentados, terminando la discusidn con
una conclusion general.

Trabajos previos de otros autores (185, 186) demostraron que
los linfocitos de los enfermos chagasicos pueden reconocer anti-
genos en tejido cardiaco homédlogo y heterdlogo. FPor este motivo
consideramos que estas células mononucleares se activan al en-—
frentar antigenos presentes en la auricula. En el modelo de
sensibilizacidn linfocitaria in vivo, los resultados presentados
demuestran que los linfocitos periféricos de los pacientes chaga-
sicos cronicos reaccionan con tejido auricular que late esponta-
neamente, produciendo un incremento de la tensidn y frecuencia de-
contracciones.

La poblacidn celular responsable del efecto inotrdpico y
cronotrédpico positivo estaba presente en la fraccidn formadora de
rosetas con eritrocitos de carnera, por 1lo que se trataria de
linfocitos T (FIGURA 10). Este resultado fue confirmado poste-—
riormente por otros estudios del laboratorio en 1los cuales se
identificd a la poblacion efectora como aquella que expresa el
antigeno CD4 (203). No resulta muy claro comprender céomo lin—
focitos de esta estirpe, que normalmente reconocen antigenos y
responden en el contexto de antigenos de histocompatibilidad de
clase 11 propios (24) pueden reconocer estructuras heterdlogas y
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ademds montar una respuesta en un tiempo tan breve. Una posibi-
lidad alternativa seria que los linfocitos de estos pacientes se
encuentren en un estado distinto del de reposo y que la expo—
sicion a antligenos del tejido cardiaco suministre una seral
adicional generando entonces el efecto.

lLa poblacidén no tormadora de rosetas disminuia la tension
contractil sin modificar la t+recuencia de las contracciones. Es
dificil atribuir el efecto a una subpoblaciédn celular dada ya que
en realidad la fraccidn que no forma rosetas E contiene varias
clases de células como linfocitos B, K, monocitos. Estos experi-
mentos indican que la actividad observada con la poblacidn total
es el resultado de 1la contribucidn de ambas fracciones, con
predominio del efecto positivo.

En los pacientes chagdsicos crdénicos, se ha descrito la
presencia de anticuerpos contra el receptor P adrenérgico (196 -
v 198) con efecto estimulante de 1la contractilidad auricular.
Esta actividad puede ser amplificada por sistemas efectores
humorales como el complemento (195) o por sistemas efectores
celulares como linfocitos humanos normales con receptores para el
fragmento Fc de la inmunoglobulina G (197). En ambos casos los
antagonistas P adrenérgicos anulan 1la induccidén del efecto ino-
trépico positivo. En el caso del efecto directo de los linfoci-
tos de pacientes chagasicos observado en este trabajo el meca-
nismo es diferente ya que no pudo ser abolido con el antagonista
P adrenérgico (-)-propanolol. En cambio, el efecto estimulante
se bloqued con el antagonista de la SRS-A, FPL 33712 (103) y
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también fue anulado por inhibidores de la via de la lipoxigenasa
NDGA 10-M y ETYA 10—4M, 1o que 1i1nvolucra a la SRKRS5-A en este
efecto. La GSRS-A esta formada por leucotrienos (LTCs4, LTD,,
LTES) derivados del Aacido araquiddnico, de modo que estos com-—
puestos serian los causantes de los cambios de tension y frecuen-
cia de contracciones. Precisamente Terashita y col. (204) obser-
varon que los leucotrienos son capaces de actuar sobre corazoéon
aislado de cobayo produciendo un efecto inotrdédpico positivo.
Utros autores (20b), empleando el organo entero y estudiando el
efecto de distintos leucotrienos paor perfusidn, encontraron
efectos depresores de la contractilidad producidos por LTs. La
depresidn era consecuencia de la disminucidén del flujo coronario,
ya que el etecto predominante de LTs en este sistema fue la vaso-
constriccion.

En cambio, cuando empleamos inhibidores de 1la via de la
ciclooxigenasa, indometacina 10—*M y acido acetilsalicilico 1,8 x
10-“*M, se observd una exacerbacion del efecto positivo. Esto
ultimo probablemente se debe a una mayor disponibilidad de AA que
podia ser metabolizado por lipoxigenasas.

Los experimentos llevados a cabo con sobrenadantes libres de
células demostraron que no era necesaria la presencia de los
linfocitos efectores durante el bioensayo. Los sobrenadantes
obtenidos por incubacién de linfocitos de pacientes chagasicos
con tej)ido cardiaco contenian factores solubles capaces de desen-—
cadenar el efecto estimulante de la contractilidad en la prepara-
ciéon de auricula aislada de rata. Es decir, que no se requeria
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un contacto directo entre 1las células efectoras y el tejido
cardiaco durante el bioensayo, aunque de estos experimentos no se
puede deducir si los factores activos provienen de los lintocitos
o0 de la auricula. Estudios posteriores del laboratorio (203)

determinaron que los lintocitos de los pacientes chagdsicos, al
entrentarse con el tejido cardiaco, inducen en éste la produccidén
de los factores que median el efecto final. Por otro lado, la
actividad de los linfocitos de los pacientes no se relaciona con
la presencia o ausencia de miocardiopatia. Parece estar sola—-

mente asociada a la sensibilizacidn por el parasito (Z03).

En base a todas las limitaciones que presenta el modelo de
sensibilizacion in vivo se puso mayor énfasis en el estudio de la
activaciéon tinfocitaria 1in vitro, que puede ser controlada con
relativa t+acilidad. Con este ultimo modelo se i1ntentd verificar
si la generacién del efecto estimulante de 1la contractilidad
cardiaca se debia a una caracteristica propia de los linfocitos
de enfermos chagasicos o a un fendmeno mds general de activacion
linfocitaria. Para ello se recurrid al estimulo policlonal con
una lectina mitogénica: la fitohemaglutinina (PHA), y se estudid
el efecto de linfocitos periféricos humanos normales tratados con
este mitdgeno y enfrentados con la preparacion de auricula ais-—
lada de rata.

Los resultados obtenidos demuestran que los linfocitos
humanos normales estimulados con PHA o con el iondforo de calcio
A23187 reaccionan con el tejido auricular. Producen un incre-
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mento de la tensiédn y la frecuencia de contracciones que aumenta
con la concentracion de células (FIGURA 17).

La poblacién celular responsable del efecto positivo se
encontraba presente en 1la fracciédn de linfocitos que forman
rosetas E. Por el contrario, la fraccidn no formadora de rosetas
tiene el efecto opuesto, disminuyendo la tensidn sin modificar la
frecuencia de contracciones. Como en el caso de los linfocitos
de pacientes chagdsicos, no se puede determinar qué clase de
células dentro del compartimiento no T seria la que provoca el
efecto inotrédpico negativo dada la heterogeneidad de la fraccion
que no forma rosetas con eritrocitos de carnero. El efecto
estimulante de 1la preparacidn total de 1linfocitos surge del
balance de la contribuciédn de ambas fracciones.

Se verificd que en este caso, como en el de 1los Lch, el
mecanismo tampoco era P adrenérgico ya que no era afectado por el
antagonista (-)-propanolol. El efecto estimulante pudo ser
inhibido con NDGA y ETYA en una concentracidn tal que se sabe que
bloquea la via de la lipoxigenasa y no 1la de la ciclooxigenasa
(206) sugiriendo que un metabolito de esta via oxidativa del
acido araquiddnico era responsable del efecto. Esto fue confir-
mado ya que el FFL 55712 bloqued también la generaciédn del efecto
inotrdpico y cronotrépico positivo. Este resultado involucra en
esta actividad a la SRS-A (LTCa, LTD4s y LTEL) (101).

El empleo de inhibidores de la ciclooxigenasa, indometacina
y 4cido acetilsalicilico, produjo un incremento aun mayor de 1la
tensidn sin modificar la frecuencia. Esto puede ser explicado si
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una fraccion de AA fuera metabolizada a través de la ciclooxige-
nasa produciendo un efecto negativo, entonces al inhibir la
actividad de esta enzima, por un lado desapareceria un componente
negativo y por otro habria mas dcido araquiddnico disponible para
ser utilizado como sustrato por lipoxigenasas. En efecto, se ha
demostrado que 1las prostaglandinas de la serie E tienen efecto
inotrdpico negativo sin alterar la frecuencia de contracciones en
auricula aislada de rata (207) y que la inhibicidn de la ciclo-
oxigenasa permite una mayor produccidn de metabolitos de efecto
positivo (208). El iondforo de Ca®=* aumenta la concentracidn
intracelular de este cation y puede reproducir varios de los
efectos de las lectinas mitogénicas (55) empleado en un rango
limitado de concentraciones. En nuestro modelo el tratamiento
con el iondforo de Ca=" indujo un efecto inotrdépico y cronotrop-
ico positivo semejante al obtenido con linfocitos estimulados por
FHA. En otro sistema Yamamoto y col (209) observaron que se
requeria el contacto celular para que linfocitos T estimulados
aumentaran la sintesis de prostaglandinas por monocitos. Fara
definir si en nuestro sistema era necesario el contacto de las
células con el tejido cardiaco para producir el efecto,ensayamos
por separado las células y sus sobrenadantes de cultivo. En el
caso de linfocitos estimulados durante 30 minutos, encontramos
capacidad estimulante tanto en las células como en su sobrenadan-—
te. Sin embargo, si los linfocitos eran lavados e incubados en
ausencia de lectina perdian su efecto y no eran capaces de res-—
ponder a un nuevo estimulo mitogénico. Esto puede deberse a que
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las células se encuentran en otro punto del ciclo celular y por
lo tanto reciben las serales de modo diferente. La falta de
respuesta no se debe a las condiciones de incubacidn de las
células ya que linfocitos no expuestos previamente a la FHA pero
tratados de la misma manera responden a la estimulacion de 30
minutos con la lectina produciendo sobrenadantes activos.

Estos resultados sugieren que ya desde los primeros momentos
de la activacidén linfocitaria se liberan factores solubles capa-
ces de estimular 1la contractilidad cardiaca. Sin embargo, el
tiempo de contacto de los linfocitos con la lectina no era sufi-
ciente para inducir en las células un estado de activacidn perdu—
rable. Sin embargo, no se requiere la presencia continua de la
lectina durante la generacidn del sobrenadante. En algunos expe-—
rimentos se preincubaron las células con PHA y, luego de lavadas,
se utilizaron para obtener sobrenadantes que también resultaron
activos en el bioensayo.

Se observd que en el caso de linfocitos estimulados durante
48 horas con la 1lectina, toda 1la actividad se encontraba en el
sobrenadante. Las células habian agotado su capacidad de generar
estimulacion del tejido auricular y no respondian a un nuevo
enfrentamiento con la PHA.

Cuando comparamos sobrenadantes obtenidos con distintos
tiempos de incubacidn con la PHA observamos que el efecto inotrdé-
pico positivo (FIGURA 19) es mayor para periodos mas prolongados
de estimulacidn como si se acumularan uno o mas productos activos
en la fase soluble. Ademas el efecto fue mayor para cantidades
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mayores del sobrenadante y la liberacitn ocurrid en forma gra-
dual.

Para caracterizar de algun modo estos factores solubles se
realizd en primer lugar una didlisis de breve duraciédn (1h). La
dialisis de los sobrenadantes obtenidos tanto con tiempos breves
como prolongados de estimulacidn con la lectina fue suficiente
para eliminar la actividad estimulante.

Entre las moléculas de bajo peso molecular (corte de la
membrana de didlisis alrededor de 12.000 daltons) podria encon-
trarse el acido araquiddnico o alguno de sus metabolitos de
oxidacion. For este motivo en algunos experimentos intentamos
reconstituir la actividad funcional de sobrenadantes dializados
anadiendo este Acido graso. Se aobtuvo asi una recuperacion par-
cial del efecto. E1l hecho de que la recuperacion funcional fuera
s6lo parcial puede atribuirse a que el agregado exdédgeno del AA no
es exactamente equivalente a la generacidn enddgena de este acido
graso libre. Técnicamente, fue imposible incluir dosis mayores
en el biocoensayo pues ejercen un efecto per se sabre la auricula.
Por otra parte, en otros sistemas ha sido descripta una inhibi-
ci16n por exceso de AA (210).

Como la liberaciédn de factores solubles activos al sobrena-
dante se produce de tal modo que la actividad es maxima en momen-—
tos en que ya hay division celular (48h) quisimos analizar si el
efecto estimulante de la contractilidad auricular estaba relacio-
nado con la proliferacidon linfocitaria.

La estimulacion con FHA lleva a los linfocitos a cumplir con
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todas las etapas de la activacion desde las mas tempranas hasta
la divisioén celular (33). For este motivo el empleo de esta
lectina no permite distinguir 1la contribucién de las distintas
etapas de activacién. Utilizamos entonces una lectina no mitogé-—
nica, la W6A, que sdlo induce en los linfocitos algunos de los
cambios iniciales como el incremento de la concentraciédn de Ca=~
intracelular (53) , la hidrdélisis del fosfatidil inositol (211) y
la produccién de IL-2 (46) sin llevarlos a la fase mitotica (353).
Los sobrenadantes de linfocitos tratados con WGA también resul-
taron activos en la generacidn de un efecto inotrdpico positivo
mientras que se verifictd la diferencia en la capacidad de ambas
lectinas de inducir proliferacidon celular (TABLA 7). Larsson
(46) vy Reed y col. (53) demostraron que la WGA induce la expre-—
sidn de receptores para IL-2 en una muy pequera proporcion de
células, tanto en subpoblaciones CD4+ como CD8+, lo que justifica
su pobre capacidad de inducir proliferaciédn. En cambio, la FHA y
otras lectinas mitogénicas inducen la expresidn de receptores
para IL-2 en la mayoria de 1las células respondedoras. Esto
ocurre en sistemas in vitro, alcanzando un madximo a las 72 horas
de estimulacion (77).

La movilizacidn de Ca=* y la activacidn de la fosfolipasa A=
que ocurren en las etapas tempranas de las activacion (213, 214)
serian otros sucesos probablemente involucrados en la generacioén.
del efecto de estimulaciodn contractil. Los resultados obtenidos
con un bloqueante de canales de calcio dependientes de voltaje:
el verapamil, demuestran que la produccidon de la actividad esti-
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mulante requiere de manera indispensable la entrada de Ca=*. En
cambio, la proliferacion linfocitaria puede ocurrir en presencia
de este inhibidor (TABLA 8). Sin embargo, la ausencia total de
Ca=* ya sea por no estar presente en el medio de reaccidn (dato
no incluido) o por hallarse quelado con EGTA (TABLA 8) impide
ambos efectos. Esto significa que para la proliferacidn proba-—
blemente basta la redistribucién del Ca=" intracelular, mientras
que el efecto estimulante de la contractilidad parece ser mas
sensible a cambios en la concentracidén de Ca=~.

Los glucocorticoides inhiben la actividad catalitica de la
fosfolipasa Az sobre fosfolipidos de membrana que origina acido
araquiddénico libre (215). Ademas, pueden afectar la activacidn
linfocitaria en distintas etapas interfiriendo con la produccidn
de linfoquinas y monoquinas (216, 217, 218). En nuestra expe-
riencia, la corticosterona inhibid tanto la generacidén del efecto
estimulante de la contractilidad como la proliferacién celular.
Por su parte la dexametasona en las concentraciones ensayadas
(107° y 10=°M) no modificd la captacidn de =H-timidina pero impi-
did la induccidn de factores solubles linfocitarios activos sobre
el tejido auricular.

Cuando se empled cicloheximida, nuevamente se demostrd una
discrepancia entre 1la capacidad de 11a droga para inhibir la
proliferacidn celular y su accidn saobre la generacidn de factores
solubles estimulantes de la contractilidad cardiaca. Se observod
que impedia la generacién del efecto estimulante adn cuando se la
utilizaba a concentraciones tan bajas que no modificaban la
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proliferaciédn linfocitaria. En concentraciones mayores, la
cicloheximida impedia ambos efectos (FIGURA 21). La inhibicioén
por cicloheximida resultd ser reversible en el caso de la res-—
puesta proliferativa mientras que la produccién de la actividad
de estimulacidon contrdctil fue irreversible. Se considera que la
cicloheximida es un inhibidor que, luego de tiempos breves de
reaccion (5 a 20 minutos) interrumpe 1la sintesis proteica al
actuar fundamentalmente impidiendo 1la iniciacidn de la cadena
peptidica (219). Su accidn es reversible aun cuando sea utili-
zada en concentraciones mayores que 10~M (10~S-10—4°M) ( 219,-
220). Por otra parte, el hecho de que la cicloheximida actue
sobre la generacidén de la actividad estimulante de la contracti-
lidad auricular a concentraciones menores que las habitualmente
empleadas para inhibir 1la sintesis proteica (219, 221) podria
significar que actuia por otro tipo de mecanismo. For ejemplo, se
ha descripto (222) actividad adrenérgica de la cicloheximida en
una concentracion de 10~°*M en hepatocitos de rata, aunque no se
conocen efectos adrenérgicos de la cicloheximida sobre células
linfoides.

Considerando en conjunto este ultimo grupo de resultados,
podemos decir que la liberacidn de factores solubles con activi-
dad sabre tejido cardiaco es un acontecimiento asociado a las
etapas tempranas de la activacidén linfocitaria, es decir que no
requiere division celular. Ademas presenta un requerimiento
absoluto de iones Ca=®*, es sensible a la inhibicidén por glucocor-
ticoides y por cicloheximida.
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La comparacion de la WGA con la FHA sugiere que estimulos
que no son suficientes para generar las respuestas habituales en
el sistema inmune, tales como proliferacidn o funciones efectoras
especificas, bastan para inducir respuestas linfocitarias capaces
de modificar el comportamiento de un tejido ajeno al sistema
inmune: el tejido cardiaco.

Con el objeto de identificar los componentes proteicos del
sobrenadante obtenido con tiempos intermedios o prolongados de
estimulaciédn que resultan activos en nuestro sistema, ensayamcs
el efecto del agregado de IFN X y de IFN‘6 a la preparacion de
auricula aislada de rata. Ninguna de estas citoquinas fue capaz
de modificar el comportamiento del tejido cardiaco per se o en
presencia de araquidonato de sodio.

En cambio, incubando 1los sobrenadantes con un anticuerpo
monoclonal dirigido contra IL-2, se observd una disminuciéon del
efecto estimulante de esos sobrenadantes. Esta inhibicidn su-
giere que la IL-2 puede estar involucrada en el efecto estimu-
lante. Precisamente, la IL-2 también se encuentra presente en
sabrenadantes de estimulacion linfocitaria de 18 y 48 horas (77).

Para comprobar la participacidn de esta 1linfoquina en la
produccion del efecto de estimulacidn contractil, ensayamos 2
fuentes distintas de IL-2: una natural purificada a partir de
sobrenadantes de estimulacion de células mononucleares periféri-—
cas humanas, libre de lectina y de interferén.v y otra recombi-
nante obtenida en levaduras por ingenieria genética. Ninguna de
estas preparaciones fue capaz de generar por si misma un efecto
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inotrdpico positivo sobre el tejido auricular. Sin embargo, en
presencia de compuestos que pueden sumnistrar una seral adicional
como el AA, si se observd un efecto inotrdpico positivo. La
preincubacion de cualquiera de 1las formas de IL-2Z2 con el anti-
cuerpo monoclonal anti-IL-2 impedia la produccidn de la actividad
sabre la auricula. En consecuencia podemos decir que el efecto
descripto depende especificamente de la IL-2 y no de otra sustan-
cia que pudiera contaminar la preparaciodn de la IL-2 natural.

En sistemas de proliferacidn de linfocitos T dependientes de
IL-2, tanto células periféricas humanas estimuladas por mitdgenos
como lineas celulares establecidas, se ha demastrado que la
actividad de 1la IL-2 natural y la de la recombinante de origen
bacteriano, es decir no glucosilada, son equivalentes (223). Por
lo tanto, la actividad depende de la secuencia primaria de amino-
dcidos (223). En nuestros experimentos utilizamos IL-2 recombi-
nante obtenida en levaduras que, aunque es glucosilada,puede ser
diferente de la natural. De todos modos, ambas tuvieron un
comportamiento similar en nuestro sistema, lo que hace suponer
que las diferencias que pudieran presentar no son relevantes.

Para estimar la concentracidén de 1la IL-2 en el bafo de
reaccion utilizamos como referencia la actividad especifica de la
IL-2r que es de S000 U/ug 1linfoquina. Asi, la concentracidn
final de IL-2 (1 a 3 U/ml) resultd del orden de 10—21M,

La IL-2 actua fisioldgicamente a través de receptores. Se
han descripto 2 clases de receptores para IL-2: el de alta afini-
dad con un Kg =10"22M, que es el que interviene en la actividad
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proliferativa, y otro de baja afinidad con un Kg = 10-©M de
funcidn desconocida por el maomento (80). Estariamos entonces en
presencia de una praopiedad de la IL-2 que se manifiesta en el
mismo rango de concentraciones que la actividad conocida cuando
actua como factor de crecimiento celular.

En otros sistemas en que dos serales actdan sinérgicamente,
una concentraciéon elevada de sélo uno de los estimulos es sufi-—
ciente para provocar el efecto bioldgico (210). En nuestro mode-
lo, cuando aumentamos la concentracidén de IL-2 al rango de 63 a
111 U/ml con el fin de evitar el requerimiento de la segunda
senral, se abservd un efecto inotrdépico negativo directo. Sin
embargo, en las condiciones experimentales empleadas es dificil
interpretar este fendmeno que puede deberse, por lo menos en
parte, a la imposibilidad de eliminar 1la albumina empleada como
factor estabilizante de las preparaciones de IL-2r e IL-2n.

La mayoria de los efectos conocidos de la IL-2 tales como la
proliferacidn de lineas celulares que dependen de ella (224), la
secrecién de IFNT (225) y la produccién de PGI=z por cultivos de
células endoteliales (226) no requieren otra seral mads que la de
la propia 1linfoquina. En cambio, la produccidn del efecto ino-—
tropico positivo requiere un estimulo sinérgico. Dejando cons-—
tante la concentraciédn de AA y agregando acumulativamente IL-2 en
alicuotas de 10 U cada una, se observa una respuesta dependiente
de la cantidad de IL-2 aradida, que aumenta hasta estabilizarse
en el valor obtenido con una concentracidn final de 2U/ml.

El mecanismo de accidén de la IL-2 fue investigado por diver-—
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sos autores en sistemas de proliferacidn celular tanto en lineas
de crecimiento continuo (224, 227) como en clones citotdxicos
producidos experimentalmente para estudios de inmunorregulacion
(169, 170). En las lineas celulares cantinuas se observé que la
union de la IL-2 a su receptor tenia como consecuencia la activa-—
cidn y translocacidén de la PK-C (168) produciendo 1la fosforila-
cion del propio receptor (165). En cambio, Cerottini y col.
(169, 170) pudieron discriminar dos etapas en el caso de clones
citotdéxicos: la primera, de estimulacion por el antigeno, era
mediada a través de la PK-C mientras que la segunda, de respuesta
a la IL-2, resultaba independiente del ciclo del fosfatidilinosi-
tol.

Teniendo en cuenta que el aumento de la concentracidén intra—
celular de Ca=®* es un factor importante en la activacion del
ciclo del Pl y de la PK—-C, intentamos reemplazar la segunda sefal
dada por AA en nuestro sistema, por el iondéforo de Ca=2*" A23187
empledndolo en concentraciones que no afectan por si mismas el
compartamiento de las auriculas. Al igual que el AA, el A23187
funciond como seral sinérgica para el efecto de la IL-2 (FIGURA
23). La cooperacidn aportada por el AA padria ser directa (210)
o producida por alguno de sus metabolitos activos (113, 114).

Con +frecuencia se encuentran situaciones similares en otros
sistemas. Asi por ejemplo, por estimulacidn con ésteres de
forbol en bajas concentraciones se logra la activacidn de la FK-
Cy, en conjunto con iondforos de calcio (160). En el caso de la
linea HT-2, el LTBas, que puede actuar como 1iondéforo de calcio
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(113, 114), coopera con cantidades suboptimas de IL-2 llevando la
proliferacidn a niveles dptimos. En las plaquetas, Halenda y
col. (228) observaron que 1la liberacién de AA inducida por el
A23187 puede incrementarse con acetato del acido forbol miristico
y un diacilglicérido sintético a través de un mecanismo que
involucra la activacion de la FK-C.

En nuestro sistema, el pretratamiento de 1la auricula con
NCDC impidid 1la produccidn del efecto inotrdpico positivo de la
IL-2 tanto en presencia de AA como de A23187. El1 NCDC fue
empleado originalmente comc inhibidor de serin—esterasas, pero
mas recientemente (229) se describieron las condiciones en que se
comporta como inhibidor de la fosfolipasa C impidiendo asi la
liberacién del AR a partir de fosfolipidos. El diacilglicérido
sintético OAG que logrd reemplazar a la IL-2 en su efecto sinér-—
gico con el AA o el A23187, no pudo ser bloqueado con NCDC. El
0AG evitaria el requerimiento de activacidn de la PL C lo que
explica que el NCDC sea efectivo s6lo cuando se utiliza la linfo-
quina para obtener el efecto biolédgico (FIGURA 24). En la FIGURA
24 proponemos un modelo de accién de la IL-2 en el sistema es—
tudiado.

Una situacidén andloga a la observada en este modelo in vitro
podria darse en condiciones fisioldgicas o patoldgicas en las que
diversos estimulos pueden producivr un aumento de la concentracion
de €a=®~ intracelular o liberacidn de AA en el corazédn cuando
simul taneamente se encuentre presente IL-2. Como se discutid,
bastan concentraciones muy bajas para abtener el efecto in vitro,
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del mismo orden que las requeridas para la actividad fisioldgica
en proliferacion (77).

En general, se admite que los efectos biolédgicos de la IL-2
se ejercen en un entorno restringido. La concentracidn sérica de
IL-2 no es detectable ya que escapa los limites de sensibilidad
de los ensayos habituales. Por otra parte, esta linfoquina no es
liberada por células que no sufrieron una estimulacidn previa, 1lo
que asegura un control en su produccidn.

En ciertas patologias como en la enfermedad de Chagas (181)
y en la infeccidn por virus Coxsackie (230) el corazon presenta
infiltrados linfo-monocitarios. Los 1linfocitos que componen el
infiltrado podrian ser activados y liberar localmente IL-2 alte-—
rando el comportamiento del misculo cardiaco. For otro lado, en
las terapias antitumorales con IL-2, llamadas de transferencia
adoptiva (231), se ha observado una serie de efectos secundariaos
del tratamiento. Entre ellos se encuentran trastornos cardiovas-—
culares (232) y arritmias que pueden terminar en infarto de
miocardio (233). Debe destacarse que estos tratamientos se hacen
con dosis masivas de IL-2, de modo que la concentracion inicial
en sangre seria muy elevada (del orden de 1000U/ml), pero esta
linfoquina es rapidamente catabolizada (la vida media de la IL-2r
humana una vez inyectada es breve y su "clearance" comienza a los
30 minutos (234)). De este modo podrian alcanzarse valores mas
cercanos a los de nuestro sistema.

J.E.Blalock (2, 235) propuso que el sistema inmune seria el
"érgano" sensor para estimulos no cognitivos (virus, bacterias,
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antigenos tumorales), utilizando sehales y receptores comunes a
otros. Este sistema transmitiria 1la informacidn al sistema
nervioso central y, a través de éste, a 1los distintos érganos,
entre ellos el corazén. Otros autores han estudiado la relaciédn
del sistema inmune con la regulacidén neurocenddcrina (1, 235, 236,
237, 238). La tendencia actual es integrar el conocimiento del
organismo y su funcionamiento como un todo. Experimentalmente es
mas sencillo disecar las distintas partes, mas aun cuando esas
partes, como las células del sistema inmune, son capaces de
llevar a cabo reacciones in vitro en forma aislada. No abstante,
es necesario tener presente que en un individuo las células del
sistema inmune se desarrollan y cumplen sus funciones en un medio
que contiene otras células y factores solubles tales como hormo-
nas, neurotransmisores, etc.

Los resultados de esta tesis indican que células del sistema
inmune pueden producir factores capaces de modificar el comporta-
miento contractil del tejido cardiaco. Para ello las células
necesitan estar activadas, lo que ocurre con frecuencia en condi-
ciones habituales. Sin embargo, el estimulo no precisa ser tal
que induzca la proliferacion linfocitaria. Como ocurre con la
mayorla de 1las perturbaciones del estado de equilibrio, en un
individuo sano no se observardn manifestaciones de estos efectos
ya que el organismo pone en marcha los mecanismos necesarios para
mantener la homeostasis. Fisioldgicamente esta interaccidn
tendria mayor importancia en circunstancias en que haya un con-
tacto cercano entre las células efectoras y el tejido sensible al
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'Es lo que ocurre en‘las patologias.qué.ée presénfanfcan

infiltrados linfo-monocitarios como la enfermedad de Chagas (181)

y podria llevar a alteraciones en el funcionamiento cardiaco.
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FIGURA 24:

Modelo propuesto para el mecanismo de accidn de la IL-2 sobre el

tejido auricular
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RESUMEN

En esta tesis se ha demostrado que la activacién linfocita-
ria, ya sea de linfocitos sensibilizados in vivo en la enfermedad
de Chagas o activados in vitro con estimulos inespecificos,
induce en la preparaciéon de auricula aislada de rata un efecto
inotrépico positivo.

Este efecto es mediado por factores solubles linfocitarios
capaces de inducir la generacidn de metabolitos de oxidacion del
Adcido araquiddénico por la via de las lipoxigenasas.

Los productos solubles activos se acumulan gradualmente en
los sabrenadantes linfocitarios. Estos sobrenadantes pueden ser
generados con diversos estimulos: fitohemaglutinina (PHA), el
ion6foro de calcio A23187 y aglutinina de germen de trigo (WGA).
y para su obtencidn no se requiere la divisidn celular.

Entre los compuestos activos presentes en los sobrenadantes
se encuentran factores dializables de bajo peso molecular, entre
ellos acido araquiddnico y/o alguno de sus metabolitos. En los
sobrenadantes de 18 h o mas se encuentra IL-2 que, en presencia
de AA o un 1onéforo de Ca=* induce también un efecto inotrépico
positivo. Esta actividad se ejerceria a través del ciclo del
fosfatidilinositol. Se trata de uno de los primeros efectos
observados para la IL-2 fuera del sistema inmune.
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Por lo tanto, se ha descripto un mecanismo a través del cual
un acontecimiento esencial en la respuesta inmune, como es la
activacidn linfocitaria, puede afectar el comportamiento de un

tejido ajeno al sistema: el tejido cardiaco.
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CONCLUSIONES

- En el modelo de sensibilizacidén in vivo los linfocitos de pa-—
cientes chagadsicos crdénicos tienen espontidneamente un efecto
inotrdpico y cronotrépico positivo sobre la preparacién auricu-
lar.

— Las células responsables del efecto son los linfocitos T.

~ Este efecto es mediado por la SRS-A.

— Empleando una lectina mitogénica, la PHA, en un modelo de
activacioéon in vitro se puede reproducir el comportamiento de las
Células de los pacientes.

—~ Este efecto también es mediado por la SRS-A.

- Las células efectoras se encuentran en la poblacidén T.

— Se obtiene un efecto andlogo con un iondédforo de calcio.

— También se produce un efecto semejante con WGA, lectina no
mitogénica, por lo que no es necesaria la divisidn celular.

— La generacidn del efecto sobre contractilidad cardiaca es mas
sensible que la proliferacion celular a la accidn de glucocorti-
coides, cicloheximida y verapamil-

— No se requiere contacto célula- célula durante el bioensayo.
Se pueden obtener factores solubles capaces de generar el efecto
en el tejido auricular.
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Los sobrenadantes de linfocitos estimulados contienen mas de
compuesto activo: 1 o mas componentes de bajo peso molecular
para sobrenadantes de mas de 18 h, IL-2.

La IL-2 puede actuar sinérgicamente con AA o A23187 induciendo
efecto inotrdpico positivo en el tejido auricular.

Este efecto se produce probablemente a través del metabolismo

del PI y con concentraciones de IL-2 del mismo orden que el rango

fisiolégico para proliferacidn.

~—
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ABREVIATURAS UTILIZADAS

PHA: fitohemaglutinina

WGA: aglutinina de germen de trigo

ConA: concanavalina A

AA: araquidonato de sodio

LT: leucotrieno

PG: prostaglandina

TX: tromboxano

IL-1: interleuquina 1

IL-2: interleuquina 2

IL-2 n: interleuquina 2 natural

IL-2 r: interleuquina 2 recombinante

IL-3: interleuquina 3

IFN: interferdn

BCGF: factor de crecimiento para células B
BCDF: factor de diferenciacidn para células B
MIF: factor de inhibicién de la migracién

Ig: inmunoglobulina

CMH: complejo mayor de histocompatibilidad

L: linfocitos periféricos de dadores normales
Lch: linfocitos de pacientes chagasicos crdénicos
Tch: Lch formadores de rosetas E

no Tch: Lch no formadores de rosetas E
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Rosetas E: rosetas formadas por linfocitos con eritrocitos de
carnero

HAR: homogenato de auricula de rata

Fl: tostatidil inositol

PIP: fosfatidil inositol monofosfato

PIPz: fosfatidil inositol difosfato

PIPs: fosfatidil inositol trifosfato

PA: Acido fosfatidico

PL A : fosfolipasa A

PL C: fosfolipasa C

PK-C: proteina quinasa U

DAL: diaciiglicerado

1P=: inositol trifosfato

c6MP: 3’,5°'- monofosfato cilclico de guanosina
GTP: tritostato de guanosina

cCAMF: 3°,5°'— monotosfato ciclico de adenosina
ATP: trifosfato de guanosina

ARN: acido deoxirribonucleico

ARN: acido ribonucleico

SN: sabrenadante

SRS—A: sustancia de reaccidn lenta de la anafilaxia
NCDC: nitrocarboxifenil difenilcarbamato

OAG: oleil acetil diacilglicerol

ETYA: acido 5,8,11,14- eicosatetrainoico
NDGA: Acido nordihidroguayarético

ASA: Acido acetilsalicilico
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