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1. ASPECTOS GENERALES DE LA ENFERMEDAD DE CHQGAS.

Un protozoario, el Ti, *-- cruzi. descubierto por el
doctor Carlos Chagas en Brasil, en 1909 (1), es el agente causan
te de la enfermedad de Chagas.

En sus investigaciones, el Dr. Chagas halló formas epimasti
gotas del parásito en el intestino de un insecto hematóíago
Pastrongxlus megistus, y posteriormente halló parásitos entre
los pobladores de la región y en animales domesticos (2). Además
observó que los niños sufrían una enfermedad desconocida que
poseía ciertas características tales comoanemia, edemapalpebral
y daño cardíaco (3).

A partir de 1926. Salvador Hazza y otros médicos argentinos
(4) difundieron las observaciones realizadas hasta ese momento,
e iniciaron investigaciones en la Universidad de BuenosAires
a través de la creación de la Misión de Estudios de Patología
Regional (NEPRA) (5). Fue así que comenzaron los estudios y
la divulgación de esta enfermedad, no sólo en el país, sino
en otros países latinoamericanos.

1.1. AGENTE ETIOLOGICO Y SU CICLO EVOLUTIVO.

El parásito causante de la enfermedad de Chagas, el T. cru
gi, perteneciente a la familia sz c-iatidae, se caracteriza
por poseer un cinetoplasto donde se encuentra el DNAmitocon
drial, y un flagelo. Es un parásito de evolución indirecta,
cuyos h ‘ r A r 4 ser numerosas especies de la familia
Triatominae, mientras que los huéspedes definitivos son los
mamíferos (6).

Su ciclo evolutivo comprendedistintos aspectos morfológicos
según la presencia o ausencia de un flagelo libre y la posición
que este ocupa en relación al núcleo.

E1 curso de la infección se inicia a partir del insecto
vector, que por sus deyecciones deposita al parásito sobre la
piel o las mucosas en la forma de tripomastigote metacíclico. Así
as como puede producirse su entrada en los tejidos del huésped,
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donde va a diferenciarse en amastigote.
En todo su ciclo, el parásito sigue una progresión determi

nada. De este modo, la forma amastigote es aquella beJo le cual
se realiza su multiplicación por división binaria. Luegode
formadas sucesivas generaciones de amastigotes, que de acuerdo
a lo demostrado “in vitro“ por Dvorak, es un número de nueve
(7), se diferencian a tripomastigotes y por lo tanto abandonan
a la célula huésped pasando a circulación. Una vez liberados
a la corriente sanguínea, invadiran nuevas celulas y reiniciarón
su ciclo.

Por su parte, el huésped intermediario se alimenta de un
mamífero infectado, que Junto con la sangre puede ingerir formas
de tripomastigote del parásito circulante. Unavez en el intesti
no del insecto se redondea; a su vez, puede perder la porción
libre del flagelo y se diferencia a la forma amastigote y/o
esferomastigote (8). Posteriormente se multiplica en la región
del intestino medio, bajo las formas de epimastigote: y estos,
por último, se diferencian a tripomastigotes metaciclicos en
la ampolla rectal del insecto (9), adquiriendo la capacidad
infectante.

1.2. ANTIGENOSPRESENTES EN EL T. cruzi.

En un principio, los estudios acerca de la conformación
de antígenos de T. cruzi fueron realizados con el ob3eto de
hallar diferencias entre cepas (10, 11, 12): sin embargono
se cumplió dicho ob3etivo, de acuerdo a los resultados obtenidos
por inmunoprecipitación. Por lo tanto, se investigaron clones
de T. cruzi en vez de hacerlo directamente sobre una cepa. ya
que hay gran heterogeneidad en una población de los parásitos
que componen cada cepa.

También fueron realizadas investigaciones con anticuerpos
monoclonales. para definir clones de T. cruzi obtenidos a partir
de un determinado aislado (13).

Otra forma de establecer diferencias entre clones de T. cru
zi es a traves de los zimodemaselectroforeticos, ya que pueden_'
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ser caracterizados de acuerdo al número y tipo de isoenzimas
(14).

Se observó además, la presencia de antígenos circulantes
o exoantigenos, los que podrian tener comoorigen componentes
solubles de la membrana, productos de degradación parasitaria
o productos de secreción (15,16).

Por otro lado, también fue aislada una glicoproteina de
la membranadel epimastigote (17), por medio de la cual, y median
te ensayos de inmunoprecipitación (18), se determinó que dismi
nuia la parasitemia en animales que habian sido inoculados con
dicha glicoproteina.

El estudio de la capacidad protectora o inductora de inmuno
patologia en distintas fracciones de T. cruzi, determinó que
la fracción flagelar es la que posee mayorcapacidad para estimu
lar una respuesta protectora en ratones (19). Por otra parte,
la fracción microsomalinduJO lesiones histopatológicas similares
a la miocarditis chagásica en conejos y ratones (20).

1.3. MECANISMOS DE INFECCION

La transmisión de T. crugi al hombre se realiza a traves
de un insecto hematófago, triatoma, que en general está presente
en el interior de las viviendas. Cuandose alimenta, lo hace
por la noche y a expensas de los hombres y animales domesticos
presentes. Si el insecto vector está infectado, sus deyecciones
contendrán tripomastigotes metaciclicos, quienes invadirán las
células del huésped. La tendencia del parásito es de instalarse
en las fibras musculares, y una vez liberados en sangre luego
de su multiplicación. se produce un incremento de parásitos
tanto en sangre comoen tejidos. Sin embargoeste rápido creci
miento, está limitado por la propia reacción inmune del huésped.

El mecanismodefensivo, si bien es efectivo, no lo es total
nenta ya que aún en menor número, se siguen hallando parásitos
en periodos muy posteriores al de la infección, ya sea porque
la respuesta inmune no es suficiente para la eliminación total
del parásito, o bien porque este adopta distintas formas para
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evitar su destrucción (21). Sin embargo el T. cruzi puede ser
captado por macrófagos (22), ya que según Nogueira y Cohn (23),
el parásito ingresa por fagocitosis: aunque Kipmnisy col. (24)
indicaron que su ingreso a la celula puede ser realizado en
forma activa.

Es coherente el hecho que los epimastigotes sean destruidos
por el mscrófago, mientras que las formas netaciclicss y los
tripomestigotes lo infectan, pero no son destruidos (25), aunque
en ese sentido hay resultados contradictorios (26, 27).

1.4. CARACTERISTICAS DISTINTIVAS EN LA ENFERMEDADDE CHAGAS.

Entre las mayoresdificultades que presenta la fisiopatolo
gia de la enfermedad de Chagas, se encuentra la lenta cinética
de su mecanismo (28), ya que los individuos que van a desarrollar
la patologia luego de la infección por el T. cruzi, la van a
expresar a los 10 o 30 años posteriores a la entrada del parásito
en el organismo (29). Por esta razón, se dificultan aún mas
los estudios de seguimiento de los individuos infectados, y
de esta forma saber cuales son los factores que condicionan
los distintos estados de la enfermedad.

Sin embargo. pueden ser reconocidos tres periodos o estados
bien diferenciados en la evolución de esta parasitosis. El prime
ro de ellos, denominadoperiodo agudo, se verifica en la mayoria
de los enfermos debido a la existencia de una puerta de entrada
oítólmica o cutánea, la cual posee valor diagnóstico. Ademas
se observa una sintomatología infecciosa de importancia diversa,
existiendo un alto porcentaje de casos con compromisocardiaco
(30). Este es un periodo breve, cuya duración es de aproximada
nente 10 o 12 dias, concluyendo con la aparición de la primera
manifestación clinica de generalización de este proceso.

En segundo lugar, el periodo latente, es un estado donde
la enfermedad va desarrolandose progresivamente, siendo función
de la antiguedad de la infección.

Por último, el enfermo crónico presenta un espectro variable
de compromiso en distintos aparatos y sistemas del organismo,
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aunque se destacan por su importancia y frecuencia, el corazón
y el tubo digestivo.

En Argentina, se presentan en grado variable casos de car
dioniopatia en el enfermo crónico (31), y su evolución es lenta
pero progresiva e irreversible, presentándose particularmente
en aquellos enfermos que tuvieron manifestaciones clinicas duran
te la fase aguda (32).

Aunque se han planteado dudas con respecto a qué ocurre
en el humano, ya que al observar reacciones que se presunian
autoinnunes (33), podrian en realidad ser de naturaleza aparente
mente heterófila (34), los estudios de transferencia realizados
sobre ratón, indicarian que la niositis y niocarditis crónica
inducida por el T. cruzil tiene una importante base innunopatoló
gica (35). Asimismo, se verificó que en el individuo chagasico
existe una verdadera respuesta autoinnune antiniocardio. Ello
obedece a las evidencias que indican que algunos mecanisnos,
los cuales conducen a la cardiopatía chagasica crónica, son
de naturaleza autoinnune o innunopatológica (36, 37).

Desde el punto de vista clinico, se observan sintomas de
trastornos del ritmo cardiaco y/o insuficiencia niocardica:
sin embargodebe tenerse en cuenta aquellos trastornos que aunque
de consideración, son asintonaticos. En general se observa en
el desarrollo de esta enfermedad, una cardionegalia globular,
debida preponderantenente a una hipertrofia de las cavidades
izquierdas. Pueden citarse ademas, entre otras alteraciones
conunes, los trastornos en la conducción del impulso electrico
y en el ritmo cardiaco (38).

Con respecto a los trastornos en los componentes del tubo
digestivo, se observa en su mayoria, casos de megaesófago o
negacolon (39) que aparecen aleJados del comienzo de la enferne
dad. y presentan una desnervación focal del sistema nervioso
autónomo (40).
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1.5. RESPUESTA INMUNE EN LA ENFERMEDAD DE CHAGAS.

1,5,1, 'l' +nlnaín k 4 {cg

La cardiopatíe chagasica crónica se considera la forma
más comúnde cardiopatía, siendo por lo tanto, un problema sani
tario de interes prioritario para Americalatina (41).

Aunque la miocardiopatía es la lesión más significativa
en la enfermedad de Chagas, es aceptado como diagnóstico de
cardiopatía chagasica, determinadas alteraciones cardíacas en
aquellos individuos que presentan serología positiva para T. gru
gi y en los cuales se hayan descartado otros factores etiológicos
(42).

Por otra parte, según las observaciones realizadas en seres
humanos y en modelos experimentales, la cardiopatía chagasica
aguda parece estar mas comprometida con la invasión al miocardio
por el T. cruzi (43).

De cualquier manera, no son conocidos los mecanismos fisio
patológicos que actúan en la cardiopatía chagasica crónica,
ya que las manifestaciones clínicas aparecen muchosaños despues
de la infección aguda.

En la descripción de la enfermedad por parte de un medico
brasileño, el Dr. Margarino Torres, se enunció que probablemente
la cardiopatía chegásica se hallaba relacionada con mecanismos
inmunopatológicos de lesión (44). Las razones expuestas por
el autor, estaban referidas al tiempo de "latencia" entre la
infecc16n por el T. cruzi y la aparición clínica de la forma
crónica de la cardiopatía.

Con respecto a la morfología de la miocardiopatía crónica.
se caracteriza por un infiltrado inflamatorio con predominio
de celulas cuya principal función es la elaboración de ls res
puesta inmune. Asimismo, se destaca la ausencia casi total de
parásitos en las lesiones miocardicas crónicas, no existiendo
ademasrelación con los infiltrados inflamatorios.

A partir de esta hipótesis, se realizaron diversos trabajos
experimentales (45, 46), y en 1974 se demostró la enistencia



17

de anticuerpos circulantes en individuos chagasicos que reaccio
naban con endocardio. vasos sanguíneos e intersticio de músculo
estriado, denominándose anticuerpos EVI (47). Este anticuerpo
estaba presente en casi el 1002 de los individuos con cardiopatía
chagásica, y en el 50%aproximadamente de aquellos asintomaticos
infectados por el T. cruzi.

Los primeros estudios, mostraron que el anticuerpo EVI
era absorbible por formas de cultivo del T. cruzi. lo cual suge
ria la existencia de un antigeno cruzado entre el parásito y
antígenos de mamíferos (48, 49), pudiendo ser entonces la causa
de la inducción del anticuerpo EVI. De este modo. se explica
también la aparición de anticuerpos EVI ya en etapas tempranas
de la infección por el T. cruzi (50, 51).

Sin embargo. deben tenerse en cuenta otros mecanismos,
donde la inducción de estos anticuerpos se realiza en forma
secundaria a la destrucción del teJido cardiaco y músculo esque
lético, tal como ocurre en un infarto de miocardio o por una
cirugia cardiaca (52), ademasde ocurrir a traves de una estimu
lación inespeciíica de linfocitos B por compleyos inmunes (53).

Pare correlacionar los hallazgos inmunológicos con las
lesiones anatómicas, se realizaron estudios inmunobistoquimicos,
determinando la presencia de inmunoglobulinas depositadas “in
vivo“ (54, 55). Los mencionados depósitos de inmunoglobulinas
se observaron a nivel de la membranaplasmática de músculo esque
lético y cardiaco. en aquellos individuos chagásicos EVIpositi
vos. La presencia de los depósitos de inmunoglobulinas a nivel
de la membranaplasmática, se correlacionó con lesiones moderadas
pero definidas del músculo esquelético en todos aquellos casos
EVI positivos.

En el miocardio. a su vez. se observaron dePÓSitos de inmu
noglobulinas a nivel de la membranaplasmática. y también se
correlacionaron con lesiones intracelulares (56).

Aunque fue demostrado que el anticuerpo EVI reaccxona con
la membranaplasmática de fibras musculares estriadas, fue nece
sario comprobar que el anticuerpo tenia acceso "in vivo“ a su
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antígeno correspondiente.
De acuerdo a los modelos estudiados, se observó que las

fibras miocárdicas son muy resistentes a que se les fije un
anticuerpo “in vivo“ (57). En consecuencia, se diseñaron experi
mentos que consistieron en el agregado de suero chagásico EVI
positivo. EVI negativo o suero humanonormal sobre auriculas
aisladas de rata que latian “in vitro“ en un medio semejante
al plasma sanguíneo. Este procedimiento fue escogido, ya que
las preparaciones de auriculas aisladas han sido muyestudiadas
en experimentos de anaíilaxia (58): siendo además, la auricula
y la región que incluye el nódulo sinusal, la parte del corazón
que responde mejor a la anaíilaxia (59).

De esta forma, pudo observarse que aquellos sueros prove
nientes de individuos EVIpositivos, eran capaces de interaccio
nar con fibras miocardicas vivas, ejerciendo también su efecto
biológico sobre las auriculas (60). Sin embargo, para explicar
la patogenia de la cardiopatía chagásica crónica a traves de
la respuesta inmunehumoral. debe tenerse en cuenta la relación
entre dicha respuesta y la lesión. En consecuencia, hay que
tener en cuenta que los anticuerpos EVI no son órgano-especifi
cos, ya que reaccionan con el miocardio y con otros órganos
(61). Sin embargo, se supone que el corazón por sus caracteristi
cas metabólicas especiales, tendria condiCiones tales que lo
hacen mas vulnerable al efecto de los anticuerpos.

1.5.2. D ‘n humoral.

La infección producida por la invasión del T. cruzi en
el organismo, es capaz de producir anticuerpos especificos,
que a traves de su dosaJe permiten el correspondiente diagnóstico
(62). A su vez, mediante la detección de anticuerpos contenidos
en la fracción IgH o IgG, r 4 i se casos de infecciones
recientes o crónicas (63). Ello obedece a que la detección de
IgH en el suero, ocurre a los 3 o 4 dias luego de la infección.
y después de ir aumentando su concentración hasta los 15 dias
o 20 dias. va descendiendo. En contraposición. se observan canti
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dades progresivamente mayores de IgG especifica a partir de
los 10-15 dias posteriores a la infección (64).

En diversos trabajos se ha demostrado tambien la presenCia
de antígenos circulantes en la infección chagdsica experimental
(65): sin embargo no se ha diluCidado que funCión cumplirian
los antígenos circulantes en la patogénesis de la enfermedad
(66).

Teniendo en cuenta que el T. CtuZl es un protozoario con
un ciclo vital complejo. presentando distinta morfología en
cada estadio. sumado a las caracteristicas metabólicas también
variables (67), como así también el distinto tropismo de las
diferentes cepas del parásito por las células o te3ido del hues
ped, o bien la variabilidad antigenica de las distintas cepas
(68): presentará diversas poblaciones moleculares capaces de
despertar una respuesta inmune en el huésped. En consecuencia.
los antígenos pueden ser somaticos, de superficie y exoantigenos,
siendo estos últimos los que se liberan al medio (69). y cuyo
origen seria la membranaplasmática del parásito, y de naturaleza
glicoproteica (70).

En consecuenCia, se presenta una gran variedad de determi
nantes antigénicos, lo que conduce a la produCCión de una diver
sidad de anticuerpos anti-T. cruZJ, los que ademas presentan
distinta cinética en su deteCCión. Es asi comose van detectando
las inmunoqlobulinas específicas en un determinado orden: siendo
las primeras, las correspondientes a la aglutinaCión directa
(T1) y a inmunoíluorescencia indirecta (72). luego los anticuer
pos fijadores de complemento y por último los detectables por
ensayos de hemaglutinaCión (73).

EXisten numerosas evidencias experimentales que indican
la importanCia de la respuesta numoral, ya que ios animales
infectados pueden ser protegidos por transferencia pasiva con
sueros inmunes (74) por pretrataMiento del inóculo can suero
inmune (75) o escogiendo anticuerpos de alta respuesta (7o).

Asimismo. se ha demostrado el hecho que los ratones resis
tentes a la infección. desarrollan altos niveles de anticuerpos
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dirigidos contra el T. cruzi (77): sin embargo, no se pudo corre
lacionar la resistencia de los ratones con los niveles de anti
cuerpos biológicamente activos producidos durante la infección
experimental con T. cruzi (78, 79), ya sean citofilicos para
macróíagos, o liticos para los parásitos.

Con respecto al sistema complemento, se observó su importan
cia en la relación huésped-parásito en la infección humanacon
T. cruzi. ya que esta involucrado en los mecanismos de defensa
del huésped.

Dadoque el control de la proliferación del parásito implica
que comienzan a actuar los mecanismos de defensa del huésped,
se obtiene en consecuencia una respuesta inmune humoral y celu
lar.

En la enfermedad de Chagas. parte de la respuesta humoral
muestra reacción cruzada contra antígenos tisulares (80), de
tal manera que puede existir aún en fase crónica, antigenos
y anticuerpos capaces de formar complejos inmunes circulantas
(CIC), los cuales conducirian a la activación del sistema comple
mento.

Aunque no llegue a ser fisiopatogenico, la presencia de
CIC y la activación del sistema complemento puede influir en
el proceso infeccioso y su desarrollo: ya que es capaz de alterar
el equilibrio del sistema inmune (81), de forma tal que prolongue
indefinidamente la infección. Los resultados obtenidos. indicaron
que los CIC no se encuentran por lo general en los pacientes
chagósicos crónicos de zona endémica: pero si hay una cantidad
apreciable de pacientes que presentan alteración del sistema
complemento. sugiriendo su activación a través de la via clasica
(82).

Ademas. la ausencia de una mayor sensibilidad a la infección
en los animales deficientes en complemento, mimetizó la función
de los anticuerpos que median la lisis de los parásitos en pra
sencia de complemento en la resistencia a la infección por I¿
cruzi (83), aunque no se demostró que incidia en el desarrollo
de la infección ni en la sobrevida.



De este modo se explica la refractariedad de las aves a
la infección con el T. cruzi, ye que los parasitos activan la
via alternativa del complemento (84), proceso que no ocurre
en los mamíferos.

También deben incluirse los anticuerpos involucrados en
la citotoxicidad mediada por celulas anticuerpos dependiente
(ADCC) ye que son de importancia para la protección inmune,
pues las formas cultivadas e infectadas del T. cruzi aún sensibi°
lizadas con anticuerpos a baJa concentración, son altamente
capaces de destruir rápidamente un gran porcentaje de los parasi
tos luego de la interacción con las células efectoras (85).

Los trabajos llevados a cabo con sueros de pacientes chaga
sicos en el estudio de inmunofluorascencia indirecta sobre sec
ciones de corazón y músculo esquelético murino, mostraron una
imagenpositiva sobre endocardio, vasos sanguineos e intersticio:
o sea, el mencionadoanticuerpo EVI. Posteriormente, los estudios
realizados sobre el sistema EVI, mostraron que la imagen observa
da con el anticuerpo obedecia a su reactividad con laminina,
que es una glicoproteina cuya función es la de mediar el acopla
miento entre la membrana basal y una determinada variedad de
células (86).

Asimismo, aunque fue tambien mencionado que el anticuerpo
EVI reacciona con laminina humanade origen embrionario, indican
do de esta forma su naturaleza autoinmune: otros estudios indican
que los sueros con imagen EVI pura, o sea sin tinción en medio
intracelular, no reaccionan con tejido humano.Ello indicaria
la naturaleza heteróíila del anticuerpo anti-laminina de humanos
con enfermedad de Chagas.

También es de destacar que los sueros de pacientes chagasi
cos reaccionan con fibras de taJido cardiaco humanointracelular,
y esta imagen fue interpretada erróneamente como un componente
del sistema EVI.

En consecuencia, no sólo se hallaron anticuerpos especificos
que interactúan con antígenos del parásito, sino que tambien
se comprobó que se inducia la formación de anticuerpos capaces
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de reaccionar con los tejidos del huésped (87).
Por último, en relación a la respuesta inmune humoral tam

bién fue descripto un anticuerpo circulante dirigido contra
células de Schwann en la Trypanosomiasis Americana (88), que
tendría una participación relevante en la patogenia de la cardio
patía chegásice, por existir en estos casos une denervación
anatómica.

1.5.3. D ‘A celular.

Los mecanismos inmunológicos mediados por celulas como
forma de protección, se evidenciaron por el agravamiento de
las infecciones agudas en ratones (89) y ratas timectomizadas
o tratadas con suero antitimocito (90) y en ratones congénitamen
te etímicos (91), observando en estos casos, aumentode parasita
mia y muerte de los animales.

Tambien fueron evidenciados los mecanismosde citotoxicidad
en la destrucción del T. cruzi en sus formas epimastigote y
tripomastigote (92, 93), demostrandose que en todos los casos
el mecanismoes anticuerpo dependiente.

La acción citotóxica fue observada a traves de linfocitos,
en animales y humanos infectados contra tejidos normales del
huésped, miocardio y músculo esquelético, a los que se adhieren
y destruyen (37), 1 se 4 la acción "in vivo“.

De acuerdo a Ribeiro dos Santos y Hudson (94, 95), antígenos
del parásito son liberados por celulas infectadas, para luego
poder adherirse a celulas normales y e infectadas. De esta forma,
se hacen susceptibles de lisis mediante anticuerpos o bien por
acción citotóxica celular específica para el parásito. Asimismo,
en la fase aguda podrían liberarse antígenos del parásito, que
unidos a las celulas del huésped las hacen susceptibles de des
trucción, y sería a traves de ellas que se desencadena la res
puesta autoinmune.

En consecuencia, se estudió la posible partiCipación de
mecanismos inmunopatológicos mediados por linfocitos en la pato
genia de la cardiopatía chagasica, sobre modelos experimentales
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y humanos (37). En dichos estudios, se observó que los linfocitos
de coneyos infectados con T. cruzi o inmunizados con fracciones
subcelulares del parásito, interaccionaban y destruían “in vitro“
monocapas de tejido miocardico alogeneico (96). Además, en los
citados conejos. se observó una miocarditis similar a la humana,
con infiltrados celulares de tipo linfoide (20).

Por otro lado, en individuos infectados por T. cruZi, se
mostraron pruebas de inhibición de la migración leucocitaria
positivas, frente a antígenos cardíacos, observando ademas,
interacción “in vitro" de sus linfocitos con te3ido cardíaco.
tanto de origen humano como murino (97).

En consecuencia. las células linfoides de organismos parasi
tados pueden reaCCionar con tejidos normales, fijándose a cortes
de miocardio y agrediendo la superfiCie tisular (97); además
pueden destruir “in vitro“ celulas cardíacas, parasitadas o
no (37) siendo mas notorio cuando los linfocitos provienen de
casos de infección aguda.

También se demostro. con respecto a la proliferación de
linfocitos en cultivo, que los provenientes de enfermos Chagasi
cos lo hacen en presencia de extractos de diversos tejidos huma
nos normales como corazón, hígado y riñón (98), de acuerdo a
su capaCidad de reacción ante distintos antígenos del T. cruZi.

1.6. CARACTERISTICAS DE LA CARDIOPATIA DE LA ENFERMEDAD DE

CHAGAS.

En general, los pacientes con cardiopatía chagasica e insu
ficienCia cardíaca, presentan muypocos síntomas en los primeros
estadíos de la enfermedad. Pueden mostrar agotamiento o cansancio
para las tareas habituales: ademas, pueden manifestar dolores
provenientes del hemitórax izquierdo, compromisocardíaco. como
miocarditis o pancarditis. o bien compromisoneurológico (99).

A medida que progresa la enfermedad, se van encontrando
todos los síntomas clásicos de insufiCienCia cardíaca. en espa
cial palpitaciones y síntomas de isquemia cerebral, comomareos
o síncopes, los que se vinculan con la apariCión de arritmias



o bloqueo auriculo-ventricular.
La frecuencia cardiaca de los individuos chagósicos, en

general, tiende a ser menor que la de individuos normales y
también menor que la de pacientes con insuficiencia cardiaca
de etiología no chagasica.

Es comunencontrar en la cardiopatia chagasica, extrasistole
de origen ventricular, como asi también durante el ejercicio
fisico se observa una incompetencia cronotrópica (100) asociada
a un aumentode la presión arterial poco significativa. También
puedehallarse taquicardia ventricular, íibrilaciones ventricula
res o auriculares, bloqueos de rama, fallo sinusal, etc. (101).
Desde un punto electrocardiograíico, se observan trastornos
como lo son aquellos involucrados en la conducción del impulso
electrico o en el ritmo cardiaco.

Con respecto al sistema nervioso autónomo, en los individuos
chagasicos se ha observado que se halla alterado, y hay disminu
ción en la sensibilidad del reflejo barorreceptor (102, 103).

Ademas, la caida de la presión arterial por vasodilatación
con inhibición simpatica provocada por la hiperventilación,
se halla alterada en los individuos chagasicos, lo que indica
una alteración del sistema adrenergico (104).

2. BASES CELULARES DE LA NEUROTRQNSHISION. NECAN;SHOS HEDIADOS
POR RECEPTORES.

Los neurotransmisores son compuestos quimicos liberados
por una terminal nerviosa, y son a su vez, reconocidos y fiJados
por una estructura receptora en otra neurona o célula efectora
post-sinaptica.

Los neurotransmisores deben ser sintetizados y almacenados
por el nervio para poder ser liberados durante los periodos
de estimulación nerviosa y de este modoactuar sobre un elemento
post-sinaptico que puede ser otra neurona o una célula efectora
donde se produce una respuesta excitatoria por despolarización
propegeda, o inhibitoria por hiperpolarización y estabilización
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de la membrana (105).
En el caso del corazón, los nervios liberan noradrenalina

y ecetilcolina, por lo cual, se denominanadrenérgicos y coli
nergicos, respectivamente.

El sistema nervioso autónomo es el encargado de regular
las actividades viscerales, y se componebasicamente por neuronas
preganglionares, neuronas post-ganglionares y los teJidos efecto
res. En la medula espinal es donde se originan las neuronas
preganglionares, las cuales hacen sinapsis con las neuronas
post-ganglionares en el ganglio del tronco simpatico o en gan
glios colaterales especializados.

Las fibras post-ganglionares simpáticas son quienes liberan
catecolaminas de sus terminales nerviosas en los órganos eferen
tes, denominandose neuronas adrenergicas. En consecuencia, los
receptores del órgano efector para los transmisores adrenérgicos
son denominadosreceptores adrenergicos.

2.1. REGULACION DEL PROCESO DE NEUROTRANSHISION ADRENERGICA.

La activación de una neurona hace que se produzca la expan
sión del impulso electrico en forma de potencial de acción en
toda la celula (105). La terminal nerviosa, en respuesta a dicho
impulso, libera por un mecanismode exocitosis, un transmisor
quimico que modula la actividad de las neuronas receptoras.

Las terminales adrenergicas presentan muchasramificaciones
en los órganos efectores y cada una de ellas a su vez, hacen
sinapsis con los tejidos por medio de las denominadasvaricosida
des adrenérgicas. La sustancia que va a ser liberada (106) se
halla almacenada en la vesícula sinaptica del nervio terminal
(107, 108).

Los sitios de almacenamiento del neurotransmisor noradrena
lina, en las terminales nerviosas, puedendividirse en intracito
plasmáticos o “lóbiles” y vesiculares o "estables": en este
último caso se forma un complejo estable con ATPy proteínas
especificas comolas cromograninas (109, 110).

Al producirse la excitación electrica. la membranade la
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vesícula se fusiona con la membranaplasmática y de esta forma,
el material almacenadose libera al espacio extracelular (111).

La sintesis de noradrenalina se iniCia con la captación
de tirosina del fluido extracelular, por la neurona adrenergica,
para ser transformada en L-dopa por la enzima tirosina-hidroxila
sa, siendo este último el paso limitante de la sintesis del
neurotransmisor. Posteriormente. la enzima L-aminocarboxilasa
convierte L-dopa en dopamina, que luego de ser captada por las
vesículas de almacenamiento, la enzima dopamina-B-hidrOXilasa
la convierte en noradrenalina (112).

Aunque los iones Na’ y K’ son los principales transportado
res en la conducción del impulso electrico hacia la terminal

'InerViosa. el ion Ca’L es quien dispara el mecanismode liberación
exocitótico a través del incremento de su concentraCión intrace
lular (113, 114).

En muchos te)idos se observó por medio del empleo de micro
electrodos selectivos para Ca’2 o bien con indicadores intracelu
lares del ión. que la activaCion de los procesos modulados por
Ca’z, llevan al incremento en la concentraCión Citosólica del
ión desde 10-7H hasta 10-6-10-5H (115, 116).

La liberaCión del naurotransnisor adrenergico. se produce
por dos mecanismos diferentes. El primero de ellos es debido
a una despolarizaCión neuronal, denominado liberaCion por estimu
lo nervioso: y el segundo se produce sin despolarización preVia,
denOMinado liberación espontánea, proporCionando una reduc1da
cantidad de neurotransmisor que es insufiCiente para desencadenar
alguna respuesta (117).

La liberación del neurotransmisor por un estimulo nerVioso
es un fenómeno rapido, transitorio y reversible, y que genera
una serie de eventos que culminan con la respuesta de la celula
efectora.

2.1.1. Transporte de Ca’2 durante la activation.

En los mamíferos. la concentraCión extracelular de Ca'2
es de alrededor de 10'3H. por lo tanto para que se produzca
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el transporte activo del ión a través de la membranase debe
mantener un gradiente iónico donde la relación
[00’23externo(ext)/[03’231nterno(1nt) es de 104-105

En general, se considera que la regulación de la concentra
ción de Ca’2 citosólico en celulas excitables, es realizado
por un mecanismo de intercambio Na’lCa"2 (118). Para producirse
el mencionado intercambio, los iones Na’ intracelulares deben
ser expulsados por una enzima, Na’+K’-ATPasa, y luego, por un
intercambio con los iones Na’, se produciría el eflujo de Ca’2.

Actualmente, se consideran otros mecanismos capaces de
regular la concentración de Ca’2 citosólico, tales comoaquellos
unidos directamente a la hidrólisis de ATPy que son catalizados
por otra enzima, Ca’2+Hg*2-ATPasa (119). Un tercer modo de regu
lar la actividad del Ca’2 citosólico es realizado por las organe
las intracelulares (120, 121), como mitocondriaa y reticulo
endoplasmatico.

De acuerdo a estos mecanismosregulatorios, la concentración
del Ca’2 citosólico activo se ve incrementada comorespuesta
e una excitación eléctrica, por medio del influjo de Ca’2 desde
los depósitos internos. El primero de los mecanismosmencionados
parece ser el mas importante, ya que el proceso de liberación
del neurotransmisor posee un requerimiento absoluto de Ca’2
extracelular.

A diferencia de los canales de Na’, los canales de Ca’2
son bloqueados por varios cationes di y trivalentes, incluyendo
Co’2, Mn"2 y La'3, asi como varios compuestos organicos como
verapamil, D-600 y nifedipina (122).

En consecuencia, durante el impulso electico se produce
un lhílUjO de Cal"2suficiente para causar el incremento gradual
en la concentración de Ca’2 citosólico, y de este modo, en cada
potencial de acción se dispere le liberación del neurotransmisor.

2.1.2. Inactivación da los neurotransmisores.

Los neurotransmisores sufren su inactivación biológica
por varios mecanismos, produciendo la disminución de su concen
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tración efectiva a nivel de la biofase, y determinando la progre
siva reducción de sus efectos pre y post-sinópticos.

Los mecanismosa traves de los cuales se produce la inacti°
vación de la noradrenalina son varios e incluyen su difusión
en la biofase y la captación neuronal o captación I, o sea la
recaptación desde la biofase hacia el axoplasma de la varico
sidad (123).

Por otra parte, la noradrenalina puede incorporarse a las
vesículas o sufrir su metabolización via monoaminooxidasa (MAO)
mitocondrial (124): o bien, por su captación extraneuronal o
captación II, que es la realizada por las celulas efectoras,
y a traves de la cual sufre su degradación por acción de la
HAOmitocondrial o por la acción de la catecol-o-metil-transfera
sa (COHT) (125, 126).

Por último. se debe incluir también la acción de la noradre
nalina sobre los receptores post-sinópticos, mecanismoque se
tratará en adelante con mayorextensión.

2.2. RECEPTORES: CARACTERISTICAS GENERALES.

Los efectos que e)ercen las hormonas o drogas. en general
son el resultado de su interacción con los componentes macromole
culares funcionales del organismo. De esta forma, se altera
la función del componente celular que se halle involucrado,
produciendo una serie- de cambios bioquímicos y fisiológicos
característicos de cada respuesta.

Los componentes del organismo que interactúan con los dia
tintos agentes quimicos, se denominan receptores: y en esta
unión estan involucrado. todos los tipos de interacción quimica
conocidas como: iónica, puente de hidrógeno, van der Waals,
hidrófobas y covalentes. Ademas hay dos funciones reconocidas
en las propiedades de los receptores, siendo una de ellas la
unión de ligandos, y la segunda es la propagación de mensajes
que promuevenla sintesis o liberación de otra molécula regulado
ra intracelular o segundo mensajero.
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Los estudios acerca de los receptores hormonales han sido
realizados durante largo tiempo, principalmente en las areas
de farmacología y fisiología. Sin embargo, recién en los últimos
años se comenzaron a realizar estudios bioquímicos que eran
enfocados hacia el conocimiento de las propiedades estructurales
y de su regulación. Con este fin fue que han sido empleadas
tecnicas de unión de moleculas especificas, posibilitando de
este modo la realización de los ensayos directos de unión de
los distintos ligandos a las macromoléculasreceptoras (127).

De todos aquellos receptores asociados a las membranas
celulares, los de mayorinteres han sido los receptores fi-adre
nérgicos, enfocando basicamente su estudio hacia su naturaleza
y regulación, e incluyendo los mecanismosa traves de los cuales
se lleva a cabo la transmisión de las señales biológicas en
la membranaplasmática (128).

Una de las principales razones que motivaron las intensas
investigaciones realizadas, fue la estrecha relación existente
entre los receptores B-adrenérgicos y la enzima adenilato cicla
sa, ya que dicha interacción es un modelo apropiado para discer
nir los mecanismosbioquímicos del acoplamiento efector-receptor
hormonal (129).

Asimismo deben tenerse en cuenta las consecuencias terapeu
ticas de la estimulación o del bloqueo de los receptores adrener
gicos por medios farmacológicos, ya que este aspecto posee impli
cancias en la terapia de una gran variedad de enfermedades huma
nas.

Con respecto a las drogas o compuestos que poseen la capaCi
dad de unirse a los receptores para asi ejercer su acción, pueden
ser clasificados desde un punto de Vista farmacológico como
agonistas, antagonistas o agonistas parciales.

Los agonistas son compuestos que al interaccionar con los
receptores promueven una respuesta biológica máxima. Los antago
nistas, por su parte, son compuestos que tambien interactúan
con sus receptores especificos, pero en este caso poseen la
capacidad de bloquear las respuestas biológicas inducidas por
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los agonistas. Por último, los agonistas parciales al interac
tuar con los receptores inducen una respuesta biológica que
es menor a la maxima posible. En consecuencia, si se trabaJa
a una concentración tal de agonista parcial que sean ocupados
todos los receptores, se obtiene una respuesta parcial, indicando
que puede corresponder a un efecto antagónico intermedio con
respecto a la estimulación producida por agonistas totales.

Asimisno, los compuestos adrenérgicos pueden ser caracteri
zados por su potencia y su actividad intrínseca. La potencia
indica la concentración de droga necesaria para inducir, en
el ceso de agonistas una determinada respuesta, y de antagonizar
la en el caso de antagonistas: lo cual significa que la potencia
está determinada por la afinidad del compuesto por el receptor.
La actividad intrínseca corresponde a la maximarespuesta bioló
gica que puede obtenerse con un dado compuesto. Por lo tanto,
a un agonista total le corresponde una actividad intrinseca
de 1 (uno), a un antagonista cero, mientras que los agonistas
parciales muestran niveles intermedios.

2.2.1. Receptores adrenergicos.

Las catecolaminas, tales cono la hormonaendógeno adrenali
na, el neurotransmisor noradrenalina y una gran variedad de
drogas sintéticas, ejercen sus efectos fisiológicos y farmacoló
gicos interactuando con estructuras receptoras especificas loca
lizadas en la membranaplasnatica de celulas sensibles.

Los estudios farmacológicos han descripto diferentes clases
de receptores, los que son definidos. en el caso de tratarse
de agonistas, en términos de la potencia de estimulación, refi
riéndolos ademas a las respuestas nediadas por los distintos
tipos de receptores. En el caso de tratarse de antagonistas,
éstos se definen en terninos de su capacidad de inhibición (130).

Las dos clases principales de receptores, según Ahlquist,
son denominados a- y B-adrenérgicos (130) con el fin de distin
guir las distintas respuestas fisiológicas eJercidas en distintos
órganos y luego de ser expuestos a las catecolaninas. Cada una
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de las mencionadas clases de receptores se han dividido en dos
subclases denominadas 31 y 82 (131) o bien a1 y a2_adrenergicos
(132), respectivamente. Ceda uno de estos subtipos presentan
a su vez. funciones fisiológicas y propiedades farmacológicas
que le son caracteristicas, de forma tal que pueden distinguirse
a través de las respectivas respuestas a diferentes agonistas,
las que a su vez también pueden ser especificamente bloqueadas
por distintos antagonistas. Algunosde los agonistas y antagonis
tes más empleados son los que se observen en el cuadro siguiente:

Subtipo de receptor Agonistas Antagonistas
a1 Metoxamina PrazosinFenileírina

Epinefrina
Norepineírina
Isoprotarenol

02 Clonidina Yohinbina
Epinefrina
Norepineírina
Isoproterenol

BI Isoproterenol Practolol
Norepinefrina Para-oxi-prenolol
Epineírina

32 Isoproterenol Butoxamina
Epinefrina ICI 118551
Norepineírina
Soterenol

De acuerdo a la subclasiíicación propuesta por Langer (133)
en base a la localización anatómica, los receptores al-adrenergi
cos se encuentren en general a nivel post-sinaptico, mientras
que los 02-adrenergicos se sitúan en las terminales de los ner
vios pre-sinapticos. Evidencias bioquímicas, indicaron por otra
parte, que los receptores al-adrenergicos están acoplados a
los fenómenos de redistribución de calcio posiblemente a través
del recambio de los fosfoinositidos (134).

La activación de los receptores al-adrenergicos en varios
tejidos, conduce al cambio en la concentración de Ca‘2 libra
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de varios compartimentos intracelulares, pudiendo en consecuencia
actuar dicho ión cono segundo mensajero (135).

El mecanismo que se produce luego de la activación de los
receptores al-adrenergicos. es probablemente mediante la activa
ción de una proteín-quinasa dependiente de Ca’2. la cual es
activada por la liberación de diacilglicerol. el que a su ve:
proViene del metabolismo del fosfatidilinositol (136). Por lo
tanto. la hidrólisis del íosíatidilinositol biíosíato produce
dos substanCias distintas, las cuales son candidatas a ser deno
ninadas como segundos nensayeros. Unade ellas. el diacilglice
rol, es un activador endógeno de la protein-quinasa C: y el
otro, inositol trifosíato, parece funcionar comonoVilizedor
de Ca’2 intracelular (137).

En el caso de los receptores az-adrenergicos, se observa
con frecuencia que producen inhibición de la actividad de la
adenilato ciclasa (138). Por lo tanto. la activación de estos
receptores conduce a la disminución de los niveles de AMPcicli
co intracelular. ya que su sintesis se encuentra disminuida,
a la vez que se incrementa su hidrólisis por la fosíodiesterasa.
Esta subclasificación de los receptores a-adrenérgicos fue con
firmada por estudios de unión de ligandos especificos (139).

Conrespecto a la clasificaCión de los receptores B-adrenér
gicos en los subtipos 31 y 32, fue realizada a través de estudios
farmacológicos, bioquímicos y de unión de radioligandos.

En los estudios farmacológicos se determinó el orden de
potencia de las respuestas fisiológicas de una serie de agonis
tas y antagonistas competitivos en distintos tejidos (140). Las
eVidencias obtenidas indicaron que aquellos tejidos que poseen
receptores 61-adrenergicos comoel corazón de mamíferos. tejido
adiposo y eritrocitos de aves. presentaban el signiente orden
de potencia: isoproterenol > norepinefrina z epineírina. En
el caso del músculo liso vascular, uterino y bronquial, que
poseen receptores fiz-adrenérgicos, el orden de potenCia es el
siguiente: isoproterenol 2 epinefrina > norepinefrina.

Los estudios bioquímicos fueron realizados a traves de
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la determinación de la actividad de la adenilato ciclasa en
distintos teJidos, luego de la exposición a una serie de agonis
tas y antagonistas (141).

Sutherland y col. fueron los primeros en describir la esti
mulación de la adenilato ciclasa por epinefrina y otros agonistas
B-adrenérgicos (142). Conposterioridad se demostró que la esti
mulación de la edenilato ciclasa es el mecanismoa traves del
cual son mediados diversos efectos B-adrenergicos (143). Asimis
mo, el mediador quimico resultante de la estimulación de la
adenilato ciclasa, o sea adenosina 3',5'—monoíosíato o AMPcicli
co, ya habia sido descubierto unos años antes como un mediador
de los efectos eJercidos por epinefrina sobre la glucólisis.

Recientemente se ha demostrado 1a bifuncionalidad dal adre
norecaptor B (144), ya que una vez aislado, demostró que estaba
conformado por un solo polipóptido que contenia un sitio de
unión para el ligando y un sitio responsable de la estimulación
de la adenilato ciclasa, por medio de una proteina que une GTP.

Los estudios realizados con el empleo de radioligandos
confirmaron la existencia de dos tipos de adrenoreceptores (145).
Con anterioridad a los estudios de unión de ios ligandos especi
ficos, se habia sugerido que los adenoreceptores 61 y 62 coexis
tian en un mismo órgano, y ademas, podrian mediar la misma res
puesta fisiológica (146). Esta hipótesis fue confirmada con
posterioridad por varios investigadores con el uso de técnicas
de unión de radioligandos (147).

La obtención de un anticuerpo monoclonal dirigido contra
el sitio que une ligandos especificos en el edrenoreceptor beta
(148), presentó una reacción semejante con ambos subtipos de
receptores 31 y 32, por lo que se sugirió que habia cierta homo
logia entre ambossubtipos.

Los trabajos masrecientes con respecto a la caracterización
de los receptores fi-adrenérgicos fueron llevados a cabo con
ligandos que eran anticuerpos monocionales anti-adrenoreceptor
y anticuerpos anti-idiotipicos anti-adrenoreceptor beta (149,
150).
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Con referencia a los efectos biológicos que ejercen las
catecolaminas, pueden distinguirse entre aquellas respuestas
mediadas por receptores a- o fi-adrenérgicos. Es asi comose
observa que las respuestas a-adrenergicas son estimulantes,
tanto en músculo liso comoen músculo cardiaco.

La activación de los mecanismosmediados por los receptores
B-adrenergicos, producen respuestas inhibitorias en músculo
liso y estimulantes en corazón, sumadoa las respuestas metabóli
cas, tales comolipólisis (128).

Sin embargo, el músculo cardiaco responde a las catecolami
nas y al estimulo nervioso adrenergico, con un incremento da
la fuerza de contracción y de la frecuencia: o sea, con efectos
inotrópicos y cronotrópicos positivos. De este modo, tanto las
respuestas a- como B-adrenérgicas, son estimulantes aunque son
las últimas mencionadas las que predominan.

La distribución de los subtipos de receptores B-adrenérgicos
en el ventrículo izquierdo del corazón de distintas especies
puede observarse en la tabla siguiente, según Minnemany col.
(151):

Especie 5Q; ng

rata 83-100 0-17
perro 100 0
sapo 15 85
conejo 95 5
cobayo 100 0
humano 85 15

2.2.2. Estudio de unión con ligandos especificos.

Con el obyetu de estudiar las propiedades bioquímicas de
los receptores ubicados en la membranacelular, fue necesario
medir la capacidad de unión de ciertos ligandos especificos
a las membranasy a sus fracciones purificadas o solubilizadas.
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La forma mas simple de ensayar la función de unión a la
macromolecula receptora, es por tecnicas de unión de ligandos. En
dichos estudios han sido utilizados radioligandos como:
(-)-[3H]-dihidroalprenolol (152), (z)-[125IJ-iodo dihidrobencil
pindolol (153) y (:)-[3HJ-propranolol (154).

La unión de dichos ligandos a los receptores, posee todas
las caracteristicas de especificidad. estereoespecificidad,
saturabilidad y reversibilidad que son de esperar en la fisiolo
gía de los receptores.

Apartir de estos estudios, se desarrollaron diversos radio
ligandos agonistas y antagonistas, permitiendo el ensayo directo
de los receptores bajo una gran variedad de circunstancias. En
general, los mas usados fueron los radioligandos antagonistas,
los cuales no son selectivos respecto a los subtipos de adrenore
ceptores 31 y 62, uniendose en ambos casos con igual afinidad.

Sin embargo, fue posible cuantificar en varios tejidos
el número de receptoras 61- y 32-adrenérgicos (155). Para ello
fueron construidas curvas de competencia de unión de un radioli
gando antagonista no selectivo, con una droga selectiva de un
subtipo 61 o 32-adrenérgico. Analizando los datos obtenidos
por métodos computados, y ajustandolos a curvas no lineales
(156). se demostró la coexistencia de receptores 61- y 32-adre
nergicos en un mismotejido, determinando la población relativa
de cada subtipo (157).

2.2.3. Estructura de los receptores 61- y 67-adrenergicos.

El conocimiento de la estructura y las propiedades molecula
res de los receptores , fue un paso muy importante para la com
prensión de los mecanismos de acción de distintas hormonas y
drogas a nivel bioquímico.

La subclasiíicación de receptores B-adrenérgicos en 61
y 62-, fue realizada en 1967 por Lands y col. (131) en basa
a las afinidades relativas do cada uno a la noradrenalina y
adrenalina; asi por ejemplo, los receptores 81-adrenérgicos
poseen igual afinidad por ambos agonistas, y los receptores
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62-adrenérgicos poseen mayor afinidad por adrenalina que por
noradrenalina. Hasta ese momento se pensaba que en cada órgano
habia un único subtipo de receptores B-adrenergicos, comoen
el caso del corazón con receptores 61-adrenérgicos, o en el
músculo liso con receptores 62-adrenérgicos. Pero posteriormente,
Carlsson y col. demostraron que el corazón de gato posee recepto
res 31- y 62-adrenergicos, resultado que fue confirmado por
otros autores en otras especies (158, 159).

Los estudios acerca de los subtipos de receptores B-adrenér
gicos indicaron que la población relativa de receptores B1
y 32-adrenérgicos en distintos tejidos puede ser variable. Por
ejemplo, en un mismo órgano como la traquea de gato (160), o
de conejo (161) predominan los receptores 61-adrenérgicos, pero
en la de otras especies comocobayo (161), predominan los subti
pos 62-adrenergicos.

Por otra parte, hay variación en los distintos órganos
para una misma especie como en el caso del pulmón de gato, donde
predominan los receptores 32-adrenérgicos, o el corazón, con
ambos tipos de receptores: pero con el predominio del subtipo
61-adrenérgico (161).

Por otra parte, se observó una variaCión en la población
analizada para un mismo órgano entre individuos de la misma
especie, cono lo demostraron O'Donnel y Hanstall (160) en la
auricula de rata, donde predominanlos receptores 61-adrenergi
cos: sin embargo existe una variación individual con respecto
a la población del subtipo 32-adranergico.

Por último, puede observarse distinta población de ambos
subtipos de adrenoreceptores en distintas regiones del mismo
órgano. Por eJenplo, en las vias aereas superiores del gato
se presenta un predominio de receptores 61-adrenergicos a nivel
de la tráquea y un predominio de receptores 32-adrenergicos
en el pulmón (162).

Con respecto al estudio de la estructura de los receptores
fi-adrenérgicos, se emplearon basicamente dos tecnicas comoson:
la purificación de los mencionados receptores y la marcación
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de estas estructuras por fotoafinidad. Ambastécnicas son comple
mentarias. y en con3unto dan la información de las propiedades
moleculares de los receptores.

La mayor parte de los conocimientos acerca de los receptores
ñ-adrenérgicos. fueron obtenidos mediante los estudios realizados
con eritrocitos de aves. anfibios o con algunas especies de
mamíferos. Estos modelos fueron utilizados mas corrientemente
debido a que la membranaplasmática de los eritrocitos nucleados
poseen receptores B-adrenergicos acoplados a la adenilato ciclasa
(163).

Por otra parte. se hallaron eVidencias indicando que el
control de la adenilato ciclasa por el receptor. modulalos
ilu)os iónicos a través de la membranacelular por mecanismos
que son dependientes de AHPcíclico (157).

Con respecto a la constitución quimica de los receptores
B-adrenérgicos, éstos son considerados comoglicoproteinas ya
que:

a) al exponer las membranasa enzimas proteoliticas. agentes
desnaturalizantes o a una elevada temperatura, se produce
una brusca disminución en la capacidad de unión de los radio
ligandos (128):
b) Otras enzimas. como glucosidasas, ejercen su aCCión en
presencia de receptores B-adrenergicos (164): siendo ademas
adsorbidos especificamente y aluidos de lectinas.

Asimismo, la presencia de lípidos posea una función critica
en la capacidad de unión de los agonistas a los receptores B-adre
nérgicos. Este hecho quedó demostrado luego de tratar las prepa
raciones de membranas con íosíolipasas o bien con reactivos
que interactúan con los lipidos de la membrana.tales comoliso
lecitina donde comoen el caso anterior. se encuentra disminuida
la capacidad de unión de los ligandos ensayados (128).

2.2.4. Marcaciónde los receptores B-adrenérgicos por tecnicas
de afinidad.

Durante los años mas recientes se realizaron un gran número
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de ensayos de afinidad sobre los receptores fi-adrenérgicos (165).
Con este fin, fueron empleados ligandos cuya base molecular
fue obtenida por modificación de la estructura quimica de los
antagonistas B-adrenergicos como propranolol y alprenolol, por
medio de la inclusión en la molécula de un grupo funcional como
Br-acetilo. De este modo, se obtuvieron ligandos como NHNB-NBE
(N-[2-hidroxi-3-(1-naftiloxi)-propill-N'-bromoacetil-etilendiami
na) y Br Alp pH (derivados de alprenolol-metano-Br-acetilado)
(166).

Los reactivos empleados en los ensayos de íotoaíinidad
fueron sintetizados modificando la estructura de un antagonista
B-adrenérgico, incluyendo un grupo azida altamente reactivo,
el cual por irradiación forma un nitreno muyreactivo que puede
insertarse covalentemente en una gran variedad de uniones quimi
cas. Ejemplos de estos reactivos son: para-azidobencilpindolol
(167), cianopindolol-azida (168) y los isómeros de para-azidoben
cilcarazolol (169), siendo este último fotoactivo y obtenido
a partir de su precursor el para-aminobencilcarazolol, un antago
nista fi-adrenérgico de alta afinidad que contiene un grupo amino
libre, y que se entrecruza en los sitios receptores con un reac
tivo fotoactivo bifuncional (170).

Los compuestos empleados en los ensayos de afinidad deben
cumplir ciertos requisitos, comoson: poseer alta afinidad por
el sitio que debe ser marcado, poseer alto grado de especifici
dad, ser marcadoespecificamente con alto grado de radiactividad
y además, poseer un grupo reactivo que sea incorporado covalente
mente en el sitio de unión que se desea (171).

Por lo tanto, de los compuestos posibles, muchos poseen
uso limitado para la caracterización de receptores fi-adrenergi
cos, ya que por ejemplo, acetololazida no ha sido aún descripto
en su forma radiactiva: además de poseer una baja afinidad,
con un RD = 3-4 x 10'7H (172). Asimismo, Br AlpH ya mencionado,
ha sido marcado con una actividad especifica de unos 40 Ci/mmol
con tritio, ademasposee una afinidad razonable por el receptor
con un kn 500 pH: pero por su baja reactividad se encontró
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que su incorporación en las preparaciones de receptores parcial
mente purificados es muypobre (166).

Por otra parte existen compuestos que demuestran ser herra
niantas valiosas y aplicables para la marcación por íotoafinidad
de los receptores B-adrenergicos tales como[12513-cianopindolol
azida, las formas tritiadas y las iodadas del para-azidobencil
carazolol y las radioiodadas del para-aminobencilcarazolol. To
dos estos compuestos poseen alta afinidad para unirse a los
receptores fi-adrenergicos con un ko entre S y 900 pH, mostrando
en general, un alto grado de especificidad por el receptor (173).

Uno de los criterios mas importantes para darle validez
a los ensayos de afinidad y de fotoaíinidad para la identifica
ción de un determinado tipo de macromolécula biológica, es demos
trando que la incorporación de un ligando en la macromolécula
es bloqueada especificamente por una variedad de ligandos, los
cuales ocupan especificamente al receptor.

En el caso de los receptoras B-adrenérgicos, empleando
para-azidobencilcarazolol, para-aminobencilcarazolol, para-azido
bencilpindolol y cianopindolol-azida, se demostró que los agonis
tas y antagonistas B-adrenérgicos son capaces de bloquear la
incorporación de los mencionados ligandos en péptidos especificos
(168).

Por eyemplo, las membranas de los eritrocitos de pavo y
de rana son ricos en receptores 61- y 62-adrenergicos, respecti
vamente (174): y. al ser marcados con (1251]-para-azidobencilca
razolol y luego fotolizados, se producía la incorporaCión cova
lente del reactivo. Posteriormente al realizar el análisis por
electroforesis en geles de SDS-poliacrilamida, el resultado
fue la obtenCión de un polipéptido de PH 58.000 en el caso de
eritrocitos de rana, y de dos polipeptidos de PM40.000 y 45.0000
con eritroCitos de pavo (175). Asimismo, la incorporación obser
vada en los distintos polipéptidos se puede bloquear con agentes
01 o bz especificos y estereoselectivos. De esta forma, un anta
gonista como (-)-alprenolol, en concentración 10 pH, bloquea
completamente la incorporación del reactivo en todos los polipep
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tidos del receptor, como también lo hace el empleo de un agonis
ta como (-)-isoproterenol, pero en concentración mayor. aproxima
damente 50 PH (169).

Con el empleo de las tecnicas de marcaCión por fotoaíinidad,
fueron marcados los péptidos que formaban parte del receptor
B-adrenergico de eritrocitos de rana, pavo y rata. comoasi
también de las membranas de diversos tejidos correspondientes
a distintas especies de mamíferos, y además de celulas de linfoma
549 (176).

De los sistemas estudiados, el mas simple es el obtenido
a partir de eritrocitos de rana, donde los sitios de unión co
rrespondientes a los receptores 62-adrenergicos estan contenidos
zu un péptido de PH alrededor de 58.000 (177). Asimismo, este
péptido identificado a traves de su marcaCiónpor fotoaíinidad
y entrecruzamiento, comoasi también por metodos de purificaCión,
se observó que migraba en una banda ancha sobre SDS-poliacrilani
da, con un PM de 58.000 (177). Las razones de esta aparente
microheterogeneidad no están aún aclaradas. pero quizas está
en relación a la presencia del grupo carbohidrato presente en
el receptor, ya que este posee la estructura quimica de una
glicoproteina.

Sin embargo. con respecto a los receptores 61-adrenér9icos,
fueron estudiados en eritrocitos de pavo, paloma y pato (174.
175), observándose que contenían dos péptidos con PH 38.000
40.000 y dS.OOO-S0.000. E1 péptido de menor PMse encontró en
una relaCión 3-431 con respecto al péptido mayor. Asimismo.
los dos péptidos pudieron ser purificados hasta aparente homoge
neidad. a partir de eritrocitos de pavo (175).

En contraste, en los receptores 31 y fig-adrenergicos de
mamíferos. se encontraron 2 o 3 péptidos en una relaCión variable
(178). Los péptidos son de PH 62.000-65.000. 47.000-53.000 y
35.000-40.000. Sin embarqo, al introdueir Ciertas inhibidores
de proteasas. en especial aquellos que afectan las metaloprotei
nas. tales cemo EDTA o EGTA. se me)oraba la marcaCión de los
péptidos de mayor PH (178).
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Los experimentos realizados con agentes selectivos de los
subtipos de receptores B-adrenergicos, indicaron que los péptidos
marcados en las membranas de pulmón de rata son del subtipo
32, mientras que aquellos obtenidos a partir de las membranas
de pulmón de conejo, son del subtipo 31. En las membranas de
pulmón de conejo, el antagonista 32-adrenérgico selectivo. ICI
118551, bloquea la marcación covalente con más potencia que
el antagonista BI selectivo, betaxolol; asimismoel agonista
(-)"epinefrina es mas potente que (—)—norepinefrina (178).

Estos resultados demuestran que aunque en algunos tejidos
los receptores B-adenergicos pueden comportarse en forma similar
con respecto a sus caracteristicas migratorias en SDS-poliacrila
mida, muestran comportamiento diferente desde el punto de vista
farmacológico. Por esta razón, para verificar el grado de identi
dad o no entre estos péptidos debera se la - ia
de aminoácidos de cada uno de ellos.

2.2.5. Purificación de receptores.

Los procedimientos seguidos con el objeto de obtener los
receptores purificados, fueron realizados en su mayoria mediante
la solubilización de la membranaplasmática con digitonina. El
empleo del mencionado detergente, se debe a que es el único
que permite solubilizar los receptores de forma tal que la inte
racción con sus ligandos especificos no se halle afectada, o
sea que no disminuya la capacidad de unión al receptor (179).

Una vez solubilizados los receptores, se lleva a cabo su
purificación mediante el uso de una cromatograíia de afinidad
con Sepharosa-alprenolol (163). E1 empleo de un antagonista
B-adrenergico tan potente comoel alprenolol, con un ko = 1-2
nM, permite una purificación de 100 a 1000 veces de los recepto
res, según el sistema utilizado y cómose lleve a cabo la elu
ción: o sea, según se realice en un paso o se emplean gradientes
a traves de los cuales se ponen en acción los mecanismos de
competencia con ligandos B-adrenergicos (175).

Como ya fue ampliamente descripto (170), la absorción y
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la elución de los geles de Sepharosa-alprenolol, son fenómenos
que se producen con una alta bioespecificidad. lo cual demuestra
la especificidad y estereoespecificidad de" las interacciones
de los receptores B-adrenergicos con el (-)-alprenolol.

La obtención de los receptores purificados, hasta llegar
a una homogeneidad casi total, partiendo de distintas especies
y tejidos, fue posible debido al empleo combinado de la cromato
grafia de afinidad y el intercambio iónico: o bien cromatografía
de afinidad con cromatografía liquida de alta resolución (169).

Para demostrar que la proteina purificada corresponde a
la del receptor fi-adrenérgico, fueron realizados estudios que
involucran las propiedades de unión de los distintos ligandos
a la proteina aislada, y por otro lado, la unión a los receptores
en las membranaso las células intactas.

Los estudios realizados, indicaron que los receptores B-adre
nérgicos purificados se unen a los ligandos B-adrenérgicos con
una especificidad apropiada, o sea, según se trate de un subtipo
61- o 82-adrenergico.

En cada uno de los casos, los ligandos B-adrenérgicos se
unieron con actividades que se hallaron en el rango de 120.000
a 180.000 pmol/mg, lo que representa una purificación con respec
to a la fracción cruda de la membranade aproximadamente 80
a 100.000 veces.

En consecuencia, los resultados obtenidos en la identifica
ción de los receptores B-adrenergicos, tanto en las preparaciones
purificadas, o en las marcadaspor fotoafinidad, estan en total
acuerdo (174).

3. SISTEMA ADENILATO CICLASA.

Han sido numerosas las investigaciones llevadas a cabo
con el objeto de conocer la secuencia de los diferentes eventos
moleculares que producen la señalización a traves de la membrana
celular (129).
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El proceso se inicia cuando un agonista se une a su recep
tor, y comoresultado de esta interacción se produce la estimula
ción de la enzima adenilato ciclasa (180).

En el sistema adenilato ciclasa puedendistinguirse tres
componentes fundamentales como son: un receptor hormonal capaz
de estimular o inhibir la actividad de la enzima, una molécula
catalitica responsable de la conversión de ATPen AMPcíclico:
y por último, una proteina regulatoria que liga guanil-nucleóti
dos, denominada proteína G, y que seria la que acopla funcional
mente al receptor hormonal con la molécula catalitica de la
adenilato ciclasa (145).

3.1. INTERVENCION DE LOS AGONISTAS B-ADRENERGICOS EN LOS MECANIS

MOS DE ACTIVACION DE LA ADENILATO CICLASA.

La unión de una hormona o de agonistas a su receptor especi
fico, determina la estimulación de la actividad de la adenilato
ciclasa, y en consecuencia la elevación de los niveles de AMP
cíclico intracelulares. Sin embargo, debe tenerse en cuenta
que tanto la unión de los agonistas al receptor, comola activa
ción de la adenilato ciclasa se ven influenciados por los nucleó
tidos de guanosina, ya que las dos acciones menCionadasestan
mediadas por la proteina G, la que es capaz de unir e hidrolizar
GTP.

La proteina regulatoria G pudo ser purificada de varias
lineas celulares, y en consecuencia, se logró obtener separada
nente en forma parcial los componentesresponsables de la actiVi
dad catalitica (C) y regulatoria (G) (181), a partir de membranas
eritrocitarias de paloma y mediante el empleo de cromatografía
de afinidad con GTP-Sepharosa. Los resultados indicaron que
habia una perdida parcial de la actividad enZimatica, la cual
sin embargo, pudo ser estimulada por la presencia de guanil-nu
claótidos o por el anión F‘.

Por otra parte, la mencionadaperdida de actiVidad se resti
tuia al combinar el material eluído de la columna, con las frac
ciones obtenidas por elución de la misma columna empleando solu
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ciones de nucleótidos de guanosina. Asimismo, los ensayos reali
zados con una linea celular de linfoma murino. la 549, que pre
senta variantes genéticas que no poseen actividad adenilato
ciclasa (cyc-), permitieron demostrar que si se añadia membranas
plasmáticas de la cepa S49 salvaje, previamente inactivadas
por calor. podia reconstituirse la actividad enzimática ausente
en las membranasde la variante cyc- (182).

Dado que en la variante 549 (cyc-) hay ausencia de actiVidad
de proteína G, pero si se halla la subunidad catalitica, a través
del ensayo de reconstitución, se concluyó que en la actividad
de la adenilato ciclasa participan dos componentes: una molécula
catalitica, labil al calor y sensible a N-etil-maleimida, ya
que reacciona con grupos sulfhidrilos activos de la enzima,
y un componenteregulatorio denominadoproteina G. que es relati
vamente estable al calor y capaz de conferir a la molécula cata
litica la habilidad para utilizar ATPo ser activada por guanil
nucleótidos y por F'.

Como fue mencionado, los nucleótidos de guanosina no sólo
modulan la actividad catalitica de la adenilato Ciclasa, sino
que ademas e3ercen efectos regulatorios especificos sobre la
unión de los agonistas a los adrenoreceptores. Por lo tanto,
en los ensayos de unión de ligandos, los nucleótidos de guanosina
disminuyen la afinidad del agonista en la unión a su receptor:
aunque virtualmente no poseen efecto sobre la unión del antago
nista (183).

Asimismo se encontró que la proporción en la cual disminuye
la afinidad de unión de un agonista por la presencia de los
nucleótidos de guanosina, guarda relación directa con la activi
dad intrínseca que posea, o sea a la máximacapaCidad de estimu
lación de la adenilato ciclasa (184).

En consecuencia, los resultados obtenidos fueron diferentes
según se haya empleado un agonista o un antagonista con el objeto
de inhibir competitivamente la unión de un radioligando como
el (-)-[3HJ-dihidroalprenolol a los receptores B-adrenergicos
(185). De esta forma, las curvas de competencia obtenidas en
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presencia de un antagonista son de tipo michaeliana, siguiendo
un modelo que de acuerdo a la ley de acc16n de masas, indica
un equilibrio entre el receptor (R) y la droga (D), o sea:

D R ¿Se DR (186)

Este tipo de curvas fueron obtenidas con todos los antago
nistas empleados, y en ninguna de ellas hubo modificación alguna
por la presencia de una única clase de sitios de unión, ya que
los graficos obtenidos en cada caso eran unifasicos (167).

En el caso de emplear agonistas para la construcción de
curvas de competencia, los graficos indicaron interacciones
complejas entre el agonista y el receptor, las cuales puedan
ser resueltas en dos estados de afinidad denominados RAy RB
que poseen constantes de afinidad alta, K5, y baja, KB, respecti
vamente, para los agonistas empleados (188).

En presencia de guanil-nucleótidos (GTP), las curvas se
ven desplazadas y se asemeyan a las obtenidas con los antagonis
tas. Esta evidencia indica que los receptores de alta afinidad
son convertidos en receptores de baja afinidad en presencia
de guanil-nucleótidos (185).

Asimismo, la dimensión en que un agonista puede estimular
la actividad de la adenilato ciclasa esta en relación al porcenta
Je de la población total de receptores estabilizados en el “esta
do de alta afinidad“ debido a la acción de los agonistas (KRA),
o bien a la relación entre las constantes de afinidad del agonis
ta para los dos estados posibles del receptor, o sea, KB/Kfi
(185).

En consecuencia. el ¡RAy la relación existente entre KB/Kfl
estan directamente involucradas en la actividad intrínseca que
posea el agonista. A su vez los antagonistas no distinguen en
general entre los diferentes estados de afinidad en que se encuen
tra el receptor. Esto sugiere que la propiedad que diferencia
los agonistas parciales y los totales, con los antagonistas,
es la capacidad de inducir, estabilizar o reconocer el estado
de alta afinidad de los receptores fi-adrenergicos.



47

El modelo que se ajusta a los datos obtenidos de la unión
de ligandos a los receptores B-adrenergicos, es el de formación
de un “complejo ternario“ (189) que esquematicamente puede repre
sentarse de la siguiente forma (190):

K1
H o R x :- HR v x

1L» 1L:
K2

H RX e==á HRX

donde: H: hormona
R: receptor
X: componente adicional de la membrana
K1, K2, H y L: constantes de reacción de las reaccio
nes indicadas.

De acuerdo a este modelo, luego de la unión de un agonista
a su receptor para formar el complejo binario HR, se produce
un segundo paso en que dicho comple)o se combina con un componen
te adicional de la membranadesignado en el esquema con X.

En consecuencia, se forma un compleyo terciario HRXque
seria la forma activa del receptor para inducir los efectos
biológicos conocidos.

Según este mismo modelo, también podria formarse el compleJo
RX, aún en ausencia de la hormona o el agonista. con una constan
te de asociación H.

En base a lo enunciado. la actividad intrínseca del agonista
se correlaciona con la constante de afinidad L ya que a mayor
valor de este parámetro será mayor la actividad intrínseca de
la droga y, por lo tanto, mayor la capacidad de estabilizar
el complejo ternario HRX.

Sin embargo, faltaba aún identificar el componente X de
la membrana. Se postuló que dicho componente era una subunidad
de la adenilato ciclasa, el denominadocomponenteregulatorio
G, molécula que posee la capacidad de unir guanil-nucleótidos
(191).
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3.2. RECEPTORES BETA ADRENERGICOS Y ACTIVACION DE LA ADENILATO

CICLASA.

El sistema adenilato ciclasa, que es regulado por la acción
de hormonas, esta compuesto por tres componentes bien diferencia
dos, cono son: receptor, amplificador y la subunidad catalitica
de la adenilato ciclasa.

El primer paso de la activación enzimática es la interacción
de hormonas o drogas con el receptor fi-adrenergico, y de esta
forma al interactuar con proteinas que ligan guanil-nucleótidos,
inician la secuencia de reacciones que activan la adenilato
ciclasa.

Existen dos clases de proteinas que unen guanil-nucleótidos
(GTP), denominadas Ga y Gi, que son heterodineros compuestos
por las subunidades a5, B, 1 y a1, B, 1 respectivamente. Ambas
proteinas poseen actividad GTPasa, cuya función es estimulada
por la presencia de hornonas, y es por medio de la cual se produ
ce la activación de la enzima, en el caso de la subunidad Ga,
o la inhibición si la interacción se produce con la subunidad
01 (192). En cada uno de estos casos, el GTPse une o bien a
as, cuyo PHes de 42.000, produciendo la activaCión de la enzina.
o bien a al, con un PHde 39.000, que lleva a la inhibición
de la actividad de la adenilato ciclasa. A su vez, Gaa y Gia
son proteinas sobre las que actúa la toxina del cólera y la
tonina pertusis, respectivamente, catalizando la ADP-ribosila
ción. dependiente de NAD’, y produciendo la inhibición de la
actividad GTPasa, en Gac y Gia. Al parecer, la ADP-ribosilación
de la unidad Gia, la convierte en una subunidad no funcional. Con
respecto a las subunidades fi y 7, cuyos PH son 35.000 y 8.000
respectivamente, no son capaces de unir GTP(193). La subunidad
fi se halla en una proporción 10 veces mayor que GS“ formando
parte predominantemente del COIplGJOcon 61 (194). Sin embargo
los estudios de la cinética y amplificación de la señal hormonal
a nivel molecular no estan totalmente concluidos.

En 1978, Tolkowsky y Levitzky (195) introdujeron el modelo
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de "acoplamiento-colisión“, el cual predice que la velocidad
de activación sigue una cinética de primer orden, y la velocidad
de activación de la adenilato ciclasa es directamente proporcio
nal a la concentración de receptores existente. El modelodescri
be en forma satisfactoria la activación de la adenilato ciclasa
en las membranasde eritrocitos de pavo, a través de la interac
ción con receptores B-adrenergicos.

Sin embargo, este modelo implica que los receptores actúan
cataliticamente. activando mas del correspondiente equivalente
molar respecto a las proteinas que unen GTP.

Los estudios basados en la unión de ligandos a los recepto
res B-adrenérgicos, sugieren que para facilitar la activación
de la adenilato ciclasa y regular las interacciones hormona-re
ceptor por guanil-nucleótidos (GTP), es un requisito primario
que se forme un complejo receptor-hormona de alta afinidad,
y que luego se disocie lentamente (196).

La unión del receptor al agonista adrenergico, forma un
complejo transiente con la proteina que une GTP, que ya posee
ocupado ese sitio por GTP, y hace que se forme un estado activa
do, 0;} El intercambio GDP-GTP, promueve la liberación de Ga;
del receptor, como asi también de las subunidades B y 7 (197).

De este modo, 6;; interactúa con la subunidad catalitica
de la adenilato ciclasa, C, para formar un complejo activo G'C.
Asimismo, la función GTPaaa, que es activada por hormonas, es
responsable de que el estado activo G; deje de ser tal, para
formar un estado inactivo con GDPal liberar P1.

Este es un ciclo que se repite consecutivamente, al formarse
un nuevo estado activo de G; con GTPpor intercambio GDP-GTP,
proceso que es hormona-dependiente (198).

Los receptores R y las subunidades G, se hallan en un equi
librio de asociación y disociación; sin embargo, aún no ha sido
demostrado cuáles son las bases moleculares que rigen la interac
ción de las subunidades Gs y C, aunque por medio de evidenCiaa
cinéticas y bioquímicas, se sugirió que las subunidades Ga y
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C permanecen asociadas a través de todo el ciclo de activación
(198).

Asimismo, Schran y Selinger (197) siguieron indirectamente
la activación de GSmidiendo la actividad de la adenilato ciclasa
cuando se incorpora Ggq purificada en células de linfoma 549
cyc-, que no poseen GS“ funcional.

Actualmente, al disponer de proteina G y de receptores
B-adrenérgicos (177), es posible seguir la interacción entre
ambos, con el fin de estudiarlo en vesículas lipidicas reconsti
tuidas. La interacción R-Gs puede ser medida directamente a
traves de:
a) la actividad GTPasa, la que a su vez es activada por el com

plejo hormona-receptor;
b) por la unión de guanil nucleótidos comoel 5'—guanilil inido

difosfato Gpp(NH)p,un análogo no hidrolizable del GTP;
c) la activación de la adenilato ciclasa (199):

Ademas, se demostró que para revertir la activación que
produce Gpp(NH>psobre Gac a un estado de actividad basal medido
en presenCia de GTP fue necesario la adición de subunidades
fi y 1. En consecuencia. es necesario que se produzcan interaccio
nes en la subunidad 03a,fi,1 para el intercambio de guanil-nucleó
tidos, y de este modo,a través de las reacciones de asociación
disociación del complejo G, se realice el control de la actividad
de la adenilato ciclasa.

3.3. REGULACION DEL SISTEMA ADENILATO CICLASA.

La activación del sistena adenilato ciclasa involucra la
disociación de los heterodineros de GS, la cual es promovida
por la acción de hormonas, drogas y Hg’z.

Durante el intercambio GDP-GTP,las subunidades B y 1 son
liberadas del complejo R'.G.GDP, para asociarse con la subunidad
inhibitoria Gia y regular, a su vez, la velocidad de liberación
de Gia (200).

Sin embargo. cuando se reconstituyó el sistema adenilato
ciclasa en membranas plaquetarias, se observó que la subunidad
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Gia inhibió la actividad de la adenilato ciclasa, en presencia
de GTP-v-S, en forma sólo discreta, de alli que se postuló que
la subunidad Gia sólo produce inhibición en forma indirecta
(201). Por lo tanto. la activación de Gi por disociaCión del
complejo Gi,a,a,q, podria liberar las subunidades 61.5.1. las
cuales harian que se atenúe la liberación de Osa activo del
complejo Gs,a,fi,1 de acuedo a la ley de acción de masas.

De este nodo. la activación de G1 a traves de los receptores
az-adrenérgicos, conduciria a la inhibición de la adenilato
ciclasa por dos caminos diferentes:
a) la inhibición directa, a través del complejo GÏ-GTP:
b) la inhibición indirecta, por medio de las subunidades B y

1 liberadas del complejo Gi,q,n,7, luego de la unión del
GTP.

Las subunidades B y 1 interfieren con la activación de
GS, al formar el compleJo inactivo Gs'a'fipf. Sin embargo fueron
obtenidos resultados que se oponen a este últino mecanisno.
utilizando hormonasinhibitorias, las cuales inhibieron la acti
vidad de adenilato ciclasa, pero en un sistema deficiente en
65,“, tal comoel sistema cyc- (201). Asimismo, también se postu
ló que son las subunidades B y 1 las responsables de hacer que
finalice la activación de la adenilato ciclasa en el ciclo des
cripto (192).

En la figura 2. se nuestra un modelo que postula el nodo
de regular la activación de la adenilato Ciclasa, asumiendo
que los comple30s 65,“,n,1 y 61,“,n,1 liberan 03a o Gia, luego
de producirse la unión de los guanilnucleótidos o análogos,
y Hg’z. Ambos, a su vez. son nodulados por sustancias no hormona
les como [A1F4J‘. aunque no se conoce su significado fisiológico.

3.4. DESENSIBILIZACION Y MODIFICACION DE RECEPTORES.

El fenómeno de desensibilizacián de los adrenoreceptores
fi. involucra la disminución progresiva de la respuesta del siste
na adenilato ciclasa a una estinulación adrenergica, luego de
la exposición de la hormonao drogas al receptor (202).
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Fig. 2. Modelo de regulación de la adenilato ciclaaa e través
de hormonas activadoros (Hs) o inhibidores (Hi) de acuer
do o Hildebrant y col. (193).
R: receptor
(i): inhibitorio (a): eatinulatorio c: subunidadcatolitico
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Según los casos, la desensibilización es altamente especifi
ca respecto de una dada hormona, y la respuesta de la adenilato
Ciclasa no es afectada en presencia de otras hormonas o activado
res no hormonales. Este caso de desensibilización se denomina
homóloga.

Por otro lado, la exposición de determinadas celulas a
una hormone, puede hacerles refractarias a una nueva estimulación
con otra clase de hormonasy neurotransmisores que interactúan
con la adeniloto ciclasa, siendo este caso, el de desensibiliza
ción heteróloga (203).

Sin embargo no se conocen las bases moleculares por las
cuales transcurren estos fenómenosregulatorios, aunque reciente
mente se demostró que se producen cambios estructurales en los
receptores B-adrenergicos.

La desensibilización homóloga, involucra el desacoplamiento
rápido entre el receptor y la subunidad G de la adenilato cicla
sa, luego de la exposición a los agonistas. Por lo tanto. no
se observan cambios en el número de receptores de la membrana
plasmática (204). Sin embargo, en algunas celulas comolos eri
trocitos de rana al desacoplarse los receptores, ellos son remo
Vidos de la superficie celular. Estos receptores son recuperados
intactos en las vesículas que se internalizan, en las cuales
ya no se encuentran asociados con la adenilato Ciclasa (204).

Al ser removidos los agonistas, se reVierte el estado de
desensibilización, y los receptores reaparecen sobre la superfi
Cie celular, restaurando su funcionamiento normal.

Aunque el primer paso en el proceso de desensibilización
no requiere necesariamente que se produzca la movilidad lateral
de los receptores en la membranaplasmática, los pasos subsi
guientes pueden involucrar la redistribución. donde los recepto
res adquieran una nueva propiedad que los prepare para su poste
rior transporte.

Sin embargo, se demostró en el caso de la desensibilizaCión
heteróloga de eritrocitos de pavo, que los receptores no eran
removidos y permanecen en la membrana plasmática (205).
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Por otra parte, en experimentos realizados con análogos
del ANP cíclico. se demostró que la incubación en presencia
del nuceótido cíclico mimetiza la desensibilización de los recep
tores (206). En consecuencia, el ANPcíclico puede estar involu
crado en el proceso de desensibilización, al promoverla fosfori
lación de los adrenoreceptores beta. Este mecanismose demostró
a partir de eritrocitos de pavo, los que al ser incubados con
[32P13-ATP. se aislaron polipéptidos correspondientes a recepto
res fi-adrenérgicos, luego de ser desensibilizados en presencia
de isoproterenol (207). En estos experimentos se determinó que
los polipéptidos mencionados contenían mayor número de grupos
fosfato unidos covalentemente a residuos serina y treonina.
respecto a aquellos provenientes de_células control, no desensi
bilizados (208).

La desensibilización, ademas de producir la íosíorilación
de los receptores B-adrenergicos, reduce la capacidad de activar
la adenilato ciclasa hasta un 50%, respecto de la actividad
control (209).

Los mecanismos propuestos para explicar el fenómeno de
desensibilización son:
a) la internalización de los receptores comoconsecuencia de

su exposición a distintos agonistas (210):
b) disminución de la respuesta de la adenilato ciclasa, debido

a factores distales a los receptores. Por ejemplo, la presen
cia de un inhibidor soluble de la adenilato ciclasa, el cual
se acumula intracelularmente (211):

c) un cambio en las funciones de acoplamiento entre el receptor
y la adenilato ciclasa (212):

d V activación de la proteina inhibitoria que une GTP,via activa
ción del adrenoreceptor bata (213):

e) internalización y procesamiento de los sitios de unión (214):
f) alteración en la metilación de fosfolipidos de la membrana

(215);
g) regulación por hormonasde la sintesis y degradación de recep

tores, probablementea traves del control de la transcripción
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de los genes que codifican los adrenoreceptores beta (216):
h) fosforilación de los receptores a traves de mecanismosmedia

dos o no por AMPcíclico (217).

3.5. MODODE ACCION DEL ANP CICLICO.

Como ya ha sido mencionado, existe un número de hormonas
o de neurotransmisores capaces de modular la contractilidad
muscular. Por ejemplo, los agonistas fi-adrenérgicos comoepine
frina. incrementan la fuerza de contracción cardiaca, que corres
ponde al efecto inotrópico positivo: y la frecuencia de latidos,
que corresponde al efecto cronotrópico positivo (218). Ambos
efectos pueden ser suprimidos por antagonistas B-adrenérgicos,
tales como propranolol el cual es ampliamente usado en terapia
para este propósito.

En respuesta a la estimulación de la adenilato ciclasa.
enzima que se sitúa en la membranaplasmática, por acción de
efectores tales comolos agonistas fi-adrenérgicos o las prosta
glandinas, es generado intracelularmente el producto enzimático,
o sea AMPcíclico, el cual eJerce su efecto más importante al
unirse a la protein-quinasa dependiente de AMPcíclico (219).

3.5.1. Protein-guinasa dependiente de AMPcíclico.

Cuando hormonas hidrofilicas como adrenalina o glucagon
se ponen en contacto con su correspondiente receptor ubicado
en la superficie celular, activan la adenilato ciclasa, catali
zando la formación de AMPcíclico dentro de la celula.

La acción que ejerce la presencia del nucleótido cíclico
intracelularmente esta mediada por la activaCión de la protein
quinasa, la cual es capaz de catalizar la transferencia de grupos
1-fosfato de ATPa grupos'hidroxilos de serina. treonina o tiro
sina (220).

Existen dos isoenZimas de la protein-quinasa dependiente
de AMPcíclico. denominadas tipo I y tipo II. Ambasson proteinas
tetraméricas, las que al ser activadas por AHPcíclico producen
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la disociación de la holoenzima inactiva en la subunidad regula
toria dimérica (R2) que une AMPcíclico y dos subunidades catali
ticas (C) monomericas (221).

Las subunidades cataliticas de ambas isoenzimas son muy
similares, pero las subunidades regulatorias difieren, en espe
cial con respecto al comportamiento frente al ATP(222).

En ese sentido, las subunidades catalíticas en presencia
de ATP, transfieren un residuo íosíorilo del nucleótido a cada
subunidad regulatoria del tipo II, monomórica,en una reacción
que es intramolecular.

La subunidad regulatorio tipo I, en contraposición, no
es autofosforilada, sin embargouna ATPcon una afinidad particu
lamente elevada de alrededor de 50 nH. Esta diferencia se debe
a que el residuo serina de la subunidad regulatoria tipo II
que es autoíosíorilado, en la subunidad tipo I es reemplazado
por otro aminoócido, la alanina (223).

La activación de ambos tipos de protein-quinasas. puede
ser descripto mediante la siguiente ecuación (224. 225):

R202 r 4 ANP cíclico <——— R2(AHP ciclico)4 r 2 C

La afinidad que posee la protein-quinasa por el AMPcíclico,
depende de las concentraciones de la enzima y de NaCl. Asimismo,
bajo condiciones fisiológicas, donde la concentración de la
protein-quinasa es de 0,2 a 0,7 pH, la constante de disociación
del AHP ciclico es de aproximadamente 10‘s! (226) y la afinidad
entre la subunidad regulatoria y la subunidad catalitica se
encuentra entre 0.2 y 0,6 nH.

Cuando el ANP cíclico se une a la subunidad regulatoria,
la afinidad entre ambas subunidades disminuye en un factor de
diez. produciéndose en consecuencia su disociación (227).

La activación de la protein-quinasa, que se produce en
condiciones fisiológicas, responde al modelode cooperatividad
positiva, encontrándose relacionado en forma lineal con la unión
del AMPcíclico a la enzima. con un coeficiente de Hill de 1,6
1,8 (223).
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Por otra parte, se demostró que el AMPcíclico activa a
la protein-quinasa, formandoun complejo ternerio intermediario
entre el nucleótido y la holoenzima por un lado, y la disociación
de ambas subunidades. regulatoria y catalitica, en el estado
final.

En el caso de la isoenzima tipo II, la subunidad catalitica
es capaz de fosforilar el compleJo formado por la subunidad
regulatoria y el AMPcíclico. Para que ocurra an la forma des
cripta, es esencial la reactividad del grupo tiol que se encuen
tra en la subunidad catalitica, en cisteina-199, el cual está
modulado por la subunidad regulatoria de tipo II en presenCia
de AMP cíclico en concentración de 0,5 mH, demostrando de esta
forme que existe interacción entre ambas subunidades (229).

Ademas , se demostró que la presenCis de la subunidad cata
litica estimula la velocidad de disociación del [3HJ-AHPcíclico
de la subunidad regulatorio (230).

Por último, para que se produzca la disociación completa
de las subunidades, deben estar ocupados los cuatro sitios de
unión del AMPciclico en la subunidad regulatoria.

4. RECONOCIMIENTO DE LIGANDOS POR LOS RECEPTORES.

De acuerdo al concepto de mensaJero extracelular y de cómo
son reconocidos por moléculas internas o localizadas en la mem
brana celular con el fin de transformar la unión de un ligando
en una determinada activación celular, fueron obteniéndose suce
sivamente mayores conocimientos acerca de la estructura y función
da los receptores.

Por definición. los receptores que son moléculas proteicas
y compuestas por varios dominios, contienen al menos un sitio
de unión especifico para un determinado ligando. De esta forms,
los receptores interactúan con uno o con gran variedad de siste
nas efectores para los cuales deben poseer los sitios de reconoci
miento correspondientes.
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La información para que se lleve a cabo la activación.
se encuentra totalmente contenida en el receptor, sobre el que
actúan los ligandos o anticuerpos especificos anti-receptores,
siendo los disparadores de los efectos que son mediados precisa
mente por los receptores. Este paso se inicia frecuentemente
con cambios en la coniornaCión del receptor, microagregaCión.
redistribución, internalización o modificación química (231).

En un principio. el uso de compuestossintéticos radiactivos
con el fin de demostrar la existencia de sitios de unión en
cada receptor, generó muchas discusiones con respecto a las
propiedades de union de los agonistas y antagonistas, los efectos
eJercidos por el medio en que se encuentran. como asi también
los distintos tipos de receptores en una mismao diferentes
clases de celulas.

Sin embargo. en muchos casos se llegó a un acuerdo, por
egemplo en la existencia de a1, a2, ñ; y fig-adrenoreceptoras,
receptores a histamina H1 y H2, receptores opiáceos u. ó. K
y o.

A la formaCión del complejo ligando-receptor sigue una
respuesta específica tal como la regulación de la actividad
enzimática a través de la formación de segundos mensaJeros como
AMP cíclico y GMPcíclico, que abren o cierran canales iónicos
en la membrana,ya sea por netilación, fosíorilaCión o incremen
tando la síntesis de DNA(232).

Los estudios realizados hasta el presente confirman la
hipótesis que los receptores y los sistemas efectores y transduc
tores pueden compartir “regiones constantes" comolos anticuer
pos, los cuales son responsables de las internalizaCJones entre
diferentes componentes: y “regiones variables", cada una de
las cuales contiene un sitio de unión especifico para un determi
nado ligando (233). Por e3enplo. los receptores del factor epi
dermico de crecimiento (FEC)y de insulina, presentan actividad
de quinasas. El receptor del FECactúa sobre proteinas "blanco".
las que incluyen a su propio receptor, transfiriendo grupos
fosfato a residuos tirosina. En forma semeJante. el receptor
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de insulina es autofosforilado en un residuo tirosina de la
subunidad B luego de la exposición a insulina o anticuerpos
anti-receptores de insulina. Sin embargo,en la célula intacta
es más frecuente la fosforilación en el residuo serina que en
el de tirosina (234).

4.1. RECEPTORES INVOLUCRADOS EN ENFERMEDADES AUTOINHUNES.

Se han descripo una diversidad de condiciones patológicas
en las cuales los receptores especificos se encuentran inactivos
o severamente disminuidos, o bien ausentes: comopor ejemplo
en los tejidos de los pacientes con miastenia grave (235.236)
y una forma de diabetes que es resistente a la insulina (237).

Estos casos mencionados son debidos a reaCCiones autoinmunes
en las cuales los auto-anticuerpos se unen a los receptores
y probablemente inducen su internalización y destruCCión.

En forma semeJante, anticuerpos dirigidos contra la hormona
tirotrofina (TSH)pueden bloquear la unión del ligando al recep
tor y estimular la adenilato ciclasa y de este modo, provocar
los sintomas de hipertiroidismo que se observan en la enfermedad
de Graves (238).

Todos estos e)emplos estimularon a proseguir el estudio
de otras enfermedades en las cuales podría estar alterada la
función del receptor (239). En la actualidad han surgido muchos
estudios de aplicación practica en el campode los receptores.
Por ejemplo. se conocen perfectamente que el 50-65% de mujeres
con tumores de mamateniendo receptores a estrógenos. responderán
a una terapia endócrina, mientras que la probabilidad de respues
ta en muyeres sin los mencionados receptores es a lo sumo del
10% (240). Ello se debe a que las células cancerosas son recono
cidas como "blanco" en virtud de los receptores que posee. Como
productos finales de la acción de los estrógenos, los receptores
de progesterona parecen indicar an una forma mas eficiente la
evolución de la terapia hormonal, ya que la correlación entre
la presencia de receptores de progesterona en las celulas tumora
les y los efectos de estrógenos, esta cerca del 80%(240).
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4.2. ESTUDIO INMUNOLOGICO DE LOS RECEPTORES.

Con el fin de estudiar las enfermedades asociadas con reac
ciones autoinmunes por la presencia de anticuerpos anti-recepto
res, muchos investigadores se abocaron a la labor de obtener
anticuerpos anti-receptor por inmunizacióndirecta.

Mientras que los anticuerpos policlonaies convencionales
no son empleados por lo general en este tipo de estudios, la
tecnologia de fusión celular aplicada con células linfoideas
permitió la producción de anticuerpos monoclonales monoespecifi
cos (241). Es asi comoestos reactivos resultaron de gran interés
para el análisis de la estructura y función de los receptores.
Por eyemplo, cientos de anticuerpos monoclonales dirigidos contra
receptores nicotinicos de acetilcolina fueron empleadospara
evidenciar las distintas subunidades en la superíiCie celular
(242). Estudios realizados en otros sistemas con anticuerpos
monoclonalesdirigidos contra receptores muscarinicos a acetilco
lina, demostraron entre otras respuestas, que inducen contraccio
nes en el útero y que se comportan como agonistas, de modo que
se pueden bloquear sus efectos con un antagonista potente cono
la atropina.

Los anticuerpos anti-idiotipicos dirigidos contra el sitio
de unión del anticuerpo anti-hormona, pueden reaccionar con
el receptor hormonal ya sea por reacción cruzada entre las dos
macromoleculas que reconocen el mismo ligando o mimetizando
al ligando, por ser anti-anticuerpo (243). En el primer caso,
los anticuerpos anti-idiotipicos podrian reconocer determinantes
antigenicos similares sobre los sitios de unión de anticuerpos
anti-hormona y del receptor. En el segundo caso, los anticuerpos
en realidad podrian actuar comouna estructura hormonal reconoci
da por el anticuerpo anti-ligando o por el receptor.

De este modo, los anticuerpos anti-idiotipicos pueden unirse
a receptores de insulina, tirotroíina, acetilcolina o B-adranér
gicos, y de esta íorna desplazar los ligandos correspondientes.

Por otra parte, la especificidad de la interacción entre
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el receptor y el anticuerpo queda confirmada por la activación
de la adenilato ciclasa, sensible a las catecolaminas, por medio
de la acción de los anti-idiotipos. Comoejemplo puede citarse
el reconocimiento del receptor de acetilcolina por parte de
un anti-idiotipo, causando en consecuencia los sintomas de mias
tenia grave (244).

Los estudios actuales sobre enfermedades autoinmunes se
enfocan hacia la relación existente entre los receptores de
los neurotransmisores u hormonas, receptores antigenicos de
linfocitos T y los antígenos de histocompatibilidad. En este
aspecto, las evidencias innunoquinicas indican que el responsable
de la especificidad antigénica de las células T es un único
receptor de doble cadena, y es A ‘ L r c-hle de la restric
ción genetica en el reconocimiento linfocitario y de la reacción
cruzada con aloantigenos del complejo mayor de histocompat1bili
dad (245).

4.3. ANTICUERPOS DIRIGIDOS CONTRA RECEPTORES B-ADRENERGICOS.

Los trabajos iniciales llevados a cabo con la finalidad
de obtener anticuerpos dirigidos contra el receptor B-adrenérgi
co, fueron realizados por Caron y col. (246) quienes inyectaban
receptores B-adrenérgicos en conejos, que provenían de glóbulos
roaos de rana y que habian sido purificados por cromatografía
de afinidad.

Asimismo, Strader y col. (247) obtuvieron receptores 32
adrenergicos de glóbulos rojos de rana, siendo purificados poste
riormente por cromatografía de afinidad y HPLC(cromatografía
liquida de alta presión). Los receptores obtenidos se inocularon
en cone30s, obteniendo de esta forma anticuerpos anti-receptor
32-adrenérgico, los cuales daban reacción cruzada con receptores
B2 de distintos origenes, pero no con receptores 61-adrenérgicos.
Sin embargo, estos anticuerpos no fueron capaces de bloquear
la unión de un radioligando al receptor B-adrenérgico.

Por otra parte Urenn y Haber (248) obtuvieron anticuerpos
dirigidos contra el receptor fi-adrenérgico cardiaco de perro,
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purificando los receptores fi-adrenergicos por cromatografía
de afinidad. Los resultados obtenidos indicaron que dichos anti
cuerpos eran capaces de inhibir la unión del (—)-propranolol
a las membranascardiacas intactas comoasi tambien de estimular
la adenilato ciclasa, sensible a las catecolaminas.

Otros anticuerpos anti-receptor B-adrenergico, fueron obte
nidos mediante la inmunización de ratones con los receptores
mencionados, los que habian sido previamente purificados a partir
de glóbulos rojos de pavo por cromatografía de afinidad (249). De
esta forma se obtuvieron anticuerpos policlonales capaces de
hemaglutinar glóbulos rojos con receptores B-adrenergicos, como
los de pavo o de pato: pero no con glóbulos royos carentes de
dichos receptores, como los de humanos o de conejo. Asimismo,
con técnicas de marcación por inmunofluorescencia podian marcarse
los receptores fil- y 62-adrenergicos al unirse el anticuerpo
especifico. Estos anticuerpos poseían la capacidad de estimular
la adenilato ciclasa en forma directamente proporcional a su
concentración.

Por técnicas similares de inmunización, fueron obtenidos
anticuerpos anti-idiotipicos, los cuales estaban dirigidos contra
el sitio de reconocimiento antigénico o idiotipo del anticuerpo
anti-alprenolol (250), el cual a su vez fue obtenido por inmuni
zacionas con conejos genéticamente idénticos por medio de alpre
nolol congugado con seroalbúmina bovina. Los anticuerpos anti
idiotipicos que se obtuvieron al inocular en cone3os. los anti
cuerpos anti-alprenolol, eran capaces de bloquear la unión del
alprenolol al receptor B-adrenergico.

En forma semeJante y de acuerdo a las condiCiones experimen
tales empleadas para la obtención de inmunógenos, se hallaron
anticuerpos anti-idiotipicos con dos comportamientos: o sea,
aquellos que inhibian la unión especifica del (—)-[3HJ-DHAa
las membranas purificadas en forma no competitiva, y que en
consecuencia no modificaban la constante de disoc1aCión (kg)
del radioligando por su receptor: pero si disminuian el número
máximo de sitios de unión (Bmgx). Otros estudios. llevados a
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cabo por Homcyy col. (243) indicaron que los anticuerpos anti
idiotipicos podian comportarse comoinhibidores no competitivos
de la unión del radioligando, y en consecuencia aumentar el
valor de ko, sin modificar el Bm¿x.

Otras de las diferencias entre los dos comportaMientos
citados, es con respecto a los efectos del anticuerpo anti-idio
tipico sobre la actividad de la adenilato ciclasa, ya que el
anticuerpo que se comportaba comoinhibidor no competitivo era
ademas capaz de estimular los valores basales de la actiVidad
de la adenilato ciclasa, ademasde ejercer un efecto sinérgico
en la acción estimulante que la epinefrina ejerce sobre la acti
Vidad de la enzima mencionada. Con respecto al anticuerpo anti
idiotipico que actuaba comoinhibidor competitivo, no se observó
estimulación de la actividad de la adenilato ciclasa. sino que
se produjo una disminución en su actividad enzimática (243).

Otros ejemplos se abocaron al empleo de anticuerpos anti-re
ceptor 61 y 62-adrenergicos para obtener los correspondientes
receptores cuando se purificó por inmunoafinidad (251).

A partir de sueros de pacientes con enfermedades alérgicas
respiratorias, se obtuvieron anticuerpos anti-receptor 62 (241)
los que fueron inmovilizados en columnas de Sepharosa 4B. Al
pasar por las columnas, las preparaciones pulmonares de mamíferos
permitian obtener un pico de 59.000 daltons, valor que coincidía
con los anteriores (241). Sin embargo, por técnicas que producen
inactivación por irradiación, fue obtenido un PHde alrededor
de 109.000 daltons (252), en consecuencia se pensó que el recep
tor Bz-adrenergico de mamífero se presenta como un dinero, donde
cada una de sus subunidades posee un sitio de unión para hormo
nas.

Los receptores B1-adrenérgicos fueron purificados a través
del empleo de anticuerpos monoclonales (148) dirigidos contra
un solo determinante antigénico del receptor, dando un PHde
alrededor de 65.000 daltons, en concordanCia con otros autores
(253), indicando que se presenta como un monómerocon un sitio
de unión.
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Por otra parte, fueron descriptos anticuerpos dirigidos
contra receptores B-adrenergicos en diversos estados patológicos:
por ejemplo, en el asma bronquial que es una enfermedad muy
relacionada con las funciones de los receptores farmacológicos.
El mecanismo actuante en esta enfermedad. seria un desbalance
en la función del sistema nervioso autónomo. caracterizado por
una hiporespuesta B-adrenérgica, y una sensibilidad a-adrenergica
y colinérgica aumentada, demostrada a través del estudio de
receptores B-adrenergicos de pulmón (239) y de los leucocitos
circulantes (254) en la mismaenfermedad. La hiporespuesta B-adre
nergica se relaciona con una disminución en el numero de recepto
res B-adrenérgicos, y la mayorsensibilidad a-adrenergica corres
ponderia al aumento en el númerode este tipo de receptores.

Asimismo se comprobóla existencia de anticuerpos dirigidos
contra receptores 62-adrenérgicos en el suero de pacientes con
enfermedades respiratorias alérgicas (255). En estos sueros,
el titulo de anticuerpos determinado por ensayos de inmunopreci
pitación daba reacción cruzada con receptores 62-adrenergicos
de distintas especies y tejidos, comopulmónde ternero y de
perro, demostrando que el anticuerpo inhibe la unión del [1251)
HBP a las membranas purificadas de los tejidos mencionados,
pero no en el caso de receptores ñ-adrenergicos cardiacos (256).

Por otra parte. la incubación de las membranas de pulmón
y placenta con sucesivas diluciones de suero, disminuyó la unión
especiíica del [lzsIJ-HBP a los receptores B-adrenergicos (256),
en forma concentración-dependiente con respecto a los sueros
controles. Cuando los sueros eran tratados previamente con un
antisuero dirigido contra la IgG humana, disminuyó la capacidad
sérica de inhibir la unión del [lzsIJ-HBP, indicando que al
bloqueo B-adrenergico era causado por un auto-anticuerpo, lo
que conduciria al desbalance entre la ralaJación dal músculo
liso del tracto respiratorio. inducido por los receptores B
adrenergicos, y la influencia en sentido opuesto de otros media
dores. comolos agonistas a-adrenergicos.

Los estudios en este campo también incluyen la obtención
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de anticuerpos dirigidos contra antígenos propios comoson los
antígenos de histocompatibilidad. Los sueros murinos aloinmunes
observados, fueron capaces de modificar los parametros contracti
les del teyido auricular aislado de ratón latiendo espontáneamen
te en un medio de Krebs-Ringer-Bicarbonato. incrementando la
tensión y la frecuencia de contracción.

El incremento de los parametros mencionados, se hallaba
correlacionado con el titulo citotóxico del aloantisuero, pero
se podia abolir si dicho suero se absorbie con extractos parcial
mente purificados de aloantigenos. La fracción de suero que
eaercia el efecto biológico observado, fue la IgG, ya que fue
capaz de reproducir los efectos del suero aloinmune.

La especificidad inmunológica de este fenómeno demostró
que, tanto la inducción comola expresión eran especificos para
los productos del complejo mayor de histocompatibilidad (CHH)
murino o H-2, debido a que sólo las inmunizaciones entre animales
que diferian en el H-2 dieron sueros activos, los que ejercían
efectos inotrópicos y cronotrópicos positivos sobre auriculas
de animales con igual H-2 que el de la cepa inmunizante. Mediante
el empleo de sueros monoespeciíicos dirigidos contra determinados
productos del CHHmurino, se comprobó que los antígenos involu
crados en el reconocimiento auricular son los antígenos de clase
I.

El estudio farmacológico, por otra parte, indicó que al
fenómeno observado estaba mediado por receptores B-adrenergicos,
debido a que se lo impedia con bloqueantes de dichos receptores,
especificamente con antagonistas 61-adrenergicos, en el caso
de taJido auricular (257).

La IgG aloinmune, además fue capaz de inhibir en forma
competitiva la unión de un ligando B-adrenergico especifico
como es el (-)—[3Hl-DHA,a las membranas murinas cardiacas puri
ficadas, aumentando el valor de la constante de disociación
en la unión del radioligando a su receptor, sin modificar el
número maximo de sitios de unión (258). Ademasse observó la
unión del anticuerpo a la musculatura cardiaca mediante estudios
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de inmunofluorescencia indirecta, siendo impedida dicha unión
en forma concentración-dependiente, por bloqueantes fi-adrenérgi
cos (259).

5. Nñ’rK‘-ATPasa: SU ROL EN LA FUNCION PFIUIAR.

La contracción en el músculo cardiaco es un proceso muy
complejo y que involucra diversos pasos. siendo el primero de
ellos la excitación de la membranacelular, fenómenoelectrico
que se caracteriza por una rapida despolarización, seguido de
una repolarización gradual.

Las bases fisico-químicas que hacen posible que se produzca
la contracción cardiaca son, iniCialmente un influjo rápido
de Na', seguido por un influjo adicional, que es mas lento pero
mayor. AsiMismo, durante la fase en que se alcanza el "plateau"
o meseta del potencial de acción se produce un influJO considera
ble de Ca’z. Por ultimo, la repolarizaCión o sea la fase donde
se restablece el potencial de acción, ocurre comoresultado
de un eflu7o de K’. Comoconsecuencia de todos esos pasos, se
produce un incremento en la concentración intracelular de Ca’2
libre (260).

Al combinarse el Ca’2 libre con una de las proteinas modula
doras cardiacas, como troponina C, se altera la conformación
del conple)o troponina, y en consecuenCia se produce la contrac
ción (261). El Ccïa’2 libre es removido haCia el sarcoplasma por
una bomba de calcio, la cual se encuentra en el reticulo sarco
plasmatico y en el sarcolema (262).

Los iones Na’ entran a 1a celula y los iones K’, que la
abandonan durante la-excitación de la membranacelular. retornan
a su espacio inicial a través de un mecanismode intercambio
Na’-K’ activo, el cual esta mediado por la actiVidad de la enzima
Na”K’-ATPasa (263). Algunos de los pasos enumerados pueden
verse alterados y en consecuencia producir un incremento en
la fuerza de contracción. Es por esta razón que durante muchos
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años fue estudiado comoprototipo de drogas inotrópicas positi
vas, los efectos de los glicósidos cardiacos tales comoouabaina
(264).

5.1. FUNCIONAMIENTO“IN VIVO" DE LA Na'+K’-ATPasa.

En los mamíferos las celulas cardiacas poseen baja concen
traCión de Na’ intracelular y alta de K’, comparadas con las
correspondientes concentraciones en el compartimentoextracelu
lar. Aunque los gradientes de concentración existentes se deban
en parte a la impermeabilidad relativa del sarcolema a los co
rrespondientes iones, podria sin embargoestablecerse un equili
brio entre el medio intra y extracelular, si no existiera un
mecanismoactivo de intercambio Na’-K’ dentro del sarcolema.

Los estudios realizados con axón gigante de calamar, con
células rojas fantasmas y con otras preparaciones, han demostrado
que la expulsión activa de Na’ acoplada con el influJo activo
de K’. ambos en contra de gradientes quimicos, son llevados
a cabo a expensas de ATP, el cual a su vez es hidrolizado a
ADP (265).

Al ser fragmentada la membranacelular, el sistema denomina
do bombade sodio, puede identificarse con una ATPasa (ATP-fosfa
hidrolasa), la cual se activa por la presencia simultanea de
Na’ y K’, Juntamente con el requerimiento de Hg’2 como coíactor.
Bonting y col. (266) demostraron que la Na’vK’-ATPasa se encuen
tra en todos los teyidos de animales en los cuales exista un
gradiente de Na’ a través de la membrana.

En consecuencia, los movimientos de Na’ y K’ a traves de
la membrana plasmática en su mayor parte son llevados a cabo
por mecanismos activos que son dependientes de energia. Quien
provee la mayor contribución al mantenimiento del gradiente
de Na’ y de K’ a traves de la membrana celular es la ATPasa
dependiente de Mg’2 y estimulada por Na’ y K’.

El mantenimiento del gradiente de Na' es particularmente
importante ya que inicia la captación de azúcares y aminoác1dos
(267), participa en el control de la permeabilidad voltaje-depen
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diente (268) y en el intercambio de Ca’2 (118).
La regulación de la concentración de Na’, conjuntamente

con la de K’ es Vital para el control del volumen celular, la
proliferación celular (169) y los movimientosiónicos a traves
de la membranapara mantener de esta forma el potencial electrico
a traves de la membrana(270), y para controlar la liberación
de los neurotransmisores (271).

Skou (265) fue quien sentó las bases con respecto a los
requerimientos bioquímicos en el mecanismode transporte activo
para Na‘ y para K'. Entre varias indicaCiones, argumentó que:
1. Es un mecanismo localizado en la membranacelular.
2. Posee una afinidad para Na’ mayor que para K', en el lado

interno de la membrana.
3. Posee una afinidad para K’ mayor que para Na’, en el lado

externo de la membrana.
4. Tiene una enzima que hidroliza ATPy que conVierte energia

metabólica en movimientos de cationes.
S. La velocidad de hidrólisis de ATP depende de [Na’11 y de

[K’]e.
Asimismo, desde un punto de vista fisiológico se observa

que en condiciones de reposo, el transporte de iones mantendría
la actividad en un bajo nivel, el suíiCiente para permitir la
difusión pasiva de los iones en sentido contrario a traves da
la membranaplasmática, y de este modopermitiría obtener distin
tas respuestas frente a los incrementos de [Na’ll y/o [K‘Je,
con el consecuente incremento de la actividad en2imatica.

Los procesos que alteran la cinética enzimática de la Na’*K’
ATPasa, pueden dividirse en dos grupos:
a) aquellos que involucran la interacción directa con la en2ima,

denominados"eventos intrínsecas“;
b) procesos que afectan indirectamente la enzima, comoson los

casos de injuria, stress, eventos endócrinos, etc: denominados
“eventos extrinsecos“, los que requieren varios minutos u
horas para ejercer sus efectos (272).
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5.1.1. Consideraciones operativas de la enzima.

Las propiedades de la Na’+K’-ATPesa permite la transloca
ción de iones especificos a traves de la membranaplasmática.

La enzima muestra lateralidad, o sea que une distintos
ligandos, los que pueden dividirse en aquellos que se "enfocan"
hacia el citosol denominadossitios-i, y aquellos que se encuen
tran en el lado del fluido extracelular denominadossitios-e. La
afinidad de los sitios-i y de los sitios-e para los distintos
ligandos, son notablemente diferentes (273).

Hay tres clases de sitios sobre los lados-e y los lados-i
de la membrana. Ellos son:
1. Sitios ionóforos, son aquellos que producen la translocación

de los iones especificos.
2. Sitios cataliticos. donde se produce la unión de las sustan

cias que van a ser hidrolizadas.
3. Sitios permisivos, que representan aquellos sitios que unen

iones o moléculas que no son alterados por la acción de la
enzima, pero que sin embargo es esencial que seen ocupados
por la actividad enzimática.

Para la actividad de la Na’vK’-ATPasese requiere la unión
de especies apropiadas a los sitios ionóíoros, cataliticos y
permisivos. Las propiedades cinéticas de la enzima se alteran
cuando los mencionados sitios son ocupados por otras especies.

En consecuencia, hay una asimetría definida de la cual
surge la capacidad para que sustratos especificos, activan a
la enzima de forma tal que la energia liberada pueda ser empleada
en el transporte de iones contra un gradiente electroquimico.

5.1.2. Eventos intrinsecos por intggacgióg directa con la
Na’vK'-ATPasa.

En el lado externo de la membrana, donde se ubican los
sitios-e, se hallan cuatro sitios de afinidad hacia distintos
iones, dos de los cuales son con preferencia para K‘ y en menor
grado para iones NHq‘, Li’ o Na‘ (273). El tercer sitio es ocupa
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do por Na’ y el cuarto por compuestos como ouabaina o semeJantes
(274).

Los sitios ocupados por K‘ (e-K’) pueden ser ionóíoros
o regulatorios (275): el sitio ocupado por Na’ es permisivo,
y el de ouabains es inhibitorio, a altas concentraciones. Según
la concentración de Na‘, este es el mayor competidor por los
sitios e-K’: por otra parte, la unión de Na’ en el sitio-i modi
fica la cooperatividad entre los dos sitios e-K‘. De este modo,
en ausencia de Na’, los sitios e-K’ se inhiben uno a otro, mien
tras que al unirse el ión Na’, la unión de K’ en el sitio e-K’
incremente la afinidad del segundo sitio e-K’ (276).

La regulación de la afinidad relativa K*:Na‘, está dada
por una función compleya que depende de las concentraciones
de los cationes involucrados y del ATPintracelular. La unión
de Hg’Q-ATPal sitio i-ATP, disminuye la afinidad relativa de
K’:Na’, sin embargo predomina la unión de K’ (277).

Por otra parte, la unión del nucleótido al sitio i-ATP
esta regulada por si misma y por la cantidad de K’ unido a uno
de los sitios e-K’. De esta forma, la unión de K' a los sitios
e-K’, hace que disminuya la unión del nucleótido al sitio i-ATP
(277). En consecuencia, al producirse un gran incremento en
la concentración de K' extracelular. la actividad enzimática
se vera disminuida por la acción ejercida sobre los nucleótidos
en el sitio-i.

Por ultimo, el sitio de ouabains que está localizado en
el lado externo de 1a membrana,es reconocido como sitio inhibi
torio, aunque no se conoce el mecanismopor el cual se produce
la inhibición. En un principio, este sitio era reconocido sólo
en su rol farmacológico comoreceptor de los glicósidos cardia
cos, pero a través de nuevas evidencias, se le adjudicó un impor
tante rol en la regulación de la actividad enzimática, por la
presencia de r ‘os “,-. semeJentes a ousbaina (278).

La inhibición que es causada por altas concentraciones
de ouabaina, puede revertirse a traves del incremento de la
concentración del K’ extracelular: de alli que muchosinvestiga
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dores hayan postulado que la inhibición esta en competencia
con los sitios e-K‘. Sin embargo, a través de posteriores estu
dios, se comprobóque la interacción entre el ión K’ y ouabaina
es muy compleya como para ser explicada a través de un modelo
donde sólo existiría un sitio de competencia (279).

Con referencia a los sitios-i, en virtud de ser ellos la
fuente a través de la cual se produce el eflujo de iones de
la célula. y de poseer los sitios de unión de los sustratos
que proveen la energía para el transporte de iones. son mucho
mas complegos que los sitios-e. Asimismr en los sitios-1 se
halla un sitio en el cual transcurre la fonforilación mediada
por una protein-quinasa.

Los sitios para cationes monovalentes son cuatro: tres
de ellos son sitios ionóforos con afinidad hacia el Na’ y un
sitio que atrae al ión K’ (272): aunque tanto Ca’2 comoHg’2,
pueden competir presumiblemente con los sitios-i del Na’.

Skou (280) comunicó que es necesaria la unión de K’ en
el sitio-i para que se una K’ en el sitio-e. De esta forma es
posible que haya disminución en la unión de K’ en sitios-e en
presencia de una concentración intracelular de K’ reducida,
ello debido a una variedad de mecanismos indirectos, ya que
la afinidad del K' extracelular esta regulada por la unión de
ATP (281), y la unión del ATPdepende de la concentración intra
celular de Na’ (282) y al disminuir la concentración del K’
intracelular. podria conducir al incremento en la afinidad de
Na' por los sitios-i, le unión del ATPy le disminución en la
afinidad del K’ extracelular.

La unión de los iones Na' a los sitios-i, esta controlada
no sólo por las concentraciones intracelulares de Na’ y K’,
sino también por la concentración de los nucleótidos, aunque
su presencia no modifica la afinidad relativa K’:Na' (277). En
ausencia de ATP, la afinidad relativa K‘:Na’ es de 2-3:1. Sin
embargo, cuando la concentración de ATPintracelular as saturan
te, o sea aproximadamente 3 mH, la afinidad relativa K‘2Na’
disminuye a 123-4.
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En condiciones de maximaconcentración de ATP, la afinidad
relativa K’:Na’ es 0,33: y la relación de concentraciones K’:Na+
es de 10:1: en consecuencia la unión podria ser 3:1 en favor
de K’. Este cálculo indica la extrema sensibilidad a los pequeños
cambios en le concentración de Na‘ intracelular. Debido a que
la cantidad de ATP o Hg’z-ATPunida en el sitio-i depende de
la concentración de K’ extracelular, y posiblemente de la intra
celular, la afinidad del sitio i-Na’ esta en realidad nodulado
a través de una función compleja.

Robinson (283) calculó que a una concentración de ATP1
nH, son ocupados por Na’ el 30%de los sitios i-Na’: este valor
es semejante al de Skou (282), quien estimó en 50%los sitios-i
de la enzima capaces de unir Na’, en condiciones iónicas simila
res.

Fahn y col. (284) identificaron dos sitios de unión de
Ng’z, uno de alta y otro de baya afinidad, este último es en
realidad el sitio i-Hg’2-ATP (272). El sitio i-Hg’2 de alta
afinidad podria tener una función regulatoria, aunque no está
aún confirmado.

Por otra parte, fue postulado que el ión Ca’2 se une e
inhibe conpetitivanente al sitio i-Na‘ (285), lo cual fue demos
trado en células rogas sanguíneas (286) y en honogenatos de
cerebro (287).

Hoffman y Blum (288) han demostrado que el Ca’2 estimula
el efluJO de K’ de eritrocitos fantasmas, siendo en parte dicha
estimulación sensible a ouabaina. Ademas,baJo condiciones donde
se inhibe la unión de ouabaina a través de la unión de Na’ en
los sitios-i, se demostró que el ión Ca’2 tiene, mas que un
afecto competitivo, un efecto sinérgico en la inhibición por
Na’ (281). Esta interacción podria, supuestamente ocurrir en
un sitio i-Hg’z.

5.1.3. Evgntos extrinsecos gue afectan la actividad de la
Na’*K’-ATPasa.

Ya ha sido descripto cómo la Na’rK’-ATPasa interactúa con
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sus sustratos, los iones y nucleótidos, que son sus principales
reguladores: o sea aquellas interacciones que corresponden a
los denominados eventos intrinsecos, y que transcurren durante
un periodo muycorto, produciendo cambios de afinidad y de unión
en los sitios ionóforos y regulatorios.

Con respecto a los eventos extrinsecos, son interacciones
que no involucran sustratos ni interacciones primarias con la
enzima, y su curso en el tiempo es mucho más prolongado que
los eventos intrínsecos.

Los procesos extrinsecos incluyen un gran número de agentes
que actúan bajo una diversidad de condiciones y con diferente
frecuencia: sin embargo se pueden enumerar algunos mecanismos
a través de los cuales estos agentes ejercen sus efectos, como
son:
a) la alteración de la fluidez de las membranas, comoasi también

la transición de los fosfolipidos que se intercalan con la
enzima en la membrana:

b) la fosforilación de la enzima, mediada por la presencia de
AMPcíclico:

c) la interacción directa con la enzima para producir efectos
alostéricos;

d) la quelación de iones regulatorios:
e) los efectos de la permeabilidad de la membrana, que conducen

a la alteración de la concentración iónica intracelular,
y de este modo producen cambios en la actividad enzimática
debido a eventos intrinsecos;

f) la alteración del númerode moleculas de la enzima, presentes
en la membrana;

g) la activación de moléculas de la enzima en estado “latente”:
h) la presencia de compuestos endógenos, análogos a ouabaína

y que eyercen un control directo sobre la enzima.
En consecuencia, un adecuado control de cada uno de estos

mecanismos en un determinado ensayo se hace muydificultoso:
sumadoa ello, se encuentra el hecho que un agente puede utilizar
uno de los mecanismos ya enumerados en un tejido dado; pero
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que puede ser distinto al utilizado en otro tegido, o bien estar
involucrados varios mecanismos en un mismotejido. Estos hechos
constituyen una dificultad extrema para atribuir un mecanismo
especifico a la acción de un determinado agente.

Entre los procesos que afectan la actividad enzimática
es de gran importancia la fluidez de la membranacelular, ya
que el mosaico fosfolipidico que envuelve las proteinas de la
membrana y la transición de moleculas tales comoproteinas y
lípidos, Juegan una función importante en la regulación de las
enzimas unidas a la membranacelular (289).

Con respecto a la Na’vK’-ATPasa, son varios los trabajos
que indican que la transición de los fosfolipidos puede afectar
la actividad de le enzima a traves de los cambios en la fluidez
de la membrana (290, 291).

La disminución o el incremento del valor de la fluidez.
pueden conducir a cambios conformacionales y de la actividad
de la enzima. El incremento de la viscosidad por parte de los
fosfolipidos envolventes, pueden producir una mayor exposición
de las proteinas de la membranaal fluido extracelular, y de
esta forma se favorece el acceso de los sustratos a la enZima
(292).

Con respecto a la hipótesis acerca de los efectos que los
cambios de la fluidez lipidica producen sobre la actividad enzi
matica. Kimelberg (291) demostró que el colesterol inhibe la
actividad de la Na’*K’-ATPasa, aumentando prácticamente al doble
la energia de activación de la reacción enzimática.

Asimismo, varios investigadores llegaron a la conclusión
que para la correcta actividad de la enzima, es necesaria la
presencia de fosfolipidos especificos. Por otra parte, la adición
de fosfatidilserina (293) altera la actividad enzimática, por
lo que se supone que componentes no proteicos, presumiblemente
lípidos, pueden afectar las propiedades de la enzima.

Es de destacar también el efecto ejercido por la presencia
de AHPcíclico, un segundo mensajero que produce la fosforilación
de proteinas entre las que se incluyen algunas de la membrana



75

y que resulta en la activación o inactivación de las proteinas
fosforiladas (294), comoen el caso de la Na‘+K’-ATPasa.

En higado, tanto epinefrina comoglucagon reducen la activi
dad de la Na*+K’-ATPasa,en tanto que los efectos que son mimeti
zados por AMPcíclico pueden ser bloqueados por insulina. Ademas,
los efectos que ejerce epinefrina, se pueden bloquear con la
presencia de un antagonista B-adrenérgico comopropranolol (295).

Los efectos que eyerce el AMPciclico pueden ser obtenidos
con GMPcíclico o UHPcíclico, y tambien con dibutiril-AHP cicli
co, a una menor concentración. Asimismo, los efectos mencionados
se pueden potenciar inhibiendo la fosfodiesterasa con teofilina
o cafeina (296).

Por otra parte, se halló que la ATPasarenal era inhibida
por la protein-quinese dependiente de AMPcíclico (297). Esta
inhibición estaba en relación con la fosforilación inducida
por la quinasa dependiente de AHPcíclico, y podria ser prevenida
por la presencia de un constituyente citoplasmatico no identifico
do, aunque se sabia que poseía un alto PH, sugiriendo ser una
proteina con actividad de fosfatasa o de fosfodiesterasa.

En consecuencia los efectos mediados por AHPciclico son
muy diversos, es asi como la forma fosforilada de la ATPasa
puede tener una actividad mayor o menor que la forma no fosfori
lada. A su vez, el ANP ciclico puede incrementar o disminuir
la fosforilación de acuerdo a la naturaleza de las protein-quina
sas. Entonces, los efectos del ANPcíclico son especificos del
tipo de celulas.

Conreferencia a los efectos alostericos sobre la Na’rK’
ATPasa, se comprobó que la insulina estimula la actividad de
la ATPasa de los microsomas obtenidos de músculo de rana (298).
Sin embargo, la estimulación mencionada no se pudo observar
cuando se ensayó en presencia de concentraciones de Na’, K’
y ATP óptimas, implicando que el valor de Vn¿x no habia cambia
do. Los autores indicaron que la estimulación no se debia a
un efecto slosterico directo, sino a un incremento en la afinidad
por ATP.
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Los estudios acerca de los efectos inhibitorios del Ce!"2
sobre la Na’+K’-ATPasa, se llevaron a cabo regulando su concen
tración en el medio de ensayo, o bien por el empleo de agentes
quelantes, en particular EGTAque es el mas efectivo (299). Los
resultados demostraron que la función regulatoria del Ca‘2 sobre
la enzima está influenciada por mecanismosque alteran los nive
les del mencionado ión (300).

La acción de hormonas también se presenta como e3emplo
de agentes capaces de modificar la actividad de la Na’+K’-ATPasa,
por distintos mecanismoscomoaquellos procesos de acción rapida
que involucran cambios en la permeabilidad de la membrana. Tam
bien es posible que la acción de distintas hormonasaltere el
número de moleculas de la enzima en la membrana, afectando la
velocidad de sintesis “de novo“ o la velocidad de pérdida de
moleculas de enzima de la membrana. Por eJemplo, fue demostrado
que triyodotirosina (T3) incrementa la actividad de la Na’*K’
ATPasarenal y aumenta su sintesis (301).

Entre los mecanismos involucrados en estimular la Na’*K*
ATPasa, comolo hace la insulina, puede citarse el desenmascara
miento de la enzima (302), donde la inhibición de la sintesis
de proteinas no llega a bloquear este efecto. Por último, Haupert
y Sancho (303) encontraron que los extractos de hipotalamo bovino
contenían un potente inhibidor de la Na*+K’-ATPasa,resultando
un compuesto no peptidico de bajo PH, capaz de inhibir la unión
de ouabaina a la veJiga de rana. Estos efectos también fueron
observados en preparaciones provenientes de tejidos de mamíferos
como médula renal de conejo, donde la actividad de la Na’rK’
ATPasa era inhibida en forma dosis-dependiente, demostrando
la existencia de r r tos 4‘, .- analogos a ouabaina.

5.2. MECANISMO MOLECULAR DE LA ACCION ENZIHATICA.

La Na'*K‘-ATPasa, enzima que se halla en la membrana celu
lar, es uno de los sistemas mas versátiles ya que combina una
función receptora, acoplada con el transporte de Na‘ y K’, y
una actividad ATPasa en una única molécula compuesta de dos
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cadenas polipeptidicas diferentes (303, 304) denominadasa y
B.

Los experimentos de reconstrucción con Na‘+K’-ATPasapurifi
cada e incorporada a liposomas de fosíatidilcolina (305, 306),
confirmaron los hallazgos observados en 1964 por Glynn (307)
en celulas intactas, dondepor ejemplo, los esteroides cardioac
tivos a alta concentración inhiben el transporte de Na’ y K+
a traves de un sitio receptor extracelular que esta separado
de la región catalitica intracelular por la bicapa lipidica.

La función receptora de la Na’+K’-ATPasa, o sea la región
extracelular que une esteroides cardioactivos y sus análogos
endógenos, fue detalladamente analizada a traves del estudio
de la unión de esteroides radiactivos marcadoscon tritio, a
la molécula de Na*+K’-ATPasa (308). A traves de estos ensayos
se determinó el número de moleculas de la bomba de sodio activa
en células y teJidos, comoasi también en preparaciones crudas
o purificadas de Na’+K’-ATPasa(309).

La actividad y afinidad del receptor de la Na‘+K‘-ATPasa
para los digitalicos esta regulada por los mismosligandos que
modifican alostéricamente la conformación de la subunidad a.

La combinación de los ligandos que promueven la íosíorila
ción, como los iones Na’, también favorecen y estabilizan la
unión de los glicósidos cardiacos al sitio receptor, mientras
que los ligandos que conducen al estado deíosíorilado, como
los iones K’, disminuyen su velocidad de unión (310). La interac
ción es mutua, ya que la ocupación del receptor extracelular
por los digitalicos inhibe drásticamente el paso de deíosforila
ción promovido por K‘. Existe mucha evidencia acerca de los
cambios conformacionales que son inducidos por los distintos
ligandos, los cuales tiene lugar en la subunidad a (311). Ademas,
Rhee y Hokin (312) demostraron que anticuerpos dirigidos contra
la subunidad a disminuian la unión de ouabaina, pero no los
dirigidos contra la subunidad fi. Por lo tanto la función de
bomba de sodio y la de receptor, son propiedades de la subunidad
a.
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Los estudios cuantitativos revelaron que el sitio receptor,
el sitio de fosíorilación y el sitio de unión de ATP(313, 314,
315) estan presentes en una relación 1:1:1 en la molécula de
Na’*K*-ATPasa (316).

Por otra parte, a traves de los años se han realizado un
gran número de determinaciones del PH de cada una de las subuni
dades de la enzima. Los valores obtenidos en distintos laborato
rios fueron entre otros, los hallados a partir de preparaciones
de riñones de perro (317) y de coneJo (318), y de dos especies
de tiburón (319).

Con respecto a la subunidad a, en las dos preparaciones
de riñón se obtuvo un PMde 121.000 y de 106.000 en las de tibu
rón. Los correspondientes a la subunidad fi, dieron un PH de
36.000-40.000 en las preparaciones de tiburón y de 43.000-56.000
en las de riñón.

En el caso de subunidad a, las diferencias en los valores
se deben aparentemente, al tejido del que se obtiene la prepara
ción enzimática. Sin embargo, no se aclaró si las diferencias
en los valores obtenidos con la subunidad B son reales. Asimismo,
en las dos preparaciones de riñón, la estequiometria entre las
subunidades a y fi es de 1:1. Sin embargo, no existe información
definitiva del PM de las unidades funcionales mas pequeñas de
estas preparaciones, y por lo tanto no puede conocerse el número
de subunidades por partícula activa.

El tamaño de la unidad menor que muestre actividad enzimáti
ca, fue determinado justamente con las dos preparaciones de
tiburón, las que fueron solubilizadas con un detergente no ióni
co. En una de las preparaciones se determinó un PH de 380.000
en el complejo activo, correspondiendo en este caso a una este
quionetria de 1a22fl, y en consecuencia la partícula seria 0234.
En la restante preparación, el PHfue de 265.000, que corresponde
a una estructura de 0252. En ambos estudios, que no coinciden
en sus conclusiones, indican la existencia de oligómeros de
ambas subunidades en las preparaciones cataliticanente activas
y solubilizadas (320). Debe aclararse sin embargo, que hay amplio
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consenso que la enzima puede funcionar normalmente en el estado
nonomérico (321).

5.3. MODELODE REGULACION ALOSTERICA DE LA Na’*K’-ATPasa.

En homogenatos obtenidos a partir de diferentes teyidos,
o bien en las preparaciones de Na’rK’-ATPasaparcialmente purifi
cada, no puede observarse la translocación de los iones Na’
y K‘ debido a la destrucción de la integridad de la membrana
celular y a la falta de compartamentalización. Sin embargo,
la enzima puede sufrir un ciclo de transiciones conformacionales
en los fragmentos resultantes, luego del aislamiento de las
membranascomoasi también la hidrólisis de ATP. Estas transicio
nes son las que corresponden al transporte de Na‘ y de K‘ a
traves de la membranaplasmática.

En la figura 3, se muestra el esquema de Gorga (322) para
la secuencia de reacciones que son llevadas a cabo por la Na’+K’
ATPasa, y el ciclo para el transporte de Na’ y K’, como asi
también se muestra en forma detallada las relaciones entre los
movimientos de los cationes, la transferencia de grupos fosfato
y los cambios conformacionales que ocurren.

Bajo condiciones fisiológicas. este ciclo funciona en direc
ción de las agujas de reloy, o sea expulsando Na' de la célula
y acumulando K’, en una relación 3:2. siendo la reacción neta
la representada por la siguiente ecuación:

2 K.ext.’2 Na'lnt.* g 2 K’lnt.’3 NB'ext." ”

Las conformaciones El y E2 de la subunidad catalitica a
de la enzima, se definen de la siguiente manera (303):
La conformación E1 es la correspondiente a la enzima defosforila
da, la cual se halla en forma estable en presencia de Na’, y
tiene alta afinidad por ATP.Esta forma E1, puede ser fosforilada
por ATP, pero no por un grupo fosfato y posee una baja fluores
cencia intrínseca. La conformaCiónE2 es la forma defosforilada
de la enZima que es estable en presencia de K’, y que posee
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propuesto por Gorga, F. (322) entre otros autores. Las
letras en circulos indican los pasos de reacción, siendo
el paso I más rápido que el H.
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baja afinidad por ATP, en consecuencia puede ser fosforilada
por un grupo fosfato, pero no por ATP. Aunque en el esquema
de la figura no se incluye el ión Hg‘z, “in vivo" se halla pre
sente, y en general en los ensayos "in vitro" se encuentra como
complejo Hg’Q-ATP (277).

Los primeros intentos para interpretar los dos estados
conformacionales que presenta la acción de la Na’*K’-ATPasa,
fueron realizados en base a un comportamiento alostérico de
le enzima en la interacción con sus diferentes efectores (324).

El modelo alosterico de regulación de la Na’sK'-ATPasa,
puede resumirse en un equilibrio conformacional E1 G=EE2,
el cual es mantenido por los iones Na’, K’ y ATP: aunque la
idea es que no esta involucrado en el proceso mismode transporte
y catálisis: sin embargo se toma comorepresentación de un equi
librio controlado alostéricamente entre un estado R funcionalmen
te competente, ER, y un estado T, funcionalmente incompetente,
ET. Estas denominaciones corresponden, en los trabayos existentes
en la literatura, a El para ERy E2 para ET.

En consecuencia, el compleJo cinético de la Na’rK’-ATPasa
y la bomba de Na’ y K’ es el resultado de los desplazamientos
de un equilibrio conformacional, o sea: E1e=itE2, por K’, ATP
y Na‘ cuando actúan como efectores alostericos. Asimismo, se
suma e la acción de los efectores alostericos, el equilibrio
entre. los estados conformacionales E1 y E2, el cual depende
de la temperature, pH y el buffer presente (325, 326).

5.4. RELACION ENTRE LA TRANSICIÓN CONFORHACIONAL Y LA FUNCION

DE LA Na’+K‘-ATPasa.

La Na"K’-ATPasa es una enzima intrínseca de la membrana
plasmática, que baJo condiciones fisiológicas hidroliza ATP
para realizar el tranporte acoplado de Na’ haCie el lado extrace
lular, y K’ hacia el intracelular, contra gradientes de concen
tración.

El descubrimiento de la Na’*K*-ATPasa fue realizado por
Skou (327) en 1957, y a partir de ese momentodespertó gran



82

atención, inclusive la regulación enzimática llevada a cabo
a través de cambios conformacionales que eran inducidos por
la unión de las moleculasefectoras a sitios distintos del sitio
activo. En consecuencia, los primeros estudios cinéticos sobre
la Na’+K’-ATPasamostraron interacciones cooperativas homotrópi
cas y heterotrópicas entre los ligandos de la enzima, los que
fueron interpretados en el contexto de un cambio conformacional,
el cual se halla inducido por los ligandos presentes (328). Exis
ten dos estados intermediarios íosforilados de la enzima. uno
reactivo con ADP que es insensible a1 K‘: y otro sensible a1
K’ pero no al ADP.Ademas fue demostrada la fosíorilación de
la enzima por fosfato inorgánico (P1), comoasi tambien la dife
rente reactividad y estabilidad de la íosíoenzima resultante
de acuerdo a la naturaleza de los ligandos (272). Por último,
también se demostró que siempre es fosíorilado el mismoresiduo
aspartilo de la subunidadcatalitica (304).

5.4.1. Esguencia de reacciones. flulo de cationes y transicio
nes conformacionales.

Durante muchos años fue de gran interes y motivo de discu
sión la relación entre las transiciones conformacionales de
la enzima y su secuencia de reacciones. Luego del descubrimiento
de una fosfoenzima comointermediario y sus dos estados reacti
vos, fue propuesto un esquema que pasó a denominarse de Albers
Post, aunque a traves de los años sufrió modificaciones y refina
nientos. En dicho esquema, debe tenerse en cuenta (272):
a) Aunque el ión Mg’2posee una función regulatoria, de acuerdo

a los estudios cinéticos no se tiene en cuenta en el esquema.
b) Habiendo dos puntos de entrada de ATPen el esquema, aquel

que se relaciona con el estado E; es el de mayor afxnidad
por ATP. en varios órdenes de magnitud respecLu al estado
Ez. con el mismo nucleótido.

c) Existiendo sitios para Na' y K' que según los unLudloa cinéti
cos son distintos a los sitios de uniún para su transporte,
ellos no son tampoco tenidos en cuenta en el esquema.
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La gran similitud entre la secuencia de las reacciones
del esquemade Albers-Post y el modelo circulatorio de transporte
de la bomba de Na’ y K’ propuesto antes del descubrimiento de
la Na**K’-ATPasa, conduyo a pensar que existia una relación
entre varios pasos en la secuencia de reacciones y los movimien
tos de Na’ y K+ a través de la membrana (329): siendo aun más
evidente dicha relación mediante los estudios realizados sobre
las reacciones parciales catalizadas por la enzimapurificada,
y a traves de los estudios de los flujos iónicos en células
royas intactas o en sus membranas aisladas. En consecuencia
se han establecido las siguientes evidencias:
1. La enzima purificada muestra una actividad de intercambio

ADP-ATP dependiente de Na’. En la membrana intacta, cuando
se ensaya con muy poco o nada de K‘ extracelular, la enzima
es capaz de llevar a cabo el intercambio Na’-Na’ a través
de la membrana, probando que tanto ATP como ADPestan presen
tes en el lado intracelular. En este caso no se verifica
un transporte neto de Na‘ ni hidrólisis neta de ATP.

2. La enzima purificada posee una actividad de ATPasadependiente
de Na’, en ausencia de K‘. Con concentraciones fisiológicas
de ATP, la velocidad de esta actividad es mucho menor que
la dependiente de Na’ y K’. En membranas intactas, cuando
el lado extracelular esta libre de Na’ y K’, la enzima cata
liza el efluJo de Na‘, demostrando que el ATPesta presente
en el lado interno; asimismo, es hidrolizado el nucleótido.

3. En presencia de K', la enzima purificada es fosíorilada por
Pi. Existe tambien un intercambio Pi-HZO, dependiente de
K’. Con membranasintactas, cuando la concentración extracelu
lar de Na’ es baya o nula, la enzima cataliza el intercambio
K’-K’ a traves de la membrana, demostrando que el ATPesta
presente en el espacio intracelular. En este caso no hay
transporte neto de K‘, ademas el ATPno es hidrolizado.

4. La reacción total, catalizada por la Na’rK’—ATPasaen membra
nas intactas, conduce al intercambio Na’-K’. En células ro3as
humanas la estequiometria es 3Na’:2K’ por ciclo de hidrólisis
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de ATP. Sin embargo, la amplia evidencia existente, indica
que la relación estequiometrica esta suyeta a cambios que
dependen de las condiciones experimentales y de la naturaleza
del tejido en estudio.

De este modo, es evidente que las reacciones del esquema
de Albers-Post pueden dividirse en dos segmentos, uno de los
cuales está relacionado con las distintas manerasde transporte
de Na’, y la otra con el de K‘. Asimismo, el mecanismo de hidró
lisis de ATPqueda explicado en el esquema de la figura 3.

Distintas hipótesis han sido sugeridas por distintos grupos
de trabago aunque llegaron a distintas conclusiones; por ejemplo
Glynn y col. (330) sugirieron que sólo El es el estado conforma
cional accesible en el lado interno de la membrana, y sólo Ez-P
al lado externo. Esto significaría que no hay un único paso
en el esquema que esta involucrado en la función de translocar
iones a traves de la membrana. Según Post (331), el estado E1
es accesible al lado interno: pero El-P y Ez-P son accesibles
al lado externo. Una tercera proposición es la de Jorgensen
y Petersen (332), en la cual E1 y El-P son accesibles al lado
interno, y por otra parte, E2 y Ez-P lo son al lado externo. En
este caso, las translocaciones se disponen en dos pasos, uno
en el cual la conversión E2 a E1 es asignada a K’ y la otra,
donde la conversión El-P a E2-P a Na’.

5.5. EL VINCULO ENTRE EL ION Ca’2 Y LA Na’+K’-ATPasa.

En 1955, Uildbrandt (333) postuló que la inhibición de
la bombade sodio por esteroides cardioactivos conduce al incre
mento transitorio en la concentración intracelular de Ca’2,
el cual restaura la contractilidad en el músculocardiaco fatiga
do. Esta hipótesis fue posteriormente confirmada por Repke (334)
y Langer (335).

Hós tarde, en 1968, Reuter y Seitz (336) descubrieron que
el músculo cardiaco posee un sistema de intercambio Na’lCa’2,
el cual fue también hallado en otros musculos (337). Este sistema
de intercambio reversible entre Na’ y Ca’2 a traves de la membra
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na, sigue una estequiometria determinada de 2-4Na’:1Ca’2 (338).
Siendo la relación entre las concentraciones de iones Na’ y
Ca’2 intracelulares de 10.000:1, un minimo incremento en la
concentración intracelular de Na’ produce un aumento considerable
en la concentración de Ca’2.

Los procesos que son regulados hormonalmente, en general
implican la presencia de mensajeros como AHPcíclico o Ca‘2
(339). Debido a la importante función que Juega la Na’*K'-ATPasa
en los procesos que son regulados por hormonas, se hace muy
importante conocer la naturaleza del vinculo entre la actividad
de la Na’+K’-ATPesa y otros eventos controlados por distintas
hormonas. Asimismo, las reacciones de fosforilación-defosforila
ción de proteinas mediadas por protein-quinases, son un mecanismo
esencial en el control de los diferentes eventos celulares debido
a un estimulo externo. Un paso importante para comprender la
relación entre la acción hormonal y el transporte de iones,
fue realizado a través de la demostración donde la Na’rK’-ATPasa
es íosforilada por una protein-quinasa independiente de ANP
cíclico "in vitro“ (340), y también "in vivo“ (341), sobre tres
sitios de la subunidada, los cuales son diferentes de los frag
mentos correspondientes al proceso de fosforilación involucrado
en el "turnover" o recambio de la bombade sodio.

6. ESTRUCTURA DEL HUSCULO CARDIACO. ACCION DE LAS CATECOLAHINAS.

Las celulas que componen el músculo cardiaco poseen un
compleJo sistema de control a traves del cual se modula su fun
ción de bomba aspirante e impelente. Per lo tanto, las células
cardíacas poseen la capacidad de iniciar el potencial de acción
y propagarlo a todas las zonas miocardicas a traves de células
especializadas (342).

6.1. ESTRUCTURA DEL HIOCARDIO.

Los tipos de células que se encuentran en el miocardio,
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comprenden a las celulas musculares estriadas de auriculas y
de ventrículos, especializadas en la función contróctil. También
se hallan presentes las fibras de Purkinje, responsables de
la conducción rapida del impulso eléctico en el corazón: y las
celulas nodales, cuya función es la actividad de marcapaso y
conducción del impulso nervioso auriculo-ventricular (343).

Las células contractiles miocardicas estan atravesadas
por estrias. y a su vez están conectadas por los discos interca
lares (344), que permiten el paso de particulas cargadas de
una célula a otra, facilitando la propagación rápida del impulso
excitatorio. Estas celulas poseen tres sistemas de membranas
celulares como son: el sarcolema, el sistema tubular transverso
y el reticulo sarcoplasmatico, los cuales componencasi el 90x
del volumen celular del miocardio (345).

6.1.1. Ultraestructura del músculocardiaco.

Las celulas musculares poseen un alto grado de organización
en sus proteinas contróctiles, dondelas miofibrillas estriadas
van repitiendo un patrón de bandas transversas.

En el proceso de contracción-relayación del músculo cardia
co, hay cuatro proteinas que intervienen en forma directa: miosi
na, actina, tropomiosina y el complejo de troponinas. A través
de la interacción de estas proteinas, se produce la hidrólisis
de ATP, que al liberar energia quimica, la convierte en trabajo
mecanico, desarrollando la tensión y acortamiento de las mioíi
brillas. Ademas, el inicio del proceso de contracción muscular
esta queto centralmente al control de 1a concentración de Ca"2
intracelular.

Con respecto a la miosina, es una proteina ampliamente
descripta (346), cuyo PHes de 480.000 daltons. Sus propiedades
biológicas se localizan en la "cabeza" globular, donde ademas
de poseer actividad de ATPasa (347), posee la capacidad de unir
actina, y de este modopermitir la interacción de los filamentos
gruesos con los filamentos delgados.

La actina, posee un PHde 42.000 daltons. y puede ser esta
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bilizada en su forma monomérica, denominada actina-G (globular),
o en forma de polimero asimétrico, actina-F (íibrosa) (348). Esta
proteina ademas de interactuar con miosina, es capaz de activar
la ATPasamiosinica (349).

Las interacciones que se producen entre actina y miosina
son moduladas por otra proteina, la troponiosina (350), la cual
no posee actividad biológica y sólo de rigidez estructural al
filamento delgado (351). Su principal efecto es regulatorio,
y ello sev debe a que Junto con el complejo troponina, actúa
comomecanismoreceptor del Ca"2 en el proceso contractil.

El denominado compleJo troponina está formado por tres
proteinas denominadas troponina I, T y C.

La troponina I (Tn-I) es semejante a la tropomiosina ya
que controla las interacciones entre actina y miosina a través
de un efecto de tipo inhibitorio.

La troponina T (Tn-T) hace que se una el comple)o troponina
a la tropomiosina: y por último, la troponina C (Tn-C) posee
sitios de unión para el Ca’2 (352).

La ubicación del complejo troponina es de tal forma, que
se halla distribuido a intervalos de 400 Á en el filamento delga
do del sarcómero.

En consecuencia, durante el estado de reposo y en ausencia
de Ca'2, la Tn-I se halla unida a la actina; y durante la activa
ción del músculo. al fijarse Ca"2 a la Tn-C, se produce la sepa
ración de la Tn-I de la actina (353, 354).

Cuando el ión Ca’2 es removido de la Tn-C, el músculo vuelve
a su estado de relaJación, haciendo que la troponiosina tone
su posición inhibitoria inicial en el filamento delgado (355).

6.2. ACCION DE LAS CATECOLAHINAS SOBRE EL HUSCULO CARDIACO.

Los estudioa realizados con respecto a las respuestas bio
químicas del corazón a 1a acción de las catecolaninas, dio lugar
a una gran discusión en el área de producción de energia celular.

Las primeras hipótesis indicaban que el mecanismopor el
cual las catecolaninas .incrementan la contractilidad cardiaca,
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seria a traves del aumento en la producción de compuestos fosfa
rilados de alta energia, los que conducen al incremento de 1a
fuerza de contracción.

Aunque no existe duda que las reacciones iniciadas por
la acción de las catecolaninas aceleran la producción de ATP
via glucolitica y lipolitica (356), no se asegura que el incre
mentode los niveles de fosfato de alta energia sean la principal
causa del incremento de la contractilidad cardiaca por acción
de las catecolaminas (357). En este sentido, algunos investigado
res encontraron que la contractilidad cardiaca era increnentada
por las catecolaminas: pero sin (358) o antes (359) de la activa
ción de la íosíorilasa, y en consecuencia, el contenido de fosfa
to de alta energia del músculo cardiaco podria encontrarse en
niveles basales (360) o bien hallarse disninuido (361) durante
la respuesta inotrópica positiva a las catecolaminas.

6.2.1. Efecto de las catecolaninas sobre las Eroteinas con
tráctiles.

Los estudios acerca de la acción de las catecolaminas sobre
las proteinas contractiles, fueron iniciados por Straub y col.
(362), quienes hallaron que la epineírina incrementaba la veloci
dad de polinerización de la actina. Sin embargo, estas observa
ciones no fueron confirmadas en estudios posteriores sobre las
miofibrillas cardiacas, la miosina cardiaca o actoniosina esque
lética o cardiaca (363, 364). Asinisno, los ensayos que indicaban
que norepinefrina e isoproterenol estimulaban directamente la
actividad ATPasanioíibrilar (365) fueron descartados posterior
mente, ya que se demostró que dicho efecto se debia a la presen
cia de NaHSO3,el cual era empleado como conservador.

Conel fin de identificar un mediador de la respuesta cardi
aca a las catecolaninas, se estudió cómoel ANPcíclico, quian
interviene en la respuesta celular a las catecolaminas, podría
actuar en la interacción con las proteinas contractiles. Cono
consecuencia, también fue estudiada la función que cumplía la
protein-quinasa dependiente de AMP-cíclico, en relación al efecto
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inotrópico positivo que ejercen las catecolaminas. En vista
de la gran especificidad de esta proteina, fue razonable conside
rar que una o mas de las proteinas contractiles podrian ser
sustratos para la fosíorilación inducida por ANPcíclico.

En 1971, Bailey y Villar-Palasi (366) demostraron la fosfa
rilación de troponina por la protein-quinasa dependiente de
AMP ciclico, aunque no especificaban el tipo de músculo emplea
do. Los autores hallaron que ni el componente que une Ca’2 de
la troponina (Tn-C), ni el componente que une tropomiosina
(Tn-T), ni la tropomiosina eran fosíorilados, sino que la protei
na que formaba el fosíoéster resultó ser el componenteinhibito
rio de la troponina, Tn-I. Por otra parte, Lallemant y col. (367)
hallaron que la protein-quinasa dependiente de AMPcíclico cata
lizaba la fosforilación de Tn-I, Tn-C y Tn-T en orden decreciente
de incorporación de grupos fosfato.

Asimismo es de gran importancia, distinguir entre los efec
tos que ejercen las catecolaninas sobre el músculocardiaco
y el esquelético, ya que las respuestas de estos dos tipos de
músculo difieren considerablemente.

En el músculo esquelético, donde la regulación de la función
mecanica se ve afectada notablemente por el sistema nervioso
central, los cambios bioquímicos que ocurren dentro de la celula
muscular )uegan sólo un rol menor en la respuesta mecánica a
las catecolaminas. Esto no ocurre en el músculo cardiaco, donde
se observan cambios bien definidos en la tensión y en la veloci
dad de aumento y disminución de la tensión, por acción de las
catecolaminas.

England (368), Junto con Solaro y col. (369), hallaron
que la Tn-T cardiaca era fosforilada “in vivo“ por agentes que
incrementan los niveles de AMPciclico en el corazón. Al misno
tiempo, varios grupos de investigación encontraron que la Tn-I
cardiaca podia ser fosíorilada “in vitro" por una protein-quinasa
dependiente de AMPcíclico (370, 371).

Mientras que la fosforilación de las proteinas regulatorias
del músculo esquelético requieren la disociación previa del
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complejo troponina; la proteín-quinasa dependiente de AMPcíclico
puade fosíorilar troponina en las nioíibrillas cardíacas (372),
actomiosina cardíaca (373), troponina cardíaca nativa (374),
un complejo cardíaco de actina-troponiosina-troponina (375)
y el complejo troponina del corazón (376).

Asimismo, ni Tn-C cardíaca ni de músculo esquelético inhiben
la fosforilación de Tn-I cardíaca, la cual se produce más rapido
que la fosfarilación de Tn-I esquelética.

A partir de los estudios previos realizados, fue sugerido
que la fosíorilación de la Tn-I cardiaca reducía los niveles
de Ca’2 necesarios para activar la ATPasade la actoniosina,
la cual contenía la mencionada proteína fosforilada. Por lo
tanto, al aumentar la sensibilidad al Ca‘z, podría incrementarse
la cantidad de troponina con Ca’2 unido, aún con bajos niveles
de Ca’2 citosólico. y en consecuencia desarrollarse un incremento
en la tensión cardíaca, bajo la influencia de las catecolaninas
(377).

6.2.2. Efecto de las catecolaninas sobre el reticulo sarco
plasmática.

Los primeros estudios que se realizaron acerca de los efec
tos que eJercía la epineírine sobre el retículo sarcoplasmático,
indicaron que su acción se ejercía a través de una reacción
de fosforilación, la que era catalizada por la proteín-quinasa
dependiente de AMPcíclico.

La capacidad del retículo sarcoplasnático de servir para
que la proteín-quinasa dependiente de AMPcíclico eJerza su
acción, fue obJeto de estudio, entre otros, por Uray y col.
(378), quienes hallaron que la fosforilación de las vesículas
del reticulo sarcoplasnatico no era inhibida por la presencia
de un inhibidor de la proteín-quinasa, el cual era estable al
calor: mientras que la solubilización de las vesículas con Tritón
X-lOO reducía la fosforiiación al 50%por la presencia del inhi
bidor enzimática. Estos resultados indicaban que la proteín-qui
nasa era un constituyente integral de las vesículas, y estaba
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orientada de forma tal que respondía a la elevación de los nive
les de AHP cíclico celular, catalizando la fosíorilación de
otros constituyentes de las vesículas.

Esta autofosíorilación que se produce en las vesículas
del retículo sarcoplasmatico, también fue descripta por La Raia
y Hokin (379). El grupo fosfato incorporado en el retículo sarco
plasmático por la proteín-quinasa dependiente de AHPcíclico,
posee la estabilidad característica de una unión fosfoéster:
asimismo, para que transcurra la reacción, es necesario que
la concentración de AMP cíclico se encuentre en el rango de
0,1 a l pH (380). Por otra parte, se encontró que aproximadamente
el 60%del fosfato era incorporado comofosíoserina.

El sustrato para la fosforilación en el retículo sarcoplama
tico cardíaco, catalizada por la proteín-quinasa dependiente
de AMP cíclico es una proteína de PH 20.000-22.000, denominada
íosíolamban (381).

La mayor cantidad de íosíoester que se forma al ser estimu—
ladas las vesículas del retículo sarcoplasmatico por AMPcíclico,
es levemente menor a 2 nmoles/mg de proteína (382). Este valor
es comparable a la cantidad de acilfosfoproteína formada en
estas vesículas por una ATPasadependiente de Ca’2 (383). Dado
que cada mol de fosíolamban incorpora un mol de fosíoester,
los datos obtenidos indican que en el retículo sarcoplasmatico
cardíaco la relación entre fosíolamhan y ATPasadependiente
de Ca"2 es de 1:1.

Varios investigadores encontraron que la fosforilación
del fosfolamben está afectada por le presencia de Ca’2, en un
rango de concentraciones entre 0,05 a 100 pH: sin embargo, otros
investigadores no obtuvieron tal fosforilación (384), aunque
Uray y Gray (385) sugirieron que le íosíorilación de íosíolamban
requiere la participación de una proteín-quinasa dependiente
de Ca’z. La fosfoproteína formada en el retículo sarcoplasmatico
cardíaco, es defosforilada por una gran variedad de fosfatasas.
incluyendo una enzima hallada en la misma preparación de las
vesículas empleadas (386, 387), demostrando de esta forma la
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gran reversibilidad de la fosforilación del fosfolamban en la
célula intacta.

Asimismo, la preincubación de las vesículas del reticulo
sercoplasmético con AMPcíclico y le protein-quinasa dependiente
de AMPcíclico, produJo la estimulación del transporte de Ca’2
(388), comprobandose también que existe una relación directa
entre la fosforilación del fosíolamban catalizada por la protein
quinasa y la estimulación del transporte de Ca’2, el cual es
cstalizado por una ATPasadependiente de Ca‘2.

Tada y col. (389) demostraron que la estequiometria en
las vesículas del reticulo sarcoplamatico es de 2 moles de ATP
hidrolizado por mol de Ca’2 transportado, le cual no se altera
por la presencia de la protein-quinasa dependiente de AMPcicli
co, que estimula el transporte de Ca’2.

Por otra parte. se demostró que la estimulación en ls capta
ción de Ca’2 se debia al incremento en la sensibilidad al Ca’2,
por parte de la bombade Ce’2. En consecuencia, fue descripto
un modelo que explicase los efectos del fosfolamban sobre al
transporte de Ca’2 en el reticulo sarcoplasmatico. De acuerdo
a dicho modelo, la forma no íosforilada del fosfolamban interac
túa con la ATPass dependiente de Ca’z, de forma tal que le con
fiere una cooperatividad positiva entre los dos sitios que unen
Ca’2 en la mencionada proteina. Este efecto es acompañadopor
el requerimiento de altos niveles de Ca’2 en el medio externo
de las vesículas, y de este modose alcanza una determinada
velocidad en el transporte de Ca’2, en concentraciones subóptimas
del ión. La fosíorilación del fosíolamban es capaz de abolir
esta interacción con la bomba de calcio. permitiendo a cada
sitio que une Ca’2, interactuar independientemente con Ca’2
e incrementar la sensibilidad a este ión en su transporte a
traves de la membranade la vesicula del reticulo sarcoplasmático
cardiaco. Asimismo, según Will y col. (390), la protein-quinasa
dependiente de AMP cíclico es capaz de incrementar tanto el
influjo de Ca’2 como su eflujo en el reticulo aarcoplasmático
cardiaco luego de la fosfarilación del fosfolamban. Asi se expli
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ca que un aumento de AMP cíclico incrementa la velocidad de
aumento de la tensión en respuesta a un estimulo mediado por
Ca’2 (391).

7. LOS MOVIMIENTOS DE CALCIO EN RELACION A LA FUNCION CARDIACA.

La presencia del ión Ca“2 en el metabolismo cardiaco, en
la función contráctil, en la estructura de las membranascomo
asi también en la excitabilidad celular, demostró que es de
vital importancia.

El ión Ca‘z en concentración adecuada, es esencial para
mantener la vida de la celula; pero en concentraciones no fisio
lógicas, tanto sean bajas comoaltas, se los asocia con la dis
función y muerte de las celulas cardiacas.

7.1. ASPECTOS FISIOLOGICOS DE LOS MOVIMIENTOS DE CALCIO.

A partir de los trabajos de Ringer (392) se aceptó que
la presencia de calcio estaba estrechamente relacionada al fenó
meno de contracción cardiaca: sin embargo, el mecanismo por
el cual el ión Ca’2 provoca la contracción muscular, aún no
esta totalmente dilucidado.

Asimismo. a través de mediciones de flujos de calcio en
la membrana celular “in vivo“ e “in vitro" o mudiante el uso
de intervenciones farmacológicas. se produ)o un mayor conocimien
to en el campo concerniente al rol del Ca"2 en el proceso de
excitación-contracción.

Generalmente. los estudios realizados sobre los movimientos
de calcio durante la actividad contróctil en v1 corazón, fueron
por medio del uso de tecnicas acerca de los fluyos de Ca’2 en
corazones aislados períundidos o en preparaciones de músculo
cardiaco aislado. A través del analisis de las curvas de Ca’2
durante la actividad contractil en el corazón. las reservas
de calcio se pueden dividir en tres compartimentosdistintos
CORO son 3
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a) Un compartimento formado por calcio fuertemente unido, el
cual no es intercambiable, y segun ha sido demostrado no
es de importancia para la contracción cardiaca (393, 394),
aunque participa en el mantenimiento de la integridad de
la célula (395).

b V Uncompartimento intracelular (396, 397), el cual está intima
mente involucrado en el mantenimiento de la fuerza contractil.

c) Un compartimento responsable de la modulación del proceso
contráctil cardiaco, que esta asociado con el material de
la superficie celular y se encuentra en el espacio extracelu
lar (398).

Los compartimentos mencionados en b) y c), estan interrela
cionados, ya que el flujo de Ca"2 a través de la membranaactiva
la liberación de Ca’2 de las reservas intracelulares (399).

Como en todo tegido muscular, el proceso contractil se
inicia a través de una onda de despolarización. En la membrana
de la celula miocardica, la despolarización está asociada con
el desarrollo de dos corrientes iónicas dirigidas hacia el inte
rior de la célula. las cuales contribuyen a dar la forma caracte
ristica del potencial de acción cardiaco. De esta forma, se
produce una despolarización rapida inical, que corresponde a
una corriente positiva formada principalmente por iones Na’
(400): luego se produce una segunda entrada. lenta. en la cual
se hallan involucrados los iones Ca’2 y los iones Na’ (401). Es
Justamente la entrada lenta de Ca’2 la que influye en muchos
aspectos que hacen al potencial de acción cardiaco y al proceso
de excitaciónacontracción. Es asi comoal modificar la concentra
ción de Ca’2 extracelular, se producen alteraciones en la magni
tud con que se lleva a cabo la corriente lenta de Ca’z, como
también en la duración del potencial de acción cardiaco.

La importancia del influjo de Ca'2 a traves de la corriente
lenta de entrada, radica en que eJerce en gran parte el control
dal proceso de generación de tensión contractil cardiaca (402).
Los mecanismos por los cuales el Ca’2 entra en el miocardio,
involucran los canales de la membrana celular, postulandose
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que ellos serian controlados metabólicamente (403, 404). Aunque
no se conoce con exactitud la naturaleza de este mecanismodepen
diente de energia, se han propuesto varias hipótesis para expli
car el proceso de entrada de Ca’2 en el miocardio.

Uno de los mecanismosenergia-dependiente, con referencia
a los movimientos de entrada de Ca’2 a traves de los canales
lentos, involucra a una proteina de la membranaplasmática,
una ATPasa dependiente de Ca’z. Esta proteina fue caracterizada
y solubilizada (405) de las preparaciones de membranassarcolema
les cardiacas. La ATPasadependiente de Ca’z, no debe confundirse
con una ATPasa dependiente de Hg’z y estimulada por Ca’z, ya
que esta última esta involucrada en el eflujo de Ca’2 de la
célula.

La actividad de la ATPesadependiente de Ca‘2 alcanza su
mayor estimulación a concentraciones milimolares de Ca’2, lo
cual es concordante con el rol propuesto de enzima “gatillado
ra“. Otras evidencias de la función de la ATPasadependiente
de Ca‘z sarcolemal, con respecto a la entrada de Ca‘z de la
célula, es debido a la inhibición producida por cationes como
Hn’2, Co’2, N:L*2y La’a en la actividad enzimática. Estos iones
disminuyen la corriente lenta de entrada de Ca‘2, comotambién
la fuerza de contracción cardiaca (406, 407).

Asimismo, fue demostrado que la fosíorilación del sarcolema
mediada por AMP cíclico, estaba relacionada con el incremento
de la actividad de 1a ATPasadependiente de Ca’2 (408).

Por otra parte, la actividad de la ATPasadependiente de
Ca’2 se correlaciona en forma lineal con la capacidad de unión
o “binding” de Ca+2 al sarcolema, y con la fuerza de contracción,
las cuales se miden a concentraciones crecientes de CaClz: de
este modo se evidencia aún más que le ATPesa dependiente de
Ca’2 está involucrada en la entrada de Ca’2 a la célula. Además,
se halló una correlación directa entre la unión o "binding"
de Ca‘2 al sarcolema y la actividad de ATPasa dependiente de
Ca+2 en presencia de La’3, el cual posee la capacidad de despla
zar en el medio extracelular el Ca’2 unido, y en consecuencia
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producir una depresión en el proceso de contractilidad cardiaca
(409).

Asimismo, debe ser aclarado que la función de la ATPasa
dependiente de Ca+2 con respecto a la entrada de Ce‘z dentro
de la celula no es el de una proteina transportadora, sino que
responde básicamente a un mecanismo “gatillador” por medio del
cual se abren los canales de Ca"2 en las membranas a expensas
de la hidrólisis de ATP.Luego de abrirse los canales de Ca’2,
se produce un movimiento de entrada de Ca’2, pasivo y a favor
de un gradiente de concentración.

Existe otro mecanismoa través del cual se produce la entra
da de Ca’2 al miocardio, en el cual está involucrado el metabo
lismo de los fosfolipidos (410). Por otra parte, otro de los
mecanismos propuestos para explicar el influjo de Ca’2 en al
miocardio, por otros caminos que la corriente lenta, es a través
del intercambio Na*-Ca’2, el cual no es dependiente de energia
(411, 412, 413).

Con respecto a la fuente extracelular de Ca’2, se halla
asociada muy íntimamente con la capa externa de la membrana
sarcolemal, aunque no se conoce exactamente la ubicación de
esta fracción que es tan rápidamente intercambiable. La unión
de Ca’2, en particular a los residuos cargados negativamente,
como ácido sialico, el cual se halla en la membranabasal del
sarcolema, parece tener una función primordial en el proceso
de excitación-contracción en el músculo cardiaco (414). En este
sentido, se demostró que al remover los residuos de ácido sialico
de la membrana sarcolemal, se reduce la unión del Ca’2 y se
deprime la contractilidad del miocardio (415), aunque otros
autores no coinciden con estas observaciones (416).

La contracción del miocardio se inicia por un influJo de
(.‘a'2 extracelular, con el subsiguiente incremento en la concen
tración de Ca’2 libre desde 0,1 pH, o sea niveles de reposo,
hasta 10 HHdonde se alcanzan niveles que producen la activación
muscular. En consecuencia, el proceso de contracción se produce
al menos por tres mecanismos:
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a) Directamente por el influJo de Ca’2 (264).
b) Produciendo la liberación de una alta concentración de Ca’z

del reticulo sarcoplasnútico.
c) Por combinación de a) y b) (417).

La alteración en la concentración intracelular de H’ por
despolarización, puede ademas liberar Ca’2 de los depósitos
del reticulo sarcoplasnatico y de mitocondrias. Asimismo,puede
liberarse Ca"2 de mitocondrias a traves de un mecanismode inter
cambio Na*-Ca*2 (403).

Al incrementarse los niveles de Ca’2 intracelular se produce
la unión del mencionado ión a la Tn-C, y como consecuencia se
produce un cambio conformacional en la tropomiosina, de modo
tal que la miosina pueda interactuar con su sitio activo sobre
la proteina actina, y de este modoel músculo se contrae (418).

Con respecto a la relajación del músculo cardiaco, se produ
ce a traves de la disminución de los niveles de Ca’z. Este meca
nismo es efectuado por medio de la actividad concertada de dis
tintos sistemas ubicados en las membranas. Es asi como la ATPasa
dependiente de Hg’2 y estimulada por Ca’2 del reticulo sarcoplas
mático es quien disminuye los niveles de Ca’z a traves de un
mecanismo donde actua como bomba, o sea en forma energia-depen
diente (419).

La relajación de la célula cardiaca también se ve influen
ciada por la eliminación de Ca’2 a traves de la membranasarcole
mal. Es asi, como se demostró la existencia de un mecanismo
de intercambio Na’-Ca’2 por medio del cual se remueve Ca’2 de
la celula, a la vez que el Na’ entra a ella pasivamente (420).
Asimismo, una ATPasa es capaz de transportar Ca’2 a nivel del
sarcolema, y de esta forma participar también en la remoción
de Ca’2 de la celula (421, 422). La presencia de esta ATPasa
dependiente de Hg’2 y estimulada por Ca"'2 es la responsable
del mencionado efecto. Por otra parte, ademas de la función
que ejerce sobre la contracción muscular, el Ca’z es importante
en el mantenimiento de la estructura de la célula cardiaca. Weiss
y col. (423) y Zimmerman y Hulsman (424) demostraron que la
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deficiencia o el exceso de Ca’2 produce una desorganización
masiva en la integridad de la membranacelular. El papel que
desempeña el calcio en la integridad de la membranaes en forma
de material de unión (425): ademas está involucrado en la adhe
sión celular (426) y en la fusión de las membranas (427). Asimis
mo, Cook y Bugg (428) demostraron que el Ca’2 participa en unio
nes no iónicas con carbohidratos, los que proveen un mecanismo
adecuado para el mantenimiento de la estabilidad estructural
por medio de un efectivo entrecruzamiento de varias cadenas
de carbohidratos. Ademas de este hecho, las alteraciones en
el contenido de Ca’2 en las membranasestan en relación con
los cambios conformacionales que se producen en dichas membranas
y que estan asociados con incrementos característicos en su
permeabilidad (429).

Sumado a las mencionadas funciones, el Ca’2 tiene una gran
importancia en la regulación del metabolismo del miocardio. Como
fue ya demostrado, el Ce!"2afecta la glucogenolisis en el músculo
cardiaco por medio de un efecto activador sobre la fosforilasa
b quinasa (430). Por otra parte el Ca’2 citoplasmatico participa
en el transporte de glucosa hacia el interior del miocardio
(431).

Los estudios realizados en corazón de rata aislado o períun
dido, demostraron que niveles crecientes de Ca’2 intracelulares,
pueden estimular los procesos glucogenoliticos, glicoliticos
y lipoliticos en el miocardio. Coincidentemente con estos traba
jos se hallaron evidencias que indicaban la función que cumple
el Ca’2 en la movilización de las reservas de los triglicéridos
cardiacos (432).

En consecuencia, el ión Ca’2 posee una función de gran
importancia tanto en el proceso de excitación-contracción como
en los eventos relacionados con la estimulación del metabolismo
del miocardio. En este sentido, y de acuerdo a la información
enistente. el Ca’2 parece actuar como"puente" o unión entre
el metabolismo y la función cardiaca. La capacidad del músculo
cardiaco para generar la fuerza contractil, depende principalmen
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te de la capacidad de la celula cardiaca para elevar la concen
traCión intracelular de Ca‘2 libre hasta un nivel adecuado. En
este evento estan comprometidos distintos procesos, entre los
que se incluyen el influjo de Ca'Ï a traves de sus canales y
los mecanismos de intercambio Na"-Ca’2 en la membranasarcolemal,
comoasi también la liberación de Ca'2 de las reservas intracelu
lares tales comoreticulo sarcoplasmótico y mitocondrias.

La entrada de Ca'2 a través de los canales de calcio. en
respuesta a la onda de excitación, es un proceso controlado
metabólicamente, y en el que se hallan asociados el “turnover”
o recambio del fosfatidilinositol, la actividad de la ATPasa
dependiente de Ca’2 y las reservas de Ca'2 sarcolemal comorefle
jo del Ca’2 unido, independiente de ATP.

La onda de despolarización puede liberar Ca+2de las reser
vas intracelulares directa o indirectamente a traves de la libe
ración inducida por el mismoCa"2 como en el caso del reticulo
sarcoplasmatico a través del intercambio Na’-Ca’2 en mitocondrias
y/o a traves de los cambios de concentración intracelular de
H’.

El incremento de la concentración citoplasmatica de Ca’z
conduce a la contracción muscular. para lo cual se requiere
la hidrólisis de ATP,quien es sintetizado básicamente en mito
condrias por un proceso de fosforilación oxidativa. El ión Ca’2
a ba3a concentración estimula no sólo la fosíorilación oxidativa
mitocondrial, sino que tambiénactiva la glucólisis y lipólisis,
que sera el medio por el cual se provee el sustrato para que
se produzca la fosforilación oxidativa.

Por otra parte. la relajación del músculocardiaco es indu
cida por la disminución de la concentración citoplasmática de
Ca‘z. Este evento es ejecutado a través de la activación de
los mecanismos de transporte de Ca’z, los que dependen de la
energia presente y se producen en reticulo sarcoplasmútico.
sarcolema y mitocondrias. La remoción de Ca‘2 del citoplasma
es llevada a cabo por un sistema de intercambio Na'-Ca*2 en
el sarcolema, donde la energia es prov1sta por un gradiente
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de Na' a través de la membrana.

7.2. MOVIMIENTOS CELULARES DE Ca’2 EN RELACION A LA ACTIVIDAD

DE LAS CATECOLAHINAS Y A LA ACTIVIDAD DE LA Na’*K*-ATPasa.

El metabolismo de Ca'2 en el corazón no es un proceso des
Icontrolado, sino que en realidad los flujos de Ca': están regula

dos por diversos factores externos. Unode los mecanismos impli
cados en la alteración del metabolismo del Ca’2 se produce por
interacción de las catecolaminas con las membranascardiacas. En
este sentido, la unión de las catecolaminas a los receptores
de la membranaejerce una serie de respuestas celulares a traves
de las cuales se pueden modular la duración y la fuerza de con
tracción. Uno de los efectos ejercidos por las catecolaminas,
es el incremento que producen sobre la corriente lenta de entrada
de Ca’2 (402), a traves del incremento de los niveles de AMP
cíclico por estimulacion de la adenilato ciclasa y la subsiguien
te fosíorilación de la protein-quinasa dependiente de ANPcicli
co. El incremento en el influjo de Ca’2 ocurre debido a que
la activación de la ATPasadependiente de Ca’2 hace que se abran
los canales de calcio. La íosforilación, mediadapor la protein‘
quinasa dependiente de AMPcíclico, también estimula la captaCión
de Ca’2 del reticulo sarcoplasmatico, y de esta forma se incre
menta el contenido de Ca’Ï, el cual produce a su vez, mayor
liberación de Ca’2 de los sitios de reserva hacia el citoplasma.
ejerciendo una mayor estimulación. Comofue demostrado, al inyec
tar AHP cíclico en la celula cardiaca. se produce el incremento
de la corriente de Ca’2 y de la fuerza de contraCCión. en forma
seme)ante a lo observado con las catecolaminas (433, 434).

En forma similar, el incremento en los niveles de AMPcicli
co causado por la activación de la adenilato ciclasa por acción
de las catecolaminas, mejora la velocidad de relajación del
músculo cardiaco. La fosforilacián del reticulo sarcoplasmático
y del sarcolema por la protein-quinasa dependiente de AHPcicli
co, meJora significativamente la actividad de la bombade calCio
en los sitios menCionados, y de esta forma remueven Ca’2 del
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citoplasma en forma mas rápida y eficiente (435).
Otro aspecto referente al metabolismo de calcio en el mio

cardio, involucra a la interacción de Ca’2 con la actividad
de la Na‘*K’-ATPasa. Aunque el Ca“2 en altas concentraciones
inhibe la actividad de la Na’+K’-ATPasa,este sistema se halla
implicado en la regulación de los movimientos de Ca’2 en las
celulas cardiacas.

La relación entre la distribución de Ca‘z y la actividad
de la Na’+K’-ATPasa,puede e3empliíicarse a traves de la aceión
de los glicósidos cardiacos con la membranasarcolemal. Por
ejemplo, una droga como ouabaina produce un efecto inotrópico
positivo, o sea que afecta la contractilidad cardiaca a través
de su interacción con la Na'*K‘-ATPasa. De esta forma, la unión
de los glicósidos al receptor digitalico puede alterar el metabo
lismo del Ca’2 por dos mecanismos posibles. El primero de ellos
seria a través de la unión del glicósido, alterando el influJO
de calcio por medio de una interacción compleja, en la que esta
involucrada la membrana sarcolemal (290), y que incrementa los
depósitos de Ca’2 en el sarcolema: o bien incrementa la magnitud
de la corriente lenta de entrada (436). El segundo mecanismo
seria debido al hecho que los glicósidos cardiacos alteran la
distribución intracelular de Ca’2 luego de la inhibición directa
de la actividad enzimática de la Ha’*K’—ATPasa,lo cual significa
que se incrementa la concentración intracelular de Na’ dando
lugar al incremento de la concentración de Ca’2 citoplasmatico
de dos maneras distintas:
a) mejorando la entrada de Ca’2 a traves de un mecanismo de

intercambio Na’-Ca*2 en el sarcolema (437);
b) la liberación de Ca"2 mitocondrial, inducida por Na’ (438).

En consecuencia, la interacción de los glicósidos cardiacos
con la Na’vK’-ATPasaeyerce su acción inotrópica por alteración
de las reservas de Ca’2 sarcolemal.

Es interesante mencionar la presenCia de una proteina qua
también se halla involucrada en la regulación del Ca“2 en el
miocardio. Dicha proteina. denominadacalmodulina, fue descripta
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por primera vez en 1971, por Cheung (439), y posee la capacidad
de unir Ca’2. La interacción entre Ca’2 y calmodulina ejerce
efectos muymarcados sobre el metabolismo a traves de la estimu
lación de la fosforilasa b quinasa con el subsiguiente incremento
en la glucogenolisis (440). Por otra parte, calmodulina posee
la capacidad de afectar los niveles intracelulares de Ca’2,
alterando la actividad de la bombade calcio en las membranas
del miocardio. Esta capacidad se ve reflejada en el incremento
que produce en los valores de Vnúx y la disminuCJÓn del valor
de Ka en la actividad de la ATPasa dependiente de Hg’2 y estimu
lada por Ca’2, en el sarcolema del miocardio (441). En forma
similar, la calmodulina estimula la actividad de la ATPasadepen
diente de Hg’2 y estimulada por Ca+2del reticulo sarcoplasmati
co, produc1endo de esta manera un incremento del transporte
de Ca’2, modificando la velocidad de relajación del miocardio
(381).

En consecuencia, los movimientos de calcio y su acción
en el miocardio, son regulados principalmente por el sistema
adenilato oiclasa, AMPcíclico, Na’+K’-ATPasa,el intercambio
Na’-Ca'2 y la proteina calmodulina.

8. HIPOTESIS DE TRABAJO.

En los últimos años se han acumulado eVidenCias que relacio
nan a la enfermedad de Chagas con procesos inmunopatológicos.

Asimismo. la inc1dencia de trastornos cardiacos en la enfer
medad de Chagas determinó la importancia de estudiar aspectos
inmunofarmacológicos sobre un tejido muscular comoel cardiaco,
y los fenómenos que en el ocurren, en especial aquellos mediados
por receptores comoson los B-adrenergicos.

De este modo, la hipótesis de trabajo se orientó a investi
gar si los anticuerpos presentes en sueros de pacientes chagús1
cos podrian ejercer efectos sobre el miocardio, interactuando
con receptores de la membrana, modulando su actiVidad.

Con este fin, el plan de trabaJo se realizo siguiendo el
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:31QUlL'ntc'! esquema:
I. Se estudió el efecto biológico de sueros provenientes de

pacientes chagásicos sobre el tejido cardiaco aislado de
rata y de cobayo.
Se analizaron los mecanismosa traves de los cuales se produ
ce el reconocimiento a las membranascardíacas por parte
de anticuerpos provenientes de pacientes chaqásicos y las
señales intracelulares que provocan dicho reconocimiento.

Por lo tanto se aisló la fraCCión de IqG de los menCio
nados sueros para verificar la naturaleza inmunológica de
las moléculas que median el fenómeno observado. A su vez.
se aislo de la fracción IgG:
a) aquellos anticuerpos que reconocen al antígeno EUI: para

ello se absorhió con GR-C, ricos en dicha estructura
antigénica.

b) anticuerpos que se separan al ser absorbidos con GR-P.
ricos en receptores ¡al-adrenécrgicos.

En todas las fraCCiones obtenidas se analizó el efecto
biológico de cada una de ellas sobre el tejido auricular
aislado. Además. con el uso de bloqueantes farmacológicos
se trató de conocer el mecanismo inmunofarmacológico involu
crado.
Se verificó la unión del anticuerpo a membranascardiacas
a traves de ensayos de desplazamiento, en presencia de
un radioligando ñ-adrenergico especifico.
Se determinó el efecto que ejerce la IDGchagúsica en el

te7ido cardiaco sobre los niveles intracelulares de AMP
cíclico.
Se analizó, comparativamente. los efectos de la IgG chagási
ca con los del isoproterenol, dibutiril AMPcíclico y teofi—
lino sobre la liberación de fosfato inorgánico de auriculas
aisladas de rata. en presencia y en ausencia de ouobaina.
Se determinó la influencia del ión Ca’2 sobre los parámetros
contractiles. en qué forma, debido a la presenCia oeY

IgG chagásica o un agonista fi-adrenergico, se ve modificaaa



VII.
au acción.
Se estudiaron laa actividades de enzinaa presentas an la
membrana cardiaca, tala; como Na’*K*-ATPaaay Ca’z-ATPaaa,
determinando cuales aa ven modificadas por acción de la
IgG chagásica.



CÑPZTULO II. MÑTERIQLES k’ METODOS



l. OBTENCION Y PURIFICACION DE LOS REACTIVOS INMUNOLOGICOS.

Los estudios farmacológicos y bioquímicos fueron efectuados
a partir de sueros e IgG de pacientes chagósicos y de individuos
normales, los que fueron obtenidos en 1a Sección de Cardiología
y del Laboratorio de Reumatología e Inmunología del Centro de
EducaCión Medica e Investigaciones Clinicas (CEMIC), Buenos
Aires.

1.1. SELECCION DE SUEROS.

Los sueros fueron seleccionados de pacientes chegásicos,
crónicos cardiópatas y no cardiópatas, infectados con T. cruzi
y que residían en el área metropolitana de Buenos Aires.

Los sueros e IgG utilizados comocontrol provenían de indi
viduos normales no infectados.

Los criterios empleados para la selección de los enfermos
y los controles, para ser incluidos en los estudios fueron: las
ausencias de sintomas subjetivos de hipertensión arterial, de
diabetes, obesidad o mal nutrición, comotambién la ausencia
de soplos cardiacos que pudiesen corresponder a enfermedades
valvulares reumáticas o congénitas. En todos los casos las mues
tras de sangre fueron obtenidas por punción venosa, y los anali
sis de sangre y orina que son realizados de rutina, fueron norma
les.

La serologia de todos los sueros se estudió en base a tres
reacciones para el diagnostico de infección por :L_cru2i como
son: ÍJ)GC)ÓD de complemento, hemaqlutinación pasiva e inmuno
fluorescencia (47).

Entre los distintos sueros estudiados se incluyeron también
aquellos provenientes de individuos con otras afecciones cardia
cas. tales como enfermedad isquémica, regurgitación aórtica
debida al sindrome de Harfan, enfermedad reumática e individuos
con comunicaCión interauricular. En ningún caso, los individuOs
recibían medicaCión que pudiera interferir con los estudios



a realizar.
Los pacientes chagásicos, de acuerdo a los estudzwa &;&CLro

1'51!dzográflcoa y rL-¡dLL‘I'LÓ/QLcos,conjuntamente con ias (“Los Clin-
coa fueron dzvidldos en:

paelentea con lníeCClÓn chaqáaica crónjvu, uxn m1oca1u;t.s
(aglnnomáticos):

ii) pac1entes con miocarditls crónica Chagasuca.
Los sueros Obtenldüs de pacientes Chdgá51Ü05o dv otra:

aíecc1ones, y los controles normales, fueron ¿nactuvadoa durante
\manutos Sü'u y posteriormente congelados a "ZÜ‘Chasta

su empleo.

1.2. PURIFICACION DE IgG.

Los sueros seleccionados en la forma descripto, se empiedron
—su vez, para la obtenc1ón de la fracción IgG.

En consecuencia, los sueros se sometieron a pruc1p1tacaón
con sulfato de amonzo (40K), y posteriormente cromatografía
con DEAE-celulosa (Blc-Red, Rlchnond, California, USA), equal;
oraoa con buffer fosfato S mM (pH 8,0) (33). Las fracczones
eiuidas de IgG, concentradas y dializadaa contra PES, fueron
anal¿2ades por Jnmunoelectroforesis, empleando antisuero humano
total y anti-196 monoeapeclíica, mostrando sólo una linea de
precipztación.

La concentraCJÓn de IgG fue determmnada por ¿nmunodliuslún
raúxdl, según Sterin-Borda y col. (442).

' PROCEDIMIENTOS DE ABSORCION.'..J.

Los sueros y/o las IgG purlílcadus, fueron someLJdas a
procedamzentos de absorción con glóbulos rayos de copayo (GR-CJ
por su rlqueza en antígenos EVI y ausencma de receptores ü-udre
noi-rgxc'cns;o con glópulcls rojyos de pavo (GR-P.) rurc's en receptores
ñ-adrenérqicos y ausenCJG de antígenos EVI (87).

Los GR-Cy GR-P fueron lavados tres veces con PES, e incuba
ooa una hora a 37°C y una hora a 4°C con suero inactivado no:
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calor, en una proporción de un volumen de suero por tres volúme
nes del paquete globular.

Luego de la absorción, los sueros Chagasicos EVI positivos,
fueron valorados por reacción de i rluuz "a indirecta
sobre corazón y músculo esquelético (47), para determinar si
la absorción con GR-C removió totalmente la reactividad EVI:
y si la absorción con GR-Pno modificó la imagen EVI o el titulo
de los sueros.

A su vez, las IgG absorbidas con GR-Co GR-P fueron obteni
das de sueros previamente absorbidos, y posteriormente controla
dos por inmunoíluorescencia indirecta sobre miocardio y músculo
esquelético.

2. VALORACION DE LA ACTIVIDAD EECANICA.

El efecto biológico del anticuerpo chagasico fue evaluado
en base a su capacidad para fijarse a un tEJidO "vivo" como
es la auricula de rata, latiendo espontáneamente en el medio
de Krebs-Ringer-Bicarbonato (KRB)modificado (443).

2.1. PREPARACION DEL TEJIDO CARDIACO.

Los estudios de la actividad contractil fueron realizados
sobre el miocardio auricular de ratas machoalbinas de la cepa
Uistar, cuyos pesos oscilaban entre 250 y 300 g.

Los animales fueron sacrificados por decapitación, extrayen
do rapidamente el corazón mediante toracotomia.

A fin de eliminar la mayor parte de la sangre contenida
en las cavidades cardiacas, se colocó cada órgano en caJas de
Petri con solución de KRB, gaseada con una mezcla de C02 al
5% (V/V) en 02, durante unos minutos.

La composición de la solución de KRBes la siguiente (444):
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Ión P tracxones (mn)

Na’ 145,00
K’ 6,02
Hg’2 1,33
Ca+2 1,¿o
01- 126,0
HCOg- 25,3
504-2 1,33
904-3 1,20

pH final: 7,4: glucosa (5,5 mH).

Las auriculas fueron separadas cuidadosamente de los ventri
culos. mediante una sección a la altura del surco auriculo-ven
tricular y posteriormente se eliminó todo resto de teJido extra—
ño.

2 2. MONTAJE DEL PREPARADO AURICULAR.

El tejido auricular aislado y disecado, se colocó en una
cámara tisular de doble pared, con 20 nl de KRB,gaseado con
carbógeno, suyetándolo a un soporte tisular de modotal que
unos de sus extremos quedó fiyo a un transductor mecano-eléctrico
de tensión (Statham modelo UCS-GoldCell).

El transductor se hallaba acoplado a un oscalógraío inscrip
tor (SAN-EI-lBO) (445), como se representa en la figura 4.

En estas condiciones, el tejido se mantuvoa la temperatura
deseada durante todo el periodo experimental ya que por la cámara
tisular y a traves de una doble pared de vidrio circulaba agua
proveniente de un circuito termostatizado.

Una vez montado el preparado, se aplicó una tensión basal
de reposo de 750 mg, mediante un dispositivo micrometrico, dejan
do posteriormente equilibrar el tejido durante bo Minutos antes
de comenzar los ensayos experimentales.
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Fig. 4. Disposición del tejido tentado pero el registro de le
tensión iaonétrica. 1) soporte tisular. 2) cámaratisu
lar. 3) solución KRB. 4) bombotermostatizade a 37'C.
5) fuente de carbógono y 6) transductor de tensión.



Í1 3 REGISTRO DE LA ACTIVIDAD CONTRACTIL.

al finalizar el periodo de equilibrio. se procedió el redis
tro de los parámetros que determinan la actividad contráctil
de las auriculas latiendo espontáneamente en KRB.Por lo tanto,
fueron obtenidos. en cada experimento. los valores correspondien

I: La tensión contráctil isométrica (TCI). expresada en m9.
y que corresponde a las contracciones fásicas desarrolladas
sobre la tensión de reposo aplicada externamente. y seguida
de relajación.

“1) La frecuencia de contraCCión (Fc) espontánea, o sea el número
de latidos por minuto.
Los experimentos fueron también realizados en auricuias

izquierdas, electricamente estimuladas a traves de electrodos
de platino mediante pulsos de 0,5 mseg de duraCJÓn y una intensi
dad levemente ubicada por encima del umbral (10K), entregada
a traves de un estimulador convencional.

Los efectos inotrópicos fueron también reqistrados a traves
de la máxima velocidad desarrollada de la fuerza isometrica
(dFidt>, por medio de la tensión de reposo aplicada externamente
y seQUida de rela3aCión. Ademásla contractura del tejido auricu
lor fue evaluada por el incremento sostenido a traves de la
tensión de reposo aplicada externamente, y que no es seQUida
de relajación.

Los valores controles. tomados como lOün, corresponden
a los valores iniciales de los parámetros contráctiles registra
dos luego de los 60 min de equilibrio. y preVios al agregado
de drogas. sueros o IgG.

El efecto que produ)o sobre los parámetros contráctiles
en el baño de órgano el agregado de suero o IgG fue expresado
como porcentaje de cambio de acuerdo al metodo acumulativo des
r‘ripto por Von Rossan (446) para la obtenc1c’m de las curvas
dosis-respuesta.

Experiencias similares a las descriptas, fueron realizadas
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con tejido auricular de cobayo: pero en estos ensayos la solución
de KRBposeia una concentración de Ca’2 de 2,4 nn.

2.4. RELACION ENTRE DOSIS Y EFECTO.

Las drogas o sustancias que se combinan con un receptor,
en el caso de poseer una acción determinada, lo harán desencade
nando una sucesión de efectos intracelulares. En el caso de
ser una interacción reversible entre la droga o sustancia con
su receptor, puede analizarse la magnitud del efecto en forna
semejante a la formación de productos enzimáticos. Por lo tanto.
la ecuación es idéntica a la de Hichaelis-Menten, donde

Emáx
Efecto =

HD + [DJ

siendo Ema! : efecto maximoresultante
HD : constante de disociación del complejo droga-recep

tor
[D] : concentración de droga o sustancia ensayada

Al construir un grafico equivalente al de Lineaweaver-Burk
correspondiente a una cinética enzimática. queda:

1 KD 1

E Ema):’ Enáx

De este nodo se obtienen los valores de Em¿x y HD, en ausen
cia o presencia de una segunda sustancia o droga, que presenta
acción mutua con el receptor.

3. RECEPTORESS B-ADRENERGICOS EN HEMBRANAS CARDIACAS.

3.1. PREPARACION DE HEHBRANAS CARDIACAS PURIFICADAS.

Los estudios realizados con el fin de identificar los recep
tores B-adrenergicos cardiacos de IgG normal o chagásica, fueron
llevados a cabo en base a la obtención de membranascardiacas
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preparadas básicamente de acuerdo al procedimiento descripto
por Limas (447).

Para la preparación de las membranasse emplearon ratas
macho albinas de la cepa Uistar, cuyos pesos oscilaban entre
250 y 300 gramos. Luego de ser sacrificadas por decapitaCión,
se les extrajo de inmediato el corazón por toracotomía, colocan
dolos en cagas de Petri con solución de KRB,gaseada con carbóge
no, para eliminar la mayor parte de la sangre que quedase en
las cavidades cardiacas.

El siguiente paso fue separar el tejido ventricular, lavarlo
con buffer Tris-HCl (pH 7,4) frio y luego sumergirlo en un buffer
frio de la siguiente composición: sacarosa 0.25 M, Tris-HCl
(pH 7,4) 5 MM, M9012 1 mn. Todos los pasos siguientes hasta
la obtención de las membranas cardiacas fueron realizados a
una temperatura de 4°C.

El tejido, que se hallaba en una relación de 1:4 con respec
to al buffer empleado, fue homogeneizado con un Polytron PT-20
durante 15 segundos a máxima velocidad, y luego repetido dos
Veces más con intervalos de 30 segundos.

Una vez homogeneizado, la suspensión se filtro a traves
una fina malla, con el fin de retener los restos tisulares

no destruidos y fibras conectivas (448).
El homogenato obtenido se centrifugó a 700xg durante 15

Minutos. El “pellet” resultante, formado principalmente por
celulas intactas y núcleos, fue descartado. El sobrenadante.
luego de pasarlo a un nuevo tubo, se centriíugó por 10 min a
lü.000xg para descartar mitocondrias que quedan en el “pellet”.

Por último, el sobrenadante resultante fue centrifugaco
a 40.00039 durante 30 min., con el fin de obtener la fracción
microsomalde las celulas del tejido cardiaco.

El “pellet” final se lavo dos veces con un buffer Tris-HCl
(pH 7,4) 50 mH, HgClg 10 mH: y luego las membranas obtenidas
se resuspendieron en el mismobuffer de forma tal que la concen
traCion final fuera de 3-5 mgde proteina/ml, determinada de
acuerdo al método de Lowry y col. (449) utilizando seroalbúmina
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obtenidas de
para los ensayos de unión con radioligan

Grado de purificación relativa de las membranas.

de aislar las membranascardíacas y haber determinado
y del homogenato

se realizó el chequeo de la pureza relativa de la frac

de

eión obtenida a través de la determinación de la actiVidad enZi
mática de algunas enzimas "marcadores" de la fracción subcelular
preparada.

En consecuencia. fueron determinadas las actividades de
la Ha’rK’-ATPasa y de 5'—nucleotidaaa. tanto en honogenato como
en la suspensión final. En el primer caso, la actividad de la
Na'+K'-ATPasa fue determinada en un medio que contenía los co
rrespondientes componentes (450) con las siguientes concentracio
nes: Hinz 5 mM, NaCl 100 mH. KCi 10 mH. Tris-HCl (pH 7,5) 50
mH, ATP 4 mHy 0,1 m1 de la preparacion del tejido que contenía
80-100 pg de proteína. en un volumen final de 1 ml. La reacción
fue iniciada por le adición de ATP, y se mantuvo durante 10
nin. a 37’C.

Al finalizar el periodo indicado, se agregó 1 m1 de TCA
6% frio, y luego de una agitación se centriíugó a 3.000 rpm
por 10 nin. En 1 m1 del sobrenadante se determinó el Pi,
acuerdo al metodo de Taussky y Shorr (451). La actividad de
la Na’tK'ATPasa fue

La actividad de 5'-nuceotidese se
que contenía las siguientes concentraciones
m”, KCl 100 mM, Tris-HCJ (pH 7,2) 50 mM y AMP 5
to. El volumen final fue de 600 pl (452).

Las determinaciones,
nicrosomal, se
ei agregado de
periodo indicado,
pl de TCA 12%,

realizaron

expresada en pmoles de

a 37’0,
BHPy dejando que transcurran 10 min.

se detuvo 1a

iniciando

reacción

Pi/mg de proteina/h.
determinó en un medio

finales: HgClz5
mH, como sustra

tanto en homogenato como en la fracción
la reaCCión por

Luego del
por agregado de 400

determinando Pi liberado por el método de Harsch
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y col. (453). Para ello, se centrifngó a 3.000 rpm por 10 min. y
500 ul del aobrenadante fueron transferidos a un tubo de ensayo
y diluidos hasta un volumen de 6,0 ml. Posteriormente, se agregó
6.0 ml de n-butanol, seguido de 1 ml de una solución "a" prepara
da de la siguiente forma: SO ml de HCl concentrado y 20 g de
N32H004.2H20 en agua. fueron mezclados y diluidos hasta 500 ml.
Por último. se agregó 2 ml de una solución "B", compuesta por
¿UU g de citrato de sodio dihidratado. en 500 ml de agua, ajus—
tando el pH a ?.O con HCl. De inmediato se agitó cada tubo por
5-10 seg.. y alrededor de 3 nl de la íaae superior de cada uno,
fueron transferidos a otro tubo, agregando en cada caso unas
gotas de metanol para eliminar la turbiedad que pudiera estar
presente. En forma semejante, se preparó un blanco en ausenCia
ne Pi. y se realizó la determinación a 310 mn, dentro de los
iü Min. La actividad de S'-nucleotidasa fue expresada en pmcnl
Pixmgproteina/10 nin.

3.2. IDENTIFICACION DE RECEPTORES fi-ADRENERGICGS.

Loa ensayos de unión del (-)-[3HJ-DHA a las membranas cardi
acas purificadas. para la identificación de los receptores fi-adre
nergicos fueron realizados esencialmente comolo describió Ale
xander y col. (454).

Para la realización de cada ensayo, eran agregados 100
ul de la suspensión de membranasa los tubos correspondientes
conteniendo (-3-[3HJ-DHA (actividad especifica 38.5 Ci/nnol.
NEN). en concentración {13a o variable y en un volumen final
de 150 ul con Tris-HCl (pH 8,0) 50 mH y HgClg 10 MH. En todos
los casos se incubaba cada tubo durante 15 min a 37'C y con
aditaCión. Al finalizar el periodo indicado, de cada tubo se
tomaban alicuotaa de 100 pl y ae agregaban a 2 ml de buffer
Tris-HCl (pH 3,0) 50 MHcon 10 mHde H9C12, a d’C. De esta forma.
se detenia el ensayo, y rápidamente se filtraba la suspensión
nor medio de vacio y a través de filtros de fibra de vidrio
Uhutman GF/C. Cada filtro, a su vez, era lavado dos veces con
iraCCionea de 5 ml de buffer frio y colocados en el correspon



diente vial.
Una vez seco cada papel de filtro. se procedió a determinar

la radiactiVidad contenida en cada vial por medio de espectrome
tria de centelleo liquido. Para ello, era agregado a cada vial
10 ml de solución centelleadora, la cual estaba compuesta por
30 partes de Tritón X-lOOy 70 partes de una solución formada
por 4 g de PPO (2,5-difenil oxazol), 50 mg de POPOP(1,4-bist2
(S-fenil oxazolil)J-benceno), disueltos en 1 l de tolueno.

Por medio de la lectura en un contador de centelleo liqui
do, se obtuvo la radiactividad contenida en cada vial, expresada
en cpm. Teniendo en cuenta que el factor de eficiencia en el
conteo de radiactividad (a?) obtenido experimentalmente fue de
40-453, eran transformadas las cpm en fmoles de (-)-(3HJ-DHA
unido, mediante la siguiente ecuación:

(-)-[3HJ-DHA unido (cpm) x 1012 (ímoles/mmol)
inoles (-)-[3HJ-DHA =

Y (cpm/dpm) x 2,22x1012 (dpm/Ci)x act. asp.
(Ci/mmol)

A su vez, los {moles de (->-[3HJ-DHA unidos/m9 de proteina
representan la union o binding de cada ensayo. Dado que la unión
del (-)-[3HJ-DHA se produce no sólo a sus sitios especificos.
o sea a los receptores B-adrenérgicos. sino a sitios denominados
inespecificos. se establece que:

cpmtotales = cpmunidas especificas r cpmunidas inespeciíicas

De este modo, la unión especifica representó la diferencia
entre la unión total y la unión no especifica, siendo esta última
la definida comola cantidad de radioligando unido que no compite
con un exceso de agonista o antagonista B-adrenérgico no radioac
tivo.

Por lo tanto. la unión no especifica. fue determinada en
presenCia de 10'b H de (-l-propranolol, de forma tal que no
se excedia del 35%de la unión especifica a las concentraCiones
del radioligando que eran empleadas.
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La identificación de los receptores B-adrenérgicos se con
pletó con ensayos de desplazamiento del (-3-[3HJ-DHA, frente
a concentraciones variables de isoproterenol.

3.3. ESTUDIOS DE UNION DE (-)-[3HJ-DHA. ENSAYOS DE DESPLAZA

HIENTO.

Las membranas cardiacas purificadas fueron sometidas a
ensayos de desplazamiento con agonistas o antagonistas B-adrenér
gicos, como asi también fueron enfrentadas a IgG normales y
chagasicas. Para ello, la suspensión fue previamente incubada
durante 1 h a 30'C en ausencia y en presenCia de concentraCiones
crecientes de IgG normal o chagásica, en un medio que contenía
Tris-HCl (pH 7,4) 50 mn, HgC12 10 mH. Adicionalmente se ensayó
de la misma forma con IgG normal o chagasica, preViamente someti
das a procesos de absorCJÓn con GR-C o con GR-P.

En todos los casos, al finalizar el tiempo de incubación,
se centrifuqó cada tubo a 40.000xg durante 30 min. y a 4°C. El
"pellet" obtenido fue resuspendido en el buffer mencionadoy
en el volumeninicial.

Las suspensiones obtenidas fueron incubadas durante 15
min. a S7’C y con agitación, en presencia de (-)-[3HJ-DHA 2,5
nH. Procediendo según fue descripto en 3.2. de esta sección,
se determinó en cada caso la unión específica del ligando.

Los resultados. en este caso, se expresaron comoX de (-)
[3HJ—DHAunido con respecto a la unión especifica en membranas
incubadas en ausencia de IgG, las cuales se consideraron que
representaban el 1002 de unión. En consecuenCia, la unión especi
fica en presenCia de IgG normal o chagósica, se expresó como
porcenta)e del valor control (sin IqG).

3.4. ENSAYOS DE SATURACION.

De acuerdo a las condiciones ensayadas como fue indicado
en la secc16n 3.3., se realizaron ensayos de saturación de las
membranas cardiacas purificadas. incubadas con IgG normal o
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chagásica absorbidas con GR-C, en presencia de concentraCiones
creeientes de (-)-[3HJ-DHA. La concentraCión elegida de
chaaásica absorbida con GR-Cestaba de acuerdo a los resultados
obtenidos en ensayos de desplazaMJento, correspondiendo a aquella
que produce más de un 603 de inhibición de lo unión específica
del \-)-[3HJ-DHA a Las membranascardiacas purificadas.

Tal como ocurre con una gran variedad de experimentos DJO'
quimicos. farmacológicos y fisiológicos. ia relación entre Las
variables resultan ser curvas, siendo con frecuenCia hipérbolas
rectangulares que pasan por el origen, en particular en los
ensayos de unión a los receptores o en los estudios de Cinetica
enzimática. Por lo tanto, al groficar los {moles de (-)—[3H)-DHA
unidos especificamente/m9 de proteina. en funCión de la concen
traczón de radioligando empleada, se obtienen curvas hiperbóli
cas.

De este modo, las curvas obtenidas se pueden describir
mediante una ecuac16n que posee la siguiente forma:

X

donde: Y representa la cantidad de ligando radiactivo unico
a un sitio especifico/mg de proteina (B).

X representa la concentración del ligando radiactivo,
no unido, en concentración nH (F).

En los estudios de unión e receptores especiítcos, la varLa
ble dependiente es la cantidad de radioligando unido al receptor
(Br y ia variable independiente es la concentraCión libre de;
iguando marcado (F).

EL ob3eto de los ensayos de unión reaiizados. fue determinar
valores correspondientes a los parámetros que caracterizan

.a relaCión existente entre las variables. tales como:
Bméy : máxima capacidad de unión o número máximo de sitios

de unión especifica/mg de proteina.
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- KD: contante de disociación para el complejo radioligando
receptor.

Para el análisis de las curvas obtenidas. fueron desarrolla
dos una serie de métodos, entre los cuales se halle el descripto
por Scatchard (455). Mediante este mét“o, al graficer B/F en
función de B, se transforme lo hipérbola rnntangular correspon
diente e la ecuación (I), en una línea recta que obedece a la
siguiente ecuación:

B/F Bmax
KU KD

De esta forma, puede obtenerse Bmáxcomo la interseCCión
con el eje de las abscisas, y Ko deriva de lo pendiente de la
recta, ya que:

pendiente -Ka - l/KD, siendo Kg le constante de
afinidad del ligando por su receptor.

Asimismo, el análisis de regresión lineal fue realizado
según Zivin y Uand (456).

4. DOSAJE DE AMP CICLICO.

Los niveles intracelulares de ANPcíclico. fueron determina
dos en auriculas de rata, las cuales habían sido incubadas con
IgG normal o chagásica mediante la técnica de radioinmunoanálisis
(RIA), con un equipo comerCiol obtenido de NEN(New England
Nuclear).

4.1. DISEÑO EXPERIMENTAL.

Los ensayos llevados a cabo para determinar los niveles
de AMP CÍClJCO fueron realizados en ourículas de ratas Mister
nacho. las cuales se eisleron rápidamente luego del sacrificio
del animal. Una vez determinado su peso, fueron colocadas en
un baño de órgano lutiendo en una solución de KRB, oxigenadoa



y mantenidas a 30'C durante el transcursn de ía experiencia.
Las auriculas fueron ¡ncubadas anrante dtarzntos tnempu:
5, 10, 15 y 20 m1nutos), y en cada casa Hu determlnnron

los nmveles de AMPCÍCllCO, estando en presencza du una concentra
Clón ae 5x10‘7 N de Igü normal o chagáaica, absordeas con GR-C.

Por otra parte, fueron determinados los niveles de ¿HP
ciclzco en auriculaa, las cuales, previo agregada ae IgG chagáu¡«

ansorbloa con GR-C, habían aldo Jncnbades con t-b-propranm¿o
¿(D'VM.

Las controles fueron llevados a cahú en forma Similar,
y en BUSE'DCJGde lgG, como así también en presencia cie .Iscvprcnte"
renül 10'9 H, preincnnado o na con (-)-propranülo¿ 10‘? V.

7 CUANTIFICACIÜN DE LOS NIVELES DE ANP CIMLICG.“1....

Luego del periodo de Incubación correspcmd.Lesnte, el tencia
¿ue homogeneizadn con Polytron PT-20 a máxima velocadud durante
¿5 segundos, repetido dos veces con intervalos de 30 segundos,
¿uego del agregado de ï,0 ml de TCA63, a 4°C.

El homogenato fue contrifugado a 2.50039, durante 15 mln. El
"peilet" obtenido fue disuelto en 1 m1 de NaOHiN, culocadu
en baño de agua a IOO'C hasta disolución, y par último lievauo
a un valumen de 5.0 m1con agua destilada para determinar proteí
nas por el método de Lowry y col. (449).

La fracczán aohrenadante fue extraída cuatrú veces con
5 m1de dietil-eter saturado en agua, y descartada la fase etérea
en cada uno de loa casos.

Las muestres fueron colocadas en un baño termostatxzado
a üO’C y evaporadas a sequedad ba3o atmósfera de N2. El resxduo
Jue disuelto en 300 pl de buffer ácido acético/acetato de SOdJÜ
(pH 6,2).

La determinac1ón de los niveles de AMPcíclica fue real;zada
con alícuotas de 100 pl medaanneradlolnmunoensayo, utilizando
AMP cíclico radiactivo (Cyclic AMP, [lzsloduluRIA Kit, NewEn
gland Nuclear).

La determinación del porcentaje de recuperacmón de AMP
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cíclico en las etapas de extracción, fue realizado con muestras
conteniendo aproximadamente 4.000 cpm de [3Hl-AHPcíclico. Las
mediciones del radioligando antes y después de las etapas de
extracción fueron realizadas en un contador de centelleo liquido,
con un porcentaje de recuperación de 75-80%.

Los resultados fueron expresados en pmoles de AMPciclio/mg
peso húmedo o /mg de proteina.

5. LIBERACION DE FQQFATO LNORGANICO (Pi) EN AURICULAS INTACTñS.

El fosfato inorgánico es considerado un regulador basico
del metabolismocelular, ya que su concentración afecta directa
mente la actividad de varias enzimas comoglucógeno fosforilasa
(457), succ1n11-Coñ sintetasa (458) o gliceraldehido fosfato
deshidrogenasa (459). Ademas, la relación [ATPlltñDPJxEPiJ
posee una función central en la integridad del metabolismo ener
getico celular (460).

El teJido cardiaco, comootros tejidos, tiene la capacidad
de regular el contenido de Pi intracelular de acuerdo a las
necesidades del organismo. De este modo, el Pi puede ser acumula
do por el músculo cardiaco contra un gradiente electroquimico
considerable, ya que bajo condiciones normales el potencial
de Nernst para H2P04', aproximadamente de '40 mV, difiere noto
riamente del potencial de reposo de la membrana, de -8O mV. Es
asi que la concentración intracelular de Pi. que oscila entre
4 y 8 mH, es mayor que la correspondiente a la de Pi extracelu
lar: por ello la captación o el efluJo de Pi estaria acoplado
al transporte de Na' a través de la membrana(461).

En consecuencia, el estudio de este sistema de transporte
es de gran importancia por estar involucrado en los sistemas
de control intracelular y extracelular.

5.1. DISEÑO EXPERIHENTAL.

La determinación del transporte de Pi, fue realizada sobre
preparaciones auriculares: para ello se sacrificaron ratas macho



albinas de la cepa Wistar. pesando entre 250 y 300 9.
Las auriculas fueron aisladas luego de abrir el tórax v

extirpado el corazón rápidamente, de acuerdo al procedimiento
descripto en 2.1. de Materiales y Métodospara contractilidad.

Una vez aislado el tejido, se colocó en una cámara tisular
con 2,50 ml de KRB y a una temperatura de 37’C. gaseado con
carbógeno. Dado que el objetivo fue determinar el EÍIUJO o la
captación de Pi, se inició cada ensayo con una misma concen
traCión de Pi en la solución preparada de KRB,que fue fijada
en 1,25 mmoles/l.

Bajo las condiciones descriptas. se determinó la cantidad
de Pi en el medio de incubación a intervalos de 15 min., durante
45 o 60 nin., y a través de la extracción de alicuotas de 100
pl.

El contenido de Pi fue determinado en medios que de acuerdo
a su contenido, se correlacionaban con la actividad de la bomba
de Na’, tales comouna alta o baja concentración de K’, o altas
y ba3as concentraciones de ouabaina. También se lo midió en
un medio carente de Hg’z.

Por otra parte, se estudió el efecto ejercido por la IgG
chagásica y por la IgG normal, sobre la liberación o captación
de Pi por las auriculas de rata latiendo espontáneamente en
un medio de KRB.

Los valores obtenidos fueron comparados con aquellos corres
pondientes a la incubación de las auriculas, previamente a la
adición de IgG normal o chagásica, con (-)-propranolol 10‘7H.

Además, se realizaron estudios similares, con IgG chagasica
absorbida con GR-P, con GR-Co sin absorber.

Los efectos ejercidos por la IgG chagasica fueron también
comparados, con respecto a la movilización de Pi, con otras
intervenciones las que son capaces de incrementar los niveles
de AMPcíclico intracelulares, tales comoisoproterenol, teofili
na o por agregado directo de dibutiril AMPcíclico.

En todos los ensayos. ei contenido de Pi fue determinado
por el metodo microcolorimétrico de Taussky y Shorr (451), según
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el cual a cada muestra se le adicionaban 1.000 pl de un reactivo
preparado de la siguiente forma:
a) se pesaron 13,4 g de NagHoOq.2H20y fueron disueltos en apro

ximadamente 80 ml de H2504 10 N: luego la solución preparada
fue transferida a un matraz aforado y llevada a 100 ml.

b) 10,0 ml de la solución preparada en a) se transfirieron a
un frasco y se diluyó hasta unos 70 ml. Luego se agregaron
cuidadosamente 5 g de FeSOq.7H20,agitando hasta disolución
de los cristales. Por último, se llevó a un volumenfinal
de 100,0 ml.

De este modo, se desarrolla un color azul en un periodo
de un minuto, siendo estable por lo menos durante 2 horas. La
intensidad de color fue determinada en un espectroíotómetro
Zeiss PH2DL a 750 nm.

Los resultados se expresaron comonmoles de Pi liberado/100
mg de peso seco de tejido.

5.2. DETERMINACION DEL EFLUJO DE [32PJ—P1.

Las mismascondiciones de ensayo descriptas para la determi
nación del Pi liberado de auriculas latiendo espontáneamente,
fueron establecidas para medir el eflujo de [32PJ-Pi (Comisión
Nacional de Energia Atómica) (461). El periodo de incubación
fue de 30 minutos, y gaseado con carbógeno como ya fue descripto.

Posteriormente, cada auricula fue lavada y colocada en
viales con 2,5 m1 de KRBgaseado con carbógeno. La temperatura
de ensayo fue de 37'C, y el tiempo empleado para medir la radiac
tividad efluente fue de 2,5 min. Al cabo de ese tiempo, cada
auricula fue lavada con 3 ml de KRB,recogiendo la solución
de lavado en el vial correspondiente, y la auricula fue colocada
en un nuevo Vial con 2,5 ml de KRB.

La soluCión radiactiva en cada Vial, resultante del efluJo
de [32PJ-Pi fue determinada por radiación Cerenkov.

Los estudios llevados a cabo en las condiciones de ensayo
descriptas, fueron realizadas en presencia de altas concentracio—
nes de K’ (30 mH) o bayas (1,2 nn), como también de ouabaina
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(leO'sfi y 2x10'4H). Asimismo, se determinó la aceión &)&rCJdu
por agonistas fi-adrenérgicos como isoproterenol, en el eflujo
de [32PJ-Pi sobre la auricula de rata, y comparado con la acción
de la IgG chagásica.

DE Y Ce’2-ATPasa6. DETERMINACION LA ACTIVIDAD DE Na’vK'-ATPasa

EN EL TEJIDO CARDIACO DE RATA.

o.l. PREPARACION DE LAS HEMBRANAS CARDIACAS SARÚOLEHALES DE

RñTA.

La obtención de la fracción sarcolemal cardiaca fue reali
zada e partir de ratas Nistar macho, que pesaban entre 250 y
300 9. Los corazones fueron removidos rápidamente luego de la
decapitaCión con guillotina, y sumergidos en un buffer Tris-HCI
(pH 7.4) 10 mN. EDTA1 mn, de acuerdo el metodo descripto por
Ziegelhofíer (408}, y basado en un shock hipotónico con LiBr.

De inmediato, los ventrículos fueron separados. cortados
en pequeñas porciones y homogeneizados en Polytron PT-20, con
10 volúmenes de Tris HCl (pH 7,4) 10 MH, EDTA 1 mn.

El homogenato fue filtrado a través de una fina malla y
centriíuqado a 1.00029, durante 10 nin. El sedimento fue suspendi
do en 20-25 volúmenes de buffer Tris-HCI (pH 7,4) 10 MHy agitado
por 30 min. a á'C. Luego fue centriíugado, y repetido este proce
dim1ento dos veces más, la primera suspendiendo el sedimento

Tris-HCl
El

buffer (pH 8.0) 10 mHy luego en el mismo buffer,en
pero a pH 7,4. sedimento obtenido, fue suspendido en 20-25
volúmenes de Tris-HCl (pH 7,4) 10 mn, extraído con LiBr 0,4H
por 30 min. El sedimento resultante fue nuevamente suspendido
en buffer Tris-HCl (pH 7,4) 10 mn, agitado por 30 min. y centrl
íugado a 1.000xg durante 10 nin.

Por último, el sedimento fue extraido con KCl 0.6 M, agita“
do. centrifngado y lavado del mismo modo con buffer Trzs-HC;
(pH 7,4) 10 n".

Finalmente, la fracción sarcolemal obtenida fue suspendida
en Tris-HCl (pH 7,0) 1 mHy usada dentro de 1-2 horas. La concen
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tración de proteinas fue determinada por el metodo de Lowry
y col. (449).

6.2. ACTIVIDADDE Na'+K*-ATPasa Y Ca’z-ATPasa.

Las suspensiones obtenidas de membranas purificadas. en
concentración de 1-1,S mgde proteina/ml, fueron incubadas con
diferentes diluciones de IgG normal o Chagasica, absorbidas
con GR-C o con GR-P.

El tiempo de incubación fue de 1 hora a 4'C, en Tris-HCl
(pH 7,4) 10 mH, y al finalizar el mencionado periodo, fueron
centrifugadas y lavadas dos veces para ser suspendidas en el
mismo volumen inicial.

Los ensayos realizados incluyeron el empleo de isoprotere
nol, y fueron llevados a cabo en presencia del agonista adrener
gico a concentraciones que oscilaban entre 10'5 y lO'SH.

En todos los casos ensayados, se realizó paralelamente
la determinación de la actividad enzimática con membranascardia
cas que previamente habian sido incubadas 30 min. a á'C con
(-)-propranolol 10'7H. luego centriíugadas y lavadas dos veces.

En los ensayos para determinar la actividad enzimática,
fueron utilizados 80-100 pg de proteina/ml, en un medio que
contenía:
a) Tris-HCl (pH 7,5) 50 mH, NaCl 100 mH, KCl 10 mH. MgClz 4

mH, EDTA 1 mH, y en presencia o ausencia de ouabaina 2 mH.
En estas condiciones se determinó la actividad de Na’*K’
ATPasa, según HcNamara y col. (462).

b) Tris-HCl (pH 7,5) 50 mM, EDTAl mH, en presencia o ausencia
de HgClg 4 mHo CaClz 4 mH, para la determinación de la acti
Vidad de Hg’B-ATPasa y Ca*2—ATPasa,respectivamente, según
fue descripto por Anandy col. (463).

En todos los casos. se incubaron previamente por 3 minutos
a 37‘C. lHlClnhdü la reacción mediante el agregado de Tris-ATP
4 mn. La reacción fue detenida a los 10 minutos. mediante el
agregado de TCA12k, a 4'C.

En el sobrenadante. luego de centriíugar a 3.000 rpm por



min., se determinó el Pi de acuerdo al método de Taussky
y Shorr (451).

La actividad de Na'*K’-ATPasa queda determinada por la
diferencia de actividades en presencia y ausenCia de ouabaina,
y se expresa en pmoles de Pi/mq de proteina/hora.

La actividad de “9*2-ATPasa y de Ca’Z-ATPasa, está determi
nada por la diferenCia de actividades en presenCia y ausenCia
de Hg’z o Ca'2, respectivamente, a su vez, la actiVioad en cada
caso se expresa en pmoles de Pi/mg de proteína/hora.

La actividad enZimatica en las distintas {recaiones subcelu
lares utilizadas para los diferentes ensayos enzimáticos y de

l:unión de radioligandos está detallada en la figura J.

7. IEEQBOFLUORESCENCIA INDIBECTA.

Se realizaron cultivos primarios de miocardio a partir
de fetos pre-termino de rata.Wistar según la técnica de Simpson
y Savion (464), en cubreobjetos de Leighton. El crecimiento
adecuado de los miocardiocitos fue confirmado por la existenCia
ce células que latian y que contenían proteinas contractiles
en forma de miofibrillas las cuales se detectaron por inmunofluo
rescencia indirecta con un suero perteneciente a un paCJente
con miastenia gravis. Las celulas de los cultivos primarios
fueron cosechadas a las 72 horas y en algunos experimentos a
Los 7 dias, y utilizadas sin fijar, pudiendodetectar antígenos
de membrana. El cultivo empleado contenía 40-30% de celulas
contractiles, deterMinado por medio del empleo del suero del
paciente con mistenia graVis. Además. las células restantes
fueron identificadas por microscopía de contraste de fase, como
celulas endoteliales.

Los sueros estudiados fueron diluidos 1:15, y se emplearon
dos tipos de antisuero marcadoscon isotiocianato de fluorescei
na: globulina de oveja anti-IgG humana (Dako. Dinamarca) y EJ
otro, el fragmento F(ab'>2 de conejo anti-190 humana (Cappel,
USA), ambos monoespecificos.



ACTIVIDAD ENZIMAÏICA EN FRACCIONES SUBCELULARES
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En ambos casos, no se observó reacción de inmunofluorescen
cia directa con los sustratos empleados. La tecnica de inmuno
íluorescencia indirecta se realizó en forma similar a la descrip
ta por Cossio y col. (447).

COMPUESTOS QUIMICOS UTILIZADOS.

Los agentes farmacológicos empleados en los ensayos “in
vitro“ fueron los siguientes:

(—)-norepinefrina (bitartrato) (Sigma Chemical Co.)
(-)—propranolol (Ayerst Laboratory)
practolol (Ayerst Laboratory)
para-oxi-prenolol (Ayerst Laboratory)
dibutiril AMPcíclico (Sigma Chemical Co.)
teofilina (Sigma Chemical Co.)
butoxamina (Burroughs Welcome Co.)
isoproterenol (Sigma Chemical Co.)
verapanil (Knoll A.G.)
ouabaina (octahidrato) (Sigma Chemical Co.)

En todos los casos se utilizaron las drogas en forma pura,
y las soluciones se prepararon inmediatamente antes de su empleo.

Las soluciones de los compuestos quimicos utilizados para
ser edicionades el bano tisular, no excedian de 0,1 ml a fin
de obtener la concentración final deseada.

9. ANALISIS ESTADISTICO.

En todos los casos. los resultados se compararon por medio
del test “t” de Student, salvo otra indicación, y las diferencias
fueron consideradas significativas si p=0.05 o menor.
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1.EFECTOS BIOLOGICOS DE SUEROS E IgG CHAGASICA SOBRE EL HIOCARDIQ

1.1 ESTUDIOS SOBRE LOS PARAHETROS CONTRACTILES PARTICIPACION

DE LA ACTIVIDAD fi ADRENERGICA.

1.1.1 Efecto de los sueros chagásicos.

A partir de los sueros de pacientes chagasicos escogidos
de acuerdo a lo descripto en Materiales y Metodos, se realizaron
los estudios de la actividad biológica que los sueros menCionados
ejercen sobre un tejido "vivo".

Los ensayos fueron realizados con auriculas de rata latien
do espontáneamente, y suspendidas en una solución de KRB,deter
minando los efectos ejerCidos por el agregado de suero normal
o chagásico.

Pudo observarse. como se nuestra en la Tabla 1. que el
agregado al baño de perfusión de 50 pl de sueros chagásicos
de individuos en etapa crónica, no cardiópatas y con reacción
EVI positiva, induJeron efectos inotrópicos y cronotrópicos
positivos.

Cuandolos sueros chagásicos EVI positivos. fueron previenen
te absorbidos con GR-C, ricos en antígeno EVI, ambos efectos
se vieron potenciados: sin embargo, al absorber dichos sueros
con GR-P, ricos en receptores 31-adrenergicos, los efectos inotró
pico y cronotrópico positivos desaparecieron, registrándose
una tendencia a la disminución de la actividad mecanica auricu
lar.

Los sueros humanos normales, tratados del misno nodo que
los sueros chagásicos. no fueron capaces de ejercer ningún efec
to. al igual que aquellos sueros de pacientes con otras enferme
dades cardiacas no chagásicas, tales como:regurgitación aórtica
debido al sindrome de Marian, defecto interauricular, enfermedad
isquémica o reumática del corazón.

de dilucidar el necanismo a traves del cual
EVI

Con el obyeto
los sueros de pacientes chagesicos positivos ejercen su
acción biológica sobre el miocardio auricular. se realizaron
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_g. 6. Curvas dogma-respuesta de sueros de chagásicoa ebaorb1doa
con glóbulos r0)os de cobeyo. Las euricules de rate
fueron expuestas a 8 diferentes sueros de chagászcos
y suspendidas en un medio de KRBsin propranolol (o o)
o en presencia de propranolol 10’7H (o-—--o): 10'3H
( ¿----1.) y 10‘9H (o----o). El tiempo de expoelción de
las auriculea a codo una de las concentraciones de los
sueros fue de 20 minutos. Los cambios en (A) tensión
y (B) frecuencia son expresados como porcentaje de cenbzo
con respecto a los controles. Los puntos representan
los valores promedio, las barras verticales z E.S. Los
númerosde experinentoa están colocados entre parénteazs.
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curvas dosis-respuesta de los mismos, en presencia y en ausencia
de un bloqueante B-adrenergico especifico. Estos estudios fueron
llevados a cabo con sueros normales y chagasicos, absorbidos
con GR-C.

En la Fig.6 puede observarse que los efectos inotrópico
y cronotrópico positivos, son mayores a medida que aumenta la
concentración de suero chagasico en el medio de incubación.

La capacidad de modificar la actividad contractil del múscu
lo auricular por parte de los sueros estudiados, pudo ser atenua
da o inhibida con concentraciones crecientes de (->-propranolol.
Asi es comoen la Fig.6 se observan los efectos mecanicos produci
dos por el suero de individuos chagasicos, conjuntamente con
los producidos al incubar previamente las auriculas con diferen
tes concentraciones de (-)-propranolol, entre 10-9 y 10-7 H. De
esta forma. queda evidenciado que el fenómeno observado fue
dependiente de la concentración empleada del bloqueante de recep
tores B-adrenergicos.

Al realizar las curvas dosis-respuesta. con concentraciones
de sueros absorbidos con GR-C, se comprobóque los efectos ejer
cidos sobre la tensión y la frecuencia, fueron significativamente
mas pronunciados en el caso de sueros provenientes de chagásicos
cardiópatas que de asintomúticos, según se muestra en la Fig.7.

1.1.2. Participación de las inmunoglobulinas.
Con el objeto de determinar que elemento del suero es el

responsable de la respuesta biológica observada, se aislaron
a partir de los sueros de pacientes chagásicos o de individuos
normales, la fracción IgG.

Al ensayar la actividad eJercida por la IgG chagasica,
se pudo demostrar que la mismaestimuló tanto la tensión contrac
til comola frecuencia de las contracciones, tal comose muestra
en la Fig.8.

Cuando se empleó IgG chagúsica, previamente absorbida con
GR-C,ambosefectos biológicos fueron potenciados, con respecto
a los valores basales.
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detalles y condiciones comoloa descriptoa en la F19. 6.
(A) Cambios en le tensión y (B) en le frecuencza delas contracciones.
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Por otra parte, cuando la IgG chagásica fue absorbida previa
mente con GR-P, no se observaron efectos estimulantes sobre
la actividad contractil auricular; sino que, comose observa
en la Fig.a, los efectos inotrópico y cronotrópico, fueron nega
tivos.

Las IgG normales, cualquiera sea el tratamiento a que hayan
sido sometidas, no mostraron efectos biológicos observables.

1.1.2.1.Efectos de blogueantes B-adrenérgicos en la acción
de la IgG chagásica.

Los efectos ejercidos por la IgG chagasica absorbida con
GR-C, fueron estudiados en auriculas aisladas de rata latiendo
espontáneamente en KRB.con diferentes bloqueantes B-adrenergi
cos, con el fin de evidenciar con que estructura de la membrana
cardiaca interactúa la IgG chagasica.

En estos ensayos, las auriculas fueron incubadas previamente
con bloqueantes B; 6 82-adrenérgicos.

Las curvas dosis-respuesta de la Fig.9 muestra la acción
que ejerce sobre los parametros contractiles la IgG chagásica
absorbida con GR-Ca concentraciones crecientes del anticuerpo,
sólo o en presencia de los distintos bloqueantes.

Se puede observar que cuando las auriculas fueron incubadas
previamente con 10'7 H de butoxamina (antagonista 62-adrenergico)
no se modificaron los efectos ejercidos por la IgG chagásica. Por
el contrario, cuando las auriculas fueron incubadas con 10'9H
de para-oxi-prenolol (antagonista 81-adrenergico), disminuyeron
significativamente los efectos sobre la tensión y sobre la fre
cuencia eyercidos por la IgG chagasica. Con concentraciones
crecientes de para-oxi-prenolol disminuyeron proporcionalmente
los efectos de la IgG chagasica hasta aproximadamenteabolirlos
a uns concentración de 10‘7 H del antagonista. El practolol
se mostró igualmente efectivo (dato no mostrado).

La Tabla 2. muestra los valores de tensión y frecuencia
de contracción de las auriculas expuestas a practolol y para-oxi
prenolol, a una concentración de 10’7 H. En ambos casos, la
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TABLA 2: EFECTO DE LAS DROGAS BLOQUEANTES DE LOS ADRENORECEPTORES

BETA SOBRE EL dF/dt Y LA FRECUENCIA DE LA AURICULA AIS

LADA DE RATA.

DROGAADICIONADA dF/dt' FRECUENCIA" n

Ninguna 1010.6 17025.2 6
Practolol (10’7H) 9:0.4 16824.3 e
Pera-oxy-prenolol (10’7H) 910.6 17528.3 6
Butoxamina (10'7H> 1120.7 16613.2 6

Se mnnntran valores promedios t E.S. dF/dt' se expresa en g/seg
y la Frecuencia " en núnero de latidos por minuto. n: número de
experimentos.
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presencia de los antagonistas 31-adrenérgicos ensayados, no
nodiíicó los parasetros contractiles previos al agregado de
la IgG chagasica. Este niseo resultado se obtuvo al esplear
el antagonista 62-adrenergico (butoxaeina) a la eisna concen
tración que los antagonistas 31-adrenergicos empleados, delos
trando la especificidad del efecto de estos últieos antagonistas
sobre la acción inotrópica y cronotrópica de la IgG chagasica.

1.1.2.2. Estudio de la esgeciíicidad de esEecie.

Con la finalidad de conocer si los efectos contractiles
de la IgG chagasica atraviesa barreras de especie. se exploraron
las mismas sobre auriculas de cobayo, las que fueron aisladas
y suspendidas en KRB con una concentración de Ca’2 de 2,4 en,
la cual corresponde a la concentración plaseatica del ión en
esta especie, o sea el doble de la empleada para auriculas de
rata.

La adición de IgG chagasica al tejido auricular de cobayo,
eJerce un efecto positivo sobre el dF/dt, dependiente de 1a
cantidad de IgG chagasica presente (Fig.10). Asieisso. al incubar
previaeente las auriculas de cobayo con concentraciones crecien
tes de (-)-propranolol, desde 10'9 a 10-7 H, se atenuó gradualeen
te la estieulación ejercida por la IgG chagasica sobre la auricu
la de cobayo, en relación directa a la concentración del antago
nista B-adrenergico. La IgG noreal no eostró efecto alguno (Tabla
3). Cabe señalar que el efecto estimulante e3arcido por la IgG
chagasica sobre la contractilidad del miocardio, se verifica
tanto en el tejido latiendo espontaneaeente (Fig.9) coso en
aquel conducidoeiéctricanente (Fig.10).

1.1.2.3.Acción de a G c a a i a so re los efecto de la
noraEinefrina.

En las condiciones experieentales descriptas para ensayos
de contractilidad, se estudió el efecto que ejerce la presencia
de 1a IgG chagasica absorbida con GR-Csobre las curvas dosis
respuesta de norepinefrina axógena.
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Tabla 3. Efecto comparativo de las IgG chagasica y normal sobre
el dF/dt auricular.

IgG agregada dF/dt (gls) n

ninguna 15,1 z 0.8
nornal (5,3.10-8n> 14,9 z 0.6 e
Ichagasica (5,3.10-8u> 21,0 x 0.5 e

Los valores representan el Ï z E.S. de los efectos de las IgG
chagasica y normal a los 15 minutos de exposición.
n p<0.001 entre IgG chagasica vs IgG normal.

En la Fig. 11 se nuestra la curva dosis-respuesta del agonis
ta adrenergico sobre el dF/dt auricular. en concentraciones
desde 10‘10 H hasta 10‘5 H: o sea, hasta llegar al efecto ¡axi
no.

De esta nisna forma, se realizó la curva dosis-respuesta
de norepinefrina; pero en presencia de IgG chagasica a una concen
tración “unbral” que por si ¡isla increnentó sólo un 5%el dF/dt
basal, descartando de esta manera el fenómeno "techo" en el
efecto ejercido por la IgG.

En la nisna figura, se observa que la presencia del anticuer
po produce una disninución de la estimulación inducida por la
norepinefrina en el efecto inotrópico nedido.

El analisis de los datos de cada curva dosis-respuesta,
fueron transformados de acuerdo a la ecuación de Lineweaver-Burk.
En aabos casos, se obtuvieron rectas, donde los valores de ko
en presencia y ausencia de la IgG chagasica no difieren signifi
cativamente. Sin embargo, los valores de En°x_ obtenidos del
grafico, en presencia y en ausencia de la IgG chagasica, son
18,5 y 30,3 g/seg, mostrando de esta forma que la presencia
de la IgG chagúsica produce una inhibición de tipo no competitiva
en el efecto del agonista adrenergico.

De estos resultados se desprende que la fracción IgG prove



dF/dt(g/sec)

<3

142

_L_. a
/ CIF/dt'0 2°

F w10' II

1/Emax:5.5_.
5‘ ,1I! I I

.8" Kd:3.o-/
o ' - - - . Kd: 3.1. _ l A _

H n 9 8 7 6 o ¡o m

NE(- log M) 1
_ ¡ 108 M-l
NE

Fig. 11. Efecto inhibitorio de la IgG chagáaica absorbida con
glóbulos royo; de cobeyo sobre el incremento dal dF/dt
inducido por norepineírina (NE). Las auriculaa de rata
fueron expuestas a concentraciones ecuaulativea de

(o o) c en presencia de 2 pg/nl deNE en ausencia
IgG chagásica (o----o).
por Linweaver-Burk nuestra una
competitive entre la NEy la IgG chagáaica.
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niente de sueros de pacientes chagasicos, se comporta cono un
agonista ñ-adrenérgico parcial capaz de simular los efectos
contractiles de las catecolaninas, pero a su vez de inhibir
la acción que el agonista B-adrenergico eJerce sobre los parame
tros contractiles.

1.2. ACCION DE LA IgG CHAGASICA SOBRE NIVELES INTRACELULARES
DE AMP CICLICO.

1.2.1 Relación temporal entre niveles de AMPcíclico x efecto
contractil.

Con el objeto de determinar si la interacción de la IgG
chagasica con el receptor B-adrenérgico cardiaco produce su
efecto biológico a través del incremento de los niveles intrace
lulares de AMPcíclico por activación de la adenilato ciclasa,
se nidió por nedio de la técnica de RIA, el contenido del nucleo
tido ciclico en auriculas de rata, en presencia de IgG normal
o chagasica.

La Fig. 12 nuestra los ensayos realizados con IgG chagásica
absorbida con GR-C, a una concentración de 5 x 10-7 H, donde
las auriculas de rata quedaron expuestas sucesivanente. durante
3, 5, 10, 15 y 20 minutos a los efectos del anticuerpo.

Pudo determinarse de esta forma, que la IgG chagasica incre
menta los niveles de AMPcíclico durante los primeros minutos
para ir luego prograsivanente disninuyéndolos en función del
tiempo.

En la nisna figura se nuestra el efecto que ejerce la IgG
chagasica absorbida con GR-C, an función del tiempo de exposición
sobre la contractilidad y los niveles de AHPC.De un nodo compa
rable a1 de un agonista B-adrenórgico, inicialmente se observa
un aunento gradual de ANPciclico intracelular, para luego des
cender con el transcurso del tiempo, a la vez que se van incre
nentando los parametros contráctiles inducidos por la acción
de la IgG chagasica.



F19. 1 .

¡.95 *¡0.0

,1A I. /a l
O ll 'uo /
a _ A

I.30 ¿l oO 0
E Í m
\ ’ B3 \¿ ' V

á
s I va ' \
g. ’ u.

0.65" I,’ v
o I

É [3/ ' 2 5q I
1II

Jr"
o --'& n n l . o

O 5 IO IS 20

TIEMPO (min)

Relación tenporal entre el efecto sobre le contractili
dad (o----o) y sobre los niveles de ANPcíclico (o o)
de la IgG chagáaica absorbida con GR-C. Los valores

5 .xperinentos en cada grupa experimencorresponden a
E.S.tal. Las barras verticales representan z



1.2.2. Participación B-adrenergica en el fenómeno.

Para determinar si en el incremento inducido por la IgG
chagasica sobre los niveles de AMPcíclico existe una participa
ción adrenérgica, se estudió la acción de un antagonista especi
fico del receptor B-adrenergico. Asimismo, se comparó los efectos
de la IgG chagasica con aquellos inducidos por un agonista B-adre
nergico como el isoproterenol. Para ello, se fijó el tiempo
de incubación correspondiente al de maximaactivación, o sea
de 3 minutos, y se midieron los niveles de AMPciclico basales,
sin agregado alguno o con el agregado de isoproterenol 10'9H,
en presencia y en ausencia de (-)-propranolol. La Tabla 4 muestra
que el agonista presente produgo un incremento mayor al 1oox,
respecto a los valores basales. Asimismo, y comoera de esperar.
la elevación de los niveles del nucleótido cíclico, se inhibió
totalmente en presencia del antagonista adrenérgico, (-)—propra
nolol, 10‘7H.

En forma similar, se procedió con la IgG chagasica, que
a una concentración de 5x10‘7H, incrementó los niveles de AHP
ciclico a valores comparables a los obtenidos en presencia de
10'9H de isoproterenol (Tabla 4).

A su vez, la acción eJercida por la IgG chagósica pudo
ser inhibida totalmente al incubar previamente el tegido auricu
lar con (->-propranolol, cuya concentración final era también
de 10-7n (Tabla 4).

De este modo, se comprueba que la IgG chagasica fue capaz
de incrementar los niveles intracelulares de AMPcíclico, a
través de un mecanismoque involucra a los receptores B-adrener
gicos.

Con el obyeto de verificar le especificidad inmunológica
y farmacológica del fenómeno, se determinó la concentración
intracelular de AMPciclico en auriculas de rata en presencia
de IgG provenientes de sueros normales o chagasicos, absorbidos
o no con GR-P o GR-C (Fig. 13).

Las concentraciones de IgG empleadas fueron de 5x10‘7H,



TABLA 4: NIVELES DE AMP CICLICO INTRACELULAR DE AURICULAS DE RATA.

COHPARACION ENTRE LA ACCION DE LA IgG CHAGASICA Y EL ISO

PROTERENOL.

ADICIONES AHP CICLICO
(pnol/ng peso h)

AMP CICLICO
(pnol/ng proteina)

Ninguna
Iaoproterenol (10'9H)
Iaoproterenol (10'9H) +
Propranolol (10’7H)
IgG chagáaica (5x10‘7H)
IgG chegáaica (5x10'7H)
Propranolol (10-7n>
IgG nornal (5x10‘7H)

0.51:0.05
1.37:0.10

0.40:0.03
1.25:0.09

0.42:0.04
0.4920.06

5.8:0.2
22.1:0.3

6.5:0.3
15.6:0.5

6.2:0.2
5.93:0.5

Los valores son pronedioa z E.S. d. 8 oxperinentos en cada grupo
realizados por duplicado.
por ng de peso húmedo del
medidos en el L to

Se expresan
tejido o ng

cia de propranolol.

en piconolea de AHPcíclico
de proteina. Los valores fueron

, r ‘ de 3 minutos de oxponerlo al nisno
a cada una de laa ediciones indicadas.
fueron eatabilizadaa durante 30 minutos en KRBen presencna o ausen

Antes de esto las auriculaa
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mostrando que la IgG chagasica sin absorber, produce un incremen
to en los niveles de AMPciclico con respecto a los valores
obtenidos con IgG normal. Este mismo efecto producido por la
IgG chagasica, fue potenciado cuando la IgG fue absorbida con
GR-C, ya que de esta forma se ensayaba sobre una IgG que no
contenia la fracción EVI. Por el contrario, la absorción de
la IgG chagasica con GR-P, impidió el efecto estimulante, dando
valores de ANP ciclico intracelulares semeyantes a los basales
o a los absorbidos con IgG normal en el mismo tejido. La IgG
normal no modificó los valores intracelulares de AMPcíclico
con respecto a los valores basales (Tabla 4).

Paralelamente, se realizaron los ensayos con IgG normal
absorbida con GR-C y GR-P, obteniéndose niveles de AHPcíclico
comparables con aquellos obtenidos con IgG sin absorber (Fig.
13).

1.3. ACCION DE LA IgG CHAGASICA SOBRE EL TRANSPORTE DE FOSFATO

INORGANICO. FACTORES QUE L0 AFECTAN.

Es conocido que a partir del efecto inotrópico positivo
ejercido por los agonistas fi-adrenergicos se desencadenan cambios
intracelulares que conducendirecta o indirectamente a modifica
ciones en el intercambio iónico a traves de la membranacelular.
En consecuencia, se estudió cómose ve afectado el transporte
de fosfato inorgánico (Pi) en auriculas latiendo espontáneamente
en KRB, por factores que poseen fundamental significado en la
actividad cardiaca normal.

1.3.1. Transporte de Pi en el miocardio auricular.

1.3.1.1. Liberación gg Pi endógeno.

La Tabla 5, indica la liberación de Pi a tiempos 15. 30
y 45 minutos, por auriculas intactas en KRBsin ningún agregado,
o bien en un medio con alta y baja concentración de K’, libre
de ng’ o en presencia de ouabaina. Se puede observar que altas



TABLA 5: CARACTERIZACION DE LA LIBERACION DEL Pi LIBERADO POR LA AU

RICULA AISLADA DE LA RATA LATIENDO ESPONTANEAHENTE EN KRB.

ADICIONES TIEMPO
15 nin 30 nin 45 min n

Ninguna 62.1:2.1 89.4:4.0 140.2:5.2 8
30 nH K‘ 124.1:3.0 130.0:4.4 159,214.2 7
1.2 nH K’ 40.7:1.2 52.4:3.4 97.2:2.6 7
o "9*2 60.823,5 95,434.2 140.6:5.5 7
Ouabaina (2x10'4H) 30.2:2.4 33.5:3.2 43.2:3.0 8

Los valores son pronedioa z E.S. Están expresados en nnolea de P1 11
berado por 100 ng de peso seco del te31do.
Mediante nótodoa enzimática; aa nidió el ADP(3,610.43), ATP(22.4:
1.98) y foafocreatina (22.322.70) paul/g de te31do seco y no ae obaar
varon cambios durante loa 15. 30 y 45 ¡inutoa de perfusión auricular.
(H.U. Bargneyer, en Methods of Enzynatic Analysis, Academic Praga,
Now York. 1953).
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concentraciones de K’ extracelular, al modificar el potencial
de membrana, conducen a un acelerado proceso de translocación
de iones, y en consecuencia, a un incremento en la liberación
de Pi al medio extracelular. Por otra parte, la disminución
del K’ extracelular, al promover un retardo en los movimientos
iónicos a traves de la membrana,inhiben la liberación de Pi. Por
su parte, una alta concentración de ouabaina, 2x10'4H, producien
do una inhibición total de la Na’*K’-ATPasa,inhibe la liberación
de Pi.

Tanto la disminución del contenido de K’ extracelular,
como la presencia de ouabaina en alta concentración, modificaron
la liberación de Pi de modotal de disminuir o anular, respecti
vamente los valores medidos. Sin embargo, la ausencia de Hg’2
en el medio extracelular, no modificó los valores normales de
liberación de Pi obtenidos en KRB.

Cabe destacar que la liberación de Pi no parece estar rela
cionada a alteraciones metabólicas del tejido, puesto que la
relación ATP/ADPy los valores de íosfocreatina no se modificaron
durante el periodo experimental (leyenda Tabla 5).

1.3.1.2. EfluJo del t32pJ-P1.

En la Fig. 14 se muestra el eflujo del [32Pl-Pi a distintos
tiempos, por auriculas aisladas de rata latiendo espontáneamente
en KRB.

Se puede observar comoel eflujo de [32PJ-Pi es incrementado
por el exceso de K‘ en el medio, e inhibido por su disminución,
y por altas concentraciones de ouabaina. De modoque el efluJo
de [32PJ-Pi es capaz de ser modificado por las mismas interven
ciones que modificaron a la liberación del Pi endógeno y a la
actividad de la Na‘+K*-ATPasa.

1.3.2. Efecto de la IgG chagósica sobre la liberación de Pi.
Hecanismgs B-adrenórgicos invglgcgagog.

Se determinó la capacidad de la IgG chagásica de inducir
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cambios en la liberación de Pi. La Fig. 15 muestra que la IgG
chagésice en concentración de leO'7M. inhibió la liberación
de Pi de las auriculas latiendo espontáneamente en KRB,en com
paración con los valores obtenidos en presencia de IgG normal,
la cual fue inactiva en el sistema (Tabla 6).

Con el fin de conocer el mecanismo por el cual la IgG chaga
sica eyerció su efecto inhibitorio, y para comprobarsi en el
esta involucrado algún mecanismo mediado por los receptores
B-adrenergicos, se estudió el fenómeno en presencia de (-)
propranolol.

Como muestra la Fig. 15. la incubación de las auriculas
con (-)-propranolol 10'7H, pudo prevenir el efecto inhibitorio
de la IgG chagasica sobre la liberación de Pi, sin modificar
los valores obtenidos con IgG normal. Cabe destacar que el (-)
propranolol no modificó “per se“ la liberación de Pi por el
miocardio auricular (Tabla 6).

Asimismo, en la Fig. 16 se muestra que cuando la IgG chagá
sica era previamente absorbida con GR-C,el efecto inhibitorio
sobre la liberación de Pi fue incrementado con respecto a la
IgG chagásica sin absorber. En contraste con este resultado,
cuando la misma IgG fue absorbida con GR-P. no se observó efecto
inhibitorio y los valores obtenidos fueron similares a aquellos
con IgG normal.

En la Tabla 7, se comparael efecto inhibitorio ejercido
por la IgG chagásica sobre la liberación de Pi, con otras inter
venciones capaces de incrementar los niveles de AHPciclico
intracelular.

La Tabla 7 muestra comparativamente los valores de libera
ción de Pi en auriculas de rata latiendo espontáneamente en
KRB,a los 45 minutos de aisladas, en presenCia de IgG chagásica.
isoproterenol. dibutiril AHPcíclico o teofilina. Se puede obser
var que 5x10'7H de IqG chagásica. inhibió la liberaCión de Pi
en un porcentaje mayor al 50K, el cual fue comparable al efecto
inhibitorio que ejercen: 10-7Mde dibutiril AHPcíclico, 5x10'9H
de isoproterenol y 5x10'5H de teofilina.



TABLA 6: VALORES CONTROLES DEL Pi LIBERADO POR LAS AURICULAS AIS

LADAS DE RATA EN PRESENCIA O EN AUSENCIA DE PROPRANOLOL.

INCUBACION DE LA AURICULA CON: Pi LIBERADO
(nnoles/lOO ng peso seco)

KRB

KRB

KRB

KRB

solo
r propranolol
* IgG nornel
r IgG normal + proprenolol

140.2215.2
135.6:4
140.1:4.3
145.216 w(flÑH

Los valores representen los promedios z E.S.
ninutos de montadas las auriculas.

obtenidos a los 45
Los valores de fosfato son

expresados en nmoles de Pi liberado por 100 ng de peso seco del
teyido. La IgG normal (5x10’7H) y el proprenolol (10'7H) fueron
adicionados Juntos e tienpo 0. Se ensayeron 5 diferentes sueros
normales.
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TABLA 7: EFECTO COMPARATIVO DE DIFERENTES DROGAS Y DE LA IgG

CHAGASICA SOBRE LA LIBERACION DE Pi POR LA AURICULA

AISLADA DE RATA.

ADICIONES Pi LIBERADO' n
(x de inhibición)

IgG chagásica <5x1o-7n> 52.237.1 8

Iaoproterenol (5x10'9H) 51.2:6.3 8
Dibutiril BHPcíclico (10'7H) 49.2:3.0 8
Teofilina (5x10‘5H) 42.324,4 e

n Se muestran los valores pronedios z E.S. y están expresados en
porcenteje de cambio contra los controles tomados antes de lasdistintas adiciones.



Estos resultados fueron confirmados al determinar el efluvo
de [3293-91 en auricuias de rata previamente incubadas durante
30 minutos con el ión radiactivo.

En la Tabla 8 se observa el eflupo de [32PJ-Pi proveniente
de auriculas en KRBsin agregado alguno, conparándolo con aque
llas expuestas a isoproterenol e IgG chegasica. En amboscasos.
se observa disminución en el efluyo por acción del isoproterenol
o la IgG chagásice. Estos efectos fueron revertidos en presencia
de (-)-propranolol 10’7H.

1.4. ACCION DE LA IgG CHAGASICA SOBRE LOS EFECTOS DE OUABAINá

1.4.1. Participación de mecanismosB-adrenergicos.

El efecto inhibitorio ejercido por la IgG chagasica sobre
la liberación de Pi. estaria señalando una alteración en el
transporte de Na’ a través de la membrana.acoplado a la activi
dad de la Na’vK’-ATPasa.

Debido e que el receptor de los glicósidos cardiacos es
una estructura estrechamente relacionada e 1a actividad de la
Na’vK’-ATPasa. nos pareció de interés estudiar la influencia
de la IgG chagásica sobre los efectos que ouabeina ejerce en
los parámetros contractiles y en la liberación del Pi por el
tejido auricular. Por lo tanto. se estudió en forma simultanea
la respuesta inotrópica y la liberación de Pi. eJercida por
distintas concentraciones de ouabaína en auriculas intactas
que latian en el medio de perfusión.

La Fig. 17a muestra la respuesta de ouabaína en un rango
de concentraciones que van desde 2.5 x 10‘6H. donde se observa
un incremento del 25%en el dF/dt, hasta 1 x 10'3H, concentraCión
que produce contractura auricular. Bajas concentreCiones de
ouabaina, desde 2.5 10‘6Ma 5,5 x 10-5H incrementan el dF/dt
y la liberaCion de Pi (efecto teraoéutico): pero concentraCiones
mavores inhiben la liberaCión de Pi. al mismo tiempo que disminu
yen el dFidt y producen contractura (concentraciones tÓXICGs).

31 determinar el efecto de ouabaine sobre el dF/dt v la
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TABLA a: EFLUJO DE [32PJ-Pi POR AURICULAS LATIENDO EN KRB.

AGREGADO x DE INHIBICION

Isoproterenol (10'3H) 28.2:1.2
IgG normal (5x10'7fl) 2.310,7
IgG chagásica (5x10‘7fl) 25.2:o.a

Los valores son pronedio z E.S. de 5 experimentos en cada grupo
realizados por duplicado. Se expresan como inhibición con respec
to al control considerado en euriculaa de rota latiendo en KRB
sin agregados.
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na.
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liberación de Pi en presenc1a de la Ioü chaqásica (Fio.17h)'
se observa La aboliCión del efecto inotrópico positivo de oua
paina. con inotropismo negativo (disminución del dF/dt). una
marcada contractura y al mismotiempo se inhibe la liberación
de Pi (Fi9.17b).

Sin embargo. al incubar prev1amente las auriculas con (-)—
propranolol. 10’7H. se impidió la influenCia de la IgG chagásica
sobre la acción de la ouabaína. En efecto. ouabaina fue capaz
de inducir el efecto inotrópico positivo y estimuló la liberaCión
de Pi (Fig.18>.

Estos resultados demuestran que la IgG chagásica es capaz
de transformar concentraciones terapéuticas de ouabaina en concen
traciones tóxicas. Este efecto de la IgG chagásica es impedido
por el bloqueo especifico del receptor B-adrenérgico (Fig.18).

En ensayos preliminares. se determinó cual es el efecto
eJercido por el isoproterenol sobre la curva dosis-respuesta
de ouabaina. comotambién sobre la liberación de Pi en las mismas
condiciones que las descriptas para la IgG chagásica.

La Fiq. 19 indica que la presencia de isoproterenol impidió
el efecto terapéutico que ejerce la ouabaina sobre las auriculas
de rata a bajas concentraciones. o sea el efecto inotrópico
positivo, produciendo contractura del tejido a concentraciones
en que normalmente el digitálico alcanza su mayor acción estimu
lante.

En forma correlativa. el isoproterenol impidió 1a liberación
de Pi en todas las concentraciones de ouabaina empleadas. Es
importante destacar que el (-)-propranolol fue capaz de revertir
los efectos observados, restaurando el efecto normal que ouabaina
ejerce sobre el músculo cardiaco iFiq. 19).

A su vez, aquellos agentes capaces de incrementar los nive
les de AMPcíclico, tales comoteoiilina (10'4H) y dibutirii
AMPcíclico (10'7H>. e1erc1eron efectos sinilares a los observa
dos con el aqonista ñuadrenérqzco y con la IoG chaoásica (Fic.
20).
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1.4.2. InfluenCia del calcio

Es conocido que las concentraciones de Ca’2 libre en el
citoplasma. influyen sobre las acciones que ouabaina eJerce
sobre la mecánica contráctil (465). De nodo tal que resultó
de interes estudiar la participación del Ca’2 en la acción que
eJerce la IgG chagásica sobre los efectos "terapéuticos" y “tóxi
cos” de ouabaina .

Para ello. se realizaron curvas dosis-respuesta de ouabaina
en presencia de IgG normal o chagásica en un medio de KRBdonde
la concentraCión de Cel’2 empleada en cada ensayo era modificada.
variando entre 0,3 MHy 1,2 nH.

La Fig. 21 representa el porcentaje de cambio en la tensión
isométrica desarrollada a concentraciones crecientes de ouabaina.
En presencia de IgG normal, 5x10'7H, el efecto inotrópico dal
digitalico era significativamente mayora medida que disninuia
la concentración de Ca’2 en el medio extracelular, indicando
que bajas concentraciones del ión favorecen el efecto inotrópico
positivo que la ouabaina eJerce sobre las auriculas de rata. Por
lo tanto, la contractura del tejido se produce a concentraciones
crecientes de ouabaina, en relación a la disminución de la con
centración de Ca’2 empleada en el medio de KRB.

La adición de IgG chagásica en el medio de incubación.
nodificó las curvas dosis-respuesta de ouabaina ya que a la
concentración de Cal"2 normal de 1.2 nH no se observó efecto
inotrópico positivo, sino que por el contrario, el tejido presen
tó contractura y disminución del inotropisno.

A medida que disminuyó la concentración de Ca’2. se fueron
modificando gradualmente las curvas dosis-respuesta de ouabaina,
hasta que a una concentraCión de 0.3 mHse revirtió el efecto,
y baJas concentraciones del dlgltálico presentaron inotropisno
positivo, aunque menor al ejercido por la IgG normal a una con
centraCión de Ca’z 1.2 nH.

Estos resultados están indicando posiblemente, que la IgG
chaqásxca impide el efecto inotrópico positivo de ouabaina a
traves de un mecanismo que involucra el incremento en la concen
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tración de Ca"2 libre en ei citoplasma. ya que sólo con concen
traciones extracelulares muy bajas del ión, la ouabaina pudo
eJercer su "efecto terapeutico" en presencia del anticuerpo.

A fin de conocer el modoen que influyen los movimientos
de Ca’2 sobre los efectos de la IgG chagásica en la acción “tóxi
ca” y "terapéutica" de ouabaina, se realizaron curvas dosis
respuesta del glicósido cardiaco sobre las auriculas expuestas
a la IgG chagasica, y con el agregado de verapamil.

En la Fig. 22. se muestra que en presencia de IgG normal.
5x10'7fl. la ouabaina promueveuna respuesta inotrópica positiva,
la cual puede ser meaorada en presencia de 10’35 de verapamil.
Cuando en las mismas condiciones se valoró el efecto de la IgG
chagasica, se observó que en presencia de verapamil, lO‘SH,
el glicósido ejerció un efecto tal que revirtió el inotropismo
negativo, a inotropismo positivo. Has aún, al agregar verapamil,
lO'BH. y (-)-propranolol, 10'7H, se produjo un marcado incremento
del inotropismo que fue función de la dosis de ouabaina presen
te. Cabe destacar que en presencia de la IgG normal, la asocia
ción de verapamil mas (-)-propranolol, produjo efectos similares
que el verapamil solo (dato no mostrado).

De este modo, la acción de un bloqueante B-adrenérgico
y un bloqueante de la entrada de Ca‘z, transforman dosis “tóxi
cas“ de ouabaina, en "terapéuticas".

Estos resultados avalan dos caracteristicas de la unión
de la IgG chaqásica a las membranascardiacas purificadas:
a) la participación B-adrenergica,
b) la capacidad de la misma, para modular el fluJO de Ca’2 a

través de la membrana.
Ambas circunstancias son factores que alteran 1a acción

de ouabaina en presencia de IgG chagasica.
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. EFECTOS DE LA IOG CHAGASICA SOBRE ENZIHño SARCOLEMñLES.

2.1. MODIFICACION EN LA ACTIVIDAD DE ATPasas DEL SARCOLEMA

CARDIACO.

De acuerdo a las evidencias presentadas. el suero y la
IgG provenientes de pacientes chagasicos son capaces de modular
la actiVidad mecánica cardiaca. incrementar los niveles de ñMP
cíclico, modificar los flugos iónicos a traves de la membrana
y alterar la aCCión de drogas de conocido efecto inotrópico
positivo. Todos estos fenómenos involucran una participación
B-adrenerQica. En consecuencia. considerando la importancia
de la actividad de las ATPasassarcolemales en la regulación
de la contractilidad asociada a la actividad B-adrenérgica.
el estudio se orientó a investigar el efecto de la IgG chagasica
sobre la actividad de Na‘+K’-A7Pasa y Ca’Z-ATPasa del sarcolema
cardiaco.

Los ensayos se realizaron sobre la fracción sarcolemal
cuyo grado de enriquecimiento se muestra en la Fig. 5 de Materia
les y Métodos.

La actividad de la enzima Na'bK’-ATPasa en la fracción
sarcolemal fue de 11.7 z 0.4 pmoles Pi/mg prot./h.. bailando
sólo 1,6 z 0,1 umoles Pi/mg prot./h. en el homogenatototal.

La actividad de la en2ima fue determinada en presencia
de agentes farmacológicos tales comoisoproterenol. un potente
agonista B-adrenerqico. que comose muestra en la Fig. 23. fue
capaz de inhibir la actividad de la Na‘*K’-ATPasaen forma con
centraCión-dependiente. en un porcentaje mayor al 503 en concen
traciones superiores a 10'6Mdel agonista.

La accion inhibitoria que ejerció el isoproterenol sobre
la Na’«K’-ñTPasa, pudo ser abolido cuando las membranas se incu
baron previamente con (->-orooranolol a una concentraCion de
lO‘7H. y luego de centriíuqadas y lavadss. las membranasfueron
nuevamente suspendidas en un volumen de buffer igual al initial.
Baio estas condiCiones, bloqueada la acción del agonista ñ-adre
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nérgico, el isoproterenol no fue capaz de modificar la actxvidad
enzimática medida, demostrando que este efecto es produCido
a traves de un mecanismo B-adrenérglco.

De forma similar. fueron realizados los ensayos de la activ
idad de la Na’vK’-ATPasa con IgG chagasica absorbida con GR-C
o GR-P.

La capacidad de la IgG chagásica absorbida con GR-Cpara
inducir modificaCiones en la actividad de la Na’*K’-ñTPasasarco
lemal, se muestra en la F19. 24. La inhibición producida por
la IgG chagásica absorbida con GR-C se acerca al 303, a una
concentración de 10‘6H. El efecto inhibitorio que eperce. pudo
ser suprimido al incubar preViamente las membranas con 10'7H
de (-)-propranolol, tal como fue realizado en los ensayos con
el agonista B-adrenergico isoproterenol.

La preparación obtenida de tejido cardiaco de rata mostró
que la actividad de Ca*2-ATPasaen las membranas fue de 30.2:
0,3 pmoles Pi/mg prot./h.; por otra parte. la actividad en al
homogenato total fue de 22.020,4 pmoles Pi/mg prot./h., valor
que incluye la actividad de las proteínas contractiles.

Al adicionar a las membranas en suspensión un agonista
B-adrenérgico como isoproterenol, se produjo un aumento en la
actividad de la enzima en forma proporcional a la concentración
del agonista B-adrenérgico, obteniéndose una estimulación maXima
del 30% a una concentración de 10'6H. Cuando la determinación
de la actividad de Ca‘z-ATPasase realizó con concentraciones
superiores a las que producen maximaactivación. se obtuvo una
gradual y progresiva disminución del efecto estimulante que
el isonroterenol ejerCió sobre la enZima. tal comose muestra
en la Fig. 24.

En los ensayos en que preViamente se incubaron las membranas
con 10'7Mde (-)-propranolol. el isoproterenol no everCió ningún
efecto sobre la actividad de Ca’Ï-ATPasa.

En forma semeyante a las determinaciones realizadas con
un agonista ¿”adrenérq1c0. fueron llevados a cabo ensayos en

_ ,_presenCLa de J u chaqászca. La Tania 9 muestra une a una concen
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TABLA 9: ACTIVIDAD DE ATPasas EN PRESENCIA DE IgG CHAGASICA Y

NORMAL. EFECTO DE (-)-PROPRANOLOL.

VEHTRICULOS (n=6)
Na’+K’-ATPasa Ca’z-ATPasa Hg’2-ATPasa

(pnol Pi/ng proteína/h)

Sin adiciones 11,720.4 30.2:0.3 13.3:1.3
IgG normal 12.5:0.5 30.320,2 12.7tO.9
IgG normal +
(-)-propranolol 11.8:0.4 30.1:0.3 13.921.0
IgG chagásica 8.820.2' 35¡520.3' 14.5:1.2
IgG chagásica +
(->-propranolol 12.8:0.6 30.2:0.1 13.5:1.1

Membranascardiacas de rata fueron incubadas con diluciones de
5x10’7H de IgG chaqásica o normal absorbidas con GR-Cen ausencia
o en presencia de (-)—propranolol, 10'7H. Se indican los valores
promedio x E.S.
n: número de ensayos en cada grupo.
r p<0.005 comparado con IgG normal.
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tración de 10'7H, la IgG chagásica fue capaz de estimular la
actividad de Ca’2-ATPasa. efecto que no se observó cuando se
incubó previamente las membranascon 10‘7H de (-)-propranolol,
ni tampoco en presencia de IgG normal, preincubada o no en este
caso. con el antagonista ñ-adrenérgico.

La Fig. 23 muestra que concentraciones crecientes de IgG
chagásica absorbida con GR-C, fueron capaces de incrementar
la actividad enzimática de Ca’2-ATPasa, similarmente al efecto
ejercido por el isoproterenol: y que a partir de una concentra
ción de 10‘7H. donde e3erce su efecto máximo mayor al 15%. dismi
nuye su acción.

Todo efecto estimulante aJercido sobre la actividad de
Ca’2-ATPasa no pudo observarse en los casos da incubación previa
con (-)-propranolol, o bien al determinar la actividad enzimática
en presencia de IgG chagásica absorbida con GR-P.

En 1a Tabla 9 se muestra la actividad enzimática de Hg’z
ATPasa, basal y en presencia de IgG normal o chagásica, absorbida
en ambos casos con GR-Cy preincubadas o no con (-)-propranolol
a una concentración de 10‘7H. En ningún caso se observó modifica
da la actividad de Mg’z-ATPasa.

Del mismo modo, tampoco se obtuvieron efectos inhibitorios
en los ensayos realizados para determinar la actividad enzimática
en presencia de IgG chagásica, pero absorbida con GR-P, indicando
que 1a ausencia de agentes capaces de unirse a receptores B-adre
nergicos hace que sea abolida toda acción de la IgG chagásica.

Asimismo, 1a presencia de IgG normal no fue capaz de modifi
car la actividad de la Na‘+K‘-ATPasa en concentraciones que
oscilaron entre lO’SH y 10'6H.

Las determinaciones de ia actividad de la Na’+K'-ATPasa
en presencia de IgG normal incubadas previamente con 10'7H de
(-)—propranoiol. no mostraron diferencias respecto a los ensayos
de las membranassin ninguna adición de drogas o IgG, evidencian
do la especificidad de la acción que la IgG chagásica ejerce
sobre la actividad enzimática de la Na’>K’-ATPasaen la fracción
sarcolemal de las membranascardiacas (Tabla 9).
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La fracción sarcolemal empleada en los ensayos realizados
para determinar la actividad de Na’*K’-ATPasa, fue empleada
también para determinar la actividad tanto de Hg’z-ATPasacomo
de Ca‘z-ATPasa.

3. RECONOCIMIENTO DEL RECEPTOR B-ADRENERGICO POR LA IgG CHAGA
SICA.

3.1. ESTUDIOS CON UN RADIOLIGANDO ESPECIFICO.

3.1.1. Identificación de receptores B-adrenergicos en miocardio.

Con los datos obtenidos a través de las acciones ejercidas
por la IgG chagasica, se puede inferir que la misma posee una
acción agonista B-adrenérgica parcial, capaz de incrementar
1a actividad contractil y los niveles intracelulares de AMP
cíclico: pero al mismotiempo inhibe los efectos de la norepine
frina exógena.

Con el fin de explorar si la IgG chagásica era capaz de
reconocer al receptor B-adrenérgico, se estudió su influencia
sobre el receptor. Para ello, se obtuvieron membranascardiacas,
las que fueron expuestas a un radioligando B-adrenergico especi
fico como es el (-)-[3HJ-DHA en presencia de IgG normal o IgG
chagasica.

Los ensayos fueron realizados sobre la fracción microsomal
del tEJidO cardiaco, obtenido de acuerdo al procedimiento des
cripto en Materiales y Métodos.

La suspensión de membranas se obtuvo luego de diluirlas
en el buffer, de forma tal que la concentración proteica final
fuera de 3-5 mg/ml.

La identificación de los receptores B-adrenérgicos realizado
mediante ensayos de unión del (-)-[3H3-DHA a las membranas cardi
acas, mostró la presencia de una población única de receptores
con un Bmáx 115 {mol/mg de proteina y un KDde 10,520.4 nH.



174

3.1.2. InhibiCión de la unión del (-)-[3HJ-DHA a membranascar
diacas oor la IgG chagásica.

En base al efecto biológico observado en presencia de la
IgG chagósica en auriculas aisladas de rata, se realizaron estu
dios de unión del (-)-[3HJ-DHA a las membranascardiacas en
presencia de IgG chagasica y normal.

Para ello, se determinó la cantidad del antagonista tritiado
que se unió especificamente a la suspensión de membranas. las
cuales fueron incubadas previamente a 30°C durante 1 hora con
concentraciones de IgG normal o chagasica entre 10‘9H y 10‘6H. El
ensayo fue realizado a 37’C frente a una única concentración
de (-)-[3HJ-DHA de 2,5 nH y durante 15 minutos.

Los resultados obtenidos fueron expresados comoporcentaje
del control con respecto a aquellos obtenidos con membranas
cardiacas sin agregado de IgG (cpm/mgde proteina) o en presencia
de IgG normal.

En la Fig. 25 se muestra que la incubación de las membranas
con IgG chagósica ejerció una acción inhibitoria en la unión
del (-)-[3HJ-DHAa los receptores B-adrenérgicos.

La incubación de las membranasse realizó con concentracio
nes crecientes de IgG chagósica, produciendo una disminución,
a medida que se incrementaba su concentración, en la unión del
(-)-[3HJ-DHA a su receptor especifico comparada con los valores
obtenidos con IgG normal. Cabe destacar, que la IgG normal no
fue capaz de modificar la unión del ligando especifico, obtenién
dose valores con ella similares a aquellos correspondientes
a la membranasin el agregado de ningún reactivo inmunológico.

La curva de desplazamiento obtenida con la IgG chagasica
no absorbida, muestra que a las máximasconcentraciones empleadas
de IgG, de 10‘6H, la inhibición que se produce en la unión del
(-)-[3HJ-DHA alcanza el 50% respecto del control. Este efecto
inhibitorio de la IgG chagásica es aún mas efectivo al emplear
en los ensayos de desplazamiento, IgG chagásica absorbida con
GR-C, llegando a producir un bloqueo a altas concentraciones
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mayor que la IgG chaqasica sin absorber.
Puede observarse en la Fig. 25, que se obtiene un 80%de

inhibición de la unión. respecto al control. a una concentración
de 10'6H de IgG chagásica absorbida con GR-C.

Se realizaron entonces los ensayos de saturación, con una
concentración íiJa de la suspensión de membranascardiacas.
entre 3 y 5 mgde proteinas/ml, las que habian sido incubadas
previamente a 30°C durante 1 h con IgG normal o chagasica, ambas
absorbidas con GR-C. a una concentración de 5x10‘7H.

Alicuotas de 100 pl de las suspensiones de membranaya
incubadas en la forma antes descripta, fueron enfrentadas a
concentraciones crecientes de (-)-[3HJ-DHA, donde la unión espe
cifica del radioligando llega a un valor máximo.

La Fig. 26 muestra el grafico obtenido con membranasincuba
das con IgG normal absorbida con GR-Cy con IgG chagaaica absor
bida con GR-C.

Al comparar ambos ensayos, se demuestra que en presencia
de IgG chagasica hay una disminución del (-)-[3Hl-DHA unido/mg
de proteina con respecto a las membranasincubadas con IgG nor
mal, en todas las concentraciones de radioligando empleadas.

En consecuencia se obtienen dos curvas de saturación, donde
la correspondiente a las membranasincubadas con IgG chagasica
esta por debago de la correspondiente a la de IgG normal.

Al transformar linealmente cada curva de saturación para
las membranas incubadas con IgG chagásica y con IgG normal me
diante el análisis de Scatchard, se obtuvieron los parametros
característicos para cada caso.

Los valores de Bnáx y KDcorrespondientes a las membranas
incubadas con IgG normal absorbida con GR-Cdieron, respectiva
mente 118 {moles de (-)-[3HJ-DHA unido/mg de proteina y 10.3
nH.

La determinaCión de Bmáxy KUsegún los valores obtenidos
con las membranas incubadas con IgG chagasica absorbida con
GR-C, dio respectivamente 44 {moles de (-)-[3HJ-DHA/mg de protei
na y 10.6 nH. Cabe destacar que los valores de KDy Bnáx obteni
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Fig. 26. Inhibición de la unión del (-)-[3HJ-DHAe los receptores
B-adrenérgicos de las membranascardiacas purificadas
por le IgG chegásice absorbida con glóbulos rogos
de cobayo. Los puntos representen el pronedio de 5
experimentos hechos por triplicado. Las lineas pertene
Cientes s la IgG normal (o o) y para la IgG chagási
ca (o o) fueron determinadas por el análisis de
regresión lineal. La incubación de las membranascon
IqG normal dio un total de sitios de unión o Bmáy
de 118 {moles/ng de proteina y una constante de diso
Ciación o Ko de 10.6 nH. Con las IgG chagásicas se
disminuyó el Bnáx: 44 ínoles/mg de proteina sin cambios
en el KD: 10,3 nH.



dos con ¿a memoranasola resuitnronlsimiiares a ¿cuellos JÜSÉÏVG_
dos en presenCia de IgG normal.

De acuerdo a estos resultados. la IgG chagásica inhibe
la unión del (-J-[3HJ-DHA en forma no competitiva, sin modificar
la afinidad del antagonista radiactivo por los sitios no ocupa
dos. presentando en ambos casos una única clase de sitios de
unión.

Asimismofueron realizados también ensayos de desplazamiento
de la unión dei (-)-€3HJ-DHA al receptor B-adrenergico en membra
nas cardiacas, por distintos agonistas, y por IgG normal y chaga
sica. pero en otra especie como la de cobayo.

En la Fig. 27 se muestran las curvas de desplazamiento,
por medio de las cuales puede compararse la capacidad de inhibi
ción de la unión del (-)-[3HJ-DHAal receptor B-adrenérgico.
a las distintas concentraciones de isoproterenol, norepinefrina
y de IgG chagásica. Con respecto a la IgG normal. esta no fue
capaz de modificar la capacidad de unión del radioligando, en
ninguna de las concentraciones usadas.

Del mismo modo que con membranas cardiacas de rata. se
realizaron las curvas de saturación de (-)-[3HJ-DHAa las membra
nas cardiacas de cobayo en presencia de IgG normal y chagasica,
a una concentración en ambos casos de 5x10'7H.

Los datos calculados para la IgG normal indican que en
su presencia. no se ven afectados ni el valor de KD(2.1 nH)
ni del número total de sitios de unión (Bmáx: 211 ínoles/ng
de proteina). con respecto a los valores conseguidos con membran
as solas (Bmáx: 218 {moles/mg de proteina y Ko: 2.1 nn). Por
otra parte. al incubar preViamente las membranascardiacas con
IqG chaqáSica, esta produce una inhib1c16n caracterizada por
la disminuCiÓn en el número de sitios de unión (Bmág: 122
ímoies/mo de proteina) 51h modiíicar el valor de K0 (2.7 nM).
tratánoose en C‘ÚñSé’C‘UE‘ñCl‘dot- una inlnzlicnfin de tipo no competi
tiva ai ¿qual que se observó en ¿a membranacardiaca oe rata
(F19. 28).
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3.2. ESTUDIOS DE INMUNÜFLUORESCENCIA INDIRECTA.

Se estudiaron 17 sueros provenientes de pacientes chagási
cos, seleccionados por poseer anticuerpos EVI, sobre nonocapas
de cultivo cardiaco sin fijar. De acuerdo a la técnica de innu
nofluorescencia indirecta empleada, todos los sueros dieron
una reacción positiva con aspecto granular grueso, según se
muestra en la Fig. 29. Al absorber los sueros con glóbulos r0)os
de cobayo. se negativizó la imagen EVI sobre el teJido, dando
una imagen de aspecto mas fino y con menor densidad sobre las
celulas (Fig. 30). Por su parte, al absorber los sueros con
glóbulos rojos de pavo, se puede observar que desapareció la
imagende aspecto fino, con baya densidad, de la región periféri
ca de los niocardiocitos (Fig. 31) indicando precisamente la
inagen que el anticuerpo que reconoce a los receptores B da
sobre la IFI.

Cabe destacar que los sueros normales absorbidos o no fueron
negativos para los estudios de IFI.
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Fig. 30. Inmunoíluorescencia indirecta sobre cultivo primaria
de miocardiocitos con el misma suero que en la Fig. 29
absorbido con GR-C.Obaérveae la tinción granular fina.
x250.



F1 . 31. InnunofluorescenCJa indirecta sobre cultivo prlmario
de niocardiocitos con el sobrenadante del suero absorbi
do con GR-C y además con GR-P. x250.
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La lesión cardiaca es un hallazgo frecuente en la enfermedad
de Chagas (44) y parece estar asociada a procesos inmunopatológi
cos. Los ensayos realizados en este trabajo, se orientaron a
esclarecer los probables mecanismosinmunoíarmacológicos implica
dos en la enfermedad de Chagas. AsiMismo, se describe la presen
cia en el suero de paCientes chagásicos de un anticuerpo capaz
de alterar la función del miocardio. Se pudo comprobar que la
fracción IgG e3erció un efecto agonista B-adrenergico parcial,
alterando los parametros contráctiles y la actividad de las
enzimas de membrana. Todos estos fenómenos son posteriores al
reconocimiento del anticuerpo al receptor B-adrenérgico del
miocardio.

Ya en 1977, se demostró que pacientes con infección chagási
ca poseían anticuerpos que reaccionaban con estructuras cardiacas
(47). Este hallazgo dio lugar a la denominada inagen EVI, ya
que reaccionaba con endotelio. vasos sanguíneos e interstiCio.
Sin embargo. se hallaron sueros que reaccionaban también con
estructuras intracelulares de las fibras musculares, hecho que
fue interpretado erróneamente como parte de la misma imagen
(48).

Los estudios más recientes (466) han sugerido que el EVI
posee caracteristicas de anticuerpos heteróíilos. puesto que
no reaccionaba con teyido humano: de este nodo se descartaba
un efecto patogénico directo para la enfermedad de Chagas.

Por otra parte, se ha demostrado que en los sueros de pa
cientes chagasicos, existe alguna fracción de las inmunoglobuli
nas capaz de reaccionar con estructuras miocardicas y con fibras
esqueléticas de tipo royo. Por otra parte. el músculo liso tanto
de origen humanocomo murino. también mostraron ser buen sustrato
para los ensayos de inmunofluorescencia. Ademas, en todos los
casos que se realizaron absorCiones de los sueros con proteinas
contráctiles. sólo la mioSina poseía la capaCidad de negativizar
la reaCCión. Sinilares resultados se obtuvieron cuando el te31do
fue tratado preViamente con soluCiones de KCl. Estos resultados
estarian de acuerdo con otros (467) que han descripto anticuerpos
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anti-miosina en la enfermedad de Chagas.
Ademasde la reactividad diferencial hacia el teJido humano,

los anticuerpos responsables de dar la imagen EVI se absorben
con GR-C y epimastigotes de T. cruzi. hecho que no ocurre con
los anticuerpos responsables de dar la imagenintracelular (36).
De acuerdo a los autores. resulta muycompleyo atribuir un rol
patogenico o epifenomenico en la enfermedad de Chagas. tanto
al anticuerpo EVI de naturaleza heteróíila. comoaquel que da
imagen intracelular, puesto que no son especificos de órgano
ni de especie, aunque loa que son capaces de reaccionar con
tejidos homólogos. sólo tienen especificidad para una proteina
contractil.

En este trabajo nosotros mostramos que en el suero de los
pacientes chagasicos existe otro anticuerpo capaz de reaccionar
con estructuras sarcolenales de niocardiocitos en cultivo. Este
anticuerpo es independiente al antígeno EVI ya que no es absorbi
do por GR-C. Tampoco es absorbido por la miosina. de modo que
también es independiente de aquellos anticuerpos que reaccionan
con estructuras intracelulares. Sin embargo, el hecho que la
imagen de inmunofluorescencia se negativiza al ser absorbido
el anticuerpo por los GR-P,ricos en receptores B-adranérgicos,
hace suponer que el mismoreacciona con estructuras especificas
de la membranacelular, tal cono son los receptores B-adrenerqi
cos del miocardio. El reconocimiento de estos anticuerpos a
estructuras especificas de la membrana. provoca una serie de
eventos intracelulares que llevan a alteraciones no sólo morfoló
gicas sino también funcionales. bioquímicas y farmacológicas,
que serian capaces de lesionar en forma irreversible al miocar
dio.

Asi, en este traba7o, mostramos que al exponer auriculas
normales a la presenCia de sueros chagásicos, estos ejerCieron
un pronunciado efecto biológico, incrementando el inotropismo
y crc:::ruuismo auricular. Este hecho indicaba la existenCia
de algún(os> Iactor<es> presente<s> en el suero de paCientes
chagésicos que promovia(n) el desarrollo de la tensión y la



frecuencia cardíaca.
Con el objeto de investigar que tipo de mecanismofarmacoló

gico podia estar involucrado en este fenómeno. se estudiaron
los efectos de drogas que son bloqueantes especificos de recepto
res de membrana.Es asi que se investigaron los efectos de los
bloqueantes de los receptores B-adrenergicos cardiacos, tal
comoel (-)-propranolol.

En presencia del bloqueante de los receptores B-adrenergicos
se inhibió el efecto estimulante del suero de pacientes chagási
cos: esta inhibición fue proporcional a la concentración del
bloqueante B-adrenergico presente en el medio de incubación. Este
hallazgo permitió una primera aproximación farmacológica en
el mecanismo de acción de los sueros chagasicos involucrando
a los receptores B-adrenérgicos en dicho mecanismo.

Es importante hacer notar que la actividad biológica de
los sueros de pacientes chagásicos parece ser altamente especifi
ca para la enfermedad de Chagas, ya que no se observó en presen
cia de sueros humanosnormales (60. 442) y se obtuvieron resulta
dos negativos en 15 individuos con enfermedades cardiacas como
regurgitación aórtica debida al sindrome de Marian. enfermedad
isquémica. reumática y síndrome post-quirúrgico. Además, es
importante destacar que los sueros de cardiópatas chagasicos
fueron mas activos que los infectados asintomaticos, sugiriendo
una posible participación patogénica en el desarrollo de la
enfermedad.

La acción ejercida por los sueros de pacientes chagásicos
se mantuvo al obtener la fracción sérica correspondiente a la
IgG. En consecuencia. al poder atribuir a la fracción IgG el
efecto biológico observado con los sueros. nos pareció lógico
continuar los estudios con la IgG purificada de dichos sueros.

En efecto, se pudo observar en el suero de pacientes chagá
sicos la existencia de una IgG que es capaz de induCir efectos
inotrópico y cronotrópico positivos sobre auriculas de rata
que latian espontáneamente en un medio de KRB.Este efecto co
mienza a los 2-3 minutos posteriores al agregado de IgG y se
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hace máleo a los 20 minutos de contacto, incrementando en un
valor cercano al 60% la tensión auricular. y en un 20%a la
frecuencia de contracción. El uso de inhibidores histaminergicos,
a-adrenérgicos y B-edrenérgicos indicaron la especificidad de
los sueros chagósicos para reconocer al receptor B-adrenergico
del miocardio. y de este modo modular la actividad cardiaca
(60).

La espeCificidad de la IgG chagósica para interactuar con
los receptores B-adrenergicos, modulendola actividad mecanica
del miocardio. se vio efirmada por el hecho de que dichos fenóme
nos fueron abolidos en forma significativa luego de su absorción
con glóbulos ro3os de pavo (GR-P). una célula rica en adrenore
ceptores 31 (250), pero que no posee antígenos EVI. Por otra
parte. al ser abolida dicha fracción sérica con glóbulos rOJos
de cobayo (GR-C), se observó un incremento en los parametros
contractiles, concordando con el hecho de que el GR-Cno posee
receptores B-adrenergicos, pero posee altas concentraciones
de antígenos EVI (47). De esta forma, y a través de este compor
tamiento opuesto, se puede concluir que la reactividad B-adrenér
gica de la IgG proveniente de sueros de pacientes chagósicos,
es independiente del sistema EVI.

Asimismo. la IgG normal sin absorber o absorbida con GR-C
o GR-P no afectó los parametros contractiles, destacando la
especificidad inmunológica del fenómeno.

Con la finalidad de determinar si la estimulación auricular
por la IgG chagasica esta promovida por su interacción con los
subtipos 61- o 62-adrenérgicos, se emplearon bloqueantes especi
ficos para tales subtipos de adrenoreceptores, tales como:prac
tolol y para-oxi-prenolol (antagonistas 81) (468) y butoxamina
(antagonista 32) (468).

Los resultados obtenidos mostraron que tanto el practolol
como el para-oxi-prenolol fueron efectivos como inhibidores
del efecto biológico observado con la IgG chagásica: sin embargo.
la hutoxaMina no tuvo acción a una concentración semenante y
aún mayor que las empleadas con los antagonistas 61-adrenergi
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cos. Esto permite atribuir una especificidad 61-adrenergica
en el fenómeno. aunque no puede descartarse una partiCipaCión
82-adrenergica que no se pone de manifiesto por la baja poblaCión
de este subtipo de receptores en el teJido cardiaco de rata.

La especificidad farmacológica en la acción de los antago
nistas empleados, se pone en evidencia por el hecho que ninguna
de las drogas empleadas tuvieron acción "per se“ en los parame
tros contráctiles preVio el agregado del reactivo inmunológico.

Similares ensayos fueron realizados con auriculas de cobayo,
con el fin de determinar si el fenómenoobservado puede atravesar
barreras de especie. Los resultados indicaron que la IgG chagási
ca conservó su capacidad de incrementar los parametros contrácti
les frente a las auriculas de cobayo. comoasi tambien se inhibió
su efecto en relación directa a la concentración de (-)-proprano
lol empleada, indicando nuevamente una interacción entre la
IgG chagásica con el adrenoreceptor B cardiaco.

El hecho de que luego del bloqueo de los receptores B-adre
nergicos, se pueda inhibir el efecto biológico de la IgG chagási
ca conduce ciertamente a la hipótesis de que su mecanismode
acción es similar a aquel observado con un agonista B-adrenérgi
co, hecho que también se observó con aloanticuerpos dirigidos
contra el compleao mayor de histocompatibilidad, quienes eJercen
también efectos inotrópico y cronotrópico positivos, inhibibles
por la presencia de bloqueantes B-adrenergicos (257).

Asimismo se evaluó el comportamiento de la IgG chagasica
en presencia del agonista fisiológico del receptor B-adrenergico.
como es la norepinefrina. Se comprobó que la IgG chagósica actúa
en forma tal, que presente en concentración que sólo incrementa
un 5x el dF/dt auricular (dosis umbral), hace que la curva dosis
respuesta de norepinefrina exógena se desplace hacia la derecha
inhibiendo la acción del agonista adrenergico. Al ajustar los
datos experimentales obtenidos a la ecuaCián de Hichaelis-Henten,
y analizóndolos mediante una relación lineal a traves de la
construcción de gráficos equivalentes a los de Lineweaver-Burk.
se puede considerar que la IgG chagósica inhibe en forma no
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competitiva el efecto de la norepinefrina exógena sobre la con
tractilidsd del miocardio, al no modificar el valor de XD.pero
si disminuir el efecto maximo (Emáx).

De este modo, la IgG proveniente de sueros de pacientes
chagasicos, se comportaria como un agonista parcial, capaz de
incrementar los parametros contractiles: pero a su vez inhibir
los efectos mecanicos de la norepinefrina exógena. Esta inhibi
Ción. que es de tipo no competitiva. es similar a aquella que
vamos a comentar posteriormente con los ensayos de competenCia
para la unión del ligando especifico para los receptores B-adre
nergicos.

Es digno de mencionar. que a partir de los resultados ya
comentados, para estandarizar todos los experimentos y resultados
que pasare a mencionar. se trabajó con mezclas ("pools") de
muestras positivas para unificar la concentración de anticuerpos
especificos a utilizar, determinación realizada mediante ensayos
de inmunodifusión radial.

Interacción de receptores B-adrenérgicos con IgG chagásica 
Mecanismos de acción.

El efecto inducido por la IgG chagasica, el incrementar
tanto la tensión como la frecuencia de las contracciones del
miocardio aislado sumado al hecho que su acción fue inhibida
por bloqueantes de receptores B-adrenérgicos, sugiere la partici
pación de este tipo de receptores en la acción farmacológica
de la IgG chagasica. En consecuencia, los estudios se orientaron
al esclarecimiento de la estructura de membranaa la que se
uniria la IgG chagásica, comparando su reconocimiento con el
de los agonistas fi-adrenerqicos. Coneste propósito se realizaron
ensayos en los cuales se estudió la capacidad de desplazamiento
de la IgG chagásica sobre la unión de un ligando fi-adrenergico
especifico como el (->—E3H}-DHAa las membranas cardiacas purifi
codes de rata y cobayo.

Los ensayos fueron realizados de forma tal que los resulta
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dos con IgG chagásica eran comparados con los obtenidos con
IgG normal, y en todos los casos. ambas fracciones fueron incuba
das con las membranas cardiacas durante 1 hora a 30'C antes
de exponerlas a la acción del radioliqando. Previamente fue
demostrado que las condiciones de incubación no modificaban
los valores de unión especifica del (-)-[3HJ-DHA a las membranas
cardiacas, como tampoco los modificaban la presencia de IgG
normal a las concentraciones empleadas. Sin embargo, la presencia
de IgG chagasica inhibió en forma concentración-dependiente
la unión del (-)-[3HJ-DHAa las membranascardiacas. hasta alcan
zar con IgG absorbida con GR-C, valores que corresponden al
20% de los valores control. Además. el empleo de IgG chagasica
sin absorber, si bien conservó su efecto inhibitorio, fue de
menor significancia que aquel obtenido con IgG absorbida con
GR-C. Por su parte, cuando 1a IgG fue absorbida con GR-P, perdió
su capacidad de competir por la unión del ligando especifico.

Empleando concentraciones fijas de IgG normal y cantidad
creciente de radioligando, se obtuvieron curvas de saturación
que, de acuerdo a los graficos de Scatchard, arrojaron los mismos
valores de KDy Bnáx que los realizados con membranas cardiacas
únicamente. Cuando se realizó la incubación previa, con igual
concentración de IgG chagasica absorbida con GR-C, se obtuvo
una disminución de 1a unión especifica del radioligando. compara
do con las distintas concentraciones del radioligando, en refe
rencia a las membranas incubadas previamente con IgG normal.

Nediante el analisis de Scatchard. se obtuvo igual valor
de KD con IgG normal o chagasica. Paro, sin embargo, se vio
significativamente disminuido el valor de Bmax en presencia
de IgG chagásica.

Estos datos indican que la IgG chagásica se comportaria
como un inhibidor de tipo no competitivo, disminuyendo el número
de sitios de unión del radioligando ñ-adrenérgico, (-)-[3HJ-DHA,
a las membranascardiacas sin afectar su afinidad por el recep
tor. Este fenómeno también se observó en las membranascardiacas
de otra espeCie (cobayo). ya que en este caso. ia presencia
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de IgG normal no modificó los valores de KDni Bmáx, pero sin
embargo. al enfrentar (—)-[3HJ-DHAa las membranas preViamente
incubadas con IgG chagásica. aunque no se modificó el valor
de KD, se vio disminuido muy significativamente el valor de
Bmáx, verificandose también que la inhibición eJercida por la
IgG chagásica es de tipo no competitiva en esta especie ani
mal.

La inhibición no competitiva inducida por la IgG chagasica
sobre el radioligando. resultó semeJante a aquella observada
con la norepineírina exógena en ensayos de contractilidad.

El orden de potencia para desplazar al (-)-(3H]-DHA en
su unión al receptor especifico de membranascardiacas de cobayo
resultó ser: isoproterenol > IgG chagásica > norepinefrina. Esto
indicaria que la IgG chagásica posee mayor afinidad por el recep
tor B que el neurotransmisor endógeno (norepinefrina).

Los anticuerpos capaces de unirse a los receptoes B-adrenér
gicos se pueden obtener a partir de inmunizaciones con receptores
purificados (246), obtenidos de membranas de eritrocitos de
rana por tratamiento con digitonina, y posteriormente purificado
100-200 veces empleando columnas de afinidad de Sepharosa 68-al
prenolol. La inmunización de conejos con los receptores purifica
dos y emulsificados con adyuvante completo de Freund, dio como
producto un suero inmune que por si mismo fue capaz de unir
un ligando como (->-[3HJ-DHA. presentando similitudes en su
comportamiento fisiológico a los receptores B-adrenergicos. Hu
chas fueron las hipótesis planteadas para explicar este hecho.
aunque se realzó una posibilidad que indicaba que los anticuerpos
estudiados hayan sido producidos en respuesta a un compleyo
de isoproterenol-receptor purificado, el cual poseía propiedades
antigénicas (469).

Por lo tanto. muchosde los anticuerpos obtenidos podrian
reaccionar con partes de le molécula en un sitio diferente al
sitio de unión especifica. Asimismo, debido a que anticuerpos
anti-alprenolol no han sido provechosos, al aislarse el complejo
receptor-agonista. fueron empleadosanticuerpos anti-idiotipicos
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contra una IgG anti-elprenolol, con el obyeto de obtener molecu
las que pudieran mimetizar las propiedades de los ligandos B-adre
nergicos (250).

De este modo. Schreiber (250) describió anticuerpos anti
idiotipicos anti-alprenolol, los cuales se unen y aglutinan
eritrocitos de pavo pudiendo impedir la unión con anticuerpos
anti-alprenolol.

La presencia del anticuerpo anti-idiotipico inhibió la
unión del (—)-[3HJ-DHAa los receptores B-adrenérgicos de las
membranaspurificadas comportandose como un inhibidor no competi
tivo.

Homcy y col. (243) han descripto anticuerpos anti-idiotipi
cos que reconocen al receptor B-adrenergico, y cuya actividad
anti-receptor de los antisueros es tal, que se comportan como
antagonistas competitivos de los receptores. Estos resultados,
en contraste con aquellos obtenidos por Schreiber (250) fueron
explicados en base a que, aunque en ambos casos se emplearon
anticuerpos anti-alprenolol como idiotipos. éstos últimos sólo
fueron purificados sobre columnas de DEAEen la preparación
de la fracción de Ig para ser empleada en la inmunización. En
consecuencia, el inmunógeno podria haber incluido anticuerpos
no relacionados, y en particular podria contener altos titulos
de anticuerpos anti-albúmina, ya
inicial un complejo albúmina-alprenolol.

Has

que fue usado como antígeno

aún. los estudios estructurales de las regiones comple
mentarias de las cadenas liviana y pesada de los anticuerpos.
indican que es probable que ocurra una disociación entre las
estructuras que son reconocidas por el anti-idiotipo y aquellas
involucradas en la unión del antígeno (470).

Por lo tanto, la mayor parte de la población de anticuerpos
anti-idiotipicos anti-alprenolol, es capaz de reconocer determi
nantes dentro de la región variable del idiotipo no relevante.
sea el idiotipo que une alprenolol o el no complementario con
el receptor.

Sin embargo, Homcy y col. (243), empleando columnas de
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afinidad del idiotipo, y luego una elución con un hepteno especi
fico para purificar la {receión del anti-idiotipo desde el anti
suero. alcanzaron de esta forma un alto grado de selectividad
en el aislamiento de los sitios de unión.

Con referencia a este hallazgo, en 1971, Jerne (471) propuso
que la regulación de la expresión de anticuerpos estaba basada
en una red de interacciones entre innunoglobulinas y anti-inmuno
globulinas. definidas comoanticuerpos anti-idiotipicos. Además
fueron obtenidos anticuerpos nonoclonales tales comoel designado
por el grupo de Venter y Fraser (256) cono FV-104, o bien por
otros autores como Guillet (150) que obtuvo anticuerpos anti
idiotipicos nonoclonales a partir de ratones BALB/cpor inmuniza
ción intravenosa con un anticuerpo nonoclonal anti-alprenolol.

Asinisno, fueron hallados anticuerpos que poseen iguales
efectos a los descriptos sobre la tensión y la frecuencia con
tráctil del miocardio (258), los cuales estan dirigidos contra
el compleJo mayor de histoconpatibilidad. pero su interaccion
obedece a una inhibición competitiva. En consecuencia. su presen
cia nodifica la afinidad del agonista adrenérgico o el radioli
gando por su receptor, pero no Bmáx.

De estas evidencias se desprende que el anticuerpo estudiado
por nosotros en el suero de los pacientes chagásicos, dado que
se comporta como un inhibidor no competitivo de la unión del
radioligando especifico, seria un anti-idiotipo que se originaria
a partir, ya sea de un anticuerpo que se forma por el reconoci
niento de antígenos del parásito con receptores B-adrenérgicos
de diferentes tejidos (ejemplo: celulas innunoconpetentes) o
por anticuerpos que se forman a partir de antígenos miocárdicos
modificados por la injuria del parásito al miocardio.

La presenCia de anticuerpos anti-adrenoreceptores B fue
descripto por nuestro grupo de trabajo en un modelo experimental
de niocarditis autoinmune.cuyas caracteristicas anatonopatoiógi
cas, inmunológices y electrocardiográficas son idénticas a la
niocardiopatia chagásica humana (472).

Fue también el objetivo del presente trabayo, deterninar
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la participacion de los mecanismos intracelulares que puedan
estar involucrados en la acción de la IgG chegásica a traves
de su interacción con los receptores B-adrenergicos miocúrdicos.

Estos estudios se enfocaron hacia la acción eyercida en
la activación de la adenilato ciclasa mediadapor la activación
adrenergica, que involucra a la IgG chagasica y consecuentemente.
influye en los niveles intracelulares de AHPcíclico.

Los efectos verificados sobre los niveles del nucleótido
cíclico en presencia de IgG chagásica, demostraron que se aumen
taban significativamente en las auriculas aisladas de rata,
con respecto a preparaciones controles, sin agregado o en presen
cia de IgG normal. Es importante resaltar el hecho que dicho
incremento se produjo con anterioridad al efecto observado de
la IgG chagásica sobre los parametros contráctiles, los cuales
a su vez, fueron bloqueados por (-)-propranolol. Este efecto
fue significativamente acentuado en presencia de IgG chagásica
absorbida con GR-P, con respecto a aquella sin absorber. Por
otra parte. la acción de la IgG chagásica absorbida con GR-P
no modificó los valores basales de AHPciclico intracelular.
obteniéndose niveles semejantes a los obtenidos con IgG normal.

Estos resultados evidencian que el aumentode los niveles
de ANP cíclico, se produce a traves de la activación de los
receptores B-adrenérgicos por su interacción con la IgG chagási
ca. En consecuencia, la presencia de la IgG chagásica promueve,
al interaccionar con los receptores B-adrenergicos. el acople
de los componentes del sistema adenilato ciclasa con la consi
guiente producción de AMPcíclico. Al respecto, hemos demostrado
que la IgG chagasica es capaz de activar en forma directa a
la enzima adenilato ciclasa de las membranascardiacas purifica
das de cobayo (473).

Cabe agregar, que el efecto que ejerce el agregado de con
centraCiones crectentes de IgG cnagásica induce la estimulación
de la acLiVidad enZimática de la adenilato Ciclasa. incrementan
dola a medida que aumenta la concentración de IgG en el medio
de reaCCión. obteniéndose un incremento del 350Kde estimulaCión
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soore la actividad basal del complejo enzimático a una concentra
ción de 8x10'5H de IgG chagásica. Además, al bloquear previamente
los receptores B-adrenérgicos de las membranascon (-)-proprano
lol, la IgG chagásica no mostró capacidad para estimular la
actiVidad enzimática. La IgG normal, en contraposición. no mostró
tal efecto.

La capacidad de distintos anticuerpos de eJercer efectos
sobre el sistema adenilato ciclasa, fue analizada en estudios
que se iniciaron con el obyeto de conocer las propiedades de
unión de los ligandos al receptor B-adrenergico en gran variedad
de preparaciones de nenbranas y de distintos teJidos (154). Los
primeros ensayos consistieron en solubilizar los receptores
y luego purificarlos por medio de cromatografía de afinidad. Esta
misma preparación era empleada para la obtención de antisueros.
Se demostró que aquella fracción que poseía la capacidad de
unirse al receptor B-adrenergico, inhibió la unión especifica
del E3HJ-propranolol, asi comosu capacidad de inhibir la estimu
lación ejercida por isoproterenol sobre la actividad de la adeni
lato ciclasa del musculocardiaco (248).

En contraposición a estos hallazgos, Schreiber (250) obtuvo
anticuerpos anti-idiotipicos anti-alprenolol, que además de
reconocer al receptor B-adrenérgico, modificaban la actividad
de la adenilato ciclasa, sensible a las catecolaminas. Los anti
cuerpos anti-idiotipicos inhibieron la unión del (-)-[3HJ-DHA
a los receptores B-adrenérgicos de membranaspurificadas, hacién
dolo en forma tal que al disminuir el número de sitios de unión
en una proporción inversamente proporcional a la concentración
de anticuerpos. no modificaron el valor de KD. Estos anticuerpos,
conportándose como inhibidores no competitivos para el receptor
B-adrenérgico, fueron capaces de estimular la actiVidad basal
de le adenilato Ciclasa, siendo sus efectos sinergicos con los
de (-)-epinefrina. Por lo tanto. fueron capaces de modular ¿a
señal de transmisión a ia subunidad catalitica (249).

Asimismo, el mismogrupo de investigadores obtuvo anticuer
pos anti-receptor ñ-adrenergico a partir de receptores purifica
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dos de eritroc1tos de pavo. Estos anticuerpos fueron también
capaces de estimular la actividad de la adenilato ciclasa: pero
sin embargo, no inhibieron la unión del (—)-[3HJ-DHAa las men
hranas, ni compitieron con los agonistas en estimular a la adeni
lato ciclasa (249).

Estos resultados fueron interpretados por los autores de
nodo tal que, aunque se trate de anticuerpos dirigidos contra
los receptores B-adrenérgicos, se unen a un determinante diferen
te al sitio de unión de las catecolaminas. En consecuencia,
se puede contemplar la posibilidad de estar frente a un anticuer
po dirigido contra la proteina regulatoria del sistema receptor
fi-adrenergico acoplado a la adenilato ciclasa, mimetizandode
esta forma la respuesta hormonal. Estos resultados, con respecto
a distintos anticuerpos inducidos por inmunización con los de
otros receptores hormonales purificados, tales comolos de insu
lina (474), acetilcolina (475) o estradiol (476), fueron capaces
de modular la actividad de los receptores, al estimular o inhibir
los efectos biológicos sin interferir con la unión de la hormona
especifica.

Sin embargo. otros resultados demuestran la obtención de
anticuerpos anti-idiotipicos que reconocen al receptor B-adrener
gico, los que como ya fue descripto, bloquean la unión del [3H1
alprenolol a las membranasprovenientes de eritrocitos de pavo,
comportandose como un antagonista competitivo del receptor,
ya que ademas fueron capaces de inhibir en forma competitiva
la actividad de la adenilato ciclasa mediadapor el isoproterenol
(243).

Asimismo. fueron caracterizados anticuerpos obtenidos por
inmunización de conewos, con receptores purificados provenientes
de eritrocitos de rana (247). Estos anticuerpos se unieron al
receptor, pero no interactuaron con los sitios de unión de los
liqandos adrenergicos. ya que no inhibieron la unión del
ílzsll-CYP. También se comprobó que los anticuerpos eyerctan
una marcada dlsmanClÓn sobre la actiVidad de la adenilato Cicla
sa estimulada por el isoproterenol. Esta unión de los anticuerpos
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al receptor, se produciría en sitios distintos a aquellos donde
se unen los ligandos especificos, pero conservaban la propiedad
de interferir con el acoplamiento del receptor a la Ciclasa
(247).

Otros hallazgos en este campo. indican que anticuerpos
monoclonales anti-idiotipicos que presentan propiedades de ago
nistas B-adrenérgicos, fueron obtenidos a través de la inmuniza
ción de ratones BALB/ccon anticuerpos monoclonales anti-alpreno
lol (150). El anti-idiotipo actuó comola "imagen interna“ del
ligando natural, tal comofue definido por Jerne (477). No sólo
reconoce al anticuerpo monoclonal idiotipico, sino que también
al receptor B-adrenergico: a la vez que incrementa la acumulación
de AMPcíclico. pudiendo ser revertida esta acción por la presen
cia de un antagonista fi-adrenérgico como(-)-propranolol. En
consecuencia. la introducción de un antígeno podria causar una
mayor sintesis de un dado anticuerpo, seguido por la producción,
también aumentada. del correspondiente anti-anticuerpo. Este
equilibrio dinámico podria llegar a estabilizarse por las inte
racciones entre el antígeno y la inducción de sus anticuerpos
correspondientes. En el transcurso de estos eventos, los auto
anticuerpos podrian aparecer con similitudes antigénicas con
el inmunógeno inicial. y serían las “imagenes internas“ del
innunógeno externo (478). Esta seria la forma como se afirma
la existencia de redes de interacción entre anticuerpos y auto
anticuerpos (479).

Por todas estas evidencias y por el hecho que el anticuerpo
anti-fi receptor presente en el suero de pacientes chagásicos
se comporte cemoun agonista. estimulando a la adenilato ciclasa
y los parámetros contractiles: pero a su vez, sea capaz de inhi
bir la unión del radioligando específico y los efectos mecánicos
del agonista exógeno, hablaria a favor de la eXistencia en la
enfermedad de Chagas. de una reo de interaCCión entre anticuerpos
y auto-anticuerpos (antiwidiotipos> estrechamente relacionados
con estructuras moleculares asoc1adas a los receptores B-adrener
gicos, de la cual el anticuerpo anti-ñ receptor descripto en



este estudio. representaría al anti-1diotipo.
Nosotros proponemos que la llegada del agente et101691co

promueve la formación de un primer anticuerpo, producto del
reconocimiento de antígenos parasitarios a los receptores fi
edrenergicos de celulas inmunocompetentes. Este primer anticuer
po, daria origen a la formación de anti-idiotipos que reconocen
a les mismasestructuras fi-adrenergicas cardiacas que el agente
etiológico. induciendo este último, alteraciones morfológicas.
funcionales y bioquímicas en el miocardio (480).

En cuanto a las alteraciones bioquímicas se pueden citar,
Junto a las modificaciones de la adenilato ciclasa, las de otras
enzimas tales como la Na’*K’-ATPasa y la Ca’2-ATPasa. que pasare
nos a discutir a continuación.

Mecanismos enzimáticos involucrados en el efecto biológico de
la IgG chagasica.

La concentraCión de fosfato inorgánico (Pi) en el músculo
cardiaco. tal comose ha demostrado (481), varía con la recarga
de trabajo y se incrementa cuando el tejido no esta adecuadamente
oxigenado, ya que se produce la rotura de la molécula de ATP
y de fosíocreatina (482). En estas condiciones. la concentración
intracelular de Pi permanece elevada por varias horas (483),
descartando entonces la existencia de un sistema de transporte
especifico en la membranacelular, y sugiriendo que el músculo
cardíaco, como quizás, en otros te)idos, posee la capacidad
de regular su contenido interno de Pi de acuerdo a las necesida
des del organismo.

En consecuencia. las investigaciones se orientaron a estu
diar la influencia que eJerce la IgG chagásica sobre la libera
Ción de Pi en auricuias latiendo espontáneamente en KRB,compa
rándola con aquellos factores que producen la modificaCion de
los niveles intraceluleres de AHP cíclico: comoasí también
le variac16n de iones íntimamente relacxonados con el potential
de membrana, y con el transporte iónico a traves de ella, como



201

son las altas o bajas concentraciones de K’: o bien drogas que
impiden el intercambio K’lNa’, como ouabaina.

Los resultados indican que la acción del isoproterenol,
produce una inhibición en la liberación de Pi del 51,6%, a una
concentraCión de 5x10'9M. Por lo tanto. la acción de las cateco
laminas al interactuar con los receptores B-adrenergicos promue
ven mecanismos intracelulares que llevan a la inhibición de
la liberación de Pi al medio extracelular. Estos resultados
están de acuerdo a los descriptos por Medina, G. e Illingworth.
J.A. (461).

Similares resultados se obtuvieron con dibutiril AHPcíclico
(10'7H), que baJo esta estructura atraviesa la membranaplasmáti
ca: o teofilina (leO'SM). que inhibe a la fosfodiesterasa. Se
pudo corroborar que niveles mayores a los basales de AMPcíclico.
inhibian la liberación de Pi.

La capacidad de mimetizar la acción de las catecolaminas
por parte de la IgG chagásica fue demostrada a traves de su
propiedad de unirse al receptor B-adrenergico, y elevar los
niveles intracelulares de AMPcíclico a través de la activación
de la adenilato ciclasa. Sin embargo. con el fin de profundizar
en los mecanismos que producen, en el caso de la enfermedad
de Chagas un compromiso cardiaco. se comparó el efecto de la
IgG chagásica con el proceso celular desencadenado por las cate
colaminas. Pudo verificarse que la IgG chagasica ejerce también
efecto sobre la liberacion de Pi en auriculas latiendo espontáne
amente, dicha capacidad se hizo más pronunciada en presenCia
de IgG chagásica absorbida con GR-C. Asimismo, se halló que
los efectos observados, pudieron ser bloqueados en presenCia
de (-)-propranoiol (10’7H). el cual impedía la interacción de
la IgG chagásica con el receptor B-adrenérgico.

Estos resultados condujeron al diseño de experimentos que
pudieran permitir aclarar los fenómenos que median cuando se
produce una activation fi-adrenérgica y a la vez se bloquea la
traslocaCión de iones Na’ y K’, ya que como se ha mostrado,
ambos son mecanismos que ocurren en la membrana plasmática. En
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primer lugar. se estudió la correlación entre la liberaCión
de Pi y los parámetros contractiles, en curvas dosis-respuesta
de ouabaina. Se observó que bajas concentraCiones del digitáliCO.
produjeron un “efecto terapeutico“. dado que se incrementa el
dF/dt auricular, conjuntamente con una mayor liberación de Pi.
Estos resultados concuerdan con los obtenidos por Medina, G. e
Illingworth, J.A. (461) a 2,5x10'5H de ouabaina. Cuando fue
incrementada la concentración del digitálico. se observó contrac
tura y disminución gradual del dF/dt ("efecto toxico") con dismi
nución simultanea en la liberación del Pi.

Estos resultados pueden correlacionarse. de acuerdo a los
ensayos realizados, al transporte de Na’ a través de la membrana
cardiaca, y en consecuencia estarian relacionados con la activi
dad de la bomba de sodio a nivel de la membrana plasmática.

Por lo tanto. pueden distinguirse claramente dos efectos
ejercidos por la ouahaina: aquel ejercido por bajas concentracio
nes del digitalico, relacionado con la estimulación de la bomba
de sodio, y que corresponde al denominado“efecto terapéutico“.
Esta conclusión, aunque no es la hallada por otros autores (484),
fue compartida en experimentos realizados por Godfraind. T. y
Godíraind-De Becker, A. (485). En trabajos posteriores. también
se demostró que bajas concentraciones de ouabaina, producen
en auriculas de cobayo un incremento en el contenido de [42Kl-K',
y disminución de iones Na’, correspondiendo Justamente a una
estimulación de la bomba (486). Más aún. mediante ensayos de
unión a membranas cardiacas de cobayo con un radioligando como
ouabaina tritiada, demostraban la existencia de sitios de alta
y de baJa afinidad, los cuales corresponden respectivamente
al "efecto terapeutico", con bajo númerode sitios, y al "efecto
tóxico“, con un elevado número de sitios de unión de [3HJ-ouaba
ina.

Es importante destacar que los mecanismos que pueden aso
Ciarse a los efectos de los glucósidos sobre la actividad de
la enZima Na'tK’-ATPasa son muycontrovertidos, y ello obedece
báSicamente al hecho que en homogenatos de tejido o en prepara
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Ciones pereialmente purificadas no es posible observar la traslo
caCión de iones Na’ y K“, ya que la integridad de la membrana
celular no se conserva y se pierde la compartimentalizaCión. Por
otra parte, en general no c0inc1den las dosis capaces de eyercer
efectos farmacológicos y aquellas que modifican la actividad
de la enzima (487).

Con este modelo experimental se estudió el efecto de la
IgG chagásica comparándola con otros agonistas B-adrenérgicos.

Se analizó que efecto e)ercia la presencia de la norepine
frina midiendo simultaneamente el dF/dt y la liberación de Pi
en auriculas intactas. Los resultados indicaron que el agonista
B-adrenergico, a traves de un mecanismoen el cual se produce
la elevación de los niveles intracelulares de AMPcíclico por
su interacción con el adrenoreceptor B miocárdico, transforma
“efectos terapéuticos“ de ouabaina en “efectos tóxicos“ ya que
no se produce incremento en los parámetros contráctiles, como
tampoco liberación de Pi. El “efecto tóxico“ sólo pudo ser aboli
do. cuando se incubó previamente el tejido auricular con (-)-pro
pranolol. De esta manera. la norepinefrina no fue capaz de ejer
cer su acción, y permitió que ouabaina ejerciera su “afecto
terapéutico“.

Ensayos similares se realizaron en presencia de IgG chagási
ca absorbida con GR-C,obteniéndose resultados idénticos a aque
llos observados en presencia de isoproterenol. La presencia
de IgG Chagasica transformó los “efectos terapéuticos“ de la
droga. en “efectos tóxicos". El hecho que el propranolol revir
tiera la acción de la IgG chagásica, nos permite postular un
mecanismo B-adrenergico en dicho fenómeno.

Es conocido que el "efecto tóxico" de ouabaina esta asociado
a la inhibiCión de la Na’rK’-ATPasa. y en consecuenCia a un
incremento de la concentraCión de Na’ y Ca’2 intracelular. El
incremento del Ca’2 intracelular obedece a un mayor influ)o
de los Mismos a través del intercamoio Na’lCa‘Ï (260), ya que
la entrada de Ca’2 al medio intracelular promueve, a su vez,
la liheraCión de dicno ión del reticulo sarcoplasmático (488).
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En definitiva, se produciría un incremento transitorio en el
contenido de Ca’2 intracelular (489) entrando en contacto con
las proteinas contráctiles. Este incremento en la concentración
de Ca’2 intracelular, asociado con una disMinución en el K’
intracelular promuevenla contractura observada durante la acción
tóxica de ouabaina.

Basados en estos hechos, se examinaron los efectos que
ejercen los cambios en el ambiente iónico extracelular, sobre
la acción que la IgG chagásica ejerce en los efectos inotrópicos
de ouabaina.

De este modo, los experimentos estuvieron orientados de
forma tal que permitieran determinar si los movimientos iónicos
a través de la membrana, comotambién las fuentes involucradas
en proveer el Ca“2 para activar el proceso de contracción. Juegan
un papel importante en la reactividad que presenta el musculo
cardiaco hacia los digitálicos.

Al relacionar los mecanismosiónicos del transporte a través
de la membrana, con las acciones "terapéutica" y "tóxica" de
ouabaina, se puede inferir que del balance entre la concentración
de Ca‘2, K’ y Na’ intracelulares, va a producirse uno u otro
efecto del digitálico.

Los experimentos fueron realizados con distintas concentra
ciones de Ca’z, menores o igual a la existente en plasma de
rata. Es importante recalcar que pequeños cambios en las concen
traciones de Ca’2, producen grandes variaciones con respecto
al efecto ejercido por ouabaína sobre las auriculas aisladas
de rata.

De los resultados obtenidos, se desprende que la concentra
ción de Ca’2 extracelular y las respuestas inotrópicas de ouabai
na se hallan relaCionadas de manera muysignificativa. Es asi,
que en presenCia o ausencia de IgG normal, a la concentrac1ón
fisiológica de Ca’z. la ouabaína Ejerce su acción inotrópica
positiva (terapéutica): aCCJÓn que fue potenCiada a medida que
disminuia la concentración de Ca'— en el medio extracelular;
o sea promov1endo una mayor tensión contráctil y desplazando
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los límites de acCión "terapéutica" de ouaoaina a valores más
elevados en su concentración. En contraposición, la IgG chagási
ca. indujo efectos inotrópicos negativos, con contractura auricu
lar a concentraciones de ouabaina menores a medida que la concen
tración de Ca"2 se incrementaba. Sólo se observó efecto inotrópi
co positivo; o sea, acción "terapéutica" de ouabaina a concentra
ciones minimas de Ca"2 (0,3 mH), en presenCia de la IgG chagási
ca. En consecuencia, es posible que la IgG chagasica altere
la acción de ouabaina a traves de la estimulación de la entrada
de Ca‘z, incrementando el contenido del mencionado ión en el
miocardio, pudiendo asi, potenciar el efecto "tóxico" del digita
lico (490). Esta hipótesis está avalada por el hecho que los
“efectos terapéuticos" de ouabaina, fueron potenciados en presen
cia de verapamil, droga que bloquea la corriente lenta de entrada
de Ca’2 (491). Asi, los resultados muestran que la inhibición
de la corriente de entrada de Ca’2 incrementa el efecto inotrópi
co positivo de ouabaina, a la vez que atenúa el "efecto tóxico".
Este hecho observado con la IgG normal también se observó con
la IgG chagasica y concuerda con ensayos realizados por Nayler,
U. (492). según los cuales las concentraciones de ouabaina que
aumentan el pico de tensión, labilizan los depósitos de Ca"2
de la membranaincrementando la liberación de Ca‘2 en cada lati
do; mientras que altas concentraciones de ouabaina aumentan
la permeabilidad pasiva para Ca+2 y K’, situación que conduce
al "efecto tóxico“ (493).

La acción conJunta de (->-propranolol, impidiendo la estimu
lación adrenérgica por la IdG chagasica, y la de verapamil,
bloqueando los canales de Ca’z, induyeron una respuesta inotrópi
ca positiva potenciada, transformando dosis “tóxicas” de ouabai
na, en “terapéuticas”.

Los ensayos realizados, demuestran que la IgG chagásica
se une al receptor ñ-adrenergico, y activando el sistema ciciasa
con la consecuente elevación de los niveles intracelulares de
AMPcíclico. mimetiza la aCCión e3erc1da por los agonistas B-adre
nérqicos sobre el músculo cardiaco. Por lo tanto, considerando
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que los mecanismosbasicos a traves de los cuales las catecolami
nas parecen estar íntimamente relaCionadas con los procesos
energéticos que regulan la distribución iónica a través de la
membrana celular (260), se determinó la actividad de ATPasas
sarcolemales, con el objeto de conocer las implicancias que
producen aquellos procesos en2imaticos que regulan la distribu
ción iónica a través de la membranapor acción de las catecolami
nas y de la IgG chagásica.

Como fue descripto por Langer, G.A. (260), la relación
de los flujos iónicos durante el ciclo de contracción-relajación
es de singular importancia para el control de la contractilidad
del miocardio.

Con respecto a la concentración de Na’. su regulación depen
de de 1a actividad de la bomba de sodio, siendo la Na’+K’-ATPasa
la enzima que provee la energia requerida para su función. Los
ensayos realizados sobre la fracción sarcolemal, demostraron
que todo agente capaz de elevar los niveles intracelulares de
AMP cíclico, producen la inhibición de la Na’+K’-ATPasa. Estos
resultados estan de acuerdo a aquellos descriptos por Limas,
C.J. y col. (494). Ademas estos factores estan relacionados
con la actividad de la adenilato ciclasa, y ejercen el efecto
mencionado debido a que la presencia de niveles elevados de
AMPcíclico. podrian llevar inmediatamente después de la despola
rización de la membrana celular a una elevada relación Na’lK‘
intracelular, tal comofue demostrado por Dransíeld y col. (495)
disminuyendo la captación de Ca’2, en especial mitocondrial,
provocando asi el incremento en la concentración de Ca’Z intrace
lular. y comoconsecuencia de ello. en los parámetros contracti
les.

Por otra parte. debemos destacar que la localización de
la Na"K’-ATPasa en el sarcolema (496), denota su importante
función en la membranacelular como un sitio de influencza regu
latoria. La enzima adenilato ciclasa se halla también en la
membrana celular (497). y de este modo. probablemente y debido
a su cercanía a las ATPasas que llevan a cabo la traslocaCión
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de iones. implique entre ambas una interrelación espaCial y
funCional.

En la Misma forma que el isoproterenol, la IgG chagásica
absorbida con GR-C, ejerció su acción inhibitoria sobre la
Na’*K’-ATPasa y en ambos casos. la presencia de (-)-proprenolol
llevó nuevamente a valores basales la actividad de la enzima,
al igual que los valores obtenidos en presencia de IgG chagásica
absorbida con GR-P.

En contraste con los efectos observados sobre la actividad
de la Na’vK’-ATPasa,otra enzina ubicada en el sarcolema cardiaco
como la Ca’2-ATPasa, mostró un efecto estimulante bayo la acción
de la IgG chagásica y las catecolaMinas. Así en el miocardio,
un incremento en la entrada de Ca‘z a le celula lleva a la inhi
bición de la Na’*K*-ATPasa, tal como lo demostró Langer, G.A. en
presencia de digitalicos (260). Además,hay evidencias que indi
can que por activación de la adenilato ciclasa, increnentando
los niveles de AMPcíclico intracelulares. se produce un aumento
en la entrada de Ca’2 y por consiguiente, un incremento en la
contractilidad del tejido (498).

Por lo tanto, estos hechos. con la activación de la Ca’2
ATPasa sarcolenal observada en presencia de isoproterenol y
de IgG chagásica absorbida con GR-C, demostraron un efecto nega
tivo sobre la actividad enzimática medida. En ensayos realizados
en presencia de (-)-propranolol, se observó que tanto con isopro
terenol como con IgG chagasica absorbida con GR-C. la estimula
ción se revertia y se obtenían valores basales sene3antes a
los obtenidos con membrana sarcolemal sin agregado de drogas
o IgG: o bien en presencia de IgG chagásica, pero absorbida
con GR-P. Esto demuestra una intima relación entre la estimula
ción fi-adrenérgica, la inhibición de la Na'+K’-ATPasay la esti
mulación de la Ca’Ï-ATPasa por la IgG chagásica.

El hecho que la IgG chagásica sea capaz de inhibir a la
Na’*K’-ATPasasarcolemal, pernite inferir que este anticuerpo
puede tener algún valor patogénico no sólo en le genesis de
las arritmias cardiacas, sino también en las lesiones anetomopa
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tológicas observadas en el miocardio de los paCientes chaaasicos.
Las eVidencias presentadas. conducen a la realizaCión de

nuevos experimentos con el fin de relacionar la presenCia de
un anticuerpo anti-receptor ñ-adrenergico en pacientes chagasi
cos, y el organismo que desencadena la enfermedad. el T. cruzi.
Estudios realizados por De Castro (507) indican la presencia
de receptores fi-adrenergicos en membranasobtenidas del parásito.
sin muchas etapas de separación para su purificación. Por otra
parte, se observo que el isoproterenol estimuló la actividad
de la adenilato ciclasa en tripomastigotes (503) de T. cruzi.

Recientes ensayos (509), demostraron que celulas de la
linea L6, de músculo liso. poseen la capacidad de unirse a vesci
culos de membranaplasmática (VM?)provenientes de T. cruzi. Ade
mas. la interacción entre ambas entidades pudo ser bloqueada
por isoproterenol, evidenciando que en dicha unión estan involu
crados los receptores B-adrenérgicos. Asimismo. la fracción
F<ab')2 obtenida de anticuerpos monoespecificos contra VHPde
T. cruzi. mostraron su capacidad para unirse al F(ab’)2 de anti
cuerpos monoespecificos contra L5. en forma directamente propor
cional a la cantidad de F(ab')2 a T. cruzi marcado con [1251).

Adicionalmente, en nuestro laboratorio se demostró que
celulas linfoideas marinas incubadas con VHPde T. cruzi, eJerci
an efectos inotrópico y cronotrópico negativos sobre miocardio
normal de ratón, similares a los que ejercen linfocitos marinos
correspondientes a etapas agudas de infección con T. cruzi (480).
Tambien se observó que existia realmente unión entre VHPde
T. cruzi y celulas linfoideas murinas. ya que éstas incorporaban
[12513-VHPde T. cruZi en el medio de incubación. Para determinar
que tipo de estructuras podian estar involucradas, se determinó
la unión de [125II—VHPde T. cruzi a celulas linfoideas en pre
senCia de (")-propranolol. el cual inhioió dicha unión: pero
que a su vez. dicha inhibición pudo impedirse al incubar previa
mente las VHPde T. cru21 con Fíab’)2 monoespecífico anti
T. cruzi. Estas ev1denc1as abren nuevos caminos en búsqueda
de la existenCia de receptores fi-adrenérgicos en T. cru21. o
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de estructuras complementarzas, que a través de la producción
de antlcuerpos antl-zdiotipzcos den una respuesta deílnltiva
a; orzgen y evolucmón de la enfermedad de Chagas.



CflPI TULO U. CONCLUSI ONES
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Las eVidencias presentadas a traves de los resultados obte
nidos permiten explicar cuáles son los mecanismosinvolucrados
en el efecto biológico que eJerce la IgG chagásica sobre el
tejido cardiaco. Para ello. se puede tomar comoprototipo los
mecanismos por los cuales ejercen sus efectos contractiles las
catecolaminas, que como se muestra en la Fig. 32 la IgG chagási
ca. al unirse al receptor B-adrenergico del miocardio produce
su activac;ón. Este mecanismode acción llevaria a la estimula
ción de la adenilato ciclasa, ya que acoplado al receptor fi-adre
nérgico. incrementaria los niveles de AMPcíclico intracelula
res. La presencia del nucleótido cíclico, conduce a la activación
de la protein-quinasa dependiente de AMPciclico, y consecuente
mente al aumentode la concentración de Ca"2 libre citoplasmati
co. El incremento del mencionado ión, a nivel intracelular,
estaria mediado a traves del incremento del influJo de Ca"2
por apertura de los canales lentos de Ca’2 (483) y/o probablemen
te por la activación de una Ca’z-ATPasa independiente de Hg’z
(408). Otro probable mecanismo que conduciria al incremento
del Ca’2 libre intracelular seria por íosíorilacion de la protein
quinasa dependiente de AMPcíclico, que estimula la liberación
de Ca'2 del reticulo sarcoplasmático (402).

El incremento del contenido de Ca’z, lleva a su vez a la
liberación de Ca’2 de los depósitos intracelulares al citoplasma
(499) existiendo de esta forma mayor disponibilidad del ión
por las proteinas contráctiles de las mioíibrillas, produciendo
el incremento de la tensión. Asimismo, los altos niveles de
AMPcíclico intracelular, meyorarian la velocidad de relajación
cardiaca por fosforilación de la subunidad I de la troponina,
la cual pertenece al grupo de las proteinas contractiles. y
que posee la capacidad de disminuir la sensibilidad de la ATPasa
Miofipriiar a la activsCión mediada por Ca’2 (500), mecanismo
que promueve el incremento de la frecuenCJa.

El Ciclo de contraCCión-relajación del miocardio inducido
por catecolaminas, está además regulado por la redistribuCión
iónica que se produce prinCipalmente por la accion de la Na’*K’
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ATPasa sarcolemal. Esta enzima es inhibida al incrementarse
los niveles intracelulares de Ca’2 (501). A su vez, la inhibiczón
de la Na"K’-ATPasa conduce al aumento de la concentraCión de
Na’ intracelular, y en consecuencia se produce un incremento
en el contenido de Ca2’ ya que, por un lado se favorece la
entrada de Ca’2 a traves del intercambio Na’ICa’Z (437), y además
se estimula la liberación de Ca‘2 de mitocondrias (438) y por
otra parte también disminuye el eflujo de Ca’2 (502).

En consecuencia, la inhibición de la Na’*K’-ATPasaeleva
el contenido intracelular de Ca‘z, produciendo la contractura
y alteraCión en la generación y conduCCióndel potencial de
acción cardiaco (503). De este modo, la inhibición progresiva
e irreversible de la Na’vH’-ATPasapor la IgG chagasica, podria
ser un mecanismo por el cual se producen arritmias cardiacas,
como las observadas en los enfermos chagásicos: adenas de produ
cir modificaciones del equilibrio termodinámico que conduce
a alteraciones morfológicas irreversibles en las células cardia
cas.

Con estas evidencias expuestas, puede inferirse un posible
rol patogénico del anticuerpo anti-adrenorecaptor beta presente
en el suero de los pacientes chagásicos. ya que desde el punto
de vista clinico, el enfermo chagasico presenta un estado natural
de "inhibición simpatica“ (504,505). El hecho de que en la enfer
medad de Chagas exista una IgG anti-adrenoreceptor beta, indica
que es una de las pocas enfermedades que posee un anticuerpo
especifico para un receptor hormonal (506) y en cierta medida
nos conducirá a valorar la posible existencia de fenómenos inmuno
patológicos en el desarrollo de la miocardiopatia chagásica.
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