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INTRODUCCION

1. LA RESPUESTA INMUNE

Los vertebrados poseen un sistema inmune extremadamente
complejo que les permite reaccionar ante los agentes infecciosos,
poniendo en juego mecanismos especlificos e inespecificos de
defensa. Los mecanismos inespec!ficos que constituyen la primera
linea de defensa del organismo involucran a las células fagocliti-
cas mononucleares (monocitos y macrdédfagos) y a Ilos leucocitos
polimorfonucleares. El sistema complemento, formado por un con-
junto de protelnas presente en el suero de los vertebrados, cons-
tituye asimismo un mecanismo efector inespecifico que interviene
en diversas reacciones inmunolédgicas.

El sistema inmune en el hombre, finvolucra una serie de
eventos regulatorios interrelacionados que le confieren un alto
grado de autonomia. El rol mads importante de esta regulacidn es
prevenir que se establezca una respuesta inmune contra moléculas
del medio interno. Es decir que el sistema inmune puede discri-
minar lo proplo de 1o extrafio para reaccionar @nicamente contra
ésto vltimo. A tal efecto, utiliza un elaborado sistema de reco-
nocimiento especifico que involucra a los linfocitos T y B y a
factores solubles, denominados genéricamente i{nterleuquinas, que
cumplen un papel! fundamental en la comunicacidn entre las células
del sistema 1inmune. Estos factores (linfoquinas y monoquinas)
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son hormonas elaboradas por los linfocitos y monocitos o macréfa-
gos y actdan sobre otras células del sistema inmune, regulando
inespecl ficamente sus funcliones. La interleuquina 1 (IL-1) (1)
es una monoquina que aumenta la capacidad de respuesta de las
células T a mitdgenos y antigenos. La interleuquina 2 (IL-2) (2)
es una linfoquina que promueve la proliferacidn de la células que

poseen receptores de IL-2 de alta afinidad.

1.2. Caracteristicas de los componentes celulares del sistema

inmune.

En los mamiferos, los linfocitos (L) se diferencian en la
médula dsea o0 en el timo, recibiendo la denominacidn de linfoci-
tos B (LB) o linfocitos T (LT) respectivamente. Aunque son si-
milares en su morfologla, difieren fundamentalmente en sus fun-
ciones. Los LB son precursores de los plasmocitos, que son las
células productoras de anticuerpos, mientras que los LT acttan
como células efectoras, colaboradoras o supresoras. Tanto los LB
como las distintas subpoblaciones de LT pueden ser diferenciados
unos de otros por marcadores expresados en su superficie y por
sus respuestas a ciertos mitdgenos.

Los Iinfocitos adquieren en el curso de su diferenciacidn
caracterlisticas distintivas que en muchos casos son independien-
tes de su funcién. Estos marcadores son moléculas expresadas en
la superficie celular, denominadas antlgenos (Ag) de superficie y
pueden ser detectadas por anticuerpos dirigidos contra ellas.
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Estos anticuerpos, conjuntamente con el complemento, pueden ser
utilizados para eliminar las células que los expresan.

Como la expresidn de algunos de los antigenos de superficie
correlaciona con el estadio de diferenciacidn de los linfocitos,
se los denomina antligenos de diferenciacidn. Los antligenos de
diferenciacidn de las células T constituyen un valioso instru-

mento para su identificacidn, caracterizacibn y andlisis. En la

actualidad se wutilizan los anticuerpos monoclonales (3) para
detectar los marcadores de superficie del linfocito. Muchos
anticuerpos monoclonales, producidos por diversos autores {nde-

pendientemente, identificaban al mismo antlgeno. Por tal motivo
el "Primer Taller Internacional sobre Diferenciacidn de Leucoci-

tos Humanos", realizado en Paris en 1982, caracterizé por inmuno-

fluorescencia 139 anticuerpos monoclonales dirigidos contra
determinantes antigénicos de leucocitos. Los anticuerpos se
agruparon en "clusters" o grupos de acuerdo a los resultados

obtenidos. EIl Subcomité de Nomenclatura del "S5to Congreso In-
ternacional de Inmunologta" [levado a <cabo en Tokio, Japdn en
1983, adoptd la denominacidn "cluster de diferenciacidn (CD)"™,
para agrupar as! a todos los anticuerpos conocidos que reacciona-
ban con las subpoblaciones identificables (4).

Los antigenos de membrana de los linfocitos T humanos apare-
cen en ciertos estadlos de su diferenciacidn (5) (FIGURA 1). Du-
rante el ESTADIO 1, se expresa, ademds del Ag T10 (CD38) que no
es linaje especifico, el Ag T11 (CD2) que estAd asociado a la
unidn de eritrocitos de carnero a la superficie de! LT, fenbmeno
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que es ampliamente utilizado para identificar y separar LT
humanos. Este Ag se expresa a lo largo de todo el perlodo de
diferenciacidn y estd involucrado en la activacidn T indepen-
diente del contacto con el antigeno. También, durante este esta-
dlo se expresa el Ag Tl (CD5). En el ESTADIO 2 se expresa el Ag
T6é (CD1), al mismo tiempo que ambos Ags T4 (CD4) y T8 (CD8).
Las células en los ESTADIOS {1 y 2 se localizan en la corteza del
timo. A medida que transcurre la maduracidén y las células se
convierten en linfocitos medulares pierden el Ag T6 (CD1) y
también el Ag T10 (CD38). Al ingresar en el ESTADIO 3, expresan
ya sea el Ag T4 (CD4) o el Ag T8 (CD8), ademds del Ag T3 (CD3)
que estd asociado al receptor T para el antlgeno. Los LT no son
inmunoldgicamente funcionales en los estadlos 1 y 2; en el esta-
dlo 3 adquieren la inmunocompetencia en asociacidn con la apari-
cidén del Ag T3 (CD3). Los antigenos CD6 y CD7 también se expre-
san en los linfocitos de progenie T (3). EIl 70% de los linfoci-
tos periféricos humanos son: T1* (CD5*), T3*(CD3*) y T11+ (CD2+).
El Ag T4 (CD4), que identifica a la subpoblacidn inductora/cola-
boradora, estd presente en el 55-60% de los LT; mientras que el
Ag T8 (CD8), que identifica a la subpoblacidn citotdxica/ supre-
sora, estd presente en el 20-30% (S5).

Tal como se ha descripto anteriormente, las células T poseen
una gran variedad de antligenos de diferenciacidn que no sbdlo se
utilizan para definirlas sino como indicadores de sus funciones.
El criterio absoluto para definir una célula B, cuya funcibdn
primordial es la produccién de anticuerpos, es la presencia de
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inmunoglobulina de superficie. El linfocito B también expresa
otros marcadores que lo diferencian del linfocito T. El receptor
del fragmento C3 del complemento es wuno de ellos, as! como un
receptor que se une a la porcidn Fc de la molécula de 1gG.
Las células de progenie B poseen un amplio rango de antligenos de
diferenciacidn, los cuales ser&n descriptos en el punto 4 de esta
introduccidn.

Existe una poblaciédn de linfocitos granulares que no son ni
linfocitos T ni linfocitos B. Se caracterizan por poseer re-
ceptores para el fragmento Fc de la inmungliobulina G (IgG).

Comparten algunas caracterlisticas con los monocitos y expresan

algunos marcadores de células T. Actualmente se c¢ree que dentro
de esta poblacidn celular, se hallan la mayorla de las celulas
denominadas "agresoras naturales"” (células NK), que portan el

antigeno CD16 (6,7), asl como las células efectoras de la cito-
toxicidad celular dependiente de anticuerpos (células K) (8).
Las células NK lisan inespecificamente a las células tumorales y
a las infectadas por virus. Las células K lo hacen a través del
anticuerpo unido a Ja célula blanco.

La funcidn efectora primordial de los fagocitos mononuclea-
res, que comprenden a los monocitos y macréfagos, consiste en la
ingestidn de partliculas extrafias y su posterior degradacibdn
intracelular. Los receptores para el componente C3b del comple-
mento y para el fragmento Fc de la 1gG facilitan el reconoci-
miento de la particula cuando estd recubierta por el anticuerpo
1gG y/0 complemento (9).
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El procesamiento y presentacién antigénica y la secrecidn de
factores solubles, que actdan sobre otras células como Ia IL-1,
y el interferdn oA son otras importantes funciones llevadas a

cabo por el macrdfago (9,10).

1.3. Colaboracidn celular en la respuesta inmune

La respuestas inmunes humorales y celulares fueron consi-
deradas durante mucho tiempo como dos mecanismos independientes.
Segdn esta concepcidn, el compartimiento celular B era el produc-
tor de anticuerpos, mientras que el! conjunto de células T mediaba
la reaccidn inmune celular. En Ia actualidad, estd ampliamente
comprobado que para que la respuesta inmune especifica tenga
lugar, es necesario que todas las poblaciones celulares, {nclu-
sive los macrdfagos, interactuen (FIGURA 2).

Dos grandes poblaciones de linfocitos intervienen en la res-
puesta efectora hacia el antlgeno:los linfocitos B que producen
anticuerpos dirigidos a cada uno de sus determinantes antigénicos
y los linfocitos T citotdxicos (Tc) que lisan células sobre cuya
membrana se expresan antligenos no propios, por ejemplo antigenos
virales o aloantigenos (11). Por otro lado, existen células T
reguladoras de dos tipos: cooperadoras (Th) o supresoras (Ts),
que actdan controlando positivamente o negativamente el funciona-
miento tanto de las células T efectoras como el de los linfocitos
B (12). En los tltimos aflos se ha descripto otra subpoblacidn de
celulas T llamadas T contrasupresoras; su funcidn consiste en
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regular la actividad de las Ts actuando sobre las Th, las cuales
se tornan refractarias a la seffales supresoras de las Ts (13).

Para que la cooperacidn celular sea posible, es necesario
que las células T reconozcan al antlgeno extrafio asociado a
antlgenos propios denominados Antlgenos Mayores de Histocompati-
bilidad (14), expresados en la superficie de las células con las
que debe interactuar. Las células Th, que generalmente son de
fenotipo CD4, reconocen al antligeno como extrafio solo si éste
estd asociado a antlgenos de histocompatibilidad de Clase []l; en
cambio las células Tc, de fenotipo CD8, no reaccionan frente al
antigeno aislado sino asociado a antigenos de histocompatibilidad
de Clase | (15,16).

Cuando una sustancia extrafa, por ejemplo: un antigeno
(bacteria, virus, protelna, sustancia qulmica, toxina) penetra en
el organismo, el macréfago y otras ceélulas presentadoras de
antlgenos procesan y presentan el antligeno al linfocito Th al
mismo tiempo que liberan IL-1. Es asi como el macréfago ejerce
su funcidn accesoria proveyendo al menos dos seflales al linfocito
Th: presentacidn del! antligeno en el contexto de antlgenos de
histocompatibilidad de Clase Il y activaciédn por IL-1. En pre-
sencia de la doble sefial Ag-IlL-1, los linfocitos Th producen |L-2
que promueve la proliferacidén de células T y la secrecidn de
otros mediadores de la respuesta como MIF (factor de inhibicién
de la migracidn de macrdfagos), IFNY, IL-4 (antes BCGF, BSF-1),
IL-5 (antes BCGF 1) e IL-6 (antes BCDF, BSF-2) (17,18). Los
productos secretados por loslinfocitos Th activados pueden modu-
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lar la actividad de todas lags células que intervienen en la
respuesta inmune, ya sean linfocitos Ts, Tc, Th, linfocitos B o
macrdfagos. Asimismo, los macrbdfagos producen factores que
pueden suprimir 1inespecificamente la actividad linfocitaria como
prostaglandinas, IFNo{ y metabolitos téxicos del oxigeno

(10,19, 20).



FIGURA 1

Ontogenia del! linfocito T
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FIGURA 2

Interacciones celulares en la respuesta inmune
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2. ACTIVACION LINFOCITARIA

La activacidn de linfocitos involucra una compleja serie de
cambios metabdlicos que culminan con la sintesis de ADN, divisibdn
celular y cambios morfoldgicos caracteristicos de las formas mls
indiferenciadas de la célula linfoide. Estos cambios se conocen
como transformacidn blastica o blastogénesis. Los cambios mole-
culares que ocurren estdn relacionados con las funciones inmuno-
lédgicas de estas células.

La activaciédn linfocitaria constituye un valioso modelo para
el estudio de los mecanismos mediante los cuales las células en
reposo son inducidas a proliferar o a diferenciarse.

Los pardmetros evaluados en la mayoria de los estudios son
la divisidn celular (o sintesis de ADN) y el desarrollo de una
funcidn efectora (sintesis de anticuerpos, secrecidn de linfoqui-
nas o citotoxicidad).

El proceso de activacidn linfocitaria, comienza con la unibdn
de una variedad de agentes activantes especificos (antigenos
presentados en el contexto de los antigenos mayores de histo-
compatibilidad) e inespecificos (lectinas y otros ligandos), a
los receptores de superficie de la membrana plasmdtica. La unibdn
de antlgenos, anticuerpos vy lectinas a las células linfoides
induce una secuencia de acontecimientos que no siempre llevan a
la etapa final, siendo la respuesta de la célula caracterlistica
de la clase de linfocito.

Uno de los mayores problemas para el estudio de las bases
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bioquimicas de la activacidn linfocitaria por antligenos, lo
constituye el hecho de que s&lo una pequefia porcién de la pobla-
ciédn linfoide (aproximadamente O,1%) participa. Sin embargo la
existencia de una variedad de mitégenos inespecificos, que esti-
mulan varios clones independientemente de su especificidad anti-
génica permite analizar, en términos moleculares, qué sucede
cuando los linfocitos humanos son inducidos a proliferar. Los
linfocitos activados policlonalmente por mitdbgenos se comportan
en forma andloga a las células estimuladas por antigenos.

Los ligandos policlonales mds cominmente wusados son las
lectinas que constituyen un grupo de glucoprotelnas, derivadas de
plantas y animales, con capacidad para unirse a carbohidratos.
Las lectinas wutilizadas mads frecuentemente para estimular a lo
linfocitos T, son la fitohemaglutinina (PHA) (21) con especifici-
dad para residuos de N-acetil galactosamina y la concanavalina A
(Con A) (22) que se une a manédsido. Otros mitdgenos, como el
lipopolisacaArido (LPS) (22) derivado de la pared celular de
Escherichia coli o Brucella abortus, estimula sélo a las células
B para inducir su diferenciacibn a células plasmAdticas producto-
ras de anticuerpos. Unos pocos mitdgenos pueden, aparentemente,
estimular a ambas poblaciones B y T. Entre éstos se encuentran
la lectina de! pokeweed (PWM) 22) y la proteina A (23), que es un
componente de la membrana de Staphylococcus aureus. Al gunas
lectinas, como la aglutinina de germen de trigo (WGA) (24), pueden
inducir varios de los pasos metabdlicos iniciales de la activa-
cidn sin llegar a la divisidn celular.
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Existen ademds un gran numero de otras sustancias que acti-
van linfocitos humanos inespecificamente, entre ellos se encuen-
tran enzimas proteoliticas, cationes divalentes, iondbforos de
Ca?+*, tal como el A 23187, que transportan Ca?* extracelular a
través de las membranas blolégicas y agentes oxidantes como el

periodato (22.25).

Los acontecimientos que ocurren luego de la activacibdn
linfocitaria se caracterizan por alteraciones de la membrana, el
citoplasma y el nucleo. Algunos de estos cambios moleculares

pueden detectarse pocos segundos después del contacto con el
ligando, mientras que otros suceden horas o dlas mds tarde.

Se describirdn con mds detalle los eventos tempranos de la
activacidén linfocitaria, dado que este aspecto estad relacionado

con las observaciones experimentales.

2.1, Acontecimientos asociados a las etapas tempranas de la

activaciédn linfocitaria

Los eventos iniciales, que ocurren segundos o minutos des-
pués de la activacidn linfoide, se caracterizan principalmente
por alteraciones en la estructura y funciédn de !a membrana.
Muchos de estos cambios aparentemente no requieren sintesis de
novo de protelnas ya que son insensibles al tratamiento previo
con inhibidores de la sintesis proteica. Podrian ser mediados
tnicamente por modificaciones en la estructura de la membrana
celular.
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Las membranas celulares estdn compuestas principalmente por

litpidos y protelnas (26). La membrana plasmdtica del linfocito
contiene un 50% de llpidos, la mayorla de los cuales son fosfo-
l1pidos: fosfatidilcolina, fosfatidiletanolamina, fosfatidilse-
rina y fosfatidilinositol. Un porcentaje menor son llpidos

neutros (colesterol) y glucollpidos (ganglidsido, esfingomieli-
na). Estos compuestos se distribuyen adoptando la configuracidn
mads favorable energéticamente (27).

El grueso de los l1pidos de membrana, se ordenan formando
una doble <capa lipidica <con las cadenas hidrocarbonadas de los
dcidos grasos extendidas dentro de la membrana en forma perpendi-
cular a la superficie y con los grupos polares orientados hacia
el exterior formando un ambiente hidrofllico. En consecuencia,
el agua Yy los iones quedan excluldos del interior hidrofdbico de
la membrana y los grupos polares interactdan con el medio acuoso
externo e interno de la célula (28).

Las moléculas lipldicas difunden en forma libre en el plano
de cada capa pero raramente pueden trasladarse desde la capa
interna hacia la externa y viceversa.

La fluidez de la membrana depende de la temperatura y de la
naturaleza de las cabezas polares y de las cadenas hidrocarbona-
das de los fosfollpidos. Esta puede ser disminulda aumentando la
relacidn acido graso saturado/adcido graso no saturado, esfingo-
mielina/fosfatidilcolina o colesterol/fosfollipidos (29).

Respecto a las protelnas de membrana, existen baAsicamente
dos tipos: las |lamadas integrales que se encuentran intercaladas
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dentro de la doble capa flulda lipldica a distinta profundidades
dependiendo de la secuencia de aminodcidos y del plegamiento
tridimensional y las protelnas periféricas que no parecen ser
esenciales para las funciones estructurales basicas (26). Algu-
nas protelnas integrales pueden atravesar la membrana, dejando
secuencias de péptidos hidrofllicos tanto del lado externo como
del lado citoplasmatico

El contenido de hidratos de carbono de la membrana plasma-
tica representa mads del 10% de la masa total. La membrana
plasmatica es asimétrica tanto en el plano horizontal como en el
vertical. Esta asimetrla de las membranas constituye un elemento
importante en el mecanismo de los procesos de transporte a través
de las mismas. Las glucoprotelnas y glucollpidos se disponen de
tal forma que los residuos de hidratos de carbono quedan expues-
tos exclusivamente hacia la cara externa de la membrana celular
donde funcionarlan como receptores especlificos de anticuerpos,
hormonas, lectinas, virus y otros ligandos.

En la actualidad existen evidencias que sugieren que el
primer paso de la activacidn de linfocitos por antligenos, lecti-
nas y anticuerpos consiste en el entrecruzamiento de receptores
especlficos expuestos en la superficie celular (30). Esta inte-
raccidén ligando-receptor modificarla al receptor estimulando asl!
la transferencia de informacién a través de la membrana haclia ;l

interior de la célula.



2.1.1. Alteraciones en el metabolismo de los fosfolipidos de

membrana

La activacidn de las metiltransferasas de membrana que
catalizan la transferencia de grupos metilo de la S-adenosil-
metionina a la fosfatidiletanolamina generando fosfatidilcolina
es uno de los eventos bioquimicos mas tempranos luego de la
estimulacidn mitogénica (31). Se observd que la metilacidn de
los fosfollipidos estd asociada a una reduccidn de la viscosidad
de la membrana y a la formacidn de un canal transitorio para el
calcio (32). La entrada de calcio es un requisito para la ac-
tivacidn de la fosfolipasa A de membrana que libera a los &cidos
grasos de la posicidn 2 de los fosfollpidos. Uno de los acidos
grasos liberados por la fosfolipasa Az, durante la activacibn
linfocitaria,es el 4dcido araquiddbnico (AA) del cual se daria mayor
informacidn mAs adelante.

En los linfocitos estimulados con PHA se observa una activa-
cidédn de la acyl-CoA transferasa cuya funcidn es la reincorpora-
cidn de los Acidos grasos no saturados (AA y Acido linoleico)

a la posicidn 2 de la fosfatidilcolina y fosfatidiletanolamina

(27).

La sintesis de novo de fosfatidilcolina y la incorporacidn
de colina a los fosfollpidos también se acelera luego de la
estimulacidn mitogénica. Existen evidencias que demuestran que

el recambio de los fosfollpidos de membrana excede en magnitud a
la sintesis de novo de los mismos, durante la activacidn (27).
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Una respuesta caracterlstica de una gran variedad de células
a diversos estimulos es acelerar el recambio del fosfatidilino-

sitol. El fosfatidilinositol representa alrededor del 10% de los
fosfollipidos de la membrana <celular. En linfocitos estimulados
la fosfollpasa C, que es una enzima dependiente de bajas concen-
traciones de <calcio, convierte al fosfatidilinositol en 1,2 dia-
cilglicerol (DAG) y fosfatos de inositol. El inositol trifosfato
(IP3) se forma a partir del fosfatidil inositol 4,5 bifosfato vy
actda como un movilizador del calcio intracelular. Se ha des-
cripto una quinasa (protelna quinasa C) que es activada por
diacil-giicerol y calcio (34,35).

Recientemente se ha demostrado que la generacidn de DAG a
partir de la fosfatidilcolina, por accidn de una fosfolipasa C
insensible al Ca2* o de una fofolipasa D, es cuantitativamente
mayor que la obtenida a partir del fosfatidilinositol 4,5 bifos-
fato. En consecuencia la hidrdlisis de la fofatidilcolina ten-
drla una gran relevancia en la regulacidn de la proteina quinasa

C y probablemente sobre otras funcliones celulares (36,37).

2.1.2. Variacidn en los nucledbtidos ciclicos

En una gran variedad de tipos celulares las sefales regula-
torias de hormonas y otros ligandos son transmitidas al interior
de la célula por medio del 3'S’'monofosfato clclico de adenosina
(AMPc) o del 3'S5’monofosfato clclico de guanosina (GMPc).

La capacidad de las lectinas para provocar un aumento de la
concentracidn de AMPc en linfocitos es atin discutida. Los resul-
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tados contradictorios obtenidos podrian deberse a diferencias en
las condiciones de Incubacidn, concentracion de mitdgenos, méto-
dos de ensayo y clases de poblaciones de linfocitos empleadas en
el ensayo. En general se acepta que hay un aumento pequefio,
precoz y transitorio en el nivel de AMPc a los 30-40 minutos del
estimulo y un segundo pico en etapas mas tardlas (38,39).

En muchos laboratorios se ha demostrado que una gran va-

riedad de mitdgenos (tales como PHA, ConA, PWM, periodato) y el

acetato de forbol miristico (PMA) producen, en linfocitos de
diversas especies y tejidos, un aumento de la concentracidn de
GMPc. La PHA aumenta el GMPc en linfocitos, activando las enzi-

mas guanilato ciclasa soluble y de membrana; la activacidn de
estas enzimas requiere calcio (39,40). En términos generales se
admite que el AMPc regularla la respuesta inmune, negativamente.
En cambio el GMPc actuaria como un regulador positivo de la
respuesta inmune. Sin embargo, en tltima instancia, la regula-
cidn positiva o negativa por el aumento de nuclebdtidos ciclicos
depende de la funcidn de las células en lag cuales se produzcan
los cambios. Por ejemplo el aumento de AMPc en los linfocitos Ts
traeria aparejado un estimulo y no una reduccidn en la respuesta

efectora, pues reducirl!a la regulacidn negativa de las Ts (41).

2.1.3. Activacidn del transporte de moléculas peguefias

Los mitdgenos estimulan el transporte de glucosa o de sus
andlogos. Se observa un aumento del transporte de la 3-o0- metil-
glucosa a los 10 minutos de la exposicidn a la PHA (27).
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El transporte de aminodcidos y nuclebdsidos también se ace-
lera como consecuencia de la estimulacidn mitogénica, pero en una

etapa posterior al transporte de glucosa (32).

2.1.4. Cambios en el flujo de cationes monovalentes

Uno de los eventos mas tempranos que se observan durante la
activacidn linfocitaria es el aumento en el influjo del K* a
través de un sistema Na*, K* ATP-asa dependiente de Mg2‘. Esta
enzima es la responsable de la generacidn y mantenimiento de los

gradientes de K* (de afuera hacia adentro) y de Na* (de adentro

hacia afuera) que determinan el potencial de membrana de la
célula. Asimismo se ha descripto un aumento de la permeabilidad
para el K* pocos minutos después del agregado del mitdbgeno. En

consecuencia no se observa un cambio neto en los niveles de K* de
la célula pues se establece un balance entre el influjo y el
eflujo (33).

Se han descripto canales de K* en linfocitos T humanos, los
cuales estarlan Intimamente asociados a acontecimientos tempranos

de la activacidn celular (42).

2.1.5. Flujo de calcio

Los movimientos de calcio {ntracelulares juegan un papel
decisivo en la regulacidn de los procesos fisioldbgicos y bioqul-
micos en la mayor!a de las células. Un gran nimero de hormonas,
neurotransmisores y otros comunicadores intercelulares ejercen
sus efectos alterando las concentraciones de Ca?* en el citosol y

27



organelas de sus células blanco.

El Ca?* {ngresa a las células esencialmente a través de dos
mecanismos. Uno de ellos involucra a los canales de Ca?*, ac-
tivados por voltaje (regulado por cambios en el potencial de
membrana) o por receptor, que actuando como compuertas especifi-
cas, permiten el pasaje de estos 1iones (36). El otro proceso
mediante el cual el Ca?* puede entrar a las células es el inter-
cambio con el Na* a través de la membrana celular. E! eflujo de
Ca?* es un proceso de transporte activo que requiere energia e
involucra a una ATP-asa Ca?* dependiente.

La mayorla de los agonistas aumentan el Ca?* citosdlico,
principalmente a través de la movilizacidn de Ca?* de los depbdsi-
tos intracelulares y por lg apertura de canales de Ca?".

El iondforo de Ca?* A 23187 1induce la mitosis de los lin-
focitos, mediante un incremento del influjo de Ca?* (43).

La movilizacidn de Ca?°* intracelular es mediada por el IP3
que es uno de los productos de la hidrdlisis de un fosfollpido
especlfico de la membrana plasmatica (PIP2). El IP3 se genera
muy rdpidamente, provocando la liberacibn de Ca2?* en sdélo 1
segundo (44),

La capacidad de los mitbgenos y antigenos para elevar el
Ca2?* intracitoplasmdtico en 1los linfocitos ha sido comprobado
hace largo tiempo (45). Sin embargo, el origen de este aumento
no estad claro. EIl Ca' podrla ser |liberado de depdsitos no
mitocondriales por acciédn del 1P3. Alternativamente, el Ca?*
podria ingresar a los linfocitos a través de un canal de calcio
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independiente de voltaje como ha sido descripto reciéntemente

(46) . La PHA provoca la apertura de este canal al igual que el
IP3. Existen evidencias que el IP4 (inositol 1,3,4,5 tetraquis-
fosfato), que se genera a partir del IP3 por una quinasa plasma-

tica, activarla a los canales de Ca?* (47), y este podrla ser un
mecanismo adicional para el aumento de Ca?* intracitoplasmatico.

El Ca2- extracelular y el Ca?* movilizado de los depdsitos
intracelulares (mitocondrias, reticulo endopladsmico) son indis-
pensables para una serie de procesos inducidos por mitégenos; en-
tre ellos la incorporaciédn de leucina y uridina, el transporte de
aminoacidos, la toma de glucosa y la activacidn de numerosas
enzimas, como por ejemplo las fosfolipasas, la guanilato ciclasa,
la acil-CoA transferasa, la ATP-asa calcio dependiente y la

proteina quinasa-C.
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3. BIOLOGIA DE LOS EICOSANOIDES

Las prostaglandinas (PGs), tromboxanos (TXs), hidroperdxidos
(HPETEs), hidroxidcidos (HETEs) y leucotrienos (LTs), sOon una
gran familia de compuestos estructuralmente relacionados. Son
derivados del a4dcido araquiddnico (Adcido 5,8,11,14 eicosatetrae-
noico, AA) y de otros Acidos grasos poliinsaturados de 20 carbo-
nos. Genéricamente se los denomina eicosanoides. Son biolégica-
mente muy activos y actdian como mediadores o moduladores de
diversas funciones celulares. Se los <clasifica como autacoides

debido a que se sintetizan localmente y actbdan localmente.

3.1. Acidos grasos precursores de los eicosanoides

Los eicosanoides se forman a partir de los &cidos grasos
poliinsaturados de 20 carbonos (48) (FIGURA 3) dcido dihomo- K
- linolénico (C20:3 W 6), Acido araquidénico (C20:4 W6E) y Acido
eicosapentaenoico (C20:5W 6). Los Acidos grasos precursores de
los eicosanoides estdn presentes en los fosfollpidos de las
membranas celulares de todos los tejidos de los mamiferos y en
menor grado en los llpidos neutros, como por ejemplo el triacil-
glicerol. Las cantidades relativas de estos Acidos grasos en los
tejidos dependen de la dieta. El AA y e! Acido dihomo- ¥ -1i-
nolénico estadn presentes en la grasa animal y las carnes rojas,
el adcido eicosapentaenoico en el pescado. También estos &cidos
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grasos pueden ser obtenidos por desaturacidén y elongacidn del
Acido graso esencial cis-linoleico (c18:2w ), que se encuentra
habitualmente en los vegetales. El AA, que posee cuatro dobles
ligaduras, puede ser metabolizado a PGs y Txs de la serie 2 (Ej:
PGE, y TxA:) y/0 a leucotrienos que contienen 4 dobles ligaduras
(LTA.) (48,49,50,51). Los correspondientes metabolitos derivados
del Acido dihomo- 8 -linolénico son PGE,, TxA, y LTA; y aquellos
derivados del Acido eicosapentaenoico son PGEs, TxAs; y LTAs.

El precursor mas abundante de los eicosanoides en el hombre
es el AA (52), por lo tanto su metabolismo es considerado con
mayor detalle, lo cual no descarta la importancia biolbdgica de

los otros precursores ni la de sus productos de las series 1l y 3.

3.2. Movilizacibn del Acido araguidbdnico
El control del AA libre es un factor importante en la regu-
lacidn de la sintesis de eicosanoides, ya que sblo liberado de

sus sitios de depdsito estarla disponible para metabolizarse y
transformarse en otros productos. El paso limitante para la
produccidn de metabolitos del AA, es la disponibilidad del mismo
como Aacido graso libre (53), ya que éste se combina muy rapida-
mente con la fraccidn fosfolipldica de las membranas celulares.
Generalmente la cantidad de AA libre en el citoplasma y en el
plasma es muy baja. En consecuencia, la produccidn basal de
eicosanoides en células sin estimular es baja. El AA necesario
para la slintesis basal de eicosanoides se origina principalmente
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del pool metabdlico (depdsitos grasos y dieta). Cuando diversos

estimulos afectan la 1integridad de la bicapa lipldica de las
membranas celulares el AA es liberado principalmente de los
fosfollipidos de las membranas celulares; principalmente de la
fosfatidilcolina (PC) y fosfatidiletanolamina (PE) (54). Una

menor cantidad de AA se encuentra en el fosfatidilinositol (PI) y
en la fosfatidilserina (PS). La liberacién del AA de los fosfo-
llpidos ha sido ampliamente estudiada y ha dado lugar al descu-
brimiento de un gran ndmero de fosfolipasas (55) (FIGURA 4). El
AA estd casi exclusivamente esterificado en la posicion 2 de los
fosfollpidos y es liberado por activacidn de una acilhidrolasa:
la fosfolipasa A; (PLA:) (56) (FIGURA 5, paso 8). La PLA; puede
ser estimulada por el Acido fosfatldico (AP) y lisofosfatidico
(ALP), que son dos productos derivados de la accidn de la fos-
folipasa C (PLC) (57). VLas plaquetas contienen otra PLA: que es
especifica para AP (58), (FIGURA 5, paso 7). La mayor parte del
Pl es hidrolizado por una PLC especifica de Pl (586) (FIGURA 5,

paso 1), y en combinacidn con una 1,2-diacilglicerol (DAG) qui-

nasa convierte al DAG en AP (59), (FIGURA 5, paso 2). El AA
también se libera directamente del DAG por accidn de una DAG
lipasa (Figura S5, paso 5). En las plaquetas el Pl puede resinte-

tizarse a partir del AP (60) (FIGURA 5, pasos 3 y 4).

El AA libre puede ser reincorporado al pool fosfolipldico
por acciédn de una acil-transferasa, puede unirse a la albtmina
plasmadtica o puede servir como sustrato de por lo menos dos
sistemas enzimaticos distintos: el sistema de ciclooxigenasas
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(C0) y el de lipoxigenasas (LO).

3.2.1. inhibicidn de la liberacidn del Acido araguiddnico

Las fosfolipasas pueden ser activadas por estimulos de

caradcter qulmico (histamina, trombina), hormonal (bradiquinina,
angiotensina II, epinefrina) y mecanico.
Tanto la PLC como la PLA; son enzimas Ca?* dependientes. En

consecuencia, aquellas sustancias que son quelantes del CaZ* como
EDTA y EGTA (61), y el AMP clclico que tambien disminuye el nivel
de Caz- intracelular, son inhibidores de la liberacidn del AA.
Mientras que iondforos de Ca?*, como el A 23187 y la lonomicina
estimulan la liberacidn del AA y la sintesis de eicosanoides en
diversos tejidos.

Se supone que el efecto de diversos inhibidores de la agre-
gacidén plaquetaria, tales como el bromuro de p-bromofenacilo,
propanolol, indometacina en altas concentraciones (10-*M) vy
diversos agentes antimaldricos: quinina, quinacrina, mepacrina y
cloroquina, serla el resultado de una actividad anti-PLA, (52).
Sin embargo, se ha demostrado que algunas de estas sustancias son
altamente inespecificas. Muchos compuestos que inhiben a la
PLA;:, tambien lo hacen con la PLC (55).

Los glucocorticoides 1inducen 1la sintesis de un péptido
inhibidor de 1a PLA;, llamado lipocortina o lipomodulina (62).
El 2-nitro carboxifenil, NN-difenil carbamato (NCDC), un
compuesto que originalmente se empled como inhibidor de serin-
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esterasas, también puede act@lar como un inhibidor de la PLC (63).

3.3. Metabolismo del adcido araguiddnico

E!l AA puede metabolizarse por 3 vias enzimdticas distintas
(FIGURA 6). Los productos finales dependerdn de las enzimas

disponibles en los diferentes tejidos.

3.3.1. Via de la ciclooxigenasa
El AA libre puede servir como sustrato de! sistema enzimd-
tico conocido como sistema de la <ciclooxigenasa (C0). Este

complejo enzimAdtico estd presente en la fraccidn microsomal de
diversos tipos <celulares. Posee actividad oxigenasa y peroxida-
sa, dando lugar a un par de intermediarios {nestables: PGG,; y
PGH, (49). El endoperdxido PGH: puede ser metabolizado por la
prostaciclina sintetasa a prostaciclina (PGl;) (64); por la trom-
boxano sintetasa a tromboxano A; (TxA3z) (50); por isomerasas a
prostaglandina (PG)E. y PGD: (compuestos con wun anillo ciclopen-
tano) y por una reductasa o no enzimdticamente a PGF,X(51). EI
PGH: también puede convertirse en un derivado no prostaglandini-
co: un hidroxidcido de 17 C (12-0H-5,8,10-heptadecatrienoico,
HHT, que posee propiedades quimiotadcticas) y malondialdehldo
(MDA, que es una sustancia téxica) (65).

La PGI, se forma principalmente en el endotelio de la pared
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vascular (64) y el TxA, predominantemente en las plaquetas (65).

La PGIl. es un potente vasodilatador e inhibidor de la agregacidn

plaquetaria al igual que la PGD:. El TxA:z es un poderoso vaso-
constrictor y agregante plaquetario. En consecuencia los efectos
bioldgicos de la PGl; y del TxA, son opuestos. El TxA: es muy

inestable y es rdpidamente degradado a TxB. (66). La PGl:
también es inactivada por degradacién convirtiéndose en el pro-

ducto estable 6-ceto PGF, & (64).

Las PG de las series E, F y D poseen efectos biloldglcos
sobre los sistemas: cardiovascular, respiratorio, renal, repro-
ductivo, nervioso y gastrointestinal. Los efectos bilolbdgicos

sobre el sistema inmune, seran descriptos posteriormente.
La PGs pueden ser detectadas y anallzadas por diversos
métodos: bioensayo, cromatografla gaseosa, cromatografia llquida

de alta presidn, radioinmunoandlisis y espectrometria de masa.

3.3.2. Vv de las lipoxigenasas

Las lipoxigenasas (LO), que son enzimas citoplasmaticas,
producen a partir del AA, monohidroperédxidos (HPETEs) y por
sucesivas oxigenaciones, sus correspondientes mono, df y trihi-
droxidcidos (HETEs, di HETEs y tri HETEs).

Segdn cual sea el carbono de la molécula sobre el que ac-
tuan, se las denomina : 5-L0O, 12-L0O o 15-L0O. La 12-L0 fue ini-
cialmente descripta en plaquetas, la 5-LO0 se detecta predomi-
nantemente en leucocitos y mastocitos y la 15-L0 también se
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encuentra en leucocitos, células epliteliales y otros tipos celu-
lares (67,68).

En leucocitos estimulados, el AA es metabolizado por la via
de la 5-L0O al Acido S5 hidroperoxieicosatetraenoico (5 HPETE) que

luego puede convertirse en Acido S hidroxieicosatetraenoico (5

HETE) o dar lugar a la formacién de productos biolbgicos muy
activos denominados leucotrienos. El nombre de estos compuestos
deriva de: leuco, por haber sido detectados primeramente en

leucocitos polimorfonucleares; trienos, por poseer en su estruc-
tura tres dobles ligaduras conjugadas (aunque la totalidad de la
molécula tiene, cuando proviene del AA, un total de 4 dobles
ligaduras que se seflala empleando el subfijo 4 agregado a la
letra de su denominacién alfabética) (68). Recientemente se ha
descripto la formacidn de leucotrienos en plaquetas humanas (70).

El leucotrieno A, (LTAs4) es un epdbxido muy inestable que
puede ser convertido por wuna epdxido hidrolasa a LTBs que es un
dihidréxiacido. También puede ser conjugado con glutatidn a LTC,
a través de una glutatidn transferasa. El LTCs es convertido a
LTDs y E« por sucesiva eliminacidn de dos aminodcidos de la
porcidn glutatidn del LTC,. Por transpeptidizacidn del LTE., se
forma el LTF,.

El LTBs es generado por células de diversas clases entre
ellas, leucocitos polimorfonucleares, eosindfilos y macrdfagos
peritoneales. Posee propiedades quimiotdcticas, quimiocinéticas
y agregantes. También puede comportarse como iondforo de calcio
(71).
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Cuando diversos tejidos; particularmente el mésculo liso del
intestino, el dtero, el pulmdn, los vasos sangulneos y el corazbdn
son expuestos a antlgenos apropiados, se libera una sustancia de
reaccién lenta de la anafilaxia (SRS-A) que estd constitulda por
una mezcla variable de LTCs, LTDs y LTE. (72).

Los leucotrienos ejercen potentes accliones sobre diversos

édrganos y sistemas, incluyendo los sistemas cardiovascular (co-
razdn, vasos sangulneos, microcirculacidn), pulmonar (pulmbdn,
vias respiratorias), nervioso central, gastrointestinal e inmune.

Poseen propiedades broncoconstrictoras, aumentan la permeabilidad
vascular, producen vasoconstricciodn. Los efectos de los LTs
sobre los distintos &drganos se ejercen a través de receptores
especlficos (73,74).

Recientemente se ha descripto una nueva serie de compuestos
oxigenados del AA, denominados "lipoxinas", resultantes de la
accién de la 5-LO0 y de la 15-L0. Son trihidroxi-derivados que
poseen 4 dobles ligaduras conjugadas; lipoxina A:(Acido 5,6, 15L
trihidroxi-7,9,11,13 eicosatetraenoico), lipoxina B:(Acido

5D, 14,15 trihidroxi-6,8,10,12 eilcosatetraenoico (75).

3.3.3. Via de la epoxigenasa

Reciéntemente se ha demostrado que el AA puede ser oxidado
por una serie de monooxigenasas dependientes del citocromo P-450.
Esta via es también denominada de la epoxigenasa ya que da lugar
a una nueva serie de epdxidos que pueden ser hidrolizados a sus
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correspondientes dioles. Las enzimas dependientes del citocromo
P-450 se localizan preferentemente en las células de los vasos
sangulneos (76). Como muchos de los efectos bioldgicos de los
derivados oxidativos del AA se ejercen a nivel de vasos y células
sangulneas, esta nueva via tiene gran interés por su posible
papel fisiopatogénico. Algunos Acidos epoxieicosatrienolicos
inhiben la actividad de la ciclooxigenasa y la agregacidn plaque-

taria (77).

3.4. Inhibidores del metabolismo del &cido araquiddnico

Existen numerosos compuestos cuyo efecto es {impedir la
accidn de las enzimas que intervienen en el metabolismo del AA.
A continuacidn se describirdn los inhibidores utilizados m&s fre-

cuentemente.

3.4.1. _Inhibicidn de la ciclooxigenasa

La aspirina o acido acetil-salicllico (ASA) inhibe la con-
versidn del AA a los endoperdbxidos clclicos, ya que acetila
irreversiblemente el sitio activo de la <ciclooxigenasa (78). La
inhibicidn de la sintesis de PGs por drogas antiinflamatorias ha
sido demostrada en una variedad de células y tejidos; entre los
mds comunmente empleados se destacan: la indometacina y la fenil-
butazona (79). Algunos de estos inhibidores ejercen ademds otros
efectos colaterales; la aspirina y el salicilato de sodio en
concentraciones terapetticas, inhiben la actividad de la PLC y la
indometacina (10-°M) inhibe a la proteina quinasa dependiente de
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AMPc y en concentraciones mAs elevadas inhibe a la fosfodies-

terasa (80).

3.4.2: lnhibiciédn de la prostaciclina-sintetasa

Se ha demostrado que algunos hidroperoxidcidos (15-HPETE)
inhiben a la PGl; sintetasa selectivamente (81). La tranicilpro-
mina que es un inhibidor de la monocaminooxidasa también inhibe

selectivamente la sintesis de PGl (82).

3.4.3. Inhibicidn de la tromboxano-sintetasa

Numerosos compuestos han sido propuestos como inhibidores
selectivos de la sintesis de TXs; entre ellos el imidazol y
algunos de sus andlogos; el nictindol(L-8027) as! como varios

andlogos de endoperdbxidos prostaglandlinicos (83,84).

3.4.4. Inhibidores de la lipoxigenasa

Un anllogo sintético del AA que tambien es capaz de inhibir

a la CO, inhibe a la LO por competicién con el sustrato. Se

trata del acido 5,8,11,14 eicosatetrainoico (ETYA), que presenta

4 triples ligaduras en lugar de las 4 dobles ligaduras del AA.
Segln algunos autores, inhibe el pasaje de 5-HPETE a LTA, (85).

Otros compuestos no relacionados estructuralmente con el AA,

como ser el 8cido nordihidroguayarético (NDGA), fenidona y baica-

lelna inhiben la lipoxigenacidn. Su mecanismo de accidn podria

estar relacionado a sus propiedades reductoras y antioxidantes

(86). El 15-HETE es un poderoso y especifico inhibidor de la 12-
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LO en las plaquetas (69) y de la 5-L0 en leucocitos polimorfonu-

cleares y en linfocitos T humanos (87).

3.4.5. Antagonistas de la accidn de la SRS-A

Un camino alternativo para interferir con la via de la LO y
sus productos es la de bloquear, por antagonistas, los efectos de
los LTs a nivel de sus receptores. Se desarrollaron varios an-
tagonistas especificos de la SRS-A entre los que se destaca el

compuesto sintético FPL-55712 (88).
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FIGURA 3

Formacidn y estructura de los a3cidos grasos precursores de

elcosanoides
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FIGURA 4

Sitios de accidn de las fosfolipasas
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FIGURA 5

Movilizacidbn del Acido araquidonico a partir de los fosfollpidos
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FIGURA 6

METABOLISMO DEL ACIDO ARAQUIDONICO
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3.5. Regulacién de la respuesta_inmune por metabolitos del &cido

araquidénico

Los productos derivados del metabolismo del AA ejercen
diversos efectos sobre las distintas poblaciones celulares dentro
del sistema inmune. Esta células metabolizan al AA por la via de
la ciclooxigenasa a PGs, Txs y PGl;. Se ha demostrado que los
leucocitos polimorfonucleares producen PGD,, PGE2, PGl; y TxA:.
Los monocitos de sangre periférica producen solo PGE; y TxB: y
los mastocitos PGD; (89). Estos productoé varlan considerable-
mente en cuanto al tipo celular que 1los origina y al método
utilizado para 1inducir su liberacidn de las células. Los linfo-
citos no parecen sintetizar PGs (90).

La PGE; es el producto mAs activo derivado principalmente
de macréfagos y monocitos estimulados (91,92). Uno de los mayo-
res efectos de las PGs de las series E e | (PGE; y PGl,) es la de
estimular la adenilato ciclasa aumentando los niveles intracelul-
ares de AMPc (93).

Las primeras evidencias de la generacibn de PGs por células
del sistema Inmune surgieron de un estudio efectuado en células
de bazo murino estimuladas con mitdgenos o con antlgenos especl-
ficos. Se detectaron altas concentraciones de PGs en los so-
brenadantes de los cultivos de estas células (94).

Parker y sus colaboradores estudiaron sus efectos en culti-
vos de linfocitos de sangre periférica humana y comprobaron que
varias PGs inhiblan la proliferacidn linfocitaria inducida por
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PHA (95%). Otros grupos de investigadores demostraron que concen-
traciones micromolares de PGE; (10-*M, 10-?’M) inhiblan una varie-
dad de funciones linfocitarias: citotoxicidad mediada por lin-
tocitos T, citotoxicidad NK, secrecidn de linfoquinas y formacidn
de células capaces de producir placas de hemdélisis (96). También
se inhibla la quimiotaxis y agregacidn de leucocitos y su metabo-
lismo oxidativo (66). Estos estudios proponen que la produccidn
local de Acidos grasos del tipo de las PGs estarla involucrada en
la modulacién de la respuesta inmune. La PGE; inhibe tambieén la
formacidn de colonias de macréfagos y de <células T de médula
dsea. Ademas induce la diferenciacidn de timocitos y linfocitos
B inmaduros y otros precursores de células hematopoyéticas a
células maduras, a través de la elevacidn del AMPc intracelular
(66).

Muchos de los estudios realizados hasta el momento se efec-
tuaron en presencia de antiinflamatorios no esteroides, como la
indometacina y el acido acetil salicllico, que bloquean la ciclo-
oxigenasa alterando notablemente las respuestas de las células
inmunocompetentes. La especificidad y las bajas concentraciones
requeridas para producir Jlos efectos modulatorios descriptos
sugiere la presencia de receptores especlficos en las células
(97). La respuesta a las PGs difiere entre las distintas pobla-
ciones celulares y en ciertos estadlos patoldgicos ¥y no se sabe
adin si esta variacidn de la respuesta es el resultado de una
alteracidn en la densidad de receptores.

La estimulacidn in vitro de celulas sangulneas periféricas
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conduce a la proliferaciébn de células T y a la sintesis de PGs
por los monocitos (98). La PGE; es a su vez capaz de inhibir la
proliferacidn T (99), a través de la activacidn de una poblacibn
CD8+ que inhibe la produccién de IL-2 por células T activadas
(100). En consecuencia la estimulacidn de células inmunocompe-
tentes induce un mecanismo de control negativo capaz de regular
la respuesta. La indometacina que es un inhibidor de la ciclo-
oxigenasa aumenta la produccidn de IL-2 por linfocitos humanos
(101,102,103).

La secrecidn de [L-1 por macréfagos activados estad inhibida
por la produccién enddgena de PGE; a través del aumento de AMPc;
esto contribuiria también a la inmunosupresidn (104).

La PGE; podrla suprimir directamente la proliferacidn y
diferenciacidn de células B en respuesta a ciertos antigenos,
pero no inhibirla la generacidn de factores de crecimiento de las
células B derivados de las células T (105, 106).

Los efectos de la PGE: sobre la actividad citolltica de las
células NK son supresores (107); aunque estas células una vez
activadas con IFN ¥ o IL-2 son refractarias a los efectos inhibi-
torios de la PGE: (108).

En la actualidad existen evidencias de la contribucibdn de
las PGs a la respuesta inflamatoria, mientras que el rol del TxA.

en la inflamacidn permanece alin indefinido.

El TxA2 es muy labil, su vida media es de 30 segundos,
pasando luego a TxB:, siendo éste Ultimo el metabolito que se
cuantifica en los radioinmunoensayos. En consecuencia la mayorla
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de los estudios se han realizado en presencia de inhibldores de
la Tx sintetasa.

Algunos de estos resultados sugieren que el TxA; estimularlia
la proliferacidn linfoide en respuesta a mitédgenos (109) mientras
que otros lo niegan (110,111),. El TxA, tambien podrla estar
involucrado en la actividad citotdxica natural (112).

La PGla,, en bajas concentraciones inhibe la quimiotaxis y la
adherencia de leucocitos a fibras de nylon o a células endo-
teliales (113).

Las células del sistema inmune también metabolizan al AA por
la via de las LOs (114). Los mediadores derivados de la 5-L0O
(LTBs4, LTC., LTDs, S-HETE) son producidos por células que inclu-
yen a monocitos, neutrdéfilos, eosindfilos y mastocitos y por
édrganos como el pulmdn, ganglios linfaticos, bazo, piel. Una
variedad de estlimulos inmunoldgicos pueden dar lugar a la forma-
cidn de productos de LOs, entre estos se incluyen, inmunoglobuli-
nas agregadas, anticuerpos anti-receptor, inmunocomple jos. Los
estimulos no inmunoldgicos incluyen al A 23187, formil metionil
péptidos, veneno de cobra, zymosan activado, componentes purifi-
cados del complemento y lectinas. El estimulo mds poderoso es el

ionéforo A 23187, pero siempre en presencia de Ca?* extracelular.

El 5-HETE es cuantitativamente el principal producto obtenido a
partir de leucocitos y mastocitos (115,116). Es un importante
mediador en la {inflamacién. Posee actividad quimiocinética,
induce la liberacidén de enzimas lisosomales de neutrdfilos y

aumenta la liberacidn de histamina inducida por antigenos en
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mastocitos y Dbaséfilos. El S-HPETE también es activo. Los
hidroperéxidos de &cidos grasos estimularlan la guanilato ciclasa
aumentando la concentraciédn intracelular de GMP clclico (GMPc)
(117).

E! LTBs es un mediador de la activacidn leucocitaria. En
muy bajas concentraciones estimula el movimiento celular en
neutrdéfilos, eosindfilos, linfocitos y monocitos (118). En altas
concentraciones estimula 1la quimiotaxis en neutrdéfilos y proba-
blemente en otros tipos celulares. También promueve la libera-
cidn de enzimas lisosomales (114). Es el mds potente agente
agregante y quimiotAdctico conocido (119). Esto sugiere que la
accidn de! LTB. sobre las <células es a través de receptores
especificos (120). EI! receptor de alta afinidad es activo en el

rango de concentraciones en el cual el LTB, produce agregacibdn.

Las respuestas quimiotdcticas tienen lugar a altas concentra-
ciones de LTB, e involucrarlan al receptor de baja afinidad
(114).

El agregado de dosis de LTBs, extremadamente bajas, (10-!2M-
10-*'*M) a cultivos de células mononucleares periféricas estimula-
das con PHA o <con Con A inhibe la respuesta linfoproliferativa
(121). El LTB, actda sobre ambas subpoblaciones de linfocitos,
CD4* y CDB*, pero sus consecuencias funcionales son opuestas.
Inhibe la proliferacidn de las celulas CD4* mientras que estimula
la proliferacidn de células CD8* (122,123). También, en muy
bajas concentraciones inhibe la produccidn policlonal de IgG e
IgM en linfocitos periféricos humanos estimulados con PWM (124).
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Los leucotrienos y monohidroxidcidos afectan la secrecibdn de
linfoquinas y monoquinas, particularmente [L-1, IL-2 e IFN-¥ , ¥
en contraste con la PGE; generalmente actlan estimulando la
secrecién (125,126). E| LTB. puede suplir los efectos de la IL-2
para la produccidén de IFN- U’ y potenciarlos, pero no puede re-
emplazar a la IL-2 como estimulo de proliferacidn (127). No obs-
tante, puede cooperar con cantidades subdptimas de I1L-2 llevando
la proliferacidn a niveles dptimos (128). También estimula a los
monocitos para la produccion de IL-1 y ademds su actividad es
requerida para la inducciédn de IL-2 por la IL-1 (114).

Los receptores de LTB. estdn presentes en ambas subpobla-
ciones CD4 y CD8 (122)., La vitamina Dy induce receptores de LTB,
en la lilnea granulocltica humana HL-60 (129).

Los productos de la 5-L0O0 actdan como moduladores de las
funciones NK y cltotédxica natural (130,131). Varios autores han
demostrado que la inhibicidn de la fosfolipasa A; y la actividad
de la lipoxigenasa suprimian la citotoxicidad natural y NK
(132,133). Asimismo se describid que el LTBs aumenta la activi-
dad citotédxica natural y NK debido a un incremento de uniones
célula efectora-célula blanco y de la eficiencia lltica (134).

Los leucotrienos Ca, Da y Ea que constituyen la SRS-A son

producidos por monocitos sangulneos, alveolares y peritoneales,
neutrdfilos, eosindbtilos y basdfilos. La SRS-A afecta la qui-
miotadxis y la liberacidn de enzimas lisosomales, pero aparente-

mente es menos potente que el LTBs (114).
Los LTC, y LTEs pueden reemplazar a la IL-2 o a la poblacidn
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T colaboradora para la produccién de IFN-)¥, en cultivos de
células de bazo de ratédn (135). Se ha demostrado que concentra-
clones 10-'?M de LTD, y LTE. inhiben la transformacidn mitogénica
inducida por PHA de linfocitos de bazo de ratdn y que las de
10-”M impiden la aparicidn de células formadoras de anticuerpos
(136).

El 1S-HETE, producido por la acciédn de la 15-LO, inhibe la
produccién de 5-HETE y de LTB., a partir de linfocitos T humanos
estimulados con A 23187 (137). Asimismo ejerce un efecto inhi-
bitorio de la proliferacidn, inducida por PHA, de los linfocitos
T, sin embargo no modifica la respuesta mitogénica al LPS de
linfocitos B (138). EI1 15 HPETE induce células supresoras en un
sistema de produccidn de anticuerpos e inhibe la proliferacidn
celular (114).

Las lipoxinas A y B tienen efectos sobre la generacidn de
metabolitos activos del oxilgeno, degranulacidn de neutrdfilos y
actividad NK (139). La lipoxina A posee una acciédn estimulatoria

sobre la Proteina Quinasa C (140). Se sabe poco sobre su accién

sobre otras funciones del sistema inmune.
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4. LEUCEMIA LINFATICA CRONICA

La leucemia linfAtica crdnica (LLC) ha sido definida tradi-
cionalmente como una anomalla proliferativa que se caracteriza
por una acumulacién progresiva de pequefios linfocitos en sangre,
médula &sea, ganglios linfAticos y otros &rganos. Es una enferme-

dad caracteristica de individuos adultos y es mas frecuente en

hombres que en mujeres. El consenso en el momento actual es que
la LLC es una proliferacidn monoclonal maligna de linfocitos B
(LLC-B) con wun bloqueo en la maduracién celular (141). Sb4lo un

pequefio porcentaje de casos (< 5%) involucra a los linfocitos T.

La utilizacidn de anticuerpos monoclonales para la deteccibdn
de antlgenos de membrana y las técnicas de biologla molecular que
estudian el reordenamiento de genes de inmunoglobulinas, han
permitido revelar que las células de pacientes con LLC-B difieren
en muchos aspectos de los linfocitos B normales circulantes.

Con el objeto de relacionar las caracterlsticas de la célula
maligna con los estadios de diferenciacidn del linfocito B nor-
mal, se efectuard una breve resefila del desarrollo ontogénico

de la célula B .



4.1, Ontogenia del linfocito B normal

Los estadlos de diferenciacion del linfocito B pueden ser
divididos en dos fases principales: una fase independiente del
antigeno (célula B progenitora a linfocito pre-B) y otra fase
dependiente del estimulo antigénico (de linfocito B maduro a
célula plasmdtica secretora de anticuerpos) (142).

En los mamlferos la diferenciacidn y maduracidn B comienza
en el higado fetal y en la médula bsea y continlla en los brganos
linfoides periféricos.

La diferenciacidn B (FIGURA 7) comienza con el reordena-

miento de los genes de inmunoglobulina (lg) de la célula progeni-

tora. La primeras célula identificable es la precursora B (pre-
B) que se caracteriza por la expresidn de Ig citoplasmatica
(cadena M). En esta etapa no se detecta la expresidn de cadenas

livianas. Durante este estadlo se expresa el Ag CD10 y los si-
guientes antlgenos, que permanecen en la membrana del linfocito
B durante todo el periodo de diferenciacidn : HLA-DR (antigeno
de Histocompatibilidad de Clase II1), CD19, CD20, CD22 y CD24

(143,144). Las moléculas CD37, CD39 y CDw40O también son antigenos
de diferenciacidn B (144). Una vez que la cadena liviana de Ig
es sintetizada y en consecuencia se expresa en la membrana la
molécula entera de IgM, la célula (linfocito B inmaduro) es capaz
de reconocer al antlgeno ya sea diréctamente o mediante la cola-
boracidn de macréfagos y células T. Esta célula prosigue su
desarrollo y en un estadlo mads tardlio de maduracidn expresa
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simultadneamente [IgM e 1gD en su superficie. En esta etapa
también se expresan receptores para eritrocitos de ratédn (RER),
que son marcadores caracterlisticos de las células B inmaduras

(145); receptores para el fragmento Fc de la 1gG y para los

componentes C3b y C3d del complemento (142). Al receptor para el
componente C3d, que actualmente se o denomina CD21, también
posee un sitio de unidn especifico para el virus de Epstein-Barr
(EBV).

Durante la etapa de activacidbn el linfocito sufre un reorde-
namiento molecular que conduce a un cambio de clase de inmunoglo-
bulina. La célula expresa IgM, 1gD, 1gG, IgA o 1gE en su superfi-
cie (linfocito B maduro). Ademds durante este perlodo, el linfo-
cito B adquiere diversos antlgenos de membrana; algunos son comu-
nes a células activadas de otras estirpes como el receptor para
la IL-2 y el receptor para la transferrina (T9) y otros estéan
relacionados a la serie B como el CD23.

Los antigenos y otros ligandos multivalentes inducen al
linfocito B maduro a proliferar (linfocito B de memoria) o a
diferenciarse a célula plasmAtica. En la etapa final de diferen-
ciacidn los marcadores caracterlsticos de la serie B desaparecen
y el plasmocito adquiere nuevos antigenos tales como el PCA-1,

PC-1 y el CD38 (143).

4.2. Fenotipo celular de la LLC-B

La mayorla de los linfocitos de la LLC-B expresan Ig de
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superficie de clase M y de un solo tipo de cadena liviana (kappa

o lambda), demostrando as! la naturaleza monoclonal de esta pato-

logla linfoproliferativa (FIGURA 7). Ocasionalmente co-expresan
l1gM e 1gD. La intensidad de la I1gM de superficie expresada en
las células de la LLC-B es muy baja comparada con la del linfo-

cito B normal.

Las células de la LLC-B expresan ademads los antlgenos HLA-
DR, CD19, CD20, CD21, CD23 y CD24 y el antligeno CD5 que es un
marcador de células T maduras (144,146). Muy pocas células de la
LLC-B presentan receptores para el componente C3b del complemen-
to. El 95% de los linfocitos de la LLC-B poseen receptores para
eritrocitos de ratén (RER), en consecuencia este marcador resulta
dti] para el diagndstico de esta enfermedad. Sblo una pequefla
subpoblacidn de linfocitos B normales presenta a este receptor en
su superficie. En la células de la LLC-B no se expresa la de-
oxinucleotidil transferasa terminal (DTT), que es un marcador que
estd presente en los primeros estadlos de la diferenciacibn B

(147).

4,3. Propiedades funcionales de las células de la LLC-B

Se ha demostrado que las células leucémicas no responden en
cultivos mixtos autdlogos y alogeneicos. La respuesta in vitro a
mitdgenos B como el PWM y el LPS y a factores de crecimiento como
el BCGF esta disminulda (147). Esto t@ltimo, conjuntamente con
los bajos niveles de lg de superficie que se han encontrado en
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estas células y la ausencia del "capping" de las moléculas de lg,
sugieren anormalidades en la fluidez de |a membrana plasmatica.
Por Gltimo, cabe seflalar que se han encontrado alteraciones en el

transporte de aminodcidos.

A pesar de que el o los mecanismos responsables del arresto

madurativo de las células de la LLC-B, permanecen desconocidos,
se han reportado intentos de superarlo, in vitro, usando dife-
rentes agentes. Entre éstos, el ester de forbol)ia acetato de

12-0- tetradecanoil-forbol (TPA), ha probado ser particularmente
efectivo en 1inducir caracterlsticas o bien plasmocitoides o

semejantes a células vellosas en células de LLC-B (148, 149).



FIGURA 7
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S. ANTECEDENTES Y OBJETIVOS ESPECIFICOS

En general, el estudio de las células que integran los cir-
cuitos inmunes y el de sus funciones ha sido enfocado hacia el
andlisis de la interaccidn celular especifica y sus consecuencias
dentro del propio sistema. Sin embargo, estudios recientes han
demostrado que los linfocitos activados, pueden actuar como
reguladores del comportamiento fisioldégico de otras células y
tejidos no relacionados al sistema inmune. Actualmente existen
evidencias que los linfocitos activados producen factores solu-
bles que estimulan la angiogénesis (150) y regulan la actividad
de los osteoclastos (151). También se ha comprobado que pro-
ductos derivados de linfocitos y macréfagos, regulan diversas
funciones de las células del endotelio wvascular, tales como
proliferacidn, migracidn, produccidn de factores estimuladores de
colonias y expresidn de antlgenos de histocompatibilidad de clase
Il (152,153). Asimismo, se ha encontrado que productos derivados
de neutrdfilos y células mononucleares estimuladas pueden iniciar

o potenciar la produccidn de PGla por las <células endoteliales

(154). Una serie de sustancias derivadas de leucocitos como el
interferdn-o{( ,elastasa e IL-1, tienen la capacidad de aumentar
la sintesis de PGI; por las células endoteliales (153,155). La

IL-2 también posee un efecto estimulatorio sobre la sintesis de
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PGl,, por las células del endotelio de la aorta bovina, probable-
mente a través de un aumento en la sintesis de novo o actividad
de la ciclooxigenasa (156). También se ha demostrado que linfo-
citos de sangre periférica humana estimulados con AA son capaces
de inducir la agregacién plaquetaria (157).

Asimismo, durante la década pasada ha quedado claramente
establecida la existencia de una interaccidn regulatoria entre el
sistema neuroenddcrino y el sistema inmune. Se ha observado que
la respuesta iInmune modifica o mimetiza respuestas enddcrinas,
autondmicas y centrales (158) a través de sustancias solubles.
De! mismo modo, la respuesta inmune estd también sujeta al con-
trol neuroenddcrino (159,160). Las células del sistema inmune
también poseen 1la capacidad de producir sustancias propias del
sistema neuroenddcecrino, tales como encefalinas, endorfinas,
corticotrofina y tirotrofina (161,162,163, 164).

Resul tados obtenidos en nuestro laboratorio demuestran que
los linfocitos humanos normales estimulados con PHA reaccionan
con el tejido cardlaco produciendo un aumento de la tensidn y la
frecuencia de las contracciones (165); el mismo efecto se produce
con el agregado de los sobrenadantes de los linfocitos estimula-
dos al tejido auricular (166). La actividad estimulatoria obser-
vada se deberla en parte a la accidn de la IL-2 (167).

Con el objeto de estudiar los requerimientos para la inter-
accidn de células linfoides con el tejido cardlaco, se utiliza en
el presente trabajo, una preparacidn de aurlcula aislada de rata
latiendo espontaneamente y linfocitos humanos normales o de
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pacientes con enfermedades linfoproliferativas. Este modelo
experimental sirve como ensayo bioldgico para detectar la presen-
cia de productos activos liberados por las <células linfoides
capaces de alterar la respuesta inotrdpica y cronotrdpica del

tejido cardtaco.

Los objetivos especificos de este trabajo de tesis son:

1. Determinar que <clase de <células son responsables de la
estimulacidn de la contractilidad cardlaca y que pasos en la
activacidn linfocitaria estadn involucrados en la misma.

2. Estudiar la accidn de linfocitos humanos normales expuestos
al AA sobre la actividad espontdnea de la aurlcula de rata,
considerando que la liberacidn del AA estd asociada a las
etapas tempranas de la activacidn linfocitaria.

3. Investigar las caracteristicas de los linfocitos que inter
vienen en el fendmeno, teniendo en cuenta su grado de dife-

renciacidn o transformacidn.

60



MATERIALES Y METODGOS



MATERIALES Y METODOS

1. Células efectoras:

Las células mononucleares periféricas de dadores normales y
de pacientes con Leucemia Linfdtica Crénica (LLC) se obtuvieron
por centrifugacién en gradientes de Ficoll-Hypaque (168) a partir
de sangre defibrinada para evitar contaminacidn plaquetaria.

Se diluyd la sangre al 1:2 con solucidn fisioldbgica y se
sembrd sobre Ficoll-Hypaque (densidad: 1,077) en relacidn 3:1
(viv). Se centrifugd a 400 x g durante 45 minutos y se obtuvo
la fraccidn de células mononucleares (monocitos y linfocitos) en
la interfase, quedando los leucocitos polimorfonucleafes y los
gldbulos rojos en la parte inferior de los tubos.

Se separ® la interfase y se lavd 3 veces con medio de cul-
tivo libre de suero y finalmente se resuspendid en medio de
cultivo RPMI 1640 (RPMI) (Gibco Lab, USA) conteniendo 10% de
suero fetal bovino inactivado por calentamiento a 56°C durante 30
minutos (SFB) (Gibco Lab, USA) y 50 ug/ml! de gentamicina (Schering
Co, Essex, Argentina)(RPMI-SBF) a wuna concentracidn de 8 x 10¢
células.

Las células se incubaron en estufa humidificada y gaseada

con 5% de CO; a 37°C por los tiempos indicados en cada caso.
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1.1. Separacién de distintas poblaciones celulares

1.1.1. Eliminacién de células adherentes:

Las células mononucleares se incubaron durante 18 horas
sobre superficies plasticas (adherencia al plastico). Se obtuvo
as! una suspensidn de linfocitos con una pureza del 98%, determi-

nado por tincidn con peroxidasa.

1.1.2. Separacidn de linfocitos T y no T :

Los linfocitos se fraccionaron por la capacidad de formar
rosetas con eritrocitos de carnero (rosetas E) (169). Una roseta
se define en base a la presencia de wun linfocito con 3 o mas
eritrocitos de carnero adheridos a su membrana. Se usd sangre
ovina anticoagulada de origen comercial.

Se prepard una suspensidn de linfocitos a una concentracidn

de 10 x 10* células/ml y se mezcld con igual volumen de una
suspensidn de eritrocitos (E) lavados con solucibn fisiolégica
al 1% v:v en medio de cultivo. Se incubd 10 minutos a 37°C, se

centrifugd a 400 x g durante 5 minutos y se dejd a 4°C durante 18
horas. Luego se resuspendid cuidadosamente y se sembrd sobre un
gradiente de Ficoll-Hypaque (densidad: 1,077). Se centrifugd 30
minutos a 400 x g en frio. Se obtuvieron las células formadoras
de rosetas (CFR) en el fondo de los tubos y las células que no
forman rosetas en la interfase (no-CFR). Se separaron ambas
fracciones y se lisaron con wuna solucion hipoténica de CINH.
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0,75% en solucidn tamponada de Tris 0,02 M, pH 7,2 para eliminar
los eritrocitos. Ambas fracciones se lavaron y se resuspendieron
en kPMI-SFB.

Luego de la lisis las células se lavaron 3 veces con RPM]
1640, se colorearon con Turk y se contaron en camara de Neubauer.
Finalmente se resuspendieron en RPMI-1640 en una concentracién de
8 x 10¢ células/ml.

Se obtuvieron as! dos fracciones: una enriquecida en linfo-
citos T (linfocitos T) por su capacidad de formar rosetas E (CFR)
y otra no formadora de rosetas (no-CFR) que comprendla otras
poblaciones como B, K, nulas y linfocitos de baja afinidad por E
(linfocitos no T). Tanto los linfocitos T como los linfocitos no
T se mantuvieron a 37°C durante 18 horas en una estufa humidi-

ficada y gaseada con 5% de C02 antes del biocensayo.

1.1.3._Separacidn de las subpoblaciones T colaboradora/inductora

Y T supresora/citotdxica por lisis selectiva con anticuerpos

monoclonales y complemento:

Las CFR se incubaron <con 5-10 ul de anticuerpo monoclonal
OKT4, que reconoce linfocitos que expresan el Ag CD4, durante 30
minutos a 37°C, luego se agregaron 200 ul! de suero normal de
conejo como fuente de complemento (C) y se incubaron las células
durante 30 minutos a 37°C. Finalizada la lisis se 1inactivd la
reaccidn con el agregado de medio de cultivo. Luego de 3 lavados
con medio de cultivo se contaron las <células y se ajustd la
concentracidédn a 8 x 10* células/ml.
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El mismo procedimiento se 1llevd a cabo con las CFR y el

anticuerpo monoclonal OKT8, que reconoce linfocitos que expresan

el Ag CD8 , y suero de conejo como tuente de complemento.
Luego de la lisis con OKT8 y C se obtuvo una poblacidn
enriquecida en linfocitos T colaboradores/inductores (CD4) y

luego de la lisis con OKT4 y C se obtuvo una poblacidn enrique-
cida en linfocitos T supresores/citotdxicos (CD8).

Las subpoblaciones de linfocitos CD4 y CD8 fueron incubadas
a 37°C durante 18 horas en una estufa humidificada y gaseada con

5% de CO,, antes del bioensayo.

1.1.4. Determinacidn de las proporciones de las subpoblaciones

de linfocitos CD4 y CD8:

Las proporciones de las subpoblaciones CD4 y CD8 se determi-
naron mediante la técnica de inmunofluorescencia indirecta. Se
incubaron los linfocitos T con 10ul de anticuerpo monoclonal OKT4
y OKT8 respectivamente durante 30 minutos a 4° Se lavaron 3
veces con una solucién de buffer fosfatos pH 7,2 con O0,1% de
azida sédica, se elimind el sobrenadante y se incub® con 15 ml de
un suero anti-lIgG Fab:; conjugado con isotiocianato de fluores-
ceina (Cappel) durante 30 minutos a 4°C. Posteriormente se lava-
ron las células 3 veces con la soluciédn de buffer fosfatos y al
pellet final se le agregd una gota de buffer glicina pH 8,6 con
60% de glicerina; se colocd una gota entre porta y cubre objeto y
se efectud la lectura en un microscopio de fluorescencia con
epiiluminacidn.
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1.1.5. Viabilidad celular:

La viabilidad de las células luego de las purificaciones b
en presencia de las diversas drogas empleadas se verificdé por
ensayo de exclusidn de Azul Trypan, las células efectoras conte-

niendo mas del 80% de celulas viables, fueron usadas en los ensa-

yos.

1.2. Pacientes:

Se estudiaron los linfocitos de sangre periférica de 14
pacientes con diagndstico de Leucemia Linfatica Crénica (LLC) de
origen B y de 2 pacientes con diagndstico de LLC de origen T de
fenotipo CD4-. El 80-90% de 1los linfocitos <circulantes eran de
origen B o T respectivamente. Estas determinaciones fueron
efectuadas con anticuerpos policlonales y monoclonales que reco-
nocen a antigenos especlificos de las poblaciones B o T en sus
distintos estadlos de diferenciacidn. Los pacientes fueron
referidos, luego de su diagnéstico y previo a su tratamiento
especlfrico, por los servicios de Clinica Médica y de Inmunologla
Oncoldgica del Instituto de Investigaciones Hematolbgicas de la
Academia Nacional de Medicina, y por el Laboratorio de Inmunolo-
gla del Centro de Investigaciones Médicas " Alberto Einstein ".

Cada experimento fue realizado con células provenientes de
un dador diferente. Tanto los dadores normales como los pacien-
tes no hablan tomado medicacidn alguna durante los 10 dias pre-
vios al estudio.
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1.3. Linea celular Raji:

Es una linea linfoblastoide B derivada de wun linfoma de
Burkitt no productora de virus de Epstein Barr.

Las células Raji (Raji) fueron mantenidas en cultivo con-
tinuo en RPMI 1640; 10% de SBF, gentamicina 50ug/m!l y an-
fotericina al 1% (170). Las Raji fueron cosechadas luego de
24,48 & 72 horas, lavadas 3 veces en medio de cultivo y resuspen-

didas en RPM! libre de suero en una concentracidn de 8 x 10*/ml.

2. Preparacidn de aurlicula aislada de rata:

Se sacrificaron ratas albino macho de la cepa Wistar y 200-
250 g de peso por decapitacidn. Se extrajo rapidamente el cora-
zdbn y se colocd en una capsula de Petri conteniendo solucidn
modificada de Krebs-Ringer-bicarbonato (KRB). La solucidn que se
mantuvo a 30°C gaseada con una mezcla de 95% 0,-5% CO:, tenla la
siguiente composicidn: Na* 145,0 mM, K- 6,0 mM, Caz+ 1,22 mM,
Mgz+ 1,33 mM, PO.3- 1,2mM, Cl- 125,0 mM, HCOs- 25,3mM, SO0,2-
1,33mM, glucosa 5,S5SmM.

Se separaron Jas aurlculas de los ventrliculos, se disecaron
cuidadosamente y se suspendieron de un sostén de vidrio sumer-
giéndolas en un recipiente con 15 ml de la solucidn KRB equili-
brada con la mezcla de gases ya nombrada y mantenida durante el
experimento a 30°C y pH 7, 4. Un extremo del tejido se sujetd a
un sostén de vidrio y el otro a un transductor de fuerza (celda
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Stathan UC3-Gold) acoplados a un oscilégrafo escritor.

Luego de aplicar a las aurtculas una tensidn constante de
reposo de 750 mg a través de un dispositivo micrométrico, se
estudid la actividad de las preparaciones aisladas que latlan
espontaneAdmente en funcidn de la tensidn contractil isométrica
efectiva por encima o por debajo de la tensidn de reposo. Esta
variable tomada a partir de los registros del oscilégrafo se
denomind tensidn isométrica desarrollada (TID) y se midid en mg.

Las auriculas se dejaron equilibrar latiendo espontaneamente

durante 60 minutos. EI| valor de la tensidn contractil registrado
en ese momento se considerd como valor inicial (100%). Los valo-
res experimentales y las variaciones inducidas por los diversos

agentes agregados se expresan como cambios porcentuales del valor
inicial.

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

Los valores iniciales fueron para la tensidn contractil: 480
a 530 mg y para la frecuencia de contracciones: 130 a 150 latidos

por minuto.

El ensayo biolédgico de la aurlcula aislada de rata fue
llevado a cabo en laboratorios del CEFAPRIN (Dra Leonor Sterin-
Borda).
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3. Preparacién de sobrenadantes libres de células

3.1. Sobrenadantes libres de células obtenidos a partir de

linfocitos T y de subpoblaciones de linfocitos CD4 y CD8 activa-

dos con PHA:

Los sobrenadantes fueron obtenidos por incubacidn de 0,5 ml
de una suspensidn de 8 x 104 linfocitos T, CD4 o CD8/ml
con 10ug/ml de PHA durante 30 minutos a 37°C en estufa humidifi-

cada y gaseada <con 5% de CO., seguida de una centrifugacidn

durante 15 min a 800 x g. Los sobrenadantes control fueron
preparados por incubacidn de los linfocitos <con RPMI-SFB en
ausencia de PHA. Los sobrenadantes libres de células fueron

utilizados, inmediatamente después de su separacién, en el bio-

ensayo.

3.2. Sobrenadantes libres de células obtenidos a partir de la

poblacidédn total de linfocitos, de la poblacidn de linfocitos T,

no T v de las subpoblaciones de linfocitos CD4 y CD8 incubados

con Acido araquiddnico (AA)

Los sobrenadantes libres de <células fueron obtenidos por
incubacidon de 8 x 10¢* linfocitos en 1ml de RPMI-SFB conteniendo
4ul de una solucidn fresca de AA 1.Sx10'1 M durante 20 min a 37°C
en estufa humidificada y gaseada con 5% de CO;, seguida de una
centrifugaciédn a 800 x g durante 15 min. Las células sedimenta-
das fueron descartadas y 0,5 ml de los sobrenadantes de linfoci-
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tos incubados con AA fueron usados inmediatamente.

4. Ensayo de proliferacidn:

Se estudid el efecto del AA sobre los linfocitos, incubando
200 ul de una suspensidn de 1 x 10* células/ml con 20 pl de una
dilucidn 1:100 de la solucidn madre de PHA-P (Difco Lab., USA) en
presencia y en ausencia de AA en una concentraciédn final de
10-7” M, a 37°C en estufa humidificada y gaseada con 5% CO; du-
rante 72 horas.

La reaccidn se efectud por triplicado en placas de cultivo
Falcon de 96 pozos. Se midid la incorporacidn de timidina al ADN
después de wun pulso de 18 horas con 0,2 uCi de timidina tritiada
(3H-T, NEN, USA, actividad especifica 20,0 Ci/mmol). Se sepa-
raron las células con un cosechador automdtico; los linfocitos
fueron retenidos sobre flltros de lana de vidrio. Los trozos de
filtro correspondientes a cada pozo se colocaron en viales de
centelleo y se les afiadid soluciédn centelladora (PPO 5 g, dimetil
POPOP 250 mg, tolueno 1 litro, Acido acético 2 ml) y se contaron

en un contador de centelleo liquido.

5. _Curva de crecimiento de las células Raji en ausencia y e

presencia de un inhibidor de la tromboxano sintetasa (L-8027):

Las células Raji (10 ml) en una concentracién inicial de 1 x
10% células/ml, se cultivaron en RPMI-1640, 10% SFB en ausencia y
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en presencia de L-8027 (10-3M). Se tomaron allcuotas a las

24hs, 48hs y 72hs de cultivo para efectuar los recuentos celula-

res.

6. Radioconversibdn de[l- "CJAA en _prostanoides:

El metabolismo de AA de células aisladas (Raji y LLC-B) fue
estudiado incubando 40 x 10¢ células resuspendidas en 1ml de KRB
con 1,25 uC deLl-"é}acido araquiddnico (A*) de actividad espe-
cifica: 40-60 mC/mmol (New England Nuclear) durante 2 horas a
37°C con agitacidn constante en un barfio metabdlico bajo una
atmdésfera de 95% 0:-5% CO,. Al final del perlodo de incubacibdn
la reaccidn se detuvo agregando 0,125 ml de &acido cltrico 1M.
Los lipidos fueron extraldos 3 veces con 5 ml de cloroformo. El
solvente orgdnico se evapord a 40°C. Los residuos lipidicos
fueron disueltos en una mezcla de cloroformo:metanol 2:1 y se
efectud una cromatografla en capa delgada sobre placas de plas-
tico de 0,25 mm de espesor cubiertas con silica-gel, se corrié
dos veces en un sistema de solventes consistente en una mezcla de
benceno:dioxano:acido acético (60:30:3, v:iv). Los patrones de 6-
ceto PGF, ol ,PGE, y TxBa fueron sembrados simultAneamente en
todas las placas. Los patrones se visualizaron luego de pulveri-
zar las areas correspondientes con una solucién al 10% de acido
fosfomolibdico en etanol y calentando a 110 °C.

La radioactividad de los productos del metabolismo del AA en
las distintas zonas del cromatograma fue estimado como el &rea
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total! de todas las fracciones luego de la sustraccién del blanco.

Las areas de los radiopicos correspondientes a los distintos
metabolitos fueron calculadas y expresadas como porcentaje del
aArea total. La radioconversidn del AA en prostanoides fue reali-

zado por el Dr. Horacio Peredo en el CEFAPRIN.

7. Radioinmunoandlisis (RIA) de TxB:>:

La cantidad de TxB; en las allcuotas de extractos lipldicos
de 40 x 10¢ células Raji y de LLC-B se determind por Radioinmuno-
andlisis, utilizando un kit de New England Nuclear, basado en el
uso de tromboxano B tritiado como trazador y un suero de conejo
anti TxB: como el antisuero (anticuerpo especlifico). Reactividad
cruzada: PGD,:2%, PGE.:0,1%, PGF.o¢ : 0,1%, 6-ceto-PGF, & : 0,08%

y PGA.: <0,005%.

8. Soluciones empleadas:

8.1. Solucidn de Turk para contaje de linfocitos:

Se prepara con: violeta de genciana 100 mg
acido acético glacial 31,25 ml!
agua destilada c.s.p. 500 ml
Las muestras se diluyen 1:20 con esta solucidn para lisar
los eritrocitos y colorear los leucocitos y se cuentan en cdmara

de Neubauer.
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8.2. Solucidn para ensayo de viabilidad celular:

Solucidn A: azul trypan O, 14%

Solucidn B: cloruro de sodio 4,25%

Se mezclan 4 partes de A mads 1 parte de B antes de usar. Se
incuba la suspensidn celular (8 x 10* células/ml) con el reactivo
en una relaciédn 1:10 durante 2 minutos y se cuenta.

Las células viables no se colorean.

8.3. Fitohemaglutinina (PHA):

Se empled fitohemaglutinina (PHA), lectina de Phaseolus
vulgaris tipo V (Sigma Chem. Co,USA) de modo de tener una concen-

tracidn final de 10ug/ml

8.4. U-46619:

Es el an&logo sintético del TxA: (Upjohn, Kalamazoo, MI).

Fue usado en un rango de concentraciones de 10-3M a 10-'M.

8.5. Araquidonato de sodio:

El araquidonato de Na (AA) (5,8,11,14-eicosatetraenoato de
sodio, Sigma Chem. Co.,USA), se disolvid en agua a 1,8 x 10°02M y
luego se lo utilizd en un rango de concentraciones finales de 4 «x

10-3M a 8 x 10-7"M.

8.6. Anticuerpos monoclonales:

Se wutilizaron los anticuerpos monoclonales OKT4 y OKTS8
(Ortho-Mune, Ortho Diagnostic Systems Inc. Raritan, NJ).
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8.7. Inhibidores:

Se utilizaron soluciones recién preparadas de los siguientes

reactivos:
a) Acido acetilsalicllico (ASA) (Sigma Chem. Co, USA)
1,8x10-M
b) indometacina (Merck, Sharp & Dohme, USA) 1x10-¢M
c) Acido nordihidroguayaretico (NDGA) (Sigma Chem. Co, USA)

1x10-3 M
d) Adcido 65,8,11,14-eicosatetrainoico (ETYA) (Hoffmann-Laroche,
Suiza) 1x10-"M

e) 7-(3-(4-acetil-3-hidroxi-2-propil-fenoxi)-2-hidroxipropill-4-
oxo-propil-4 H-1-benzopirano-2 carboxilato de sodio (FPL-55712)
(Fisons LTD, UK) 1ix 107 M

f) L-8027 (Nictindol) (Labaz Lab.) 10-3°M

g) imidazol (Sigma Chemical Co.) 10-3M

La solucidn madre de indometacina se prepard en solucidn
tamponada de fosfatos O0,1M a 1 mg/ml. El NDGA, el ETYA y el
L-8027 se disolvieron en un pequefio volumen de DMSO y se llevaron
a la concentracidn deseada con solucidn fisioldgica. La solucidn
madre de FPL-55712, de ASA y de imidazol se prepararon en agua
destilada.

Todas las concentraciones mencionadas, salvo la de solu-
ciones madre, se refieren a las finales en el medio de reaccidn.

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

sobre la preparacibn de auricula aislada de rata.

9. Expresién de los resultados:

Todos los resultados se expresan como la media aritmética #+
el error estAndar de la misma.

Las curvas dosis-respuesta se construyeron de acuerdo al
método de van Rossum (171) que emplea dosis acumulativas agrega-
das en alicuotas fijas.

Para el caso de los linfocitos, el intervalo de tiempo entre
dos agregados sucesivos fue el requerido para obtener un efecto

maximo, sostenido por un minimo de tres minutos.
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RESULTADOS

1. MODIFICACION DE LA ACTIVIDAD CONTRACTIL DE LA AURICULA
AISLADA DE RATA POR SUBPOBLACIONES DE LINFOCITOS T HUMANOS NOR-

MALES ACTIVADOS CON PHA

Se ha demostrado en nuestro laboratorio que los linfocitos
humanos normales T activados con PHA (165) son capaces de aumen-
tar tanto la tensidn como la frecuencia de contracciones de la
auricula aislada de rata. La reaccidn es el resultado de la
produccidn, durante el ensayo, de metabolitos oxidativos del AA,
principalmente los leucotrienos que constituyen la SRS-A.

El propdsito del presente estudio fue determinar la contri-
bucidn de 1as subpoblaciones colaboradora/inductora (CD§) vy

supresora/citotdxica (CD8B) al desarrollo de la reaccidn.

1.1, Efecto de las subpoblaciones de linfocitos T sobre la

contractilidad de la auricula de rata

Con el objeto de identificar la subpoblacidn de linfocitos T
responsable de la estimulacidn de la actividad contrdctil de la
aurlicula de rata, se tratd a la poblacidn enriquecida en linfoci-
tos T con un anticuerpo monoclonal OKT4, que reconoce linfocitos
que portan el Ag CD4, y complemento o con un anticuerpo monoclo-
nal OKT8, que reconoce linfocitos que portan el Ag CD8, y com-
plemento; obtenlendose en el primer caso una poblacidn enrique-
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cida en linfocitos CD8 y en el segundo caso una poblacidn enri-
quecida en linfocitos CD4.

Los resultados de la TABLA 1 resumen las caracterlisticas de
las poblaciones efectoras CD4 y CD8 que fueron las utilizadas en
los experimentos.

La contaminacidn de CD4 con CD8 fue del 1,3 + 0,5 % y la
contaminacién de CD8 con CD4 fue del 2,3 * 0,6 %.

El agregado simultdneo de las subpoblaciones T y PHA (CD4-
PHA o CDB-PHA) al preparado de aurifcula de rata latiendo esponté&-
neamente, alterd la tensidn y la frecuencia de las contracciones;
mientras que el agregado de PHA solo o de linfocitos CD4 o de
linfocitos CD8 solos no afectaron en modo alguno la contractili-
dad cardtaca. Como puede observarse en la FIGURA 8, las células
CD4-PHA aumentan considerablemente la actividad inotrépica y
cronotrépica de la auricula de rata mientras que los linfocitos
CDB8-PHA disminuyen la tensién contractil.

Por lo tanto se deduce que el efecto inotrépico positivo de
los T-PHA es el resultado del balance entre las respuestas de los
CD4-PHA y de los CD8-PHA.

Los efectos observados fueron proporcionales al numero de
células efectoras agregadas al sistema (FIGURA 8).

Al igual que con la preparacidn de linfocitos T (165), Ilos
cambios en la contractilidad de la auricula de rata se sucedieron
poco tiempo después del! agregado de las subpoblaciones de linfo-
citos CD4 y CD8 y de la PHA y aumentaron con el tiempo

(FIGURA 9).



1.1.2. Mecanismos de la reaccidn de las subpoblaciones CD4-PHA ¥y

CD8-PHA con la aurlcula aislada de rata

Diferentes caminos del metabolismo del AA llevan a la pro-
duccidn de sustancias capaces de alterar la tensidn y frecuencia
de la auricula de rata.

Con el objeto de determinar el mecanismo de la reaccidn, se
utilizaron diversos inhibidores que actdYan sobre las distintas
vias del metabolismo del AA en concentraciones que por si mismas
no afectan los valores de tensidn y frecuencia de la contractili-
dad cardlaca ni la viabilidad de los linfocitos (TABLA 2).

Los resultados expuestos en la TABLA 3 indican que el efecto
inotrdpico positivo producido por las células efectoras CD4-PHA
es ejercido a través de una via que involucra a los leucotrienos
que constituyen la SRS-A, ya que este efecto puede ser bloqueado
por preincubacidn de la auricula de rata con FPL-55712, un agente
que impide la interaccidn de la SRS-A con sus receptores. La
preincubacidn de la aurlcula con indometacina exacerbd el efecto
de las células CD4-PHA.

Por otro lado, la respuesta inotrdpica negativa de la
auricula a la fraccidn CDB-PHA persistia tanto en presencia de

indometacina como de FPL-55712 (TABLA 3).



1.3. Efecto de sobrenadantes libres de células activadas en la

actividad contréctil de la aurlicula de rata

Con el fin de determinar si la presencia continua de los
linfocitos activados con PHA era necesaria para lograr el efecto
bioldgico se dividid la reaccidn en 2 etapas: 1) se procedid a
estimular a los linfocitos CD4 y CD8 con PHA durante 30 minutos a
37°C y 2) se recolectd el sobrenadante libre de ceélulas. Este
sobrenadante fue el que se enfrentd con la preparacidn auricular.
En los experimentos anteriores se agregaban al baffo de ensayo las
células suspendidas en medio de cultivo simultaneamente con la
PHA.

Los resultados expuestos en Ja TABLA 4 demuestran que los
sobrenadantes libres de células CD4-PHA estimulan 1la actividad
inotrdpica y cronotrépica de la aurlicula. El efecto estimulante
de estos sobrenadantes fue dependiente de la dosis, observandose
un cambio significativo a partir de sobrenadantes obtenidos con
1,6x10* células CD4-PHA (datos no mostrados). Por 1o tanto no
era necesaria la presencia de los linfocitos CD4 activados para
desencadenar la actividad contractil de la aurlicula aislada de
rata.

El efecto depresor de los sobrenadantes CD8-PHA no era
importante, en oposicién al resultado obtenido con la preparacidn
entera de CD8-PHA (células y sobrenadante).

La FIGURA 10 muestra el efecto del agregado de sobrenadantes
de células CD4-PHA y de CD8-PHA al tejido auricular preincubado
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con un inhibidor de la via de la lipoxigenasa (NDGA), con FPL-
55712 o un inhibidor de la ciclooxigenasa (indometacina).

Los resultados demuestran que la preincubacidn del tejido auricu-
lar con NDGA 10-3M lo tornaba incapaz de responder al sobrena-
dante activo de CD4-PHA. Al igual que <con la preparacidén de
linfocitos estimulados con PHA, la preincubaciédn de la auricula
con FPL-55712 bloqueaba el efecto 1inotrépico y cronotrdpico
positivo del sobrenadante de células CD4-PHA,. Los sobrenadantes
de linfocitos CD8-PHA no tenlan un efecto significativo sobre las

auriculas preincubadads con indometacina.



TABLA 1

Obtencidn de subpoblaciones de linfocitos humanos normales T (LT)

por lisis con anticuerpos monoclonales y complemento:

Subpoblacidn Recuperacidn de Recuperacidn Viabilidad
de LT LT purificados*® calculada celular®
(%) de LTe¢ (%) (%)
Cbha 59 + 9 69 + 1 80 + 5
cDh8 38 + 8 31 + 2 74 + 5

“Las células formadoras de rosetas (CFR) fueron depleciona-
das de células portadoras de antigenos CD4 & CD8, por tratamiento
con 5 wul de anticuerpos monoclonales OKT4 u OKT8 y 200 ul de
suero normal de conejo como fuente de complemento* como fue
descripto en Materiales y Métodos. CD4: LT enriquecidos en célu-
las portadoras de antigeno CD4; CD8: LT enriquecidos en células
portadoras de antigeno CDS8.

*La recuperacidn de las distintas subpoblaciones de LT se

calculd a partir de! ntimero de CFR y del! ntmero de células via-
bles luego del tratamiento Iltico con 1los anticuerpos monoclio-
nales.

*La recuperacidn calculada se obtuvo considerando a las CFR
como 100% de LT, y sustrayendo el % de linfocitos CD4 & CD8
presentes en las CFR, determinados por inmunofluorescencia antes
de la lisis con anticuerpos monoclionales.

“La viabilidad celular se calculd segln el test de exclusibdn
de aczul tr*p&n.

Los valores se expresan como la media aritmética *+ el error
estdndar de 4 experimentos.



FI1GURA 8

Efecto de distintas concentracionesgs de

linfocitos T y de subpo-

blaciones de linfocitos T sobre la actividad contrdctil de la
aurlfcula de rata en presencia de PHA:
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FIGURA 9

Cinética de la reacciédn de subpoblaciones de linfocitos T humanos

normales activados con PHA con Jla auricula aislada de rata:
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Se suspendid la aurlcula aislada en solucidn de KRB con 1,6 x 10%
de linfocitos CD4 ( | )/ml, 1,6 x 10° linfocitos CD4/ml a rega-
dos simultdneamente con 10ug/ml PHA al bafio de reaccidn ¢ ),
2,5 x 105 linfocitos cD8/ml ¢« O ) y 2,5 x 10% linfocitos CD8/m!
agregados simultdneamente con 10ug/ml de PHA ( O .

Se representa la media aritmética * error estdndar de la media de
los cambios porcentuales de 1los valores iniclales de tensién

(TID) y frecuencia de contracciones (FC) en funcidén del tiempo de

agregado de las células efectoras & de las células efectoras con
la PHA.



TABLA 2

Efecto de distintas drogas sobre la actividad contrActil esponta-

nea de la aurlcula aislada de rata y sobre la viabilidad de los

linfocitos humanos normales:

Droga TID(%) FC(%) n Viabilidad(%) n
Ninguna 1 1 95 + 3 6
Indometacina 1,00 + 0,08 0,96 + 0,06 6 89 + 3 4
ASA 1,02 + 0,08 0,97 + 0,04 7 ND
NDGA 1,01 + 0,08 0,99 + 0,07 6 89 + 2 )
ETYA 0,06 + 0,08 0,92 + 0,06 6 89 + 3 4
FPL-55712 1,00 + 0,06 0,92 + 0,07 7 91 + 2 5
Se determind la media aritmética *+ el error estAndar de la media

de los cambios porcentuales de tensidn y frecuencia de contrac-
ciones de la aurlcula y el porcentaje de células viables después
de 1 hora de incubacidn con las distintas drogas respectivamente.
Las concentraciones son las indicadas en Materiales y Métodos.

n: nbimero de experimentos.



TABLA 3

eaccidn de las subpoblaciones de linfocitos T humanos normales

activados con PHA con la aurlicula ai;lada de rata en presencia de

Indometacina y FPL-55712:

Células

efectoras - PHA CD4 - PHA CD8 - PHA
que reaccionan
con la aurlicula

en presencia de: n TID(%) FC(%) n TID(%) FC(%)
KRB 7 +89 + 2 +14 + S 7 -24 + 7 -4 + 3
Indometacina 1 +140 +10 5 -29 + 11 -4 + 3
FPL-55712 4 +5 + 3 3 + 2 1 -40 0

Se agregaron 1,6 x 10® linfocitos CD4/ml y 2,4 x 105 linfocitos
CD8*/m]l en presencia de PHA (10ug/ml) a la aurlcula aislada de
rata preincubada durante 1 hora con Krebs-Ringer-Bicarbonato
(KRB) o KRB conteniendo Indometacina (10-¢ M) o FPL-55712 (10-7
M). Se determinaron las medias aritméticas *+ error estAndar de la
media de 1los <cambios porcentuales de los valores iniciales de
tensidn (TID) y frecuencia (FC) de n experimentos a los 10-15
minutos del agregado de las células.



TABLA 4

fecto de sobrenadantes de linfocitos-T y de subpoblaciones CD4

y CD8 activados con PHA sobre la auricula ajslada de rata:

Sobrenadantes n TID (%) FC (%)

T - PHA 3 +62 + 34 +12 + 7
CD4 - PHA 7 +70 + 23 +9 + 3
CD8 - PHA 6 -10 + 17 -3 + 5

Se suspendieron S x 10* linfocitos humanos normales CD4 o CD8 en
0,5 ml! de medio de cultivo y se estimularon durante 30 minutos a
37°C con 10ug/m! de PHA. Los sobrenadantes libres de células se
cosecharon luego de una centrifugacién durante 15 minutos a 800 «x
g Y se agregaron a la preparacidn de aurlcula aislada de rata.

Se determind la media aritmética + error estAndar de los cambios
porcentuales de tensiédn (TID) y frecuencia de contracciones (FC)
de n experimentos 10 minutos después del agregado de los sobrena-

dantes.



FIGURA 10

Etecto de sobrenadantes de CD4-PHA o CDB-PHA sobre la aurlcula

de rata o sobre la auricula de rata preincubada con inhibidores o

antagonistag del metabolismo del Acido araquidbnico:
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Los sobrenadantes libres de células (0,5 ml) obtenidos a partir
de 5 x 10¢ linfocitos humanos normales CD4 o CD8 activados con
PHA se agregaron a la preparacién de auricula de rata preincubada
durante 1| hora con: 15 ml de KRB, 15 ml de KRB + FPL-55712 (10-7
M), 15 ml de KRB + NDGA (10-% M) o KRB + indometacina (10- ¢ M),
Se determinaron los camblos porcentuales de los valores iniclales
de tensidn (TID) y frecuencia (FC) a los 10 minutos del agregado
de los sobrenadantes a la auricula. Los valores se expresan como
la media aritmética t+ error estdndar de la media de 6 experimen-
tos. Las diferencias estadlsticamente significativas, calculadas
por el test t de student fueron:

Tensibdn:

CD4-PHA-KRB vs CD4-PHA-FPL-55712 p < 0,02
CD4-PHA-KRB vs CD4-PHA-NDGA p < 0,05
CD4-PHA-KRB vs CD8-PHA-KRB p < 0,05

Frecuencia:
CD4-PHA-KRB vs CD4-PHA-FPL-55712 p < 0,05
CD4-PHA-KRB vs CD4-PHA-NDGA p < 0,05



2. PAPEL DEL ACIDO ARAQUIDONICO (AA) EN EL EFECTO INOTROPICO Y

CRONOTROPICO INDUCIDO POR LINFOCITOS HUMANOS NORMALES

Los resultados expuestos previamente demuestran que la
subpoblacidn de linfocitos enriquecida en células CD4 y estimu-
ladas con PHA inducen efectos inotrdpicos y cronotrdpicos positi-
vos sobre la auricula aislada de rata, mientras que la subpobla-
cidn de linfocitos enriquecida en células CDB y estimuladas con
PHA induce efectos negativos. Los linfocitos CD4-PHA liberartian
productos solubles capaces de inducir, por parte de la aurtcula,
la produccidn de metabolitos activos del AA provenientes de la
via de las lipoxigenasas.

En el proceso de activacidn linfocitaria con lectinas, se
produce la movilizacidn de los fosfollpidos de la membrana del
linfocito y aumenta la disponibilidad de A4cidos grasos libres,
entre ellos el acido araquiddnico (172). Este podrla servir de
sustrato para la generacidn de metabolitos de lipoxigenasa y
ciclooxigenasa por la aurlcula. En el sistema de los linfocitos
activados por la lectina, la especificidad de la reaccidn ino-
tropica positiva de los linfocitos CD4 podrlia estar ligada a la
selectividad del estimulo (PHA) para esa poblacidn. Por esta
razdén quisimos verificar si el suministro exdgeno de AA a los
linfocitos humanos normales, en ausencia de otro estimulo era
capaz de suplantar los pasos iniciales que suceden luego de la
estimulacidn linfocitaria con PHA.
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2.1. Efecto de linfocitos tratados con AA sobre la contractili-

dad cardlaca

Como lo demuestra la FIGURA 11, el agregado de linfocitos en
una concentracién de 4x10°/ml o de AA en una concentracidn de
8x10-"M, a la preparacidn de aurlcula aislada de rata, no modifi-
caba su actividad contractil. Sin embargo el agregado simultaneo

de linfocitos y AA (L-AA) o de L preincubados con AA a 37°C
durante 30 min (L-AA), en las mismas concentraciones mencionadas
previamente, indujo un aumento considerable de la tensidbn y
frecuencia contractiles. Este efecto aumentd con el tiempo
llegando a un valor m3dximo de tensidn a los 15 min de la reaccidn

y de frecuencia a los 5 minutos.

2.1.1 Mecanismo de la reaccidn

Para determinar el mecanismo de la reaccidn de L-AA con la
auricula, se wutilizaron inhibidores de diversas vlas del metabo-
lismo del AA que podrlan resultar en la estimulacidn de la
tensidn y frecuencia de la contractilidad cardlaca. Los resulta-
dos tal como lo Indica la FIGURA 12 demuestran que la inhibicidn
de la actividad de la ciclooxigenasa por indometacina o ASA no
bloqueaba los efectos inotrdpicos y cronotrdpicos positivos de
L-AA. En cambio un inhibidor de la via de la lipoxigenasa, el
NDGA, interfirid con la reaccidn del AA sobre la aurlcula.
También el ETYA en concentraciones que no tienen efecto sobre la
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actividad de la ciclooxigenasa pero s! lo tienen sobre la lipoxi-
genasa, bloqueaba eficazmente tanto los efectos 1inotrdpicos como

los cronotropicos de los L-AA.

2.2. Curvas dosis respuesta de AA en presencia Yy ausencia de

linfocitos

Se compard la respuesta al AA de la aurlcula aislada de rata
en ausencia y en presencia de linfocitos.

Mediante wuna curva dosis-respuesta de tipo acumulativo,
FIGURA 13, se comprobd que el AA en un rango de concentraciones
de 2x10-¢ M a 1x10°-% M indujo el aumento de tensidn de la aurl-
cula. No se observd ninglun efecto en la frecuencia de las con-
tracciones. Luego se realizd la misma curva dosis-respuesta pero
en presencia de 4x10%L/ml. La presencia de los linfocitos poten-
cld significativamente este efecto alcanzando la curva dosis res-
puesta su valor madximo con una concentracidn de AA de 5x10-* M;
mientras que en ausencia de linfocitos el efecto madximo se logrd
con una concentracidn de AA de 1x10-% M. Asimismo, la curva
dosis-respuesta en presencia de los linfocitos se desplazé hacia
la izquierda respecto de la curva obtenida con AA solo, lo que
significa que los linfocitos aumentan la potencia y eficiencia de
la droga. En presencia de linfocitos se observd una accibn

cronotrdpica positiva del AA.
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2.3. Efecto de inhibidores del metabolismo del AA en la accibn

del AA sobre la aurlcula de rata en ausencia de linfocitos

La preincubaciédn de la aurlcula aislada con inhibidores de
la ciclooxigenasa como ser indometacina o ASA bloqued totalmente
el efecto cardioestimulante ejercido por la presencia @nica de
AA; contrariamente NDGA y ETYA (inhibidores de las lipoxigenasas)

no modificaron este efecto (FIGURA 14).

2.4. Efecto de inhibidores del metabolismo del AA sobre la

accidn del AA en presencia de linfocitos

Se estudid la influencia de distintos inhibidores del meta-
bolismo oxidativo del AA sobre los efectos inotrépicos y crono-
tropicos de este acido en presencia de linfocitos. Se puede
observar en la FIGURA 15 que la inhibicidn de la actividad de la
ciclooxigenasa por ASA no modificd la accidn inotrdpica a bajas
concentraciones de AA, pero las redujo significativamente a altas
concentraciones. Cuando se preincubd la auricula con FPL-55712,
la curva dosis-respuesta inotrdpica de L-AA se desvid a la dere-
cha y el efecto total fue significativamente menor. Contraria-
mente, la accidn cronotrdpica del AA en presencia de linfocitos
no fue alterada cuando se preincubd a la aurlcula con ASA.

El efecto inotrdpico positivo fue inhibido con el bloqueo
simultdneo de ambos caminos enzimaticos. Con NDGA y ETYA los
resultados fueron los mismos que l1os obtenidos con el uso del an-
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tagonista de la SRS-A (FPL-55712).

2.5 Curva dosis respuesta al AA en presencia de linfocitos huma-

nos normales T vy no T

Se separaron los linfocitos totales por el método de rosetas
con glébulos rojos de carnero y centrifugacidn en un gradiente de
Ficoll-Hypaque, obteniéndose poblaciones enriquecidas en linfo-
citos T y no T respectivamente. Se realizéb wuna curva dosis-
respuesta de tipo acumulativa (FIGURA 16) y se comprobd que tanto

la poblacidn de linfocitos T como no T sensibilizan la aurlcula

al efecto inotrdpico positivo del AA.

2.6 Curva dosis-respuesta al AA en presencia de subpoblaciones
CD4 y CDS8

Se reallzaron curvas dosis-respuesta al AA en presencia de
subpoblaciones de linfocitos CD4 y CD8 con el objeto de determi-
nar el efecto de las distintas subpoblaciones inmunoregulatorias
sobre la aurlcula aislada en presencia de dosis acumulativas de
AA. Ambas subclases de linfocitos sensibilizan la aurlcula al
efecto inotrdpico positivo del AA (FIGURA 17), indicando que no
existe una especificidad con respecto a una u otra subclase de
linfocitos. Estos resultados contrastan con aquellos descriptos
para linfocitos humanos normales activados con PHA, caso en el
que se encontrd que solamente la poblacidn CD4 era la responsable
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del efecto estimulante (FIGURAS 8 y 9).

2.7. Efecto de sobrenadantes de linfocitos expuestos al AA en la

tensiédn y frecuencia de la aurlcula aislada de rata

Con el objeto de investigar si el contacto directo entre
linfocitos estimulados con AA y la aurlcula era necesario para
lograr el efecto estimulante, la reaccion se dividid en dos
etapas. Primero, los linfocitos fueron expuestos al AA y luego
el sobrenadante de esta reacciébn fue separado de las células y
agregado a la auricula aislada de rata.

Los resultados expuestos en la TABLA 5, demuestran que los
factores solubles derivados de la interaccidn del AA con los
linfocitos pueden reemplazar a los linfocitos intactos.

El efecto producido por el sobrenadante de L-AA requiere la
presencia de las lipoxigenasas activas de la aurlcula, ya que
este efecto no ocurre cuando la aurlcula es previamente tratada
con NDGA. Con el agregado previo de FPL-55712 al tejido auricu-
lar, el efecto también desaparecla. Esto indica que los compues-
tos suscitados por el estimulo son similares ya sea cuando se

suministran los L-AA o los sobrenadantes de L-AA.

2.8. Efecto de sobrenadantes de subpoblaciones de linfocitos CD4

y CD8 expuestos al AA sobre la contractilidad cardlaca

Al igual que con los linfocitos totales se procedid a incu-
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bar a los linfocitos no T y a las subpoblaciones de linfocitos
CD4 y CDB con AA durante 30 minutos a 37°C, luego se centrifugd
la suspensidn de células y el sobrenadante obtenido se enfrentbd
con la aurlcula aislada. Los resultados que se exponen en la
TABLA 6 demuestran que los sobrenadantes de todas las subpobla-
ciones ejercen un efecto inotrépico positivo al igual que las

células intactas.

2.9. Efecto del AA sobre la proliferacidn de linfocitos humanos

normales

De los experimentos previos se concluye que el agregado de
AA exdgeno a los linfocitos suplanta en muchos aspectos a la PHA
como estimulo para el efecto inotrdpico y cronotrdpico evaluado
en el sistema de contractilidad cardlaca. En forma paralela se
procurd determinar si el AA exdgeno en las condiciones experimen-
tales del bloensayo modificaba la proliferacidn basal de linfo-
citos o la proliferacidn inducida por la PHA.

Los linfocitos fueron estimulados con PHA en ausencia y
presencia de AA 107 M, Los resultados obtenidos indican que el
AA no Dbastd per se como seflal proliferativa ni modificd la res-

puesta linfocitaria a la PHA (TABLA 7).
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FIGURA 11

Cinética de la reaccidn de
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FIGURA 12

Cinéetica de la reaccidn de

linfocitos humanos normales tratados
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FIGURA 13

la aurlcula aislada de rata

Efecto del Acido araquidénico sobre

en presencia y en ausencia de linfocitos humanos normales :
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Se incubd la aurlcula aislada de rata en 15 ml de KRB durante 30
minutos con 1 ml de RPM! conteniendo 4 x 10¢ linfocitos (QO) o 1
ml de RPMI (@). Se construy®d una curva acumulativa dosis res-
puesta agregando cantidades crecientes de AA a intervalos de 3 a
S minutos. Se determinaron las medias aritméticas + error estan-
dar de la media de los cambios porcentuales de los valores
iniciales de tensidn (TID). El nmero de experimentos figura

entre paréntesis.



FIGURA 14

Efecto de inhibidores y antagonistas del metabolismo del &cido

araguidénico sobre la accidn del acido araquiddnico sobre la

aurlcula aislada de rata:
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La aurlcula aislada de rata fue suspendida en 15 ml de KRB (@) o
preincubada durante 30 minutos en presencia de :indometacina

10+ M (M>; ASA 1,8 x 10°* M (A ); NDGA 10-* M (O ) o

ETYA 10 - M (/A ). Se construyd una curva acumulativa dosis-
respuesta agregando cantidades crecientes de AA a intervalos de 3
a 5 minutos. Se determinaron los cambios porcentuales de TID
(media aritmética + error estdndar de la media). El ntumero de
experimentos figura entre paréntesis.
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FIGURA 15

Efecto de inhibidores del metabolismo del Acido araquiddnico

sobre la accidn del Adcido araquiddnico con la aurlcula aislada

de rata en presencia de linfocltos humanos normales:

l/_L\l +40

+30

-J,--'l (6) +10

_4____5---L (5)

AL x 1070M

La aurlcula aisl!ada de rata fue suspendida en 15 ml de KRB (QO) o
en 15 ml de KRB con el agregado de: ASA 1,8 x 10-* M (& );
FPL-55712 10-7” M (@) o ASA 1,8 x 10-* M + FPL-55712 10-"M (A) e
incubada durante 30 minutos. Se agregd a continuacidn en todos
los casos 1 m] de RFPMI conteniendo 4 x 10* lintfocitos humanos
normales y se construyd una curva acumulativa dosis respuesta con
el agregado de cantidades crecientes de AA a intervalos de 3 a 5
minutos. Se determinaron los cambios porcentuales de los valores
iniciales de tensién (TID) y de tfrecuencia contractil (FC). Se
determind la media aritmética + error estandar de la media de n
experimentos segln figuran entre paréntesis.



FIGURA 16

Efecto del Acido araquidénico en presencia de linfocitos humanos

la contractilidad cardlaca:

normales T y no T sobre

noT

()
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Se afadieron 0,5 ml de RPM! conteniendo 4 x 104 linfocitos T (5
experimentos) o linfocitos no T (6 experimentos) a la auricula de
rata latiendo espontdneamente en 15 ml de KRB. Se construyd una
curva acumulativa dosis-respuesta agregando cantidades crecientes
de AA a intervalos de 3 a 5 minutos, en ausencia y en presencia

de <células. Se determinaron los cambios porcentuales de los

valores iniclales (media artmética * error estandar de la media)

de tensidédn (TID).



FIGURA 17

Efecto _del &cido araquiddbnico en presencia de poblaciones y de

subpoblaciones (CD4 y CD8) de linfocitos humanos normales sobre

la contractilidad cardlaca:
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Se afladieron 0,5 ml de RPM]| conteniendo 4 x 10* linfocitos tota-
les, T, no-T, CD4 o CD8 a la aurlicula aislada de rata latiendo
espontidneamente en 15 ml de KRB. Se construyeron curvas acumula-
tivas dosis-respuesta agregando cantidades crecientes de AA a
intervalos de 3 a S minutos. Se determinaron los cambios porcen-
tuales de los valores iniciales de tensiédn (TID). El AA

(4 x 10-*M) en ausencia de los linfocitos s&lo incrementd la TID:

+ 20%. Se presentan los resultados de un experimento represen-
tativo de cuatro.



TABLA S

Efecto de sobrenadantes de la reaccidn de linfocitos humanos

normales (L) con el AA sobre la aurlcula aislada de rata:

Sobrenadantes Aurlicula TID (%) FC (%) n
L KRB + 5,0 + 2,5 0 5
L-AA KRB +46,0 + 7,3 +15,9 + 1,3 §5
L-AA NDGA + KRB + 6,0 + 1,9 0 4
L-AA FPL-55712 + KRB + 4,7 + 2,6 0 4

Se affadieron los sobrenadantes (0,5 ml), obtenidos de la incuba-
cidn durante 30 minutos a 37°° de 4 x 104 |infocitos con 2 ul de
AA 1,5 x 10?2 M, a la aurlcula de rata suspendida en KRB b pre-
incubada durante 30 minutos con NDGA 10-%* M o FPL-55712 10 -7 M,
Se determinaron los cambios porcentuales de los valores inficiales
de tensidn (TID) y frecuencia de contracciones (FC) 10 minutos
después del agregado de los linfocitos o de los sobrenadantes. Se
tabula la media aritmética *+ error estandar de la media de n
experimentos.



TABLA 6

Efecto de los sobrenadantes de la reaccidn de las subpoblaciones

de linfocitos humanos normales CD4 yv CD8 vy no T con acido

araquidédnico sobre la aurlcula aislada de rata:

Sobrenadantes de: TID (%)

n
A3
Linfocitos CD4 + AA 37 + O 3
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