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lNTRODUCClON

1. LA RESPUESTA INMUNE

Los vertebrados poseen un sistema inmune extremadamente

complejo que les permite reaccionar ante los agentes infecciosos,

poniendo en Juego mecanismos especificos e inespecificos de

defensa. Los mecanismos inespecificos que constituyen la primera

linea de defensa del organismo involucran a las células fagociti

cas mononucleares (monocitos y macrófagos) y a los leucocitos

polimorfonucleares. El sistema complemento, formado por un con

junto de proteinas presente en el suero de los vertebrados. cons

tituye asimismo un mecanismoefector inespecifico que interviene

en diversas reacciones inmunológicas.

El sistema inmune en el hombre, involucra una serie de

eventos regulatorios interrelacionados que le confieren un alto

grado de autonomia. El rol mas importante de esta regulacion es

prevenir que se establezca una respuesta inmunecontra moléculas

del medio interno. Es decir que el sistema inmune puede discri

minar lo propio de lo extraño para reaccionar únicamente contra

ésto último. A tal efecto, utiliza un elaborado sistema de reco

nocimiento especifico que involucra a los linfocitos T y B y a

factores solubles, denominadosgenéricamente interleuquinas, que

cumplen un papel fundamental en la comunicacion entre las células

del sistema inmune. Estos factores (linfoquinas y monoquinas)
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son hormonas elaboradas por los linfocitos y monocitos o macrbfa

gos y actúan sobre otras células del sistema inmune, regulando

inespecificamente sus funciones. La interleuquina 1 (IL-1) (i)

es una monoquina que aumenta la capacidad de respuesta de las

celulas T a mitbgenos y antigenos. La interleuquina 2 (IL-2) (2)

es una linfoquina que promueve la proliferación de la células que

poseen receptores de lL-2 de alta afinidad.

1.2. Caracteristicas de los componentes celulares del sistema
inmune.

En los mamíferos, los linfocitos (L) se diferencian en la

médula ósea o en el timo, recibiendo la denominación de linfoci

tos B (LB) o linfocitos T (LT) respectivamente. Aunque son si

milares en su morfologia, difieren fundamentalmente en sus fun

ciones. Los LB son precursores de los plasmocitos, que son las

células productoras de anticuerpos, mientras que los LT actüan

comocélulas 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 mitogenos.

Los linfocitos adquieren en el curso de su diferenciación

caracteristicas distintivas que en muchoscasos son independien

tes de su función. Estos marcadores son moléculas expresadas en

la superficie celular, denominadasantigenos (Ag) de superficie y

pueden ser detectadas por anticuerpos dirigidos contra ellas.
10



Estos anticuerpos, conjuntamente con el complemento, pueden ser

utilizados para eliminar las células que los expresan.

Comola expresión de algunos de los antigenos de superficie

correlaciona con el estadio de diferenciación de los linfocitos.

se los denomina antigenos de diferenciación. Los antigenos de

diferenciación de las células T constituyen un valioso instru

mentopara su identificación, caracterización y análisis. En la

actualidad se utilizan los anticuerpos monoclonales (3) para
detectar los marcadores de superficie del linfocito. Muchos

anticuerpos monoclonales, producidos por diversos autores inde

pendientemente, identificaban al mismo antigeno. Por tal motivo

el "Primer Taller Internacional sobre Diferenciación de Leucoci

tos Humanos", realizado en Paris en 1982, caracterizó por inmuno

fluorescenbia 139 anticuerpos monoclonales dirigidos contra

determinantes antigénicos de leucocitos. Los anticuerpos se

agruparon en "clusters" o grupos de acuerdo a los resultados

obtenidos. El Subcomité de Nomenclatura del "5to Congreso ln

ternacional de lnmunologia" llevado a cabo en Tokio, Japón en

1983, adoptó la denominación "cluster de diferenciación (CD)",

para agrupar asi a todos los anticuerpos conocidos que reacciona

ban con las subpoblaciones identificables (4).

Los antigenos de membranade los linfocitos T humanos apare

cen en ciertos estadios de su diferenciación (5) (FIGURA1). Du

rante el ESTADIOi, se expresa, además del Ag T10 (C038) que no

es linaje especifico, el Ag T11 (C02) que esta asociado a la

unión de eritrocitos de carnero a la superficie del LT, fenómeno
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que es ampliamente utilizado para identificar y separar LT

humanos. Este Ag se expresa a lo largo de todo el periodo de

diferenciación y esta involucrado en la activación T indepen

diente del contacto con el antígeno. También, durante este esta

dio se expresa el Ag Ti (CDS). En el ESTADIO2 se expresa el Ag

T6 (CDI), al mismo tiempo que ambos Ags T4 (C04) y T8 (CDS).

Las células en los ESTADlOSi y 2 se localizan en la corteza del

timo. A medida que transcurre la maduración y las celulas se

convierten en linfocitos medulares pierden el Ag T6 (CD1) y

también el Ag T10 (C038). Al ingresar en el ESTADIO3, expresan

ya sea el Ag T4 (CD4) o el Ag T8 (CDB), además del Ag T3 (CD3)

que esta asociado al receptor T para el antigeno. Los LT no son

inmunológicamente funcionales en los estadios 1 y 2; en el esta

dio 3 adquieren la inmunocompetencia en asociación con la apari

ción del Ag T3 (CD3). Los antigenos CD6 y CD7 también se expre

san en los linfocitos de progenie T (3). El 70%de los linfoci

tos periféricos humanos son: T1’ (CDS’). T3'(CDS') y T11’ (CDZ').

El Ag T4 (CD4), que identifica a la subpoblación inductora/cola

boradora, está presente en el 55-60% de los LT; mientras que el

AgT8 (CDS), que identifica a la subpoblación citotóxica/ supre
sora, está presente en el 20-30% (5).

Tal comose ha descripto anteriormente, las células T poseen

una gran variedad de antígenos de diferenciación que no sólo se

utilizan para definirlas sino comoindicadores de sus funciones.

El criterio absoluto para definir una celula B, cuya función

primordial es la producción de anticuerpos, es la presencia de
12



inmunoglobulina de superficie. El linfocito B también expresa

otros marcadores que lo diferencian del linfocito T. El receptor

del fragmento C3 del complemento es uno de ellos, asi como un

receptor que se une a la porción Fc de la molécula de lgG.

Las células de progenie B poseen un amplio rango de antigenos de

diferenciación, los cuales seran descriptos en el punto 4 de esta
introducción.

Existe una poblacion de linfocitos granulares que no son ni

linfocitos T ni linfocitos B. Se caracterizan por poseer re

ceptores para el fragmento Fc de la inmunglobulina G (lgG).

Comparten algunas caracteristicas con los monocitos y expresan

algunos marcadores de células T. Actualmente se cree que dentro

de esta poblacion celular, se hallan la mayoria de las células

denominadas "agresoras naturales" (células NK). que portan el

antigeno CD16 (6,7), asi como las células efectoras de la cito

toxicidad celular dependiente de anticuerpos (células K) (8).

Las células NKlisan inespecificamente a las células tumorales y

a las infectadas por virus. Las células K lo hacen a través del

anticuerpo unido a la célula blanco.

La función efectora primordial de los fagocitos mononuclea

res, que comprenden a los monocitos y macrófagos. consiste en la

ingestión de particulas extrañas y su posterior degradación

intracelular. Los receptores para el componente C3b del comple

mento y para el fragmento Fc de la lgG facilitan el reconoci

miento de la particula cuando esta recubierta por el anticuerpo

lgG y/o complemento (9).
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El procesamiento y presentación antigénica y la secrecibn de

factores solubles, que actúan sobre otras células como la lL-i,
y el interferón ok son otras importantes funciones llevadas a

cabo por el macrófago (9,10).

1.3. Colaboración celular en la respuesta inmune

La respuestas inmunes humorales y celulares fueron consi

deradas durante mucho tiempo como dos mecanismos independientes.

Según esta concepcion, el compartimiento celular B era el produc

tor de anticuerpos, mientras que el conjunto de células T mediaba

la reaccion inmunecelular. En la actualidad, está ampliamente

comprobado que para que la respuesta inmune especifica tenga

lugar, es necesario que todas las poblaciones celulares, inclu

sive los macrbfagos, interactuen (FIGURA2).

Dos grandes poblaciones de linfocitos intervienen en la res

puesta efectora hacia el antígenozlos linfocitos B que producen

anticuerpos dirigidos a cada uno de sus determinantes antigénicos

y los linfocitos T citotóxicos (Tc) que lisan células sobre cuya

membranase expresan antigenos no propios, por ejemplo antígenos

virales o aloantigenos (11). Por otro lado, existen células T

reguladoras de dos tipos: cooperadoras (Th) o supresoras (Ts),

que actúan controlando positivamente o negativamente el funciona
miento tanto de las células T efectoras comoel de los linfocitos

B (12). En los ultimos años se ha descripto otra subpoblacibn de

células T llamadas T contrasupresoras; su función consiste en
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regular la actividad de las Ts actuando sobre las Th, las cuales

se tornan refractarias a la señales supresoras de las Ts (13).

Para que la cooperación celular sea posible. es necesario

que las células T reconozcan al antígeno extraño asociado a

antígenos propios denominados Antígenos 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 antígeno como extraño sólo si este

está asociado a antígenos de histocompatibilidad de Clase ll; en

cambio las celulas Tc, de fenotipo CD8, no reaccionan frente al

antígeno aislado sino asociado a antígenos de histocompatibilidad

de Clase l (15,16).

Cuando una sustancia extraña, por ejemplo: un antígeno

(bacteria, virus, proteína, sustancia química, toxina) penetra en

el organismo, el macrófago y otras células presentadoras de

antígenos procesan y presentan el antígeno al linfocito Th al

mismo tiempo que liberan lL-í. Es así como el macrófago ejerce

su función accesoria proveyendo al menos dos señales al linfocito

Th: presentación del antígeno en el contexto de antígenos de

histocompatibilidad de Clase ll y activación por lL-í. En pre

sencia de la doble señal Ag-lL-í, los linfocitos Th producen lL-2

que promueve la proliferación de células T y la secreción de

otros mediadores de la respuesta como MlF (factor de inhibición

de la migración de macrófagos), IFNB', lL-4 (antes BCGF,BSF-í),

lL-S (antes BCGFll) e lL-6 (antes BCDF, ESF-2) (17,18). Los

productos secretados por loglinfocitos Th activados pueden modu
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lar la actividad de todas las células que intervienen en la

respuesta inmune, ya sean linfocitos Ts, Tc, Th, linfocitos B o

macrbfagos. Asimismo, los macrbfagos producen factores que

pueden suprimir inespecificamente la actividad linfocitaria como

prostaglandinas, lFNOKy metabolitos tóxicos del oxigeno

(10.19.20).



FIGURA 1

Ontogenia de! linfocito T
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FIGURA 2

Interacciones celulares en la respuesta inmune
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2. ACTIVACIÜN LlNFOClTARlA

La activacion de linfocitos involucra una compleja serie de

cambios metabólicos que culminan con la sintesis de ADN,división

celular y cambios morfológicos caracteristicos de las formas más
indiferenciadas de la celula linfoide. Estos cambios se conocen

comotransformacion blástica o blastogénesis. Los cambios mole

culares que ocurren están relacionados con las funciones inmuno

lógicas de estas células.
La activación linfocitaria constituye un valioso modelopara

el estudio de los mecanismos mediante los cuales las células en

reposo son inducidas a proliferar o a diferenciarse.

Los parámetros evaluados en la mayoria de los estudios son

la división celular (o sintesis de ADN)y el desarrollo de una

función efectora (sintesis de anticuerpos. secreción de linfoqui
nas o citotoxicidad).

El proceso de activación linfocitaria, comienza con la union

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 membranaplasmática. La union

de antigenos, anticuerpos y lectinas a las células linfoides

induce una secuencia de acontecimientos que no siempre llevan a

la etapa final, siendo la respuesta de la célula caracteristica
de la clase de linfocito.

Uno de los mayores problemas para el estudio de las bases
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bioquimicas de la activación linfocitaria por antígenos, lo

constituye el hecho de que solo una pequeña porción de la pobla

ción linfoide (aproximadamente 0,1%) participa. Sin embargo la

existencia de una variedad de mitógenos 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 mitbgenos se comportan

en forma análoga a las células estimuladas por antígenos.

Los ligandos policlonales más comúnmente usados son las

lectinas que constituyen un grupo de glucoproteinas, derivadas de

plantas y animales, con capacidad para unirse a carbohidratos.

Las lectinas utilizadas mas 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 manósido. Otros mitbgenos, como el

lipopolisacárido (LPS) (22) derivado de la pared celular de

Escherichia coli o Brucella abortus, estimula sólo a las celulas

B para inducir su diferenciación a células plasmáticas producto

ras de anticuerpos. Unos pocos mitogenos pueden, aparentemente,

estimular a ambas poblaciones B y T. Entre éstos se encuentran

la lectina del pokeweed (PUM)22) y la proteina A (23), que es un

componente de la membrana de Staphylococcus aureus. Algunas

lectinas, como la aglutinina de germen de trigo (WGA)(24), pueden

inducir varios de los pasos metabólicos iniciales de la activa

ción sin llegar a la división celular.
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Existen además un gran número de otras sustancias que acti

van linfocitos humanosinespecificamente, entre ellos se encuen

tran enzimas proteoliticas. cationes divalentes, ionbforos de
Ca”, tal comoel A 23187, que transportan Ca" extracelular a

través de las membranas biológicas y agentes oxidantes comoel

periodato (22.25).

Los acontecimientos que ocurren luego de la activacion

linfocitaria se caracterizan por alteraciones de la membrana,el

citoplasma y el núcleo. Algunos de estos cambios moleculares

pueden detectarse pocos segundos despues del contacto con el

ligando, mientras que otros suceden horas o dias más tarde.

Se describirán con más detalle los eventos tempranos de la

activacion linfocitaria. dado que este aspecto está relacionado
con las observaciones experimentales.

2.1. Acontecimientos asociados a las etapas tempranas de la
activación linfocitaria

Los eventos iniciales, que ocurren segundos o minutos des

pués de la activación linfoide, se caracterizan principalmente
por alteraciones en la estructura y función de la membrana.

Muchosde estos cambios aparentemente no requieren sintesis de

novo de proteinas ya que son insensibles al tratamiento previo

con inhibidores de la sintesis proteica. Podrian ser mediados

únicamente por modificaciones en la estructura de la membrana
celular.
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Las membranascelulares están compuestas principalmente por

lípidos y proteínas (26). La membranaplasmática del linfocito

contiene un 50%de lípidos, la mayoria de los cuales son fosfo

lípidos: fosfatidilcolina, fosfatidiletanolamina, fosfatidilse
rina y fosfatidilinositol. Unporcentaje menorson lípidos

neutros (colesterol) y glucolípidos (ganglibsido. esfingomieli

na). Estos compuestos se distribuyen adoptando la configuración

mas favorable energéticamente (27).

El grueso de los lípidos de membrana. se ordenan formando

una doble capa lipídica con las cadenas hidrocarbonadas de los

ácidos grasos extendidas dentro de la membranaen forma perpendi

cular a la superficie y con los grupos polares orientados hacia
el exterior formando un ambiente hidrofllico. En consecuencia,

el agua y los iones quedan excluídos del interior hidrofbbico de

la membranay los grupos polares interactúan con el medio acuoso

externo e interno de la célula (28).

Las moléculas lipídicas 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 fosfolípidos. Esta puede ser disminuida aumentando la

relacion acido graso saturado/acido graso no saturado. esfingo
mielina/fosfatidilcolina o colesterol/fosfolipidos (29).

Respecto a las proteínas de membrana, existen basicamente

dos tipos: las llamadas integrales que se encuentran intercaladas
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dentro de la doble capa fluida lipidica a distinta profundidades

dependiendo de la secuencia de aminoácidos y del plegamiento

tridimensional y las proteinas periféricas que no parecen ser

esenciales para las funciones estructurales básicas (26). Algu

nas proteinas integrales pueden atravesar la membrana, dejando

secuencias de péptidos hidrofilicos tanto del lado externo como

del lado citoplasmático

El contenido de hidratos de carbono de la membrana plasma

tica representa más del 10%de la masa total. La membrana

plasmática es asimétrica tanto en el plano horizontal comoen el

vertical. Esta asimetría de las membranasconstituye un elemento

importante en el mecanismode los procesos de transporte a traves

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 membranacelular

donde funcionarian como receptores especificos de anticuerpos,

hormonas, lectinas, virus y otros ligandos.

En la actualidad existen evidencias que sugieren que el

primer paso de la activación de linfocitos por antígenos, lecti

nas y anticuerpos consiste en el entrecruzamiento de receptores

especificos expuestos en la superficie celular (30). Esta inte

racción ligando-receptor modificaria al receptor estimulando asi
la transferencia de información a través de la membranahacia el
interior de la célula.



2.1.1. Alteraciones en el metabolismo de los fosfolipidos de

membrana

La activación de las metiltransferasas de membranaque

catalizan la transferencia de grupos metilo de la S-adenosil

metionina a la fosfatidiletanolamina generandofosfatidilcolina

es uno de los eventos bioquimicos mas tempranos luego de la

estimulación mitogenica (31). Se observo que la metilacibn de

los fosfolipidos está asociada a una reducción de la viscosidad

de la membranay a la formación de un canal transitorio para el

calcio (32). La entrada de calcio es un requisito para la ac

tivación de la fosfolipasa A, de membranaque libera a los ácidos

grasos de la posición 2 de los fosfolipidos. Uno de los ácidos

grasos liberados por la fosfolipasa Ag, durante la activacion

linfocitaria,es el ácido araquidbnico (AA)del cual se dara mayor
información más adelante.

En los linfocitos estimulados con PHAse observa una activa

ción de la acyl-CoA transferasa cuya función es la reincorpora

ción de los acidos grasos no saturados (AAy ácido linoleico)

a la posición 2 de la fosfatidilcolina y fosfatidiletanolamina
(27).

La sintesis de novo de fosfatidilcolina y la incorporación

de colina a los fosfolipidos también se acelera luego de la

estimulación mitogénica. Existen evidencias que demuestran que

el recambio de los fosfolipidos de membrana excede en magnitud a

la sintesis de novo de los mismos, durante la activacion (27).
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Una respuesta caracteristica de una gran variedad de células
a diversos estimulos es acelerar el recambiodel fosfatidilino

sito]. El fosfatidilinositol representa alrededor del 10%de los

fosfolipidos de la membrana celular. En linfocitos estimulados

la fosfolipasa 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
(IPS) se forma a partir del fosfatidil inositol 4,5 bifosfato y
actua comoun movilizador del calcio intracelular. Se ha des

cripto una quinasa (proteina quinasa C) que es activada por

diacil-glicerol y calcio (34,35).
Recientemente se ha demostrado que la generacion de DAGa

partir de la fosfatidilcolina, por acción de una fosfolipasa C

insensible al Ca2° o de una fofolipasa D, es cuantitativamente

mayorque la obtenida a partir del fosfatidilinositol 4,5 bifos
fato. En consecuencia la hidrólisis de la fofatidilcolina ten

dria una gran relevancia en la regulación de la proteina quinasa

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

2.1.2. Variación en los nuclebtidos ciclicos

En una gran variedad de tipos celulares las señales regula

torias de hormonasy otros ligandos son transmitidas al interior

de la célula por medio del 3’5’monofosfato ciclico de adenosina

(AHPc) o del 3’5’monofosfato ciclico de guanosina (GMPc).

La capacidad de las lectinas para provocar un aumento de la

concentración de AMPcen linfocitos es aun discutida. Los resul
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tados contradictorios obtenidos podrian deberse a diferencias en

las condiciones de incubación, concentracion de mitbgenos, méto

dos de ensayo y clases de poblaciones de linfocitos empleadas en

el ensayo. En general se acepta que hay un aumento pequeño,

precoz y transitorio en el nivel de AMPca los 30-40 minutos del

estimulo y un segundo pico en etapas más tardias (38,39).

En muchos laboratorios se ha demostrado que una gran va

riedad de mitbgenos (tales como PHA. ConA, PUM, periodato) y el

acetato de forbol miristico (PMA) producen, en linfocitos de

diversas especies y tejidos, un aumento de la concentración de
GMPc. La PHAaumenta el GMPcen linfocitos, activando las enzi

mas guanilato ciclasa soluble y de membrana; la activación de

estas enzimas requiere calcio (39,40). En términos generales se

admite que el AMPcregularia la respuesta inmune, negativamente.

En cambio el GMPc actuaria como un regulador positivo de la

respuesta inmune. Sin embargo, en última instancia, la regula

ción positiva o negativa por el aumento de nuclebtidos ciclicos

depende de la funcion de las células en las cuales se produzcan
los cambios. Por ejemplo el aumento de AMPcen los linfocitos Ts

traería aparejado un estimulo y no una reducción en la respuesta

efectora, pues reduciria la regulación negativa de las Ts (41).

2.1.3. Activación del transporte de moleculas pequeñas

Los mitógenos estimulan el transporte de glucosa o de sus

análogos. Se observa un aumento del transporte de la 3-o- metil

glucosa a los 10 minutos de la exposición a la PHA(27).
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El transporte de aminoácidos y nuclebsidos también se ace

lera comoconsecuencia de la estimulación 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

activación linfocitaria es el aumento en el influjo del K' a

través de un sistema Na‘, K’ ATP-asa dependiente de Mg”. Esta

enzima es la responsable de la generación y mantenimiento de los

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

hacia afuera) que determinan el potencial de membranade la

célula. Asimismo se ha descripto un aumento de la permeabilidad

para el K’ pocos minutos después del agregado del mitbgeno. 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 estarian intimamente asociados a acontecimientos tempranos
de la activación celular (42).

2.1.5. Flujo de calcio

Los movimientos de calcio intracelulares juegan un papel

decisivo en la regulación de los procesos fisiológicos y bioquí

micos en la mayoria de las células. Un gran numero de hormonas,

neurotransmisores y otros comunicadores intercelulares ejercen

sus efectos alterando las concentraciones de Ca” en el citosol y
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organelas de sus células blanco.

El Caz‘ ingresa 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 iones (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. El eflujo de

Ca” es un proceso de transporte activo que requiere energia e

involucra a una ATP-asa Ca” dependiente.

La mayoria de los agonistas aumentan el Ca" citosólico,

principalmente a través de la movilización de Ca" de los depósi

tos intracelulares y por la apertura de canales de Ca”.
El ionóforo de Ca” A 23187 induce la mitosis de los lin

focitos, mediante un incremento del influjo de Ca” (43).

La movilización de Ca” intracelular es mediada por el IPS

que es uno de los productos de la hidrólisis de un fosfolipido

especifico de la membrana plasmática (PlP2). El IPS se genera

muy rapidamente. provocando la liberación de Ca” en sólo 1

segundo (44).

La capacidad de los mitógenos y antigenos para elevar el

Ca" intracitoplasmatico en los linfocitos ha sido comprobado

hace largo tiempo (45). Sin embargo, el origen de este aumento

no está claro. El Ca' podria ser liberado de depósitos no

mitocondriales por acción del IP3. Alternativamente, el Ca”

podria ingresar a los linfocitos a través de un canal de calcio
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independiente de voltaje comoha sido descripto recientemente

(46). La PHA provoca la apertura de este canal al igual que el

IPB. Existen evidencias que el 1P4 (inositol 1.3.4.5 tetraquis

fosfato). que se genera a partir del lP3 por una quinasa plasma

tica. activaria a los canales de Ca“ (47). y este podria ser un

mecanismoadicional para el aumento de Ca” intracitoplasmático.

El Ca” extracelular y el Ca" movilizado de los depositos

intracelulares (mitocondrias. reticulo endoplásmico) son indis

pensables para una serie de procesos inducidos por mitógenos; en

tre ellos la incorporación de leucina y uridina. el transporte de

aminoácidos. la toma de glucosa y la activación de numerosas

enzimas. comopor 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), hidroperóxidos

(HPETEs), hidroxiácidos (HETEs) y leucotrienos (LTS). son una

gran familia de compuestos estructuralmente relacionados. Son

derivados del ácido araquidbnico (ácido 5.8,11,14 eicosatetrae

noico, AA) y de otros ácidos grasos poliinsaturados de 20 carbo

nos. Genéricamente se los denomina eicosanoides. Son biológica

mente muy activos y actúan como mediadores o moduladores de

diversas funciones celulares. Se los clasifica comoautacoides

debido a que se sintetizan localmente y actúan localmente.

3.1. Acidos grasos precursores de los eicosanoides

Los eicosanoídes se forman a partir de los ácidos grasos

poliinsaturados de 20 carbonos (48) (FIGURA3) ácido dihomo- B

- linolenioo (C2023uJ 6), ácido araquidbnico (C20:4 UJS) y ácido

eicosapentaenoíco (C20:5LU6). Los ácidos grasos precursores de

los eicosanoídes están presentes en los fosfolipidos de las

membranas celulares de todos los tejidos de los mamiferos y en

menor grado en los lipidos neutros, comopor ejemplo el triacil

glicerol. Las cantidades relativas de estos ácidos grasos en los
tejidos dependen de la dieta. El AAy el ácido dihomo- K -li

nolenico están presentes en la grasa animal y las carnes rojas,

el ácido eicosapentaenoico en el pescado. También estos ácidos
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grasos pueden ser obtenidos por desaturación y elongacibn del

ácido graso esencial cis-linoleico (C18:2tAÍ6). que se encuentra

habitualmente en los vegetales. El AA, que posee cuatro dobles

ligaduras, puede ser metabolizado a PGs y sz de la serie 2 (Ej:

PGE, y TXAz) y/o a leucotrienos que contienen 4 dobles ligaduras

(LTA.) (48,49,50,51). Los correspondientes metabolitos derivados

del ácido dihomo- 8 -linolénico son PGE., TxAl y LTA; y aquellos

derivados del ácido eicosapentaenoico son PGEg, TxA; y LTAg.

El precursor más 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 biolbgica de

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

3.2. Movilización del ácido araquidbnico

El control del AAlibre es un factor importante en la regu

lación de la sintesis de eicosanoides, ya que sólo liberado de

sus sitios de depósito estaria disponible para metabolizarse y

transformarse en otros productos. El paso limitante para la

producción de metabolitos del AA, es la disponibilidad del mismo

como ácido graso libre (53), ya que éste se combina muy rapida

mente con la fracción fosfolipidica de las membranascelulares.

Generalmente la cantidad de AAlibre en el citoplasma y en el

plasma es muy baja. En consecuencia. la producción basal de

eicosanoides en células sin estimular es baja. El AAnecesario

para la sintesis basal de eicosanoides se origina principalmente
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del pool metabólico (depósitos grasos y dieta). Cuando diversos

estímulos afectan la integridad de la bicapa Iipidica de las
membranas celulares el AA es liberado principalmente de los

fosfolipidos de las membranas celulares; principalmente de la

fosfatidilcolina (PC) y fosfatidiletanolamina (PE) (54). Una

menor cantidad de AAse encuentra en el fosfatidilinositol (PI) y

en la fosfatidilserina (PS). La liberación del AAde los fosfo

lipidos ha sido ampliamente estudiada y ha dado lugar al descu

brimiento de un gran número de fosfolipasas (55) (FIGURA4). El

AAestá casi exclusivamente esterificado en la posicion 2 de los

fosfolipidos y es liberado por activacion de una acilhidrolasa:

la fosfolipasa A, (PLA,) (56) (FIGURA5, paso 8). La PLA, puede

ser estimulada por el ácido fosfatidico (AP) y lisofosfatidico

(ALP), que son dos productos derivados de la acción de la fos

folipasa C (PLC) (57). Las plaquetas contienen otra PLA, que es

especifica para AP (58), (FIGURA5, paso 7). La mayor parte del

Pl es hidrolizado por una PLC especifica de PI (56) (FIGURA5.

paso 1), y en combinación 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 DAGpor acción de una DAG

Iipasa (Figura 5, paso 5). En las plaquetas el PI puede resinte

tizarse a partir del AP (60) (FIGURA5, pasos 3 y 4).

El AA libre puede ser reincorporado al pool fosfolipidico

por acción de una acil-transferasa, puede unirse a la albúmina

plasmática o puede servir como sustrato de por lo menos dos

sistemas enzimaticos distintos: el sistema de ciclooxigenasas
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(CO) y el de lipoxigenasas (L0).

3.2.1. lnhibicibn de la liberación del ácido araquidbnico

Las fosfolipasas pueden ser activadas por estimulos de

caracter quimico (histamina, trombina), hormonal (bradiquinina,

angiotensina ll, epinefrina) y mecánico.

Tanto la PLC como la PLA, son enzimas Ca" dependientes. En

consecuencia, aquellas sustancias que son quelantes del Ca” como

EDTAy EGTA(61), y el AMPciclico que tambien disminuye el nivel

de Ca” intracelular, son inhibidores de la liberación del AA.

Mientras que ionóforos de Caz’, como el A 23187 y la lonomicina

estimulan la liberacion del AAy la sintesis de eicosanoides en

diversos tejidos.

Se supone que el efecto de diversos inhibidores de la agre

gación plaquetaria, tales como el bromuro de p-bromofenacilo.

propanolol, indometacina en altas concentraciones (10"M) y

diversos agentes antimaláricos: quinina. quinacrina, mepacrina y
cloroquina, seria 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

PLAz, tambien lo hacen con la PLC (55).

Los glucocorticoides inducen la sintesis de un péptido

inhibidor de la PLAg, llamado lipocortina o lipomodulina (62).

El 2-nitro carboxifenil, NN-difenil carbamato (NCDC),un

compuesto que originalmente se empleo como inhibidor de serin
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esterasas. también puede actuar como un inhibidor de la PLC (63).

3.3. Metabolismo del ácido araquidbnico

El AApuede metabolizarse por 3 vias enzimáticas distintas

(FIGURA 6). Los productos finales dependerán de las enzimas

disponibles en los diferentes tejidos.

3.3.1. Via de la ciclooxigenasa

El AAlibre puede servir como sustrato del sistema enzimá

tico conocido como sistema de la ciclooxigenasa (C0). Este

complejo enzimático esta presente en la fracción microsomal de

diversos tipos celulares. Posee actividad oxigenasa y peroxida

sa, dando lugar a un par de intermediarios inestables: PGG;y

PGH, (49). El endoperbxido PGH, puede ser metabolizado por la

prostaciclina sintetasa a prostaciclina (PGl,) (64); por la trom

boxano sintetasa a tromboxano A, (TXAz) (50): por isomerasas a

prostaglandina (PG)E, y PGD, (compuestos con un anillo ciclopen

tano) y por una reductasa o no enzimáticamente a PGF}¿(51>. El

PGH, también puede convertirse en un derivado no prostaglandini

co: un hidroxiácido de 17 C (12-0H-5,8,iO-heptadecatrienoico,

HHT, que posee propiedades quimiotácticas) y malondialdehido

(MDA,que es una sustancia tóxica) (65).

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

La PG], es un potente vasodilatador e inhibidor de la agregación

plaquetaria al igual que la PGD,. El TNA:es un poderoso vaso

constrictor y agregante plaquetario. En consecuencia los efectos

biológicos de la PG}: y del TXA: son opuestos. El TxA, es muy

inestable y es rápidamente degradado a TxB, (66). La PGl,

también es inactivada por degradación convirtiéndose en el pro

ducto estable 6-ceto PGF.o( (64).

Las PG de las series E, F y D poseen efectos biológicos

sobre los sistemas: cardiovascular, respiratorio. renal, repro
ductivo, nervioso y gastrointestinal. Los efectos biológicos

sobre el sistema inmune, serán descriptos posteriormente.

La PGs pueden ser detectadas y analizadas por diversos

métodos: bioensayo, cromatografía gaseosa, cromatografía liquida

de alta presión, radioinmunoanálisis y espectrometria de masa.

3.3.2. V de las li oxi enasas

Las lipoxigenasas (LO), que son enzimas citoplasmáticas.

producen a partir del AA, monohidroperoxidos (HPETEs) y por

sucesivas oxigenaciones, sus correspondientes mono, di y trihi

droxiácidos (HETEs, di HETEsy tri HETEs).

Según cual sea el carbono de la molécula sobre el que ac

tuan, se las denomina : S-LO, 12-LO o 15-L0. La 12-LO fue ini

cialmente descripta en plaquetas, la S-LO se detecta predomi

nantemente en leucocitos y mastocitos y la 15-L0 también se
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encuentra en leucocitos, células epiteliales y otros tipos celu

lares (67,68).
En leucocitos estimulados, el AAes metabolizado por la via

de la 5-L0 al ácido 5 hidroperoxieicosatetraenoico (5 HPETE)que

luego puede convertirse en ácido 5 hidroxieicosatetraenoico (5

HETE)o dar lugar a la formación de productos biológicos 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 señala empleando el subfijo 4 agregado a la

letra de su denominación alfabética) (69). Recientemente se ha

descripto la formación de leucotrienos en plaquetas humanas (70).

El leucotrieno A. (LTA.) es un epbxido muy inestable que

puede ser convertido por una epóxido hidrolasa a LTB. que es un

dihidróxiacido. Tambien puede ser conjugado con glutatibn a LTC.

a través de una glutatión transferasa. El LTC. es convertido a

LTD. y E. por sucesiva eliminación de dos aminoácidos de la

porción glutatibn del LTC.. Por transpeptidizacibn del LTE. se
forma el LTF..

El LTB. es generado por células de diversas clases entre

ellas, leucocitos polimorfonucleares, eosinófilos y macrbfagos
peritoneales. Posee propiedades quimiotácticas, quimiocinéticas

y agregantes. También puede comportarse como ionóforo de calcio

(71).
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Cuandodiversos tejidos; particularmente el músculo liso del

intestino, el útero. el pulmón, los vasos sanguíneos y el corazon

son expuestos a antigenos apropiados, se libera una sustancia de

reaccion lenta de la anafilaxia (SRS-A)que está constituida por

una mezcla variable de LTC.. LTD. y LTE. (72).

Los leucotrienos ejercen potentes acciones sobre diversos

órganos y sistemas, incluyendo los sistemas cardiovascular (co

razón. vasos sanguíneos, microcirculación). pulmonar (pulmon,

vias respiratorias), nervioso central, gastrointestinal e inmune.
Poseen propiedades broncoconstrictoras, aumentan la permeabilidad

vascular, producen vasoconstricción. Los efectos de los LTS

sobre los distintos órganos se ejercen a través de receptores

especificos (73,74).

Recientemente se ha descripto una nueva serie de compuestos

oxigenados del AA, denominados "lipoxinas", resultantes de la

accion de la S-LO y de la 15-LO. Son trihidroxi-derivados que

poseen 4 dobles ligaduras conjugadas; lipoxina A:(ácido 5,6,15L

trihidroxi-7,9,11,13 eicosatetraenoico). lipoxina B:(ácido
5D,14,15 trihidroxi-6,8,10,12 eicosatetraenoico (75).

3.3.3. Via de la epoxigenasa

Recientemente se ha demostrado que el AApuede 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 epóxidos que pueden ser hidrolizados a sus
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correspondientes dioles. Las enzimas dependientes del citocromo

P-aSO se localizan preferentemente en las células de los vasos

sanguíneos (76). Como muchos de los efectos biológicos de los

derivados oxidativos del AAse ejercen a nivel de vasos y células

sangulneas, esta nueva via tiene gran interés por su posible

papel fisiopatogenico. Algunos acidos epoxieicosatrienoicos
inhiben la actividad de la ciclooxigenasa y la agregación plaque
taria (77).

3.4. Inhibidores del metabolismo del acido araquidónico

Existen numerosos compuestos cuyo efecto es impedir la

acción de las enzimas que intervienen en el metabolismo del AA.

A continuación se describirán los inhibidores utilizados mas fre

cuentemente.

3.4.1. Inhibición de la ciclooxigenasa

La aspirina o acido acetil-salicllico (ASA)inhibe la con

versión del AA a los endoperóxidos ciclicos, ya que acetila

irreversiblemente el sitio activo de la ciclooxigenasa (78). La

inhibición de la sintesis de PGs por drogas antiinflamatorias ha

sido demostrada en una variedad de células y tejidos; entre los

más comunmenteempleados se destacan: la indometacina y la fenil

butazona (79). Algunos de estos inhibidores ejercen además otros

efectos colaterales; la aspirina y el salicilato de sodio en

concentraciones terapeüticas. inhiben la actividad de la PLCy la

indometacina (10"M) inhibe a la proteina quinasa dependiente de
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AHPc y en concentraciones más elevadas inhibe a la fosfodies

terasa (80).

3.4.2; Inhibición de la prostaciclina-sintetasa

Se ha demostrado que algunos hidroperoxiacidos (15-HPETE)

inhiben a la PGI, sintetasa selectivamente (81). La tranicilpro

mina que es un inhibidor de la monoaminooxidasa también inhibe

selectivamente la sintesis de PGI, (82).

3.4.3. Inhibición 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 análogos; el nictindol<Lf8027) asi comovarios

análogos de endoperbxidos prostaglandinicos (83,84).

3.4.4. Inhibidores de la Iipoxigenasa

Un análogo sintético del AAque tambien es capaz de inhibir

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

trata del acido 5.8.11.14 eicosatetrainoico (ETYA), que presenta

4 triples Iigaduras en lugar de las 4 dobles Iigaduras del AA.

Según algunos autores, inhibe el pasaje de 5-HPETEa LTA. (85).

Otros compuestos no relacionados estructuralmente con el AA.

como ser el ácido nordihidroguayarético (NDGA),fenidona y baica

Ieina inhiben Ia lipoxigenacibn. Su mecanismode accion podria

estar relacionado a sus propiedades reductoras y antioxidantes

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

cleares y en linfocitos T humanos (87).

3.4.5. Antazonistas de la acción de la SRS-A

Un camino alternativo para interferir con la via de la L0 y

sus productos es la de bloquear, por antagonistas, los efectos de

los LTSa nivel de sus receptores. Se desarrollaron varios an

tagonistas especificos de la SRS-Aentre los que se destaca el

compuesto sintético FPL-55712 (88).
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FIGURA 3

Formación z estructura de los ácidos grasos Erecursores de
eicosanoides
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FIGURA 4

Sitios de acción de las fosfolipasas
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42



FIGURA 5

Movilización del ácido araquidonico a partir de los fosfollpídos
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FIGURA 6

METABOLISMO DEL ACIDO ARAQUIDONICO
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3.5. Regulación de la respuesta inmune por metabolitos del ácido

araguidónico

Los productos derivados del metabolismo del AAejercen

diversos efectos sobre las distintas poblaciones celulares dentro

del sistema inmune. Esta células metabolizan al AApor la via de

la ciclooxigenasa a PGs, sz y PGlz. Se ha demostrado que los

leucocitos polimorfonucleares producen PGD2, PGEz, PGl, y TxAg.

Los monocitos de sangre periférica producen solo PGE, y TxB: y

los mastocitos PGD, (89). Estos productos varian considerable

mente en cuanto al tipo celular que los origina y al metodo

utilizado para inducir su liberación de las células. Los linfo

citos no parecen sintetizar PGs (90).

La PGE, es el producto mas activo derivado principalmente

de macrófagos y monocitos estimulados (91,92). Uno de los mayo

res efectos de las PGs de las series E e l (PGE, y PGl,) es la de

estimular la adenilato ciclasa aumentandolos niveles intracelul

ares de AMPc (93).

Las primeras evidencias de la generación de PGs por células

del sistema inmune surgieron de un estudio efectuado en células

de bazo murino estimuladas con mitbgenos o con antigenos especi
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 humanay comprobaron que

varias PGs inhibian la proliferación linfocitaria inducida por
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PHA(95). Otros grupos de investigadores demostraron que concen

traciones micromolares de PGE: (10"M, 10"M) inhibian una varie

dad de funciones linfocitarias: citotoxicidad mediada por lin

focitos T, citotoxicidad NK, secreción de linfoquinas y formación

de celulas capaces de producir placas de hemólisis (96). También

se inhibia la quimiotaxis y agregación de leucocitos y su metabo

lismo oxidativo (66). Estos estudios proponen que la producción

local de ácidos grasos del tipo de las PGs estaria involucrada en

la modulación de la respuesta inmune. La PGE, inhibe también la

formación de colonias de macrófagos y de células T de medula

ósea. Ademasinduce la diferenciación de timocitos y linfocitos

B inmaduros y otros precursores de células hematopoyéticas a

células maduras, a través de la elevación del AMPcintracelular

(66).

Muchosde los estudios realizados hasta el momento se efec

tuaron en presencia de antiinflamatorios no esteroides, comola

indometacina y el ácido acetíl salícilico, que bloquean la ciclo

oxigenasa alterando notablemente las respuestas de las células

inmunocompetentes. La especificidad y las bajas concentraciones

requeridas para producir los efectos modulatorios descriptos
sugiere la presencia de receptores especificos en las células

(97). La respuesta a las PGsdifiere entre las distintas pobla

ciones celulares y en ciertos estadios patológicos y no se sabe

aón si esta variación de la respuesta es el resultado de una

alteración en la densidad de receptores.

La estimulación in vitro de celulas sanguíneas periféricas
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conduce a la proliferación de células T y a la sintesis de PGs

por los monocitos (98). La PGE, es a su vez capaz de inhibir la

proliferación T (99), a través de la activación de una población

CDB+que inhibe la producción de lL-2 por células T activadas

(100). En consecuencia la estimulación 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 producción de lL-2 por linfocitos humanos

(101,102,103).

La secreción de lL-i por macrófagos activados esta inhibida

por la producción endógena de PGE, a través del aumento de AMPc;

esto contribuiria también a la inmunosupresión (104).

La PGE, podria suprimir directamente la proliferación y

diferenciación de células B en respuesta a ciertos antígenos,

pero no inhibiria la generación de factores de crecimiento de las

células B derivados de las células T (105, 106).

Los efectos de la PGE, sobre la actividad citolitica de las

células NK son supresores (107); aunque estas celulas una vez
activadas con lFNK'o lL-2 son refractarias a los efectos inhibi

torios de la PGE: (108).

En la actualidad existen evidencias de la contribución de

las PGs a la respuesta inflamatoria. mientras que el rol del TxA,

en la inflamación permanece aün indefinido.

El TxA, es muy labil, su vida media es de 30 segundos.

pasando luego a Tsz, siendo éste ultimo el metabolito que se

cuantifica en los radioinmunoensayos. En consecuencia la mayoria
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de los estudios se han realizado en presencia de inhibidores de
la Tx sintetasa.

Algunos de estos resultados sugieren que el TxA, estimularia

la proliferación linfoide en respuesta a mitbgenos (109) mientras

que otros lo niegan (110,111). El TxA, tambien podria estar

involucrado en la actividad citotóxica natural (112).

La PGl,, 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 AApor

la via de las LÜs (114). Los mediadores derivados de la 5-L0

(LTB.. LTC.. LTD4, S-HETE) son producidos por células que inclu

yen a monocitos, neutrófilos, eosinbfilos y mastocitos y por

órganos comoel pulmón. ganglios linfáticos, bazo, piel. Una

variedad de estimulos inmunológicos pueden dar lugar a la forma

ción de productos de LOS, entre estos se incluyen, inmunoglobuli

nas agregadas, anticuerpos anti-receptor, inmunocomplejos. Los

estimulos no inmunológicos incluyen al A 23187, formil metionil

péptidos, veneno de cobra. zymosan activado, componentes purifi

cados del complemento y lectinas. El estimulo más poderoso es el

ionóforo A 23187, pero siempre en presencia de Ca” extracelular.

El 5-HETEes cuantitativamente el principal producto obtenido a

partir de leucocitos y mastocitos (115,116). Es un importante

mediador en la inflamación. Posee actividad quimiocinética,

induce la liberación de enzimas lisosomales de neutrbfilos y

aumenta la liberación de histamina inducida por antígenos en
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mastocitos y basOfilos. El 5-HPETE también es activo. Los

hidroperóxidos de ácidos grasos estimularian la guanilato ciclasa
aumentando la concentración intracelular de GMPciclico (GMPc)

(117).

El LTB. es un mediador de la activación leucocitaria. En

muy bajas concentraciones estimula el movimiento celular en

neutrbfilos, eosinbfilos. linfocitos y monocitos (118). En altas

concentraciones estimula la quimiotaxis en neutrófilos y proba

blemente en otros tipos celulares. Tambien promueve la libera

ción de enzimas lisosomales (114). Es el más potente agente

agregante y quimiotáctico conocido (119). Esto sugiere que la

acción del LTB. sobre las células es a través de receptores

especificos (120). El receptor de alta afinidad es activo en el

rango de concentraciones en el cual el LTB. produce agregación.

Las respuestas quimiotacticas tienen lugar a altas concentra

ciones de LTB. e involucrarian al receptor de baja afinidad
(114).

El agregado de dosis de LTB., extremadamente bajas, (10"‘M

10"‘M) a cultivos de celulas mononuclearesperiféricas estimula

das con PHAo con Con A inhibe la respuesta linfoproliferativa

(121). El LTB. actua sobre ambas subpoblaciones de linfocitos,

CD4‘ y CDB', pero sus consecuencias funcionales son opuestas.

lnhibe la proliferación de las celulas CD4’mientras que estimula

la proliferación de células CDB‘ (122,123). Tambien, en muy

bajas concentraciones inhibe la producción policlonal de lgG e

lgM en linfocitos periféricos humanos estimulados con PWH(124).
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Los leucotrienos y monohidroxiácidos afectan la secreción de

linfoquinas y monoquinas. particularmente lL-l. lL-2 e lFN-B’, y

en contraste con la PGE, generalmente actuan estimulando la

secreción (125,126). El LTB. puede suplir los efectos de la lL-2

para la producción de lFN- U, y potenciarlos, pero no puede re

emplazar a la lL-2 comoestimulo de proliferación (127). No obs

tante, puede cooperar con cantidades subóptimas de lL-2 llevando

la proliferación a niveles óptimos (128). Tambiénestimula a los

monocitos para la produccion de IL-i y además su actividad es

requerida para la inducción de lL-2 por la IL-1 (114).

Los receptores de LTB. están presentes en ambas subpobla

ciones CD4 y CD8 (122). La vitamina D; induce receptores de LTB.

en la linea granulocitica humana HL-SO(129).

Los productos de la S-LO actúan como moduladores de las

funciones NK y citotóxica natural (130.131). Varios autores han

demostrado que la inhibición de la fosfolipasa A: y la actividad

de la lipoxigenasa suprimian la citotoxicidad natural y NK

(132,133). Asimismo se describió que el LTB. aumenta la activi

dad citotóxica natural y NKdebido a un incremento de uniones

celula efectora-célula blanco y de la eficiencia litica (134).

Los leucotrienos C., D. y E. que constituyen la SRS-Ason

producidos por monocitos sanguineos, alveolares y peritoneales,

neutrófilos. eosinótilos y basófílos. La SRS-A afecta la qui

miotaxis y la liberación de enzimas lisosomales, pero aparente

mente es menos potente que el LTB. (114).

Los LTC. y LTE. pueden reemplazar a la lL-2 o a la población
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F colaboradora para la producción de IFNvK, en cultivos de

células de bazo de ratón (135). Se ha demostrado que concentra

ciones 10"’M de LTD. y LTE. inhiben la transformacion mitogénica

inducida por PHAde linfocitos de bazo de raton y que las de

10‘7M impiden la aparición de células formadoras de anticuerpos
(136).

El 15-HETE, producido por la acción de la iS-LO, inhibe la

producción de 5-HETEy de LTB., a partir de linfocitos T humanos

estimulados con A 23187 (137). Asimismo ejerce un efecto inhi

bitorio de la proliferación, inducida por PHA,de los linfocitos

T, sin embargo no modifica la respuesta mitogénica al LPS de

linfocitos B (138). El 15 HPETEinduce células supresoras en un

sistema de producción de anticuerpos e inhibe la prolíferacibn
celular (114).

Las lipoxinas A y B tienen efectos sobre la generacion de

metabolitos activos del oxigeno, degranulacibn de neutrbfilos y

actividad NK(139). La lipoxina A posee una acción estimulatoria

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

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

La leucemia linfática crónica (LLC)ha sido definida tradi

cionalmente comouna anomalía proliferativa que se caracteriza

por una acumulación progresiva de pequeños linfocitos en sangre,

médula ósea, ganglios linfáticos y otros órganos. 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 LLCes una proliferación monoclonal maligna de linfocitos B

(LLC-B) con un bloqueo en la maduración celular (141). Sólo un

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

La utilización de anticuerpos monoclonales para la detección

de antigenos de membranay las técnicas de biologia molecular que

estudian el reordenamiento de genes de inmunoglobulinas, han

permitido revelar que las células de pacientes con LLC-Bdifieren

en muchosaspectos de los linfocitos B normales circulantes.

Conel objeto de relacionar las caracteristicas de la célula

maligna con los estadios de diferenciación del linfocito B nor

mal, se efectuará una breve reseña del desarrollo ontogénico
de la célula B .



4.1. Üntogenia del linfocito B normal

Los estadios 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

celula plasmática secretora de anticuerpos) (142).
En los mamiferos la diferenciación y maduración B comienza

en el higado fetal y en la medula ósea y continúa en los órganos

linfoides periféricos.
La diferenciación B (FlGURA7) 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 expresión de lg citoplasmatica

(cadena F). En esta etapa no se detecta la expresión de cadenas
livianas. Durante este estadio se expresa el Ag CDiO y los si

guientes antigenos, que permanecen en la membranadel linfocito

B durante todo el periodo de diferenciación : HLA-DR(antígeno

de Histocompatibilidad de Clase Il). CD19, C020, 0022 y CD24

(143,144). Las moleculas CD37, 0039 y CDw40también son antigenos

de diferenciación B (144). Una vez que la cadena liviana de lg

es sintetizada y en consecuencia se expresa en la membrana la

molécula entera de lgM, la celula (linfocito B inmaduro) es capaz

de reconocer al antigeno ya sea directamente o mediante la cola

boración de macrófagos y células T. Esta célula prosigue su

desarrollo y en un estadio mas tardio de maduración expresa
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simultaneamente lgMe lgD en su superficie. En esta etapa

tambien se expresan receptores para eritrocitos de ratón (RER),

que son marcadores caracteristicos de las células B inmaduras

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

componentes C3b y C3d del complemento (142). Al receptor para el

componente 03d, que actualmente se lo denomina C021, también

posee un sitio de unión especifico para el virus de Epstein-Barr
(EBV).

Durante la etapa de activación el linfocito sufre un reorde

namiento molecular que conduce a un cambio de clase de inmunoglo

bulina. La célula expresa lgM, 13D, lgG. lgA o lgE en su superfi

cie (linfocito B maduro). Ademásdurante este periodo, el linfo

cito B adquiere diversos antigenos de membrana; algunos son comu

nes a celulas activadas de otras estirpes como el receptor para

la lL-2 y el receptor para la transferrina (T9) y otros estan
relacionados a la serie B como el CD23.

Los antígenos y otros ligandos multivalentes inducen al

linfocito B maduro a proliferar (linfocito B de memoria) o a

diferenciarse a celula plasmática. En la etapa final de diferen

ciación los marcadores característicos de la serie B desaparecen

y el plasmocito adquiere nuevos antigenos tales como el PCA-1,

PC-l y el C038 (143).

4.2. Fenotipo celular de la LLC-B

La mayoria de los linfocitos de la LLC-Bexpresan Ig de
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superficie de clase My de un solo tipo de cadena liviana (kappa

o lambda), demostrando asi la naturaleza monoclonal de esta pato

logia Iinfoproliferativa (FIGURA7). Ocasionalmente co-expresan

lgH e lgD. La intensidad de la lgM de superficie expresada en

las células de la LLC-Bes muy baja comparada con la del linfo

cito B normal.

Las células de la LLC-Bexpresan además los antigenos HLA

DR. CD19, CD20, C021, CD23 y C024 y el antigeno CDS que es un

marcador de células T maduras (144,146). Muypocas células de la

LLC-Bpresentan receptores para el componente C3b del complemen

to. El 95%de los linfocitos de la LLC-Bposeen receptores para

eritrocitos de raton (RER), en consecuencia este marcador resulta

útil para el diagnostico de esta enfermedad. Sólo una pequeña

subpoblacion de linfocitos B normales presenta a este receptor en

su superficie. En la células de la LLC-Bno se expresa la de

oxinucleotidil transferasa terminal (DTT), que es un marcador que

está presente en los primeros estadios de la diferenciación 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 autologos y alogeneicos. La respuesta in vitro a

mitógenos B como el PWMy el LPS y a factores de crecimiento como

el BCGF esta disminuida (147). Esto último, 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 la membranaplasmática.

Por último, cabe señalar que se han encontrado alteraciones en el

transporte de aminoácidos.

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)13 acetato de
12-0- tetradecanoil-forbol (TPA), ha probado ser particularmente

efectivo en inducir caracteristicas o bien plasmocitoides o
semejantes a células vellosas en células de LLC-B(148, 149).



FIGURA 7

Ontogenia del linfocito B
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5. 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

analisis de la interacción 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 fisiológico 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). Tambien se ha comprobado que pro

ductos derivados de linfocitos y macrófagos, regulan diversas
funciones de las células del endotelio vascular, tales como

proliferación. migración. produccion de factores estimuladores de

colonias y'expresion de antígenos de histocompatibilidad de clase

ll (152.153). Asimismo, se ha encontrado que productos derivados

de neutrófilos y células mononucleares estimuladas pueden iniciar

o potenciar la producción de PG]: por las células endoteliales
(154). Una serie de sustancias derivadas de leucocitos comoel

interferón-a< ,elastasa e IL-i, tienen la capacidad de aumentar

la sintesis de PGl, por las células endoteliales (153,155). La

lL-2 también posee un efecto estimulatorio sobre la sintesis de
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PCI), por las células del endotelio de la aorta bovina, probable
mente a traves de un aumento en la sintesis de novo o actividad

de la ciclooxigenasa (156). Tambien se ha demostrado que linfo

citos de sangre periférica humanaestimulados con AA son capaces

de inducir la agregación plaquetaria (157).

Asimismo, durante la década pasada ha quedado claramente

establecida la existencia de una interacción regulatoria entre el

sistema neuroendócrino y el sistema inmune. Se ha observado que

la respuesta inmune modifica o mimetiza respuestas endócrinas,

autonómicas y centrales (158) a traves de sustancias solubles.

Del mismo modo, la respuesta inmune está también sujeta al con

trol neuroendócrino (159,160). Las celulas del sistema inmune

también poseen la capacidad de producir sustancias propias del

sistema neuroendócrino, tales como encefalinas, endorfinas,

corticotrofina y tirotrofina (161,162,163.164).

Resultados obtenidos en nuestro laboratorio demuestran que

los linfocitos humanos normales estimulados con PHAreaccionan

con el tejido cardiaco produciendo un aumento de la tensión y la

frecuencia de las contracciones (165); el mismoefecto se produce

con el agregado de los sobrenadantes de los linfocitos estimula

dos al tejido auricular (166). La actividad estimulatoria obser

vada se deberia en parte a la acción de la lL-2 (167).

Con el objeto de estudiar los requerimientos para la inter

acción de celulas linfoides con el tejido cardiaco, se utiliza en

el presente trabajo. una preparación de auricula aislada de rata

latiendo espontáneamente y linfocitos humanos normales o de
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pacientes con enfermedades linfoproliferativas. Este modelo

experimental sirve comoensayo biológico para detectar la presen

cia de productos activos liberados por las células linfoides

capaces de alterar la respuesta inotrópica y cronotrbpica del
tejido cardiaco.

Los objetivos especificos de este trabajo de tesis son:

1. Determinar que clase de células son responsables de la

estimulación de la contractilidad cardiaca y que pasos en la
activación linfocitaria están involucrados en la misma.

2. Estudiar la acción de linfocitos humanos normales expuestos

al AA sobre la actividad espontánea de la auricula de rata,

considerando que la liberación del AA está asociada a las

etapas tempranas de la activación linfocitaria.

3. Investigar las caracteristicas de los linfocitos que inter

vienen en el fenomeno, teniendo en cuenta su grado de dife
renciación o transformación.
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MATERIALES Y METODOS

1. Células efectoras:

Las células mononucleares periféricas de dadores normales y

de pacientes con Leucemia Linfática Cronica (LLC) se obtuvieron

por centrifugación en gradientes de Ficoll-Hypaque (168) a partir

de sangre defibrinada para evitar contaminación plaquetaria.
Se diluyó la sangre al 1:2 con solución fisiológica y se

sembró sobre Ficoll-Hypaque (densidad: 1,077) en relacion 3:1

(vzv). Se centrifugó a 400 x g durante 45 minutos y se obtuvo

la fraccion de células mononucleares (monocitos y linfocitos) en

la interfase, quedando los leucocitos polimorfonucleares y los

glóbulos rojos en la parte inferior de los tubos.

Se separó la interfase y se lavo 3 veces con medio de cul

tivo libre de suero y finalmente se resuspendió en medio de

cultivo RPM] 1640 (RPM!) (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)(RPMl-SBF) a una concentración de 8 x 10‘

células.

Las células se incubaron en estufa humidificada y gaseada

con 5% de C0, a 37°C por los tiempos indicados en cada caso.
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1.1. Separación de distintas poblaciones celulares

1.1.1. Eliminación de células adherentes:

Las células mononucleares se incubaron durante 18 horas

sobre superficies plasticas (adherencia al plastico). Se obtuvo

asi una suspensión de linfocitos con una pureza del 98%. determi

nado por tinción con peroxidasa.

1.1.2. Separación 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 un linfocito con 3 o más

eritrocitos de carnero adheridos a su membrana. Se usó sangre

ovina anticoagulada de origen comercial.

Se preparó una suspensión de linfocitos a una concentracion

de 10 x 10‘ células/ml y se mezcló con igual volumen de una

suspensión de eritrocitos (E) lavados con solucion fisiológica
al 1% v:v en medio de cultivo. Se incubó 10 minutos a 37°C, se

centrifugó a 400 x g durante 5 minutos y se dejó a 4°C durante 18

horas. Luego se resuspendió cuidadosamente y se sembró sobre un

gradiente de Ficoll-Hypaque (densidad: 1,077). Se centrifugó 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 una solucion hipotónica de ClNH.
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0.75% en solución tamponada de Tris 0.02 M. pH 7.2 para eliminar

los eritrocitos. Ambasfracciones se lavaron y se resuspendieron

en RPMIWSFB.

Luego de la lisis las celulas se lavaron 3 veces con RPM!

1640, se colorearon con Turk y se contaron en cámara de Neubauer.

Finalmente se resuspendieron en RPMl-1640en una concentración de

8 x 10° células/ml.

Se obtuvieron asi 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 comprendía otras

poblaciones como B, K, nulas y linfocitos de baja afinidad por E

(linfocitos no T). Tanto los linfocitos T comolos linfocitos no

T se mantuvieron a 37°C durante 18 horas en una estufa humidi

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

1.1.3. Separación de las subpoblaciones T colaboradora/inductora

y T supresora/citotóxica por lisis selectiva con anticuerpos

monoclonales y complemento:

Las CFR se incubaron con 5-10 ul de anticuerpo monoclonal

0KT4, que reconoce linfocitos que expresan el Ag CDA, durante 30

minutos a 37°C, luego se agregaron 200 ‘pl 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 inactivo la

reacción con el agregado de medio de cultivo. Luego de 3 lavados

con medio de cultivo se contaron las células y se ajustó la

concentración a 8 x 10‘ celulas/ml.
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El mismo procedimiento se llevó a cabo con las CFR y el

anticuerpo monoclonal ÜKTB.que reconoce linfocitos que expresan

el Ag CDB , y suero de conejo como fuente de complemento.

Luego de la lisis con OKTB y C se obtuvo una población

enriquecida en linfocitos T colaboradores/inductores (CDA)y

luego de la lisis con ÜKTay C se obtuvo una población enrique

cida en linfocitos T supresores/citotóxicos (CDS).

Las subpoblaciones de linfocitos CD4y C08 fueron incubadas

a 37°C durante 18 horas en una estufa humidificada y gaseada con

5% de C03. antes del bíoensayo.

1.1.4. Determinación de las proporciones de las subpoblaciones

de linfocitos CD4 y CD8:

Las proporciones de las subpoblaciones 004 y CD8se determi

naron mediante la técnica de inmunofluorescencia indirecta. Se

incubaron los linfocitos T con 10ul de anticuerpo monoclonal OKTa

y 0KT8 respectivamente durante 30 minutos a 4°; Se lavaron 3

veces con una solución de buffer fosfatos pH 7,2 con 0,1% de

azida sódica, se elimino el sobrenadante y se incubb con 15 pl de

un suero anti-lgG Fabz conjugado con isotiocianato de fluores

ceina (Cappel) durante 30 minutos a 4°C. Posteriormente se lava

ron las células 3 veces con la solución de buffer fosfatos y al

pellet final se le agregó una gota de buffer glicina pH 8,6 con

60%de glicerina; se colocó una gota entre porta y cubre objeto y

se efectuó la lectura en un microscopio de fluorescencia con

epiiluminación.
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1.1.5. Viabilidad celular:

La viabilidad de las células luego de las purificaciones o

en presencia de las diversas drogas empleadas se verificó por

ensayo de exclusión 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 diagnostico de Leucemia Linfatica Crónica (LLC) de

origen B y de 2 pacientes con diagnóstico de LLCde origen T de

fenotipo 004°. EI 80-90%de los linfocitos circulantes eran de

origen B o T respectivamente. Estas determinaciones fueron

efectuadas con anticuerpos policlonales y monoclonales que reco

nocen a antígenos especificos de las poblaciones B o T en sus

distintos estadios de diferenciación. Los pacientes fueron

referidos, luego de su diagnóstico y previo a su tratamiento

especifico. por los servicios de Clinica Médica y de Inmunología

Oncologica del Instituto de Investigaciones Hematolbgicas de la

Academia Nacional de Medicina, y por el Laboratorio de Inmunolo

gia 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 habian tomado medicación 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 un linfoma de

Burkitt no productora de virus de Epstein Barr.

Las células Raji (Raji) fueron mantenidas en cultivo con

tinuo en RPM! 1640; 10% de SBF, gentamicina 50ug/ml y an

fotericina al 1% (170). Las Raji fueron cosechadas luego de

24,48 o 72 horas, lavadas 3 veces en medio de cultivo y resuspen

didas en RPM!libre de suero en una concentración de 8 x 10‘/ml.

2. Preparacion de auricula aislada de rata:

Se sacrificaron ratas albino macho de la cepa Wistar y 200

250 g de peso por decapitacibn. Se extrajo rapidamente el cora

zón y se coloco en una cápsula de Petri conteniendo solucion

modificada de Krebs-Ringer-bicarbonato (KRB). La solucion que se

mantuvo a 30°C gaseada con una mezcla de 95% 02-5% CÜz. tenia la

siguiente composicion: Na‘ 145,0 mM, K’ 6,0 mM, Caz+ 1.22 mM,

Mgz+ 1,33 mM, P0.‘- 1,2mM, Cl' 125,0 mM, HCÜg' 25,3mM, 50.7

1,33mM, glucosa 5,5mM.

Se separaron las auriculas de los ventriculos, se disecaron

cuidadosamente y se suspendieron de un sostén de vidrio sumer

giéndolas en un recipiente con 15 ml de la solución KRBequili

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 sujeto a

un sostén de vidrio y el otro a un transductor de fuerza (celda
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Stathan UC3-Gold)acoplados a un oscilógrafo escritor.

Luego de aplicar a las auriculas una tension constante de

reposo de 750 mg a través de un dispositivo micrométrico, se

estudio la actividad de las preparaciones aisladas que latian

espontaneámente en función de la tension contráctil isométrica

efectiva por encima o por debajo de la tension de reposo. Esta

variable tomada a partir de los registros del oscilógrafo se

denominó tension isométrica desarrollada (TID) y se midió en mg.

Las auriculas se dejaron equilibrar latiendo espontáneamente

durante 60 minutos. El valor de la tensión contráctil registrado
en ese momentose considero como valor inicial (100ï). Los valo

res experimentales y las variaciones inducidas por los diversos

agentes agregados se expresan comocambios porcentuales del valor

inicial.
En forma análoga se analizó, cuando correspondía. el otro

parámetro estudiado: la frecuencia de contracciones (FC) o número

de ciclos contráctiles por minuto. También se expresan los cam

bios porcentuales respecto del valor inicial considerado como
100%.

Los valores iniciales fueron para la tension contráctil: 480

a 530 mg y para la frecuencia de contracciones: 130 a 150 latidos

por minuto.

El ensayo biológico de la auricula aislada de rata fue
llevado a cabo en laboratorios del CEFAPRIN(Dra Leonor Sterin

Borda).
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3. Preparación de sobrenadantes libres de células

3.1. Sobrenadantes libres de células obtenidos a partir de

linfocitos T41 de subpoblaciones de linfocitos CD4 y CD8activa

dos con PHA:

Los sobrenadantes fueron obtenidos por incubación de 0,5 ml

de una suspensión de 8 x 10‘ linfocitos T. CDa o CDG/ml

con iOug/ml de PHAdurante 30 minutos a 37°C en estufa humidifi

cada y gaseada con 5% de C02, seguida de una centrifugación

durante 15 min a 800 x g. Los sobrenadantes control fueron

preparados por incubación de los linfocitos con RPMl-SFBen

ausencia de PHA. Los sobrenadantes libres de células fueron

utilizados, inmediatamente después de su separación, en el bio

ensayo.

3.2. Sobrenadantes libres de células obtenidos a partir de la

población total de linfocitos. de la población de linfocitos T.

no T y de las subpoblaciones de linfocitos CD4y CD8 incubados

con ácido araquidónico (AA) :

Los sobrenadantes libres de células fueron obtenidos por
incubación de 8 x 10‘ linfocitos en 1ml de RPMl-SFBconteniendo

4ul de una solución fresca de AA1.5x10'1 Mdurante 20 min a 37°C

en estufa humidificada y gaseada con 5% de C02, seguida de una

centrifugación 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 AAfueron usados inmediatamente.

4. Ensayo de proliferación:

Se estudio el efecto del AAsobre los linfocitos, incubando

200 ul de una suspensión de 1 x 10‘ células/ml con 20 pl de una

dilución 1:100 de la solución madre de PHA-P (Difco Lab., USA) en

presencia y en ausencia de AAen una concentración final de

10'7 M, a 37°C en estufa humidificada y gaseada con 5% CO; du

rante 72 horas.

La reacción se efectuó por triplicado en placas de cultivo

Falcon de 96 pozos. Se midió la incorporación de timidina al ADN

después de un pulso de 18 horas con 0,2¡pCi de timidina tritiada

(’H-T, NEN. USA, actividad especifica 20,0 Ci/mmol). Se sepa

raron las células con un cosechador automático; los linfocitos

fueron retenidos sobre filtros de lana de vidrio. Los trozos de

filtro correspondientes a cada pozo se colocaron en viales de

centelleo y se les añadió solución centelladora (PPD5 g. dimetíl

PÜPOP250 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 en

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

Las células Raji (10 ml) en una concentración inicial de 1 x

10’ células/ml, se cultivaron en RPMl-1640, 10%SFB en ausencia y
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en presencia de L-802? (10"M). Se tomaron alícuotas a las

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

6. Radioconversibn de 1- "C AAen rostanoides:

El metabolismo de AAde celulas aisladas (Raji y LLC-B) fue

estudiado incubando 40 x 10‘ células resuspendidas en lml de KRB

con 1,25 uC deL1-"¿]ácido araquidbnico (A') de actividad espe
cifica: 40-60 mC/mmol (New England Nuclear) durante 2 horas a

37°C con agitación constante en un baño metabólico bajo una

atmósfera de 95% 01-5% C02. Al final del periodo de incubación

la reacción se detuvo agregando 0.125 ml de acido cítrico 1M.

Los lípidos fueron extraidos 3 veces con 5 ml de cloroformo. El

solvente orgánico se evaporb a 40°C. Los residuos lipidicos

fueron disueltos en una mezcla de cloroformo:metanol 2:1 y se

efectuó una cromatografía en capa delgada sobre placas de plas

tico de 0,25 mm de espesor cubiertas con silica-gel, se corrió
dos veces en un sistema de solventes consistente en una mezcla de

benceno:dioxano:ácido acético (60:30:3. vzv). Los patrones de 6

ceto PGF.oL ,PGE; y TxB, fueron sembrados simultaneamente en

todas las placas. Los patrones se visualizaron luego de pulveri

zar las areas correspondientes con una solución al 10%de acido

fosfomolibdico en etanol y calentando a 110 °C.

La radioactividad de los productos del metabolismo del AAen

las distintas zonas del cromatograma fue estimado como el área
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total de todas las fracciones luego de la sustracción del blanco
Las áreas de los radiopicos correspondientes a los distintos

metabolitos fueron calculadas y expresadas comoporcentaje del

area total. La radioconversibn del AAen prostanoides fue reali

zado por el Dr. Horacio Peredo en el CEFAPRlN.

7. Radioinmunoanálisis (RIA) de TszL

La cantidad de TxB, en las alicuotas de extractos lipidicos

de 40 x 10‘ células Raji y de LLC-B se determinó por Radioinmuno

análisis, utilizando un kit de NewEngland Nuclear, basado en el

uso de tromboxano B tritiado como trazador y un suero de conejo

anti Tsz comoel antisuero (anticuerpo especifico). Reactividad

cruzada: PGD,:2%, PGE2:0,1%, PGF204 : 0,1%, 6-ceto-PGF.04 : 0,08%

y PGAzz (0.005%.

8. Soluciones empleadas:

8.1. Solución 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 solución para lisar

los eritrocitos y colorear los leucocitos y se cuentan en cámara
de Neubauer.
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8.2. Solución para ensayo de viabilidad celular:

Solución A: azul trypan 0,14%

Solución B: cloruro de sodio 4,25%

Se mezclan 4 partes de A mas 1 parte de B antes de usar. Se

incuba la suspensión celular (8 x 10‘ células/ml) con el reactivo

en una relación 1:10 durante 2 minutos y se cuenta.

Las células viables no se colorean.

8.3. Fitohemaglutinina (PHA):

Se empleó fitohemaglutinina (PHA), lectina de Phaseolus

vulgaris tipo V (Sigma Chem. Co,USA) de modo de tener una concen

tracibn final de lOug/ml

8.4. U-46619:

Es el análogo sintético del TxA, (Upjohn, Kalamazoo, Ml).

Fue usado en un rango de concentraciones de 10"" 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 disolvió en agua a 1,8 x lO‘ZM y

luego se lo utilizo en un rango de concentraciones finales de 4 x

10'5M a 8 x 10'7M.

8.6. Anticuerpos monoclonales:

Se utilizaron los anticuerpos monoclonales 0KT4 y OKTB

(Ortho-Mune, Ortho Diagnostic Systems lnc. Raritan, NJ).
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8.7. Inhibidores:

Se utilizaron soluciones recién preparadas de los siguientes
reactivos:

a) ácido acetilsalicilico (ASA) (Sigma Chem.Co. USA)

1,8x10"M

b) indometacina (Merck, Sharp & Dohme. USA) 1x10"M

c) ácido nordihidroguayaretico (NDGA)(Sigma Chem.Co, USA)

1x10" M

d) acido 5,8,11,14-eicosatetrainoico (ETYA)(Hoffmann-Laroche,

Suiza) 1x10'7M

e) 7-[3-(4-acetil-3-hidroxi-2-propil-fenoxi)-2-hidroxipropil1-4
oxo-propil-4 H-l-benzopirano-Z carboxilato de sodio (FPL-55712)

(Fisons LTD, UK) 1x 10'7 M

f) L-8027 (Nictindol) (Labaz Lab.) 10'5M

g) imidazol (Sigma Chemical Co.) 10‘9M

La solución madre de indometacina se preparo en solución

tamponada de fosfatos 0,1M a 1 mg/ml. El NDGA, el ETYAy el

L-8027 se disolvieron en un pequeño volumen de DMSÜy se llevaron

a la concentración deseada con solucion fisiológica. La solución

madre de FPL-55712, de ASAy 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 reacción.

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

sobre la preparación de auricula aislada de rata.

9. Expresión de los resultados:

Todos los resultados se expresan como la media aritmética L

el error estándar de la misma.

Las curvas dosis-respuesta se construyeron de acuerdo al

método de van Rossum (171) que emplea dosis acumulativas agrega

das en alícuotas fijas.

Para el caso de los linfocitos. el intervalo de tiempo entre

dos agregados sucesivos fue el requerido para obtener un efecto

máximo, sostenido por un minimo de tres minutos.
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RESULTADOS

1. MODIFICACION DE LA ACTIVIDAD CONTRACTIL DE LA AURICULA

AlSLADA DE RATA POR SUBPOBLACIONES DE LlNFOClTÜS 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 tension como la frecuencia de contracciones de la

auricula aislada de rata. La reaccion es el resultado de la

producción, durante el ensayo, de metabolitos oxidativos del AA,

principalmente los leucotrienos que constituyen la SRS-A.

El propósito del presente estudio fue determinar la contri

bución de las subpoblaciones colaboradora/inductora (CDG) y

supresora/citotóxica (CDS)al desarrollo de la reaccion.

1.1. Efecto de las subpoblaciones de linfocitos T sobre la

contractilidad de la auricula de rata

Con el objeto de identificar la subpoblación de linfocitos T

responsable de la estimulación de la actividad contractil de la

auricula de rata, se trato a la población enriquecida en linfoci

tos T con un anticuerpo monoclonal 0KT4, que reconoce linfocitos

que portan el Ag CDA, y complemento o con un anticuerpo monoclo

nal OKTB,que reconoce linfocitos que portan el Ag CD8, y com

plemento; obteniendose en el primer caso una poblacion enrique
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cida en linfocitos CDBy en el segundo caso una población enri

quecida en linfocitos CD4.
Los resultados de la TABLA1 resumen las caracteristicas de

las poblaciones efectoras CD4y CDBque fueron las utilizadas en

los experimentos.

La contaminación de CD4 con CD8 fue del 1,3 i 0,5 X y la

contaminación de CD8 con CD4 fue del 2,3 1 0,6 x.

El agregado simultáneo de las subpoblaciones T y PHA(CD4

PHAo CDS-PHA)al preparado de auricula de rata latiendo esponta

neamente, alteró la tensión y la frecuencia de las contracciones;

mientras que el agregado de PHA solo o de linfocitos CD4o de

linfocitos CD8solos no afectaron en modoalguno la contractili

dad cardiaca. Comopuede observarse en la FIGURA8. las células

CD4-PHAaumentan considerablemente la actividad inotrbpica y

cronotrópica de la auricula de rata mientras que los linfocitos

CDS-PHAdisminuyen la tensión contráctil.

Por lo tanto se deduce que el efecto inotropico positivo de

los T-PHAes el resultado del balance entre las respuestas de los

CD4-PHA y de los CDS-PHA.

Los efectos observados fueron proporcionales al numero de

células efectoras agregadas al sistema (FIGURA8).

Al igual que con la preparación de linfocitos T (165), los

cambios en la contractilidad de la auricula de rata se sucedieron

poco tiempo después del agregado de las subpoblaciones de linfo

citos CD4 y CDBy de la PHA y aumentaron con el tiempo

(FIGURA 9).



1.1.2. Mecanismos de la reacción de las subpoblaciones CDa-PHAy

CDB-PHAcon la auricula aislada de rata

Diferentes caminos del metabolismo del AA llevan a la pro

duccion de sustancias capaces de alterar la tension y frecuencia
de la auricula de rata.

Con el objeto de determinar el mecanismo de la reaccion, se

utilizaron diversos inhibidores que actúan sobre las distintas

vias del metabolismo del AAen concentraciones que por si mismas

no afectan los valores de tensión y frecuencia de la contractili
dad cardiaca ni la viabilidad de los linfocitos (TABLA2).

Los resultados expuestos en la TABLA3 indican que el efecto

inotrópico 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 preincubacibn de la auricula de rata con FPL-55712, un agente

que impide la interacción de la SRS-Acon sus receptores. La

preincubacibn de la auricula con indometacina exacerbo el efecto

de las células CD4-PHA.

Por otro lado, la respuesta inotrbpica negativa de la

auricula a la fraccion CDB-PHApersistia tanto en presencia de
indometacina como de FPL-55712 (TABLA3).



1.3. Efecto de sobrenadantes libres de células activadas en la

actividad contráctil de la auricula de rata

Con el fin de determinar si la presencia continua de los

linfocitos activados con PHAera necesaria para lograr el efecto

biológico se dividió la reaccion en 2 etapas: i) se procedió a

estimular a los linfocitos C04 y CDBcon PHAdurante 30 minutos a

37°C y 2) se recolectb el sobrenadante libre de células. Este

sobrenadante fue el que se enfrentó con la preparación auricular.

En los experimentos anteriores se agregaban al baño de ensayo las

células suspendidas en medio de cultivo simultaneamente con la

PHA.

Los resultados expuestos en la TABLA4 demuestran que los

sobrenadantes libres de células CDá-PHAestimulan la actividad

inotrópica y cronotrópica de la auricula. El efecto estimulante

de estos sobrenadantes fue dependiente de la dosis, observándose

un cambio significativo a partir de sobrenadantes obtenidos con

1,6x10‘ células CDa-PHA(datos no mostrados). Por lo tanto no

era necesaria la presencia de los linfocitos C04activados para
desencadenar la actividad contráctil de la auricula aislada de
rata.

El efecto depresor de los sobrenadantes CDS-PHAno era

importante, en oposicion al resultado obtenido con la preparación

entera de CDG-PHA(células y sobrenadante).

La FIGURA10 muestra el efecto del agregado de sobrenadantes

de células CD4-PHAy de CDS-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 preincubacibn del tejido auricu

lar con NDGAiO'SH lo tornaba incapaz de responder al sobrena

dante activo de CDA-PHA. Al igual que con la preparación de

linfocitos estimulados con PHA. la preincubación de la auricula

con FPL-55712 bloqueaba el efecto inotrópico y cronotrbpico

positivo del sobrenadante de células CD4-PHA. Los sobrenadantes

de linfocitos CDB-PHAno tenian un efecto significativo sobre las

auriculas preincubadads con indometacina.



TABLA 1

Obtención de subpoblaciones de linfocitos humanos normales T (LT)

por lisis con anticuerpos monoclonales y complemento:

Subpoblacibn Recuperación de Recuperación Viabilidad
de LT‘ LT purificados' calculada celular“

(x) de LTc (x) (x)

CDa 59 1 9 69 L 1 80 1 5

CDB 38 + 8 31 + 2 74 + 5

‘Las células formadoras de rosetas (CFR) fueron depleciona
das de células portadoras de antígenos CDAb CD8, por tratamiento
con 5 ul de anticuerpos monoclonales OKTau OKTBy 200 ul de
suero normal de conejo como fuente de complemento' como fue
descripto en Materiales y Métodos. CDA:LT enriquecidos en célu
las portadoras de antigeno CD4; CD8: LT enriquecidos en células
portadoras de antigeno CD8.

'La recuperación de las distintas subpoblaciones de LT se
calculó a partir del número de CFRy del numero de células via
bles luego del tratamiento litico con los anticuerpos monoclonales.

‘La recuperación calculada se obtuvo considerando a las CFR
como 100% de LT, y sustrayendo el x de linfocitos C04 o CDB
presentes en las CFR, determinados por inmunofluorescencia antes
de la lisis con anticuerpos monoclonales.

“La viabilidad celular se calculo según el test de exclusibn
de azul trprn.

Los valores se expresan como la media aritmética 1 el error
estandar de 4 experimentos.



FIGURA 8

Efecto de distintas concentraciones de linfocitos T y de subpo

blaciones de linfocitos T sobre la actividad contráctil de la

auricula de rata en presencia de PHA:
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CELULAS EFECTORAS x lOs/ML

Se representan los cambios porcentuales de los valores iniciales
de tensión (TlD) y frecuencia (FC) de contracciones de la auri
cula de rata que late espontáneamente en presencia de iOug/ml de
PHAdespués del agregado sucesivo de 0.5 x lOs/ml de linfocitos
humanos normales T (CD); linfocitos humanos normales T deplecio
nados de CD8(. ) o CD4 (A) por lisis diferencial con anti
cuerpos monoclonales OKTB o 0KT4 y complemento (poblaciones
enriquecidas en CDay en C08 respectivamente). El intervalo de
tiempo entre cada dosis era el requerido para obtener un efecto
máximo y sostenido durante minutos. Se grafican las medias
aritméticas + error estandar de la media de 4 experimentos.
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FIGURA 9

Cinética de la reacción de sub oblaciones de linfocitos T humanos

normales activados con PHAcon la auricula aislada de rata:

mol l.

+20

+10‘

FC(Z)

Í\_ï -1°'
-50 1'o 2'0 ' 1'0 2'o ' a'o30
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Se suspendió la auricula aislada en solución de KRBcon 1,6 x 105
de linfocitos C04 ( II )/ml, 1,6 x 10° linfocitos CD4/ml a rega
dos simultáneamente con iOug/ml PHAal baño de reacción ( ),
2,5 x 105 linfocitos CDG/ml ( EJ ) y 2,5 x 10s linfocitos CDS/ml
agregados simultáneamente con 10ug/ml de PHA ( ¿Á ).
Se representa la media aritmética 1 error estándar de la media de
los cambios porcentuales de los valores iniciales de tensión
(TlD) y frecuencia de contracciones (FC) en función del tiempo de
agregado de las celulas efectoras ó de las células efectoras con
la PHA.



TABLA 2

Efecto de distintas drogas sobre la actividad contráctil esponta
nea de la auricula aislada de rata y sobre la viabilidad de los

linfocitos humanosnormales:

Droga TlD(%) FC(%) n Viabilidad(%) n

Ninguna 1 1 95 L 3 6

lndometacina 1,00 1 0,08 0,96 1 0,06 6 89 1 3 4

ASA 1,02 1 0,08 0,97 1 0,04 7 ND

NDGA 1,01 1 0,08 0,99 1 0,07 6 89 1 2 5

ETYA 0,06 1 0,08 0,92 i 0,06 6 89 1 3 4

FPL-55712 1,00 1 0,06 0,92 1 0,07 7 91 1 2 5

Se determinó la media aritmética 1 el error estándar de la media
de los cambios porcentuales de tensión y frecuencia de contrac
ciones de la auricula y el porcentaje de celulas viables después
de 1 hora de incubación con las distintas drogas respectivamente.
Las concentraciones son las indicadas en Materiales y Métodos.
n: numero de experimentos.



TABLA 3

Reacción de las subpoblaciones de linfocitos T humanos normales

activados con PHAcon la auricula aislada de rata en presencia de
lndometacina y FPL-55712:

Células
efectoras - PHA CDA - PHA CDB - PHA
que reaccionan
con la auricula
en presencia de: n TlD(%) FC(%> n TlD<%) FC(%)

KRB 7 i89 1 2 +14 i 5 7 -24 1 7 -4 1 3

lndometacina 1 +140 +10 5 -29 1 11 -4 1 3

FPL-55712 4 +5 1 3 3 i 2 1 -4O 0

Se agregaron 1,6 x 10’ linfocitos CDa/ml y 2,4 x 10’ linfocitos
CDB‘/ml en presencia de PHA(10ug/ml) a la auricula aislada de
rata preincubada durante 1 hora con Krebs-Ringer-Bicarbonato
(KRB) o KRBconteniendo lndometacina (10“ M) o FPL-55712 (10'7
M). Se determinaron las medias aritméticas 1 error estándar de la
media de los cambios porcentuales de los valores iniciales de
tension (TID) y frecuencia (FC) de n experimentos a los 10-15
minutos del agregado de las células.



TABLA 4

Efecto de sobrenadantes de linfocitos-T y de subpoblaciones C04

z CDBactivados con PHAsobre la auricula aislada de rata:

Sobrenadantes n TlD (S) FC (x)

T - PHA 3 +62 1 34 +12 1 7

CD4 - PHA 7 +70 +_ 23 +9 + 3

CDB - PHA 6 -1O i 17 -3 1 5

Se suspendieron 5 x 10‘ linfocitos humanos normales CD4 o CDSen
0,5 ml de medio de cultivo y se estimularon durante 30 minutos a
37°C con iOug/ml de PHA. Los sobrenadantes libres de células se
cosecharon luego de una centrifugación durante 15 minutos a 800 x
g y se agregaron a la preparación de auricula aislada de rata.
Se determinó la media aritmética 1 error estándar de los cambios
porcentuales de tension (TID) y frecuencia de contracciones (FC)
de n experimentos 10 minutos después del agregado de los sobrena
dantes.



FIGURA 10

Efecto de sobrenadantes de CDA-PHAo CQQ-PHAsobre la auricula

de rata o sobre la auricula de rata reincubada con inhibidor s o

antagonistas del metabolismo del Acido araquidbnico:
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SOBRENADANTES .
Los sobrenadantes libres de células (0,5 ml) obtenidos a partir
de 5 x 10‘ linfocitos humanos normales CD4 o CD8 activados con
PHAse agregaron a la preparacion de auricula de rata preincubada
durante 1 hora con: 15 ml de KRB, 15 ml de KRB + FPL-55712 (10"
H). 15 ml de KRB + NDGA(10" M) o KRB + indometacina (10" M).
Se determinaron los cambios porcentuales de los valores iniciales
de tensión (TlD) y frecuencia (FC) a los 10 minutos del agregado
de los sobrenadantes a la auricula. Los valores se expresan como
la media aritmética 1 error estándar de la media de 6 experimen
tos. Las diferencias estadísticamente significativas, calculadas
por el test t de student fueron:
Tension:
CDA-PHA-KRBvs CD4-PHA-FPL-55712 p < 0,02
CDA-PHA-KRB vs CDA-PHA-NDGA p < 0,05
CDú-PHA-KRB vs CDS-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 AClDO ARAQUIDONICO (AA) EN EL EFECTO INOTROPICO Y

CRONOTROPICO INDUCIDO POR LlNFOClTOS HUMANOS NORMALES

Los resultados expuestos previamente demuestran que la

subpoblacion de linfocitos enriquecida en células CD4y estimu

ladas con PHAinducen efectos inotrópicos y cronotrbpicos positi

vos sobre la auricula aislada de rata, mientras que la subpobla

ción de linfocitos enriquecida en células CDBy estimuladas con

PHAinduce efectos negativos. Los linfocitos CD4-PHAliberarian

productos solubles capaces de inducir, por parte de la auricula,

la producción de metabolitos activos del AAprovenientes de la

via de las lipoxigenasas.

En el proceso de activación linfocitaria con lectinas. se

produce la movilización de los fosfollpidos de la membranadel

linfocito y aumenta la disponibilidad de ácidos grasos libres,

entre ellos el ácido araquidbnico (172). Este podria servir de

sustrato para la generación de metabolitos de lipoxigenasa y

ciclooxigenasa por la auricula. En el sistema de los linfocitos

activados por la lectina, la especificidad de la reaccion ino

trópica positiva de los linfocitos CD4podria estar ligada a la

selectividad del estimulo (PHA)para esa población. Por esta

razón quisimos verificar si el suministro exbgeno de AAa los

linfocitos humanosnormales, en ausencia de otro estimulo era

capaz de suplantar los pasos iniciales que suceden luego de la

estimulación linfocitaria con PHA.
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2.1. Efecto de linfocitos tratados con AAsobre la contractili

dad cardiaca

Como lo demuestra la FIGURA11, el agregado de linfocitos en

una concentracion de 4x103/ml o de AAen una concentración de

8x10'7M, a la preparación de auricula aislada de rata. no modifi

caba su actividad contráctil. Sin embargo el agregado simultáneo

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 tensión y

frecuencia contráctiles. Este efecto aumentó con el tiempo

llegando a un valor máximo de tensión a los 15 min de la reacción

y de frecuencia a los 5 minutos.

2.1.1 Mecanismo de la reacción

Para determinar el mecanismo de la reaccion de L-AAcon la

auricula, se utilizaron inhibidores de diversas vias del metabo

lismo del AAque podrian resultar en la estimulacion de la

tensión y frecuencia de la contractilidad cardiaca. Los resulta

dos tal como lo indica la FIGURA12 demuestran que la inhibición

de la actividad de la ciclooxigenasa por indometacina o ASAno

bloqueaba los efectos inotrbpicos y cronotropicos positivos de

L-AA. En cambio un inhibidor de la via de la lipoxigenasa, el

NDGA,interfirió con la reacción del AAsobre la auricula.

También el ETYA en concentraciones que no tienen efecto sobre la
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actividad de la ciclooxigenasa pero si lo tienen sobre la lipoxi

genasa, bloqueaba eficazmente tanto los efectos inotrópicos como

los cronotrópicos de los L-AA.

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

linfocitos

Se comparó la respuesta al AAde la auricula aislada de rata

en ausencia y en presencia de linfocitos.

Mediante una curva dosis-respuesta de tipo acumulativo,

FIGURA13, se comprobó que el AA en un rango de concentraciones

de 2x10“ Ma 1x10" M indujo el aumento de tensión de la auri

cula. No se observó ningun efecto en la frecuencia de las con

tracciones. Luego se realizó la mismacurva dosis-respuesta pero

en presencia de 4x10’L/ml. La presencia de los linfocitos poten

ció significativamente este efecto alcanzando la curva dosis res

puesta su valor máximo con una concentración de AAde 5x10" M;

mientras que en ausencia de linfocitos el efecto maximose logró

con una concentración de AAde 1x10" M. Asimismo, la curva

dosis-respuesta en presencia de los linfocitos se desplazó hacia

la izquierda respecto de la curva obtenida con AAsolo, lo que

significa que los linfocitos aumentan la potencia y eficiencia de
la droga. En presencia de linfocitos se observó una acción

cronotrópica positiva del AA.
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2.3. Efecto de inhibidores del metabolismo del AAen la accibn

del AAsobre la auricula de rata en ausencia de linfocitos

La preincubación de la auricula aislada con inhibidores de

la ciclooxigenasa como ser indometacina o ASAbloqueo totalmente

el efecto cardioestimulante ejercido por la presencia unica de

AA; contrariamente NDGAy ETYA(inhibidores de las lípoxigenasas)

no modificaron este efecto (FIGURA14).

2.4. Efecto de inhibidores del metabolismo del AA sobre la

acción del AAen presencia de linfocitos

Se estudió la influencia de distintos inhibidores del meta

bolismo oxidativo del AAsobre los efectos inotrópicos y crono

tropicos de este ácido en presencia de linfocitos. Se puede

observar en la FIGURA15 que la inhibición de la actividad de la

ciclooxigenasa por ASAno modifico la accibn inotrópica a bajas

concentraciones de AA,pero las redujo significativamente a altas

concentraciones. Cuando se preincubb la auricula con FPL-55712.

la curva dosis-respuesta inotropica de L-AAse desvio a la dere

cha y el efecto total fue significativamente menor. Contraria

mente, la acción cronotrbpica del AA en presencia de linfocitos

no fue alterada cuando se preincubo a la auricula con ASA.

El efecto inotrópico positivo fue inhibido con el bloqueo

simultáneo de ambos caminos enzimáticos. Con NDGA y ETYAlos

resultados fueron los mismos que los obtenidos con el uso del an
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tagonista de la SRS-A (FPL-55712).

2.5 Curva dosis respuesta al AAen presencia de linfocitos huma

nos normales T y no T

Se separaron los linfocitos totales por el método de rosetas

con glóbulos rojos de carnero y centrifugacibn en un gradiente de

Ficoll-Hypaque, obteniéndose poblaciones enriquecidas en linfo

citos T y no T respectivamente. Se realizó una curva dosis

respuesta de tipo acumulativa (FIGURA16) y se comprobó que tanto

la población de linfocitos T como no T sensibilizan la auricula

al efecto inotrópico positivo del AA.

2.6 Curva dosis-respuesta al AAen presencia de subpoblaciones

CD4 x CD8

Se realizaron curvas dosis-respuesta al AA en presencia de

subpoblaciones de linfocitos CD4y CDBcon el objeto de determi

nar el efecto de las distintas subpoblaciones inmunoregulatorias

sobre la auricula aislada en presencia de dosis acumulativas de
AA. Ambassubclases de linfocitos sensibilizan la auricula al

efecto inotrópico positivo del AA(FIGURA17), 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 encontró que solamente la población CD4era la responsable
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del efecto estimulante (FIGURAS8 y 9).

2.7. Efecto de sobrenadantes de linfocitos expuestos al AAen la

tensión y frecuencia de la auricula aislada de rata

Con el objeto de investigar si el contacto directo entre

linfocitos estimulados con AA y la auricula era necesario para

lograr el efecto estimulante. la reaccion se dividió en dos

etapas. Primero, los linfocitos fueron expuestos al AAy luego

el sobrenadante de esta reacción fue separado de las células y

agregado a la auricula aislada de rata.

Los resultados expuestos en la TABLA5, demuestran que los

factores solubles derivados de la interacción del AAcon 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 auricula, ya que

este efecto no ocurre cuando la auricula es previamente tratada

con NDGA. Con el agregado previo de FPL-55712 al tejido auricu

lar, el efecto también desaparecia. Esto indica que los compues

tos suscitados por el estimulo son similares ya sea cuando se
suministran los L-AAo los sobrenadantes de L-AA.

2.8. Efecto de sobrenadantes de subpoblaciones de linfocitos C04

y C08 expuestos al AAsobre la contractilidad cardiaca

Al igual que con los linfocitos totales se procedió a incu
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bar a los linfocitos no T y a las subpoblaciones de linfocitos

CD4 y CDS con AAdurante 30 minutos a 37°C, luego se centrifugb

la suspensión de celulas y el sobrenadante obtenido se enfrentb

con la auricula aislada. Los resultados que se exponen en la

TABLA6 demuestran que los sobrenadantes de todas las subpobla

ciones ejercen un efecto inotrbpico positivo al igual que las
células intactas.

2.9. Efecto del AAsobre la proliferación de linfocitos humanos
normales

De los experimentos previos se concluye que el agregado de

AAexógeno a los linfocitos suplanta en muchos aspectos a la PHA

comoestimulo para el efecto inotrbpico y cronotrbpico evaluado

en el sistema de contractilidad cardiaca. En forma paralela se

procuró determinar si el AAexbgeno en las condiciones experimen

tales del bioensayo modificaba la proliferación basal de linfo

citos o la proliferación inducida por la PHA.

Los linfocitos fueron estimulados con PHAen ausencia y

presencia de AA10‘7 M. Los resultados obtenidos indican que el

AAno basto per se comoseñal proliferativa ni modificó la res

puesta linfocitaria a la PHA(TABLA7).
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FIGURA 11

Cinética de la reacción de linfocitos humanosnormales tratados

con ácido araquidbnico con la auricula aislada de rata:
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Se suspendió a la auricula aislada de rata en KRBconteniendo 1
ml de una suspensión de 4 x 10‘ linfocitos/ml (O), 1 ml de una
dilución recién preparada de AA 12 x 10" H en RPM] (A) o 1 ml
de una suspensión de 4 x 10‘ linfocitos/ml preincubados durante
30 minutos con AA 12 x 10" M (O). La molaridad final del AAen
el baño de reacción fue de 8 x 10". Se representa la media
aritmética 1 error estándar de la media de los cambios porcen
tuales de tensión (TID) y frecuencia (FC). El número de expe
rimentos figura entre paréntesis.



FIGURA 12

Cinética de la reacción de linfocitos humanosnormales tratados

con ácido araquidbnico con la auricula aislada de rata en

metabolismo del acido araquidbnico:de inhibidores delpresencia
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TIEMPO (MINUTOS)

1 ml de una suspensión de 4 x 10‘ linfocitos/ml preincubados
Mse enfrentaron condurante 30 minutos a 37°C con AA 12 x 10"

la preparación de auricula aislada de rata suspendida en 15 ml de
KRB(C))'o en KRBconteniendo uno de los siguientes inhibidores:
ASA 1,8 x 10" M (.); indometacina 1 x 10" M (Ó ); NDGA
1 x 10" M (A) o ETYA10'7 M (A). Los valores basales de ten
sión (TID) y frecuencia contráctil (FC) se tomaron con cada uno
de los inhibidores o con KRBy se representan los cambios porcen

(media i error estándar de la media) después del agregadotuales
número de ensayos figura entre paréntesis.de los linfocitos. El



FlGURA 13

Efecto del ácido araquidbnico sobre la auricula aislada de rata

en ausencia de linfocitos humanos normales :en resencia
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Se incubb la auricula aislada de rata en 15 ml de KRB durante 30
minutos con 1 ml de RPMI conteniendo 4 x 10‘ linfocitos (C3) o 1
ml de RPMl (O). Se construyó una curva acumulativa dosis res
puesta agregando cantidades crecientes de AAa intervalos de 3 a
5 minutos. Se determinaron las medias aritméticas 1 error estan
dar de la media de los cambios porcentuales de los valores
iniciales de tension (TID). El número de experimentos figura
entre paréntesis.



FIGURA la

Efecto de inhibidores y antagonistas del metabolismo del acido

araquidonico sobre la accion del ácido araquidonico sobre la

auricula aislada de rata¿
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La auricu‘la aislada de rata fue suspendida en 15 ml de KRB(.) o
preincubada durante 30 minutos en presencia de :indometacina
10W M (n); ASA 1,8 x 10-° M (A ); NDGA10-= M (o ) o
ETYA10 '7 M (¿3 ). Se construyo una curva acumulativa dosis
respuesta agregando cantidades crecientes de AAa intervalos de 3
a 5 minutos. Se determinaron los cambios porcentuales de TlD
(media aritmética i error estándar de la media). El nümero de
experimentos figura entre paréntesis.



FIGURA 15

Efecto de inhibidores del metabolismo del ácido araquidbnico

sobre la acción del ácido araquidonico con la auricula aislada

linfocitos humanosnormales:de rata en presencia de
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FIGURA 16

Efecto del acido araguidbnico en presencia de linfocitos humanos
normales T y no T sobre la contractilidad cardiaca:

noT

(°/o)

SIN CELULAS

l l l l

o 1 2 3 4

AA x Io-GM

Se añadieron 0,5 ml de RPM!conteniendo 4 x 10‘ linfocitos T (5
experimentOs) o linfocitos no T (6 experimentos) a la auricula de
rata latiendo espontáneamente en 15 ml de KRB. Se construyó una
curva acumulativa dosis-respuesta agregando cantidades crecientes
de AAa intervalos de 3 a 5 minutos, en ausencia y en presencia
de células. Se determinaron los cambios porcentuales de los
valores iniciales (media artmética 1 error estandar de la media)
de tensión (TID).



FIGURA 17

Efecto del ácido araquidonico en presencia de poblaciones y de

subpoblaciones (CD4y CDS) de linfocitos humanos normales sobre

la contractilidad cardiaca:
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Se añadieron 0,5 ml de RPM]conteniendo 4 x 10‘ linfocitos tota
les, T, no-T, CD4o CDB a la auricula aislada de rata [atiendo
espontáneamente en 15 ml de KRB. Se construyeron curvas acumula
tivas dosis-respuesta agregando cantidades crecientes de AAa
intervalos de 3 a 5 minutos. Se determinaron los cambios porcen
tuales de los valores iniciales de tensión (TID). El AA
(4 x 10"M) en ausencia de los linfocitos sólo incremento la TlD:
+ 20%. Se presentan los resultados de un experimento representativo de cuatro.



TABLA S

Efecto de sobrenadantes de la reacción de linfocitos humanos

normales (L) con el AAsobre la auricula aislada de rata:

Sobrenadantes Auricula TlD (x) FC (x) n

L KRB + 5.0 i 2,5 O 5

L-AA KRB +46,0 1 7.3 +15.9 1 1,3 5

L-AA NDGA + KRB + 6.0 1 1,9 O 4

L-AA FPL-55712 + KRB + 4,7 + 2,6 O 4

Se añadieron los sobrenadantes (0,5 ml), obtenidos de la incuba
ción durante 30 minutos a 37°c de 4 x 10‘ linfocitos con 2 ul de
AA1,5 x 10" M, a la auricula de rata suspendida en KRBb pre
incubada durante 30 minutos con NDGA10" M o FPL-55712 10 '7 H.
Se determinaron los cambios porcentuales de los valores iniciales
de tensión (TlD) y frecuencia de contracciones (FC) 10 minutos
después del agregado de los linfocitos o de los sobrenadantes. Se
tabula la media aritmética i error estándar de la media de n
experimentos.



TABLA 6

Efecto de los sobrenadantes de la reacción de las subgoblaciones

de linfocitos humanos normales CD4 y CDSy no T con ácido

araQUidónico sobre la auricula aislada de rata:

Sobrenadantes de: TlD (x) n
\

Linfocitos C04 + AA 37 1 O 3

Linfocitos CDB + AA 46 1 18 3

Linfocitos no-T + AA 39 1 12 3

Se añadieron a la preparación de auricula de rata 0,5 ml del
sobrenadante obtenido luego de la incubación durante 30 minutos a
37°C de 4 x 10‘ linfocitos CD4, CD8 o no-T con 2 pl de AA 1,5 x
10'2 My se determinaron los cambios porcentuales de tension
(TID) a los 10 minutos del agregado de los sobrenadantes. Se
tabula la media aritmética 1 error estándar de la media de n
experimentos.



TABLA 7

Efecto del acido araquidónico sobre la proliferación de linfo

citos humanos normales:

Incorporación de 3H-timidina (cpm)

n linfocitos + PHA linfocitos

Control 7 25319 1 4650 725 i 176

AA 10'7 H 7 25243 1 4540 779 1 198

La captación de ‘H-timidina de linfocitos + PHAy de linfocitos
se determinó a la 72 hs en ausencia (control) y en presencia de
AA 10" H, tal como se describió en Materiales y Hétodos.Se
expresa la media aritmética 1 error estandar de la media de n
experimentos en cuentas por minuto (cpm).



3. EFECTO DE CELULAS LEUCEMICAS Y LlNFOBLASTOlDEAS SOBRE LA CON

TRACTlLlDAD CARDIACA

En las secciones previas se demostró que el efecto total de

los linfocitos sobre la respuesta de la auricula de rata al AA

resulta de la contribución de las diferentes subpoblaciones y

clases de linfocitos sin estimulo adicional. Con el objeto de

investigar si el efecto observado podria estar relacionado al
estado de activación o diferenciación celular, se examinóel

comportamiento de linfocitos transformados de pacientes con LLC

B, LLC-Ty células linfoblastoideas B creciendo en cultivo conti

nuo (linea celular Raji) sobre la contractilidad cardiaca.

3.1. Efecto de células leucémicas sobre la contractilidad cardia

ca

Contrariamente a lo demostrado para los linfocitos humanos

normales T y no T, los 2 casos de LLC-T y 10 de las 14 LLC-B

estudiadas tenian un efecto inotrópico negativo directo sobre la

auricula (o sea sin el agregado de AA). 2 casos tenian un efecto

inotrópico positivo directo y los otros dos casos restantes

presentaban un comportamiento análogo al de los linfocitos huma

nos normales (FIGURA18). La actividad de las celulas leucémicas

no fue afectada significativamente por el agregado de AAexbgeno

en concentraciones por debajo de 2x10‘6M, ya que a concentracio
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nes por encima de la indicada, el AAtiene un efecto estimulato

rio per se (FIGURA 14). El agregado de un número similar de

celulas muertas o de sobrenadantes libres de células no tenian

efecto sobre la tensión contráctil (datos no mostrados).

La preincubación de células de LLC-Bcon L-8027 bloqueaba su

efecto inotrópico negativo. El efecto inotrbpico positivo de uno
de los 2 casos estudiados (el otro caso de efecto inotrópico

positivo no pudo ser evaluado) también desapareció cuando las

células eran preincubadas con L-8027 (10"H) (FIGURA19).

3.2. Efecto de células Raji sobre la contractilidad cardiaca

Las células Raji también redujeron la tensión contractil

(TABLA8) mientras que la frecuencia de las contracciones perma

neció sin cambio. El efecto inotrbpico negativo de las Raji se

vió exagerado con el agregado de AAexógeno (FIGURA20). En pre

sencia de AA (1,98 x 10" M) el comportamiento de las células

Raji fue equivalente al del análogo sintético del TxA, U-46619

(173) en una concentracion de 10" M. El efecto fue mayor para

las células cosechadas luego de 48-72 horas de cultivo (TABLA8).

3.2.1. Efecto de inhibidores de la sintesis de Tromboxanosy

Prostanoides sobre las células Raji

Para determinar el rol de los metabolitos del AA en la
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reacción de las Raji con la auricula latiendo, se preincubaron

las celulas con inhibidores de la via de la ciclooxigenasa (ASA,

indometacina) e inhibidores de la sintesis de TxA, (L-8027,

imidazol). Los resultados de la TABLA9 demuestran que la via de

la ciclooxigenasa en las Raji es necesaria para el desarrollo del

efecto inotrbpico negativo.
Comotanto el L-8027 como el imidazol inhibian la reacción;

probablemente el TxA, seria la especie activa involucrada.

3.2.2. Efecto del L-8027 (inhibidor de la tromboxano-sintetasa)

sobre el crecimiento de la linea celular Raji

La FIGURA21 muestra la curva de crecimiento normal de las

células Raji entre las O y las 72 horas de cultivo. El agregado

de L-8027 (inhibidor de la tromboxano-sintetasa) hacia mas lento

el crecimiento de las células Raji.

Los resultados obtenidos sugieren que el L-8027 frena el

crecimiento de las células Raji por su acción sobre la actividad

de la tromboxano-sintetasa indicando asi que estas células poseen

caminos metabólicos dependientes de los tromboxanos. El TxA:

ejerceria un efecto modulador sobre el crecimiento de las células

RaJi.

3.3.Produccibn de metabolitos del AApor celulas Raji y de LLC-B

Con el objeto de encontrar una evidencia directa de la
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sintesis de tromboxanos en células transformadas se incubaron

células de la linea Raji y de LLC-B con AA radioactivo. La

conversión de AAradioactivo en 6-ceto-prostaglandina F.d (meta

bolito no enzimática de la PGlz), prostaglandina E, y Tsz fue

determinada por medio de una cromatografía en capa delgada.

Los resultados de la radioconversión (TABLA10) demues

tran que las Raji y las celulas LLC-B pueden metabolizar el AAI

exógeno a través de la via de la ciclooxigenasa, siendo el TxB,

el producto final que se encuentra en mayor concentración.

3.4. Determinación de Tromboxanos por RIA

La produccion de Tsz, producto estable de este camino

metabólico fue medido por RIA en ausencia de AAexbgeno. Los

resultados de la TABLA 10 confirman que los tromboxanos son

producidos tanto por las células de las LLC-Bcomo por las Raji.

En consecuencia, la producción de TxA, por las celulas transfor

madas podria estar involucrada en su efecto inotrbpico negativo.
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FIGURA 18

Efecto de linfocitos leucemicos x de linfocitos humanosnormales
sobre la actividad contráctil de la auricula aislada de rata:
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Se agregaron 0,5 ml de RPMI conteniendo 4 x 10‘ células de LLC-B
(n=14), LLC-T (n=2), T normales (n=5) o no-T (n=6) a la prepara
ción de auricula de rata latiendo en 15 ml de KRB. Se determina
ron los cambio porcentuales de los valores de tensión (TID).
n:nümero de pacientes o de dadores normales.



FIGURA 19

Efecto de células de LLC-Btratadas con un inhibidor de la

tromboxanosintetasa (L-8027) sobre la contractilídad cardiaca:
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Se enfrentaron a la preparación de auricula aislada 4 x 10‘
células de LLC-B incubadas durante 30 minutos a 37°C en 0,5 ml de
RPM!o en RPHI con el agregado de L-8027 (10"M). Se determinaron
los cambios porcentuales de los valores iniciales de tensión
(TlD).Se grafican los datos individuales de las celulas de 7
Facuentes



FIGURA 20

Efecto de células Raji sobre la contractilidad cardiaca:
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Las células Raji fueron cultivadas durante 72 hs a 37°C en RPM!
SFB. 0,5 ml de RPM!conteniendo 4 x 10‘ células fueron añadidos a
la preparación de auricula de rata latiendo en 15 mi de KRB. Se
construyo una curva acumulativa dosis respuesta agregando canti
dades crecientes de AAa intervalos de 3 a 5 minutos. Se determi
naron las medias aritméticas 1 error estándar de la media de los
cambios porcentuales de tensión (TID) de B experimentos a los 10
minutos del agregado de las células. Comocontrol se determinó el
efecto directo del U-46619 que es un análogo del TXAg.



TABLA 8

Efecto de células linfoblastoideas sobre la actividad contractil

de la auricula aislada de rata:

Células Raji n TlD (1)

RPMl 6 + 1 1 1

Tiempo de
cultivo: 24 h 8 5 1 2

48 h 19 9 1 1

72 h 19 - 12 i 2

Las células RaJi se cultivaron durante 24, 48 o 72 horas (h) a
37°C en RPMl-SBF. 4 x 10‘ células fueron agregadas a la prepara
ción de la auricula de rata en 15 ml de KRB. Se determinaron las
medias aritméticas 1 error estandar de la media de los cambios
porcentuales de los valores iniciales de tensión (TlD) de n
experimentos a los 10 minutos del agregado de las células.



TABLA 9

Efecto de células linfoblastoideas Raji tratadas con inhibidores
del metabolismo de acido araquidbnico sobre la contractilidad
cardiaca:

Raji incubadas con: KRB TlD (x) KRB + AA

RPM] 13 -11 1 3 -20 1 2

lndometacina (10"M) 3 0 1 1 + 4 1 6

ASA (8x10"H) 6 O 1 2 i 8 1 4

L-8027 (10"H) 8 O 1 3 + 4 i 5

lmidazol (10"H) 3 - 2 + 3 + 4 + 5

Las células Raji fueron cultivadas durante 72h a 37°C en RPM]
SFB. Las células, en una concentración de 8x10‘/ml,se incubaron
durante 30 minutos a 37°C en RPM] o en RPM] con el agregado de
los siguientes inhibidores: indometacina (10"H). ASA(8x10"H),
L-8027 (10"M), imidazol (iO'SM). 0,5 ml de la suspension de
celulas Raji en RPM]o en RPMlen presencia de los inhibidores se
agregaron a la preparación de auricula aislada. Se determinaron
los cambios porcentuales de los valores iniciales de tensión
(TID) a los 10 minutos y nuevamente 10 minutos despues del agre
gado de AAa una concentración final de 1,93 x 10"“. Los inhibi
dores y el AA a las concentraciones mencionadas no tuvieron
efecto sobre los valores de TlD basales. Se tabularon las medias
aritméticas 1 error estándar de n experimentos.



FIGURA 21

Efecto de un inhibidor de la tromboxano sintetasa (L-8027) en el

crecimiento de las células Raji:
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Las células Raji se cultivaron en 10 ml de medio RPMI-ieao, 10%
SFB, en una concentracion inicial de 1 x 10’ células/ml en ausen
cia (O) y en presencia de L-8027 10"H ( O ). Se grafican las
medias aritméticas i error estándar de la media de los recuentos
celulares obtenidos a las 24, 48 y 72 horas de cultivo de 7
experimentos.



TABLA lU

Producción de metabolitos del acido araquidónico por celulas Rajj

y células de LLC-B:

Radioconversión RIA

n 6-ceto PGF.ak PGE, Tsz n Tsz

(% de conversión de b-“C1AA) (pg/40x10‘células)

Raji ' e 1.os;o.16 0,9810,14 33710,49 6 136; 39

LLC-B S 0.3910.03 0.5519,11 1,691D.31 7 749+334

Se efectuaron los ensayos de conversión del [1-“C] AA en susmetabolitos y de RIA para detectar la producción de TxB, de
células Raji o de células de pacientes con LLC-B tal como se
describe en Materiales y Métodos. Se tabula la media aritmética i
error estándar de la media de n experimentos o de n pacientes con
LLC-B.
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DISCUSION

Para facilitar el desarrollo de la discusión. esta se divi

dirá en tres partes correspondientes a los estadios experimen

tales realizados para resolver los interrogantes planteados
inicialmente.

1. Determinación del tipo de linfocitos activados involucrados

en la inducción de cambios en la contractilidad cardiaca

La activación temprana de los linfocitos humanosnormales

por PHA o por el ionóforo de calcio A 23187, les confiere la

capacidad de modificar la actividad contráctil de la auricula

aislada de rata (165). Resultados previos obtenidos en nuestro

laboratorio demuestran que los linfocitos activados de progenie T

son los responsables del incremento de la tensión y frecuencia

cardiaca por un mecanismo que involucra la liberación de la SRS

A, que esta constituida por los leucotrienos C., D. y E. (721.

Para lograr una respuesta inmune óptima es necesaria la

interacción de varios tipos celulares diferentes. Uno de los

niveles de control de la respuesta inmune está dado por la acción

de los linfocitos T tanto sobre las células B como sobre otras

poblaciones de células T. Ademas. se ha demostrado que los

linfocitos T no sólo favorecen sino que también suprimen respues

tas inmunes, ejerciendo una función reguladora importante que

abarca un amplio espectro: desde la estimulación total a la

supresión total.
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Las diversas funciones inmunoregulatorias llevadas a cabo

por los linfocitos T son efectuados por distintos clones celula

res, que pueden ser diferenciados por sus antigenos de super

ficie. Por consiguiente los anticuerpos dirigidos contra an

tigenos de diferenciación son instrumentos muy utiles en la

identificación y aislamiento de los distintos subtipos celulares.

Los linfocitos CDAson los que participan en reacciones de

colaboración o inducción de la respuesta inmune mientras que los

CDBestán asociados a respuestas supresoras o citotóxicas (5).

Sin embargo investigaciones posteriores acerca de estas

subclases de linfocitos han demostrado que considerar solamente

estas subdivisones seria simplificar demasiado la diversidad

funcional de los linfocitos T, ya que han surgido evidencias de

una heterogeneidad importante en las subpoblaciones de linfocita

rias T. Por ejemplo dentro de la población CD4se ha definido el

subgrupo CD4CDAS' que posee propiedades colaboradoras con las

céluas B ya que induce su proliferación y diferenciación a célu

las plasmáticas y otra subpoblación (CD4 CD45R‘) que actba como

inductora de las celulas supresoras CDB(174).

En cuanto a la subpoblación de linfocitos CDB, no posee en

ninguna fracción actividad colaboradora. Esta subpoblación con

tiene a los linfocitos con función supresora CDBy a los linfo

citos efectores citotóxicos que expresan ademásel antigeno
CD28 (175).

Las células supresoras T, regulan la respuesta inmune

inhibibiendo el crecimiento celular y la diferenciación a celulas
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con actividad inductora de los CD4. Por lo tanto las interac

ciones entre los CD4 y los CD8 son cruciales para un fun

cionamiento efectivo del sistema de control negativo de la res

puesta inmune.

El delicado equilibrio que existe normalmente entre las

respuestas supresoras y colaboradoras mantiene al sistema inmune

en un balance homeostático cuya alteración daria origen a multi

ples patologías.
Para determinar la participación de las subpoblaciones de

linfocitos T activados en la modificación de la respuesta inotrb
pica y cronotropica del tejido auricular expuesto a linfocitos T

activados se obtuvieron poblaciones enriquecidas en linfocitos

con antigeno CD4o CD8mediante una lisis selectiva con anticuer

pos monoclonales y complemento.

La separacion fue eficiente (TABLA1), y ambas subpobla

ciones se comportaron de un mododiferente luego de su activación

con PHA. La poblacion celular constituida por los linfocitos CD4

era la responsable del efecto inotrópico y cronotrbpico positivo
observado (FIGURA8). Por el contrario la fracción de linfocitos

CD8 tenia el efecto opuesto disminuyendo la tension pero sin
alterar sustancialmente la frecuencia contráctil. En consecuen

cia, el efecto estimulante producido por la preparación total de

linfocitos T surge del balance de las contribuciones de las

fracciones CDA y C08 y su erecto es proporcional al numero de

células agregadas al sistema (FIGURA8).

Reinherz y sus colaboradores han demostrado que la respuesta
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proliferativa a antigenos solubles está restringida a la fraccion
CD4y la magnitud de la respuesta es comparable a la de la pobla

cion T sin fraccionar, ya que la fraccion CDBvirtualmente no

responde al antigeno soluble. La magnitud de la respuesta a la

PHAtambién difiere en ambas fracciones. La población CD4proli

feraba óptimamente ante el estimulo mitogénico de la PHAy la

respuesta es comparable a la de la poblacion de linfocitos T sin

fraccionar (176). Esto nos indica que existe una respuesta

proliferativa selectiva de la poblacion CD4al estimulo de la

PHA.

Probablemente la señal dada por la PHAen el sistema des

cripto por Reinherz no constituye un estimulo suficiente para

activar a la subpoblación CD8hasta la division celular. Sin

embargo otros autores observaron que la subpoblacion CDBproli

fera en respuesta a la PHA(177). En nuestro sistema, el esti

mulo de la PHA indujo respuestas en la subpoblación CDScapaces

de modificar el comportamiento auricular.

En un trabajo previo del laboratorio realizado con la

poblacion total de celulas T se sugirib que sólo las etapas mas

tempranas de la activacion mítogénica de los linfocitos T son

necesarias para desarrollar el efecto sobre la contractilidad
(165).

Estos resultados podrian ser el fruto de interacciones entre

ambas subpoblaciones regulatorias T. Sin embargo, el análisis de

los datos presentados en la FIGURA 9. demuestra que tanto los

efectos estimulantes de los CD4como los supresores de los CD8
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pueden ejercerse a los pocos minutos de agregado del mitógeno a

cada población purificada. lo que indica que el efecto es direc

to, o sea que no necesita la colaboración de la otra subpoblacibn

y tampoco requiere alcanzar las etapas avanzadas de la estimula

ción linfoidea (división celular) en ninguno de los casos.

Para intentar comprender los mecanismos de accion de los

linfocitos activados se emplearon drogas inhibidoras y/o antago

nistas con acción farmacológica que permitan discernir los ca

minos metabólicos involucrados. Se probó el efecto del FPL

55712, que es un antagonista de la SRS-Asobre la reacción entre

la subpoblación CD4estimulada con PHAy la auricula de rata. El

efecto estimulante se bloqueo, (TABLA3), sugiriendo que los

leucotrienos (C., D. y/o E.) serian los responsables de los cam

bios de tensión y frecuencia de las contracciones. Tambien se ha

demostrado que el FPL-55712 antagoniza la acción de la SRS-A en

la traquea de cobayo (178) y en las vias aéreas respiratorias

humanas (179). Los leucotrienos y otros productos de lipoxige

nasas alteran intensamente la función cardiaca de la mayoria de

las especies estudiadas (180). Asimismo. el tejido cardiaco

produce cantidades significativas de leucotrienos cuando se lo

expone ya sea a estímulos inmunológicos como no inmunológicos

(181).

Los leucotrienos C. y D. son capaces de actuar sobre el

corazón aislado de cobayo produciendo un efecto inotrópico posi

tivo (182). Otros autores (183) empleando el órgano entero y

estudiando el efecto de distintas clases de leucotrienos por
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perfusión. encontraron efectos depresoras de la contractilidad
cardiaca. En este caso la disminución de la tension contráctil

del miocardio, fue consecuencia de la disminución del flujo

coronario, ya que el efecto predominante de los leucotrienos en

este sistema fue la vasoconstriccibn. Aúnno esta aclarado si la
alteración de la actividad contráctil cardiaca es debida unica

mente a la insuficiencia coronaria e isquemia cardiaca, o si el

LTD. también tiene un efecto inotrbpico negativo en el miocardio

independientemente del efecto vascular (184). Comola indometa

cina inhibe parcialmente las acciones depresoras del LTC. y del

LTD. sobre el corazon perfundido de cobayo. se ha sugerido una

posible participacion del TxA, (69). Las diferencias entre los

resultados podrian estar relacionados a los modelos experimenta
les utilizados en cada caso.

En nuestro sistema, el efecto también se bloqueo con el

agregado de NDGA10‘S M (datos no mostrados). que a la concentra

ción indicada inhibe la generación de metabolitos del AApor la

via de las lipoxigenasas al igual que la generación de SRS-A.

En cambio cuando se utilizó la indometacina, que en una con

centración 10"M es un inhibidor de la ciclooxigenasa. se observo

una exacerbación del efecto positivo (TABLA3). Esto Ultimo se

deberia a una mayor disponibilidad de AAque podria ser metaboli

zado por lipoxigenasas o también podria deberse a la desaparición

de productos derivados de la via enzimática de las ciclooxigena

sas con propiedades inotrbpicas negativas. En efecto. se ha

demostrado que la prostaglandina E tiene un efecto inotrópico
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negativo sin alterar la frecuencia de contracciones de la auri

cula aislada de rata (185). Por otro lado, nuestros resultados

demuestran que el uso de indometacina 10"M no afecta la res

puesta del tejido auricular en presencia de la subpoblación CDB

estimulada con PHA (TABLA 3). Los mecanismos a traves de los

cuales los linfocitos CDB activados deprimen la actividad con
tráctil de la auricula no estan claros aún.

Aparentemente el sistema experimental empleado no es sufi

ciente para dar una orientacion acerca de las_vias metabólicas

involucradas en este caso. En cambio, si bien la evidencia es

indirecta. los resultados obtenidos con el uso de inhibidores y/o

antagonistas sugieren que la acción de los linfocitos CD4acti
vados involucra la biosintesis de derivados del metabolismo

oxidativo del AA, especialmente los de la via de la lipoxige

nasa.

Comolos inhibidores del metabolismo del AAestaban presen

tes a lo largo de toda la reaccion conjuntamente con las subpo

blaciones de linfocitos T, la PHAy la auricula aislada de rata,

no era posible discernir si los metabolitos activos eran un

producto de las células efectoras estimuladas o si derivaban del

tejido auricular durante la fase final del bioensayo. En conse

cuencia. la reacción se dividió en dos etapas: en la primera

etapa se incubaron las células efectoras con PHA durante 30

minutos a 37°C y se obtuvieron los sobrenadantes libres de celu

las, y en una segunda etapa se efectuó el bioensayo con los

sobrenadantes obtenidos en la primera etapa. en ausencia y en
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presencia de inhibidores del metabolismo del AA. Este procedi

miento sirvió para demostrar que los sobrenadantes de linfocitos

T activados con PHApor un periodo corto de tiempo (30 minutos)

ejercian sobre el tejido auricular el mismoefecto que las celu

las intactas; revelando asi que la acción de los linfocitos
activados sobre la auricula involucraria a factores solubles

liberados al sobrenadante de la reacción (TABLA4).

Cuando el sobrenadante de la subpoblación CD4activada con

PHAse enfrentó con el tejido auricular preincubado con FPL

55712, el efecto inotrópico y cronotrbpico desapareció (FIGURA

10). La contribución hipotética de metabolitos del AA por parte

de los linfocitos seria despreciable ya que luego de la pre

incubación de la auricula con NDGAen una concentración que

interfiere con la acción de las lipoxigenasas, ésta no responde a
los sobrenadantes de linfocitos CD4 activados con PHA(FIGURA

10). De tal manera se confirma que la respuesta cronotrbpica e

inotrópica positiva a los sobrenadantes activos esta mediada por

los leucotrienos C., D. y E. provenientes de la auricula.

Se ha comprobado fehacientemente que los linfocitos humanos

normales. deplecionados de neutrbfilos, monocitos y plaquetas

liberan AA cuando son estimulados (90,i71,186). Sin embargo la

evidencia de la producción de leucotrienos por las células T es

muycontrovertida. Goldyne y sus colaboradores no han detectado

sintesis de metabolitos del AApor células T humanas en cultivos

deplecionados de monocitos (116). Ütros autores, por el con

trario. le han atribuido a los linfocitos T humanos la generacion
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de productos derivados del metabolismo del AApor accion de la

lipoxigenasa. pero las determinaciones fueron efectuadas en

poblaciones de linfocitos contaminadas con células no identifica

das (137.187). Aunque los resultados obtenidos hasta este momen

to, involucrarian preferentemente a los monocitos como generado

res de eicosanoides: no se excluye la posibilidad de que los

leucotrienos sean producidos por linfocitos: a) en concentra

ciones muybajas no detectables por los metodos analiticos ac

tualmente disponibles o b) comorespuesta a señales estimulato

rias aun no probadas experimentalmente.

Hemosdemostrado entonces. que los linfocitos CD4activados

pueden modificar el comportamiento contráctil de la auricula
aislada de rata a traves de factores solubles. Estos factores

son capaces de activar la acción de las lipoxigenasas del tejido

auricular generando los leucotrienos, que serian los responsables

de los efectos inotrópicos y cronotrbpicos observados. La na

turaleza de los factores solubles liberados por los linfocitos
CD4activados debe aún ser dilucidada.

2. Papel del ácido araquidbnico en la estimulación cardiaca

provocada por linfocitos humanosnormales

En esta etapa intentamos discernir si la calidad de la

respuesta provocada por los linfocitos activados dependía de la
clase de células linfoides involucradas o del estimulo desencade

nante. Por ejemplo, si la capacidad de provocar efectos inotró
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picos positivos fuera propia sólo de los linfocitos CD4y los

efecto inotropicos negativos de los CD8y de los no T (165) aún

cambiandoel estimulo, las diferentes clases de células darían

respuestas semejantes a las halladas para las poblaciones es
timuladas con PHA.

La unión de lectinas mitogénicas a la superficie del linfo

cito induce una serie de eventos bioquimicos que conducen a la

activación celular. Una de las consecuencias más tempranas de

dicha estimulacion es la movilización de los lipidos de la mem

brana con un aumento de la disponibilidad de AA (172), Este

ácido graso puede provocar cambios en la contractilidad cardiaca

por si mismo o a través de sus metabolitos. Se ha descripto un

efecto cronotrópico positivo del AAsobre la auricula aislada de

cobayo atribuible a peróxidos producidos durante su metabolismo

(188). Tambien se ha demostrado que la administración de AApor

perfusión produce, comoconsecuencia de su biotransformacibn a

metabolitos activos. respuestas bifásicas en la auricula aislada
de rata (189).

Como la liberación de AAes un paso común en el proceso de

activación de todas las subpoblaciones linfocitarias empleando

distintos estímulos, decidimos aportar AA exbgeno a linfocitos

totales o subpoblaciones linfocitarias no estimuladas con mitóge

nos y analizar la calidad de la respuesta obtenida empleando la

auricula aislada de rata comobioensayo.

En la segunda parte de esta tesis quisimos averiguar si el

agregado de AAen concentraciones bajas, incapaces de alterar por
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si mismas el funcionamiento cardiaco, podia desencadenar la reac

ción entre los linfocitos humanosnormales y la auricula aislada

de rata. De este modo se prescindiria de la etapa inicial del

proceso de activacion celular inducida por la PHA. y el AAactua

ria como sustrato para los pasos siguientes de la cascada de

estimulación.

Se han realizado numerosos estudios tendientes a describir

la acción regulatoria de los metabolitos del AAsobre un amplio

espectro de respuestas del sistema inmune pero las evidencias de

la accion directa del AAsobre las células de dicho sistema son

muy escasas.

Aparentemente, la activación de la fosfolipasa A2, que

cataliza la liberación del AAde los fosfolipidos, tendria un

papel muy importante en los mecanismos de transducción de la

señal que tienen lugar luego de la interacción del ligando con su

receptor. Estudios realizados en la linea EL-a (derivada de un

timoma murino) demostraron que la lL-i activa a la fosfolipasa

A2. Asimismo el agregado exbgeno de esta fosfolipasa o de AAre

emplaza el requerimiento de la lL-i para la producción de lL-2

por estas células (190).

Johnson y sus colaboradores han realizado una serie de

experimentos utilizando un modelo de esplenocitos murinos deple

cionados de la poblacion T colaboradora. Ellos demostraron que

el AAfue capaz de reemplazar una señal necesaria para la produc

ción de IFNflf. Aun más, estos autores comprobaron que el AAera

más efectivo que el LTC., el 5-HETE o el 15 HETE. ya que una
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concentración de BnM restauro completamente la capacidad de

producción de lFN Zr (135). Los mismos resultados se obtienen

con el agregado de PLA, a este sistema. comprobandose asi que el

efecto observado es debido a la liberación de AAendógeno (191).

Se ha descripto que el AAy/o sus metabolitos de lipoxidacion

activarian a la guanilato ciclasa. Por ende, muchos de los

efectos biológicos del AA podrian deberse a la inducción de

aumentos en el contenido de GMPc(117).

Recientemente varios autores han documentado que el AA

actuaria en células fagoclticas, comosegundo mensajero en la

producción de especies reactivas del oxigeno ante una variedad de

estímulos. McPhail y sus colaboradores sugirieron que el AA

actuaria a través de la activación de la proteina quinasa C

(192), mientras que otros grupos de investigadores sostienen que

el AAactivaria directamente al sistema generador de 0;, la NADPH

oxidasa (193,194). Tambien está descripto. que un aumento de

ácidos grasos insaturados en la membranacelular trae aparejado

cambios en su propiedades fisicas (fluidez, potencial eléctrico,

transporte de solutos y otras alteraciones) (195) que podrian
afectar secundariamente la actividad de la NADPHoxidasa en

macrbfagos y leucocitos polimorfonucleares.

Nuestros experimentos demuestran que los linfocitos humanos

normales son capaces de aumentar la respuesta del tejido auri

cular al AA libre. Concentraciones de AAentre 8 x 10'7 y 2 x

10" M, inactivas per se, dan marcados cambios positivos en la

tensión contractil en presencia de los linfocitos. Ademas, la
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frecuencia de las contracciones. que no es modificada por el AA

aún en concentraciones elevadas, también aumentaba cuando este se

agregaba junto con los linfocitos (FIGURA 11), o sea que la

respuesta de la auricula cambió cualitativamente y cuantitati

vamente por acción del AAy los linfocitos.

Al igual que con los linfocitos estimulados con PHA, los

cambios en los parámetros contractiles se observaron poco tiempo

después del agregado de los linfocitos tratados con AA. Por lo

tanto, se deduce que sólo las primeras etapas de activacion

linfocitaria estarian involucradas en este proceso (FIGURA11).

La reacción estaria mediada por metabolitos oxidativos del AA

provenientes de la via de las lipoxigenasas ya que el pretra

tamiento de la auricula con inhibidores de esta via metabólica,

anuló los efectos tanto inotrbpicos comocronotrbpicos. Por el

contrario, la preincubación de la auricula con inhibidores de la

via de la ciclooxigenasa, no eliminó la reacción inotrópica

positiva de los linfocitos en presencia de AA en concentraciones
subumbrales (FIGURA12).

El efecto del agregado de AAsolo, en un rango de concentra

ciones de 2 x 10"M a 10"M sobre la auricula aislada de rata es

distinto al observado en presencia de linfocitos y cantidades

subbptimas de AA (FIGURAS13 y 14). En esta zona de la curva

dosis-respuesta, los linfocitos también exacerban la respuesta de

la auricula al AA. Este efecto difiere tanto en magnitud comoen

el origen de los productos que lo inducen ya que en este caso el

mecanismo de acción involucra a derivados de la via de Ia ciclo

103



oxigenasa. Estos resultados son confirmados por experimentos que

demuestran que la inhibición de esta via por ASAe indometacina

anula el efecto biológico, mientras que el NDGAen concentra

ciones que no afectan la via de la ciclooxigenasa no inhibe la

reaccion (FIGURA14).

En consecuencia. según la dosis de AAsuministrada, los

linfocitos conjuntamente con el AAinducen una respuesta inotró

pica y cronotrópica positiva por diferentes mecanismos. A bajas

dosis de AAlos metabolitos involucrados en el efecto inotrópico

y cronotrópico positivo son los Ieucotrienos, debido a que el

efecto desaparece cuando la auricula es preincubada con FPL-55712

(FIGURA15). A altas dosis de AA, los linfocitos potencian el

efecto inotrbpico a través de mecanismos que involucran ambas

vias del metabolismo del AA(tanto la via de la ciclooxigenasa

como la de la lipoxigenasa) (FIGURA15).

En estas condiciones. la inhibición de la actividad de la

ciclooxigenasa impide parcialmente el efecto inotrópico positivo

de los linfocitos tratados con AA. Solamente por preincubación

de la auricula con FPL-55712 en conjunto con ASA se consiguio

eliminar el efecto inotrópico estimulatorio de los linfocitos

tratados con AA. Por otro lado la preincubación de la auricula

con FPL-55712fue suficiente para bloquear el efecto cronotrópico

positivo (FIGURA15). Las reacciones involucran un balance entre

los productos derivados de la ciclooxigenasa y de la lipoxigenasa

con un papel central para la SRS-A.

Dos aspectos de la reacción merecen ser enfatizados: la
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aparición de un efecto cronotrópico que se observa solamente

cuando los linfocitos son agregados a la preparación junto con el

AAy la sensibilización de la reacción de la auricula a los

efectos del AA. Estos efectos se hacian igualmente evidentes

tanto con el agregado de la mezcla de linfocitos preincubados con

AAa la auricula como con el agregado de linfocitos solos a la

auricula seguido de cantidades crecientes de AA(curva dosis-res

puesta) (FlGURAS 11 y 15).

En otros sistemas también se han descripto fenómenos de

activación inducidos por AAen altas concentraciones. El trata

miento de las plaquetas con activadores fisiológicos tales como

la trombina. el colágeno, el factor activador de las plaquetas y

el AA conduce a una serie de respuestas incluyendo el cambio de

forma, la liberación del contenidos de granulos densos y alfa y

la agregación (196). Estas respuestas estan asociadas a la

activación de fosfolipasas especificas y a la aparición de deri

vados lipidicos activos. El AA(10"M) incorporado a un plasma

rico en plaquetas necesita ser metabolizado por la ciclooxigenasa

a endoperóxido y posteriormente a tromboxano para inducir la res

puesta de agregación plaquetaria (81). Asimismo, se libera ADP

de los gránulos densos. El AAtambién induce la agregación de

leucocitos polimorfonucleares a traves de intermediarios activos

provenientes de la via metabólica de las lipoxigenasas (119).

Otros autores describen un efecto de agregación inducido por AAy

LTB. en una población de leucocitos mononucleares de sangre

periférica humana(197). Contrariamente, en un trabajo efectuado
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en colaboración, nosotros hemos observado que entre varios agen

tes agregantes empleados, sólo el AA fue capaz de inducir la

agregación de células mononucleares de sangre periférica humana.

La via enzimática involucrada fue la de la ciclooxigenasa. Los

LTB.. LTC., LTD. no fueron capaces de inducir la agregación en

este sistema (198).

Los resultados de los estudios llevados a cabo por varios

grupos de investigadores coinciden al sostener que el AAsumi

nistrado exbgenamente se metaboliza preferentemente a productos

de ciclooxigenasa, mientras que los leucotrienos predominan sobre

los metabolitos de ciclooxigenasa cuando el ácido graso endógeno

es movilizado por un agonista. Estas diferencias han sido des

criptas en macrbfagos alveolares y en neutrbfilos y celulas

mononucleares de sangre periférica humana.

Humesy colaboradores observaron que la sintesis de leuco

trienos y prostaglandinas estaban bajo un control independiente

en macrbfagos peritoneales murinos. En ese mommentoargumentaban

que el AAestaba esterificado en distintos compartimentos intra

celulares de fosfolipidos, de manera tal que las diferencias en

los perfiles metabólicos podrian explicarse por la accesibilidad

del AA para ser sometido a la acción de una u otra enzima depen

diendo del agonista empleado como estimulo (199).

Sin embargo los estudios actuales que demuestran la existen

cia de una acción sinérgica de agentes que activan a la PKCy

otros que elevan el Caz' intracelular, presentan una explicacion

alternativa para esta regulación independiente. Por ejemplo la
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acción sinérgica del PMAy el A 23187 induce la liberacion de AA

en neutrófilos humanosaumentando la disponibilidad de sustrato

para la producción de LTB., a través de un mecanismo que involu

cra la activación de la PKC(200). Esto mismo ha sido sugerido

en un estudio en plaquetas humanas. en donde se observo que el

PMAy los diacilglicéridos provocaban un aumento de la liberación

de AA inducido por A 23187 (201).

En un trabajo reciente, Humescomprueba (202) que es necesa

ria la acción sinérgica del ionbforo de Ca" y el PMApara indu

cir la sintesis de LTC. en macrbfagos peritoneales murinos.

Contrariamente, la sintesis de PGE, requiere solamente la activa

ción de la PKC, ya que el PMA solo (sin el agregado de otro

cofactor) es capaz de estimular completamente su sintesis. En

relación a ésto se sabe que la 5-lipoxigenasa requiere Caz‘ para

su activación, en tanto que contrariamente la actividad de la

ciclooxigenasa no es afectada por el Ca” (203).

El efecto provocado por la poblacion total de linfocitos de

sangre periférica humanasobre la respuesta de la auricula al AA.

seria el resultado de la contribución de las diferentes clases y

subpoblaciones de linfocitos. Nosotros demostramos que tanto la

población enriquecida en linfocitos T como la enriquecida en

linfocitos no T (en reposo), potenciaban el efecto inotrópico

positivo del AA (FIGURA16).

En un trabajo previo se demostró (165) que la población de

células no T activada con PHAejercia un efecto inotrbpico y

cronotrópico negativo, pero el comportamiento de esta fracción
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celular es muy dificil de evaluar debido a su heterogeneidad

(linfocitos B, K, monocitos).

Asimismo comprobamos que dentro de la población T, ambas

subpoblaciones C04 y CDS ejerclan un efecto inotrbpico positivo

en presencia de AA (FIGURA17). Por lo tanto, cuando el AA

interacciona inespecificamente con la membranalinfocitaria se

pierde la selectividad del efecto (inotrópico positivo o
negativo ) descripto previamente para subpoblaciones linfocita

rias definidas activadas por la PHA.
Los resultados obtenidos con los sobrenadantes libres de

células de linfocitos totales tratados con AA, demuestran que se

generan factores solubles capaces de desencadenar efectos ino

trbpicos y cronotrbpicos sobre la auricula de rata (TABLA5).

Los sobrenadantes obtenidos de subpoblaciones no T ,coa y CDB

incubados con AAtambién ejercian un efecto inotropico positivo

sobre la auricula aislada de rata (TABLA6). Por lo tanto no es

necesario el contacto directo de las células con el tejido car

diaco para producir el aumento de la actividad contractil.

La inhibición de las lipoxigenasas de la auricula o el

bloqueo de los receptores de la SRS-Aimpidió la accion de facto

res solubles sobre la auricula (TABLA5); esto sugiere que los

metabolitos oxidativos del AA se producen mediante la bateria

enzimática de la auricula, siendo los leucotrienos los metaboli

tos más importantes involucrados en el efecto.

De acuerdo a nuestros resultados se puede postular que el AA

reemplazaria al estimulo linfocitario temprano dado por la PHA
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induciendo la liberación de factores solubles al sobrenadante.

los cuales a su vez modificarian la tensión y frecuencia cardia

cas.

Paralelamente quisimos determinar, si el AAutilizado en las

condiciones experimentales del bioensayo ejercia un efecto modu

latorio sobre la proliferación linfocitaria. Comprobamosque el

agregado exógeno de AA 10"“ a un cultivo de linfocitos humanos

normales no tuvo efecto per se ni potenció la acción mitogénica

de la PHA (TABLA7). Kelly y Parker (204) describieron que el AA

provocaba un aumento de la incorporación de timidina tritiada en
cultivos de linfocitos estimulados con PHA. Este resultado esta

en discrepancia con el obtenido por nosotros probablemente por

diferencias en las condiciones experimentales (pureza de la

suspensión linfocitaria) ya que estos autores utilizaron sangre

heparinizada lo que implica contaminación plaquetaria. En cuanto

a la exploración del efecto de dosis mayores de AA en el sis

tema de la auricula aislada. una concentración elevada de AA

provocaría el estimulo de la ciclooxigenasa de la auricula (Fl

GURA15) por lo que no analizamos su acción en los ensayos de

proliferación.
En otras palabras. nosotros sugerimos que la presentación de

AAa la auricula en asociación con factores solubles derivados de

los linfocitos, ofrecen una señal al tejido cardiaco que difiere

de la señal dada por el AAsolo. Es decir que las células lin

foideas activadas liberarian AA y otros productos solubles al

medio. que en forma sinergica podrian afectar al comportamiento
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cardiaco. Esta situacion podria ser similar a la comentada en

párrafos anteriores de esta discusión, donde se describen fenome
nos de activación celular inducidos por 2 o mas agonistas en

forma sinérgica en macrófagos. leucocitos polimorfonucleares y

plaquetas.

Nuestros experimentos se aproximan más a condiciones que

pueden observarse in vivo ya que fisiológicamente la concentra

cion de AA libre es de 10"M (188). En cambio la mayor parte de

los estudios realizados in vitro son forzados pues se utilizan

concentraciones de AAmuy elevadas, capaces de dar efectos in

especificos e improbables de obtener en reacciones biolbgicas.

3. EFectos de linfocitos transformados sobre la contractilidad

cardiaca

Finalmente quisimos determinar si la capacidad de los linfo

citos para sensibilizar la respuesta de la auricula al AAera una

propiedad general de los linfocitos o si dependia de su grado de

diferenciación o transformación. Con tal motivo, se procedib a

investigar si los linfocitos neoplasicos de la LLC y las células

linfoblastoideas de la linea celular Raji podrian utilizar al AA

del mismo modo que los linfocitos normales.

Se sabe que los métodos convencionales de fraccionamiento

son técnicas de enriquecimiento en una determinada población,

pero siempre existe contaminación por otros tipos celulares, que

aún en minima proporción puede influir sustancialmente en un
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fenómeno biológico. Este inconveniente es aun más acentuado

cuando se trata de la población no T ya que una de sus caracte

risticas es la de ser muyheterogénea. Este fue otro motivo que

nos indujo a la utilización de una linea celular o de células

provenientes de pacientes con leucemia linfática crónica (LLC)

con masiva predominancia de células neoplásicas en sangre perifé
rica.

Previamente probamos el efecto directo de las celulas de

LLC-B, LLC-T y Raji sobre la auricula en ausencia de AAexbgeno y

observamos que contrariamente a los linfocitos normales T y no T,

las células de iO de los 14 casos de LLC-B,las células de los 2

casos de LLC-Testudiados y las Raji disminuyeron la tension con

tráctil (FIGURA18, TABLA8). En el caso de las Raji que son

celulas en división continua, este efecto negativo aumentó con el

tiempo de cultivo (TABLA8) y con el agregado de AA exógeno en

una concentración de 2 x 10" M (FIGURA20),( probablemente

debido a una mayor producción de sustancias activas).

El efecto inotrópico negativo de las células Raji en presen

cia de AAera comparable al efecto del U-46619 (10"H) (FIGURA

20), que es el análogo sintetico del endoperbxido y mimetiza la

accion del TxA, (173).

Con el objeto de determinar el papel de la producción de sz

por las celulas linfoblastoídeas. preincubamosa las celulas Raji

con inhibidores de la via de la ciclooxigenasa (indometacina y

ASA)y con inhibidores de la sintesis de sz (L-8027 e imidazol).

Los resultados obtenidos sugieren que los sz estarian involucra
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dos en el efecto inotrópico negativo de las celulas Raji (TABLA

9). El efecto inotrópico negativo de los linfocitos leucemicos

también se revirtio cuando las células fueron pretratadas con L
8027 (FIGURA19). Los sobrenadantes libres de celulas eran inac

tivos. hecho que era compatible con la corta vida media de los
metabolitos activos.

Otra evidencia indirecta de la producción de Tx por las

células Raji fue la inhibición de su crecimiento celular en

presencia de L-8027 (FIGURA21). Probablemente las células Raji

tendrian caminos metabólicos capaces de ser regulados positiva

mente por los sz.

Las prostaglandinas y otros derivados del metabolismo del

AAestán involucrados en la regulación de la proliferacibn y

diferenciación celular en un gran número de sistemas pero los

resultados informados por diversos autores son contradictorios.

Se ha demostrado que inhibidores de la S-lipoxigenasa ejercen

poderosos efectos antiproliferativos en las lineas leucemicas
K562 (eritroleucemia humana), Molt 48 (leucemia linfoide T) y

HL 60 (leucemia pro-mielocitica) (205). Por otro lado, los

inhibidores de la sintesis de PGs pueden reducir el tamaño de

algunos tumores (generalmente tumores sólidos) (206). Sin

embargo también se ha descripto que las PGs inhiben la prolifera

ción de celulas en cultivo (207,208). Estas discrepancias po

drian deberse a diferencias en las condiciones experimentales.

Aún más importante, diferentes concentraciones de PGE: pueden

respectivamente estimular o inhibir la proliferación
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celular (206).

Con el objeto de obtener una evidencia directa de la sinte

sis de Tx por las células transformadas, se incubaron las células

Raji y las de pacientes con LLC-B con AA‘ Los resultados de

radioconversión demuestran que tanto las celulas Raji como las

células de LLC-Bpueden metabolizar el AApor la via de la ciclo

oxigenasa, siendo el TxB, el producto final que se encuentra en

mayor concentración (TABLA10).

Asimismo se confirmó por la técnica de RIA, que en ausencia

de AAexógeno tanto las Raji como las LLC-B, eran capaces de

generar Tsz, que es el metabolito estable derivado del TXA:

(TABLA10). Por lo tanto es probable que el efecto inotrópico de

las Raji y LLC sea el resultado de la producción de TXA: por las

celulas transformadas durante el bioensayo.

Varias celulas tumorales producen metabolitos del AAinclu

yendo productos que son activos sobre el sistema hemostático

(TXAz, PGI, y PGD2) (209,210). Las interacciones entre las

células tumorales y los componentes del sistema sanguineo como

factores de coagulación, plaquetas y pared vascular (balance

entre TXAz/Pclz), juegan un papel muy importante en la disemina

ción de la metástasis, evitando la formación del trombo

(plaqueta-célula tumoral) inducido por el TxAz. Se ha sugerido

que la PGI, o agentes que pueden-aumentar la produccion de PGlz

endógena pueden actuar comoagentes antimetastáticos (211).

La producción de sz por linfocitos normales estimulados

por PHA, en contraste con las de las celulas en reposo. ha sido
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demostrada por determinacion directa de Tsz, pero su rol en la

regulacion de la división celular no está claro (110).

Se han efectuado estudios que han demostrado que la activa

cion celular es un proceso importante en la inducción de la
biosintesis de sz. Estas determinaciones se han llevado a cabo

en las lineas celulares HL-60. Jurkat (leucemia T humana) y A 549

(adenocarcinoma de pulmón humano) (212.213.214).

Muchas de las evidencias obtenidas hasta el momentosobre el

papel regulatorio de metabolitos del AAsobre la division celular

son indirectas ya que surgen del uso de inhibidores del metabo

lismo del AA. La interpretación de los resultados ha sido difl

cil debido a la heterogeneidad de las poblaciones celulares

estudiadas por estos autores y a la variedad de efectos laterales

de los inhibidores de acuerdo a la clase de células que componen

las poblaciones estudiadas (110.111).

Con nuestros resultados comprobamos, respondiendo a nuestra

pregunta inicial, que en este sistema experimental las células

transformadas y neoplásicas presentan un comportamiento total

mente diferente al observado con las células normales ya que no

necesitan de la presencia del AA para ejercer el efecto inotrb

pico negativo (FIGURA 18, TABLA8).

Además demostramos que las células linfoblastoideas de la

linea celular Raji producen sz tanto partir del AAendógeno como

del exogeno. También las celulas de LLC-By probablemente algu

nas LLC-T son capaces de sintetizar sz. Por consiguiente la

capacidad de producir sz estaria relacionado con la transforma
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ción y proliferación celular.
Una sobreproducción de sz por los linfocitos neoplasicos

podria ser la causa de complicaciones colaterales de la enferme

dad ya estos metabolitos del AAtienen múltiples efectos biologi

cos en diferentes tejidos.
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CONCLUSIONES

1. Las diferentes subpoblaciones reguladoras de linfocitos T

estimuladas con PHAmodifican la tensión y frecuencia de las

contracciones en la preparacion de auricula aislada de rata

latiendo espontáneamente.

l. la fraccion CD4tiene efecto inotrbpico y cronotrópico posi
tivo.

ll. la fracción CD8deprime la tension contráctil.

lll. la reacción biológica esta vinculada a etapas tempranas de

la activación linfoidea, es decir a estadios que preceden la
división celular.

lV. el efecto funcional de los linfocitos activados se ejerce,

por lo menos en parte, a través de productos solubles que

son liberados al sobrenadante de la reacción.

V. el mecanismo de acción de los linfocitos activados o de sus

productos derivados involucra la generación de metabolitos

oxidativos del AA, predominantemente a través de la via de

la lipoxigenasa, y requiere el sistema enzimático del tejido
cardiaco.

2. Los linfocitos humanos normales en reposo conjuntamente con

el AAinducen un incremento de la tensión y frecuencia car

diacas.
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VI.

en presencia de los linfocitos:

a) la curva dosis-respuesta del AAse desplaza hacia la

izquierda, lo que significa que los linfocitos aumentan

la potencia y eficiencia de la droga.

b) se observa además una acción cronotrbpica positiva del

AA.

las primeras etapas de activación linfocitaria estarian
involucradas en este proceso.

el mecanismo de inducción de la respuesta inotrbpica y cro

nctrópica positiva depende de la dosis de AA suministrada:

a) a baja dosis de AAlos metabolitos involucrados son los

leucotrienos.

b) a altas dosis de AAlas reacciones involucran un ba

lance entre los productos derivados de la acción de la

ciclooxigenasa y de la lipoxigenasa, con un papel

central para la SRS-A.

tanto los linfocitos T como los linfocitos no T ejercen un

efecto inotrbpico positivo en presencia de AA;dentro de la

población T son igualmente activos los CD4 como los CDB

positivos.
el contacto directo de los linfocitos y el AAcon el tejido

auricular no es necesario. ya que los sobrenadantes libres

de celulas expuestas al AA, aumentan la tensión y frecuencia
cardiacas.

el AA(10"M) no bastó per se como señal proliferativa ni

modificó la respuesta linfocitaria a la PHA.
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3. Los linfocitos transformados de pacientes COnLLCy las

células de la linea linfoblastoidea Rají deprimen la tension

contráctil de la preparación auricular. en ausencia de AA.

l. en presencia de AA exbgeno, las células Raji acentuan el

efecto inotrópico negativo.

ll. el efecto es comparable al del U-46619 (análogo sintético

del endoperóxido) 10'7M.

lll. tanto los sobrenadantes de células de LLCcomo los de Raji
son inactivos.

IV. el efecto estaria mediado por sz.
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RESUMEN

La activacion temprana de los linfocitos T humanos por PHA,

les confiere la capacidad de modificar la actividad contráctil de
la auricula aislada de rata. Los efectos estimulantes de la

población linfocitaria T se deben a la contribución de ios IL

focitos CD4y son mediados por factores solubles que desencadenan

la liberacion de SRS-Adel miocardio.

Comoen el proceso de activacion lintocitaria con lectinas

aumenta la disponibilidad de AAlibre. se estudió la accion de

los linfocitos humanosnormales expuestos al AAsobre la activi

dad espontánea ¡contractil de la auricula de rata, prescindiendo
de este modo de la etapa de estimulación por PHA; Tanto las sub

poblaciones linfoideas T, como no T, CD4 y CDSen presencia de

AA, reaccionan in vitro con el miocardio aislado desviando el
metabolismo del AAhacia la via de la lipoxigenasa. Asi, los

efectos inotrópicos y cronotropicos observados estarian relacio

nados con la generación de la SRS-A.

Por último se comprobó que las células de pacientes con LLC

0 Células linfoblastoideas B (Raji), ejercen en ausencia de AAun

efecto depresor sobre la tension contráctil. Evidencias directas

e indirectas sugieren que la producción de sz por estas celulas

transformadas podrian estar involucrados en la respuesta

inotrópica negativa, asi comopodrian intervenir en la regulacion

de so proliferación.
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ABREVIATURAS

PHA: fitohemaglutinina

LPS: lipopolisacárido

PUM: lectina del pokeweed

PMA:acido forbol mirlstico

AA: araquidonato de sodio/acido araquidbnico

AA*:L1-"C] araquidonato de sodio
RIA: radioinmunoanalisis

L0: lipoxigenasa

CD: ciclooxigenasa

LT: leucotrieno

SRS-A:sustancia de reacción lenta de la anafilaxia

PG: nrostaglandina
Tx: tromboxano

Lx: lipoxina

PL: fosfolipasa
HETE:ácido hidroxieicosatetraenoico

HPETE:ácido hidroperoxieicosatetraenoico

IL: interleuquina
IFN: interferón

BCGF:factor de crecimiento para celulas B

BCDF:factor de diferenciación para células B

lg: inmunoglobulina

Ag: antígeno

C: complemento



CD: cluster de diferenciación

CMH:complejo mayor de histocompatibilidad

L: linfocitos periféricos de dadores normales
LLC: leucemia linfática crónica

Raji: linea celular linfoblastoidea B
T: linfocitos formadores de rosetas E

no T: linfocitos no formadores de rosetas E

rosetas E: linfocitos con 3 o más eritrocitos de carnero adheri

dos a su membrana

Tc: linfocito T citotbxico

Th: linfocito T colaborador

Ts: linfocito T supresor

linfocito CD4: linfocito de fenotipo CD4'

linfocito CD8; linfocito de fenotipo CDB‘
Pl: fosfatidil inositol
Png: fosfatidil inositol difosfato
IPJ: inositol trifosfato

IP4: inositol tetraquifosfato
PA: ácido fosfatidico

PKC: proteina quinasa C

DAG:diacilglicérido

GMPc:3', 5’ monofosfato ciclico de guanosina

AMPc:3’, 5’ monofosfato Ciclico de adenosina

ATP: Trifosfato de adenosina

SN: sobrenadante

ETYA:ácido 5,8,11,14-eicosatrienoico
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NDGA:ácido nordihidroguayarético

ASA:ácido acetil salicllico

TlD: tensión isométrica desarrollada

FC: frecuencia de contracciones.
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