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1. ORGANIZACION GENERAL DEL SISTEMA INMUNITARIO.

El Sistema Inmunitario es un sistema de defensabierhente adaptativo
que ha evolucionado en los vertebrados para proegeno solo de
microorganismos patogenos intracelulares (virugurals bacterias y pequefios
parasitos,etc..), extracelulares (la mayoria detebas, grandes parasitos) y
alergenos (pelo de animales, polen, quimicos), @antbhién de nuestro propio
crecimiento potencialmente incontrolado como emédignizacion neoplasica o
las enfermedades autoinmunes. Dicho sistema eg cipgenerar una enorme
diversidad de células y moléculas que participan eknreconocimiento y
eliminacion de una casi ilimitada variedad de iovas extrafios, a través de
fendmenos dinamicos, adaptables y de elevada cpdaul€Clancy, 1998).

Para ello, el Sistema Inmunitario esta divididales ramas funcionales:

A) Sistema Inmune no especifico, innato o natwaeidla como primera linea de
defensa o resistencia basica a la enfermedad yacdeslos tipos de mecanismos:
a) Mecanismos Externos: dependientes de las astasctisulares de piel y
mucosas, que forman barreras inespecificas, mesagiauimicas, contra los
microorganismos invasores: barreras anatomicad ypimucosas) y barreras
fisiol6gicas (temperatura, pH, tension de oxigeno);

b) Mecanismos Internos: barreras endociticas ycitigas, dependientes de la
accion de distintas células fagociticas (fagocitemonucleares, neutréfilos) o
con capacidad citotoxica natural (eosinofilos, keéu citotoxicas asesinas
naturales onatural killer (NK); y barreras solubles, dependientes de prageina

solubles y producidas por un amplio abanico de la€lufactores del
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complemento, interferones, lisozima, proteinasade faguda, derivados activos
del oxigeno y nitrégeno,etc,.

B) Sistema Inmune especifico o adaptativo: entraceiron cuando son superadas
las primeras defensas y es inducible y capaz denoeer especificamente y
eliminar selectivamente a cada microorganismo yeowa extrafia, asi como de
recordarlo en una reinfeccidn posterior (memorienunologica especifica).
Incluye la accion de células (linfocitos B y T) yl&culas solubles (anticuerpos,
citokinas) especificas. Opera bajo la restriccicel domplejo mayor de
histocompatibilidad (MHC) (Clancy, 1998; Kuby, 1994

En la Figural (tomada de Smith, 199300demos ver la relacion entre los diversos

componentes del Sistema Inmunitario.

2. INTERACCIONES ENTRE EL SISTEMA INMUNITARIO INNAT OY
EL ESPECIFICO.

Aunque muchos agentes infecciosos pueden ser alilosn por los
mecanismos innatos, sin involucrar necesariamenites gprocesos adaptativos
(Eichmann, 1991), ambos sistemas estan intrinsetamenlazados. Los
mediadores humorales pertenecientes al sitema any@ptconocidos como
citokinas, secretados por la mayoria de las célutmsunitarias, son los
principales reguladores de la respuesta inmunit8oea una familia de proteinas
capaces de amplificar o disminuir la mayoria detifass de actividad inmunitaria
(Del Prete et al., 1994; Smith, 1994; Vikingsonedé&son y Mduller, 1994). El

patron de secrecion de las citokinas, que deperdk dhaturaleza del agente
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infeccioso, coordina el desarrollo de cada unooddipos celulares componentes
del sistema inmunitario y las interacciones entiese(Del Prete, Maggi vy
Romagnani, 1994).

Algunas respuestas inmunitarias tienen consecuepaialdgicas debido a
reacciones alérgicas, inflamatorias o citotoxicastra los tejidos del organismo.
La intensidad y calidad de cada funcion inmunol@gefleja el resultado neto de
la influencia de los diferentes mediadores inmutepcadores e
inmunosupresores. En muchos casos, las disfunciamesinolégicas son
causadas primariamente por la alteracion de lognsgnos inmunorreguladores,
mas que por defectos inherentes al sistema inarimitPor esta razon, el
mantenimiento de la salud requiere que el sistemamitario opere a su optima,
MAas que a su maxima, actividad.

Dado el papel dinamico del sistema inmunitario lemantenimiento de la
homeostasis corporal, no es de sorprender queripasicion de este sistema estée
en un estado constante de recambio (Coligan et98l1) en el que algunas
subpoblaciones de células T tienen larga supergi@emientras que otros
leucocitos, como los granulocitos y las células dd senovadas con rapidez
(Cannon, 1993; Smith, 1994).

Esta participacion en la homeostasis corporal egalla que el sistema
inmunitario no actie de forma aislada sino queragt@one continuamente con
otros sistemas con el fin de integrar la respuestanitaria de cada sujeto en el
buen funcionamiento del resto de su organismo.ntasacciones mas conocidas

se producen con los sistemas cardiovascular, endogmervioso (Ader, 1992;
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Smith, 1994), aunque su verdadero significado Ibgico no siempre puede
comprenderse del todo. Estas observaciones hametago el desarrollo de
nuevas disciplinas como la psiconeuroinmunologia yla

neuroinmunoendocrinologia (Ader, 1992; Smith, 1994)

3. LARESPUESTA INFLAMATORIA.

La reaccion inflamatoria ocurre independientemerttel sistema
inmunitario cuando se produce un dafio fisico ewgdnismo. Se caracteriza por:
aumento del flujo sanguineo hacia el éarea afectpdem diluir agentes
potencialmente téxicos, incremento de la permetddilicapilar para facilitar la
transmision de moléculas mas grandes a través rdigtedio, y migracion de
leucocitos (principalmente neutréfilos y en men@dg macrofagos) a traves de
las células endoteliales por diapedesis, desdestelhs circulatorio y hacia los
tejidos de alrededor. Estos procesos se inicianp@bs minutos pero sus
consecuencias pueden mantenerse durante semaneses. Ifal objetivo de los
leucocitos es retirar los restadebrig y restaurar la normal estructura y funcion
tisular. Algunas subpoblaciones leucocitarias estqracitadas para la fagocitosis,
funcién que llevan a cabo internalizando y digiderel tejido necrotico asi como
el material extrafio. La duracién y magnitud deslgpuesta inflamatoria dictara el
resultado final. Si el tejido esta excesivamentiada y la respuesta inflamatoria
es muy prolongada sera mas dificil restaurar laigcfura tisular normal.

La inflamacién aguda es la fase inicial del procedtamatorio y se

caracteriza por: rubor, calor, tumor y dolor. Lesdocitos participan activamente
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en el proceso que sigue al dafo tisular y/o lacoifm. El primer tipo celular que
aparece en el lugar afectado es el neutrofilo amuofonuclear (PMN).
Dependiendo del agente desencadenante actuarareman#iulas mastociticas,
eosinofilos y basofilos. Ademas se implican lasledl epiteliales y del tejido
conectivo (fibroblastos) y otros factores solubtesno las proteinas de fase
aguda, los interferones y el sistema del complemenSi la infiltracion de
neutréfilos no es suficiente para limpiar el angfg|amada se pone en marcha un
soporte adicional integrado por monocito-macroéfagtisfocitos, o que marca la
entrada en la inflamacion crénica, de mayor duragique involucra varios tipos
celulares diferentes de la sangre y el tejido direespecifico de la zona del
organismo afectada (macréfagos pulmonares o ahespl@élulas de Kupffer,
células de Langerhans, etc.)(Clancy, 1998).

El hecho de que las principales caracteristicasomponentes de la
inmunidad innata concurran en la respuesta inflan@ata lugar, como veremos,

a que ambos procesos suelan aparecer juntos.

4. FISIOLOGIA DE LOS PMNS.

Los leucocitos polimorfonucleares (PMNs) o graniitcson las células
mas abundantes de la serie blanca en la circulagidguinea (5x0mL). La
intrincada regulacion y redundancia del sistemaumitario también alcanza a las
varias funciones de los PMNSs. El hecho de que MbI$representen el 50-60%
del total del conjunto leucocitario circulante, lgce facilmente accesibles a la

investigacion experimental. Ademas, como hemosoyikis PMNs, que son
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células esenciales para la defensa del huespeHiémamstan involucrados en la
patologia de varias condiciones inflamatorias (Bnii994).

La importancia de los PMNs en la defensa del huespademuestra ante

las deficiencias en numero y/o funcidon. La neutnigeinducida por

quimioterapia, o algunos raros defectos heredgadie la funcion neutrofilica,

como el metabolismo oxidativo, los granulos espmadfo las moléculas de

adhesion, son importantes factores de riesgo dadesarrollo de infecciones

potencialmente fatales (McCarthy y Dale, 1988; Giftam y Corrochano, 1995).

Un aspecto negativo de los mecanismos defensivéssdeMNs estriba
en que su accion puede tanto proteger como dafhaeaped, pues no es capaz de
distinguir entre el patdgeno y las células detitejnfectado y, una vez activados
sus mecanismos de defensa, éstos actuan indisadanrente, desencadenando
una respuesta inflamatoria. Por esta razén, irdace@ inflamacion son dos
procesos que suelen ir juntos. Una excesiva regpudkamatoria, mediada por
los PMNs entre otros, desencadena patologias iaftamas caracteristicas como
el distrés respiratorio, la glomerulonefritis, ldriis reumatoide o determinadas
alteraciones cardiovasculares (Smith, 1994).

4.1. Ciclo vital de los PMNs.

El ciclo de vida del PMN puede ser dividido en fdsemeédula 6sea, fase
de sangre periférica y fase tisular. Al igual gae rhayoria de las células
sanguineas, los PMNs se originan en la médula dis@ate la hematopoyesis a

partir de precursores mieloblasticos. Alli su diferiacion y maduracion dura
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unos 14 dias.

La médula 6sea produce 60-400 X BMNs / dia, pudiendo incrementar
este numero en respuesta a varias circunstanciae gdecciones 0 procesos
inflamatorios.

Una vez en la sangre, los PMNs tienen una vida anédi6 a 9 horas,
durante la cual se mueven reversiblemente desaleeelo circulante al marginal,
acoplados a las células endoteliales.

Cuando son requeridos en los tejidos, en los qudrde una vida media
de 2 a 4 dias, los granulocitos dejan la sangawegando, generalmente de forma
irreversible, las células endoteliales modificag@s la inflamacion o como
resultado de la adhesion de los PMNs. Existe yo ftantinuo, pues los PMNs
marginales son atraidos desde la sangre haciajides ante diversos estimulos
infecciosos e inflamatorios para realizar sus fomes. En su migracion los
PMNs, en primer lugar, se adhieren al endotelicwas; después penetran la
union entre las células endoteliales que limitapdaed vascular y finalmente
atraviesan la membrana basal vascular, saliend® @spacios tisulares. Para ello
requieren la formacion de pseudépodos, la fusiésudmembrana y la adherencia
de la misma. Ademas, gracias a receptores de memblas PMNs pueden
reconocer a los agentes patdégenos y son capacksplazarse rapidamente a los
lugares donde se ha producido una invasion mianabiasto hace que los PMNs
sean las células mas abundantes en la mayoriaideds tisulares.

Una vez finalizada su mision, los PMNs seran eadet al tracto

gastrointestinal o eliminados en el bazo.
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4.2. Mecanismos implicados en la accion de los PN

Una vez se ha iniciado la respuesta infecciosdlamatoria, los PMNs
son las primeras células reclutadas hacia losdgitoinfeccion o dafio. Sus dianas
incluyen bacterias, hongos, protozoos, virus, eéluifectadas por virus y células
tumorales (Smith, 1994). La evasion de las defedsdss PMNs puede crear una
oportunidad para que las infecciones locales sdblegican, a menos que el agente
infeccioso se vuelva inocuo por interaccion con ponentes de memoria
inmunitaria, como anticuerpos neutralizantes golg A e Ig G) ya presentes. La
respuesta de los PMNs a la infeccion/ inflamacidnsiste en una serie de pasos
secuenciales y coordinados en una cascada quedbabsn caracterizada.
Muchos de estos pasos pueden ser estudindoso con PMNSs aislados (Pyne,
1994a).

Los procesos defensivos de los PMNs son complejimspécan varias
fases en varias fases: deteccion del estimulo nsdwacion de la sefial de
activacion, quimiotaxis, ingestion o fagocitosigsgranulacién y destruccion o
depuracion de material extrafio o residuos no utiles

Los PMNs no solo existen en estadios quiescentestisados, sino
también en varios estadios intermedios. Por ejeneplgpriming” o estimulacion
es un mecanismo por el cual los PMNs quiescentgsie@n un estadio de
preactivacion que les capacita para generar upaiesta mas poderosa una vez
que se requiera la actividad microbicida (Smittg4)9

Clasicamente los PMNs se han considerado célulasmamte efectoras,

pero es importante destacar que parece que tansidatizan y liberan
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mediadores humorales como citokinas, que, como fensto, juegan un papel
importante en la regulacion de las respuestas irtarias e inflamatorias (Lloyd y
Oppenheim, 1992).

4.2.1. Mecanismos de reclutamiento de PMNSs.

Los factores quimiotacticos generados por los ppgentes infecciosos,
asi como aquellos liberados como resultado de stacio inicial con fagocitos y
otros componentes del sistema inmune, son la skimlamental para el
reclutamiento de PMNs adicionales en los sitiogficion.

La respuesta funcional empieza cuando los PMNslisiern al endotelio
vascular. Bajo la influencia de un gradiente quidttco generado localmente y
por la difusion de sustancias desde el sitio decibn, los PMNs tienen que
penetrar el lecho endotelial y moverse por el teidnjuntivo hacia los sitios de
infeccidon (diapédesis) donde finalmente se agrggadhieren a componentes de
la matriz extracelular como la laminina y la fibeatina.

La comunicacion entre las células del sistema intaudo, y entre éstas y
las de las barreras sanguineo-tisulares o lasasétlihna, es un requisito previo
para una respuesta inmune eficiente y bien ordenAdaestas interacciones
célula-a-célula estan involucrados dos mecanisnioslaimentales. El primer
sistema de comunicacion lo mantienen factores Edutbmo son las citokinas.
El segundo mecanismo se basa en la interacciore eéulas, a través de
contactos intimos célula a célula, facilitado por aonjunto de moléculas de

superficie celular que actian via union receptaddo: son las denominadas
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“moléculas de adhesioén”.

4.2.2. Expresion de Receptores de Superficie isthaccion de Senal.

Hemos visto como los PMNSs responden a los estimeXteynos a traves
de receptores moleculares situados en la suped&c®u membrana, que median
la activacion y la modulacion de las funciones &oas. La union de un ligando
a su receptor inicia una serie de procesos biogosngue desencadenan la
transduccion de dicho estimulo en respuestas cetukespecificas. Los PMNs
tienen receptores para N-formil péptidos y otragdiees quimiotacticos (Cha y
Leukotrieno B4), para opsoninas (porcion Fc deg@ y fragmentos C3b y C3bi
del complemento), y para otros moduladores ex&deda funcion neutrofilica
(como Factor Activador Plaquetario (PAF), agerfieadrenérgicos, adenosina,
interleukinas IL-1 e IL-8 y Factor de Necrosis TualdTNF)).

Los PMNs en reposo presentan muy pocos de esteptores sobre su
membrana pero tienen unas ’1fholéculas procedentes de los depdsitos
intracelulares, que son reclutadas junto a la mansbiante el estimulo de la
célula por citokinas, lipopolisacaridos bacterignosntacto con superficies o
cualquiera de los ligandos estimulantes. La uni@ml ligando, por ejemplo al
receptor de formil-péptido, resulta en una rapidaversion a una asociacion de
alta afinidad con las denominadas proteinas G \sib@mente, con el
citoesqueleto. EI complejo ligando-receptor es mre#e internalizado en el
endosoma.

En la Figura2 (tomada de: Romero y Roche, 1998e representa el mecanismo de

transduccion de sefiales que lleva a la activacedtadNADPH oxidasa en los
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A)

granulocitos.

4.2.3. Funcionalidad de las moléculas de adhestda duperficie de los PMNSs.

Para poder actuar en la zona inflamada, los letotienen que: sentir la
presencia de los microorganismos invasores o dér&es afectadas, enlazarse a
las células endoteliales que bordean los capilasguineos de esas zonas
afectadas, penetrar entre las células endotehalga el interior de los tejidos que
las rodean y destruir los microorganismos en aiestton este objetivo, se han
desarrollado mecanismos moleculares que involueravarios miembros de
diferentes familias de las moléculas de adhesi@mii@®erg, 1998).

Segun su estructura, estas moléculas estan casiicen diferentes
familias que incluyen: A) Superfamilia de las Inroglobulinas,

B) Selectinas,
C) Integrinas,
D) Diriginas.

Superfamilia de las Inmunoglobulinas

Es la familia mas abundante de las moléculas derficip (mas de 70
componentes) y su estructura se caracteriza parepaticion de dominios
similares a los encontrados en las Inmunoglobulifi@dsminios Ig”- (Pigott y
Power, 1993) (Fig3 A: tomada de Pigott y Power, 1993P0r mutacion y seleccion, el
dominio Ig ha evolucionado para cumplir diferenfi@sciones como: receptores
para factores de crecimiento, receptores parartagmoFc de las lg, receptores de
células T, de antigenos MHC, CD2, CD3, CD4, CDgoy,ultimo y la que parece

ser su principal funcién: como moléculas de adimes{élolness y Simmons,
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1994). Algunas de las mas importantes son: ICAMEAM-2, ICAM-3, V-
CAM-1, CD31 (PECAM-1) y MAACAM-1.

El rodamiento leucocitario es requisito previo pardirme adherencia a
los capilares sanguineos. Sin embargo, la adhdsidos leucocitos mediada por
las selectinas no terminara en fuerte adhesiorarystnigracion a no ser que
colaboren la superfamilia de las Inmunoglobulif@snmerman, 1992).

Los principales ligandos de las proteinas de la erdamilia
inmunoglobulina se unen a otros miembros de la migamilia (como los
antigenos MHC que se unen al receptor de células &)las integrinas: por
ejemplo, para las interacciones entre leucocitosélulas endoteliales son
fundamentales ICAM-1, ICAM-2 y VCAM-1, que sirvere digandos para las
integrinas LFA-1 (CD-18/CD11a) y VLA-4 (Shimizu, 99).

- ICAM-1 e ICAM-2 se unen a la integrira LFA-1 (CD11a/CD18) a través de
los dominios Ig 1 y 2. Ambas moléculas tienen pmres citoplasmicas
diferentes, por lo que dan lugar a distinta se&eiin celular. ICAM-1 se une
también a la integrina Mac-1 (CD11b/CD18) por eindlo Ig3 (Zimmerman,
1992). ICAM-2 no aumenta tras estimulo por citokimaientras que ICAM-1 si
puede ser activada por IRN-TNF-a, IL-13 y LPS (Acevedo, 1993) y esta
elevada en pacientes con sindromes inflamatoriosocshock séptico, LAD,
cancer y transplantes (Gearing, 1992).

- ICAM-3 es ligando para las integrinas LFA-1 o QRACD18 @ 3 vy
CD11d/CD18 @q4B2) y esta expresada constitutivamente en todoselosotitos

en reposo Yy las células presentadoras de antigénega un papel clave en la
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iniciacion de las respuestas inmunitarias, la ddheselular (sobre todo entre
LFA-1 e ICAM-1, con lo que incrementan la adhesida integrinasf3;) y la
transduccion de sefiales (Holness, 1995), asi cont@ &ctivacion por antigenos
de las células T llevadas a cabo por células dgdrhans en la piel (Acevedo,
1993; Campanero, 1993).
- CD31 (PECAM-1 6 endo-CAM) es expresada princigadte por las células
endoteliales a nivel de las uniones intercelulargsor las subpoblaciones de
linfocitos T, aunque también puede aparecer solaguptas, otros leucocitos
como neutroéfilos y monocitos, y tumores de extimpeloide y linfoide. Es muy
importante para la migracion transendotelial de l@agcocitos a través de las
células endoteliales vasculares. (Muller, 1993).
B) Selectinas

Son una pequefia familia de proteinas @apendientes formada por tres
miembros: Selectina-L (leucocitos), Selectina-Padpktas) y Selectina-E
(endotelio) (Rosen y Bertozzi, 1994). A diferendeala mayoria de moléculas de
adhesion, que se unen a proteinas, las selectigasequnen a los carbohidratos.
Median la inicial adherencia de los leucocitos Wdantes a la pared del capilar
durante la captura y rodamiento en la fase deflanmacion. Estos enlaces son
labiles, con lo que permiten a los leucocitos radkr largo del endotelio vascular
en la direccion del flujo sanguineo (von Adrian93p

Estan formadas por tres tipos de dominios protédi€ms 3 B: tomada de Pigott y
Power, 1993 En el extremo N-terminal hay un dominio lectozdcio-dependiente,

que es responsable de la unién del ligando. Lessigun dominio con actividad
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similar al Factor de Crecimiento Epidérmico (dom#&GF) y un numero
variable de repeticiones, que pueden encontrarstiéa en las proteinas
reguladoras del complemento. Se sabe que, tadimn@hio lectina como el EGF
estan directamente involucradas en la adhesioracelupueden determinar la
especificidad de unién al ligando, siendo su fumd¢adde dirigir las interacciones
leucocitarias con el endotelio vascular (Tedde95)9 Esto las convierte en
atractivas dianas para los agentes terapéutic&siatles para tratar procesos
como: dafio por isquemia-reperfusion, diabetes, amxhde aloinjerto renal,
hipersensibilidad retardada, procesos inflamatodometastasis (von Adrian,
1993).

- La Selectina-E (ELAM-1 6 CD62E) es expresada lpsrcélulas endoteliales
activadas por citokinas en las zonas inflamadas edian la adhesion de
neutréfilos, monocitos y algunas células T memaiaendotelio vascular .
(Tedder, 1995).

- La Selectina-L (LAM-1 6 CD62L) es expresada pimfocitos, monocitos,
neutroéfilos y eosinodfilos. Media la adhesion leuta@ al endotelio al endotelio
en los sitios de inflamacion y el retorno linfodita (*homing”). Su amplia
distribucion le proporciona un papel importanteetitrafico de todas las lineas
leucocitarias (Tedder, 1995). Tras la activaciollae los leucocitos sufren una
pérdida reversible de la Selectina-L, o que esmaposterior vuelta a zonas
inflamadas (Walcheck, 1996). Se ha detectado rsvelevados en el suero de
pacientes con SIDA y leucemia, mientras que disygnuen el Sindrome del

Distrés Respiratorio del Adulto (Gearing y Newm&993).
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- La Selectina-P (GMP-140 6 CD62P) aparece rapidéansobre las células

endoteliales y en las plaguetas en respuesta asvagentes pro-inflamatorios
como: trombina, histamina, factores del complemenaidicales libres y citokinas.

La expresion es muy corta (minutos) por lo que meldis interacciones

inmediatas de neutrofilos y monocitos a célulaswailes y plaquetas activadas
(Tedder, 1995).

C) Integrinas

Glicoproteinas que aparecen predominantemente dabseperficie de
leucocitos y que parecen ser los principales medesdde la adhesion célula-
matriz extracelular, pero también estan involucsagtala adhesion célula a célula
(Haas y Plow, 1994). Precisamente, el nombre dgiima fue acufiado para dar
significado al presumible papel de estas proteiaasla integracion del
citoesqueleto intracelular con la matriz extra@l@Ruoslahti, 1990).

Parece que todas las células y tejidos del organeeen al menos algun
miembro de esta familia de moléculas de adhesidon $eterodimeros
compuestos por subunidadesy [ asociadas de forma no covalente. Las
subunidades3 presentan una fuerte homologia entre ellas meng@ze las
subunidades presentan entre sus secuencias menor homologia8(€i tomada
de Pigott y Power, 1993).

Las integrinas fueron inicialmente clasiias en tres subfamilias:
integrinas 31 0 proteinas VLA, integrinag, o LeuCAMs e integrinafls o
citoadhesinas. Sin embargo, esta clasificacion esomrigida desde que se han

identificado, al menos, 8 subunidad@sy 16 subunidadesx diferentes y
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contintan descubriéndose nuevas integrinas y lggnmbmo laon,B7 (Gahmberg
et al., 1998). Incluso se ha demostrado que suldegd individuales se asocian
con mas de un tipo de subunidafid®igott y Power, 1993).

El sitio de unién del ligando de las integrinasepar estar formado por
secuencias de ambas subunidades y sus dominiosarfoconexiones con el
citoesqueleto, dotando a las integrinas de la tad@dade servir como eslabdén
entre el citoesqueleto y la matriz extracelular q&tahti, 1990). Ademas,
altimamente esta dedicandose mucha atencion afoicadn con la que se ha
relacionado a las integrinas: los mecanismos egtrantracelulares de la
transduccion de sefiales.

Hasta el momento se ha descrito cuatro integrpyasel denominado
complejo CD11/CD18tébla 1. tomada de Ghamberg et al., 199&stan constituidas
por una cadenfi, comun -CD18-, de un peso molecular de 95 kDa (@uha
1990), a la que se asocian de forma no-covalesteddenas especificas -
CD11- diferentes para cada una de ellas y con peeteculares de 180 kDa, 170
kDa y 150 kDa, respectivamente (Sanchez-Madrid let 1883; Springer y
Anderson, 1986; Anderson y Springer, 1987). Estaatro subunidades son
conocidas como: CD11a/CD18 (LFA-&,; (3;), CD11b/CD18 (Mac-1, Mo-1 6
receptor para C3biBup2), CD11c/CD18 (pl150/95,0xB2) y la reciente
CD11d/CD18 @ppB2). La expresion de las integrinfis esta restringida a los
leucocitos, pero entre los distintos subtipos decdeitos la distribucion de
CD11/CD18 difiere. Los linfocitos de sangre perdarexpresan principalmente

CDl1lla mientras que PMNs, monocitos y células NKresgn las tres
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subunidades de integrind® (Arnout, 1990; Kishimoto y Anderson, 1992).
Algunos de los ligandos conocidos para las integrison proteinas viricas,
bacterianas, factores de la coagulacion, fibrimolét y proteinas del
complemento, ademas de los miembros de la supdidaiuilg: ICAM-1, -2, -3, -
4y -5, VCAM-1 y CD-31 entre otros. Varios agonssiacrementan la expresion
en superficie de las integrinfg entre ellos ionéforos de calcio, ésteres de forbo
fMLP, GM-CSF, C5a, TNFx y LTB4; sin embargo, los mecanismos de su
activacion no son del todo conocidos (Carlos y &grl1990; Gahmberg et al.,
1998; Haas y Plow, 1994).

- LFA-1 (CD11a/CD18a [3,) es expresada por la mayoria de las células tdanca
de la sangre. Interviene en las interacciones tigeteucocito y leucocito-
endotelio y se le ha involucrado en la inflamacitmadhesion y destruccion
mediada por células T citotdxicas y células NK,rieacciones entre linfocitos, la
proliferacion de las células T (antigeno-especi@icanducida por Con-A), asi
como la respuesta dependiente de anticuerpos (LgrSpringer, 1990). También
se ha implicado en la metastasis del linfoma ylganas neoplasias de pulmon
(Tang y Honn, 1995). Sus ligandos son ICAM-1, &,-4 y -5 (Arnout, Lanier y
Faller, 1988; Forsyth y Levinsky, 1989; Harlan &t 4985; Lo et al.,1989;
Mentzer et al., 1987; Smith et al., 1989a; Tevéaizer y Figdor, 1987).

- Mac-1 (Mo-1, CD11b/CD18aup2). Expresada también por la mayoria de las
células blancas en las que juega un importantel gapéas interacciones entre
leucocitos y entre éstos (fundamentalmente el élolr y el endotelio. Se le ha

relacionado con los procesos inflamatorios, la dpiifxis y fagocitosis
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leucocitaria y la unién del complemento. Ligand&SAM-1, -2 y -3, LPS,
kinindgeno, factor X de la coagulacion, C3bi vy ifikdgeno (Albelda y Buck,
1990; Gahmberg et al., 1998; Larson y SpringerpL99
- p150,95 (CD11c/CD1&x[3,) es igualmente expresada por casi todas las sélula
blancas e involucrada en las interacciones entreotgtos y con el endotelio.
Participa ademas en la quimiotaxis, la activaciéncdlulas B y la destruccion
mediada por células T citotdxicas. Sus ligandos G8hi, fibrinogeno y parece
que ICAM-1 (Gahmberg et al., 199Bp et al., 1989; Kishimoto y Anderson,
1992; Pigott y Power, 1993).
La importancia de las integrinds se ha demostradia vivo en el Déficit de
Adhesion Leucocitaria (LAD) de Tipo | (Anderson at, 1985; Kishimoto y
Anderson, 1992; Larson y Springer, 1990). En esaémstorno autosémico
recesivo existe una ausencia total o parcial dexlaresion de integrinaB,
leucocitarias que conduce a un defecto en el aaviento de PMNs a los sitios
de inflamacion (Harlan, 1985; O’Gorman, Corrochgndlyones, 1993). Los
PMNs estan ausentes de los tejidos inflamados, qtens leucocitos (monocitos
y eosinofilos) si son capaces de emigrar a logssite inflamacion, posiblemente
por medio de VLA-4 (Anderson et al.,1985; Kishimgtdnderson, 1992; Winn y
Harlan, 1993).

Como hemos visto, las integrinas se unen a lasaulae de adhesion
intercelular (ICAMs) y a varias proteinas solublesjchas de las cuales estan
involucradas en procesos como inflamacion, crecitoieelular, diferenciacion,

formacion de uniones y polaridad (Albelda y Bucg9Q). La amplia distribucion
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de integrinas también sirve para relacionarlas ouiltiples campos como
hematologia, neurobiologia, trombosis, oncologida,3nflamacién y biologia de
la evolucion (Arnout et al., 1988; Forsyth y Lewps1989; Harlan et al., 1985;

Haas y Plow, 1994; Lo et al.,1989; Mentzer et87; Smith, 1989; Tevelde et

al., 1987).
D) Diriginas

Son receptores implicados en el inicio de la adhegndotelio-leucocito y
favorecen el asentamiento de éstos en los diferettganos linfoides. Sus
ligandos son las selectinas. El representante maecio es el CD44, una
glicoproteina de amplia distribucion, expresada palgunas células
hematopoyéticas, células epiteliales, fibroblastosélulas gliales. CD44 esta
involucrada en la adhesion célula-célula y céluddrim, asi como en la activacion
de las células T. El procesamiento alternativoRMAM da lugar a diferentes
isoformas que contienen inserciones de varios tamda la porcion extracelular
de la molécula (variantes CD44). La forma estandaer CD44 se une a
hialuronato y las variantes CD44 se unen a filstin@, laminina y colageno
(Pigott y Power, 1993).

4.2.4. Interaccion entre PMNs v células endotdiale

Los PMNs emigran ampliamente por todo el organipara mediar en la
vigilancia inmune y organizar las respuestas inditomas contra los antigenos
extrafios. Durante las primeras fases de la inflamacPMNs y células
endoteliales activadas expresan las selectinasngdeéan una interaccion débil e

inestable. Cada selectina reconoce secuenciasifesgpede carbohidratos, tanto
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sobre los leucocitos como en el endotelio, conue pedia en el sostenimiento
de determinadas subpoblaciones leucocitarias eéddas células circulantes a
enlentecer su flujo y “rodar” junto a la pared de Vasos sanguineos.

Ciertos factores desencadenantes, como IL-8 y MIPdctivan las
moléculas de adhesion leucocitarias. Este es uo paportante pues las
integrinas de los leucocitos no enlazan correctéengasta su activacion. A partir
de entonces se produce una adhesion fuerte, mepitadas integrinas, que se
unen a su receptores especificos. Tras adhermserfiente al endotelio, los
leucocitos emigran al interior del tejido bajo lafluiencia de factores
promigratorios. Muchas de la citokinas que desestadl la adhesion pueden
actuar como factores quimiotacticos (Adams y Sha@994). La cascada de
adhesion permite introducir especificidad y regidlacen cada secuencia de la
interaccion, de forma que el proceso de la adhdsid@ocitaria al endotelio pueda
ser rapidamente amplificada y perfectamente cadeol

En la Figura4 (tomada de Kuby, 1994podemos observar la implicacién de
las moléculas de adhesion en el proceso de migraeideucocitos.

4.2.5. Desgranulacién v liberacion del contenidoptasmico.

Los PMNs requieren de una compleja maquinaria detejmas
microbicidas y enzimas digestivos para la ingestiordestruccion de los
microorganismos invasores. Para ello, adquiererander su diferenciacion
diversos complejos enziméaticos, almacenados enulgirespecificos, que les
permitiran ejercer su funcion:

a) Granulos primarios o azurdfilos:
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Suelen ser de funcion intracelular. Contienesozima (o muramidasa),
hidrolasas éacidas (beta-glucuronidasa, fosfatasda,a@lfa-manosidasa y N-
acetilglucosaminidasa), proteasas (como elastagapsina G y catepsina D),
mieloperoxidasa (que puede modular la desgranulagi@ctivando algunos
factores quimiotacticos e inhibiendo el burst resprio y la fagocitosis),
glucosaminoglicanos, factor de inactivacion del ,CBationes y proteinas
cationicas microbicidas (que incluyen las defersinéa proteina bactericida que
incrementa la permeabilidad (BPI). Entre estas neagj la mieloperoxidasa
participara en mecanismos oxidativos de destruceroantras que las proteinas
cationicas lo haran por mecanismos oxigeno-indepetes.

b) Granulos secundarios o especificos

Normalmente secretan su contenido al medidracelular y son
fundamentales en la movilizacion de mediadores aeinflamacion, pues
contienen activadores de la cascada del complemérambién contienen
colagenasa, activador del plasmindgeno, glicopratgilactoferrina (que inhibe
tanto la la division celular de bacterias que usdrierro como nutriente esencial,
como el dafo tisular por radicales libres dependglel mismo), proteina de
union a la vitamina B, NADPH oxidasa, citocromo-b, fosfatasa alcalina,
lisozima, histaminasa, factor quimiotactico de netus y receptores para fMLP,

C3bi (CD11b/CD18) y laminina.

c) Granulos terciarios
Poseen también una funcién secretora. Contien=ulfatasa, citocromo-

b, glucosaminoglicanos, gelatinasa, algunas praseiie adhesion (CD11/CD18),
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sulfatos. Incluyen varias vesiculas citoplasmatiga® contienen hidrolasas,
material endocitado, NADPH oxidasa, enzimas relauos con la elastasa y
fosfatasas alcalinas leucocitarias.

Una serie de estimulos fisiologicos o artificialggieden causar
desgranulacién. El contenido granular es vertidangrior de una vesicula
fagocitica, formandose un fagosoma, o al medicaegtular, dependiendo de la
intensidad del estimulo o lesion y de la respuiestaunitaria. La desgranulacion
se acompafia de una disminucion de la carga ekadlkcsuperficie y de un
aumento de adhesividad celular (Ortega, 1994) ebalscelular que desencadena
esta desgranulacion es un incremento déf Citoplasmatico desde 0,1 pM a 1
UM, consecuencia de la liberacion desde los difesedepositos intracelulares
(Newburger y Palmer, 1991; Warren et al.,, 1990). rnNdmente, la
desgranulaciéon producida por estimulos especifiaecta a los granulos
secundarios, aunque puede ser mas o menos inédcesazando a todos los tipos
de granulos en funcién del tipo de estimulo, dedacentracion de éste y del
nivel de C&" alcanzado (Smolen y Boxer, 1990).

Este fendmeno morfofuncional, esta implicado ercgsos esenciales de
la célula. A través de la desgranulacion, el PMN :

a) Libera al medio o al interior de fagosomas sus#s toxicas para las bacterias.
b) Externaliza receptores que mantienen el estasloaativacion celular y

reconocen sefales quimiotacticas.

c) Expresa moléculas de adhesion que posibilitatamnigracion celular a los

tejidos.
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d) Transloca la oxidasa NADPH-dependiente, enzid@ecde la respuesta
bactericida oxidativa a la membrana plasmaticagndamal donde tiene lugar
dicha respuesta.

4.2.6. Mecanismos bactericidas dependientes dee€pmi

Las principales células fagociticas (neutréfilosgsinofilos y monocito-
macrofagos) tienen varias propiedades en comunmge das que destaca su
propiedad para fagocitar y destruir microorganisimgasores. Para llevar a cabo
la destruccion estan dotados de dos tipos de nmoasi dependientes e
independientes del oxigeno. Entre los mas efichaeteriotoxicos se encuentran
los radicales libres, derivados del oxigeno mokecujue presentan una gran
reactividad quimica, debido al desapareamientdrélgco de su orbital externo,
transformandose unas especies en otras a traveesoress en cadena (Haliwell y
Gutteridge, 1990). En la Fidh (tomada de Ramon, 19p%e muestran las vias de
reduccion de oxigeno en estado basaj@,Biguiendo la via univalente.

La alta potencia bactericida dependiente de lagoesp reactivas del
oxigeno lleva asociada como contrapartida toxicidedlar, pues lipidos,
carbohidratos, proteinas y acidos nucleicos sooegtibles de sufrir profundas
modificaciones estructurales y funcionales pota&djae de los RL, lo que les hace
responsables de la lesion y muerte celular en rgtamcias tanto patoldgicas
como también en condiciones normales. Asi, se ksretacionado con la
patogenia de enfermedades con un componente inBlamamportante como:
shock  seéptico, enfermedades por depdsito de innoumglejos

(glomerulonefritis, Sindrome de Good-Pasture), eméelades por deposito (gota)
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y también se han implicado en la lesion producolarpperfusion tras infarto de
miocardio (isquemia-reperfusion) (Haliwell, 1991alikvell y Gutteridge, 1990;
Leaver et al., 1995; Schmid-Schénbein, 1993).

Con la evolucion de las especies se han desatoolmecanismos
enzimaticos para protegerse de estos reactivo®miims reduciéndolos a agua,
pero cuando la capacidad de reduccion (sistemasxatantes) se desborda, se
produce un desequilibrio oxidativo y aparecen $estes toxicos.

No solo el oxigeno puede generar RL; hay otras amsiamoléculas
organicas e inorganicas que lo hacen y puedentapto, ser toxicas (Mason y
Chignell, 1981). Ademas se generan RL en muchasneadmnetabdlicas como en
la sintesis de prostaglandinas y leucotrienos| sreabolismo de farmacos, etc.

4.2.7. La explosion oxidativa.

La interaccion de los PMNs con los agentes pat@Gesacomparada de
una explosiéon oxidativa o respiratoria (“burst @tido”), con generacion masiva
de RL (Curnutte, 1991) y liberacion de enzimasdiiticos intralisosomales, cuya
mision es la eliminacion de dichos patdégenos. Hadesbasal, la energia que
consume el PMN depende fundamentalmente de lalgisc@Curnutte y Babior,
1990 b). Sin embargo, cuando la célula es activad&, se consume en una
reaccion no mitocondrial, en la que es reducida parmar superoxido por una
oxidasa NADPH-dependiente, que es activada pordieim kinasa C (PKC) tras
su translocacion a las membrana plasmatica o fagglsobteniéndose la energia
por la via de las pentosas (Rosoff y Potter, 1991).

El anion superoxido (£-) es producido por la NADPH oOxido-reductasa,
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denominada comunmente NADPH oxidasa, un complepgtico unido a la
membrana que cataliza la transferencia de elecrsmaples del NADPH del
citosol al oxigeno extracelular. El sitio de unpiara el NADPH esta expuesto en
el lado citosolico mientras que el sitio de uniGargoel oxigeno parece estar
localizado en la capa lipidica exterior de la meanhrplasmatica (Babior et al.,
1981). La transferencia de electrones es vectgrial O,-- es asi liberado al
espacio pericelular o al interior de las vacuolagotiticas. EIl NADPH es
principalmente aportado por el shunt hexosa moffatims(Rossi, 1986). Su
afinidad por la oxidasa es 10 a 50 veces mayotagdel NADH, que no funciona
como donante de electrones en condiciones fisicdggiRossi, 1986).

En las células en reposo la NADPH oxidasa estdiv@ag desensamblada
en subunidades localizadas en diferentes compantirmentracelulares. Cuando
las células son estimuladas por agonistas quintiotéc o fagocitosis es
rapidamente reconstituida y activada. Su actividadde ser valorada por la
produccion de bD,. Bajo condiciones rigurosas la quimioluminisceraiainol-
dependiente es proporcional a la tasa de formadéin H,O, que refleja
directamente la actividad de la NADPH oxidasa (Wymat al, 1987a). El
consumo de oxigeno no mitocondrial es una medkdbdef del burst respiratorio
de los PMNs y eosinofilos, pero en los monocitosnkabicion del transporte
mitocondrial de electrones puede afectar al besgtiratorio (Thelen et al., 1988).

Ademas de la NADPH oxidasa, iniciadora de lawesfa oxidativa, hay
otros enzimas implicados en ella como podemosivéa Eigurab (Rothe y Valet,

1990; Curnutte y Babior, 1990a; Newburger y Palrh@81; Ortega, 1994):
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a) Superoxido dismutasa (SOD) citoplasmica, qualiza la formacion de D

a partir de @ - y es la primera defensa celular frente a Idades libres.

b) Catalasa, que transforma aldden HO y 2 Q.

c) Glutation peroxidasa, que convierte abDklen 2 HO mediante el paso de la
forma reducida de glutation a su forma oxidada.

d) Mieloperoxidasa (MPO), que interviene en la facon de compuestos
clorados altamente toxicos para las bacteriasta garcloro y HO..

La transformacion del ¥, en otras especies reactivas delk® produce
dentro del fagosoma, ya que el citoplasmico es degradado eficazmente por
catalasa y glutation peroxidasa (Rothe y Valet3).98stos sistemas antioxidantes
citoplasmicos modulan la respuesta oxidativa y reaah la integridad celular,
aungue en ocasiones la propia célula muere debi@aoxicidad de los radicales
libres, cuando la accion bacteriotoxica es inteftsajando parte del pus.

Bajo condiciones fisiologicas el burst respirato®s inducido por
agonistas quimitacticos selectivos que se uners aelceptores de la membrana
plasmatica: C5a (Fernandez et al., 1978); N-Fomeilionil péptidos (p.ej. fMLP)
qgue son fragmentos N-terminal de las proteinasebanas (Schiffmann et al.,
1975); lipidos bioactivos como el factor activadte plaquetas (PAF) y el
leukotrieno B4 (LTB4) que son formados por los nosnagocitos (Bagglioni et
al., 1988; Jenkins et al., 1980); derivados tidaromo NAP-1/IL-8 (Bagglioni
et al., 1989) y MGSA (Moser et al., 1990); y NAPliberado por las plaquetas
activadas (Walz et al., 1989).

Aunque no estan relacionados estructuralmente §aacvia distintos
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receptores, estos agonistas quimiotacticos iniaignla misma manera la
transduccion de la sefal y desencadenan el bespiratorio por mecanismos
similares. Sin embargo, la magnitud y duracibn @e réspuesta varia
considerablemente, sugiriendo diferentes procesesgulacion. La intensidad de
la respuesta para un agonista esta relacionadaelcarimero de receptores
ocupados. Por ejemplo: con los N-Formil péptidoalsanzan las maximas tasas
de produccién de superodxido cuando estan ocupgutogimadamente el 10% de
los receptores (Sklar et al., 1985).

Los PMNs humanos tienen unas proteinas de unionTR &n una
subunidadx especifica lipofilica que parece tener importaeciaicha activacion
( Buss et al., 1987; Jones et al., 1990; Sternvi€i86). Estas proteinas G han
sido implicadas en la activacion de la NADPH oxa#&€urnutte et al., 1979;
Nasmith et al., 1989). Tras la interaccion receptmndo y acoplamiento de la
proteina G al receptor se activa una fosfolipag&r@ith et al., 1986) que genera
dos segundos mensajeros, 1,4,5-inositol trifos(®8) y diacilglicerol (DAG).
IP3 es liberado al citosol y se une a receptorgeecificos de organelas
intracelulares que almacenan calcio, induciendidbsuacion y aumentando asi el
calcio citosolico libre (Volpe et al., 1988) mieadrque el DAG permanece unido
a la membrana y activa la protein kinasa C (Bikatal., 1989). No esta claro si
las variaciones de los niveles de calcio influyenl@ activacion del burst, pero no
son esenciales puesto que la respuesta puededseidia en ausencia de calcio
libre extracelular (Pozzan et al., 1983). En losN@BMho se ha observado aumento

del calcio libre citosdlico tras la estimulacionin Ssmbargo se obtiene una
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respuesta oxidativa cuando la protein kinasa Gsmela por ésteres de forbol o
diacilglicerol exogeno (Dewald et al., 1988). Lapkeion de calcio evita el burst,
presumiblemente porque bajo esas condiciones Iliftmsa C permanece
inactiva y no se forma diacilglicerol. Como resumestas observaciones indican
que pueden estar operando dos distintas secuelectesnsduccion de sefial en la
activacion del burst respiratorio por agonistasmjoiacticos. Una secuencia es
calcio-dependiente y lleva a la activacion dertztgin kinasa C; la otra es calcio-
independiente y no involucra a la fosfolipasa @ protein kinasa C. Los efectos
de la depleccion de calcio indican que ambas se@sepueden actuar juntas para
inducir el burst.

4.2.8. Mecanismos bactericidas no oxidativos.

La destruccion de los microorganismos depende, asletea mecanismos
oxidativos,de la liberacion de enzimas microbicidas y digestiy de péptidos
citotoxicos. Las enzimashidroliticas liberadas como hemos visto en la
desgranulacion de los PMNs, incrementan el dafieolmigno iniciado por los
derivados oxigénicos y participan en la ingestiéndcroorganismos muertos y
células huésped dafadas. Serin proteasas comadtsal y la catepsina-G
hidrolizaran proteinas de las envolturas celuldrasterianas mientras que la
lisozima degradarda los componentes polisacarida@s. BPI, factor que es
altamente toxico para las bacterias Gram-negatper® no para las Gram-
positivas ni para los hongos, puede también nézdrallas endotoxinas,
lipopolisacéaridos (LPS) téxicos de las paredeslaeds de las bacterias Gram-

negativas. La azurocidina es también activa cdagrdacterias Gram-negativas y,
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en menor grado, contra Gram-positivas y hongoslactoferrina secuestra el
hierro libre, evitando asi el crecimiento de lognmdrganismos ingeridos que
sobrevivan al proceso de destruccion. Asi, los mieg#s bacteriostaticos y
bactericidas de los PMNs pueden ser de algun nmmtipendientes.

4.2.9. Requlacién de la funcién de los PMNSs.

Las actividades de las células inmunitarias es&guladas por un
complejo equilibrio de vias contrarreguladoras warantemente redundantes),
que son controladas por mediadores humorales @guacto directo célula a
célula. El Sistema Inmunitario no es autdbnomo:clvelad de sus componentes
celulares y humorales estéa influida por mediadsoasbles secretados a partir de
los sistemas endocrino, nervioso y cardiovascudai, como por aquellos
producidos por otras células del propio sistemaumtario. Estos mediadores
incluyen citokinas, hormonas y lipidos bioactivosuchos de los cuales son
secretados en respuesta al estrés. Las célulaibanmas sintetizan y liberan
pequeiias cantidades de la mayoria de estos facfoeeienen asi el potencial
para funcionar como sistemas de amplificacion aiuros y paracrinos (Reichlin,
1993). Los procesos microbicidas de los PMNs puestEm influidos (tanto
positiva como negativamente) por muchos de estosacheres.

La respuesta de los fagocitos a la activaciongplesecuente produccion
de superoxido y otros derivados reactivos oxigé&nipoede verse aumentada por
distintos tipos de pretratamientos o acondicionatoge de las células. Este
proceso, llamado estimulacion (“priming”), signdita preparacion para mejorar

la respuesta. Los agentes estimulantes de los ifagoocluyen endotoxinas
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bacterianas, lipidos bioactivos, activadores dertdein kinasa C, ionoforos y
varias citokinas y hormonas. No se sabe mucho ebn&no de estimulacion
pero parece que el desarrollo de la respuesta merdmediado por diferentes
procesos intracelulares. De hecho, entre los agepteimerados, pueden
distinguirse los que inducen el burst por ellosnmas (por ejemplo: PAF, ésteres
de forbol, diacilgliceroles y ionéforos) de los quelo hacen como el interfergn
los factores estimulantes de colonias. Otra dif#eeasta en el tiempo requerido
para la estimulacion: el PAF y activadores de lagin kinasa C tienen efecto
inmediato sobre PMNs y monocitos, mientras los ofest estimulantes de
colonias granulocito-macréfago necesitan algunaashpara su estimulacion y el
interferény varios dias (Bagglioni et al., 1988; Dewald et B984; Thelen et al.,
1988).

Los PMNs también interaccionan reciprocamente ¢oas @élulas como
células T, células endoteliales y plaquetas, taritavés de contacto directo célula
a célula, como a través de mediadores humorageBa$lemostrado que un gran
namero de estos mediadores son potentes agendéstirdalacion de los PMNs
vitro y algunosin vivo. La activacion de la cascada del complemento &mbi
genera fragmentos que mejoran la fagocitosis (G&muimiotaxis y la actividad
microbicida (C5a) (Thelen, Dewald y Baggiolini, B)8
a) Citokinas

Se ha demostrado que muchas citokinas, incluyeratdores de
crecimiento hematopoyéticos y pirébgenos, son peteagentes de estimulacion

de los PMNsin vitro (Steinbeck y Roth, 1989). Las citokinas son prasei
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inmuno-reguladoras producidas y secretadas enedifes combinaciones y en
diferentes cantidades por la mayoria de célulasummarias, incluyendo

macrofagos, PMNSs y linfocitos (Lloyd y OppenheirB92; Nicola, 1989). Tienen

poderosas y multiples acciones que se superpoteat(ppicas) sobre las células
diana y pueden actuar de forma concentracion-dégpaedpara amplificar o

disminuir todas las respuestas del sistema innmimitalgunas citokinas también
interaccionan para producir amplificaciones porciddi o sinergismo de las
respuestas inmunes.

Se conocen varias citokinas que actuan estimallvelPMNSs. Entre las
que actuan sobre los precursores celulares misloide y factores estimulantes
de colonia granulocito-macréfago, solo las Ultimagidan sobre los PMNs
maduros y los estimulan para producir una poteagpuesta de burst a los
péptidos quimitacticos y fagocitosis. Las citokimaffamatorias clasicas, ILely
18 y TNF-a también estimulan a los PMNs para producir buéxdliferencia de
la IL-1, el TNF@ induce directamente la formacion dg Oy HO..

b) Hormonas neuroendocrinas

En la inmunorregulacion estan involucradas lascgales hormonas de
estrés, tanto a nivel sistémico como a nivel ldcalhormona del crecimiento y la
prolactina son agentes inmunopotenciadores. Lasogarticoides y los opiaceos
pueden mejorar algunas respuestas inmunes a may bapcentraciones, pero
son generalmente considerados como inmunosupre@ades, Felten y Cohen,
1990). Las interacciones bidireccionales de citakily neurotransmisores con

neuronas y células inmunes, proporcionan mediaooinicacion quimica entre
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los sistemas neuroendocrino e inmunitario. Las eotnaciones plasmaticas de
estas hormonas fluctian a lo largo del dia debidw &ecrecion pulsatil y el
rapido aclaramiento metabdlico, estando ambos garente regulados por
retroalimentacion negativa (Ader, Felten y Coh&90).

4.2.10. Actividad de los PMNs vy dafio tisular.

Hemos comentado como los PMNs, siendo esenciatasigpaefensa del
huésped, han sido también implicados en la pa®ldgi muchas condiciones
inflamatorias cronicas y en el dafio por isquempeeirision (Smith, 1994; Weiss,
1989). En los fluidos aislados de los sitios déaméacion se pueden detectar
enzimas hidroliticos de origen neutrofilico e intidyes de proteasas inactivados
oxidativamente (Weiss, 1989). El dafio tisular detdped se puede producir por
varios mecanismos independientes: activacion prematurante la migracion;
liberacion extracelular de productos microbicidagradte la destruccién de
algunos microorganismos; eliminacion de célulasdt#das o dafiadas y de restos
celulares, afectando a otras células en el prabesemodelacion del tejido, etc.

El dafio por isquemia-reperfusion esta asociadofaujmnde PMNs hacia
los tejidos afectados y su subsecuente activaéldede ser desencadenado por
sustancias liberadas por las células del huésp@atida o como consecuencia de
la generacion de superoxido a través de la xamtiidasa (Smith, 1994). El
superoxido también es la sefial para el reclutami@éatPMNs adicionales al sitio
afectado y la isquemia puede ser mantenida pavbd&ruccion de los capilares

por agregados de PMNs activados (McCord, 1987)efod encontrar un buen
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ejemplo de la paradoja de los PMNs en los enferroosSindrome del Distréss
Respiratorio del Adulto (Smith, 1994). Aunque IoBINs activados dafian el
tejido pulmonar, muchos individuos afectados muengor infecciones
pulmonares. El mecanismo puede involucrar al agetatm de la capacidad
microbicida de los PMNs como resultado de estartemendo la respuesta
inflamatoria, lo cual, a su vez, impide la conségtieé respuesta a los agentes

infecciosos.

5. ALTERACIONES INMUNOLOGICAS EN EL EJERCICIO FiSIC 0.

5.1. Introduccién a la Inmunologia del ejercicio.

Es evidente el beneficio que el ejercicio fisicpae sobre practicamente
todos los aspectos de la salud y existe la cregmriaralizada de que “ejercicio
regular y desarrollo de la forma fisica hacen divilluo més sano”. Con respecto
a la relacion con la inmunidad, los primeros estsighublicados estan fechados en
los afos 20 (Bailey, 1925; Nicholls y Spaeth, 192@penheimer y Spaeth, 1922),
y sin embargo aun existen aspectos poco clarosuent@ a la influencia del
ejercicio sobre el Sistema Inmunitario.

Por lo general, se opina que el ejercicio fisicecaddo incrementa las
funciones inmunolégicas y que el ejercicio modergdpracticado de forma
regular potencia la resistencia a las infeccionesl grecimiento de tumores
inducidos experimentalmente en animales (Mackinmdiomasi, 1986; Simon,
1984). Sin embargo, algunos estudios han asociagjereicio extenuante a una

mayor susceptibilidad a infecciones y tumores arpaEttales, principalmente
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infecciones viricas del tracto respiratorio supefiRS), durante el entrenamiento
intensivo, época de competiciones y, sobre todclesobreentrenamiento. Del

mismo modo, la practica de actividad fisica intedseante el transcurso de una
infeccidn se ha asociado a un aumento de la grdveela@sta (Horstmann,1950;
Weinstein, 1973). Estos efectos negativos del iejerparecen estar en relacion,
principalmente, con el volumen y la intensidad éjrcicio realizado, aunque

otros factores importantes son duracion, frecuercagacteristicas metabdlicas
(ejercicio aerobio o anaerobio), estado inmunitaggiado previo de forma fisica
o grado de entrenamiento del sujeto. (Heath etl8B]1; Nieman et al., 1989;

Peters y Bateman, 1983; Peters et al., 1993). &émamiento moderado y la
participacion en eventos mas cortos y no-compestivno parece alterar la
incidencia de IRS (Nieman, Johansen y Lee, 1988midn et al., 1990). Aunque
en la actualidad se estan realizando mas estuoiotados, el mecanismo de las
alteraciones del sistema inmunitario inducidas glogjercicio no esta aun bien
definido, pero lo que si esta claro es que el igjeres, de alguna manera, un
regulador de la funcidon inmunoldgica.

Aunque los incrementos en los contajes de leucocitculantes
inducidos por el ejercicio fueron publicados pdmara vez a principios de este
siglo, ha sido recientemente cuando se han estuthadpotenciales alteraciones
funcionales. En general, la intensidad y duraci@énuth episodio aislado de
ejercicio parecen dictar la magnitud y direcciéniakecambios en los contajes y
porcentajes de los leucocitos circulantes en saligpte es también el caso de la

funcién, aunque las alteraciones funcionales nenastcesariamente relacionadas
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con los cambios numéricos (Smith, 1995).
5.2. Modelos de relacion entre ejercicio fisico yitaracion inmunitaria.

Se han propuesto tres modelos para explicar lzideleentre ejercicio
regular y susceptibilidad a la infeccion, tantorera poblacion general como
entre los deportistas. Estas tres hipétesis searern diferentes aspectos de la
respuesta inmunitaria al ejercicio, siendo poraamtmpatibles y no excluyentes
entre si.

Nieman y Nehlsen-Cannarella (1992) proponen unefeotn forma de
J” para describir la relacion entre la cantidad gogcio y la incidencia de IRS.
Sugiere que los sujetos que se ejercitan moderadanpeesentan una menor
incidencia de IRS comparada con la poblacion sadantpor el contrario, los
atletas que llevan un entrenamiento extenuanterianf un incremento de la
incidencia de infecciones. Aunque este modelo essistente con los datos
existentes de estudios epidemiologicos realizadagedores, se necesitan mas
trabajos para confirmar el modelo en otro tipo @adtistas, asi como para
definir mas claramente la “cantidad” de actividédch que se requiere en cada
categoria (sedentaria, moderada, intensiva) y eaglicar los mecanismos
involucrados.

Pedersen y Ullum (1994) sugieren una hipotesisvdatana abiertapara
describir el periodo de tiempo tras un ejerciciemsivo durante el cual el atleta
esta en mayor riesgo de infeccion. Segun este moeéélejercicio moderado
estimula la funcion inmune durante un corto peritrds el ejercicio. En cambio,

el ejercicio extenuante induce una inicial estiroidla seguida de una supresion
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de mayor duracion (horas); seria durante esta &mentbierta de depresion
inmunitaria cuando el atleta tendria un mayor oedg contraer la infeccion.
Debido a que los deportistas de élite entrenamsntamente al menos una vez al
dia, es posible que una significativa cantidad uldiempo se incluya en este
periodo de supresion inmune.

Smith y Weidemann (1990) proponen orodelo neuroendocrinpara
explicar la respuesta inmune al ejercicio de végidhtensidad. Proponen la
liberacion, durante el ejercicio, de hormonas inamoduladoras que combinan
Su accion inmunoestimulante o inmunosupresora erdi#pndo de la intensidad
del ejercicio. El ejercicio moderado induce la tdm@on de hormonas
inmunoestimulantes, como hormona de crecimientolagtina y endorfinas /
encefalinas, asi como de citokinas estimulantes.e8ibargo, a medida que la
intensidad de ejercicio incrementa por encima deimbral critico, se activa el
sector inmunosupresor del eje hipotalamico-hipdfisaliberando hormonas
inmunosupresoras como las catecolaminas, el coytis)ACTH. Este modelo da
una explicacion fisiologica para la relacion obs€ee entre la intensidad y/o
volumen del entrenamiento y la incidencia de IRS.

5.3. Aproximaciones al estudio de la funcidn inmutaria en el ejercicio fisico.

5.3.1. Estudios transversales.

Este tipo de aproximacion ha permitido comparar lzmiables
inmunitarias de deportistas en reposo o tras ejerdianto respecto a referentes
clinicos como respecto a valores obtenidos de asijebntrol no-deportistas

equivalentes. Varios estudios presentaron, enaatletiveles por debajo de lo
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normal de ciertos parametros inmunes como faceesomplemento (Nieman
et al., 1989), IgA secretora (Gleeson et al., 1995masi et al., 1982), algunas
subclases de inmunoglobulinas séricas (Gleeson.,el35; Gmunder et al.,
1990) y actividad oxidativa de los PMNs (Pyne et H95; Smith et al., 1990).
Sin embargo, se observa una grariabilidad en muchos de los parametros
inmunitarios y no esta claro si estos valores iofes reflejan diferencias reales
debidas al ejercicio o si son diferencias inheremtdividuales.

5.3.2. Estudios longitudinales.

Este tipo de estudios se centra en las respuagida & cronica (es decir,
entrenamiento) al ejercicio, tomadas a varios t@snen atletas en temporada de
competicion. Asi puede analizarse como el sistenmaumitario responde al
ejercicio a corto y largo plazos y estimar los ples mecanismos involucrados.
Sin embargo, no todos los estudios han incluiddérol@s apropiados para tomar
en cuenta posibles variaciones diurnas y esta@sn@édemas pueden escapar
otras variables, como el estrés psicologico, eltefde los viajes y los cambios en
los regimenes de entrenamiento.

5.3.3. Estudios en condiciones de sobreentrenamient

Para obtener resultados Optimos en cualquier depest importante
mantener un adecuado balance entre entrenamient@cyperacion. Los
deportistas de élite requieren altos volumenes mleer@amiento y se entrenan
duramente para adaptarse a entrenamientos cadan&szduros. Cuando el
ejercicio severo y el desequilibrio en la homeostasie éste conlleva, no se

acompafan de una adecuada recuperacion, el atletke gufrir un sindrome de
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sobreentrenamiento (Viru, 1994). También en estodetos se han estudiado las
respuestas inmunitarias, en un intento de comprende relacion entre
sobreentrenamiento y susceptibilidad a la infecaanatletas (Lehmann et al.,
1991; Mackinnon y Hooper, 1996; Pyne et al., 19@9n esta investigacion es
posible controlar el volumen y la intensidad ddfremamiento, pero no todos los
deportistas responden igual al entrenamiento nté@ssao y, hasta el momento,
todos los intentos de identificar parametros reatmespecificos y sensibles de
sobreentrenamiento han fracasado (Gabriel et288;HHooper et al., 1995).
Aunque parece no haber ningin enfoque ideal, candm los datos de
todos los estudios es posible ir avanzando en @mnsion de las respuestas
inmunes de los atletas al ejercicio de entrenamigbmpeticion.
5.4. Parametros inmunitarios en deportistas.

5.4.1. Numero de leucocitos, distribucion celylaroliferacion linfocitaria.

En general los deportistas presentan, en repasgemtos y distribucion de
subpoblaciones leucocitarias clinicamente norméiésCarthy y Dale, 1988),
aungue se ha sugerido que los que estan sometidagremamiento intensivo
pueden tener recuentos leucocitarios y linfocitago reposo en el limite inferior
de la normalidad, pues parece que los recuentos leudosit&en reposo
disminuyen progresivamente tras un periodo de matngeento intensivo o
sobreentrenamiento (Lehmann et al., 1991). Sin ggobaddooper y Mackinnon
(1995), no encontraron cambios durante una tempodadcompeticion de seis
meses en nadadores de élite, en el nimero de I@mgydinfocitos, excepto un

incremento en los PMNs antes de la competiciorcipah y solo en los nadadores
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que presentaban sintomas de sobreentrenamiento.

Los episodios agudos de ejercicio si parecen pesvoambios en el
namero de leucocitos circulantes y en la distrilircce sus subpoblaciones y, a
veces, en la capacidad de los linfocitos de pralifen respuesta a antigenos
(Eskola et al., 1978). Durante y después del gjerce observa leucocitosis. El
namero de leucocitos circulantes puede aumentau&ino o cinco veces durante
y después del ejercicio intenso y permanecer etevesta veinticuatro horas
después. La magnitud de este incremento suelelsgivo a intesidad y duracion
(Fry et al., 1992; McCarthy y Dale, 1988). La lecitmsis es debida tanto al
aumento de los PMNs como de liogfocitos y en menor grado al nimero de
monocitos.

En el caso del ejercicio intenso se produce unpuesta bifasica:
inmediatamente al ejercicio aumenta el nimero deolgtos entre un 50-100%.
Tras unos 30 min. se produce una caida del nuneetmfdcitos por debajo del
30-50% de los valores pre-ejercicio permaneciengoiduidos durante 3-6
horas, mientras que se mantiene una marcada yngama neutrofilia (Gabriel,
Urhausen y Kindermann, 1992; Gabriel et al., 1984}as rapidas modificaciones
del nimero de leucocitos sugieren la existencialtéeaciones en la distribucion y
compartimentacion de los leucocitos (Levi et @88). El grado de leucocitosis
podria estar relacionado con las diferencias ennigsles de catecolaminas
registrados durante el ejercicio. Puesto que leecominas inducen una rapida
leucocitosis, los elevados niveles de catecolamiegsstrados en el ejercicio

maximo pueden provocar una movilizacion de los deilos mas rapidamente
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que en el ejercicio moderado (Eskola et al., 1&®thertson et al., 1981).
5.4.2. Linfocitos.
A) Recuento:

Existe controversia respecto a los recuentos dieclins tras el ejercicio.
Algunas publicaciones hablan de linfocitosis tagiodeportistas bien entrenados
tras ejercicio extenuante, como en no entrenadas éjercicio submaximo
(Ahlborg y Ahlborg, 1978; Hedfors et al., 1976; Mthty y Zimmerman, 1978;
Robertson et al.,, 1981; Steel et al., 1974; Sopgl.e 1982; Yu et al., 1977),
mientras que otros grupos no han comprobado diofacitosis (Eskola et al.,
1978; Hanson y Flaherty, 1981). Es posible quéelaaela variacion individual en
el nimero de linfocitos explique, en parte, lasemificias observadas entre
estudios. Tal variacion inter e intraindividual daeedeberse también a las
diferentes respuestas hormonales (cortisol, catetoas y péptidos opiaceos) al
ejercicio, pues estas moléculas son potentes inmaequdadores. Ademas, el
momento en que se obtienen las muestras sang@sdasdamental, puesto que
la linfocitosis postejercicio es transitoria, comdépendencia de duracion e
intensidad del ejercicio (Ahlborg y Ahlborg, 19 Rpbertson et al., 1981; Steel et
al., 1974).

B) Distribucion de subpoblaciones:

En general, parece que las células T citotoxicpegsoras (CD3+CD8+)
aumentan entre un 50-100% después de ejerciciosmtanientras que las T
colaboradoras/inductoras (CD3+CD4+) y las célulagCB®19+) se ven poco

afectadas, disminuyendo la proporcién entre célllasoperadoras y supresoras
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(CD4+/CD8+)(Edwards et al., 1984; Fry et al., 199@ndmann et al., 1984).

C) Respuesta a la activacién mitogénica in vitro:

Se han descrito efectos significativos sobre lpuesta proliferativa de
linfocitos a la estimulacion mitogénica tras elrej@o (Green et al., 1981). El
ejercicio maximo produce disminucion de la respugsbliferativa linfocitaria a
los mitdgenos de células T fitohemaglutinina (PRASoncavalina A (Con A) en
linfocitos de corredores entrenados, disminuciée @qo se produce, en los
mismos deportistas, tras un ejercicio submaximédqiset al., 1978). En sujetos
no entrenados disminuyen las respuestas a PWM, yPE@&n A tras un ejercicio
submaximo (Hedfors et al., 1976). El hecho de dgeecicio altere la capacidad
proliferativa linfocitaria sugiere que un Unico sdio de ejercicio podria
producir un efecto de larga duracion (dias) soarkihcion inmunitaria. Asi, en
los deportistas podria existir una supresion cedride la capacidad de los
linfocitos para proliferar en respuesta a ciersignaulos.

5.4.3. Células Natural Killer (NK).

Las células NK son una subpoblacion de células marieares, también
denominadas linfocitos grandes granulares, conifam@D3-CD16+CD56+. Las
células NK pueden reconocer y destruir célulasciaftas por virus, células
tumorales y algunos microorganismos sin exposi@éevia. Son, por tanto,
importantes en la defensa del huésped contra@hdento tumoral y la infeccion
virica. En reposo, el numero y la actividad citat@x\K de los deportistas parece
normal o levemente aumentado (Mackinnon, 1989; et al., 1995). Se ha

publicado una disminucion del numero de células ¢€ulantes durante los
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periodos de entrenamiento en nadadores de élieegGh et al. 1995), pero no
esta claro si ésto resultd en alteraciones detiaided citotdxica. En general se
ha visto un aumento de dicha actividad despuésjeeticio, tanto moderado
como maximo (Kappel et al., 1992; Mackinnon et E88; Nieman et al., 1993),
volviendo a niveles basales tras una hora deliejerbreve, pero se mantiene
suprimida entre una y seis horas tras ejercicio imasso (Kappel et al., 1992;
Mackinnon et al., 1988; Nieman et al., 1993; Pesterst al.,, 1989). Esta en
debate si esta disminucion representa una verdadprasion de la actividad o si
es debida a una redistribucion de las subpoblasidedinfocitos circulantes en el
ejercicio (Kappel et al., 1992; Mackinnon et a@92; Nieman et al., 1993).

5.4.4. Moléculas de adhesion.

Trabajos recientes indican que, en comparacionlaoifinfocitos T y B,
las células que expresan alta densidad de molédelasdhesion (por ejemplo
LFA-1), tales como células NK y monocitos son lasmapidamente movilizadas
a la circulacion: entran en la circulacion masdapiente y en nimeros mas altos
durante un ejercicio intenso, y salen mas rapidéendaspués (Gabriel et al.,
1991, 1992 y 1994). Esto sugiere que los cambiotogmumeros de células
circulantes estan mediados por las moléculas desaith Como ejemplos, la
activacion de las moléculas de adhesion por citskig el aumento de la
temperatura corporal mejoran la adherencia dedhsas al endotelio vascular y
como consecuencia su entrada a los sitios de iafleim, presumiblemente
musculo esquelético (Gabriel, 1994) y en correddeefondo la expresion de la

molécula de adhesion ICAM-1 en los monocitos aumpnbgresivamente con la
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intensidad y volumen de entrenamiento, con loslesvenas altos durante la alta
competicion (Baum, Liesen y Enneper, 1994). Tambgarha comprobado el
aumento de la expresion de los receptores para @3 6 CD11b) en los
leucocitos.

5.4.5. Inmunoglobulinas.

Varios estudios han presentado concentracionegasértlinicamente
normales en los deportistas (Green et al., 198afHHet al., 1991), pero en otros
estudios, se obtuvieron niveles mas bajos de ingiahalinas IgA, I1gG e IgM en
los deportistas respecto a sujetos control (Gleesah, 1995).

En general los niveles séricos de Ig disminuyeardimente (<20%) o no
cambian tras el ejercicio agudo (Sawka et al.,, 19890 si parecen existir
cambios en la Ig secretoras durante el ejercidmsyperiodos de entrenamiento
intensivo: Se han descrito niveles bajos de IgAvaalras breves intervalos de
ejercicio (Mackinnon y Jenkins, 1993), ejercicigeimso prolongado (Gleeson,
1995) y durante periodos competitivos en depogid&aélite (Tomasi et al., 1982)
e incluso se han publicado estudios sobre la distion transitoria de la IgA de
la leche materna tras episodios de ejercicio maxi@regory et al., 1997). Se ha
sugerido que la intensidad del ejercicio puede userfactor importante en la
respuesta de la IgA, pues parece disminuir masudssde ejercicio intenso
(Mackinnon y Jenkins, 1993) que de ejercicio moder@cDowell et al., 1991;
Mackinnon y Hooper, 1994).

5.4.6. Citokinas.

Los niveles plasmaticos de citokinas solo cambigeramente durante el
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ejercicio, aunque se ha determinado un aumenta dexdrecion urinaria tras
ejercicio intenso (Northoff, Weinstock y Berg, 199&prenger et al. (1992)
describieron incrementos de IL-6 e IB-¥ receptores solubles de IL-2 e IL-6 en
plasma y de Interferop-(IFNy) y TNFa urinarios. En general, el ejercicio
moderado provoca pequefios cambios mientras quégereice extenuante se
asocia a grandes incrementos de la excrecion i#irtbr la mayoria de las
citokinas, y a una disminucion de la produccidrvitro de citokinas (Northoff,
Weinstock y Berg, 1994). Sin embargo y aunque se dhetectado pruebas
recientes consistentes con la modulacion de laugrddn de citokinas por el
ejercicio severo, no existe correlacion directaestds cambios en la citokinas y
las alteraciones de la funcion inmune en los dstasti Es posible que el aumento
de la aparicion de citokinas proinflamatorias cdind, IL-6 y TNFa refleje una

respuesta inflamatoria aguda al ejercicio extermuant

5.4.7. Otros factores necesarios para el Sistemarlitario.

Se ha propuesto recientemente que el ejerciciasoteegular como el que
realizan los deportistas de élite pueden depleci®wustancias especificas
necesarias para el funcionamiento Optimo del setenmunitario como la
glutamina o la vitamina C (Parry-Billings et al9Q9P; Peters et al, 1993) a traves
del aumento de la excrecion y del recambio. Pagere los niveles bajos de
vitamina C pueden reducir la actividad antioxidaptasmatica alterando la

quimiotaxis leucocitaria.
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6. EJERCICIO Y PMNs.
6.1. Cambios inducidos por el ejercicio en el nUmerde PMNs circulantes.
Linfocitos y PMNs contribuyen conjuntamente a lackecitosis inducida
por maximo y submaximo ejercicio. En general, cadadntensidad del ejercicio
excede el 60% del consumo maximo ¢e(\@02 max.) se activa la liberacion de
cortisol, que hace predominar la neutrofilia, awngste umbral puede ser mas
bajo si la carga de trabajo es de larga dura@idcCarhty y Dale, 1988). La
movilizacion a la circulacion desde los acervos gimales de todos los tipos
leucocitarios es desencadenada por el ejercicioimoaxanto en sujetos
entrenados como en no-entrenados, mientras queodeyss de ejercicio
submaximo realizados de forma cronica incremengamovilizacion de los

PMNs con preferencia a los linfocitos (Ferry et 2990).

6.2. Cambios inducidos por el ejercicio en la funcionatiad de los PMNs
circulantes.

Mientras que se han realizado muchos estudiosdnalgs con linfocitos
y células NK aislados, solo recientemente se hiimatto PMNs para este tipo de
estudios (Smith y Weidemann, 1993; Smith, 1995hgae con resultados algo
conflictivos. Por ejemplo, en respuesta a un sirgsé de ejercicio, la capacidad
microbicida de las células puede cambiar en urecdlion, y sin embargo, otra
funcidn como la fagocitosis puede cambiar en l&adidn contraria (Smith,
1997).

En general, los episodios aislados de ejercicreetieefectos dependientes

54 54



de la intensidad sobre ciertas funciones neuttasli Existe abundante
bibliografia sobre los efectos del ejercicio de srada intensidad sobre dichas
funciones. Se han publicado incrementos en lasctigmes de quimiotaxis, de
fagocitosis y de destruccidon de microorganismoslodePMNs de sujetos no
entrenados (Smith et al., 1992), aunque sobreléistaa existe controversia, pues
algunos autores no detectaron cambios en la aativigicrobicida sobre Candida
albicansin vitro respecto a los valores pre-ejercicio (Ortega, iGary De la
Fuente, 1993). Se han observado incrementos clatantependientes de la
intensidad del ejercicio en la expresion de logpamres para el fragmento C3bi
del complemento (CR3 o CD11b), asi como en laditiéna la circulacion de
mayores cantidades de elastasa. También se harcagulablestudios sobre
incrementos temporales, aunque con grandes vareximterindividuales, de la
actividad especifica de producciéon intracelular Hig, y HOCI en PMNs
estimulados con zimosan opsonizado (OZ) (Smith.e1890) y en respuesta a la
estimulacion con PMA.

Respecto a la duracion del ejercicio, la actividaitrobicida de los
PMNSs no parece cambiar tras un ejercicio breve gnele 30 minutos) (Lewicki
et al.,, 1987), pero puede aumentar hasta 6 horapuéle de un ejercicio
prolongado (60 minutos) tanto en sujetos entrenado® no entrenados (Smith
et al., 1990).

En cuanto al ejercicio mas severo, estudios sobtBlsPde deportistas
entrenados presentaron una actividad respiratadis lmaja tanto en reposo como

después del ejercicio, en comparacion con lasazellg individuos no entrenados
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(Lewicki et al., 1987; Smith et al., 1990). Estuglinas recientes (Baum, Liesen y
Eneper, 1994; Hack et al., 1994; Pyne et al., 186Bjirman estos datos y hablan
de la supresion de determinadas actividades dedoiofilos de atletas durante
carreras mas largas y severas, en comparacion a®ndeé entrenamiento
moderadoPor ejemplo, Pyne y su grupo mostraron la dismdmuprogresiva de
la actividad oxidativa de los PMNs de nadadoreglite durante doce semanas de
entrenamiento intensivo, observando los valores lmgss en la fase de maximo
entrenamiento y su parcial recuperacion en ladaseposo posterior (Pyne et al.,
1995).

Asi, y con la excepcion de fagocitosis y desdemion, el ejercicio a
maximo esfuerzo generalmente suprime la mayorfasdeinciones de los PMNSs.
En un estudio comparativo entre corredores dedotrthtletas y controles no
entrenados, el ejercicio progresivo hasta el agetam duplico la capacidad
fagocitica de los PMNs de muestras tomadas a l&®24 del ejercicio (Hack et
al., 1992 y 1994). Usando un protocolo de ejercstmilar, el grupo de Lewicki
encontr6 un aumento de la actividad fagocitica giatamente después del
ejercicio pero ningun cambio en la adherencia daecapacidad bactericida en
sujetos desentrenados, mientras que ambas disminuimo cambiaba la
fagocitosis en ciclistas de élite (Lewicki et 41987).En ciclistas de resistencia,
ejercicio continuo a 110 % del umbral anaerdbicraie unos 20 minutos no
altero la capacidad de los PMNs de fagocitar H.(Gabriel et al., 1994), aunque
una semana después de una carrera de ciclismoOdér24 el mismo protocolo

de ejercicio, en los mismos sujetos, disminuiareB81% la generacion de,&;
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en ceélulas estimuladas con PMA, y no se habiannéracid cambios antes de la
carrera (Gabriel et al.,, 1994). Otros trabajos regiois en la supresion de
funciones son los de Smith (Smith et al., 1992yeddb disminucion sustancial de
la actividad especifica de produccion dg®ky HOCI en PMNs estimulados con
OZ tras ciclismo a esfuerzo maximo; la disminucgnla quimioluminiscencia
estimulada por PMA tras una carrera de 10.000 nentnas que tras una carrera
de 2.000 m. no se observo ningun cambio signifioatiKokot et al., 1988), y la
caida en la produccion de superoxido en célulagmastdas con PMA
inmediatamente tras el ejercicio (aunque 1 horpuwissaumentaba al menos un
20% y permanecia elevada durante 24 horas (Haak, €992 y 1994). En otro
estudio, el ejercicio progresivo hasta la exterara@umento las respuestas de
quimioluminiscencia de los PMNs al OZ, pero edtexte fue abolido por N-
acetilcisteina (Huupponen, et al., 1995).

Del mismo modo que los episodios simples de ejer@ghaustivo, los
periodos intensos de entrenamiento deprimen deaferdmica algunas funciones
de los PMNs. La intensidad, duracion, tipo y regdéd del entrenamiento son
factores criticos. Algunas comparaciones entré@ientrenados y no entrenados
son dificiles de interpretar debido a que los @o@s de entrenamiento estan
pobremente descritos. Sin embargo, los efectosedakenamiento son mas
consistentes que los cambios referidos tras ejeraigudo. Al igual que en el
ejercicio aislado las actividades quimiotacticgjofztica y microbicida parecen
mejorar, pero se pueden observar resultados caitAads segun las

publicaciones. Por ejemplo: las determinacionealbagle estas tres actividades
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fueron significativamente mas altas en las célddemdadas de jugadores de
baloncesto comparando con las células de contnalesntrenados (Ortega et al.,
1993). En otro grupo de jugadores de baloncestbiéanfue mayor la capacidad
de los PMNs de destruir bacterias y de generarréxig® durante la temporada
de competicion (Benoni et al., 1995b). EI mismopgrpublicé que los PMNs de
personas activas presentaban capacidades de amaeydractericida mas altas,
pero mas baja generacion de superéxido que lotosujeactivos (Benoni et al.,
1995a). Hack y colegas (1994) resumieron que nstiari diferencias entre las
actividades fagocitica, quimiotactica y la proddocde superoxido de los PMNs
aislados de corredores altamente entrenados ysd#gel@ontroles desentrenados.
Aunque la actividad fagocitica no resulté difereatdre ciclistas entrenados y
controles desentrenados, Lewicki y colegas (198ibjigaron que la capacidad
bactericida neutrofilica era significativamente rbag en los ciclistas antes del
ejercicio, y que este efecto del entrenamientoaéra mayor tras una sesion de
ejercicio maximo. Smith y cols. encontraron quecépacidad de los PMNs
aislados de ciclistas de élite (Qque entrenan H2sthoras / semana) de generar
radicales libres después de su estimulacion porfu@Zconsiderablemente mas
baja que las respuestas de las células de susalmues no entrenados, tanto
antes como después del ejercicio (Smith et al.Q J9P992).
Estos diferentes efectos del entrenamiento sonsupriblemente,

especificos de cada deporte, debido a la divergddd intensidad, el volumen y
la frecuencia del entrenamiento. Los atletas distencia de élite, por ejemplo,

llevan un programa de entrenamiento mucho mas mbegesn términos de
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volumen e intensidad, que los jugadores de baltmces

7. EJERCICIO Y ESTRES OXIDATIVO.
7.1. Generacion de radicales libres durante el ejeicio fisico.

El ejercicio aerobico extenuante se ha asociatoestrés oxidativo y
dafio tisular en el organismo. La generacion decaseh libres oxigénicos y otras
especies reactivas derivadas del oxigeno puedex secanismo subyacente por
el que el ejercicio fisico intenso induzca el daialativo.(Alessi, 1993; Davies
et al, 1982)

El ejercicio fisico severo conlleva un dramaticor@mento en la captacion
de oxigeno, tanto por el organismo en su conjuatnog principalmente, por el
musculo esquelético. ( Jackson, 1985; Reid et9&i2)L
La mayor parte del oxigeno consumido es utilizadola mitocondria para el
metabolismo de sustratos y la produccion de adeadsitrifosfato (ATP), y es
reducido en ultimo término a agua. Sin embargo, pequefa fraccion de
oxigeno (entre 2-5%) es posiblemente convertiddoea univalente, en varios
intermediarios que escapan de la cadena de traasplectronico, como £,
H.O, y -OH(Chance, Sies y Boveris,1979). EJ-©Oy el - OH son radicales libres
por definicion, porque contienen en su estructui@mea un electron no
apareado, mientras que ej®3 no lo es (Halliwell y Gutteridge, 1985). Cuando
se realiza un ejercicio aerobico prolongado, ladpcoion de radicales libres es
excesiva y las reservas antioxidantes del organisqmue son adecuadas en

condiciones fisioldgicas (Machlin y Bendich, 1983 ven insuficientes y son

59 59



sobrepasadas por los radicales libres, llevandetenso dafio celular y tisular.
(Fig. 7: tomada désiuliani y Cestaro, 1997).

La produccion de radicales libres parece ser elamsmo por el que se
producen una serie de cambios bioquimicos y figiois que ocurren durante el
ejercicio y que son indicativos de estrés oxidafidenkins, 1988) pero, aunque
existen solidas pruebas de la relacion de los abtidibres con el dafio celular y
tisular inducido por el ejercicio, ain no se haleglsticido un enlace directo de la
generacion de radicales libres con estos procésmseso continda haciéndose
referencia a ellos como dafio oxidativo mas que cdafio por radicales libres.

Aunque la implicacion de los radicales libres origés en el dafio tisular
en el ejercicio fisico aparecié en la literaturaegyalos afios 70 (Dillard et al.,
1978), fue el trabajo de Davies y su grupo el priménto de establecer una
relacion causal entre la generacion de radicabesdliy el dafio oxidativo celular
en ratones (Davies et al., 1982). Mediante espmmipia de resonancia
paramagnética electronica (EPR) demostraron querdduccion de radicales
libres se intensificaba en musculo de miembro iofex higado de ratén tras una
carrera extenuante. La produccion incrementada adiécales coincidid con
alteraciones celulares como peroxidacion lipidiséardida de la latencia del
reticulo sarcoplasmico y desacoplamiento mitocahd®tro grupo (Jackson et
al., 1985) encontré un aumento del 70% en las sefé@ EPR asociadas con
radicales libres en el masculo contractil estimalatectricamente. El grupo de
Kumar (Kumar et al., 1992) public6 que un episodigudo de ejercicio

extenuante de resistencia aumentaba la producaomadicales libres en el
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miocardio de hembras de ratas albinas. Ademasgnmamtaba la peroxidacion
lipidica en el miocardio de los animales tras etagio.

Posteriormente se han desarrollado métodos masleemara medir los
radicales libres producidos durante el ejercicgicéi. Por ejemplo, Reid y cols.
utilizaron el fluorocromo 2’,7’-diclorofluoresceir@mo sonda intracelular para
medir la produccion de reactivos oxidantes en ebauld diafragmatico en
contraccion y encontraron que los radicales libmreduyendo Q- y HO,, no
s6lo aumentaban durante la contraccion muscularcgie también contribuian a
la fatigadel diafragma (Reid et al., 1992). En otro trabajediante técnicas de
quimioluminiscenciaJenkins y su grupo demostraron que los niveletatessi de
radicales libres en musculo de miembro inferior dea, aumentaron
significativamente tras la estimulacion con hidrop&lo de tert-butilo en
animales que corrian hasta extenuarse, comparatoks controles en reposo
(Jenkins et al., 1993). La quimioluminiscencia esbiomarcador ampliamente
aceptado para la produccion de radicales libregarek (Allen, 1986).

Aunque la cadena respiratoria mitocondrial parecdas principal fuente
de radicales libres durante el ejercicio fisicohar propuesto otras vias como la
reaccion catalizada por la xantina oxidasa (XQ gdtivacion de los neutrofilos.
La activacion de la XO se produce en el citos@guerda al mecanismo del dafio
por isquemia reperfusion (Meydani y Evans, 1998f &ustratos para esta via de
generacion de £-, hipoxantina y xantina, pueden derivar de laraidgacion de
nucledtidos de adenina que presumiblemente ocumante el ejercicio severo

por un desequilibrio entre la sintesis y la utdiba de ATP (Sahlin et al., 1991,
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Sjodin et al., 1990). De todas formas, en la hgiétde la generacion de radicales
libres por XO en el masculo existen pocas pruelgatadsquemia del musculo
esquelético durante el ejercicio dinamico y dediavacion en el musculo de la
via de la XO. Sin embargo es posible que la gerteraite radicales libres tenga
su papel en el dafilo muscular post-ejercicio despleesealizar un ejercicio
isquémico como la contraccion isométrica, duramteclial se degrada gran
cantidad de nucleétidos de adenina y se acumuladuptos de las purinas
(Meydani y Evans, 1993; Sjodin et al., 1990).

Es bien conocido que los neutréfilos activados teea el torrente
sanguineo producen,@ y H0O, cuando son atraidos hacia los miocitos o las
células endoteliales del lecho vascular como radaltlel dafio celular muscular
(Meydani y Evans, 1993Aunque no parece probable que esta via explique la
produccion aguda de radicales libres y el estrédativo durante el ejercicio,
dado el tiempo requerido para la infiltracion nefilica, si puede servir como
fuente secundaria importante de produccion de abatidibresy contribuir al dafio
oxidativo durante esfuerzos fisicos de resistefz@eba et al., 1990).

7.2. Consecuencias del estrés oxidativo relacionadon el ejercicio fisico.

7.2.1. Fendmenos de peroxidacion lipidica

A pesar de la limitadas pruebas directas de largeldm de radicales
libres durante el ejercicio, si existe abundanteerdiura que refuerza
indirectamente la existencia de un proceso oxidaiwiveles celular y molecular
durante el ejercicio aerdbico prolongado, cuandopssduce un marcado

incremento del consumo de oxigeno.
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Cuando los acidos grasos poliinsaturados de lasbmae@as son atacados
por radicales libres en presencia de oxigeno mialeae produce una cadena de
reacciones peroxidativas que lleva a la formaciénh@tlrocarburos gaseosos,
como etano y pentano y aldehidos, como el maloshelédlo (MDA) (Halliwell y
Gutteridge, 1985). Los productos de la peroxidadiigidica son los marcadores
de dafo tisular oxidativo durante el ejercicio nfid&cuentemente estudiados.
Dillard y su grupo (1978) fueron los primeros ensinar un aumento de la
concentracion de pentano en el gas espirado derfusnticas un ejercicio de larga
duracion (Dillard et al., 1978). Este hallazgo hdosconfirmado por varios
estudios, como el de Kanter, que publicO un aumdattos niveles de pentano
espirado proporcional a la carga de trabajo duramteejercicio de bicicleta
(Kanter et al., 1993). Se han encontrado aumemsottenido en MDA durante
el ejercicio en varios tejidos y el grado de pedarion lipidica también parece
depender de la intensidad del ejercicio (Davied.et1982; Ji et al., 1992; Kanter
et al., 1993; Allessio, 1993).

7.2.2. Cambios en el estado redox celular

Como fuente principal de tioles no proteicos, elutaion §-
glutamilcisteinilglicina) juega un importante pageel el mantenimiento del estado
redox celular y la defensa antioxidante (MeisteAnglerson, 1983). Se cree que
la proporcion de glutation reducido (GSH) versusdado (GSSG) in vivo es
superior a 100:1, pero los datos experimentalesraudo indican un valor de 10-
50:1 debido a la inevitable oxidacion de parte @8H en el proceso de

experimentacion. Lew y su grupo (Lew et al., 198&nostraron que el ejercicio
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extenuante en ratas aumentaba significativamergenieeles de GSSG vy el
cociente de GSSG respecto al glutation total (GS$13G) en plasma, higado y
muasculo esquelético. Por su parte, Gohil confirmd aumento de GSSG
sanguineo y una disminuciéon de GSH durante el iejercle resistencia en
humanos (Gohil et al., 1988). Ji y cols. hallaronincremento del contenido de
GSSG en los fibras de tipo oxidativo de musculouekdico después de una
carrera prolongada en ratas, incremento que depeeda intensidad de ejercicio
(Ji et al., 1992). En contraste con el ejercicimggado, un ejercicio maximo de
corta duracion tuvo efectos minimos sobre el GStdsi@meo (Gohil et al, 1988).
Los anteriores estudios indican que el musculo setaetido a estrés
oxidativo durante el ejercicio aerébico prolonga8e. produce mayor oxidacion
de GSH a GSSG debida al aumento de la produccidadieales libres, por lo
que la capacidad de reciclaje del GSSG esta apamente limitada por la
actividad de la glutation reductasa, por el suptemde NADPH, o por ambas.

7.2.3. Niveles de enzimas antioxidantes.

El ejercicio agudo aumenta la actividad de enziard®xidantes como la
superoxido dismutasa (SOD), catalasa y GSH persaid&PX) en el musculo
esquelético, higado y corazén (Jenkins, 1988; ai.et1992; Ji y Fu, 1992; Ji,
1993). El umbral y magnitud de la activacion pameser diferentes para cada
enzima vy tejido (Ji, 1993). Aunque estos hallazggen a menudo considerados
como una respuesta adaptativa a la accion poratadidibres en los diversos
tejidos medidos, no esta claro el mecanismo porqet estas enzimas

antioxidantes son activadas en un periodo relagvdencorto de tiempo durante
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el ejercicio. Todavia no hay conocimientos sufitésensobre la cinética o la
regulacion de estas enzimas en mamiferos. La adiivade la molécula
enzimatica por modificacion alostérica o covalerggosible porque la ocupacion
parcial de algunas enzimas, como SOD y catalagasysosustratos aumenta su
actividad catalitica (Chance et al., 1979). La dapactivacion de la sintesis de
proteinas enzimaticas inducida por el estrés axmlaiediante la transcripcion se
ha demostrado en procariotas (Storz et al., 19895 no hay pruebas de dicho
mecanismo en los tejidos de mamiferos (Harris, 1992

De acuerdo con el efecto del ejercicio agudo, éleeamiento cronico
también induce enzimas antioxidantes muscularéss &s que la Mn-SOD vy la
GPX mitocondrial muestran la mayor induccion (J893). Los efectos del
entrenamiento sobre la catalasa y la Cu,Zn-SODcsoflictivos. En general el
entrenamiento no influye en los sistemas enzimatidioxidantes de corazén o
higado tanto como en los de musculo esqueléticogueu el entrenamiento
intensivo parece aumentar la SOD en el tejido ianér izquierdo y el grado de
induccion depende de la intensidad del entrenami@Pdwers et al, 1993). El
efecto diferencial del entrenamiento sobre varinsineas antioxidantes puede
reflejar las localizaciones especificas celularedas que se producen radicales
libres asi como la capacidad basal antioxidantevad®s tejidos. EI musculo
esquelético tiene uno de los niveles mas bajosndénas antioxidantes del
organismo, pero el flujo de oxigeno puede aumenthrstante el ejercicio severo

(Meydani y Evans, 1993).
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8. CITOMETRIA DE FLUJO.

La citometria de flujo (CMF) es, segun la definicide Howard Shapiro
(1988), un “proceso en el cual células aisladasas garticulas biolégicas pasan,
de una en una en el interior de una corrientedayua través de un sensor, el cual
mide sus caracteristicas fisicas o quimicas”. Estdo analiza asi la medida de
la emision de fluorescencia y dispersion de luz sgienducen al interaccionar las
células o particulas microscépicas con el sisté&wear] a medida que desfilan, de
una en una y arrastradas por un flujo portadontdra un sistema de deteccion
compuesto por lentes situadas frontal y perperaliménte al haz del laser, y que
recoge informacion sobre el tamafio y la consiséedel citoplasma. En algunos
sistemas, ademas, las células o particulas puedesearadas fisicamente (“Cell
sorting”), de acuerdo a las propiedades exhibitfedamed et al, 1990; Shapiro,
1995).

La medida de la cantidad de un determinado compeneelular o
parametro bioldgico, se realiza a través de la&sidn de fluorocromos naturales
o incorporados a la célula, especificos para earpatro a valorar, que se
acumulan selectivamente en compartimentos celularegue modifican sus
propiedades a través de reacciones bioquimicasiésps. En cada caso deberan
establecerse las condiciones Optimas para asegyuar la emision de
fluorescencia sea proporcional a la concentraci@h a@bmponente celular
analizado.

De esta forma, la citometria de flujo permite dieteg cuantificar una o

mas estructuras y funciones de células individuaegparticulas biologicas
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aisladas dentro de una suspension, a elevadadatbgide forma secuencial en el
tiempo. Los resultados se presentan en forma tieghéenas de distribucion de la
poblacion celular con respecto a los parametrasidhles. Estas caracteristicas
la convierten en una técnica especialmente vali@sa caracterizar poblaciones
celulares heterogéneas que aparecen como homog#nd#dizar otros métodos
de analisis (Raadbruch, 1992).

El creciente nimero de parametros biologicos amtalks y la produccion de
citbmetros de coste accesible, dotados de sisterfamaticos, a la vez de uso
relativamente sencillo y de alta capacidad opeatjunto con el desarrollo
tecnoldgico (6ptica, electronica, anticuerpos, iieoomos) que ha acompafado a
la citometria de flujo desde su aparicion en logsagetenta, ha supuesto una
reduccion en la complejidad de los instrumentosng gran expansion en su
namero y en el rango de aplicaciones, haciendaabmséante de la citometria de
flujo una técnica fundamental en muchos camposcbasy clinicos, donde se
requiera identificar células o particulas biolégicearacterizar sus propiedades y
respuestas funcionales y, en algunos casos, skysdiaicamente.

De forma general, podemos hablar de varias areaaptieacion de la
citometria de flujo, como son: Rutina clinica, Istigacion clinica, Investigacion
basica, Biotecnologia y Ecologia. La mayor partelade aplicaciones actuales
pueden ser incluidas entre dichas categorias,yaer@abarcando cada vez mayor
namero de éareas. Asi, en el campo de la Inmungldgiddematologia o la
Oncologia, en las que la citometria de flujo sézatifundamentalmente en la

rutina clinica, es progresiva su aplicacion a laestigacion basica. Ademas, en
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aplicaciones desarrolladas en laboratorio (Invasiam béasica) como Biologia
molecular y Fisiologia celular, se ha incrementadoadaptacion a estudios
clinicos y biotecnologicos. Por ultimo, es impotéanesaltar el progreso de la
citometria de flujo en el estudio de microorganismen el campo de la
Biotecnologia y la Ecologia (Bauer et al., 1993).
8.1. Estructura de un citdmetro de flujo.

Los componentes basicos de un citometro de fluje,@n mayor o menor
complejidad técnica, se encuentran en la mayorikoslenstrumentos actuales
son: (ver Fig8)

A) Sistema hidraulico Rodea la suspension celular en flujo, con unaavai

externa, formada por un fluido libre de particulgse mueve la muestra, a
velocidad constante y controlada, a través de e zte deteccion (“camara de
flujo”), donde las células o particulas son expagstna a una, al haz iluminador.

B) Sistema de iluminaciérProduce un haz de luz que ilumina la muestra. La

mayor parte de los citometros utilizan luz laselr pser coherente,
monocromatica, polarizada, estrecha, estable yntbmsidad conocida, aunque
hay sistemas que disponen de lamparas de mercurio.

C) Sistema opticoEnfoca el haz de luz laser hacia las particubatadnuestra,

detecta la luz dispersada por ellas y selecciofladaescencia emitida, a medida
que las particulas atraviesan el haz luminoso.

D) Sistema electronicoProporciona una iluminacion de intensidad corstan

detecta y amplifica la respuesta de las particatasorma de pulso analdgico,

transforma las sefales en forma digital y conteblaroceso de separacion celular
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(“Cell Sorting”).

E) Sistema de adquisicidn y analisis de dafwsla mayor parte de los citbmetros

modernos, es compatible con ordenadores persowalsistemas operativos
comunes (plataformas Ms-DOS, Windows y Macintost®&rmite la adquisicion
multiparamétrica de datos y el analisis en tiengad y en modo de lista (matrices
de datos no correlacionados), asi como el anaksisingido a subpoblaciones
seleccionadas. Los datos obtenidos se presentaforera de histogramas
monoparamétricos o representaciones biparaméttecds distribucion, junto con
informacion estadistica de las distribuciones. texisdiferentes programas
comerciales de apoyo, utilizables en ordenadoreependientes y ademas,
recientemente, se dispone de interesantes prograteasiominio publico
recuperables en Internet.

8.2. Caracteristicas del analisis por citometria déujo.

En sentido estricto, cualquier citbmetro de flujaden exclusivamente
propiedades Opticas, es decir, luz emitida porrdlommos o dispersada por las
particulas en flujo. La conexidn entre las propitdabioldgicas de interés y los
parametros Opticos detectables se establece corusel de marcadores
fluorescentes.

La correcta aplicacion de los marcadores fluordssepermite detectar y
cuantificar sitios estructurales o seguir funciode@samicas en las células. Sin
embargo, algunas funciones o estructuras de intbr@®gico pueden ser
estudiadas sin necesidad de incorporar marcadamsgcentes exdgenos, puesto

gue se pueden relacionar con la presencia de niadéituorescentes enddégenas o
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con interacciones fisicas especificas entre lagasy la luz (Watson, 1991).

Los parametros habituales de la CMF pueden sediadas a través de
otros meétodos analiticos, incluso utilizando losmmos marcadores fluorescentes
(p.ej., espectrofluorimetria, microscopia confocatc.). Sin embargo, las
caracteristicas técnicas especiales de la citanpeé&imiten obtener un grado de
informacion sobre estos parametros que es, prababke, Unico entre las

técnicas actuales de analisis bioldgico.

9. ANALISIS FUNCIONAL DE LOS PMNs POR CMF.
9.1. Ventajas de la citometria de flujo.

Actualmente existe gran niamero de métodos parstadlie de los PMNSs,
pero las propiedades que éstos presentan en gietith hace de la CMF una
técnica particularmente util para la evaluacionsdefuncion. Las principales
ventajas sobre algunas de las técnicas mas coovates usadas en el estudio de
los PMNSs son (Robinson y Carter, 1993):

A) La CMF permite seleccionar electrénicamente l{sisaacotado) la poblacion
de interés sin necesidad de separacion fisicasd=lalas.

En un histograma biparamétrico tipico de una maedgrieucocitos en un
citometro convencional, las subpoblaciones leuades (linfocitos, monocitos y
PMNSs), se visualizan completamente diferenciadalsidd a sus caracteristicas de
tamano y complejidad estructural, pues la propiedguecifica de dispersion de la
luz a 90° esta relacionada con las propiedadesctafras del nucleo y los

granulos citoplasmaticos.
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Podemos ver, gracias a las propiedades de dispetdgiduz frontal y
lateral, que los PMNSs son claramente diferenciatdtsesto de leucocitos por su
granularidad. Esta propiedad ha sido uno de losdoétmas faciles para separar
a los PMNs de linfocitos y monocitos. En el estutBoPMNSs y monocitos ésta es
una ventaja importante sobre las técnicas convealdas por varias razones:

a) Frente a las técnicas separativas convencigniemanipulacion de las
muestras es minima, lo que reduce la posible atbinade las vias metabdlicas
implicadas y la consiguiente activacion funciorelutar.

b) Se pueden realizar evaluaciones funcionalesramdamente y en presencia de
otras células que pueden servir como controlesniose

c) Pueden analizarse simultaneamente propiedadedrale leucocitos, lo que
conlleva una significativa reduccion de tiempo jumeen de la muestra.

d) Cuando se utiliza la CMF no se requieren muctgslas, por lo que,
generalmente, se necesita de cada paciente un eoloras pequefio de sangre u
otro tejido.

B) La incorporacion del parametro tiempo al protocde analisis permite el
estudio cinético de fendmenos relacionados contigaaion celular, que suceden
rapidamente en el tiempo y que no podrian ser @eles por técnicas
convencionales, incluyendo la transmisiéon de sefadediada por segundos
mensajeros como el incremento dé Qatracelular.

C) La desgranulacion del PMN es técnicamente féeibvidenciar, registrando
simplemente sefiales luminosas, ya que se traduagn&ndisminucion de la

dispersion frontal y lateral de la luz laser.
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D) La complejidad funcional celular puede ser ahded mediante el analisis
multiparamétrico. Una seleccion adecuada de mareadinorescentes permite el
estudio simultaneo de distintos parametros: fageisit muerte bacteriana,
moléculas de adhesion, produccion de radicalesdjlmalcio, etc.

E) La CMF discrimina subpoblaciones funcionalmetiferentes. Asi, pueden ser
evaluadas subpoblaciones que emplean diferentesanmsews oxidativos
bactericidas, lo que es de interés para deterrtanalteraciones del metabolismo
del oxigeno relacionadas con estados patolégiemegnalias a nivel del receptor
especifico o de las vias de activacion implicadas.

F) El nUmero de células individuales que se requigara el analisis citométrico,
permite:

a) Obtener informacion sobre mecanismos de daiitatide importancia en la
patogenia de enfermedades y estudiar la interacandre leucocitos y tejidos
valorando la influencia del microambiente tisular k& biologia celular en
muestras tisulares de tamafio reducido.

b) Obviar el factor limitante de la disponibilidate la muestra en pacientes
pediatricos o en patologias como la enfermedaddguntal.

G) Los datos obtenidos se refieren exclusivament&a goblacion celular
funcional. Las células no viables pueden ser edakiipor procedimientos tan
sencillos como la seleccidén negativa de éstasifa@mdolas por sus alteraciones
en la dispersion de luz.

9.2. Métodos citométricos de estudio de los PMNSs.

Los métodos citométricos desarrollados hasta etepte permiten la
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evaluacion de numerosos parametros de relevanabestudio del PMN:

A) Recuentos celularesAdemas de la posibilidad de cuantificar cada

subpoblacion por sus propiedades estructuraleardafio y granularidad que ya
hemos visto, se han propuesto otros métodos pamirdinar las diferentes
poblaciones celulares por CMF, como el uso dereidh metacromatica con
naranja de acridina (AO), util para determinar,renbtras cosas, recuentos
celulares diferenciales al intercalarse entre elADMI RNA y los granulos
lisosomiales. Con ello, podemos discriminar exaet@m entre linfocitos,
monocitos, PMNSs y eosindfilos, aunque hay que tenelado pues la longitud de
onda de la fluorescencia del AO puede ser altgpadaambios del pH.

Otro método en la determinacion de contajes aedsl diferenciales
usando CMF es la actividad esterasa. Por ejemplocarboxifluoresceina
diacetato (CF-DA) es rapidamente hidrolizada perdaterasas celulares a una
molécula mucho mas fluorescente, la carboxiflu@@sc Esta técnica
proporciona otros medios para la identificacionRi@Ns, con lo cual, también
puede informar sobre el estado metabdlico de eétakas.

B) Quimiotaxis Aunque este proceso no puede ser objetivadotdimante por
CMF, se pueden detectar y cuantificar receptomstdra agentes quimiotacticos
mediante anticuerpos monoclonales marcados comofitmmos, evidenciandose
distintos grados de afinidad por el anticuerpo lypsiblaciones que difieren en la
expresion de dichos receptores (Teunenberg €i948).

La quimiotaxis precisa de la adhesion celular, gsiesusceptible de ser

cuantificada mediante anticuerpos monoclonalegdrarmoléculas de adhesion.
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Recientemente, esta posibilidad ha incrementadocto®cimientos sobre los
desdrdenes quimiotacticos (Ricevutti et al., 1988hinson, 1993). Otra forma de
abordar el estudio de las alteraciones quimiot@stices evidenciar si un
determinado agente quimiotactico es capaz de papvieterminadas respuestas
celulares. Ejemplo de ello seria la estimacionadéelsgranulacion o la respuesta
oxidativa producida por fMLP.

C) Motilidad: Existen métodos que permiten la medicion de lan@uizacion de

la actina, mediante faloidina fluorescente (Belkical., 1990; Malorni et al,
1994).

D) Actividad enzimatica Mdultiples enzimas pueden ser analizadas.

Habitualmente se determinan fosfatasas y glucuasasl mediante derivados del
naftol, y esterasas que al actuar sobre dicloredkoeina diacetato (DA-DCF)
liberan diclorofluoresceina (DCF). La actividad eedtica detecta las
subpoblaciones leucocitarias y valora el estadalndéito (Waggoner, 1990).

E) Viabilidad Se utilizan fluorocromos, como la fluoresceinaacdiato,
transportados y retenidos por las células vivaslenterior celular, y yoduro de
propidio, que penetra en las células muertas (Aesdter, 1988).

F) Potencial de membrandJtilizando fluorocromos anidnicos, como los

derivados de la carboxicianina, el potencial de brama es proporcional a la
disminucién de fluorescencia consecuencia del deapliento del fluorocromo
por iones al producirse la activacion celular (Kaic et al., 1982).

Si el potencial de membrana se determina con ftwormos cationicos

como la Rhodamina 123, éste es proporcional aéimento de fluorescencia, ya
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que este fluorocromo cationico es incorporado &trior celular (Robinson,
1993). Dependiendo de la concentracion utilizadeeakzan determinaciones de
potencial de membrana mitocondrial o celular (Jetaad., 1994).

G) Niveles intracelulares de CaEl fluorocromo mas adecuado es INDO-1 por

su diferente emision de fluorescencia en presatei@d’ unido a proteinas (395
nm) o C&" libre (525 nm) y la independencia de la mediciéralconcentracion
de fluorocromo (Griffioen, 1989).
H) FagocitosisLa fagocitosis comprende dos procesos clarantfgeenciados,
la fijacion del microorganismo o particula y suestion. La fijacion se produce al
unirse los microorganismos g € IgG (opsonizacion) e interaccionar éstos con
sus receptores. Para valorar la expresion de estteptores se utilizan los
anticuerpos monoclonales

Se han desarrollado métodos de deteccion de fagixiutilizando
bacterias, virus e inmunocomplejos marcados carrdltromos (Bjerknes et al.,
1989). Ejemplo de método innovador es el que attlulas d€andidamuertas
por calor y tefiidas con fluoresceina y bromuro tdice afiadido una vez
completada la fagocitosis. Los microorganismos ¢dgdos se evidencian por la
fluorescencia verde y los fijados a la superfi@lar por la fluorescencia roja,
debido a que el bromuro de etidio no penetra ercéhglas (Fattorossi et al.,
1989). Bassoe y colegas también han contribuidofsigtivamente en muchas de
las técnicas cuantitativas leucocitarias necespaes la determinacion exacta de
la fagocitosis (Bassoe et al., 19832, 1983b, 19848p).

[) Pinocitosis Para estudios de pinocitosis se emplea dextrangugado con
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moléculas fluorescentes. Estos estudios son Upitegue, ademas, permiten
evaluar efectos concomitantes en la célula comobmmmde pH y de
concentracion ionica (Davis et al., 1986).

J) Actividad de sistemas oxidativosos marcadores utilizados para evaluar la

respuesta oxidativa son precursores reducidos uwelcentes que se oxidan
especificamente por determinados radicales libr@ssformandose en moléculas
fluorescentes (Robinson, 1993; Rothe y Valet, 19%3fa respuesta oxidativa
puede ser desencadenada por multiples estimudadpgicos o artificiales, entre

los que destacan algunos componentes bacterianos:

a) El péptido N-formil-L-metionil-L-leucil-L-fenilnina (fMLP) es un

componente de la pared bacteriana que activa é@udaal interaccionar con su
receptor situado en la membrana plasmatica &Fig.

Como consecuencia cuando el fMLP interacciona toeceptor se activa
la fosfolipasa C por medio de una proteina G, y asi convierte el
fosfatidilinositoldifosfato en inositoltrifosfato IR3) y diacilglicerol (DAG),
sefiales celulares distintas que conducen a laatlder de CH de los depdsitos
intracelulares y a la activacion de la protein Km& que, a su vez, actia sobre la
NADPH oxidasa, iniciando la respuesta bactericiidativa (Belloc et al., 1990;
Newburger y Palmer, 1991).

b) El lipopolisacariddLPS) forma parte del lipido A, componente dedeed de

las bacterias Gram(-) y responsable del shock érmot El PMN posee varios
receptores para LPS. La union a un tipo de recepimrovoca su detoxificacion,

mientras que la ocupacion de otro tipo de receptomduce a la activacion
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celular (Lynn y Golenbock, 1992).

c) El forbol-12-miristato-13-acetat@®MA) es un analogo del diacilglicerol que

activa directamente la protein kinasa C y, comoseouencia, la fosfolipasa D

(Fig. 2) (Rosoff y Cantley, 1991; Belloc et al., 1990; Véaret al., 1990).
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Figura 1. Esquema de las funciones generalesrgl@siones entre los componentes del Sistema
Inmunitario: Células y sefiales que interconectamdanas innata y adaptativa.
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Citosol
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Figura 2. Esquema del mecanismo de activacion de MADPH oxidasa y los sistemas de
transduccion de sefiales involucrado$n el mecanismo transitorio, después de la ideatifon

del agente patégeno (bacteria) o la activacion pstimulos como el fMLP, por los
correspondientes receptores ® situados en la memiplasmatica (MP), se produce la activacion
de una proteina G (G) asociada a R, mediante Idlisid del GTP a GDP y Pi. La proteina G
activa la fosfolipasa C (PLC) que produce la hidislde determinados lipidos de membrana
dando lugar a inositol trifosfato (IP) y diacilgiol (DAG). El IP3 puede interaccionar con
receptores especificos (R-IP3) de los depésitosatigo intracelulares (Ca2+) produciendo la
liberaciéon del mismo al citosol. EI aumento Ca2tesblico puede activar dos lipasas mas, la
fosfolipasa A2 (PLA2) y la fosfolipasa D (PLD), qgeneran &cido araquidénico (AA) y acido
fosfatidico (AP) respectivamente a partir de ligidie membrana. AA y AP activan la NADPH
oxidasa. En el mecanismo sostenido, DAG y Ca2+guedtivar la protein Kinasa C (PKC), que
en el concurso de otros factores citosélicos omedio de mecanismos como la activacién por
PMA, puede activar la NADPH oxidasa en la membrdeda vacuola autofagica (VA) como
muestra el esquema insertado.
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aB2 BmB2 axpe apP2
Otros nombres LFA-1 Mac-1, p150,95
Mo-1, CR4
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CR3
Distribucién celular Todos los Granulocitos Granulocitos, Monocitos
leucocitos, (especialmente y
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(especialmente neutrofilos), macrofagos

o _ ) macrofagos,
linfocitos) Monocito-macrofagos,
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Ligandos

CD54 (ICAM-1),

CD102 (ICAN-2)]
CD50 (ICAM-3),

ICAM-4,

ICAM-5

ICAMs-1,2 y 3,

C3hi,

fibrinégeno,

lipido IVa del
lipopolisacéarido (LPS

kininégeno,

factor X de la

coagulacion

ICAM-17?,

C3hi,

fibrinégeno

ICAM-|

Tabla 1. Subunidades que constituyen el complejo CD11&DBé la familia
Integrinag2 de las moléculas de adhesion, su distribuciararey los ligandos a

los que se unen.
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MIGRACION

RODAMIENTO | ACTIVACION ADHESION | TRANSENDC
FIRME LIAL
(EXTRAVAS/
ON)
~ Citoquinas | Integrinas Integrinasi
LEUCOCITOS 92 B7
ENDOTELIO
Selectina
S
CD62P Inmunoglobulina] Inmunoglogu
CD62E S CD54
CD54 CD102
Diriginas CD102
CD34 CD106(VCAM-
MadCAM- 1)
1
GlyCAM-1
Diriginas
Quimiocin MadCAM-1
as
(IL-8...)
CD62E
Inmunoglogulina|
s
CD54
CD102
Histamina Citocinas
Trombina (GM-CSF,
Oxidantes IL5,...) Citocinas ILS,...
Leucotrienos Quimiocinas (TNFa, IL1, Cha,...
TEJIDO Citocinas (IL8...) IFNy, 1L4))
(IL1, TNFa) Quimioatrayentes
Quimiocinas (C5a...)

Figura 4.Esquema de implicacion de las moléculas de adhesién los procesos migratorios

de los leucocitos.
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H,O + 1/2Q

Catalasa
SOD - i
~ H,0, GSH-peroxidasa . HO

2GSH/\ GSSG

NADP+ NADPH
GSH-reductasa

20,-+2H +

G6P

G6PDH

NADPH + H'

Ruta de las pentosas fosfa‘lo

Figura 6 : Interrelacion entre los distintos sistenas antioxidantes .La figura ilustra esquematicamente las
distintas etapas que participan en la eliminaciénatlicales libres del oxigeno y de perdxido dedgeno
(H.O,). En una primera etapa la superoxido dismutasaDjS€2 encarga de la eliminacién del radical
superoxido (@ -). El HO, resultante de esta reaccion puede ser eliminado,dor la catalasa o bien por la
GSH-Prx. El glutation oxidado (GSSG) resultanteedia reaccion puede ser reducido (GSH) de nuevtapor
accion de la glutation-reductasa, que utiliza elgsaeductor del NADPH proporcionado principalmegmbe la
ruta metabolica de las pentosas-fosfato. Abrewaatutilizadas: G6P glucosa-6-fosfato, GEBPDH: glag®s
fosfato deshidrogenasa.
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ejercicio extenuante reactivas oxigénicas Reacciones secundarias
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Figura 7. Esquema de la implicacién de los radéchitees en los efectos del ejercicio extenuante.
La figura muestra los aspectos metabdlicos, calslay titulares que participan, y las
consecuencias que se producen a corto y largo.plazo
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En el presente trabajo se han plantesdsiguientes objetivos:
1. Evaluar la utilidad de los granulocitos de sanggriférica como célula diana
para el desarrollo de modelos de alteracion furtionvitro, que pudieran ser
aplicados a la deteccion de efectos toxicos, asdba estudio de los mecanismos
funcionales implicados en situaciones fisiopatalagi que afecten al Sistema
Inmunitario.
2. Aplicar la capacidad analitica de la citomedigéaflujo multiparamétrica para el
analisis funcional de los granulocitos y la comp#nade sus respuestas con la de
otras células inmunitarias en los modelos de tdaatia desarrollar.
3. Aplicar los aspectos metodoldgicos desarrolladaosstudio del posible papel
del estrés oxidativo en las alteraciones funciaaducidas en los granulocitos y
otras células inmunitarias por el ejercicio fisiimoalta intensidad.
Los objetivos planteados se han abordado a trdeésn estudio integrado,
mediante citometria de flujo, de los efectos indosin vivo en la distribucion,
estado de activacion, respuesta mitogénica y geinerade especies reactivas de
oxigeno en las diferentes subpoblaciones leuc@staras un esfuerzo fisico de
alta intensidad, determinados en leucocitos dersapgriférica de individuos
sometidos a esfuerzo fisico de alta intensidad.p&dible papel del estrés
oxidativo en las alteraciones funcionales de lasglocitos observadas vivo se
ha estudiado utilizando la citometria de flujo nmatamétrica en un modelo
vitro de exposicion controlada a concentraciones siddetale agentes

prooxidantes, como el peréxido de hidrogeno y ebxido de tert-butilo. En este

86 86



modelo se ha podido evaluar de forma simultaneesiauesta de los granulocitos
y de los monocitos, células implicadas de forman@aky, hasta cierto punto,
comparable en los fendmenos de generacibn de espeawiidativas en
condiciones fisioldgicas o patoldgicas.

Los estudios citométricos sobre el modeio vitro han abordado
fundamentalmente los fendmenos de expresion decaolak de adhesion de la
familia de las integrinas, en condiciones basalieas/estimulacion quimiotactica
o0 activacion de la protein kinasa C, por la espeelavancia de dichas moléculas
en la funcionalidad de los granulocitos y su pa&pelos fendmenos de interaccion
de los mismos con otras células implicadas en lesaaiones funcionales

inducidas por el ejercicio fisico intenso.
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1. MATERIAL DE LABORATORIO.
1.1. Reactivos y productos.
1.1.1. Fluorocromas
Se utilizaron las moléculas fluorescentes o precass fluorogénicos
siguientes: Rhodamina 123 (Rh 123) de Lambda Fuzeretechnologie GMbH,
Graz (Austria); Hidroetidina (HE) y Naranja de maio de Sigma Chemical Co,
St.Louis, MO, EE.UU.; Diacetato de dihidrodiclorgftesceina (DHDCF-DA) y
Dihidrorhodamina 123 (DHRh123) de Molecular Proltgasggene, OR, EE.UU.
Las soluciones madre de los fluorocromos se coasama -20° C hasta su
utilizacion y se empleé dimetilformamida para separacion, excepto en el caso
de la Rh123, diluida en agua bidestilada. En el emim del analisis se
prepararon las soluciones de trabajo, utilizandk&® como solvente.

1.1.2. Anticuerpos monoclonales

Los siguientes anticuerpos monoclonales contra gambs de
diferenciacion celular se obtuvieron de Coulter bmwiogy, Hialeah, FL,
EE.UU. Los anticuerpos se utilizaron conjugados dsotiocianato de
fluoresceina (FITC), ficoeritrina (PE) o con eldiocromo ECD (Electronically
Coupled Dye®):

- CD3-FITC, CD3-PE y CD3-ECD: marcador de célulasrtulantes maduras.

- CD2-FITC: marcador de células T circulantes masgug inmaduras y células
Natural Killer.

- CD19-PE: marcador de linfocitos B maduros e inanas.

- CD56-PE: marcador de células Natural Killer.
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- CD4-PE: marcador de la subpoblacion cooperadofreelper) de células CD3+

- CD8-FITC: marcador de la subpoblacion citotoxscgresora de células CD3+
- CD29-PE: marcador de la subpoblacién inductoreadgeracion de los CD4+

- CD45RA-PE: marcador de linfocitos CD3 virgenda gubpoblacion inductora
de supresion de los CD4+.

Los siguientes anticuerpos monoclonales frenteokculas indicadoras
de activacion celular se obtuvieron de Coulter Imatogy o de Immunotech,
Marsella, Francia:

- CD25-PE: dirigido contra el receptor de Interi@ak2, IL 2-R

- CD69-TetraChrome®: dirigido contra el receptorgpal antigeno de activacion
temprana, EA-1.

- HLA-DR-FITC: dirigido contra una proteina del cplejo MHC-II.

Los anticuerpos monoclonales contra las siguient@éculas de adhesion
fueron suministrados por Immunotech, Marsella, E&n
- CD18-PE: reconoce la subunidad comun de lasrintegf3,

- CD11a-FITC: reconoce la cademade las integrinaB, (molécula LFA-1)
- CD11b-FITC: marcador de la cademga de las integrinaB, (subunidad Mac-1)
- CD11c-PE: reconoce la cademade las integrinaB, (molécula p150,95)

1.1.3. Estimulos para la activacion celular

Los activadores celulares, N-formil-L-metionil-Ldlgl-L-fenilalanina
(fMLP) y forbol 12-miristato,13-acetato (PMA), asbmo la interleukina-2

humana (IL-2), fueron suministrados por Sigma CleahtCo.
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1.1.4, Mitégenas

Concavalina A (ConA), Fitohemaglutinina P (PHRARokeweed Mitogen
(PWM), de Sigma Chemical Co.

1.1.5. Agentes oxidantes

Como agentes oxidantes se utilizaron hidropemxde tert-butilo
(tBOOH) de Schuchardt y Co., Hohenbrunn, Alemayiperoxido de hidrégeno
(H20,) en solucion acuosa al 30 % de Sigma Chemical Co.

1.1.6. Otros reactivos y productos.

Los siguientes productos, utilizados para la obéeng mantenimiento de
suspensiones de leucocitos aislados se obtuvier@igina Chemical Co.: Ficoll-
Hypaque 1077, Tampon Fosfato Salino (PBS) y medi@dltivo RPMI 1640 con
L-glutamina.

Para el alineamiento y comprobaciéon de los citaosetie flujo se usaron
fluoroesferas de latex ImmunoCheck y FlowCheckCdalter Cytometry.

1.2. Instrumentacion.

1.2.1. Obtencién y procesamiento de muestrasazekl

Estacion semiautomatizada de preparacion de megshiatema Epics
Multi Q-Prep (Coulter Cytometry), que realiza etalilo eritrocitario, fija y
estabiliza las muestras de sangre entera.
Centrifuga Jouan B 3.11.
Balanza Giralt ER-60 A.

Bafio termostatico regulable, Tectron 3473100.
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1.2.2. Citometria de flujo

Citdmetro de flujo/separador celular, Epics ELITEoqQlter Cytometry),
provisto de tres laseres refrigerados por airedAydielio-Neon y Helio-Cadmio,
que emiten respectivamente a 488 nm, 633nm y artralvioleta. Posee seis
detectores para recoger las sefales de dispersidialfy lateral de luz y cuatro
fluorescencias.

Citdmetro de flujo analitico Epics Profile I, (Qter Cytometry), dotado
de un laser de Argon a 488 nm vy tres detectordisioieescencia.

Citdmetro de flujo analitico Epics XL-MCL, (Coult€&ytometry), dotado
de un laser de Argon a 488 nm, seis detectores gistama automatico de
procesamiento de muestras.

1.3. Material de laboratorio.

Placas microtiter de 24 pocillos de fondo planon®u

Filtros de malla de nylon de 60 um de poro (MaiBsacelona).
Tubos conicos de centrifuga para la separaciomtgiacia.
Tubos Eppendorf.

Tubos de polipropileno de 12 x 75 mm.

1.4. Programas informaticos.

Programa de analisis de datos de citometria de BWTE Workstation
Stand Alone (Coulter Cytometry).

Programa de andlisis de datos de citometria d® fKi-System I
Workstation Stand Alone (Coulter Cytometry).

Programa de andlisis estadistico StatGraphicspaitssentorno Windows.
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2. SUJETOS Y PARAMETROS DEL ESTUDIO.
2.1. Sujetos del estudio.

El grupo del estudian vivo se compuso de un grupo de 15 ciclistas
profesionales, pertenecientes a los equipos PagegnArtiach y sirvieron como
controles 11 varones jovenes, sanos sin actividpdrtiva significativa.

Para el conjunto de estudias vitro, las muestras sanguineas se
obtuvieron de varones, de edad comprendida entrg 2D afios, donantes de
sangre y controles sanos Hospital UniversitarioH&set y el Hospital Clinico
Universitario de Valencia.

2.2. Fasesy parametros del estudio.

En una primera fase se estudio el comportamienttosideucocitos de
sangre periférica de los dos grupos de ciclistaepionales y del grupo control
de sujetos sedentarios (estudin Vivd’). Una segunda fase de experimentacion
“in vitro” se centr0 en el analisis de la respuesta a l&raade sustancias
oxidantes (modelos experimentales de estrés oxajatie leucocitos en sangre
entera y suspensiones de leucocitos aislados. Hmasarfases se estudiaron
mediante citometria de flujo los siguientes paramsetie la funcion leucocitaria:

1) Distribucion de las subpoblaciones leucocitaf@s inmunofenotipaje de

superficie

a) Poblaciones linfocitarias: linfocitos T, linfeas B y células NK
b) Subpoblaciones de linfocitos T: linfocitos T awobradores, linfocitos T
citotoxicos/supresores

c) Estado de activacion temprana y tardigivo de linfocitos Ty B
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2) Metabolismo oxidativo y peroxidativo intracelula

a) Potencial de membrana mitocondrial
b) Contenido intracelular en,B,

3) Respuesta de los linfocitos a la estimulacidiogédnica in vitro

a) Medida de la respuesta de proliferacion linfy@t a la estimulacion
mitogénica
b) Capacidad de utilizacion de IL-2 exdgena

4) Expresiodrin vitro de marcadores de activacion en linfocitos

a) Expresion del marcador de activacion celulaptrama CD69
b) Expresion del marcador de activacion celuladitaCD25

5) Expresion de moléculas de adhesion en PMNs

a) Expresion del complejo CD11/CD18 de la familia de integrinaf3,: CD18,

CD11a, CD11by CD1lc.

3. METODOS ANALITICOS.
3.1. Extraccion, manejo y conservacion de las muess de sangre.

Las muestras de sangre se obtuvieron por punciémseey se conservaron
hasta su analisis a temperatura ambiente en twmolseparina de litio.

El estudioin vivo inicial se llevé a cabo tras una de las Ultimapas de
montafia de la Vuelta Ciclista a Espafa. Las musesteasangre periférica se
obtuvieron antes de una hora tras finalizar lagetgp algunos ciclistas, se realizo
una extraccion adicional antes del inicio de laiigigte etapa, tras doce horas de

reposo, con el fin estudiar la reversibilidad dgiabs cambios.
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Las muestras fueron transportadas al laboratonia pa procesamiento
antes de veinticuatro horas de la primera extrac@@ aplicé aproximadamente
el mismo retraso para el analisis de las muesedssdsujetos controles.

En los estudiosn vitro, las muestras de sangre de sujetos sanos se
obtuvieron por puncidén venosa y se conservaromadeatura ambiente en tubos
con heparina de litio. El analisis citométrico salizé antes de transcurridas 4
horas de la obtencién de la muestra, o bien, ydmdaa técnica citométrica lo
permitia, las células fueron fijadas en ese lapsdi€impo y analizadas con
posterioridad.

3.2. Obtencion de la suspension leucocitaria.

En algunos experimentos, se utilizaron suspensioleegocitarias
obtenidas a partir de sangre completa liberadaedsaties por agregacion sobre
Ficoll-Hypaque, siguiendo el método descrito pobiRson (1993). En un tubo
conico de centrifuga con 3 mL de Ficoll-Hypaque 7.03e depositaron
cuidadosamente, evitando su mezcla, 3 mL de samjiagulada con heparina
de litio y se dej6 sedimentar a temperatura ambidatante 30 minutos. En la
interfase Ficoll-Hypaque-sangre se produce la agiég de los eritrocitos que
sedimentan por su propio peso en el fondo del tubo.

De la capa superior formada se obtuvo una suspensldlar enriquecida
en leucocitos (concentracién aproximada de 2 Méifcocitos/mL), que contiene
plaquetas y carece practicamente de eritrocitos.page superior de esta
suspension celular fue extraida, evitando la asipmade Ficoll y de la capa

celular en contacto con él, y fue transferida atuwimo eppendorf, donde se
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mantuvo a 4° C hasta el momento de su procesamiento
3.3 Induccionin vitro de estrés oxidativo en leucocitos.

Se realizd previamente una prueba de viabilidadiané tincidon con
azul tripan y observacion al microscopio Opticoapéa comprobacion de las
concentraciones no letales de agente oxidantéizauti

Tras determinar las concentraciones toxicas deafyentes oxidantes,
muestras de 1 mL de sangre completa heparinizadarfuratadas con8,, en
las siguientes concentraciones: M, 5 pM y 20 uM. En otra serie de
experimentos, muestras de 1 mL de sangre entpeaihizada fueron incubadas
con 0.1, 0.5 y 1M de tBOOH en un bafio a 37 °C durante 1 hora,r@shé 24
horas. Transcurrido este periodo se tomaropl®@& cada muestra y se incubaron
con 5 ul del anticuerpo monoclonal apropiado, dejandoseoscuridad y a
temperatura ambiente (18-25°C) durante 15 mindtesntinuacion, las muestras
marcadas se procesaron con el sistema Epics Mtfre) de Coulter para su
posterior analisis citométrico. Cuando éste no ifudediato, las muestras se
mantuvieron a 4°C en oscuridad hasta su estudio.

3.4. Induccion de estimulacion celulam vitro.

Las soluciones madre de los activadores celufsfeB y PMA se conservaron a
-20°C hasta su uso y se utilizd dimetilformamidaapsu preparacion. En el
momento del analisis se prepararon las solucioresatbajo, utilizandose PBS
como solvente. Para el estudio de la respuestada aetivador se tomaron
alicuotas de 3 mL de sangre completa heparinizéeiando una de ellas sin

estimulo para valorar la activacion espontaneadreentracion final de fMLP y
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PMA en el ensayo fue de 0,1 uM.

En el caso de la estimulacion de suspensionesldaséxpuestas a estrés
oxidativo, las muestras se incubaron previamentelepafio a 37°C, con sus
correspondientes concentraciones de oxidante, ifeeentes tiempos segun la
prueba. Posteriormente, se afiadio el activadorngasguvieron durante otros 30
minutos después de los cuales se introdujeronedo b0 minutos para detener la
accion del estimulo. En dicho momento, se distdboyevamente cada muestra
de sangre en alicuotas de 50 pl y se procedio atapacon los diferentes
anticuerpos monoclonales fluorescentes.

3.5. Procedimientos analiticos.

En cada una de las pruebas experimentales reaizaelancluyeron dos
tipos de controles: una determinacion basal dehgre de cada paciente y un
control de la misma sin adicién de estimulos yiaadh a idénticos intervalos
que las muestras a estudiar.

Tras el procesamiento, las suspensiones celulaesnalizaron en un
citometro de flujo EPICS Profile Il (inmunofenotipde superficie), o en un
citometro de flujo EPICS XL-MCL (Coulter Cytometryotado de laser de argon
a 488 nm. para medir la fluorescencia verde y/a dgj los diferentes anticuerpos
conjugados o fluorocromos empleados. Por ultimo, csantificaron los
porcentajes de células positivas para un determiaatigeno de superficie asi
como la intensidad de la fluorescencia emitidaitéindo el andlisis a la poblacion
leucocitaria.

Para cada parametro biologico se analizaron ummiie 10.000 células.
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Se fij6 una velocidad media de flujo de la mueptiea analizar un maximo de
células sin comprometer la sensibilidad del arsallsis datos, recogidos en modo
de lista, fueron referidos a la poblacién celularimterés mediante el programa
informatico del citometro.

3.5.1. Determinacion de la distribucidn y estadoncional de las poblaciones

leucocitarias vy linfocitarias

Se incubaron 100l de sangre entera con iDde anticuerpo monoclonal
fluorescente especifico, durante 10 minutos a teatyr@ ambiente (18-25° C) y
en oscuridad. El marcaje se realizé utilizando @lo anticuerpo monoclonal o la
combinacion adecuada de dos o tres anticuerpos alomabes. Las muestras
fueron procesadas a continuacion en la Estaciéfratemjo EPICS Q-Prep, en la
que los eritrocitos son lisados y se estabilizgayld membrana de los leucocitos.
Las suspensiones celulares asi obtenidas, fueralizaias en el citdmetro de
flujo para cuantificar los porcentajes de célulasifivas para los antigenos
detectados por los anticuerpos utilizados asi cdmointensidad de la
fluorescencia emitida, proporcional a la concembracde dichos antigenos.
Mediante seleccion electronica basada en la maff@loelular o la expresion de
antigenos especificos se pudo analizar de formaaradg diferentes
subpoblaciones de linfocitos, monocitos y PMNSs.

3.5.2. Determinacioén de la expresiéon del recepeasiaivacion temprana CD69

La molécula CD69 (EA-1 o “early antigen”) se comsal el primer
antigeno en aparecer sobre la superficie celuliveucocitos tras su activacion

(Cebrian et al., 1988%u determinacion se realizé mediante inmunoflu@mrsa
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directa empleando el anticuerpo CD69-FITC y unnaétro de flujo.

Se incubaron muestras de |@0de sangre entera (procedentes de muestras
control y sometidas a estrés oxidativovitro) con 5ul del anticuerpo CD69-
FITC, durante 15 minutos a temperatura ambiente2GP&) y en la oscuridad. A
continuacion, fueron procesadas en la estacionraleajp EPICS Q-Prep y
analizadas en el citbmetro de flujo.

3.5.3. Determinacioén de la expresion del receptaactivacion tardia CD25

La molécula CD25 es el receptor para la interlea#dr(IL-2 R) que puede
detectarse sobre linfocitos T y B y macrofagosvadios, siendo por tanto
indicadora de activacion celular.

Para estudiar la expresion de dicho receptor epatldciones especificas
de linfocitos T, se realizé inmunofluorescenciadia triple, con los anticuerpos
monoclonales CD25-PE, CD3-ECD y CD8-FITC. Fueraubadas muestras de
50 pl de sangre entera (procedentes de muestras cgnsoinetidas a estrés
oxidativo in vitro) con 5ul de cada uno de los anticuerpos, durante 15 nsrato
temperatura ambiente (18-25°C) y en la oscuridadcoAtinuacion, fueron
procesadas en la estacion de trabajo EPICS Q-Paeplizadas en el citbmetro
de flujo.

3.5.4. Estimacion del potencial de membrana mitddah

Para el andlisis se utilizé el fluorocromo catiénéspecifico Rhodamina-
123 (Rh123),que es transportado a la matriz mitti¢al) siendo su captacion
proporcional al potencial de membrana mitocondfialan et al., 1994). Se

incubaron alicuotas de 1Q0 de sangre entera en presencia déMiLde Rh123
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durante 15 minutos a 37°C y en la oscuridad. Aicoation, las muestras fueron
procesadas por el sistema Epics-Q-Prep (lisisetifiria y fijacion) omitiendo el
paso de fijacion y manteniéndose a 4°C hasta disian@or citometria de flujo.

3.5.5. Contenido intracelular en perdxidos

Se determiné utilizando el precursor fluorogénicoihidio-
diclorofluoresceina diacetato (DHDCF-DA). Para elidicuotas de 10Q de
sangre entera fueron incubadas couML. de DHDCF-DA durante 15 minutos a
37°C y en la oscuridad. Al igual que en la deteawitn del potencial de
membrana mitocondrial, las muestras fueron proessgmbr el Epics-Q-Prep
omitiendo el paso de fijacion, por lo que se maietawn a 4°C hasta su analisis en
el citdometro de flujo.

3.5.6. Médida simultanea de los niveles intracedslade i6n superdxido y

perdxido de hidrégeno

La medida simultanea de la produccion de- @ H,O, se llevo a cabo
mediante la utilizacion de los fluorocromos Hidideia (HE) 1 mM vy
diclorofluoresceina diacetato (DHDCF-DA) 100 uM @BS, que emiten a
diferentes longitudes de onda y cuya caracteristids sobresaliente es su
oxidacion especifica pordy H,O, respectivamente.

La suspension leucocitaria obtenida con Ficoll-Hymafue diluida 1:10
en RPMIa 37°C.

Para determinar la autofluorescencia se extrajaalinaota de 500 pl y se
determinaron las fluorescencias verde (525 nm)a (@75 nm) con el citdmetro

de flujo. Para la determinacion de la actividaddakiva basal se afiadieron 95 pl
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de cada fluorocromo a 9.5 mL de la suspension @@ diluida en RPMI,

obteniendo una concentracién final de 10 uM de HEpM de DHDCF. Tras

incubar durante 5 minutos a 37°C, se extrajeroouatas de 500 pl para
determinar su emision de fluorescencia roja y vegde fue medida a los 0,5,
15, 30, 45 y 60 minutos. Se tomo la precaucionademplear el vértex y realizar
cada determinacion con una alicuota diferente pargprovocar la activacion
inespecifica de los PMNSs.

3.5.7._Medida de los niveles intracelulares de &iom reducido (GSH).

Se realiz6 su determinacion utilizando el colaeamranja de mercurio, segun el
método de O’Connor et al., (1988). Para ello, ldsuetas de la suspension
leucocitaria fueron centrifugadas y el precipitagsuspendido en naranja de
mercurio 100uM en acetona a°€. Tras 5 minutos de incubaciéon en hielo, se
centrifugaron de nuevo y el precipitado se resudipeen 1 mL de PBS.
Posteriormente se analizé en el citbmetro de fligterminando la intensidad de
la expresion del naranja de mercurio.

3.5.8. Medida de la respuesta de proliferacionodithria a la estimulacion

mitogénica
Estas determinaciones fueron realizadas por la MfaDolores Planelles, del
Departamento de Inmunologia del Centro de Investigade La Fe.

Para la induccién de la proliferacion linfocitarse utilizaron los
mitégenos Concavalina A (ConA), FitohemaglutinifrdHA) y mitégeno de
Pokeweed (PWM).

a) Procedimiento general:
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Tras llevar a cabo un recuento, las suspensioglaies se ajustaron a la
concentracion de 2x20cél/mL utilizando medio de cultvo RPMI y se
distribuyeron en las placas de microcultivo a radé®.2 mL de la suspension por
pocillo.

En el momento de su siembra, y para inducir lavacin de los
linfocitos, se adicioné a los microcultivos difetes dosis de ConA (1, 3 6 6
pg/mL), PHA (5, 10 6 2Qug/mL),0 PWM (0.1, 0.2 6 0.4 mg/mLgn un volumen
nunca superior al 5% del volumen total contenideaata pocillo. Algunos de los
pocillos no recibieron estimulo alguno para pemiiimedida de la sintesis de
DNA espontanea.

Los microcultivos se realizaron por duplicado gstsu siembra, las placas
se incubaron durante 48 horas en estufa a 37°@e5260 y 95% de humedad.

La sintesis de DNA se valor6 por incorporacion leDNA de la timidina
tritiada afadida 24 horas después del inicio diivoua razon de 0.Ci por
microcultivo. Transcurridas 24 horas desde la adidale timidina tritiada, las
células fueron recuperadas mediante un recoleaocéiulas semiautomatico
multiple por lavado exhaustivo con PBS y aspiracséimultanea sobre filtros
individualizados de papel de fibra de vidrio. A tooacion, se realizd una
precipitacion con acido tricloroacético al 5% ylamado posterior con PBS. Tras
su secado, los filtros se transfirieron a viales gantenian 3 mL de liquido de
centelleo y la radioactividad se midié en un cootgdl de centelleo liquido,
expresandose los resultados como cuentas por miepta) medias de los

microcultivos duplicados.
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b) Ensayos de utilizacion de Interleukina 2:

Se prepararon diluciones seriadas de IL-2 humanamedio RPMI,
ensayandose el efecto del factor puro (sin dijuirasta la dilucion 1/32.

Para el ensayo, alicuotas de 0.1 mL de la suspend® células
mononucleares (concentracién final en microculti@x1C® cél/mL), fueron
dispensadas en cada pocillo de las placas de mltwac A continuacion, se
distribuyé 0.1 mL de cada una de las dilucionesLe2 o un volumen igual de
medio de cultivo en cada pocillo. En una serie deillps se adicion6 una
concentracion de ConA o PHA previamente demostcadzo subdptima para la
proliferacion celular. Las placas se incubaroradte 2 dias y la sintesis de DNA
se valoro de la forma indicada previamente.

3.5.9. Determinacion de la expresion de molécutagahesion de la familia de

las integrina$2.

a) Procedimiento general:

Para este estudio se utilizaron anticuerpos monatde fluorescentes
contra las diferentes subunidades del complejo @GCD81 de la familia de las
integrinasf3,: CD18-PE, CD11a-FITC, CD11b-FITC y CD11c-PE. Elrcage se
realizo utilizando un solo anticuerpo (CD1lc-PEuma combinacion de dos
(CD18-PE+CD11a-FITC; CD11c-PE+CD11b-FITC).

Para la determinacién basal de integripase separaron alicuotas de 50 pl
de sangre entera y se incubaron con 5 pl de lisuarpos mencionados. Tras un
periodo de incubacién de 15 minutos en la oscurigadnuestras fueron lisadas y

fijadas mediante el sistema Q-Prep.
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b) Efecto de la adicidon de agentes prooxidantes:

Se prepararon alicuotas de sangre edéetamlL y se afiadié a cada tubo la
cantidad de oxidante necesaria para obtener ur@cacion de DO, de 1 UM,

5 uM y 20 uM, excepto al tubo en el que se debimnas la expresion de
integrinasP; debida a la activacion espontanea, al que fueradidés 5 pul de
PBS. Para el estudio de la oxidacion por tBOOH gpiG el mismo
procedimiento, afladiendo el oxidante en la cantidadesaria para obtener
concentraciones finales de 0.1, 0.5 y 1 uM. Trapenodo de incubacion de 1, 3
0 24 horas a 37 °C, se marcaron 50 pl de cada rawsst 5 pl del anticuerpo
monoclonal correspondiente incubando durante 15utosn a temperatura
ambiente (18-25°C) y en la oscuridad. Las mue$isadas y fijadas mediante el
sistema Q-Prep fueron posteriormente analizada$ @tdmetro de flujo.

c) Efecto de los prooxidantes sobre la expresiénintiegrinas inducida por
activacion celular:

Se utilizaron como estimulo los siguientes activeslode la funcion
celular: el péptido quimiotactico N-formil-L-metitib-leucil-L-fenilalanina
(fMLP) y el activador directo de la protein kina€a Forbol 12-miristato-13-
acetato (PMA).

Se incubaron alicuotas de 1 mL de sangre compleparimizada en
presencia de los mismos prooxidantes: tBOOH 0.u16 HO, 1, 5y 20 puM.
En una tercera alicuota (control) se afiadieron|lfe PBS. Como en todos los
experimentos realizados, se tomaron muestras péentnar los valores basales.

Tras un periodo de incubacion de 3 horas en un ba®i®@C, se afiadio fMLP 6
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PMA 0,1 pM, respectivamente. Transcurridos 20 nosypara el fMLP y 30

minutos para el PMA , las muestras fueron introdlasien hielo para detener la
accion de los estimulos. Se reparti6 nuevamerdgarigre en alicuotas de 50 ul y
se procedio a determinar la expresion de integftadal como se ha descrito en

el apartado anterior.

4. METODOS ESTADISTICOS.

La significacion estadistica se calcul6 mediant@regrama informatico
STATGRAPHICS Plus para entorno Windows, a travésadalisis de la varianza
de una via (one-way ANOVA) de los parametros aadbs para la comparacion
de poblaciones divididas en subgrupos definidoslgmwrariables concentracion
de oxidante afiadida O tiempo al que se realizaasn determinaciones. Se
aplicaron asi mismo el analisis de rango multiMelfiple-range test) y el test de
Kruskal-Wallis para valorar la homogeneidad o dif@ia significativa entre los
subgrupos. El nivel de significacion estadistioa éstablecido para un valor de p
< 0.05.

La tabulacion y calculo de los valores de tendemeiatral (media) y
dispersidn (desviacion estandar) se realizaronatioja de calculo EXCEL para

Microsoft Office 97.
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A) ESTUDIOS IN VIVO.

1. ESTIMACION DE LAS ALTERACIONES INMUNOLOGICAS
INDUCIDAS POR EJERCICIO FiSICO INTENSO.

La citometria de flujo permite cuantificar la e@pion de antigenos de la
superficie celular utilizando anticuerpos monoclesaspecificos, caracterizados
mediante el sistema CD (Clusters of Differentiati@tockinger et al., 1996). La
identificacion de subtipos celulares, fundamentabadinfocitos, por citometria
de flujo basada en la informacion generada por @Bs se denomina
inmunofenotipaje de superficie. En las preparadome sangre periférica
analizadas coexisten tipos celulares que puedenm um@specificamente
anticuerpos (granulocitos y monocitos a traves eleptores para Fc) o que
comparten algunos antigenos con los linfocitos @uoios). Por ello, el
inmunofenotipo linfocitario se realiz6 acotando yiaenente la poblacion de
linfocitos, reconocida morfolégicamente por susacteristicas de dispersion
frontal y lateral de luz laser (Fi§.A). En la poblacidon seleccionada se determina
la expresion de uno o multiples antigenos de sigeertomo muestra el ejemplo
de laFig.9 B,Cy D.

1.1. Efectos del ejercicio intenso sobre la distniwion de poblaciones
linfocitarias.

En la poblacion de linfocitos, acotada morfologiemte, se estudio la expresion
de marcadores de membrana que permiten cuantlbealinfocitos T totales

(CD2+), linfocitos T maduros (CD3+), linfocitos Baauros (CD19+) y células
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Natural Killer (células NK, también denominadasfbuitos Grandes Granulares,
CD3-CD56+).

La Fig. 10 A muestra que no se observoé diferencia significaivae los sujetos
sometidos a ejercicio intenso y los donantes cbetmocuanto al porcentaje de
linfocitos T totales, linfocitos T maduros y linftes B maduros. Por el contrario,
se observdé un descenso significativo en el contewie células NK en los
deportistas.

1.2. Efectos del ejercicio intenso sobre la distnizion de subpoblaciones
funcionales de linfocitos T.

Los linfocitos T juegan un papel esencial en lailagon de las respuestas
inmunitarias especificas y en la interaccion ealtigstema inmunitario especifico
y el innato. La coexpresion de la molécula CD3 yo®tantigenos de
diferenciacion permite distinguir por citometriaftigo varias subpoblaciones de
linfocitos T (CD3+) con implicaciones funcionalespecificas.

Con respecto al porcentaje de linfocitos T inmungoetentes totales
(CD3+), no se encontraron diferencias significativantre los ciclistas
profesionales tras el sobreesfuerzo y los contreéetentarios (FiglO B). Sin
embargo, si se alteraron significativamente lagpgn@ones de las distintas
subpoblaciones de linfocitos T en los ciclistas teh ejercicio intenso. Asi, se
produjo una disminucion significativa de la frecaende linfocitos T citotoxicas
(CD8+/CD3+), mientras permanecia inalterada la sblagion de linfocitos T
cooperadores (CD4+/CD3+), resultando en un aumeeitaociente CD4/CD8

(Fig. 10 B).
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Dentro de la subpoblacion de linfocitos T CD4+,cteexpresion de los
antigenos CD29 o CD45RA define dos subconjuntosidmalmente opuestos, de
células inductoras de cooperacion (CD4+/CD29+) ycdrilas inductoras de
supresion (CD4+/CD45RA+). Como se aprecia en la FigB, en los sujetos
sometidos a ejercicio fisico intenso disminuye isicgtivamente el subconjunto
de linfocitos T inductores de colaboracién y auraesignificativamente el
subconjunto de células T con capacidad inductosugeesion.

1.3. Efectos del ejercicio intenso sobre el estadde activacion de
subpoblaciones linfocitarias T.

La activacion y subsiguiente diferenciacion fumalbde los linfocitos, como
consecuencia de una compleja red de sefalizacidradzepor factores solubles
(citokinas) o contactos célula-célula, puede semasla gracias a la aparicion en
la superficie de antigenos especificos, que puesien cuantificados en
subpoblaciones concretas identificadas por su iofemotipo.

Para determinar el estado de activadgionivo de los linfocitos T tras un
esfuerzo fisico de alta intensidad, se estudi&paesion de un antigeno MHC de
clase Il (antigeno 13, epitopo invariable comumasmoléculas HLA-DR, -DP y —
DQ) y del receptor de Interleukina-2 (CD25), doslénolas que aparecen
incrementadas en linfocitos T que han sido actisguw diferentes estimulos.

Como muestra la Fidg.0 C, tras el ejercicio intenso no se observo ningun
incremento significativo del porcentaje de linfosittotales o linfocitos T, tanto
CD4+ como CD8+, que sobreexpresen el antigenoin3er8bargo, el porcentaje

de linfocitos CD4+ y CD8+ que sobreexpresan el perede Interleukina-2
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(CD4+/CD25+ y CD8+/CD25+), aumentd significativarteeren los sujetos
sometidos a ejercicio intenso, siendo especialmmaieado el incremento en el
subconjunto de linfocitos CD4+.

1.4. Efectos del ejercicio intenso sobre la capaaid proliferativa in vitro de
linfocitos en cultivo.

La presencia de un porcentaje significativo deokiitbs que expresan de
forma incrementada el receptor de superficie par2 (CD25) sugiere la
existencia de una mayor actividad proliferativaedtas células en los sujetos del
estudio sometidos a un esfuerzo intenso y prolomgBe hecho, la IL-2 es un
factor autocrino secretado por las células TH1 sasestimulacion por otras
células inmunitarias y necesario para iniciar lpagsion clonal de los linfocitos
T. Para relacionar el posible estado de activa@éllar, sugerido por la
expresion de CD25, con la capacidad real de pratifén de los linfocitos, se
realizd una serie de experimentos de estimulacitagénicain vitro (Test de
Activacion Linfocitaria, TAL) sobre cultivos de céhs mononucleares de los
sujetos sometidos a esfuerzo intenso y de contrmdegntrenados, utilizando
diferentes activadores mitogénicos policlonaleslidiocitos T y B (PWM),
linfocitos B (anticuerpos contra inmunoglobulina deperficie, anti-lgM) y
linfocitos T (Con Ay anticuerpos contra la subwatdCD3 del TCR)

1.4.1. Respuesta proliferatiiravitro mixta de linfocitos T v B.

El mitdgeno PWM es una lectina que actia sobreditds T y B a traves
de residuos de di-N-acetil-quitobiosa (Kubin, 1994) respuesta del conjunto de

linfocitos T y B a la activacion con el mitbgeno RWfue solo ligeramente
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superior, aunque de forma no significativa, en todtivos procedentes de
individuos sometidos a ejercicio intenso, como rtrada Fig.11.

1.4.2. Respuesta proliferativavitro de linfocitos B.

Tras la estimulacion selectiva de linfocitos B patrecruzamiento de las
inmunoglobulinas de superficie (IgM) con un antieeespecifico, no se observo
ninguna diferencia significativa en la respuestgiadiferacion entre los cultivos
de los sujetos controles y los deportistas anadizédig.12).

1.4.3. Respuesta proliferativavitro de linfocitos T.

Las lectinas PHA y ConA son mitdgenos especifieosélulas T y actuan,
respectivamente, a través de residuos de N-aedditipsamina y de-D-manosa
+ a-D-glucosa. La Figl3 muestra claramente que los linfocitos T procededée
los sujetos sometidos a ejercicio intenso presedtariorma significativa una
mayor capacidad proliferativa tras la estimulacitamto con PHA (Figl3 A)
como con ConA (Figl3 B).

Los datos de la Figl3 C muestran asimismo que la respuesta de
proliferacion celular inducida por la estimulaci@specifica del receptor de
células T, via entrecruzamiento de la subunidad,@®3ignificativamente mayor
en los cultivos procedentes de los deportistastrasfuerzo de alta intensidad.
1.5. Efecto del ejercicio intenso sobre la capacidade utilizacién in vitro de
interleukinas exdgenas por linfocitos en cultivo.

El conjunto de resultados presentados en el apaaatdrior muestra una
mayor capacidad de respuesta mitogémcatro, junto con un incremento de la

expresion de algun receptor implicado en la trabsidn de las sefales de
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activacion/proliferacion (CD25), pero no de otroroaaor de diferenciacion
inducida por la activacion (antigeno MHC Il). Paeterminar la capacidad de
respuesta de los linfocitos a factores esencialda ®gia de activacion, se llevo a
cabo un estudio de activacion celular con dosiptiinas de mitdégeno y la
adicion de un factor de crecimiento de célulasriBe(leukina-4) o de células T
(Interleukina-2).

1.5.1. Utilizacion de Interleukina-4 por células B.

Como muestra la Figld A, la adicion de IL-4 a baja concentracion
sobreestimulo de forma similar la proliferacion midixima (inducida por PWM)
de los cultivos de sujetos controles o de depasgisias esfuerzo. Sin embargo, a
concentracion superior, la sobreestimulacion indlci por IL-4 fue
significativamente menor en los cultivos procedemte los individuos sometidos
a ejercicio fisico intenso.

1.5.2. Utilizacion de Interleukina-2 por células T.

La adicion de IL-2 incrementd la actividad pralggva en cultivos estimulados
parcialmente con PHA, como se observa en la HgB. La respuesta de los
cultivos obtenidos a partir de muestras de sugdosetidos a ejercicio intenso fue
notablemente inferior a la de los cultivos de aanfpara ambas concentraciones
de IL-2 estudiadas.

Los datos presentados en esta seccion muestralogyliefocitos T y B de los
sujetos sometidos a ejercicio fisico intenso w@iizn menor grado los estimulos
de activacion exdégenos, como la Il-2, en condigadnevitro. Estos resultados

parecen en contradiccion con los que muestran areritento en la expresion de
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receptores para dicha citokina en los linfocitog @odrian indicar una alteracion

de funcionalidad en los receptores sobreexpresados.

2. EFECTO DEL EJERCICIO FiSICO INTENSO SOBRE LA
FUNCIONALIDAD DE LOS PMNS.

El andlisis citométrico de los fenomenos de actorade las células del sistema
inmunitario inespecifico se puede realizar medigntaiantificacion de antigenos
expresados en la superficie celular, de forma amail procedimiento seguido con
los linfocitos, o bien mediante el seguimiento dambios bioquimicos
intracelulares, mediante el uso de fluorocromosibs a distintas actividades
enzimaticas o a cambios en el microambiente ce{Rlabinson, 1993).

Para relacionar los cambios observados en lasagobks linfocitarias con
posibles alteraciones causadas por el ejercidicofiatenso en las funciones de
los granulocitos y comparar éstas con las induciglaslos monocitos, se
estudiaron tres parametros dinamicos que resunsepriacipales funciones del
sistema inmunitario innato:

a) Expresion de moléculas de adhesion, como fendndenrelevancia en la
quimiotaxis, interaccion célula-célula y motilide€lular. Se estimé a traves de la
cuantificacion de una integrina, la molécula CDl1hbediante su marcaje
inmunofluorescente con un anticuerpo monoclonajugao.

b) Niveles intracelulares de especies oxidantemciomado con la posible
existencia de una fuente extracelular de espeesagivas del oxigeno, y con la

funcion fisiologica de la explosion oxidativa (“lsti como mecanismo de
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defensa antimicrobiano y, en condiciones exacedyad@ origen a moléculas
reactivas vertidas al exterior de la célula y catesa de lesion celular. Se
cuantificaron utilizando precursores fluorogénicosel diacetato de
dihidrodiclorofluoresceina (DHDCF-DA), cuya oxidéwi por HO, intracelular
en presencia de peroxidasa lo convierte en unaculal@ue emite fluorescencia
verde, y la hidroetidina (HE), que es oxidada pdD,Kun dador de &,
emitiendo fluorescencia ro{&othe y Valet, 1990).

c) Actividad respiratoria mitocondrial, como origele especies prooxidantes
(anion superoxido) y como fuente de energia metbdue responde a las
demandas de la célula en curso de activacion. tBecesiediante el fluorocromo
Rh123, que se acumula en la mitocondria en fura&su potencial de membrana
(Juan et al., 1994).

2.1. Efectos del ejercicio intenso sobre la exprési de la molécula de
adhesion CD11b en granulocitos y monocitos.

La expresion basal de la molécula CD11b aumentécadamente en los
monocitos y granulocitos de sangre periférica de ilaividuos sometidos a
esfuerzo de alta intensidad, comparada con la sxpren controles sedentarios
(Figs.15 Ay 15 B). Este aumento parece reversible, puesto que @sene de
deportistas a los que se pudo reanalizar trandasrriloce horas del esfuerzo
anterior, la expresion de la molécula CD11b se emica en niveles similares a

los observados en individuos de control (Rig.Ay 15 B).

Para estimar el efecto de las condiciones de ejeriritenso sobre la capacidad
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de respuesta a la estimulacién quimiotactica, gzditel péptido fMLP, que
induce la expresion de diferentes moléculas desagieincluyendo la familia de
las integrinas, en granulocitos y monaocitos.

Como se puede ver en las Fif)§.Ay 16 B, la estimulacion con fMLP produjo,
como cabia esperar, un incremento en la expres®nCB1llb, tanto en
granulocitos como, sobre todo, en monocitos. Sibaego, el aumento relativo
fue mucho menor en las células de los individuas #jercicio fisico intenso,
comparadas con las de los sujetos de controll@ssgranulocitos no modificaron
su expresion de CD11b ya aumentada.

Al igual que ocurria con la expresion basal de O lel efecto del ejercicio
intenso fue reversible, puesto que la estimulag@én fMLP de las células
sanguineas de los deportistas analizados doce tiespsiés del esfuerzo, indujo
una respuesta que fue practicamente similar a lasdgujetos de control (Figuras
16 A y16 B).

2.2. Efectos del ejercicio intenso sobre la respitedn mitocondrial en
granulocitos y monocitos.

La medida del potencial de membrana mitocondriahantenido
fundamentalmente por la actividad de la cadenaregspa, se determind con el
fluorocromo cationico Rh123 (Juan et al., 1994)mGase aprecia en la Fifj7 A,

y de acuerdo con la mayor intensidad de la funoXidativa en esas células, la
actividad mitocondrial en reposo fue mayor en I@nglocitos y monocitos que
en los linfocitos.

En los leucocitos de los deportistas, la captacdénRh123 se incrementd
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significativamente tras el ejercicio intenso, irmgido una mayor actividad
respiratoria mitocondrial en todas las poblacidaeasocitarias analizadas.

2.3. Efectos del ejercicio intenso sobre el conteai intracelular en especies
reactivas del oxigeno.

Los datos anteriores sugieren que la posible aifivacelular en
leucocitos tras un esfuerzo fisico de alta inteatsise acompafnan de una mayor
actividad metabdlica, evidenciada por una mas sat¢asa de respiracion celular
y, por lo tanto, de consumo y manejo metabolicoxdgeno, con la posibilidad de
incrementar la produccion intracelular de espgmiesxidantes.

La determinacion de los niveles intracelulares @@.Hon el precursor
fluorogénico DHDCF-DA mostré un incremento sigrafi’o de esta especie
prooxidante en todas las poblaciones leucocitamdizadas en los deportistas,
siendo el aumento de mayor magnitud en monocitgsagulocitos (Figl7 B).
Hay que destacar que, en consistencia con la presial de los mecanismos
prooxidativos en ellos, los monocitos y granulagiten condiciones basales o tras
ejercicio intenso, presentan un nivel intraceluar HO, significativamente

superior a los linfocitos.

B) ESTUDIOS IN VITRO.

Los estudios presentados en la seccidn anteriestman que el ejercicio fisico

intenso puede provocar alteraciones en el contemiddivo de subconjuntos de

linfocitos con diferente implicacion funcional yrthién cambios en el estado de

activacion de dichas células, con datos que apumiacia una posible
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interferencia con los mecanismos de sefalizaciodiades, al menos, por IL-2.
Los cambios observados en la poblacion linfocites&a acompafian de un
incremento en la actividad metabdlica, la expresiéruna molécula de adhesion
clave y un aumento significativo de los niveles HegO, intracelular en
granulocitos y monocitos, sugiriendo la existerd@aun posible estrés oxidativo
en dichas células. Este desequilibrio entre pra@mies y antioxidantes podria
deberse a la presencia aumentada de especies/asatt oxigeno en sangre,
como se ha demostrado repetidamente en diferemtdslos de ejercicio fisico.
Con el fin de evaluar la posible participacion datrés oxidativo en las
alteraciones de la funcion inmunitaria especifica inrmata demostradas
previamente, se planteo el desarrollo de un modeeloitotoxicidad in vitro que
pudiera ser aplicado tanto a responder experinteatde a la cuestion planteada
como a mostrar la utilidad del granulocito de sangeriférica como modelo
celular para el estudio de fendbmenos de alterangtabdlica y lesion celular.

El modelo consistio en la incubacién breve o sodtede muestras de sangre
periférica y suspensiones leucocitarias despravideaeritrocitos, con diferentes
concentraciones subletales de agentes prooxidasuksles (HO,) o que
desencadenan peroxidacion lipidica (tBOOH). Medidat citometria de flujo
multiparamétrica se pudo restringir el analisiseefffiramente a los granulocitos,
caracterizados por su morfologia, y comparar sspuestas con las de otras

células inmunitarias de la misma preparacion.
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1. DETERMINACION DE LAS CONCENTRACIONES OPTIMAS DE
AGENTES OXIDANTES.

Inicialmente, se realizé un estudio para determigmiconcentraciones de
prooxidantes que no producian toxicidad celularecpble. Para ello se
incubaron las suspensiones celulares durante 1,23 6ioras con diferentes
concentraciones de 8, o tBOOH. La viabilidad celular se estimé por
microscopia Optica, mediante la incorporacion dé apan, y por citometria de
flujo, a través de los cambios caracteristicos @&nalitofluorescencia y la
morfologia que acompafian a la muerte celular y pennsu cuantificacion
sensible (Figl8).

La cuantificacion citométrica del namero relative délulas con un
inmunofenotipo determinado permitid evaluar el blesiefecto letal de los
oxidantes sobre subpoblaciones especificas deciio$y para evitar alteraciones
en las posibles interacciones entre células T yupaitos (sobre todo, pérdida de
citokinas), que alejarian el modelo experimental & condiciones
fisiopatoldgicas en estudio. Mediante esta aprogiam se pudo confirmar que
las concentraciones usadas en el estudio no pnodugerte de linfocitos T, que
aparecen mas resistentes que las células B fra@®@H y HO,. En estudios
con concentraciones toxicas, se aprecio que ldsclins CD8 son los que

sobreviven a concentraciones de oxidantes masdzlsva

11 118



2. EFECTO DEL ESTRES OXIDATIVO EXTRACELULAR SOBRE E L
ESTRES OXIDATIVO INTRACELULAR.

2.1. Efecto del estrés oxidativo extracelular sobrs niveles de oxidantes
intracelulares.

Para el estudio se utilizaron los dos fluorocronitis,y DHDCF-DA que,
como hemos comentado, responden selectivamenteoxdacion mediada por
O-,- y por HO; respectivamente.

La Fig. 19 muestra el aumento de los niveles intracelulareardbos
oxidantes tras ser incubados cogOkla concentraciones 5 y 20M durante 30
minutos y 2 horas, aumento que resultd tiempo- nceotracion-dependiente
como puede observarse por el desplazamiento déelasidad de fluorescencia en
los sucesivos histogramas en los que, para mawoidatl, se presentan las
proyecciones de cada parametro estudiado. Simitasestados se obtuvieron al
incubar las mismas muestras con tBOOH 0.5 yM. (Fig. 20), resultando la
respuesta a este prooxidante mas homogénea e euk@st subpoblaciones, pero
igualmente significativa a medida que aumento tecentracion y el tiempo.

2.2. Efecto del estrés oxidativo extracelular sobréos niveles de GSH
intracelulares.

Para confirmar la induccion de estrés oxidativoacelular al afadir los
prooxidantes extracelulares, se procedié a detamaihcontenido intracelular de
glutation reducido (GSH) (Fi@1) en los leucocitos.

Tras la incubacion de las suspensiones leucoatada HO, 5 y 20uM

(Figs21 2y 21 3) y tBOOH 0.5 y 1uM (Figs21 4 y 21 5), se observé una
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disminucién de la expresion de la fluorescenciatidmipor el naranja de
mercurio, que es proporcional al contenido en Gg&kta disminucion fue
dependiente de la dosis de exposicion evidenci@&hag/or respuesta encaso
del H,O,. La respuesta al tBOOH fue, como en el caso anfenias homogénea.
2.3. Efecto del estrés oxidativo extracelular sobrel potencial de membrana
mitocondrial.

Otro parametro que proporciona informacién sobrduhcion oxidativa es la
actividad respiratoria mitocondrial, que, como hemasto, puede valorarse
midiendo el potencial de membrana mitocondrial.sTla exposicidon a los
prooxidantes extracelulares, se evidencio un inerdon de la captacion de
Rh123, proporcional al potencial de membrana miiddal, en todas las
subpoblaciones leucocitarias, incremento que tamigéultd dependiente de la
concentracion y el tiempo de exposicion (R2g).

Estas figuras demuestran que la adicién de oxidaxégenos incrementa
significativamente el nivel de especies oxidantgecelulares en granulocitos,
monocitos y también en linfocitos, y confirman glaepresencia de agentes
prooxidantes en el medio extracelular desencademaaceso de estrés oxidativo

intracelular.

3. EFECTO DE LA ACTIVACION INDUCIDA IN VITRO SOBRE LOS
NIVELES DE OXIDANTES INTRACELULARES.
Los niveles intracelulares incrementados de espeaxidantes, observados en

leucocitos de sujetos sometidos a esfuerzo fisiemso, pueden resultar, como se
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ha mostrado en el apartado anterior, de la presafeiniveles extracelulares
incrementados. Por otra parte, la activacion de g@nulocitos por sefales
microbianas o por mediadores proinflamatorios dem#ena la produccion
intracelular de especies reactivas oxidantes, @edradel mecanismo de la
explosion oxidativa.

Para evaluar la capacidad de respuesta oxidatoizcida por la activacion de
granulocitos, se determiné de forma cinética laceatracion intracelular de @-

y H,O; tras la estimulacion in vitro con un activadormiatactico (fMLP) o con
un éster de forbol (PMA), activador directo dedatgin kinasa C.

Como muestra la Fi@3, tanto el fMLP como, sobre todo, el PMA indujeramn
rapido y significativo aumento de los niveles intlalares de Q- en
granulocitos. Los niveles de,8, también incrementaron de forma rapida y
sostenida tras la estimulacion de los granuloaitws cada uno de los agentes

(Fig. 24).

4. EFECTO DE LOS PROOXIDANTES EXOGENOS SOBRE LA
ACTIVACION CELULAR IN VITRO.

La adicion de oxidantes exdgenos y la activadiénto quimiotactica como por
estimulacion directa de la PKC, de los granulocitmsduce a marcados
incrementos de los niveles intracelulares de especkidantes, como se ha
mostrado en la anterior seccion. Para comprobda sxposicion a niveles
elevados de agentes prooxidantes puede desencéaetaracion de linfocitos,

como podria ocurrir en el modelo de esfuerzo fisibenso estudiado, se planted
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determinar por citometria de flujo la expresion meléculas indicadoras de
activacion celular, tanto temprana (CD69) como itaf@D25), que pudieran
poner de manifiesto respuestas inmediatas o prattagyde activacion celular. La
coexpresion de los marcadores de activacion coerrdatados antigenos de
diferenciacion permite, por citometria de flujo tipdramétrica, definir el estado
de activacion de subpoblaciones linfocitarias e$pas, con posible
participacion en mecanismos de activacion de cghdas inmunitarias.

4.1. Expresion del marcador de activacion tempran&D69.

Como muestra la Fi®5 1, en el histograma de morfologia (SS) frente a
tamafno (FS) se definio la poblacion linfocitarimbie la que fue estudiada
simultaneamente la expresion de CD69 (FRp 1). Sobre histogramas
biparamétricos de la poblacion previamente defing#gaanalizo la evolucion de
las subpoblaciones que lo expresaban en su sueerfiedida a tiempo 0 y sin
estimulo alguno (expresion basal) y tras estimuidadivo afiadiendo distintas
concentraciones de,B, (Fig. 25 3) 6 tBOOH (Fig.25 4). No se encontraron
diferencias significativas en el nimero de linfositCD69+ ni en la media de
intensidad de la fluorescencia, tanto respectoaalade oxidacion como respecto
al tiempo de exposicion a la misma, que fue d8hgras.

Estos resultados sugieren que la exposicion a egexidantes exdgenos
no desencadena por si misma la activacion inmedetzlulas linfocitarias.

4.2. Expresion del marcador de activacion celulamrdia CD25.
La expresion del receptor para la IL-2 fue valorpdacitometria de flujo

mediante el anticuerpo monoclonal CD25-PE, que esfflutorescencia naranja.
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Dado que el CD25 puede expresarse en células TagtiBadas, su estudio se
realizd mediante analisis citométrico de las sulgmbnes linfocitarias CD3+,
seleccionadas por su morfologia (como indican ligs.26 A1y B 1) y su
inmunofenotipo (Figs26 A2 y B 2). Sobre ellas se determind la coexpresion de
CD25 (Figs26 A3y B 3) y de CD8 (Figs26 A4y B 4): de esta forma se definen
las poblaciones de células:

.-Células T8 activadas = (CD3+/CD8+/CD25+);

.-Células T8 no activadas = (CD3+/CD8+/CD25-);

.-Células T4 activadas = (CD3+/CH8D25+);

.-Células T4 no activadas = (CD3+/CGIDBD25-);

.-Células T8 totales = [ (CD3+/CD8+/CD25+) + (CB3D8+/CD25-) |;

.-Células T4 totales = [ (CD3+/CE€D25+) + (CD3+/CD8&8/CD25-) ;
Para evitar errores debidos a la posible muertecéfgga de alguna poblacion, se
expresaron los resultados como porcentaje respecabpoblaciones totales,
segun las siguientes formulas:

.- % de células T8 activadas = (CD3+/CD8+/CD25¥} totales;

.- % de células T4 activadas = (CD3+/GlED25+) / T4 totales.
Por exclusion del antigeno CD3 en la poblaciorotitaria se pueden estimar los
linfocitos B activados (CD3- CD25+) o0 no activad@GP3- CD25-).

Los resultados indicaron que la exposicion, hadtadtas, a los agentes
oxidantes utilizados, no induce el estado de adtiva determinado por la
expresion de CD25, en ninguna de las subpoblacianfesitarias definidas por
el inmunofenotipo citométrico. En la Fi@6 B se muestra el ejemplo de la
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incubacion con tBOOH a concentraciopN y tiempo 4h.

5. EFECTO DE LOS PROOXIDANTES EXOGENOS SOBRE LA
EXPRESION DE MOLECULAS DE ADHESION DE LA FAMILIA DE
LAS INTEGRINAS B..

En el estudio inicialin vivo, se mostrO que los granulocitos de los
individuos sometidos a esfuerzo fisico intenso esg@ban de forma
significativamente incrementada el antigeno CD1Mug dicho incremento era
reversible tras algunas horas. Igualmente, la agtivm quimiotactica con fMLP
inducia un rapido y significativo aumento de larespn de la molécula CD11b.
Estos resultados, junto con datos previos de rwukdioratorio (Mascarell, 1997),
sugerian que la expresion de integrinas podriauseparametro sensible para
detectar fenomenos de induccion de activacion @etulde interferencia con los
mecanismos de transduccion de sefial de activaélon.dichas razones, se
desarrollé un estudio en el que se evalué por @tdmde flujo multiparamétrica
el efecto de los oxidantes exdgenos sobre la exprespontanea de distintas
integrinas (posible efecto activador de los proamids exdgenos) y sobre la
expresion inducida por fMLP y PMA (posible intedacia sobre el mecanismo

de transduccion de sefiales de activacion).

En el estudio se cuantifico la expresion de la sidad comun a todas las
integrinas, (CD18) y las diferentes subunidades asociadas 1&DCD11b,

CD11c), que tienen diferentes funciones biologicasno se describié en la
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Introduccion de esta Tesis.
5.1. Efecto de los prooxidantes exdgenos sobre bgpresion espontanea de
CD18, CD11a, CD11by CD11c.

La determinacion de la expresion de integrinas esiz6 mediante
citometria de flujo, identificando las poblaciortks granulocitos y de monocitos
mediante sus caracteristicas de dispersion lataluz (granularidad) que
permiten distinguirlas perfectamente en el conjuldgda suspension leucocitaria.
Como muestra la Fi@7, con esta aproximacion técnica se pueden defiaivaz
subpoblaciones con distinto grado de expresionadatégrina, estimada por la
intensidad de la fluorescencia emitida. De hechdpg estudios de este apartado
se observo una heterogeneidad de la expresiortatgimas como respuesta a los
oxidantes exdgenos, por lo que se pudieron defniralgunos casos, hasta tres
subpoblaciones en la poblacion de granulocitossyesiola de monocitos.

Las Figs.28 a 35presentan el analisis de la expresion espontaneadie
una de las cuatro subunidades del complejo CD181G#nl las subpoblaciones
que se definieron en los distintos apartados. @ehida variabilidad detectada,
los datos de cada determinacion fueron normalizaesigecto a su valor basal

(valor sin exposicidon a oxidante (concentraciog @)tiempo 0).

Tras la incubacion conJ@, a concentraciones 1 a M (Figs 28 a 3},
se produjo un aumento de la intensidad de fluoresge generalmente dosis-
dependiente, que fue significativo para las sutaded CD18, CD11b y CD1l1c.

Se detecto6 ya en la primera hora de exposicionlgsedos poblaciones definidas
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por el analisis citométrico. Similares resultade®Btenian a las 3 horas.

La exposicion al tBOOH (0.5 y uM) (Figs 32 a 35 no indujo cambios
significativos hasta las 3 horas, tiempo en el spieletectd un efecto opuesto al
producido por el BD,. Aqui, la adicidn del oxidante inhibi6 significzimente la
expresion espontanea de CD18, CD11b y CD11c. Leesim de CD11a no se
modifica significativamente en dicho periodo paratd del tBOOH, aunque si se
expresa de forma aumentada en los cultivos commke detectd heterogeneidad
de respuesta, definiéendose una unica poblacionidta de estos resultados, se
estudio el efecto de la exposicion prolongada @@Bi (24 horas) y se utilizaron
concentraciones mas bajas, 0.iMl, observandose un efecto complejo. En los
cultivos expuestos a la concentracion mas bajaod&ante, se produjo un
incremento significativo de la expresion de todesihtegrinas estudiadas, y en
las dos subpoblaciones definidas por la expresgtasi moléculas. Al aumentar
la concentracion, la expresion de las integrinadifea disminuir con respecto al
valor maximo alcanzado. Es importante resaltar &gies resultados se refieren
exclusivamente a células morfolégicamente intactas) las caracteristicas
citométricas de la poblacion viable, por lo que eteldlescartarse fenbmenos
inespecificos debidos a la lesion celular.

A pesar de estas variaciones, la exposicion aalpgentes oxidantes
exdgenos incrementa, en general, la expresiondetegrinas CD18/CD11 en
los PMNs expuestos a la accion de los prooxidaxwacelulares.

El analisis del efecto de ambos prooxidantes skalsrpoblaciones de monocitos

s6lo fue comparable al observado en granulocitoes lpasubunidad CD11b. En el
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resto de las subunidades, la exposicion sostenidax@ante no afectd
significativamente a la expresion espontanea (CDI&8incrementd (CD11a) o
so6lo la disminuyé ligeramente a la maxima concerdra(CD11c).

5.2. Efecto de los prooxidantes exdgenos sobre ipresion de CD18, CD11a,
CD11by CD11c inducida por fMLP o PMA.

Para estimar la posible interferencia de los penies sobre el
mecanismo de transduccidn de sefales de activdeignanulocitos, se estudio la
respuesta al péptido quimiotactico fMLP o al égeiforbol PMA en cultivos de
control o incubados con agentes oxidantes exogenos.

El estudio inicial, considerado como control devacion, mostroé que la
estimulacion con fMLP (Figs36-39 y con PMA (Figs.40-43 induce la
sobreexpresion significativa de todas las integriestudiadas en los PMNSs, y de
casi todas (excepto CD11a) en los monocitos.

Una vez definida la capacidad de activacion deekifmulos utilizados,
para evaluar el efecto de los prooxidantes exogesesompararon los efectos
inducidos por los estimulos en ausencia y presaleias agentes prooxidantes,
normalizando los valores de cada determinacionemspal valor control con
estimulo. Como muestran las Fig&4-47, el HO, sobre los granulocitos
estimulados con fMLP indujo un efecto bifasico solar expresion de integrinas.
A la mas baja concentracién disminuyo la sobreestpneinducida por el fMLP,
pero al aumentar la concentracion se detectabaaremento estadisticamente
significativo de la intensidad de fluorescenciagvdndo a una mayor

sobreexpresion de todas las integrinas analizadasgyranulocitos. En los
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monocitos los resultados fueron mas variables p dak estadisticamente
significativo el incremento en CD18. Cuando se iabakl efecto sobre la
sobreexpresion inducida por PMA (Fig48-51) se detectd una inhibicion
significativa de la misma a medida que aumentaldosas de HO,, tanto para
PMNs como para monocitos, excepto para CD11la en?EiNlos que expresion
incluso aumento a las concentraciones superiores.

Los efectos de la exposicion al tBOOH sobre laragaicion inducida por
f-MLP se presentan en las Figs2-55 En general, no se observan efectos
claramente definidos en las poblaciones de momgcitoientras que sobre
granulocitos, la exposicion al oxidante incremdataobreexpresion de CD18 y
CD11a pero disminuye la de CD11b y c. Igualmerstenteraccion de tBOOH
con la estimulacion inducida por PMA (Fig&-59 no resultd en un patrén claro
de cambios en la expresion de integrinas en masocEn granulocitos se
observé una tendencia a disminuir la sobreexpred@ras integrinas CD18,

CD1llay CD11b, aunque no fue estadisticamentefisigfiva.
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Figura 11: Respuesta proliferativa mixta in vitro de linfocitos T y B estimulados por
mitégeno PWM. Los resultados muestran incorporacion de rimidiiteada por pocillo. Cada
punto representa la media +- desviacion estandaredepocillos. Grupo 1: controles. Grupo 2:

deportistas tras sobreesfuerzo. Eje de abcisasentracion de PWM (ug/ml) Eje de ordenadas:
cuentas por minuto
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Figura 12. Respuesta proliferativa in vitro de linbcitos B estimulados por anticuerpo anti-
IgM. Los resultados muestran la incorporacion de timidiitiada por pocillo. Cada punto
representa la media + desviacion estandar de toedllgs. Grupo 1: controles. Grupo 2:
deportistas tras obreesfuerzo. Eje de abcisas:eotiacion de Anti-lgM (ug/ml). Eje de
ordenadass: cuentas por minuto
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Figura 13: Respuesta proliferativa in vitro de linfocitos T estimulados por mitégenos PHA
(A), con A (B) y anticuerpo anti-CD3 (C).Los resultados muestran la incorporacion de timidit
tritiada por pocillo. Cada punto representa la meddesviacion estandar de tres pocillos. Grupo

1: controles. Grupo 2: deportistas tras sobreesfuéje de abcisas: concentracion (ug/ml). Eje de
ordenadas: cuentas por minuto (*%0p05
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Figura 14: Efecto de la adicion de interleukinas exdgenas sabta respuesta proliferativa in
vitro de cultivos de linfocitos estimulados por mibgenos: A) INterleukina-4 tras estimulo por
PWM. (B) Interleukina-2 tras estimulo por PHA. Lasultados muestran el incremento de la
incorporacion de timidita tritiada por pocillo ceespecto al control sin mitdgeno. Cada punto
representa la media + desviacién estandar de toedlgs. Grupo 1: controles. Grupo 2:
deportistas tras sobreesfuerzo. Eje de ebcisascentracion (ug/ml). Eje de ordenadas:
porcentaje de estimulacién. (*)<@,05.
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Figura 15. Efecto del ejercicio intenso sobre la exesion basal de la subunidad CD11b de la
familia de las integrinas B, . En monolitos (A) y PMNs (B) se muestran valores ived:
desviacién estandar de la intensidad de fluoreszeamitida en sujetos control (grupo 1).
Deportistas tras ejercicio intenso (grupo 2) y des@s después de reposo (grupo 3) (¥0,05.
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Figura 16. Efecto del ejercicio intenso sobre la exesion basal de la subunidad CD11b de la
familia de las integrinasp, tras estimulo con fMLP.En monolitos (A) y PMNs (B) se muestran
valores medios * desviacion estandar de la intadsitk fluorescencia emitida en sujetos control
(grupo 1). Deportistas tras ejercicio intenso (gr@) y deportistas después de reposo (grupo 3)
(*): p<0,05.
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Figura 17. Efecto del ejercicio fisico sobre el potencial de embrana
mitocondrial (A) y sobre el contenido en peroxidos(B) en distintas
subpoblaciones leucocitarias: Linfocitos, monolitos, PMNs presentan los
valores de la media * desviacion estandar de sgeissijetos control (grupo 1) y
deportistas tras sobreesfuerzo (grupo 2). El ejerdenadas muestra en (A) la
intensidad de fluorescencia de la rhodamina 128pqrcional al potencial de
membrana mitocondrial y en (B) la intensidad deoriscencia de la
diclorodihidrofluoresceina, proporcional al contenen peroxidos.
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Figura 23.Cinética de la produccionde anion superéxido (@) en PMNs activadosEn (A) se
muestra la activacion espontanea y tras estimufofethP. En (B) se muestra la activacion
espontanea y tras estimulo con PMA. Los datos sporelen al porcentaje de la fluorescencia
roja de la hidrotidina, considerando como 100% lleoréscencia en el tiempo O para cada
condicion.
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Figura 24.Cinética de la produccion de anién del peroxido déidrogeno H,O, en PMNs
activados. En (A) se muestra la activacién espontanea y tstisnelo con fMLP. En (B) se
muestra la activacion espontanea y tras estimuldP®dA. Los datos corresponden al porcentaje
de la fluorescencia roja de la hidrotidina, considdo como 100% la fluorescencia en el tiempo O
para cada condicion.
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Figura 25.Ejemplo representativo de la determinacion por citmetria de flujo de la
expresion del antigeno de activacion temprana CD691) Histograma biparamétrico que
muestra la poblaciéon de células mononuclear (pachiif la poblacién linfocitos activados)
seleccionada por su morfologia. (2) Hitograma deresion de CD69 en el control y tratados
durante 3 horas con 5uL de®} (3) 6 0.5 uL de tBOOH
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Figura 26 Ejemplo representativo de la determinacion por ¢ometria de flujo de la
expresion del antigeno de activacibn CD25Los histogramas muestran la poblacién de
linfocitos CD3+ seleccionados por su morfologiagihmunofenotipo (2). Loa histogramas 3y 4
muestran la coexpresion de CD3, CD25 y CD8 endgmnes asi definidas, en cultivos control
(A) y tratados con tBOOH 1uM durante 3 horas (B).
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Figura 27.Ejemplo representativo de la estrategia citométricapara el estudio de la
estrategia citométrica para el estudio de la expr&n de moléculas de adhesion en
granulocitos y monolitos.Los histogramas muestran la representacion defaiaridad frente a

la intensidad de fluorescencia tras el marcajewvoanticuerpo especifico para una determinada
integrina: A:CD18, B:CD11a, C:CD11b y D:CD11c, resgtivamentre. En los histogramas se
observan regiones correspondientes a poblaciohgares con diferente intensidad de expresion
de la molécula determinada, que se analizan deafardependiente.
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Figura 28.Efecto de la adicionin vitro de H,O, sobre la expresién espontanea de CD18 en
granulocitos de sangre periféricalas muestras fueron incubadas durante 1 hora@ y 3
horas (B y D), a 37°C. Se muestran los valoresnidiie en las subpoblaciones de granulocitos
con baja (A y B) y elevada (C y D) expresion, cosadindica en la Figura 20. Los datos son la
media + desviacion estandar de 10 determinaciorsestan normalizadas respecto al valor basal
(t= 0 y concentracion 0) de cada una de ellasdEjabscisas, concentracion dgbl(uM). Eje

de ordenadas, intensidad de fluorescencia. {B)Gb.
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Figura 29.Efecto de la adicionin vitro de H,O, sobre la expresion espontanea de CD11a en
granulocitos de sangre periféricalas muestras fueron incubadas durante 1 hora@) y 3
horas (B y D), a 37°C. Se muestran los valoresnidie en las subpoblaciones de granulocitos
con baja (A 'y B) y elevada (C y D) expresion, cosadindica en la Figura 20. Los datos son la
media + desviacion estandar de 10 determinaciorsestan normalizadas respecto al valor basal
(t= 0 y concentracion 0) de cada una de ellasdEjabscisas, concentracion dgbl(uM). Eje

de ordenadas, intensidad de fluorescencia. {B)Gb.
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Figura 30.Efecto de la adiciénin vitro de H,O, sobre la expresion espontanea de CD11b en
granulocitos de sangre periféricalas muestras fueron incubadas durante 1 hora@) y 3
horas (B y D), a 37°C. Se muestran los valoresnidiie en las subpoblaciones de granulocitos
con baja (A y B) y elevada (C y D) expresion, cosadindica en la Figura 20. Los datos son la
media + desviacion estandar de 10 determinaciorsestan normalizadas respecto al valor basal
(t= 0 y concentracion 0) de cada una de ellasdEjabscisas, concentracion dgObl(uM). Eje

de ordenadas, intensidad de fluorescencia. {B)G5b.
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Figura 31.Efecto de la adicionin vitro de H,O, sobre la expresién espontanea de CD11c en
granulocitos de sangre periféricalas muestras fueron incubadas durante 1 hora@ y 3
horas (B y D), a 37°C. Se muestran los valoresnidiie en las subpoblaciones de granulocitos
con baja (A y B) y elevada (C y D) expresion, cosadindica en la Figura 20. Los datos son la
media *+ desviacion estandar de 10 determinaciorsestan normalizadas respecto al valor basal
(t= 0 y concentracion 0) de cada una de ellasdEjabscisas, concentracion dgb(uM). Eje

de ordenadas, intensidad de fluorescencia. <B)Gb.
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Figura 32 Efecto de la adiciénin vitro de tBOOH sobre la expresion espontanea de CD18 en
granulocitos de sangre periférica Las muestras fueron incubadas durante 3 horasy(R¢
horas (B y C), a 37°C. Se muestran los valoresnalie a las 24 h. en las subpoblaciones de
granulocitos con baja (B) y elevada (C) expresi@mo se indica en la Figura 20. Los datos son
la media * desviacion estandar de 8 determinacidfjesde abscisas, concentracion de tBOOH
(UM). Eje de ordenadas, intensidad de fluorescencanalizada respecto al valor basal (t=0y

concentracién 0) de cada una de ellas. €9,05.
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Figura 33.Efecto de la adicidnin vitro de tBOOH sobre la expresiéon espontanea de CD11a
en granulocitos de sangre periféricaLas muestras fueron incubadas durante 3 horasy(24
horas (B y C), a 37°C. Se muestran los valoresnalie a las 24 h. en las subpoblaciones de
granulocitos con baja (B) y elevada (C) expresi@mo se indica en la Figura 20. Los datos son
la media * desviacion estandar de 8 determinacidfjesde abscisas, concentracion de tBOOH
(UM). Eje de ordenadas, intensidad de fluorescencanalizada respecto al valor basal (t=0y

concentracion 0) de cada una de ellas.
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Figura 34.Efecto de la adicionin vitro de tBOOH sobre la expresion espontanea de CD11b
en granulocitos de sangre periféricaLas muestras fueron incubadas durante 3 horasy(24
horas (B y C), a 37°C. Se muestran los valoresnalie a las 24 h. en las subpoblaciones de
granulocitos con baja (B) y elevada (C) expresi@mo se indica en la Figura 20. Los datos son
la media * desviacion estandar de 8 determinacidfjesde abscisas, concentracion de tBOOH
(UM). Eje de ordenadas, intensidad de fluorescencanalizada respecto al valor basal (t=0y
concentracién 0) de cada una de ellas. €9,05.
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Figura 35.Efecto de la adiciénin vitro de tBOOH sobre la expresion espontanea de CD11c
en granulocitos de sangre periféricaLas muestras fueron incubadas durante 3 horasy(24
horas (B y C), a 37°C. Se muestran los valoresnalie a las 24 h. en las subpoblaciones de
granulocitos con baja (B) y elevada (C) expresi@mo se indica en la Figura 20. Los datos son
la media * desviacion estandar de 8 determinacidfjesde abscisas, concentracion de tBOOH
(UM). Eje de ordenadas, intensidad de fluorescencanalizada respecto al valor basal (t=0y
concentracién 0) de cada una de ellas. €9,05.
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Figura 36.Efecto de la adiciénin vitro de fMLP sobre la expresion espontanea de CD18 en
monocitos (A) y granulocitos (B) de sangre periféca. Las muestras fueron incubadas durante
3 horas a 3T. Los datos son la media + desviacién estandarlHedeterminaciones,
normalizadas respecto a su valor basal. Eje desalssserie basal y serie estimulada con fMLP.
Eje de ordenadas, intensidad de fluorescencigp<@)05
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Figura 37 Efecto de la adicionin vitro de fMLP sobre la expresion espontanea de CD11a en
monocitos (A) y granulocitos (B) de sangre periféca. Las muestras fueron incubadas durante
3 horas a 3T. Los datos son la media + desviacion estandarlHedeterminaciones,
normalizadas respecto a su valor basal. Eje desalssserie basal y serie estimulada con fMLP.
Eje de ordenadas, intensidad de fluorescencigp<@)05.
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Figura 38.Efecto de la adicionin vitro de fMLP sobre la expresion espontanea de CD11b en
monocitos (A) y granulocitos (B) de sangre periféca. Las muestras fueron incubadas durante
3 horas a 3T. Los datos son la media + desviacion estandarlHedeterminaciones,
normalizadas respecto a su valor basal. Eje desalssserie basal y serie estimulada con fMLP.
Eje de ordenadas, intensidad de fluorescencigp<@)05.
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Figura 39.Efecto de la adicionin vitro de fMLP sobre la expresion espontanea de CD11c en
monocitos (A) y granulocitos (B) de sangre periféca. Las muestras fueron incubadas durante
3 horas a 3T. Los datos son la media + desviacién estandarlHedeterminaciones
determinaciones, normalizadas respecto a su vasalbEje de abscisas, serie basal y serie
estimulada con fMLP. Eje de ordenadas, intensigafiudrescencia. (*) £0,05.
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Figura 40.Efecto de la adiciénin vitro de PMA sobre la expresion espontanea de CD18 en
monocitos (A) y granulocitos (B) de sangre periféca. Las subpoblaciones 1 y 2 muestran los
valores obtenidos en las subpoblaciones de momsogitgranulocitos con baja y elevada
expresién, como se indica en la Figura 20. Lasstna® fueron incubadas durante 3 horas a
37°C. Los datos son la media + desviacion estand& dieterminaciones. Eje de abscisas, serie
basal y serie estimulada con PMA (valores normdtisaespecto a sus basal). Eje de ordenadas,
intensidad de fluorescencia. (*¥@,05.
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Figura 41.Efecto de la adiciénin vitro de PMA sobre la expresién espontdnea de CD11a en
monocitos (A) y granulocitos (B) de sangre periféca. Las subpoblaciones 1 y 2 muestran los
valores obtenidos en las subpoblaciones de momsogitgranulocitos con baja y elevada
expresién, como se indica en la Figura 20. Lasstna® fueron incubadas durante 3 horas a
37°C. Los datos son la media + desviacion estand& dieterminaciones. Eje de abscisas, serie
basal y serie estimulada con PMA (valores normdtigarespecto a su basal). Eje de ordenadas,
intensidad de fluorescencia. (*x@,05.
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Figura 42.Efecto de la adiciénin vitro de PMA sobre la expresién espontanea de CD11b en
monocitos (A) y granulocitos (B) de sangre periféca. Las subpoblaciones 1 y 2 muestran los
valores obtenidos en las subpoblaciones de momsogitgranulocitos con baja y elevada
expresién, como se indica en la Figura 20. Lasstna® fueron incubadas durante 3 horas a
37°C. Los datos son la media + desviacion estand& dieterminaciones. Eje de abscisas, serie
basal y serie estimulada con PMA (valores normdtigarespecto a su basal). Eje de ordenadas,
intensidad de fluorescencia. (*x@,05.
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Figura 43.Efecto de la adicionin vitro de PMA sobre la expresion espontanea de CD11c en
monocitos (A) y granulocitos (B) de sangre periféca. Las subpoblaciones 1 y 2 muestran los
valores obtenidos en las subpoblaciones de momsogitgranulocitos con baja y elevada
expresién, como se indica en la Figura 20. Lasstna® fueron incubadas durante 3 horas a
37°C. Los datos son la media + desviacion estand& dieterminaciones. Eje de abscisas, serie
basal y serie estimulada con PMA (valores normadtigarespecto a su basal). Eje de ordenadas,
intensidad de fluorescencia. (*x@,05.
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Figura 44.Efecto de la adiciénin vitro de H,O, sobre la expresién espontanea de CD18 en
monocitos (A) y granulocitos (B) de sangre periféca previamente estimulados con fMLP.
Las muestras fueron incubadas durante 3 horas@ 36s datos son la media + desviacion
estdndar de 10 determinaciones. Eje de abscisasempacion de $D,. Eje de ordenadas,
intensidad de fluorescencia normalizada respecmnaentracion 0 y tiempo 3 horas (controles
con fMLP). (*) p=0,05
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Figura 45.Efecto de la adicionin vitro de H,O, sobre la expresion espontanea de CD11a en
monocitos (A) y granulocitos (B) de sangre periféca previamente estimulados con fMLP.
Las muestras fueron incubadas durante 3 horas@ 36s datos son la media + desviacion
estdndar de 10 determinaciones. Eje de abscisasempacion de $D,. Eje de ordenadas,
intensidad de fluorescencia normalizada respecmnaentracion 0 y tiempo 3 horas (controles
con fMLP). (*) p=0,05.
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Figura 46.Efecto de la adicionin vitro de H,O, sobre la expresion espontanea de CD11b en
monocitos (A) y granulocitos (B) de sangre periféca previamente estimulados con fMLP.
Las muestras fueron incubadas durante 3 horas@ 36s datos son la media + desviacion
estdndar de 10 determinaciones. Eje de abscisasempacion de $D,. Eje de ordenadas,
intensidad de fluorescencia normalizada respecmnaentracion 0 y tiempo 3 horas (controles
con fMLP). (*) p=0,05.
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Figura 47.Efecto de la adicionin vitro de H,O, sobre la expresién espontanea de CD11c en
monocitos (A) y granulocitos (B) de sangre periféca previamente estimulados con fMLP.
Las muestras fueron incubadas durante 3 horas@ 36s datos son la media + desviacion
estandar de 10 determinaciones. Eje de abscisasempacion deH,0,. Eje de ordenadas,
intensidad de fluorescencia normalizada respectnaentracion 0 y tiempo 3 horas (controles
con fMLP). (*) p=0,05.
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Figura 48.Efecto de la adicionin vitro de H,O, sobre la expresion espontdnea de CD18 en
monolitos (A) y granulocitos (B) de sangre periféda previamente estimulados con PMALas
muestras fueron incubadas durante 3 horas a 3¥Cdatos son la media + desviacion estandar
de 8 determinaciones. Eje de abcisas, concentradeidhO, (UM). Eje de ordenadas, intensidad
de fluorescencia normalizada respecto a conceatrécitiempo 3 horas (controles con PMA). (*)
p<0,05
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Figura 49.Efecto de la adicionin vitro de H,O, sobre la expresion espontanea de CD11a en
monolitos (A) y granulocitos (B) de sangre periféda previamente estimulados con PMALas
muestras fueron incubadas durante 3 horas a 3¥Cdatos son la media + desviacion estandar
de 8 determinaciones. Eje de abcisas, , conceditraei HO, (uUM). Eje de ordenadas, intensidad
de fluorescencia normalizada respecto a conceatrécitiempo 3 horas (controles con PMA). (*)
p<0,05.
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Figura 50.Efecto de la adicionin vitro de H,O, sobre la expresién espontanea de CD11b en
monolitos (A) y granulocitos (B) de sangre periféda previamente estimulados con PMALas
muestras fueron incubadas durante 3 horas a 3¥Cdatos son la media + desviacion estandar
de 8 determinaciones. Eje de abcisas, , conceditraei BO, (uUM). Eje de ordenadas, intensidad
de fluorescencia normalizada respecto a conceatrécitiempo 3 horas (controles con PMA). (*)
p<0,05.
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Figura 51.Efecto de la adicionin vitro de H,O, sobre la expresion espontanea de CD11c en
monolitos (A) y granulocitos (B) de sangre periféda previamente estimulados con PMALas
muestras fueron incubadas durante 3 horas a 3¥Cdatos son la media + desviacion estandar
de 8 determinaciones. Eje de abcisas, , conceditrael BO, (uUM). Eje de ordenadas, intensidad
de fluorescencia normalizada respecto a conceatrécitiempo 3 horas (controles con PMA). (*)
p<0,05.
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Figura 52 Efecto de la adicionin vitro de tBOOH sobre la expresion espontanea de CD18 en
monocitos (A) y granulocitos (B) de sangre periféca previamente estimulados con fMLP.
Las muestras fueron incubadas durante 3 horas a I3¥Cdatos son la media + desviacion
estandar de 6 determinaciones. Eje de abscisasempacion de tBOOH. Eje de ordenadas,
intensidad de fluorescencia normalizada respectnaentracion 0 y tiempo 3 horas (controles
con fMLP).(*) p<0,05
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Figura 53.Efecto de la adiciénin vitro de tBOOH sobre la expresién espontanea de CD11a
en monocitos (A) y granulocitos (B) de sangre peéfica previamente estimulados con
fMLP. Las muestras fueron incubadas durante 3 horasCa B@s datos son la media *
desviacion estandar de 6 determinaciones. Eje deisals, concentracion de tBOOH. Eje de
ordenadas, intensidad de fluorescencia normalizegfzecto a concentracion 0 y tiempo 3 horas
(controles con fMLP).
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Figura 54.Efecto de la adicionin vitro de tBOOH sobre la expresion espontanea de CD11b
en monocitos (A) y granulocitos (B) de sangre peéfica previamente estimulados con
fMLP. Las muestras fueron incubadas durante 3 horasCa B@s datos son la media *
desviacion estandar de 6 determinaciones. Eje deisals, concentracion de tBOOH. Eje de
ordenadas, intensidad de fluorescencia normalizegfzecto a concentracion O y tiempo 3 horas
(controles con fMLP).
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Figura 55.Efecto de la adicionin vitro de tBOOH sobre la expresion espontanea de CD11c
en monocitos (A) y granulocitos (B) de sangre peéfica previamente estimulados con
fMLP. Las muestras fueron incubadas durante 3 horasCa B@s datos son la media *
desviacion estandar de 6 determinaciones. Eje deisals, concentracion de tBOOH. Eje de
ordenadas, intensidad de fluorescencia normalizegfzecto a concentracion 0 y tiempo 3 horas
(controles con fMLP).
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Figura 56 Efecto de la adicionin vitro de tBOOH sobre la expresion espontanea de CD18 en
monocitos (A y granulocitos (B) de sangre periférica previamente estimulados con PM

Las muestras fueron incubadas durante 3 horas’@. 3bs datos son la media + desviacion
estandar de 6 determinaciones. Eje de abscisagemoacion de tBOOHpuM). Eje de
ordenadas, intensidad de fluorescencia normalieesgfzecto a concentracién 0 y tiempo 3 horas
(controles con PMA).
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Figura 57.Efecto de la adiciénin vitro de tBOOH sobre la expresiéon espontanea de CD11a
en monocitos (A y granulocitos (B) de sangre periférica previamente estimulados con
PMA. Las muestras fueron incubadas durante 3 horas°@. 3%s datos son la media +
desviacién estandar de 6 determinaciones. Eje si@sals, concentracion de tBOORM). Eje

de ordenadas, intensidad de fluorescencia normalizaspecto a concentraciéon 0 y tiempo 3
horas (controles con PMA).
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Figura 58.Efecto de la adicionin vitro de tBOOH sobre la expresion espontanea de CD11b
en monocitos (A y granulocitos (B) de sangre periférica previamente estimulados con
PMA. Las muestras fueron incubadas durante 3 horas°@. 3%s datos son la media +
desviacién estandar de 6 determinaciones. Eje si@sals, concentracion de tBOORM). Eje

de ordenadas, intensidad de fluorescencia normalizaspecto a concentraciéon 0 y tiempo 3
horas (controles con PMA).

17 172



15

0,9 +

0,6 +

0,3 +

intensidad de fluorescencia

18

o ( (

12 +

09

0,6 +

intensidad de fluorescencia

0,3 +

Figura 59.Efecto de la adicionin vitro de tBOOH sobre la expresion espontanea de CD11c
en monocitos (A y granulocitos (B) de sangre periférica previamente estimulados con
PMA. Las muestras fueron incubadas durante 3 horas°@. 3%s datos son la media +
desviacién estandar de 6 determinaciones. Eje si@sals, concentracion de tBOORM). Eje

de ordenadas, intensidad de fluorescencia normalizaspecto a concentraciéon 0 y tiempo 3
horas (controles con PMA).

17 173



17

DISCUSION

174



1. VENTAJAS E INCONVENIENTES DE LA TECNICA DE ESTUD 10.

Puesto que los neutrofilos constituyen aproximacddéenel 95% de los
granulocitos circulantes, el contaje neutrofilice stiliza a menudo para
representar la poblacion granulocitaria (Pyne et B995). Aunque se han
realizado muchos estudios funcionales con linfgcjteélulas NK aislados (como
mitogénesis linfocitaria y citotoxicidad de céluldK), solo recientemente se han
utilizado neutréfilos para ese tipo de estudioyhan examinado un amplio
conjunto de funciones efectoras de los neutrofdosque con resultados un tanto
conflictivos (Smith y Weidemann, 1993; Smith, 19%%5ne et al., 1995). La
capacidad multiparamétrica de la citometria deofluyu requerimiento de
volimenes pequefios de muestra bioldgica y la essasgpulacion de la misma,
la convierten en una técnica de eleccion paratetiesfuncional de células como
los granulocitos, en condiciones cercanas a lasldgicas y sin aislarlas del
contexto de interaccién con otras células, comaesenvuelve su fisiologia
(Pyne, 1994a).

En el presente trabajo, se ha podido abordar med@ometria de flujo
el estudio de diferentes funciones de los granwsgcen relacion con su actividad
oxidativa y la expresion de moléculas de adheséanciales para la interaccion
de éstos con otras células del organismo y paggetaicion de sus funciones de
reconocimiento y eliminacion de patdgenos micrasanEstas moléculas,
ademas, estan relacionadas con los fendmenos giatidode la inflamacion
mediada por la actividad extracelular de las eggeactivas liberadas por los

granulocitos en éareas del organismo hacia las qae &ido dirigidos
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quimiotacticamente (Gahmberg et al., 1998).

En nuestro estudio, las ventajas de la citometidligo y del modelo
celular elegido, se han visto acompafiadas de detmlos problemas
metodoldgicos que ha sido preciso evaluar previgenen
1.1. Mantenimiento de condiciones fisioldgicas ehmaterial celular.

El neutrdfilo se activa inespecificamente con idad, o que hay que
tener en cuenta en todo estudio que conlleve suejmaRor otra parte, su
capacidad de activacion espontanea puede propardi@dormacion muy util. Por
todo ello, es fundamental la seleccion de una ¢é@cadecuada de aislamiento
leucocitario. En la bibliografia se observan datag controvertidos, pues se han
descrito desde cambios que indican tanto aumemio® aisminuciones, hasta
ausencia de variaciones. Esta discordancia detadssl podria ser explicada, en
parte, por los problemas metodoldgicos debidosfaciidad de activacion de los
PMNs, que también pudimos observar en nuestroiestud

Las técnicas utilizadas tradicionalmente provocamn g activacion
inespecifica, ya que incluyen centrifugaciones (@den separacion con Ficoll-
Hypaque segun el método de Boyum, o el aislamiemtdiante gradiente de
densidad de Percoll) o proporcionan estimulos fitgyoas (lisis de eritrocitos con
cloruro amonico). En este trabajo se utilizd lanté& descrita por Robinson y
Carter (1993), que es una técnica de aislamientootgtario que conlleva una
activacion celular minima. Es una técnica de gramplgcidad y rapidez y
proporciona una poblacién de neutrofilos con el onegrado de activacion

inespecifica. Consiste en un método de separacibagregacion y precipitacion
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selectiva de eritrocitos. La sedimentacion sezaaligravedad normal, con lo que
se evita el efecto negativo de la centrifugacioor. &tra parte, se minimiza la
exposicion de las poblaciones leucocitarias a e$bgninespecificos y se
garantiza que los leucocitos a analizar no hardesta contacto con el Ficoll
subyacente, que es una fuente posible de estimaolael PMN (Rothe y Valet,
1990). Ademas, se ha valorado en un mismo expetamien activacion y/o
expresion basal, la debida a activacion espontgnieainducida por estimulos
especificos. Cada valor se determin6 en una afdadividual de muestra para
evitar la activacion mecanica por el sistema d&aeigin del citometro.

Una desventaja de este método de seleccion egdarmia de plaquetas,
que pueden sufrir activacion y agregacion por dateados estimulos
quimiotacticos, sobre todo si existen concentrasorelativamente elevadas de
calcio extracelular (Ault, 1993). La activacion lds plaquetas podria llevar a la
formacion de agregados celulares, imposibilitantdaralisis por CMF, que
requiere células o particulas individuales en susipa y con un diametro inferior
al de la camara de flujo del citometro. El uso almgones libres de calcio y el
tipo de estimulos utilizados en este estudio héadk la aparicion de agregados
de plaquetas.

Otro aspecto a tener en cuenta es la capacidacdsddelicocitos de
interaccionar con los componentes del medio queddsa. En este estudio se
intenté mantener un ambiente celular lo méas pavguigible al fisioldgico, por lo
que se dejo la suspension leucocitaria en preselgcisu propio plasma. Esto

puede producir la activacion por algunos estimglasiiotacticos, lo que podria
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evitarse utilizando medios totalmente sintéticoeQdrthy y Macey, 1996), pero
refleja mucho mejor la realidad fisiologica, en dae los estimulos pueden
competir con otras moléculas estructuralmente igiadas del propio huésped.

El ambiente fisioloégico se puede reproducir aun rsas aislar la
suspension leucocitaria, realizando el analis@odtrico a partir de sangre entera
(en condiciones basales, en la incubacion con egemtooxidantes y tras la
activacion con estimulos quimiotacticos) y aplicargistemas automaticos de
lisis eritrocitaria e inmediata fijacion y estabdcion de las membranas
leucocitarias con paraformaldehido. En este estadi@nalizé de esta forma la
expresion de las distintas subunidades del comflBjp8/CD11 de las integrinas
B2, asi como la expresion de marcadores de las ditsresubpoblaciones
linfocitarias y los receptores linfocitarios deiaation temprana (CD69) y tardia
(CD25), en las diversas condiciones, del mismo nopgose realiza actualmente
en la rutina clinica para el inmunofenotipado deesiicie en linfocitos. Con este
procedimiento, la estimulacién y deteccion de |presion de moléculas de
adhesion y otros marcadores de superficie, pueadezaese con gran similitud a
las condiciones fisiologicas y el posterior prodesgermite acumular un gran
namero de muestras para su analisis en el citondetrfbujo, facilitando asi el
experimento (Lewis, 1993).
1.2. Variabilidad interindividual e intercelular.

En general, la literatura consultada muestra amphariaciones
interindividuales en las respuestas funcionalelsléeucocitos durante el reposo

y en el ejercicio (Gabriel y Kindermann, 1997; 3miil997b). En el presente
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estudio, todas las medidas realizadas se vieragtasup un cierto grado de
variabilidad individual, en las caracteristicaggpuestas de linfocitos, monocitos
y granulocitos. Esta observacion es consistenteestudios previos que también
han presentado un significativo grado de variaddidiologica en varios tipos

celulares: amplias variaciones interindividuales aspectos de la actividad
oxidativa neutrofilica (Pyne et al., 1995; Smittak, 1990; Smith y Weidemann,

1993) y de las series linfocitarias (Verde et092).

Las respuestas de las células inmunegealicio pueden variar mucho de
un individuo a otro debido a diferencias dietéticastros factores del estilo de
vida (estrés psicolégico, falta de suefio, etc.) e pueden controlarse
completamente en un disefio experimental. Por aita,das comparaciones entre
protocolos de ejercicio son dificiles por las difesias en la intensidad, la
duraciéon y el tipo de ejercicio. En algunos trabajlas caracteristicas de los
protocolos y de los sujetos estan poco descrit@s. &lin, el ejercicio moderado
de larga duracion que lleva al agotamiento esntissta los cortos episodios de
ejercicio realizado a maxima capacidad. Otras pesifuentes de variabilidad
son: los distintos niveles de lactato sanguinefsetaiencia cardiaca, la ingesta de
oxigeno, los anticoagulantes sanguineos utilizaddesrocedimientos para aislar
neutréfilos de la sangre entera, el tipo y la didracdel experimento y la
naturaleza de los estimulos en los experimentosdigccion de fagocitosis,

respuesta oxidativa y capacidad microbicida.
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En el presente trabajo, y debido a la existenciadidba variabilidad
interindividual en los datos obtenidos que difiabt el analisis de los resultados,
se normalizaron los valores de las medias de idatigle fluorescencia y los de
los contajes de cada region definida en los hiatogs. La normalizacion se
realizd a dos niveles: en el estudio del efectoladadicion de prooxidantes
extracelulares, se pudo obviar la variabilidad todoacomo la unidad el dato
obtenido a concentracion 0 deidante y tiempo O (determinacién basal) y el
resto de valores en funcion de éste. En el anél&isfecto de los estimulos sobre
células previamente sometidas a la accion de wsxptantes se normalizaron los
valores tomados a concentracion 0 y tiempo 3 Horagroles con estimulo).

1.3. Valor del analisis multiparamétrico.

Como se ha comentado en la introduccion de esig, tana de las
ventajas de la citometria de flujo es el analisisitaneo de varios parametros de
la misma célula (analisis multiparamétrico) peremtio asi correlacionar aspectos
morfologicos y funcionales sobre la misma céluldisginguir subpoblaciones en
el seno de una poblacion celular heterogénea (8hd@95).

La posibilidad de combinar diferentes marcadorasréiscentes nos ha
permitido estudiar simultaneamente los nivelesagdlulares de ¥, y O,-- en
células tratadas con oxidantes exdgenos, asi canexpresion simultanea de
varios receptores. Las caracteristicas morfologicds las diferentes
subpoblaciones leucocitarias, que dota a cada gogbalar de propiedades
distintas de dispersion frontal y lateral de luzela nos ha permitido su analisis

especifico por citometria de flujo sin necesidageeder al aislamiento y, por
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tanto, la comparacion de la respuesta de linfocitasocitos y PMNs dentro de
la misma suspension celul@tewart, 1995).

Por ultimo, los cambios morfolégicos y de permkiddd de membrana
que sufren las células al entrar en apoptosis onesrosis llevan a una
disminucién marcada de la dispersion frontal diita sobre todo en el caso de
células muertas de la poblacion de PMNs (Homburrogs, 1996). Una
disminucién de la intensidad de la dispersion fbae la luz unida a una, aun
mayor, disminucion de la dispersion lateral, nagprciona una estimacion de la
desgranulaciéon de los PMNs en caso de producirsgtgiBschi, 1994). Esto
permite detectar y eliminar a dichas células paitaresu interferencia en el
analisis citométrico.

1.4. Deteccion de heterogeneidad de respuesta.

Se ha publicado que existen subpoblaciones derdrdosl leucocitos
circulantes que responden de forma diferente a&haki fisiologico y/o quimico
(Smith y Weideman, 1993). Parece también que lanekstcion inducida por el
ejercicio conlleva un desplazamiento hacia un atondel porcentaje de células
de alta actividad en una poblacién que conteniagpaso, dos subpoblaciones
distintas, con respecto a parametros como la daglg@onin vivoy la respuesta
oxidativa de los PMNs a determinados estimulogrigbo de Smith (Smith et al.,
1990 y 1992; Smith y Weidemann, 1993) utilizo6 ehlais por CMF para
cuantificar el numero de células que respondiaipasiente a la estimulacion in
vitro con PMA y OZ (Zymosan opsonizado), analizas heutrofilos célula a

célula, e identificar las células de la subpoblacpbsitiva que cambiaba su
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actividad funcional. Sus resultados mostrando qug pocos (menos que los
controles) PMNs aislados en el estudio respondipositivamente al estimuia
vitro pueden ser la evidencia de la liberacién de nelasdfecieén madurados, con
una actividad funcional intrinseca mas baja, or@dtitvamente, la evidencia de
que un entrenamiento intenso y prolongado pueddéordea cronica, reducir la
capacidad de algunos neutréfilos de responder ddsafios patogéenicos. Todos
estos resultados muestran claramente que el égerdesencadena entre la
poblacion neutrofilica una serie de cambios que@u@fectar de forma distinta a
ciertas subpoblaciones.

En nuestro estudio, la aplicacion de la citomett@a flujo ha podido
evidenciar la presencia de subpoblaciones de PMNe ynonocitos que, aun
respondiendo de forma cualitativamente similartérenlos mismos estimulos, se
comportaban de forma distinta desde el punto d& @gantitativo, tanto en la

respuesta oxidativa como en la expresion de difiesanoléculas de adhesion.

2. RELEVANCIA DEL EJERCICIO INTENSO COMO MODELO DE
ESTRES PARA EL ESTUDIO DE LA RESPUESTA INMUNITARIA:
PAPEL DEL PMN Y DEL ESTRES OXIDATIVO.

Es bien conocida la influencia del estrés targiwdi como psiquico sobre
el sistema inmunitario (Nieman, 1997; Perna etl&97). Como se ha comentado
en la introduccién, el ejercicio intenso puede @eTarse una forma de estrés,
tanto fisico como psiquico, sobre todo en el aspemmnpetitivo.

Existe, como también comentamos, una base epidagital que, aun sin
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haber podido ser confirmada, refiere por medio deerosas publicaciones la
existencia de relacion entre sobreesfuerzo e iifflecqrincipalmente de tipo
virico, del tracto respiratorio superior (IRS), anres el caso del Sindrome de
Sobreentrenamiento (Kajiura et al., 1995; MackinyoRlooper, 1994 y 1996;
Nieman, 1995; Verde et al., 1992; Viru, 1994).

Todo esto hace del ejercicio fisico un modelo addouara estudiar la
adaptacion del sistema inmunitario al estrés, podpoeando, ademas, un
parametro fisiolégico para cuantificar la intensiddel mismo y mejorar la
comprension de la relacion entre grado de estréspuesta inmunoldgica.
2.1. Ejercicio fisico y estrés oxidativo.
El ejercicio aerObico extenuante se ha asociado estrés oxidativo y dafio
tisular en el organismo. Aunque la cadena respieatoitocondrial en células
musculares parece ser la principal fuente de riediddores durante el ejercicio
fisico, se han propuesto otras vias como la reaccadalizada por la xantina
oxidasa (XO) y la activacion de los neutrofilos.ddaivacion de la XO se produce
en el citosol de las células musculares y paretze gsplicada en el mecanismo
del dafio por isquemia y reperfusion (Meydani y Bydr®93). Los sustratos para
esta via de generacion de O2--, hipoxantina y manfoueden derivar de la
degradacion de nucleotidos de adenina que presemmelpite ocurre durante el
ejercicio intenso de tipo agudo por un desequdibentre la sintesis y la
utilizacion de ATP (Sahlin et al., 1991; Sjodiraét 1990).

Los PMNs activados que lleva el torrente sangupreducen O2y H,O,

cuando son atraidos hacia los miocitos o las ®leladoteliales del lecho
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vascular como resultado del dafio celular musciMayani y Evans, 1993). Sin
embargo, dado el tiempo requerido para la infifnacneutrofilica, esta via
serviria de fuente secundaria importante de prodocde radicales libres y
contribuiria al dafio oxidativo durante esfuerzegtis de resistencia (Zerba et al.,
1990).

Nuestros resultados muestran que todas las céwlescitarias estudiadas
en los sujetos sometidos a ejercicio intenso ptasenn incremento de las
funciones metabolicas generales que desembocariamna produccion de
especies oxidantes. Por una parte, se observacuemanto en el potencial de
membrana mitocondrial en linfocitos, monocitos y N8Vl compatible con un
incremento en la actividad respiratoria celulaafdat al., 1994). Por otra parte, la
medida citométrica de los niveles intracelulares H}©, muestra de forma
objetiva un incremento intracelular de dicho proaxite en todas las poblaciones
leucocitarias. Este resultado, sugiere l6gicamemteaumento de la actividad
peroxidativa en monocitos y macréfagos, célulaglatwas profesionales, que
puede relacionarse con un proceso de activacionlacelSin embargo, los
linfocitos presentan niveles significativamentevatios de KHO,, cuando estas
células no poseen la funcion defensiva mediadapidlantes. Este dato apunta,
mas bien, a que los linfocitos estarian incorpavaagentes oxidantes procedentes
del exterior celular, hipotéticamente enriquecida especies oxidativas.
Consistente con esta posibilidad, la incubacién vitro de suspensiones
leucocitarias con oxidantes exogenos ;@H y tBOOH) incremento

significativamente los niveles intracelulares d®ky O,-- y disminuyo, por el
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contrario, los niveles intracelulares de GSH. Iqwaite, hay que resaltar que la
incubacion con los oxidantes exogenos incrementpo&tncial de membrana

mitocondrial, determinado con Rh123, dato que sede posibilidad de que la

respiracion mitocondrial acelerada no sea soloearde especies oxidantes sino
una consecuencia de la accion intracelular de lssos.

Nuestros datos experimentales apoyan, por tanexiséencia de un estrés
oxidativo extracelular en el modelo de ejercicisicd intenso estudiado vy,
ademas, sugieren que las especies oxidantes dulaaes pueden producir
alteraciones en la funcionalidad de las célulasdeitarias.

2.2. Alteraciones inmunitarias en el ejercicio inteso.

En los ultimos afios, ha crecido el interés pordswidios que abordan
especificamente la caracterizaciéon inmunoldgicaegksicicio fisico. Asi, de los
cerca de 700 articulos recogidos en distintos tepes en el momento de la
redaccion de éste trabajo, mas del 60% han sidacpdbs en la década de los 90
(Nieman, 1997b). De ellos, la mayor parte se cesral estudio de la respuesta
frente al ejercicio agudo. En general, los resoladbtenidos en los estudios
muestran una serie de fendmenos, con mayor 0 ngensistencia:

a) En el ejercicio agudo se produce un rapido¢atrabio de células inmunitarias

entre los tejidos linfoides periféricos y la ciracibn. La respuesta es variable y
depende de varios factores, como la intensidadcdur y modo de ejercicio, la

concentracion de hormonas y citokinas, los cambeio$ temperatura corporal,

flujo sanguineo e hidratacion (Nieman y Nehlsenr@aglla, 1994).

Las células del sistema inmunitario innato (NKynocitos/macrofagos y PMNS)
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son las que responden mas intensamente en ek@eagudo, tanto en cambios
numeéricos como de funcion especifica. Por lo génlkera episodios de ejercicio
breve 0 poco intenso se asocian con alteracionesone® de la funcion
inmunitaria.

b) En el ejercicio de larga duracion, el uUnico heslo objetivado
consistentemente ha sido una elevacion de la datlviNK, aunque se han
descrito, de forma menos consistente, alteracicivesionales en PMNSs,
macrofagos, linfocitos T y B. Hay que destacar lpgemodelos mas intensos de
ejercicio prolongado se asocian consistentemente lao inhibicion de las
funciones de los PMNs (Nieman, 1997a ; Smith, 1997)

c) Los episodios de ejercicio excepcionalmentenste(de corta o de larga
duracién) parecen incrementar el riesgo de infeesaespiratorias, mientras que
la actividad fisica moderada podria atenuar di@sgD.

2.3. Alteracionesin vivo en células linfoides de sujetos sometidos a ejaici
intenso: Relacion con el modelm vitro de estrés oxidativo.

Los resultados de nuestro estudio muestran qe¢mondelo de ejercicio intenso
elegido no se aprecian diferencias significativasn respecto a sujetos
sedentarios, en los porcentajes de linfocitos Talgge y maduros) y linfocitos B
en sujetos sometidos a ejercicio intenso. Estadtag®s son concordantes con
los obtenidos en la mayor parte de modelos agudmmstenidos de ejercicio, en
los que los cambios en las poblaciones linfocisaga refieren a cambios en el
recuento y la compartimentacion, mas que en rdalisiones de las distintas

subpoblaciones (Nieman, 1997b).
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La poblacion de células NK (CD56+) y la subpoldacde linfocitos CD8 con
actividad citotoxica natural (CD8+CD56+) se encuensignificativamente
disminuida en los sujetos ejercitados. Precisamenta poblacion de células NK
la méas afectada entre las células inmunitarias masieares en los estudios
disponibles en la literatura (Brahmi et al., 198&ckinnon, 1989; Mackinnon y
Tomasi, 1988). En general, la actividad citotoxiegural (determinada como
unidades liticas por 10células mononucleares) disminuye marcada, aunque
reversiblemente, tras un episodio de ejercicionsie mientras que un ejercicio
sostenido en condiciones adecuadas de entrenampaméze incrementar la
actividad NK (Nieman, 1997b; Pedersen y Ullum, 19Pdters et al., 1994). Las
técnicas de estudio de la actividad NK utilizadadas trabajos disponibles no
distinguen entre una disminucion del numero retatide células NK o una
disminucién en la actividad citotoxica por célula,igualdad de namero de
células. Nuestros datos muestran que la disminut@da actividad total NK en el
ejercicio intenso podria deberse a una reduccidelemimero de células NK
circulantes. Si a ello se afiade la disminucionadsubpoblacion CD8+CD56+
gue hemos observado, se plantea una situacionsdendicion de las respuestas
de citotoxicidad natural, no restringida por molasuMHC, que podria estar
relacionada con la mayor susceptibilidad, mosteademodelos experimentales, al
desarrollo de tumores en animales sometidos a@®exhaustivo (Mackinnon y

Tomasi, 1988).

La adicion de oxidantes exodgenos no tuvo efectoifggtivo per seen la
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distribucion de subpoblaciones linfocitarias y sal@oncentraciones toxicas de
los mismos se observo una disminucion relativaoddimfocitos B y los linfocitos
T CD4+, indicando una mayor susceptibilidad a jacidad.

Cambios como los descritas vivo han sido atribuidos al incremento de los
niveles de cortisol durante el ejercicio de alteensidad (Ahlborg y Ahlborg,
1970; Nieman y Nehlsen-Cannarella, 1994; Roberetoal., 1981; Steel et al.,
1974). La administracion de glucocorticoides vivo produce, por ejemplo,
neutrofilia, linfocitopenia y supresion de las wiclades de las células NK y los
linfocitos T (Munck et al., 1984).

En nuestro estudio se han observado profundasa@tiees en la distribucion de
subpoblaciones funcionales de células T en lostaujsometidos a esfuerzo
intenso. Asi, mientras que la subpoblacion totdirdecitos CD4+ no se altera, la
subpoblacion de linfocitos inductores de coopera¢i©D4+CD29+) disminuye
significativamente, a la vez que aumenta la pobiade las células inductoras de
supresion (CD4+CD45RA+). Esta subpoblacion inclige células T virgenes
(CD45R0-), que no han tenido contacto previo coantigeno foraneo.

Aunque son escasos los estudios que determinaulg®blaciones funcionales
de células T, hay datos que indican que el ejer@gudo induce un incremento
rapido y transitorio de células T virgenes CD45R@ientras que el ejercicio
sostenido conduciria a un aumento ligero de célllastivadas y de memoria,
incluidas en la poblacion CD45R0O+ (Gabriel y Kindann, 1997). Los
resultados del estudio sobre subpoblaciones liaioas de sujetos sometidos a

ejercicio intenso sugieren una alteracion en locamemos que regulan la
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respuesta de activacion, especialmente en la sldwpdd de linfocitos T
cooperadores, CD4+, aunque también se observaniaamid menor intensidad
en los linfocitos T citotoxicos, CD8+. Teniendo euenta, ademas, el papel
esencial de la activacion de linfocitos CD4+ errdgulacion de la respuesta
humoral y celular mediada por otros componentesSiema Inmunitario, las
alteraciones mostradas, pueden estar implicadas dgsarrollo de las anomalias
inmunitarias observadas en muchos modelos de @gemstenso.

Los linfocitos T de los sujetos ejercitados exanresn un mayor porcentaje el
receptor de IL-2, o molécula CD25, considerado comonarcador especifico de
activacion celular. La activacion fisiologica des lbnfocitos CD4+ requiere el
reconocimiento de un antigeno foraneo, presentadongn a una molécula
MHC propia, y una serie de sefiales coestimuladgeagradas por las células
presentadoras del antigeno. La ausencia de infeitbacterianas o virales
manifiestas en los sujetos de nuestro estudio Iugige la activacion observada
en las células T no es de origen microbiano, pauke podrian estar implicados
mecanismos alternativos, independientes de ansgiemaneos. En este sentido,
Bacon et al. (1994) describieron un mecanismo entigndependiente de
activacion de linfocitos T mediado por la quimiagui Rantes. Mas
recientemente, y con mayor relacion con nuestroehoogkperimentain vitro, se
ha postulado que el estrés oxidativo podria jugaipapel en la induccién de
estimulacion antigénica no fisiologica: Zwacka yscqZwacka et al., 1997)
proponen que la activacion linfocitaria observadaue modelo inflamatorio

hepatico de isquemia-reperfusion puede estar iddymor antigenos propios que
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hayan sido modificados por especies reactivas digeong, escapando al
mecanismo normal de regulacion de la autotoleraRdaotra parte, la oxidacion
de proteinas se ha asociado con respuestas inflaasaén modelos de cirrosis
hepatica (Nieemela et al., 1994).

Aunque se ha descrito de forma consistente la mgseracion de especies
oxidativas circulantes en el ejercicio intenso €&le, 1992; Ji, 1994), nuestros
resultadosin vitro no apoyan un papel directo de la oxidacion praten la
activacion de linfocitos T, al menos a corto y neegdlazo. Asi, la adicion de
oxidantes exdgenos no indujo la activacion inmedmtdiferida de las células T,
como muestra la falta de sobreexpresion de losadares de activacion CD69 y
CD25. Por lo tanto, la activacion celular observiadavo podria resultar de una
generacion lenta de autoantigenos por acumulaaioel diempo de proteinas
oxidadas o estar mediada por mecanismos no oxidativantigeno-
independientes, como los descritos por Bacon (Batah, 1994).

Con independencia del estimulo que desencamen&o la activacion de los
linfocitos T, nuestros datos muestran una mayoacdpd de respuesta vitro a

la activacion por mitdogenos. En los ultimos afiobae descrito tres importantes
y ubicuas vias de transduccion de sefial, compupstasascadas de proteina
kinasas (Kieran y Zon, 1996). La via de las llansaAP kinasas (MAPK,
Mitogen-activated Protein Kinase) esta implicaddasnrespuestas proliferativas
de numerosos tipos celulares, incluyendo los litdscT coestimulados con
CD3/PMA (Witehurst et al., 1992). Las dos vias dyjemtes de las denominadas

SAP kinasas (SAPK, Stress-Activated Protein Kinasepctivan por accion de
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numMerosos agentes que causan estrés, como citotoasas, luz ultravioleta,
hipertermia e inhibidores de la sintesis de pratifKieran y Zon, 1996). Las
MAPK y las SAPK activan a sustratos diferentes y gias son esencialmente
independientes, aunque ambas pueden ser estimyladaRas (Gotoh et al.,
1994). Es importante destacar, en el contexto destras resultados, que las
MAPK de linfocitos T son activadas, por ejemplo,r pmestimulacion con
CDg3/éster de forbol y se mantienen inalteradaserélulas T activadas (Kieran
y Zon, 1996), mientras que la activacion coestinhalde las SAPK (pero no de
MAPK) se correlaciona con la produccion de IL-2K(Ht al., 1993). Dado que la
secrecion y accion autocrina de IL-2 es uno de deentos iniciales en la
activacion de las células T, que induce la sobmasifin de receptores para la
propia IL-2, cabe suponer que las vias MAPK y SARI€den estar actuando de
forma simultanea en las condiciones de ejercidienso, explicando asi la mayor
activacion celular y capacidad de respuesta a tien@acion mitogénica. Sin
embargo, en las condiciones de los experimemtogitro, el estrés oxidativo
exdégeno no parece suficiente para estimular (o, m&nos, permitir la
manifestacion fenotipica) dichas vias de activaciiecho que no apoya una
accion activadora directa sobre los linfocitos @ prooxidantes, elevados en el
ejercicio intenso.

En los ultimos afios, se vislumbra un posible ymejo papel para las especies
prooxidantes y antioxidantes en la regulacion deriaiferacion celular. Asi,
mientras en la mayor parte de los modelos celukstaliados, el estrés oxidativo

suele inducir fendmenos de muerte celular, mediaptptosis 0 necrosis, segun
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la intensidad y duracion del estimulo (O’Connoragt 1988), en algunos
modelos, la exposicién a bajas concentracionesatejolantes, como el 0, 6
el O,--, es un estimulo proliferativo, posiblemente raddipor la activacion de
genes de respuesta rapida (Burdon, 1995). Un edeuitar se ha descrito vitro
en linfocitos T, aunque a concentraciones relatersm altas de ¥, (150 mM),
mientras que la exposicion a agentes antioxidamiei®e la proliferacion de
células T (Burdon, 1995).

Mas consistentes son los datos que muestran quevieles de glutation
(GSH) vy el equilibrio entre sus formas reducidaxidada (GSH/GSSG) regulan
aspectos esenciales de la activacion, proliferagidiferenciacion de las células
linfoides. Por una parte, los niveles de GSH distyem (y el cociente
GSH/GSSG, aumenta) en células linfoides diferemsiaghero no en timocitos)
cuando son estimuladas al crecimiento (Burdon, 1989%r otra parte, los
linfocitos requieren niveles intracelulares de G&ithtivamente altos para el
mantenimiento de funciones que incluyen: la pradié@n dependiente de IL-2, el
desarrollo de precursores de células CD8+ y el emémiento de la actividad de
las células T citotoxicas (Burdon, 1995). Nuestemultados obtenidas vivo e
in vitro muestran que estas funciones se encuentran alseeadlos linfocitos de
sujetos sometidos a ejercicio intenso. Asi, el @aaje de linfocitos T CD8+ es
significativamente menor que en sujetos sedentayjopor otra parte, es
especialmente sugerente el hecho de que los liofo€ide los sujetos ejercitados
respondan de forma mucho menos intensa a la acivanediada por IL-2

exdgena, a pesar de presentar una mayor expresidos deceptores para esta

19 192



citokina.

Ambos fenOmenos apuntan a que una posible dedieientracelular de
GSH esté implicada, al menos, en estas alteracesmecificas de los linfocitos
T. Aunque no se han determinado los niveles inlinkres de GSH en leucocitos
de los sujetos sometidos a ejercicio intenso, sapener que la presencia de un
nivel elevado de prooxidantes intracelulares (ptenées del exterior o, como
luego se discutira, de la propia actividad metaladiucocitaria), puede disminuir
significativamente los niveles de GSH. Nuestrosoglamuestran que la
exposicionin vitro a niveles no toxicos de oxidantes exdgenos, qrenmentan
moderadamente los niveles intracelulares de espezigdantes, a niveles
similares detectados en leucocitos de sujetosejegisicio intenso, provocan una
disminucién significativa de los niveles intracalds de GSH. En este sentido,
hay que destacar, por ejemplo, que la apoptosimfdeitos CD4+ y CD8+ esta
asociada con un descenso de los niveles intracetulde GSH en pacientes
infectados con VIH (Burdon, 1995).

La coexistencia de una sobreexpresion de receptdir-8 y una reducida
capacidad de respuesta a la estimulacion por lugfeee la posibilidad de un
fendmeno de anergia en los linfocitos de los egjsbmetidos a ejercicio intenso.
La anergia o tolerancia desempefia un papel fismogn la respuesta
inmunitaria evitando la activacion de linfocitosyTB por antigenos propios y
también limitando la amplitud de las respuestastér@ antigenos foraneos, para
inducir su terminacion. En la anergia de éste @lttipo, la reestimulacién de

linfocitos activados induce su muerte por apoptgsgisminuye, por tanto, la
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proliferacion de la poblacion clonal en expansidolly, 1994). El mismo efecto

se puede observar en la estimulaaidrvitro de cultivos de linfocitos. En este
sentido, hay que destacar que en los sujetos stoeefl ejercicio intenso,

aumenta el porcentaje relativo de linfocitos viegnes decir, no activados.
Aunque no se han determinado los contajes absotigotas subpoblaciones
linfocitarias, este dato es compatible con una phesaEon selectiva de la

subpoblacion de linfocitos T activados, como calesperar en un proceso de
anergia.

En relacion con el fendbmeno anterior, el factotrdascripcion antioxidante
AP-1 se ha relacionado con la induccion de anemgiacélulas T (Kang et al.,
1992). Se ha visto que sustancias antioxidanteso ctamN-acetil-L-cisteina
(NAC) incrementan la union al ADN y la transactidacde la AP-1 en respuesta
al PMA, mientras que el @, suprime dicha activacion. El ,8, por si mismo es
un débil inductor de la AP-1 y ademas potenciactavacion del NFB por el
PMA (Meyer et al., 1993). Como se muestra en naesgtudio, los linfocitos de
sujetos sometidos a ejercicio fisico, presentarelesv intracelulares de .8,
incrementados con respecto a los sujetos de control
2.4. Alteraciones en la funcion de los PMNs: Relaim con el estrés oxidativo
exdgeno.

Las células del Sistema Inmunitario Innato, a difera de los linfocitos By T,
responden a las fluctuaciones del medio ambientd Ryne, 1994).
De entre todas las células inmunitarias, espesificannatas, los datos mas

consistentes en los estudios sobre el ejercidiofegyudo o sostenido se refieren
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al PMN (Smith, 1997). La mayor parte de los resldtapublicados muestran una
disminucién en la capacidad funcional de estaslaglgue, paradojicamente, se
ve acompafiada por un incremento en la actividachdehas de las funciones
especificas de estas células (Gabriel y Kinderma®®,7; Mackinnon, 1997;
Nieman, 1997b; Smith, 1997).

Esta paradoja se ha observado en otros modelostrés sobre el sistema
inmunitario innato (por ejemplo, en el Sindrome Dé$trés Respiratorio del
Adulto o en pacientes que desarrollan sepsis ed@s (Smith,1994) ) y refleja,
en el fondo, una profunda disfuncion del PMN: dicBala es incapaz de dirigir
adecuadamente su respuesta hacia la célula dianeognganismo) o bien su
activacion excesiva e inespecifica agota sus rasefuncionales, dejandola
ineficaz frente a dicha diana. De esta forma, egjegticio fisico intenso se han
descrito, simultaneamente incrementos en la aetivgeroxidativa de los PMNS,
o de la expresion de moléculas receptoras de sarfgu@, junto con una
disminucién de la capacidad fagocitica o microlaicie los mismos (Gabriel y
Kinderman, 1997; Nieman, 1997a).

Nuestros datos obtenid@s vivo muestran, en parte, un patron similar de
alteracion funcional. Asi, los PMNs (y monocitosg dujetos sometidos a
ejercicio intenso muestran un mayor contenido baealespecies oxidativas
intracelulares, sugerentes de una mayor capacidathtiva y, a la vez, una
sobreexpresion (aunque reversible) de la intedfibd1b, molécula de adhesion
que es, ademas, receptora del fragmento C3bi dgblemento y esté relacionada

con el reconocimiento y fagocitosis de particulasrobianas opsonizadas. Por
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otra parte, la estimulacion quimiotactica potentdifando fMLP, un analogo de
péptido de la pared bacteriana) de estas célulascnementa adicionalmente la
expresion de CD11b: es mas, la expresion basaki@denéolécula en PMNs y
monocitos de deportistas es superior a la indyseddMLP en células de sujetos
de control. Este resultado sugiere que, en auseleciana infeccion microbiana
demostrable (no se incrementan el nimero de litw®d8 ni T activados), el
exceso de expresion de CD11b y de actividad oxaatiesencadenados por
mecanismos no defensivos, podria agotar la capmhctda respuesta a un
verdadero estimulo antigénico foraneo (mimetizagld por la accion del fMLP),
dejando a la célula inerme frente a un patégeno.

Mecanismos como el propuesto se han sugerido gplaar la mayor incidencia
aparente de infecciones, sobre todo del tractareéspo superior, en deportistas
de élite, especialmente en aquellos que experimentelos sucesivos de
agotamiento (Nieman, 1997a; Gabriel y Kindermam9,7)}

Debido al incremento del estrés oxidativo desdrds el ejercicio extenuante, se
han propuesto distintos mecanismos por los que riami@ generacion de
radicales libres, fundamentalmente a partir de &an actividad oxidativa del
tejido muscular, de la liberacién de Fe reactivo ipcrolesiones de las células
qgue contienen mioglobina o hemoglobina y por eteérmento de la liberacion de
radicales libres por parte de macréfagos y PMNsadbs (Mackinon y Tomasi,
1985; Eichner, 1993). Sin embargo, no existen essugbbre la relacion entre la
exposicion a agentes prooxidantes exdgenos y eidinalismo de los PMNSs.

Nuestro trabajo muestra que los PMNs de sujeteshgn realizado un
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esfuerzo importante, presentan signos de activamnar junto con una mayor
generacion enddégena de especies oxidantes, conubsszva en los PMNs
expuestosn vitro a sustancias prooxidantes extracelulares. Estios dagieren
que la produccion de radicales libres por PMNsvadiis puede contribuir al
estado oxidativo generalizado descrito en estosrtisfas y desempefiar un papel
en el desarrollo de las alteraciones observadas.offa parte, la capacidad
aumentada de generacion de superoxido y peroxidadiégeno por los PMNs
de los deportistas y por los PMNs incubados coroypdantes podria ser
considerada como indicadora de un estado de praeiéin celular, resultante de
la exposicion de las células circulantes a un ambbientra y extracelular
oxidativo, que podria coexistiin vivo con la presencia de mediadores
relacionados con la inflamacion y la lesion muscukssi, diferentes estudios
(Leung, 1994; Reddy et al., 1995; Retnes et aP4Ltnuestran que la activacion
de distintos receptores puede preactivar la célntaementando la intensidad de
la respuesta a concentraciones subdptimas deautiwadores. En la mayoria de
los casos, la preactivacion supone un moderaderimamto de los niveles de Ca
intracelular y la respuesta secundaria obtenida esenudo, mas intensa que la
que induce una concentracion Optima de activaddresauna célula no
preactivada. Por ejemplo, el tratamiento con ietéri g resulta en un incremento
ligero de C&" intracelular basal y en un aumento mucho mas itapte tras el
subsiguiente estimulo con FMLP (Retnes et al., 19P4&r otra parte, se ha
descrito recientemente una via de activacion pocAM PAF (pero no por

interferon g ni LPS) en macréfagos que implictidaracion de CH intracelular
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mediada por el superoxido exdgeno (Gamalev €120.7).

Aunque los datos del presente estudio son insufies para proponer un papel de
la preactivacion dependiente de*Can la respuesta oxidativa incrementada en
leucocitos de sujetos sometidos a ejercicio intensma posible participacion de
este mecanismo seria merecedora de una mayor Gteaexperimental, pues
podria aportar datos para una posible atenuaciémataldgica de la produccion
inespecifica de especies oxidantes y reactivas otdacias. Asi, muy
recientemente, se ha demostrado que el tratam@mtonifedipina, un agente
bloqueante de los canales de"Caeducia significativamente la generacion de
superoxido y la respuesta quimiotactica en PMHNsmellados de sujetos
humanos (Levy et al., 1996), aunque otros blogesade los canales de Ca
como el verapamil o diltiazem, no lo hacian.

Desde el punto de vista del efecto sobre la inmepesion a largo plazo, los
resultados de nuestro estudio podrian relacionposeytra parte, con el efecto del
estrés oxidativo sobre receptores de la superfidemembrana de células
inmunitarias como las moléculas de adhesion, esipeente las integrinal,.
Hay pocos estudios que establezcan la alteracidactdi de su expresion por
mecanismos oxidativos (), aunque si existen pubboas que demuestran que en
la regulacion de los receptores de superficie vigaen la membrana celular y el
citoesqueleto y se ha demostrado que la oxida@aeste provoca una defectuosa
expresion de receptores en la superficie celularii et al., 1994; Mascarell,
1997).

Nuestros resultados acerca del efecto del eskidatvo sobre la expresion de
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integrinas muestran que éstas moléculas son afsciaor el estrés oxidativo
exdgeno en forma que concuerda con el comportamientivo e in vitro de la
subunidad CD11b en sujetos sometidos a ejercitemso. Hay que resaltar una
cierta heterogeneidad en la respuesta observagandiendo de las diferentes
integrinas y del oxidante (tipo y forma de la expiés al mismo), aunque se
pueden establecer ciertos patrones generales deodamiento.

En una primera serie de experimentos, se deteratiafecto de un oxidante
soluble y rapido, cdmo es el,®, y de un agente capaz de desencadenar
fendmenos de peroxidacion de membranas, como e8@DOH, sobre la
expresion basal de integrinas. Esta experiencdirgga a evaluar la posibilidad
de que un estrés oxidativo exdégeno indujera porisino la activacion rapida de
los PMNs (HO.) vy, por otra parte, determinar el efecto activatiota oxidacion
de lipidos de membrana (tBOOH) en una exposicigmptgal que cubra la mayor
parte de la vida media de los PMNs circulantes. lessiltados muestran que,
consistentemente con la sobreexpresion de CD11tbepartistas tras esfuerzo
intenso, la exposicion breve al,® incrementd la expresion espontanea de
CD18, CD11b y CD11c, integrinas de mayor relevaecidPMNs, mientras que
no se observo un efecto significativo en CD11lagnha de mayor implicacion
funcional en linfocitos. Mientras que la accion @tae plazo del tBOOH no
produjo cambios consistentes en las integrinasizaks, de acuerdo con la
mayor lentitud de los fendmenos oxidativos que miesdena, la exposicion
durante 24 horas provocé cambios significativos. fDena interesante, las

concentraciones bajas del prooxidante inducen crenmento en la expresion de
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integrinas, mientras que a concentraciones cr&sesd produce una tendencia a
la disminucion. Este conjunto de datos se asenatjemmportamiento bifasico
vivo del CD11b en sujetos ejercitados, cuya expresibneata inmediatamente,
pero se normaliza tras varias horas de reposojeudp que el estrés oxidativo
inmediato, mediado por moléculas solubles, podstareimplicado en la
sobreexpresion de moléculas de adhesion, mientrasuga peroxidacion de la
membrana podria participar en la disminucion dexf@esion de estas integrinas.
En otra serie de experimentos se evalué la posititxferencia de los
oxidantes exdgenos, en las mismas condiciamestro descritas previamente,
sobre la expresion de integrinas inducida por eséioldn quimiotactica (fMLP)
0 por activacion directa de la protein kinasa C ffMEsta experiencia tenia
como objetivo evaluar el posible papel del estsédativo exdgeno sobre las vias
de transduccion de sefial implicadas en la activamédular en PMNSs, en relacion
con la falta de respuesta adicional observada sncéulas de los sujetos
sometidos a ejercicio intenso, cuando eran estoaslajuimiotacticamente, en
ausencia y presencia de los agentes prooxidardescubacion con $D, indujo
un efecto bifasico sobre la expresion de integrindscida por fMLP o PMA. A
la mas baja concentracion disminuyd significativateela sobreexpresion
inducida de todas las integrinas analizadas en Ritsla excepcion de CD11a,
mientras que a concentraciones superiores, incténiersobreexpresion. Estos
resultados son consistentes, en parte con el coanpientoin vivo de CD11b,
cuya expresion no se incrementa adicionalmente.epoima de los niveles ya

elevados basalmente, cuando las células son eatasiton fMLP.
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El efecto del tBOOH es de mas compleja interprétgcpuesto que el
efecto es diferente segun la molécula consideradd ypo de estimulo. La
estimulacion con fMLP en presencia de tBOOH reswdta una menor
sobreexpresion de CD11b y CD11c, mientras quetlim@acion con PMA en
esas condiciones tiende a disminuir la sobreexjrete todas las subunidades de
integrinas. El efecto complejo del tBOOH puedereasifuido por su doble papel
de agente que desencadena estrés oxidativo inti@césu adicion provoca un
incremento intracelular de,B, y superdxido), cuya accion podria ser comparable
a la del HO; soluble, y de agente inductor de cambios fisidoagquos en las
membranas celulares, afectando a la estructuraadgptores, como fMLP, o del
anclaje de las propias integrinas (CD18 es trandmraamal y el resto son proteinas
integrales de membrana). Cuando se comparan lo®gfde ambos prooxidantes,
los datos mas consistentes se obtienen al considaranterferencia con la
estimulacion mediada por PMA, un agente que acifectdmente sobre la
protein kinasa C, obviando, en principio, los ededhducidos sobre la membrana
celular. En este caso, ambos oxidantes se compamageneral, inhibiendo la
sobreexpresion inducida por dicho estimulo.

En general, los datos encontrados en la literatnioge posibles alteraciones en la
funcidon de las moléculas de adhesion de PMNs dertisias profesionales son
escasos e indirectos, pues provienen de experisenttos que se ha valorado la
adhesion a superficies y no se ha cuantificadoxf@esion de moléculas de
adhesion.

Los resultados de un aumento de la expresionsddiséintas subunidades de las
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moléculas de adhesion de la familia de las integfta en PMNs y monocitos,
tanto en estado basal como activado tras un gsvero, y la disminuciéon de
dicha sobreexpresion al afiadir el estimulo con PMMMLP, sugieren que la
mayor susceptibilidad a los procesos infecciosesciita en estas condiciones de
sobreesfuerzo puede estar relacionada con alteescide los fenomenos de
quimiotaxis, mas que con una deficiente accionodenhecanismos bactericidas
oxidativos. Estas alteraciones se han descritoagiosy modelos de ejercicio a
maxima intensidad o duracion prolongada, en elrsind de sobreentrenamiento
y para distintos deportes y una deficiente adhéadvdificulta la quimiotaxis y la
migracion a través del endotelio y, en ultimo témmiimpide una eficiente accion
bactericida. La deficiente expresion de integrifiasdificultaria también el
proceso de fagocitosis, debido a que las subursd&d¥l1b y CD11c son los
receptores de C3ib, factor del complemento encargdd la opsonizacion de
microorganismos. Por su parte, la subunidad coniiib8Gambién esta implicada
en el reconocimiento no opsonico de los microrgaoss Gram(-) v,
concretamente, de lipopolisacaridos bacterianospocel LPS utilizado en
algunos estudios. Sin embargo, CD18 no desempefmpel importante en la
activacion celular por LPS, puesto que los antpo®rmonoclonales contra
CD18, que bloquean la union de bacterias Gram({a auperficie de los
macrofagos no inhiben la liberacion de citokinas @&tos y, por otra parte, los
monocitos de pacientes con deficiencia de CD18apaces de responder al LPS
(Lynn y Golenbock, 1992).

Es importante tener en cuenta que nuestro estogibica el analisis en

20 202



leucocitos obtenidos de sangre periférica, es didmiemente circulantes y no en
interaccion con el lecho endotelial, utilizando iresios quimiotacticos,
relacionados con la presencia de agentes infesc@smyenos.

La alteracion de la expresion de moléculas deesidh por PMNs y
monocitos en deportistas sobreentrenados sugiereotpa parte, un posible
mecanismo compensatorio, integrado en la alteraaidmunolégica general
presente en las respuestas de intenso estrés equéase ha descrito una
hiperexpresion endotelial de la molécula de adnef8BAM-1, ligando de las
integrinasf,. La mayor expresion de moléculas de adhesion conwitarias de
ICAM-1 por los PMNs y monocitos en modelos de eggoc moderado o
submaximo (o0 en su reproduccion de nuestro modeln prooxidantes
extracelulares) podria ser, mas que una conseeudada alteracion metabdlica,
un mecanismo destinado a aumentar la adhesion uasébndoteliales que
presentan una adhesividad aumentada y, en gerseralmentar el trafico
leucocitario hacia la zona muscular inflamada gareegeneracion.

En cambio, la disminucion de la sobreexpresion degrinasf,; en los
leucocitos de estos deportistas tras ejercicio reevesobreesfuerzo, tanto en
condiciones basales como tras estimulacion quictiogicon fMLP y con PMA,
podria significar un mecanismo de “autodefensaé maitar el aflujo masivo de
leucocitos a una zona doblemente afectada pormafiedn e infeccion. Una
explicacion alternativa seria el resultado del ag¢énto de los leucocitos que,
estando previamente activados en respuesta al mi@ko&idativo generalizado,

serian incapaces de expresar mas receptores, iarnaeribido el nuevo estimulo
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en un “periodo refractario” caracterizado por léafale respuesta.

Los datos anteriores podrian reflejar alteracianasho mas profundas de
la fisiologia de los PMNs que las puramente adlassivquimiotacticas, a la vista
de los hallazgos que describen vias bidireccionddetransduccion de sefales,
dependientes de integringd% y asociadas a cambios en la concentracion
intracelular de Cd (Larson y Springer, 1990; Mandeville y Maxfiel®96). Las
integrinas desempeiian un papel dual como recepteradhesion y transductores
de sefiales, a través de la formacion de complegades de adhesion (Gahmberg
et al.,, 1998). Las sefiales intracelulares generpdada union de ligandos se
conocen como sefales exteriores (“Outside-in”), nindés que las sefales
intracelulares que afectan a la union de ligangodesiominan sefiales interiores
(“Inside-out”). Tales sefiales estan mediadas pdtiptes kinasas, interaccion de
dominios SH2 y SH3, GTPasas de bajo peso molegléinalmente, por la
liberacion de mediadores fosfolipidicos, como mae$ intensa investigacion
sobre el papel sefalizador de integrinas llevackba en los ultimos afios (Clark
y Brugge, 1995; Clezardin, 1998; Gahmberg et &981 Longhurst y Jennings,
1998; Mackay e Imhoff, 1993; Rosales y Juliano,5)99
A) Sefales exteriores:

La adherencia de los PMNs a través de las in@gfta genera mdultiples
aumentos transitorios de la concentracion intré@elde C&', que se han
visualizado por técnicas de analisis de imagen coof@s localizadas (Jaconi et
al., 1991). Esta sefalizacion implica una protdirasina kinasa, posiblemente

del tipo Src, por lo que también resulta en cambelsestado de fosforilacion de
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proteinas, entre ellas la propia subunidad CD1B8jocto demuestran los datos
obtenidos en un paciente con deficiencia de adhdsigcocitaria (Berton et al.,
1994).

A) Sefales interiores:

Las células pueden cambiar con rapidez la funceémtegrina alterando la
afinidad de unidn de la integrina por el ligandergocomo generalmente estan en
un estado de baja afinidad, no pueden unirseadig sin la energia aportada por
el proceso de sefalizacion “inside-out” (Longhyrsiennins, 1998). EI aumento
de los niveles intracelulares de ‘Cauede activar la subunidad CD18 de las
integrinas B, (van Kooyk et al., 1993), que puede, a su veztementar la
concentracion intracelular de Tay generar sefializacién dependiente de este
mensajero. El establecimiento de este ciclo de teserronduciria a la
amplificacion de la sefal transducida y su altéragior cambios inducidos en los
niveles de integrinas o de Ca podrian tener, ademas efectos muy definidos
sobre diferentes procesos funcionales de los PMNs:

a) Motilidad celular:

Recientemente se ha propuesto que los aumentsstorios de C&, como los
inducidos por activacion de moléculas de adhesiégulan el reciclaje y
distribucion de las integrinas en los PMNs en nuigra (Mandeville y Maxfield,
1996). En presencia de bajas concentraciones Heif@teacelular, las integrinas
se fosforilan y se mantienen unidas a sus ligamto$a superficie endotelial.
Sobre este punto de anclaje, se generarian fuezdsaccion basadas en la

interaccion entre actina F y miosina Il, desplazaladcélula en la direccion de su
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movimiento. El aumento del Ca intracelular activaria la calcineurina vy,
posiblemente, otras fosfatasas, provocando la sfesfiacion de la integrina, su
liberacion del ligando y su endocitosis y reciclageia la zona anterior del PMN
polarizado direccionalmente.

Una alteracion en la capacidad de sefalizaciGriextpor parte de las integrinas
podria resultar no sélo en una menor capacidacedenocimiento de ligandos
externos sino también en una incapacidad de se@arde los mismos una vez
reconocidos, conduciendo a una hipotética inmaaian del PMN sobre un
punto concreto de la superficie endotelial. De beckl tamponamiento
intracelular de CA4 libre con quelantes permeables (como el Quin-@yda la
adhesion permanente de PMNSs a superficies de eittiora o fibronectina (Marks
et al., 1991).

b) Fagocitosis:

Durante la fagocitosis en PMNs se produce un atords C4&" localizado en la
region perifagosomica, mediante una redistribudiémos depdsitos intracelulares
de Cd" desde una localizacion difusa hasta una proxima fagosoma
(Mandeville y Maxfield, 1996). El mecanismo de e=tdistribucion se desconoce
todavia, aunque probablemente implique la asogiad@receptores de inositol-
1,4,5-trifosfato  (IP3) a elementos del citoesquelecomo la ankirina
(Bourguignon y Jin, 1995).

El aumento de C& intracelular se ha relacionado con la generacion de
superoxido, la fusibn de granulos especificos cdn fagosoma y la

despolimerizacion de la barrera de actina que ratl&@gyosoma previamente a su
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fusion con el lisosoma (Mandeville y Maxfield, 1996por lo que una
interferencia con la sefalizacion mediada por mmeg podria conducir a una
disfuncion en estos fenomenos de captacion y aeshu de microorganismos
mediados por Ca intracelular. En el presente estudio, se ha deadsten
PMNs un aumento en la expresion de moléculas desaithy un incremento en
la respuesta de generacion de superoxido en lasnawiscondiciones
experimentales, lo que parece apoyar un papel coprimario del C&
intracelular para ambos fenomenos. Sin embargaumlento relativo es menor
cuando se asocian los estimulos. En este sentidgueatener en cuenta que, por
una parte, las vias de transduccion de sefial quiulenro la generacion de
superoxido y la motilidad celular divergen trasatdivacion de proteina tirosina
kinasas por las proteinas G, siendo la primeramdeaa vias dependiente de
fosfolipasa D (Yasui et al., 1994). Por otra pagkeCa” es requerido para la
fagocitosis de particulas mediada por el receptodd-los PMNs pero no por la
fagocitosis mediada por el receptor del fragme@8bi del complemento, la
subunidad CD11b de la familia de integrinds contemplada en el presente
estudio (Lew et al., 1985).

c) Apoptosis:

La apoptosis o muerte celular programada se comgenaa serie de pasos
secuencialmente controlados que dan como resultadi@struccion celular en
ausencia de respuesta inflamatoria. Estos acontetios genéticos vy
bioquimicos producen: condensacion del materiabptasmatico y nuclear;

encogimiento-arrugamiento celular; excision deINABromosomico y aumento
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del reconocimiento de las células agonizantes gmfdgocitos. La capacidad de
inducir selectivamente apoptosis en los neutrgfibms pérdida de las funciones
del citoesqueleto, de la fagocitosis, de la desdaaion, etc., puede ser un
mecanismo fisiolégico importante en el control@@atumulacion de estas células
en las lesiones inflamatorias, permitiendo tamisi@meconocimiento e ingestion
por macrofagos. La capacidad de la regulacion éetaga de la apoptosis de
dichas células tiene un gran potencial en el trigiaim de procesos inflamatorios
cronicos (Mangan et al., 1993; Whyte et al., 1993).

La activacion indirecta de las células fagocitieada inflamacion da como
resultado la liberacion de radicales libres quedpoeser los responsables del
inicio de la apoptosis (Manuel et al., 1992)

Hay datos recientes que indican que la via de duaesdn de sefales
interviene en la proliferacion celular, la progéesidel ciclo celular y las
respuestas fisiologicas a los cambios en el medibiente extracelular que
desencadenan la situacion antiproliferativa caretiea de la apoptosis
(Clezardin, 1998; Lee et al., 1993; Longhurst yniegs, 1998). Ademas, al igual
que la deplecion de determinadas hormonas y derésctde crecimiento, la
matriz extracelular juega un papel crucial en |pesuvencia, pues se ha
comprobado que, la alteracién de las interacciaddsla-matriz mediadas por
integrinas inducen apoptosis (fendmeno denominadnoikis”) (Frisch y
Ruoshlati, 1997). Aunque parece que las integniegslan la anoikis a través de
multiples vias de transduccion de sefiales, serestZando el papel de la kinasa

de adhesion focal (FAK) en la resistencia a anoiken el crecimiento tumoral
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independiente de anclaje (Clezardin, 1998).
2.5. Posibles interacciones entre PMNs y linfocit@n los efectos observados.

La mayoria de los estudios sobre ejercicio fisiomaunidad han utilizado
cargas de trabajo de diferente intensidad, tipo uya@én. Como hemos
comentado, intensidad y duracion no son las Unagaables que pueden afectar a
las respuestas de los neutrofilos al ejercicio.idgaestudios concluyen que el
ejercicio excéntrico induce un incremento retardadda produccion basal (no
estimulada) de anion superéxido (Babior et al. 31 $mnith et al., 1989b; Zerba et
al., 1990). Estos ultimos y no se detectan camsigsificativos durante cinco
dias después del ejercicio en células estimulades RMA y, ademas, la
producion basal de superéxido 24 horas despuésjatelcio se correlacioné con
un pico plasmatico de la concentracion de creaitiada. Asi, los neutrofilos
activados pueden contribuir al dafio muscular caugaat las contracciones
excéntricas (Fielding y Evans, 1997). Otros estudam demostrado tras el
ejercicio excéntrico, incrementos en las conceitngs plasmaticas de MPO y
elastasa que no se vieron al realizar ejerciciosémricos de idéntica intensidad
(Cannon et al., 1993). El hecho de que se hayamsteado estos cambios entre
el ejercicio concéntrico y el excéntrico hace pense puede que el dafio tisular
muscular sea el principal factor en la activaci@nlos neutréfilos durante el
ejercicio.

Los neutréfilos pueden actuar como “vectores” phbgrar moléculas

esenciales como las proteasas en los sitios dededamidon tisular (por ej.

adaptacion del muasculo al entrenamiento fisico)elastasa libre puede activar
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algunas cascadas proteoliticas incluyendo las slesigktemas del complemento,
coagulacion y fibrinolitico. Estos sistemas sonvados por el ejercicio y se ha
demostrado que muchas citokinas, incluyendo fastode crecimiento
hematopoyeéticos y pir6genos, como los liberadokenflamacion son potentes
agentes estimuladores de los PMNsvitro (Steinbeck y Roth, 1989). Entre los
gue actlan sobre los precursores celulares misloide y factores estimulantes
de colonia granulocito-macréfago, solo las Ultimagidan sobre los PMNs
maduros y los estimulan para producir una poteespuesta de burst a los
péptidos quimitacticos y fagocitosis. Las citokimaffamatorias clasicas, ILely
13 y TNF-a también estimulan a los PMNs para producir bérsliferencia de la
IL-1, el TNF-a induce directamente la formacion dg Oy H202.

Se ha demostrado que los oxidantes estimulan leesi®p génica por
mecanismos de oxidacién-reduccion sobre numerosaéculas reguladoras,
desde receptores de superficie celular a factoeesahscripcion nuclear. Asi,
oxidantes exdgenos pueden usurpar las vias norm@leansduccion de sefales
por modificaciones redox de multiples dianas, cdm@efializacion por MAP
kinasa. Mecanismos redox y fosforilacion mediados grotein kinasa C estan
entre los factores que contribuyen a estabiliz&RAm que parece modular la
expresion génica tras la exposicion a oxidantegid@a media de estos transcritos,

gue no llega a una hora en las células en reposdepaumentar dramaticamente
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tras la exposicion a oxidantes (Standart y Jacksagy}).

Al igual que por activacion de receptores de superfla oxidacion de las
proteinas de los canales i6nicos y los efectosdatdis de la peroxidacion lipidica
de la membrana celular también pueden contribuila ainiciacion de la
sefalizacion celular por oxidantes. Dicha peroxdadipidica puede afectar a la
densidad de los receptores y la viscosidad de lmbrana, estimulando o
bloqueando indirectamente las interacciones ergemdo y receptor, asi como
incrementando la permeabilidad a moléculas de izeidan como el calcio y las
especies reactivas oxigénicas y nitrogénicas (eaViet y Bast, 1992).

Los mecanismos de sefalizacion que involucran &d$pecies reactivas
oxigénicas son esenciales en procesos tan divewo® el control del tono
vascular, funcion del cuerpo carotideo, trombogmsafiferacion, en respuesta a
estimulos tales como niveles de, @flamacion, isquemia-reperfusion y funcién
de receptores. Parece que especies reactivas ag@specificas, cuyos niveles
cambian en respuesta a estimulos fisiolégicostaot@nan con mecanismos de
control presentes en las células, permitiendo asestpecies funcionar dentro de
las células como segundos mensajeros y en la zagiah de tipo hormonal de
célula a célula tisular.

Ciertos sistemas de sefalizacion son muy sensilesveles bajos de
especies normalmente producidas por las célulasy @ anion superéxido ¢3)
y el peroxido de hidrogeno ¢B»,), que parecen participar en los procesos de
regulacion fisiolégica. Los sistemas de sefalizacmiuy sensibles al estrés

oxidativo generalmente se asocian a la funcionadevias metabdlicas. Otros
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sistemas de sefalizacion que se activan a nivedssattos de oxidantes parecen
estar relacionados con procesos fisiopatoldgicosspuestas celulares al estrés
oxidativo.

La mayoria de las fuentes de radicales libres pahknente involucrados
en la sefalizacion parecen generar inicialmente P el HO, se forma como
resultado de la dismutacién de}b-© Los niveles intracelulares de-©Oparecen
mantenerse en concentraciones picomolares comtiadsude la funcién de la
enzima superoxido dismutasa (Fridovich, 1985). tGgetipos celulares como las
células fagociticas, generan cantidades aprecidbl€s - extracelular, que llegan
a alcanzar niveles micromolares bajo condiciond¢erras. Las concentraciones
de Q- que superan niveles nanomolares atendan laa@@ulpor catecolaminas
y oxido nitrico (Pryor y Squadrito, 1995). Los rie® intracelulares de J;
parecen mantenerse alrededor de 1 nM (Chance é98B) como resultado de
su metabolismo por la GSH peroxidasa y catalass.niveles extracelulares de
H.O, en eventos de sefalizacion transcelular puedgar|bd rango de 0.1 mM.

En cuanto a la protein kinasa €& han detectado procesos de sefializacion
activados por oxidantes en varios tejidos que earéovolucrar la actividad de la
protein kinasa C. Se ha publicado que ésta pued#ireetamente estimulada por
niveles posiblemente toxicos de® (Gopalakrishna y Anderson, 1989), pero
parece que la estimulacion de la actividad de tdepr kinasa C en células y
tejidos intactos involucra a procesos mas sensiblas especies oxigénicas.

El ejercicio es un estresante reproducible y cfiiealtile que evoca

respuestas hormonalegefinidas que son dependientes de su intensidad y

21 212



duracién. Basandose principalmente en esta defirdpuesta hormonal al
ejercicio, se propuso un modelo citokina/neuroeridocque puede explicar
como los efectos intensidad-dependientes del ejerastan mediados por
algunas funciones de los neutréfilos. Mientras jagemonas como la GH y la
prolactina son potentes agentes de estimulacionvitro, la hormona
adrenocorticotropa (ACTH), Ig3-endorfina y el cortisol suprimen algunas
funciones neutrofilicas. La GH es la candidata hainmas probable para la
estimulacion de los neutroéfilos inducida por eg@iporque su concentracion
aumenta al menos 10 veces después de ejercicioradadéor el contrario, altas
concentraciones de hormonas inmunosupresoras, Eo&0TH, la adrenalina y
el cortisol, pueden mantener suprimidas las furegomeutrofilicas. Estas
hormonas son liberadas a la circulacion solo sitiensidad del ejercicio excede
el 60 % VQmax. Un modesto aumento de la concentracion plasandé GH se
ha asociado al estimulo neutrofilico para genergd,Hntracelularmente en
respuesta al estimulo con PNrAvitro. El péptido atrial natriurético, por ejemplo,
es un potente agente de estimulacion para la tigerale Q- - in vitro. Al igual
que la GH, esta hormona es secretada rapidamdaigraulacion en respuesta al
ejercicio de baja intensidad y permanece elevasta ltpe cesa el trabajo Debido
a su rapida secrecion a la circulacion una veatensidad del ejercicio excede el
60 % VOmax., la adrenalina es la candidata mas probaléelaaupresion de la
actividad microbicida de los neutrofilos inmediatarte después de ejercicio
maximo: la adrenalina y el cortisol pueden mantemea inmunosupresion

durante algunas horas después del ejercicio.
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Debido al probable periodo de induccion necesasi@ pue se produzca
una respuesta hormonal (periodo de latencia emtaplicacion del estimulo y la
reaccion resultante), las cinéticas de la secrduodmonal y de la generacion del
cambio funcional en los neutrdéfilos, inducidos par ejercicio, pueden no
coincidir. Esto enfatiza la necesidad de analaaréspuestas de los neutrofilos al
ejercicio algunas horas después de finalizadostlde ejercicio. Las diferencias
cinéticas también pueden explicar por qué los esedel entrenamiento son mas
consistentes que los cambios tras episodios sirdplegercicio.

Por todo lo anterior, y en funcion de los resulsadbtenidos en nuestro
estudio, se puede hipotetizar que en el ejercisiod intenso, la liberacion de
especies oxidantes a partir de la actividad respieaacelerada de las fibras
musculares y el efecto catalitico de las molécwasteniendo Fe reactivo,
procedentes de las microlesiones musculares y derltyocitos, generarian un
estrés oxidativo en las células circulantes, eapreente en los PMNs vy
monocitos. A la activacion de éstas células couitiidn las citokinas
inflamatorias liberadas a medio plazo, aumentarrd@rbduccion de especies
oxidativas. La oxidacion de proteinas propias @odgnerar a medio y largo
plazo neoantigenos capaces de activar inespecéitama los linfocitos T,
induciendo la sobreexpresion de receptores paokirds, como la IL-2. Los
radicales libres generados, que por si mismos rianseapaces de inducir la
activacion de los linfocitos, podrian interferimcdos mecanismos de transduccion
de sefal implicados en la funcionalidad de los rosnDe esta forma, el estrés

oxidativo generado en el ejercicio fisico podriaeiferir potenciando o
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antagonizando los mecanismos reguladores depeeslidpt sefiales fisioldgicas,
fundamentalmente hormonas, citokinas y neurotrestes, involucrados en la
homeostasis de poblaciones y funciones inmunitarias

2.6. Relacion de los resultados obtenidos con laettuencia de infecciones en
sujetos sometidos a ejercicio intenso.

Aunque se han encontrado algunos cambios congstentla funcién de
los neutréfilos en respuesta al ejercicio y entm@eato de resistencia, su
significado fisiologico y clinico permanece desoddo. Incluso cambios
absolutamente extensos de estas actividades pusaleser biologicamente
significativos. Por ejemplo, la produccion de ratks libres puede tener que caer
por debajo de un umbral critico antes de que serimente la vulnerabilidad a las
infecciones. La situacion es aun mas complicada poese ha establecido una
referencia normal que se extienda a todas lasdnaside los neutréfilos. Los
déficits son diagnosticados por la ausencia déasidunciones mas que por una
perturbacion dentro de los limites homeostaticos.

A pesar de estas consideraciones, nuestros ressiléath consistentes con
la evidencia epidemiologica de que los atletas sido® a programas de
entrenamiento intensivo son mas vulnerables a flecaon. Por una parte, la
capacidad microbicida de los PMNs activados erjegtieio fisico muestra una
baja capacidad de respuesta adicional frente mw@st quimiotacticos similares
a los que proporcionan los patégenos microbian@&xipresion espontanea de las
moléculas de adhesion de la familia de las integriesenciales para la respuesta

de motilidad celular y reconocimiento e ingestiéa particulas foraneas se
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encuentra interferida por moléculas oxidantes, ctaaaue se pueden acumular
en el ejercicio intenso.

Por otra parte, el compartimento de células lirdsigresenta alteraciones
funcionales y numéricas que apuntan a una inmufuodi®n por defecto. Asi,
encontramos disminuida la poblacion de células atacter citotoxico (células
NK vy linfocitos CD8 con capacidad citotéxica naturg la subpoblacion de
linfocitos CD4+ (CD4+CD29+) capaces de estimularcteoperacion con las
células B. Por el contrario, estd aumentada la chlbpion de naturaleza
inmunosupresora (CD4+CD45RA+). Los datos tambiéesen la existencia de
fendmenos de anergia linfocitaria, inducida trasa uposible activacion
inespecifica de las células T.

A pesar de nuestros resultados y de la literatarala que, en mayor o
menor grado coinciden, la complejidad y redundadeleSistema Inmunitario, no
permite por el momento establecer de forma fehtei@ma relacion directa causa-
efecto. Un aspecto esencial, en este sentido, eelebstablecimiento de los
intérvalos de normalidad para las medidas funcemde las células inmunitarias,
puesto que, con frecuencia una inmunodeficienciagé&oita o adquirida es
diagnosticada generalmente por la ausencia totahdeactividad funcional, mas
que por alguna alteracion dentro de los limites émstaticos (Ader, 1992) y por
ello es comprensible que no se hayan establecidodegortistas, lo que por otro
lado, abre nuevas expectativas de investigacion.

Los datos obtenidos en este estudio demuestramezEs de aplicar la

citometria de flujo multiparamétrica al estudiodiomal del Sistema Inmunitario,
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mas que a la simple enumeracion de subpoblaciemesipicas y, al mismo
tiempo, apoyan la validez del granulocito de sapgrédérica como célula modelo
de estudio dindmico, una vez definidas las areasidonales de interés e
identificados los problemas metodoldgicos de sugjeaan condiciones lo mas

cercanas posibles a las de su entorno fisiolégico.
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1. El efecto del ejercicio fisico intenso, en lasdiciones del estudio inicial de
este trabajo, induce una disminucion en el porgeika linfocitos T citotoxicos,
linfocitos T inductores de cooperacion y célulagura Killer, aumentando el
porcentaje de linfocitos T inductores de supresion.

2. En este modelo se produce un incremento deélatas T que expresan el
receptor de Interleukina-2, acompafnado de una neapacidad de respuesta a la
activacion mitogénican vitro. Sin embargo, dichas células utilizan con menos
eficacia la Interleukina-2 exégena, sugiriendoxigtencia de interferencias con el
mecanismo de transduccion de la sefial de activacion

3. En el ejercicio fisico intenso se producen casbfuncionales en los
granulocitos que se evidencian por un incrementtadetividad mitocondrial y
de la expresion de moléculas de adhesion y se af@anle un incremento de los
niveles intracelulares de especies reactivas dgeogi

4. La incubacionn vitro con dosis no letales de prooxidantes exégenosédn
estrés oxidativo intracelular en los leucocitogppe provoca la activacion de los
linfocitos.

5. Los prooxidantes exdgenos incrementan, en geteexpresion espontanea de
moléculas de adhesion y modifican la sobreexpresidocida por estimulos
quimiotacticos o activadores de la protein kinasa C

6. Los granulocitos responden de forma mas sensibt®nsistente que los
monocitos a la accidim vitro de los oxidantes exdégenos

7. La utilizacion de la citometria de flujo multipanétrica para determinar la

funcionalidad de los granulocitos, células facitks estudiar selectivamente,
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podria representar una aproximacion de interéa fgadeteccion y analisis de

fendmenos de citotoxicidad que afecten al Sistemmahitario.
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