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INTRODUCCION




INTRODUCCION

NEUITROFILOS

Los neutrdéfilos humanos constituyen un eficaz mecanismo de-
fensivo contra las infecciones producidas por hongos y bacte-
rias (1), pero ademds estan directamente Inplicados en la
patogénesis del dafio tisular en numerosas enfermedades de

origen no infeccioso (2).

Se han publicado desde alteraciones leves a mds severas
en la funcién del neutréfilo, tanto en enfermedades congénitas
como adquiridas, no conociendose en la mayoria de los casos
las bases de dichas alteraciones (3). En cambio, en un pequefio
nimero de enfermedades congénitas de los neutréfilos, si se

ha encontrado un defecto biogquimico especifico, lo que ha



permitido estudiar las diversas funciones de los conponentes
del neutréfilo y a su vez, delinear el papel de dichas funciones
en la defensa del individuo (4).

El neutrofilo, por tanto, puede activarse ante estimulos
infecciosos y no infecciosos (5). Uno de los elementos esencia-
les en la reaccién inflamatoria, es la atraccién de las células
hacia el foco en el que se encuentra el agente causal (6).
Esta atraccidn no es un fendmeno al azar, sino que estd regida
por un gradjente de concentracién de una sustancia atrayente,
y una direccion determinada (7). Es preciso, por tanto, la

presencia de un elemento quimiotdctico.

Para que los neutréfilos circulantes lleguen a los tejidos,
deben marginarse en el torrente circulatorio, adherirse a
las células endoteliales y atravesar la pared vascular, mante-
niendo la integridad de la misma (8). Posteriormente, una
vez la célula en el foco inflamatorio, se pondrd en marcha
un conplejo mecanismo de secrecién que describiremos nmds ade-

lante. (Fig. 1).

El influjo y la participacién de los granulocitos es
una caracteristica constante de las inflamaciones agudas,
subagudas y crénicas. Los granulocitos juegan un papel central
en la defensa del organismo, pero si se acumilan en un numero
excesivo, o se activan de una manera incontrolada, los resultados
pueden ser deletereos para el paciente. Los neutrofilos pueden

ingerir particulas extrafias y bacterias, pero tambien pueden
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participar activamente en la aparicién de vasculitis necroti-
zantes. Del mismo modo, los eosinéfilos pueden detener enferme-
dades parasitarias, pero una eosinofilia constante puede originar

una fibrosis endocdrdica.

La capacidad de los bas6filos para liberar sustancias
que al producir vasodilatacidén , permitan el paso de anticuerpos
y Complemento a los tejidos es hipotética, por lo que todavia
los baséfilos son asociados exclusivamente con enfermedades

alérgicas y algunos casos de hipersensibilidad retardada (9).

En el presente estudio vamos a estudiar algunas caracte-

risticas fundamentales de los granulocitos.

. Origen y distribucidn de los neutréfilos

En los adultos los neutréfilos se originan de la médula
6sea de unas células pluripotenciales denominadas células
stem o célula madre. Estas células tienen la capacidad de
renovarse y diferenciarse en las células progenitoras de los

neutrdéfilos.

Cada tipo de granulocito deriva de una subclase de célula
progenitora que es estimulada a proliferar y diferenciarse
por glicoproteinas denominadas conjuntamente factores estimula-

dores de colonias (CSF). En los humanos se han encontrado
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cuatro CSF: neutréfilo (G) CSF, monocito (M) CSF, GM CSF y
multi CSF o interleuquina 3 (10). Cada una de estas glicoprotei-
nas actua a través de receptores especificos y muchos de sus

efectos se superponen.

Los estadios terminales de proliferacién y desarrollo
de los neutréfilos en la médula Jsea estan representados por
una serie de divisiones celulares que conducen a la aparicién
de unas éaracterz’sticas peculiares en el nucleo y en los granulos
citoplasmdticos especificos para cada tipo celular que los

diferenciard claramente cuando sean células adultas.

Todos los neutrdéfilos en sus udltimos estadios de diferencia-
cién sintetizan proteinas, enzimas y otros constituyentes
que son almacenados en grdnulos secretores. Del mismo modo
aparecen caracteristicas especificas en la superficie celular.
Asi, los neutrofilos expresan en su superficie receptores
para el fragmento FC de las inmunoglobulinas, para el Conplemento
y para las lectinas. En cambio, desaparecen los antigenos
Ila. Los neutréfilos ademds de los eosinéfilos, adquieren la

capacidad de fagocitar y responder a factores quimiotdcticos.

Existen ademds, diversas subclases de neutrofilos. Estas
subclases se diferencian por la cinética celular, distribu-

cion tisular y por su funcidn.

Aunque nuestros conocimientos sobre los neutréfilos son
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mily Incompletos, varios estudios han revelado que existen
diversos conpartimentos: en la médula dsea, neutréfilos circulan-
tes y marginados, y los neutrdéfilos tisulares. Los neutrdfilos
maduros permanecen en la médula Jésea por un espacio de cinco
dias aproximadamente. En la circulacién estan unas diez a
doce horas y posteriormente migran a los tejidos. En general,
permanecen en los tejidos solamente si existe un cierto grado
de irritacién o infeccidn (11). No se conoce cémo son eliminados
de los tejidos, pero sélo en circunstancias muy excepcionales
(si es que ocurre alguna vez), los neutréfilos vuelven a torrente

sanguineo.

B. Regulacidon de la migracidn de los Neutrdéfilos

El movimiento de los neutréfilos se origina cuando detectan
la presencia de un gradiente en la concentracidén de un estimilo
con capacidad quimiotdctica para ellos. FEsto Illevard a la
acumulacién de neutréfilos en lugares en los que existe inflama-
cidén o infeccidn. La quimioquinesis en cambio es el incremento
en la movilidad de los neutrdéfilos ante un estimulo, dependiendo
de su concentracidn Independientemente de que exista o no
gradiente y por tanto es una movilidad no dirigida hacia un

estimulo, sino en todas las direcciones (12).

Gracias al desarrollo de técnicas In vitro, la Quimiotaxis
vy la Quimioquinesis han sido extensamente estudiadas. Las
técnicas que enplean la cdmara de Boyden, utilizan uno o varios

filtros que separan los neutrdéfilos del estimulo quimiotdctico.
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Después de un periodo de incubacidén, los filtros se tifien
y se cuantifica el niumero de células que ha migrado. Los que
enplean 1isétopos radiactivos, precisan de la colocacién de
dos filtros separando las células del estimulo. Tras la incuba-
cién, se determina la radioactividad acumlada en cada uno

de ellos.

Para que exista Quimiotaxis es preciso que se generen
factor'es' quimiotdcticos. Estos pueden ser nuy variados, como
por ejenplo inmunoconplejos, factores del Conplemento, polisaca-
ridos bacterianos, leucotrienos, etc. Ademds de los factores
quimiotdcticos, existen muchas otras sustancias que sin ser

quimiotdcticas influyen considerablemente en el movi miento

celular. A concentraciones no citotdéxicas, la colchicina y la ci-
tocalasina B inhiben la quimiotaxis y la fagocitosis por su
accién sobre los microtubulos y microfilamentos respectivamente.
Por el contrario, la liberacidén de enzimas ‘tras la fagocitosis
o la estimulacién con factores quimiotdcticos se incrementan

considerablemente tras la incubacidn con Citocalasina B.

Recientemente se ha podido comprobar que factores quimio-
tdcticos producidos por los neutréfilos, pueden alterar las
funciones de otras estirpes celulares y a la inversa. Por
ejemplo: las proteasa liberadas por las plaquetas después
de su estimulacién , son capaces de degradar productos del

Conplemento liberando fragmentos muiy activos como agentes



quimiotdcticos para los neutréfilos. Igualmente, la agregacion
de las plaquetas conduce a la liberacién no sélo de 12-HETE,
sino tambien a la produccién de LTBL4, que es uno de los factores
Qquimiotdcticos mds potente. Las linfoquinas liberadas en gran
numero de circunstancias pueden asi mismo estimular o inhibir

la Quimiotaxis (13).

En general se puede afirmar que los estimulos que son
capaces de activar la movilidad de los neutrofilos, pueden
asi mismo originar liberacién de enzimas, agregacién, produc-

cidén de superdxido, etc.

Anormal idades de la funcidn de los Neutrofilos en diversas

enfermedades

Los pacientes con gran suceptibilidad para las infecciones
bacterianas, pueden presentar un defecto aislado en su capacidad
fagocitica, siendo todas las otras funciones normales. Estas
anormalidades de la Fagocitosis pueden ser congénitas o adquiri-
das, permanentes o transitorias y ninguna de ellas estd directa-
mente asociada a la patogénesis de las diversas enfermedades
reumdticas. Por otro lado, los pacientes que presentan ademds
de un defecto en la Fagocitosis, alteraciones en la (Quimiotaxis,
muestran entidades clinicas bien definidas. Igualmente, una
excesiva Quimiotaxis puede asi mismo originar diversas entidades

clinicas. Tablas I y II.



En un trabajo previo con el que optdbamos al grado de
Licenciado y que presentamos como una tesina, estudiamos la
Quimiotaxis y Liberacién de Superdxido en pacientes con enferme-
dad de Behget. Existian miltiples trabajos en la literatura
respecto a la funcién de los neutréfilos en dicha enfermedad
y algunos de ellos seflalaban un incremento en la Quimiotaxis
y Fagocitosis en estos pacientes, pero Ilamaban la atencidn
las diferencias geogrdficas. En nuestro trabajo no encontramos
diferencfas estadisticamente significativas que mostraran
un incremento en la Quimiotaxis en los pacientes con enfermedad
de Behcet en actividad ni en remisidén. Sélo presentaron ésta
alteracién dos pacientes que eran madre e hija y que ademds
presentaban un fendémeno patérgico positivo, expresién clinica
de Incremento en la Quimiotaxis. A la vista de estos datos
y de otros existentes en la literatura, se puede concluir
que tanto la hiper como la hipofuncién de los neutrdéfilos
pueden estar presentes en la etiopatogenia de varias enfermedades

bien como trastornos transitorios o permanentes (14).

Las alteraciones en los neutrofilos que se presentan
por defectos intrinsecos pueden ser transitorias en gran cantidad
de procesos, por ejenplo: enfermedades viricas, sepsis bacteria-
nas y algunas enfermedades reumaticas. Es de especial interés
que los defectos en la migracién de los neutréfilos en el
Sindrome de Chediak-Higashi y en el Sindrome de Quic-Hill pueden
responder in vitro y en algunos casos in vivo al tratamiento con

dcido dcido ascérbico . El mecanismo de accién de dicho dcido
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no estda conpletamente aclarado, pero al menos en el Sindrome
de Chediak-Higashi, su efecto se debe a que el dcido ascérbico
disminuye los niveles de AMP ciclico y concomitantemente res—

taura la funcién de los microtibulos.

En los procesos en los que la funcién de los neutréfilos
aparece alterada de un modo transitorio, el unico modo de

corregir este defecto es tratando la enfermedad de base.

En nuestro laboratorio previamente hemos  conprobado
que la funcion de los neutréfilos estd deprimida en las personas
de edad avanzada. Este defecto se corrige con la administracion
de Levamisol pero no de dcido ascérbico. Del mismo modo, en
algunas enfermedades originadas por virus, el defecto en la
funcion de los neutréfilos puede corregirse administrando

levamisol (15).

Uno de los primeros procesos, por tanto, que tienen
lugar en la activacién de los neutrdfilos es el 1incremento
de su adherencia al endotelio vascular y el aumento de agregacion
intercelular. Estos dos fendémenos no son totalmente superpo-

nibles, pero ambos son precoces en la activacién celular.

El aumento en la agregacion viene dado por un incremento
en el numero de receptores de superficie en la membrana del
neutréfilo, concretamente el CR3’ receptor para el FMP, Ila-

minina, etc. (17)(18).
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La mayoria de las funciones de los neutréfilos son estimulo-
~especificas. Asi, la liberacién de enzimas, superdxido, o
la quimiotaxis, responden a estimulos especificos en la super-
ficie celular, cuyos receptores son los responsables de la

identificacidn del agente quimiotdctico.

. Deficiencias de Glicoproteinas inplicadas en la Adherencia

La Adherencia de neutréfilos a células y a superficies
estd mediada por un grupo de glicoproteinas que Incluyen el
receptor CR3, el LFA-1, y el p 150,95, cada una de las cua-
les posee una alfa subunidad beta, que es comin a todas ellas

y de un tanmafio de 95.000 (19).

El CR3

to, que a su vez es un fragmento del C3. Este receptor actua

es el receptor del fragmento 1'C3b del Conplemen-
sinergicamente con el receptor para la FC de las Ig.

El LFA-1 se encuentra en linfocitos y monocitos ademds

de en el neutréfilo. La funcién del p 150,95 es desconocida

(20).

La deficiencia en CR3 es una enfermedad rara. Los pacientes
presentan una respuesta Inflamatoria disminuida, con frecuen-

tes iInfecciones de piel y mucosas y posteriormente infeccio-
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nes de caracter nmds grave, encontrandose en los mismos una
disminucién en la adherencia, asi como en la agregacién de
los neutréfilos. En estos pacientes no existe un pool intra-
vascular marginado, ya que siempre presentan neutrofilia,
incluso sin 1'nfec§1'o’n (21). Es posible que el CR3 active el

citoesqueleto (22).

Calcio

En los neutréfilos el Calcio estd unido a la membrana
celular, que actua como almacen, y bajo un estimulo apropiado,
se libera. Este fendmeno fue estudiado empleando clortetraci-
clina fluorescente. La clortetraciclina es una molécula hidrofd-
bica, y la fluorescencia asociada es mds intensa sI se une
con iones divalentes. Cuando se Iliberan iones, disminuye la
fluorescencia. Segun el espectro, se puede diferenciar si
lo liberado es Calcio o Magnesio. Cuando se afiade C5 o FMLP,
se observa una disminucidn Inmediata de la fluorescencia.
Probablemente, el Calcio se dirige al citoplasma. Adends,
los factores quimiotdcticos aumentan el flujo de calcio hacia
adentro y afuera de la célula, es decir, aumentan la permeabilida
para el calcio. Estos cambios en la permeabilidad para el
calcio pueden ser causa y consecuencia de los metabolitos

del dcido araquiddénico de membrana.
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El FMLP origina entrada o salida de Ca, dependiendo de
la concentracién extracelular del mismo. Si la concentracidn
extracelular es baja, el FMLP origina salida; en cambio, sI

el Ca extracelular es alto , se origina entrada (24).

En resumen, los estimulos quimiotdcticos dan lugara:
a/Liberacidn del Calcio unido a la membrana.

b)Aumento de permeabilidad al Calcio.

El Calcio liberado de la membrana, puede asociarse con
la calmodulina, y al activar la fosfolipasa A2, originar libera-
cién de dcido araquiddnico, siendo éste a su vez transfor-

mado en productos activos que amplifican la inflamacidn (25).

La entrada de Ca en el enutréfilo puede estar regulada
como por puertas, es decir, es posible que inicialmente entre
mucho calcio, pero posterior y subitamente se ''cierra' la
puerta. Asi, se ha conprobado que el Ca debe estar presente
cuando se aflade el estimulo quimiotdctico. Si afadimos el

estimulo, y mds de cuatro minutos nds tarde el Ca, ya no se

produce agregacion (26).
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A. Mecanismo de accién de los bloqueantes de los canales del

Calcio

Estas drogas forman un grupo muiy heterogéneo y se pueden
denominar 'antagonistas del Calcio', 'bloqueantes de los canales
del Calcio" o 'antagonistas de los canales lentos'. Su enpleo
clinico mayoritario tiene lugar en pacientes con enfermedades
vasculares, aunque estan apareciendo muchos otros usos clinicos.
Uno de los aspectos mds Illamativos de este grupo de fdrmacos
es su heterogeneidad, y de hecho nuchos de ellos se descubrieron
independientemente.Para conprender adecuadamente su mecanismo
de accién, vamos a revisar brevemente la Inportancia de los
iones Ca. Estos, habitualmente asociados a determinadas proteinas
tales como la calmodulina, o troponina, regulan muchas funciones
como: contraccién muscular, secrecién de neurotransmisores
y hormonas y la actividad de varios enzimas. Aunque las concentra
ciones de Calcio extracelular esten en rango milimolar, los
niveles de Ca intracelular son de 1 a 22 nM. FEsta marcada
diferencia debe ser mantenida regulando la entrada de C(Ca en*
la célula y secuestrando el Ca intracitoplasmdtico en el reticulo
sarcopldsmico y mitocondrias, o uniendo el Ca a la cara interna

de la membrana plasmitica (27).

Cuando la célula es estinulada adecuadamente, responde
bien liberando el Ca de los depésitos intracelulares o abrien-

do canales para el Ca en la membrana plasmitica. Las células
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musculares tanto de la musculatura lisa como de la musculatura
cardiaca al ser despolarizadas, inician la contraccidén al
originarse apertura de los canales del calcio. Por el contrario,
cuando una célula de misculo liso es estimulada por norepine-
frina, una gran parte del calcio liberado proviene de los

depdsitos intracelulares.

La mayoria de los estudios han puesto de manifiesto que
los antagonistas del calcio actuan inpidiendo la entrada de
Ca a través de los canales de voltaje sensitivos, mientras
que los procesos que dependen de la Iliberacidén de calcio intra-

celular, son relativamente Iinsensibles a esas drogas (28).

Los estudios biofisicos sugieren que los antoagonistas
del calcio no bloquean los poros a través de los cuales penetra
el Ca. Los cationes divalentes tales como el bario y el estron-
cio, tienen acciones biofisicas similares a las del Ca y se
les puede considerar por tanto como antagonistas del mismo.
Tanto en las células carediacas como en las del misculo liso,
el acoplamiento entre los procesos de excitacién y contraccion
esta mediado por la movilidad del calcio de un lado a otro
de la membrana (29). En el misculo cardiaco, esta transferencia
se realiza a través del canal lento del calcio. Las sustancias
que inhiben el canal lento poseen tambien la propiedad de

inhibir la entrada en la musculatura celular. En el caso del
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corazén, los inhibidores selectivos del canal lento (Verapamil,
Nifedipina) poseen efecto inotropo negativo y vasodilatador

(30).

Actualmente se conocen dos clases de canales del Calcio
1) Dependientes del voltaje. Estos se abren cuando la célula
se despolariza y se cierran con la repolarizacién.

2) Canales que se regulan por receptores adrenérgicos (31).

Cuando el Calcio entra en la célula (en el misculo lisol,
se une a la calmodulina (en el miocito es la troponinal. La
calmodulina se une con avidez al Ca y entonces se activa una
enzima especial, la cinasa de cadenas ligeras de miosina,
que a su vez permite activar a los miofilamentos (32).Para que
ceda la contraccidn, deben extraerse iones del Ca del citoplasma

v ser conducidos al medio extracelular.

Los bloqueantes de los canales del Ca actuan inpidiendo
la entrada del Calcio en la célula, bien blogueando el canal
propiamente dicho, o bien incorporandose a la membrana plasmatica
y alterando la configuracién de la misma, con la consiguiente

distorsidon de los canales (33).
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Metabolismo del Acido Araquidénico

A lo largo del pasado decenio se ha puesto de manifiesto
la inportancia que en la inflamacién, como mediadores de Ila
misma, tienen los productos derivados de la oxigenacién del
Acido araquiddénico. Son varias estirpes celulares las que
tras un determinado estimulo tienen la capacidad de liberar

Acido Araquiddnico a partir de los fosfolipidos de membrana

A través de la Ciclooxigenasa se originan diversas prosta-
glandinas y leucotrienos, y por medio de la Lipooxigenasa
aparecen los derivados hidroxieilcosatetraenoicos y otros meta-
bolitos mds conplejos (34). Tanto la cilooxigenasa como la lipoo-
xigenasa dependen de la disponibilidad de Acido araquidénico

libre y del oxigeno.

La mayoria de los metabolitos del Acido araquidénico
obtenidos, tienen Importancia en el normal funcionamiento
celular. Por ejemplo, las prostaglandinas participan en la
regulacién de la ovulacién, parto, manteniendo el tono vascular,
etc.. Pero en determinadas condiciones, la produccién excesiva
o deficiente de uno de estos metabolitos puede mediar una
reaccién inflamatoria. Este es el caso de la dismenorrea,
alteraciones en las anormales respuestas vasculares etc.,
que aparecen como consecuencia de una mala regulacion en la

produccién de prostaglandinas.
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Del mismo modo, los productos de la lipooxigenasa tienen
inportancia en la fisiologia celular, pero en determinadas
circunstancias originan respuestas que son deletereas para
el organismo. Los productos de esta via metabdlica son muy
inportantes ya que por ejemplo, la capacidad de originar cons-
triccidén de las vias aereas respiratorias es cien mil veces
superior a las que originan los productos de la ciclooxigenasa

(35).

Aunque los estimulos que originan la liberacién de Acido
Araquiddénico son diferentes para cada estirpe celular, existen
al menos tres mecanismos generales que son comunes a todas
las células:

1) En los neutréfilos y en algunas células cebadas, el Acido
Araquiddénico es liberado a partir de la fosfatidilcolina,
a través de la Fosfolipasa Ag.

2) El Acido araquidénico puede asi mismo liberarse del fosfatidi-
linosicol a través de una Fosfolipasa C ( ésta es capaz tambien
de liberar otros potentes mediadores inflamatorios)/.

3) Un tercer mecanismo Incluye la conversién de fosfatidile-
tanolamina a través de una metilacién secuencial en un derivado

suceptible de ser desdoblado por la Fosfolipasa A, (36).

La ciclooxigenacidén y la lipooxigenacion estan representadas

en la Figura 2.



Adends de éstas vias enzimdticas, los metabolitos del
A. Araquiddnico pueden originarse a través del efecto directo
de radicales libres sobre las membranas celulares. En concreto,
la exposicién de A. Araquidénico a un sistema capaz de generar
Superdxido origina produccién de varios metabolitos similares
a los obtenidos al incubar dicho dcido con ciclo o lipooxigenasa.
La naturaleza exacta de los productos obtenidos no es conpleta-

mente conocida.

Esta via descrita, a través de la cual, los metabolitos
del A. araquiddnico pueden originarse por el efecto de radicales
toxicos de oxigeno, puede ser miy Inportante en muchas de
las reacciones inflamatorias habitua]es. Por ejemplo, todas
las células fagociticas (monocitos, neutréfilos, etc.) al
ser atraidas a los focos 1nflamatorios, fagocitan bacterias,
detritus celulares, etc.. Esta fagocitosis origina una Iimpor-
tante Iiberacién de radicales téxicos, especialmente anidn
Superéxido, que serd el encargado de producir potentes estimuilos
flogéticos a partir del a partir del metabolismo del A. Araquidé-

nbico (37).

A. Efectos proinflamatorios de las Prostaglandinas

Es un hecho bien conocido que lasProstaglandinas estables,
leucotrienos y prostaciclinaposeen gran inportancia como mediado

res de la inflamacién.
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En primer lugar, estos conmpuestos son capaces de originar
fiebre, eritema, dolor y edema. Ademds, son sintetizados por
las células fagociticas y liberados al medio durante las reaccio-

nes inflamatorias.

Prostaglandinas de la serie E, y el propio dcido Araquidé-
nico producen fiebre cuando se Inyectan en los animales de
experimentacidén. Asi mismo, existe un marcado Incremento en
los nivéles de prostaglandinas del Iliquido cefalorraquideo
al producir fiebre en el animal tras la inyeccidn de pirdgenos

(tanto exdgenos como enddgenos).

B. Dolor y edema

Por si misms, las prostaglandinas no son capaces de
originar dolor, pero potencian el originado por otros mediadores,
tales como histamina, bradiquinina, e’tc.. Igualmente potencian
enormemente la capacidad de estas sustancias para producir
edema. Ademds de la PGE citada, la PGIz, por su potente efecto

vasodilatador, es capaz de contribuir a la aparicién de edema

(38).

C. Dafio tisular

Existe escasa evidencia que demuestre que las PG originan
dafio tisular, y probablemente sean los radicales toxicos de

O2 los que al aparecer durante el proceso inflamatorio originen

-19-



la destruccidén tisular. FEn cambio, la PGE1 puede jugar un
inportante papel en la reabsorcién dJsea que aparece en la

artritis reumtoide

D. Prostaglandinas como inhibidoras de la funcidén de los

neutrofilos.

Durénte la pasada década se ha podido saber que las células
inplicadas en la respuesta inflamatoria aguda y crénica, pueden
ser moduladas por los nucleéticos ciclicos. Asi, varios media-
dores de la inflamacién son Iliberados en cantidades menores
cuando las células son incubadas con AMPc o con fdrmacos que
incrementen su produccién. Ldégicamente, por tanto, las PGE1
y PGEZ, al incrementar los niveles de AMPc intracelulares,
puden inhibir la secrecidn de varios mediadores de la inflama-
cidn, inhibir la quimiotaxis, proliferacién celular a mité-
genos, etc.. Por el contrario, la incubacién de las células

con GMPc o con drogas que Incrementen sus niveles, aumentan

varias de las funciones leucocitarias (39).

E. Leucotrienos como mediadores de la inflamaciédn

La 5-lipooxigenasa del A. Araquiddénico en los leucoci-

tos, genera el dcido 5-hidroxieicosatetranoico, que es el
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precursor de una anplia y conpleja familia, dcidos 5-HETEs,
que son agrupados tambien bajo el nombre de leucotrienos.
De estos, tienen especial Importancia el LTA[!, LTBQ que es
un potente estimulo para la quimiotaxis y otras funciones
celulares, y los componentes del SRS-A, que se origina en
el pulmén y otros tejidos tras la estimulacidon inmunoldgica
y que tiene propiedades vasoconstrictoras y contrdctiles,
etc.

Estudios reciente demuestran que la Incorporacién a la
dieta de dcidos grasos tales como el eicosapeptanoico durante
8 semanas, origina produccién de LTB5, que es mucho menos
potente como mediador de la inflamacién que LTBQ. Légicamente,
este hecho abre inportantes posibilidades terapelticas en
las que los contenidos dietéticos pueden influir activamen-

te en la respuesta inflamatoria (Lo).Tabla III.

De todos los metabolitos citados anteriormente, existen
dos que tienen especial inportancia en la respuesta inflama-
toria de los neutréfilos: a) las Prostaglandinas (41); b)
el Leucotrieno B[‘ (42). Ambos son proinflamatorios y 1ldégi-

camente su adicidn deberla originar agregacion.
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Antiinflamatorios no esteroideos

En sentido estricto, fueron los salicilatos los primeros
antiinflamatorios no esteroideos (AINE) descritos. No obstante,
se Introdujo el término 'no esteroideo’ cuando al conprobar
el excesivo numero de efectos secundarios que presentaban
los corticoides, se inicié la biusqueda de otros fdrmacos con
capacidad antiinflamatoria y menor mimero de efectos secun-

darios (43).

La fenilbutazona fue el primer conpuesto de este nuevo
grupo, introducida en 1.950. Posteriormente se descubrié la
Indometacina, y en los ultimos afios han sido incorporados

un sinnumero de AINE en el arsenal terapeutico.

A. Modo de acciédn

Ademds de poseer efectos antiinflamatorios y analgésicos,
posiblemente ejercen muchas otras acciones. El mecanismo princi-
pal es la inhibicién de la sintesis de prostaglandinas. Estas,
especialmente las de la serie E, son capaces de producir inflama-
cion y, como se ha dicho, su inhibicién probablemente sea

el mecanismo principal de inhibicién de los AINE (44).

El Acido Araquiddnico se libera de los fosfolipidos de
membrana por medio de varias fosfolipasas, especialmente la

A,. Los corticoides deben parte de su efecto antiinflamatorio

Py
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a la capacidad que poseen de estinular la produccién de un

inhibidor de la fosfolipasa A Existen otras drogas, tales

0"

como la quinacrina que directamente inhiben dicha enzima (45).

El A. Araquiddnico es el substrato tanto para la ciclooxi-
genasa (sintesis de prostaglandinas), como para la lipooxigenasa
(46). La primera cataliza la sintesis de prostaglandinas F1D
y E, ademds de prostaciclina y tromboxano. La 5,lipooxigenasa
y 15,lipooxigenasa catalizan la conversién de dcido araquidé-
nico a 5-HETE y leucotrienos, especialmente LTB[‘, potentes
mediadores de la inflamacién. Para que una droga sea verdadera-
mente efectiva como antiinflamatorio, deberd Inhibir a Ia
ciclo y lipooxigenasa. La mayoria de los AINE inhiben solamente
a la primera, ya que el Benoxaprofén, unico AINE con capacidad
para inhibir las dos es de empleo inposible debido a su toxici-
dad (47). Dado que las prostaglandinas regulan nuchas otras
funciones, gran numero de los efectos secundarios de los AINE

son el resultado directo de ese bloqueo.

La hipdtesis descrita es la generalmente aceptada, pero
probablemente no explica todos los efectos de los AINE a todas
las dosis. Por ejemplo, son necesarias dosis mds altas de
antiinflamtorios para suprimir la inflamacidn que para suprimir
la sintesis de prostaglandinas. Ademis, el salicilato sdédico
a las dosis empleadas no 1inhibe su sintesis. Es necesario

por tanto, que los AINE posean otros efectos en la inflamacidn
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adends de inhibir la sintesis de prostaglandinas.

Cuando estimulos tales como C5a y FMLP activan los neutro-
filos, éstos son estimilados por la denominada 'sefial doble',
que se produce por la movilizacién del Ca intracelular y por
la activacién de la proteinquinasa C. Los AINE ademds, se
insertan en las capas de lipidos de la membrana inpidiendo

la transduccién de la sefial a través de la membrana plasmdtica.

Todo lo expuesto ha llevado a sugerir explicaciones alterna-
tivas. Hoy dia, esta bien probado que los movimientos del
Ca a través de la membrana se ponen en nmarcha gracias a una
serie de conplejos fendmenos en el plasmalemn. De este modo
la estimulacidon de la membrana pone en marcha la produccién
del segundo mensajero: aumento del calcio citopldsmico y acti-
vacion de la proteinquinasa C. Actualmente se postula que
los AINE actiuan interfiriendo con los fendmenos intramembranosos,

especialmente bloqueando la proteina G. Figura 3.

B. Clasificacién

Los principales AINE empleados en el presente trabajo
se recogen en la Tabla IV. En ella se agrupan segun su estruc-

tura quimica.

Es interesante reseflar, que aunque un fdrmaco de los
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descritos sea ineficaz en un paciente, o le produzca toxicidad,
no todos los fdrmacos de este grupo van a resultar ineficaces
0 toéxicos para ese paciente. La suceptibilidad individual

es muy Inportante en los AINE (48).

C. EI proceso inflamatorio en Reumtologia y efecto de los AINE

A pesar de la aparente diversidad de procesos reumdticos,
existe una clerta uniformidad en los estadios Iniciales del
proceso inflamatorio. Son numerosos los agentes desencadenantes
de dicho proceso: cristales, bacterias, Iinmunocolplejos, produc-
tos resultantes de la destruccién tisular, etc.. Todos ellos
pueden actuar sobre las paredes celulares, principalmente
del neutréfilo, originando activacién de la cascada del Com-
plemento y la liberacién de miltiples mediadores de la inflama-
cidn, incluyendo histamina, serotonina, proteasas neutras,
superdxido y otros radicales procedentes del Oxigeno, prosta-
glandinas, etc.. Estos mediadores causan dolor e 1Inician una
serie de Interacciones que tienden a perpetuar el proceso

inflamatorio (49).

Cualquier discusién sobre el modo de accién de los AINE
tiende a enfatizar sobre su capacidad para inhibir a la prosta-
glandinas, olvidandose de la imnportancia que otros mediadores
tienen en el proceso inflamatorio. De hecho, en muchas ocasiones,

la medida de la efectividad de algunos antiinflamatorios se
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basa tnicamente en su cpapcidad para inhibir in vitro a las
prostaglandinas, olvidando ademds que en el proceso de la
inflamacidn aparecen muchos inhibidores fisioldgicos, no solamen-
te de la prostaglandinas, sino de otrosmediadores. De este
modo, en muchas ocasiones se da Inportancia a la ceruloplasmi-
na (capaz de Inhibir al superdxido y otros radicales tdxicos
del Oxigeno), a la alfa,l antitripsina, alfa,2 macroglobulina,

colagenasa, etc. (50).

En resumen, esperar que la inhibicién de un sélo mediador
de la inflamacidén pueda alterar de un modo dramdtico la respuesta
inflamatoria es I1lusorio. En algunas enfermedades reumdticas,
la respuesta, puede ser debida a mediadores quimicos, pero
en otros casos (como Artritis Reumatoide y otras enfermedades
del coldgeno) existen complejos mecanismos celulares e Inmuno-
Iégicos que conllevan la aparicién de un proceso cronico.
De hecho, los sitios potenciales de activacién de los AINE
son miltiples, y recientemente se le esta dando micha nds
inportancia a su efecto inhibidor sobre los mecanismos inmunlé-
gicos (51). Probablemente, las diferencias encontradas en
la eficacia de un AINE con respecto a otro, tengan nucho que
ver con otros efctos sobre la inflamacién, ademds de la inhibi-

cién de las prostaglandinas.
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Sulfasalacina

La Sulfasalacina ha sido el tratamiento estandar para
la enfermedad inflamatoria intestinal durante mds de 40 afos,
aunque inicialmente fue introducida por Svartz (52) como trata-
miento de la Artritis Reumatoide en 1.941. En un principiose
pensé que esta enfermedad era de origen infeccioso y las sulfa-
midas el unico agente antibacteriano conocido entonces. La
Sulfapiridina, unida a una molécula de salicilato mediante
enlace azo, formaban un preparado con capacidad antibacteriana
y antiinflamatoria (53). En un estudio 1inicial, el resultado
fue prometedor, pero posteriormente, un trabajo realizado
por Sinclair (54), hizo abandonar el uso de dicha droga. Treinta
afios mds tarde, un estudio de Mc Conkey en 74 pacientes, puso
de manifiesto que la Sulfasalacina (Sulfapiridina) podia ser
eficaz en el tratamiento de fondo de la Artritis Reumatoide
(55). Posteriormente, Bird (56), demostré que la Sulfasalacina
ejercia un efecto relativamente similar al de otras drogas
usadas como tratamiento de fondo en la A.R., conparandose
desde entonces la eficacia de la Sulfasalacina a la del oro

y D-Penicilamina.

La Sulfasalcina se absorbe muy poco en Intestino delgado,
y es en colon, donde por accién de las bacterias se desdobla
en Sulfapiridina, que se absorbe, y en 5,aminosalicilico,

que es eliminado por las heces (57).
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Dado que la Sulfasalacina provoca efectos secundarios
(28 %) en la mayoria de las series), se han realizado estudios
de eficacia terapedtica , administrando sulfapiridina o 5,amino-
salicilico por separado, demostrandose que la primera molécula
es la eficaz en la A.R., mientras que el dcido aminosalicilico
(y el h,aminosalicilico) son eficaces en el tratamiento de

IA enfermedad inflamatoria intestinal (58).

El mecanismo de accidén en la A. R. no se conoce adecuada-
mente. Se sabe que la sulfapiridina es capaz de Inhibir la
lipooxigenasa (y por tanto la produccién de Ileucotrienos)
(59). Otros autores han postulado que al inhibir la sintesis
de dcido félico, la Sulfasalazina originaria un efecto similar
al del metrotexata (fdrmaco antifélico por excelencial. Es
capaz, ademds de deprimir los reactantes de fase aguda (prot.
C, VSG, etc./), asi como de disminuir los niveles de IgG, IgA,

e IgM y factor Reumtoide (60).

Se ha demostrado que la Sulfasalacina no disminuye el
nimero de linfocitos, ni altera las proporciones de Iinfoci-
tos B, T de ayuda o T supresores, pero siI origina una disminu-
cién en la proporcién de linfocitos de baja densidad (LDL). Estos
representan un subgrupo de células activadas (61). Se ha conpro-
bado adenmds, que en aquellos pacientes en los que al inicio
del tratamiento existia una anormal respuesta a mitdégenos,

ésta se corregla. En resumen, es posible que uno de los efectos
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de la Sulfasalacina sea la recuperacién de algunas de las
anormalidades funcionales en los linfocitos (62).

Tras una dosis de 2 grs. de Sulfasalacina, la concentra-
cidn que se obtiene en sangre es de 50 uM (63). Se ha conpro-
bado asi mismo, que la Sulfapiridina es capaz de penetrar
en la articulacién, que su concentr'ac:'dn es nds elevada en
los lugares de inflamacién y que a igual dosis, los niveles

alcanzados en sangre periférica son nds altos en los pacientes

con A. R. que en los que padecen colitis ulcerosa.

Estimulos Quimiotdcticos.

Dentro del anplio grupo de péptidos formil-metionil,
los mds activos estimuladores de los neutréfilos son los que
poseen el radical N-formil, y grupos sulfuros contenidos en
las cadenas laterales de la metionina. La sustitucidén de los
aminodcidos 1isovalina y wvalina, disminuye dicha capacidad
estimuladora. El mds activo de todos ellos es Formil-metionil-

-leucil-fenilalanina (FMLP) (64) (65).

La Pepstatina A, es un inhibidor de las proteasas producido
por Estreptomyces Testaceus. Es quimiotdctico para los neutrdéfi-
los y conparte el mismo receptor (o un receptor miy cercano)

que el FMLP (66).
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El C5a es la fraccién del Conplemento denominado anafiloto-
xina. Origina Quimiotaxis, liberacidén de enzimas y produccion

de superdxido por los neutréfilos (67).

A. Factores quimiotdcticos en enfermedades reumdticas.

Los trabajos iniciales demostraron que el factor quimio-
tdctico mds Iinportante extraido de la membrana sinovial en
la Artritis Reumatoide y en extractos de lesiones vasculiti-
cas era C5a y sus fragmentos, siendo éstos generados por pro-

teasas liberadas por los propios neutréfilos.

En estudios posteriores se pudo averiguar que en la
Artritis Reumatoide el C5a aparecia junto a LTBZ‘, mientras
que en la espondiloartritis, el leucotrieno Bl; juega un papel

fundamental .

A pesar no obstante, de que han sido descritos varios
factores quimiotdcticos e inhibidores de los mismos, todavia
no se sabe por qué en la A. R. se acumlan células mononuclea-
res en la membrana sinovial, mientras que los neutréfilos

aparecen fundamentalmente en el liquido sinovial.

En el Psoriasis se ha comprobado que los extractos de
piel afecta, contienen productos liberados del dcido araquidé-

nico a través de la lipooxigenasa, especialmente LTB[l con
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marcada capacidad para estimular a los neutréfilos. SE ha
encontrado ademds en el Psoriasis, otro factor quimiotdctico

que probablemente sea una proteasa con capacidad para fragmentar

el C5a'

B. Efectos celulares de los factores quimiotdcticos

Los pasos bioquimicos mediante los cuales los factores qui-
miotdcticos ponen en marcha la activacién celular no son bien
conocidos. Inicialmente estos factores se unen a receptores
especificos originando varios efectos metabolicos rdpidos
y transitorios. En primer lugar se activan las ATP asa para
el Na y K; posteriormente se producen cambios en los potenciales
de membrana con el consiguiente aumento de Ca Intracelular,
aumenta el metabolismo del fosfatidilinositol disminuyendo

el de 0,, y cambian los niveles de los nucleétidos ciclicos

2’
y del Acido draquidénico. EIl hecho de que se efectuen todas
estas alteraciones metabdlicas no inplica que se realicen
todas aquellas de las que es capaz el neutréfilo. Por ejenplo,
los pacientes con enfermedad granulomatosa crénica no son
capaces de producir anién superdxido, pero en cambio, SUS

neutréfilos son metabolicamente activos y pueden originar

quimiotaxis (68).
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En el caso de la Quimiotaxis y Agregacidn de los neutrdfilos
mds inportante que el Incremento en los niveles de nucleétidos

ciclicos, son los valores extracelulares de Calcio.

La exposicién de los neutréfilos a factores quimiotdcticos
origina como ya hemos apuntado una disminucién de la metilacién
de los fosfolipidos. Esto se correlaciona con un rédpido incre-
mento en la disponibilidad de A. Araquiddénico y por tanto

de sus productos metabélicos.

No es bien conocido el mecanismo por el cual tienen lugar
la transduccidon de la sefial de mambrana al interior de la
célula. Se ha conprobado, al menos para dos factores quimio-
tacticos (FMLP y LTBZ‘} que existen dos clases de receptores
en la membrana; uno de alta afinidad y otro de baja afinidad.
En el primero, el Km se correlaciona con la r'espuesté qui
miotdctica y puede ser convertido en receptor de baja afinidad
incubando las membranas celulares con nucledtidos de guanidina.
La interaccion del receptor enddgeno puede inhibirse preincubando
las células con la toxina pertusis (70). Esta toxina es. capaz
de 1nhibir procesos metabdlicos tales como el flujo de Ca,
el metabolismo del fosfoinositol y del A. Araquiddnico y posee

la capacidad de suprimir la quimiotaxis y la exocitosis.
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Ritmos Circadianos

Todas las células eucarioticas experimentan variaciones
circadianas (71). En el hombre se han descrito varios marca-
pasos enddgenos, pero las bases fisiolégicas de su regulacidn
no estan conpletamente aclaradas (72). La exposicién a la
luz solar y el subsecuente efecto en el eje hipotdlamo-hipofisa-
rio-adrenal es considerado el mecanismo bdsico de los ritmos

circadianos.

Ademds de las variaciones fisiolégicas de nmuchos pardmetros
clinicos y bioquimico, son bien conocidas las modificaciones
que en la sintomatologia clinica experimentan a lo largo del
dia muchas enfermedades (73). La rigidez matutina de la artritis

reumatoide es un ejenplo cldsico de estas modificaciones.

Las variaciones en el conportamiento celular, bien intrin-
secas o bien dependientes de hormonas, etc. (con probado ritmo
circadiano), pueden ser la base fisioldgica de esas modificacio-

nes clinicas (74).

El estudio de los ritmos circadianos ha evolucionado
en la pasada década de ser una mera curiosidad bioldgica a
ser una ciencla Inportante con notables inplicaciones diagnds-

ticas y terapedticas.
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Los ritmos circadianos estan relacionados con la medicina
clinica en varios aspectos: En primer lugar son un hecho tan
constante en biologia que su reconocimiento ha Introducido
la necesidad de tenerlos en cuenta a la hora de considerar
los valores normales y los métodos diagndsticos mes adecuados.
La medida de pardmetors biolodgicos tales como constituyentes
de la sangre u orina, temperatura corporal, e incluso conducta
y humor, varian considerablemente a lo largo del dia. Igualmente
la respuesta a diversos fdrmacos , a la radiacién e 1incluso
a la cirugia estan considerablemente influenciados por el

momento del dia de su administracion.

En segundo lugar se ha podido conmprobar un creciente
numero de entidades nosoldégicas en las cuales se inplican
alteraciones en el ritmo circadiano. Muchos de estos procesos
son de reciente aparicién debido a la posibilidad de realizar
viajes de larga distancia, y al hecho de que muchos profesionales
estan sometidos a frecuentes cambios de turno. Muchos trastornos
del suefio, enfermedades endocrinas e incluso la enfermedad
maniaco depresiva dependen al menos en parte de alteraciones

en el ritmo circadiano normal.

Se han identificado al menos, dos marcapasos fundamentales
denominados X e Y, que estan probablemente coordinados por
el nidcleo supraquiasmdtico, aunque para muchos autores el

marcapaso X estaria localizado fuera del citado niicleo, proba-
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blemente en la regidn predptica.

Existen numerosas enfermedades en las cuales los sintomas
son dependientes de modificaciones a lo lardo del dia de diver-
sos pardametros. Asi, son bien reconocidas el down, fendmeno
de la diabetes a primeras horas de la mafiana, la mayor incidencia
de infartos de miocardio tambien a primeras horas de la maflana.
En este dltimo caso, es especialmente inportante el hecho
de que esa mayor incidencia puede estar en relacidén con una
mayor agregacién espontanea de plaquetas a esa hora del dia
(75). En la Artritis reumatoide se ha descrito como un signo
clasico la rigidez matutina. FEsta, se atribuia a factores
mecanicos, es decir, durante la noche se acumilaba mds Iliquido
sinovial en la articulacidn al no existir el fendmeno de bomba
debido al movimiento, y ese aumento de volumen en Iiquido
dificultaria el movimiento hasta pasadas unas horas. Esta
explicacién no podria justificar las variaciones que Se han
descrito en esa enfermedad en muchos conponentes séricos,
y'adema’s, en nuestro laboratorio hemos descrito previamente
la existencia de un ritmo circadiano en la quimiotaxis de
los neutréfilos de individuos normales. Los valores maximos
se obtenrfan por las maflanas y los minimos por las noches.
Estas variaciones celulares tan inportantes en el proceso
inflamatorio, deben justificar al menos en parte, las modifica-
ciones que nuchos signos y sintomas experimentan a lo largo

del dia.
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Pero ademds de los procesos inflamatorios, el hecho de
que el pirdgeno enddgeno presente tambien variaciones circa-
dianas ha llevado a postular que la suceptibilidad a las infec-
ciones esta asi mismo sometida a cambios a lo largo del dia.
en ocasiones no obstante, es dificil averiguar si la alteracidn
en el ritmo circadiano es causa o consecuencia de la enferme-

dad (76).

C. C. F.

El fendmeno inicial en la aparicién de un ataque agudo
de gota es la existencia de cristales de dcido urico y neutré-
filos en el interior de la articulacién (77). En 1.969, Phelps
publicé que neutréfilos que previamente hablan fagocitado
cristales de dcido u’m’éo, liberaban una sustancia con propiledades
quimiotdcticas para otros neutréfilos (78). Posteriormente,
Spilberg y cols. (79), han realizado miltiples trabajos consi-
guiendo caracterizar dicho factor, al que han denominado C.C.F. o

factor quimiotdctico inducido por cristales.

El C.C.F. es una proteina sintetizada por los neutréfilos,
(pero no por los macréfagos ni por células sinoviales), en
respuesta a la facocitosis de algunas particulas cristalinas
(tambien cilertos agregados de gammaglobulina, levaduras, etc.

son capaces de originar C.C.F., aunque en menor cuantia) (80).
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A nivel subcelular, la mayor parte del C.C.F. se encuentra
en la fraccién Iisosomal. Su peso aproximado es de 11.500
dalton y su conposicién de aminodcidos puede verse en la
Tabla V (81). Aunque la secuencia conpleta no se conoce, sI
se sabe que los siete primeros aminodcidos son asparagina-
-leucina-glicina-glutamina-glutamina-histidina-fenilalanina.
Es sensible a 80° de T2 durante 30 minutos, y es pronasa posI-
tivo. Su actividad no se afecta por la extraccién del residuo
sidlico terminal. Fl C.C.F. origina, ademds de quimiotaxis,

liberacidn de enzimas.

El mecanismo de accién de la Colchicina en la gota es
interesante, ya que probablemente su accién sea debida a la
capacidad que posee de inhibir la produccién de C.C.F. Asi,
si a un animal de experimentacidn tratado con dosis altas
de Colchicina se le inyectan cristales de dcido urico, no
se produce artritis. En cambio, si se le inyecta C.C.F. ya forma-
do, si = produce artritis. Ademis, se requieren dosis mucho
menores de Colchicina para inhibir la produccién de C.C.F.
que para inhibir la liberacién de enzimas Ilisosémicas, lo
que sugiere que dicha droga actua inhibiendo el C.C.F., antes

de ser almacenado en los lisosomas (82).

Una caracteristica inportante del ataque agudo de gota
es su capacidad de autolimitacidén, Iincluso espontaneamente,

aun existiendo todavia cristales en la articulacién (83).
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Este peculiar hallazgo ha llevado a la bisqueda de uno
o varios inhibidores de la inflamacién, que van apareciendo
durante el ataque agudo. En nuestro laboratorio se ha podido
comprobar, que las lipoproteinas de baja densidad inhiben
la fagocitosis de los cristales de dcido trico por los neutrd-
filos, ya que éstas, al recubrir a los cristales les confieren
unas caracteristicas fisico-quimicas, haciendo iInposible su
fagocitosis (84). Adends de este posible efecto inhibidor
de las LDL, el propio C.C.F. puede tambien disminuir la inten-
sidad del proceso. Se ha comprobado que cuando las cantidades
de dicha sustancia se incrementan en la articulacidén, se
alcanza un dintel por encima del cual, el C.C.F. posee efectos
inhibidores de la fagocitosis. Este efecto pondria fin al
ataque agudo de gota, puel al no existir fagocitosis, desaparece
la produccién de C.C.F. y de otros mediadores de la inflama-

cidn (85).

Por todo lo expuesto, el C.C.F. es de imnportancia esencial
en las artropatias inducidas por cristales, siendo ademds
un excelente modelo experimental de los procesos inflamato-
rios. Todo ello nos ha conducido a estudiar:

1. Si el C.C.F. purificado estinula la Agregacidn.
2. El1 C.C.F. posee numerosos aminodcidos. Nos interesa saber
si sus propiedades aglutinantes se conservan al enplear 3

o 7 de los mismos.
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Sustancia P

El neurotransmisor denominado sustancia P, es un conpuesto
que puede jugar un papel en la Artritis Reumtoide. Se une

tambien a los receptores del FMLP (86).

La Artritis Reumtoide es una sinovitis inflamatoria,
de diagnéstico clinico. Caracteristica inportante de esta
enfermedad es su simetria, y el hecho de que algunas articula-
ciones se afectan mds que otras (pie mds que rodilla y ésta
mds que cadera), ha Illevado a considerar que el S.N.C. juegue
un papel en el desarrollo de la entidad. Esto no es nuevo
en Reumatologia, ya que por ejenmplo en la gota, se dan menos
ataques en el miembro parético, igual que los nddulos de Heber-

den (87).

En los ultimos afios, se han descubierto varios péptidos
en el Sistema Nervioso que componen una nueva y anplia familia
de mensajeros con importantes funciones. Inicialmente se recono--
cfan nueve o diez de estos péptidos, pero en nmuy pocos afos
se han descrito treinta o cuarenta mds. Este Inpulso tuvo
su Inicio estudiando las encefalinas y otros péptidos deri-
vados del opio, aunque la mayoria de los descritos recientemente
no estan en relacién con éstos. Todos los neuropéptidos estan
inplicados en diversas funciones moduladoras del Sistema Ner-
vioso, que incluyen desde la adecuada calibracién de las finas

terminaciones nerviosas, hasta la regulacién del apetito,
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del sistema reproductor o de la conducta.

Especial interés ha despertado el hecho de descubrirse
que varios de estos péptidos se encuentran en las terminaciones

sensitivas donde pueden actuar como transmisores sensitivos.

La Sustancia P es un péptido conpuesto por doce aminod-
cidos y se encuentra en una subpoblacidén de fibras sensitivas
C, pudiendo actuar como transmisor liberado en la médula espinal
v en los nicleos de la base para las fibras aferentes que
transmiten la informacidn nociceptiva. Esta sustancia y otros
neuropéptidos se encuentran tambien en altas concentraciones
en las terminaciones distales sensitivas de la piel, articula-
ciones y visceras. Se piensa que la liberacién de Sustancia
P de esas terminaciones sensitivas juega un Inmportante papel
en el proceso inflamatorio. Este neuropéptido es un poderoso
vasodilatador y aumenta la permeabilidad capilar. Estas propie-
dades pueden contribuir a la extravasacién de conponentes
plasmdticos y al aumento de la hiperemia que aconpafian a los
procesos inflamatorios. Ademds, la Sustancia P puede estimular

directamente a las células cebadas cerca del foco inflamatorio.
Dale fue el primer autor en proponer que la Iiberacién

de factores neurdgenos podia ser responsable del fendmeno

de la triple respuesta.
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Como ya hemos expuesto, la Sustancia P es sélo uno de
los péptidos que se encuentran en las terminaciones nerviosas.
Por ejenmplo, una sustancia similar, denominada Neuroquinina
Ay B, y el péptido relacionado con la Calcitonina (CGRP5),
es un potente vasodilatador y algunas de sus acciones son
sinérgicas con las de la Sustancia P. En otras terminaciones
se encuentra somatostatina, péptido intestinal vasoactivo,

colecistoquinina, etc.

Una de las dificultades que tenemos para estudiar el
verdadero valor de los neuropéptidos es que disponemos de
muy pocos inhibidores de su funcidén y que probablemente nuchas
de sus acciones estan Imbricadas. Recientemente se ha conprobado
que la Sustancia P se encuentra descendida en sangre periférica
de pacientes con hipertensién arterial y el tratamiento con
prazosin y captopril Incrementa dichos niveles. Parece ser
que una poblacién de fibras no mielinicas del SVP, es el conponen
aferente, incluyendo algunas fibras que contienen el neurotrans-
misor undecapéptido Sustancia P. Se ha conprobado que la apli-
cacién local de esta sustancia, produce muchos de los cambios
tisulares de la inflamacién, tales como vasodilatacidn, aumento
" de permeabilidad vascular, estimulaciéon de la fagocitosis
por los PMN y degranulacidn de las células cebadas (al parecer,
la Sustancia P tiene un N-terminal en el tetrapéptido ultimo

de su secuencia) (88).
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Existe evidencia de que en las articulaciones hay sustancia
P derivada de las neuronas. Ademds, en las ratas en las que
se produce artritis experimental, la cantidad de Sustancia
P se Incrementa en las neuronas que suplen a las terminaciones
nerviosas de las articulaciones inflamadas. FEn la rata, las
articulaciones que presentan mds artritis son auqellas que
estan suplidas por nmds cantidad de fibras que contienen Sust.
P . La inyeccién articular de dicha sustancia produce artritis

(89).

Se ha encontrado receptores en las lineas celulares Mono-

citos-Macréfagos.
Adends de Sustancia P, existen otros neuropéptidos en

las fibras aferentes, tales como el VIP, somatostatina, etc.,

pero el mds proinflamtorio es la Sustancia P (90).
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TABLAI: ENTIDADES CLINICAS EN LAS QUE EXISTE UN DEFECTO EN LA

QUIMIOTAXIS IN VITRO:

I. DEFECTOS CELULARES:
A: Permanentes: Sindrome del leucocito perezoso
Sindrome de Chédiak- Higashi
Sindrome de Qui- Hill

Trastornos en la polimerizacién de lecitina

B. Transitorios: Infecciones viricas y septicemias
Trasplantes de médula osea
Periodo neonatal
Artritis Reumatoide

LES
II. DEFECTOS EN LA SINTESIS DE MEDIADORES :

A. Inadecuada generacidén de
actividad quimiotdctica : deficiencias del Conplemento

S. de Wiskott- Aldrich

B. Excesiva produccién de

inhibidores : Enfermedad de Hodgkin
Lepra
Sarcoidosis

Hipogammaglobul inemia

Cirrosis
C. Inhibidores directos
de los leucocitos : Aumento de niveles de polime-
ros de IgA

Infecciones recurrentes en la

infancia
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TABLA II: ENTIDADES CLINICAS EN LAS QUE EXISIE UN EXCESO DE

QUIMIOTAXIS IN VITRO

I. CELULARES : Enfermedades bacterianas agudas
Enfermedad de Behcet

Artritis reactivas 827 +

II. TRASTORNOS EN LA SINTESIS DE MEDIADORES :

A. Aumento en la produccion de
factores quimiotdcticos urticaria al frio
psoriasis
gota
Artritis Reumtoide
B. Deficiente inactivacidn de

factores quimiotdcticos déficit de alfa1 antitripsina

C. Aumento de la activacidén de
los neutrofilos Pioderma gangrenosa

Tratamiento con corticoides
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TABLA I11: ACEITE DE PESCADO Y ENFERMEDADES REUMATICAS

&
U
=

Suprime el Lupus murino en cepas F1

&=
o
=~

Suprime el Lupus nurino en cepas B y SB

&
v
N

Mejora la funcidn renal pero aumenta la

vasculitis en cepas MRL

EPA Aumenta la incidencia de artritis in-
ducida por coldgeno en ratas Sprague--

- Dawleys

EPA: Acido Eicosapeptanoico
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TABLA 1V: CLASIFICACION DE ANTIINFLAMATORIOS NO ESTEROIDEOS

A. SALICILATOS Y DERIVADOS:

. Aspirina en varias formas
. Trisilicato de Magnesio
. Salsalato

. Diflunisal

B. ACIDOS ANTRANILICOS:

. Acido Mefendmico
. Meclofenamato Sdédico

. Acido Flufendmico

C. ACIDO ARILACETICO:

. Diclofenato

. Fenclofentao

D. ACIDO ARILOPROPIONICO:

. Ibuprofen

. Flurbiprofen
. Ketoprofen

. Naproxen

. Fenoprofen

. Indoprofen
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TABLAIV. (continuacién).

E. ACIDO TERARILACETICO:

. Tolmetin

. Zomepirac

F. ACIDO INDOLACETICO

. Indometacina

. Sulindac

G. PIRAZOLIDINAS:

. Fenilbutazona
. Oxifenbutazona
. Azapropazona

. Feprazona

H. OXICAN:

. Piroxican
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TABLIAV: COMPOSICION DEL C.C.F.
AMINOACIDOS N2 DE RESIDUOS
ASPARAGINA 8
TREONINA 5
SERINA 8
GLUTAMINA 14
PROL INA 3
GLICINA 12
ALANINA 9
CISTEINA 2
VAL INA 5
MET IONINA 2
ISOLEUCINA 4
LEUCINA 14
TIKONINA 3
FENILALANINA 4
HISTIDINA 3
LISINA 5
ARGININA 5
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FIGURA 1: ACTIVACION DEL NEUTROFILO




ACIDO ARAQUIDONICO
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FIGURA 2: METABOLISMD DEL ACIDO ARAQUIDONICO
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Liberacién
G granulos
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ITonomicina Agregacidn
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FIGURA 3: Mecanismo de accidén de los AINE propuesto por Abram-

son.

PlLase C: Fosfolipasa C; PIP,: fosfatidilinositol 4,5-bifosfa—-

2
to; IP3: inositol 1,4,5-trifosfato; DG:

PKC: proteincinasa C; GIP trifosfato de

tato acetato de forbol.
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Los neutréfilos desenpefian un papel fundamental en los me-
canismos defensivos ante las infecciones y en los procesos in-

flamatorios y autoinmunes.

El neutrofilo, al ser activado a través de receptores de
superficie, libera una gran cantidad de enzimas, produce radi-
cales toxicos de Oxigeno, adquiere capacidad fagocitica y qui-
miotdctica. Estas son las funciones que habitualmente se deter-

minan al analizar sustancias estimuiladoras o inhibidoras de los

neutrdfilos.

Para que un neutréfilo se active, debe ser atraido al lu-
gar lesionado (Quimiotaxis), pero previamente debe adherirse a

las paredes vasculares, y agregarse entre si. Es decir, la agre-
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gacion seria la primera funcién de los neutréfilos activados.

La Agregacidn de los neutréfilos ha sido escasamente estu-
diada, a pesar de que recientemente se ha conprobado que una
excesiva agregacion in vivo, puede ser la responsable de inpor-
tantes alteraciones clinicas, tales como el Sindrome de salida
de bonba, shock tdéxico, algunas manifestaciones de la pancrea-

titis, etc.

Por todo ello nos propusimos estudiar:

1. Los efectos que diversos conpuestos a los que se atri-
buye capacidad estimuladora o inhibidora de las funciones cld-
sicas de los neutréfilos ejercen en la agregacidon de los mis-
mos. Para ello, hemos empleado sustancias que activen diferen-
tes receptores en los neutréfilos, tales como péptidos sinté-
ticos, factores del Complemento, productos derivados del meta-
bolismo del dcido araquiddnico a través de la lipooxigenasa y

ciclooxigenasa, neuropéptidos, etc.

Entre los Inhibidores se trata de conocer los efectos de
los antiinflamatorios no esteroideos, Colchicina, bloqueantes

de los canales del Calcio, etc.

2. Si la agregacidén es un fendmeno inespecifico, es decir,

s1 se pone en marcha ante cualquier estimulo celular, o estd
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mediada por receptores. Para esto, hemos realizado experimentos
de desactivacion cruzada, que estdn basados en el hecho, bien
conocido, de que cuando una funcidn estd ,mediada por recepto-
res especificos, éstos se agotan ante la repeticidn del mismo
estimulo, pero son capaces de responder a un segundo estimulo

diferente.

3. La sensibilidad de la agregacidn. Para esto hemos em-
pleado C.C.F. (Factor quimiotdctico Inducido por cristales).Es-
te péptido, liberado especificamente cuando los neutrdéfilos
fagocitan cristales, es capaz de estimular a estas células pa-
ra realizar las funciones cldsicamente estudiadas. Nos propusi-
mos saber si era capaz asi mismo de originar agregacion, y Si
toda la molécula o solamente una parte de la misma, era la res-

ponsable de esta funcién.
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MTERIAL Y METODO

MATERIAL

Se ha trabajado con neutréfilos de sujetos sanos, de

edades conprendidas entra 20 y 40 afios.

Para la separacién de células se siguié el método de

Boyun (91) modificado (92), necesitandose para todo ello:

A. REACTIVOS

1. Anticoagulacién de las nuestras de sangre con

Heparina sédica al 1 % (10 U/ml de sangre).
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2. Solucidn de Dextrdn al 6 % en buffer PBS. El Dextrdn
es un polimero de la glucosa de pM 510.000 (Sigma Chemical

Conpany N° 5251).
3. P.B.S., buffer fosfato salino 0,15 M., pH 7,4.

4. Hanks con EDTA: 500 ml de Hanks, 0,93 grs. de EDTA

y 5 mlde Hepes 1 M., pH 7,4.

5. Mezcla de separacién constituida por Ficoll-Hypaque.
El primero es un polimero de la sucrosa de pM 400.000 (Sigma
Chemical Company N° 4357). El Hypaque sdédico es diatrizoato
sodico con acetato cdlcico disédico 1: 10.000 como estabilizador,
y CO}NagNaOHy CIH para ajustar el pH (Winthrop Lab. NDC 0024-
-0766-02) R. La mezcla se prepara de la siguiente forma: 14
ml de agua destilada, 106 ml de Ficoll al 9 % y finalmente
30 ml de Hypaque, debiendo ser la densidad de 1.077.

6. Medio de suspensién celular: Solucién de Hanks enrique-
cida con seroalbumina bovina a una concentracién de 1 mgr/ml

(Sigma Chemical Conpany N° A 4503), pH 7,4.
7. Soluciéon de Tiirck para el contaje celular, compuesto

por: 3 grs. de dcido acético glacial, 3 gotas de azul de metile-

no o violeta de genciana en 300 ml de agua destilada.

-58-~



8. FMLP: N-formil-2, metionil-2, leucil-L-fenilalanina, pép-
tido sintético de pM 437. Almacenado de DMSO a una concentracidn

2

de 107 M. (Sigma Chemical Conpany N2 F6004).

9. Citocalasina B, sustancia mediadora de la Agregacién,

de pM 479,6. (Sigma Chemical Conpany N° C6762).

10. Pepstatina A, Sustancia P, glicina-histidina-glicina,
Nifedipina, Verapamil, Trifluoperazina, Colchicina, Acido
acetilsa}icz'lico, Sulindac, Ibuprofen, Piroxican, PGEI, Salazo-
pirina, Septapéptido. Fueron adquiridos de Sigm Chemical

Company, St. Louis, Mo. U.S.A.

11. Leucotrieno Bg' Suministrado por el Profesor Mc.

Dermoth. Washington University, St. Louis, Mo. U.S.A.

12. Fraccidén 5a del Conplemento (CSa/.Se obtuvo tras la acti
vacién del suero con Zymosan. Posteriormente, el suero activado
se pasaba por una columna de Sgphadex, y el C5a se obtenia
en un colector de fracciones. La cantidad de C5a se expresa

en peso de proteina/volumen en todos los experimentos.
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B. OBTENCION DE C.C.F.

El C.C.F. se aislé de la fraccién lisosémica de granulo-
citos obtenidos de sangre periférica de individuos normales.
Para ello, las células fueron incubadas con cristales de urato
monosédico. Tras la fagocitosis de cristales, los neutréfilos se
lisaron y la fraccién lisosémica se purificé por centrifugacion
diferencial y cromatografia en columa de Sephadex G-50. La
fraccion que contenia C.C.F. era pura en un 98 %, estimacidn

por HPLC.

C. APARATAJE

1. Para procesar la sangre se emplearon tubos de 50 ml de
polipropileno, de fondo cénico, para evitar las adherencias

de los granulocitos al cristal

2. En Agregacién fueron empleados tubos de 5 mm. de didmetro

de cristal siliconado.

3. Centrifuga Beckman, modelo TS-R con unidad de refrigera-

cién y rotor TH-4.

4. Incubador con C02 al 5%, modelo 3164 de Farma Scientific
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5. Microscopio Leitz, con objetivo de 40 aumentos.

6. Cdmara de Thoma,para contaje celular.

7. Lumiagregémetro Payton mod. 1010. Payton Scientific
Limited. Ca M1S3R2.

METODO

Los neutrofilos enpleados en el presente trabajo procedian
de sujetos sanos que no hubieran ingerido ningun medicamento,
al menos siete dias antes de la extraccién. Se obtuvieron
de cada uno de ellos 20 ml de sangre en material heparinizado
previamente, siendo procesadas las muestras Inmediatamente

después de la extraccidn.

A. SEPARACION CELULAR Y CONTAJE

Se coloca la sangre en tubo Falcon y se centrifuga a

600 r.p.m. durante 10 minutos con freno al minimo.

Se desprecia el sobrenadante y el sedimento se diluye en

£ nmmt

s, RENGA
. -
i
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Hanks con EDTA , hasta completar un volumen de 40 ml, y se coloca
a continuacién sobre la mezcla de separacién con pipeta Pasteur
estéril, cuidando que no se mezcle, y se centrifuga durante
30 minutos a temperatura ambiente, a 1.350 r.p.m. con freno
al minimo. Transcurrido el tiempo se observan cuatro capas:

- sobrenadante amarillento

interfase conteniendo mononucleares

mezcla de separacidn

ultima capa que contiene eritrocitos y neutrdéfilos

Esta ultima capa se diluye en un volumen de PBS igual

al inicial de sangre y 1/3 de Dextrdn, mezclando sin agitar.

Incubar en estufa con ambiente de €0, de 35 a 45 minutos
a 37° C. Posteriormente se toma el sobrenadante y se coloca

en tubo Falcon, conpletando el volumen con PBS hasta 40 ml.

Se centrifuga a tenperatura ambiente, 15 minutos a 1.500

r.p.m., con freno alto.

Se desprecia el sobrenadante, y como el pellet de neutré-
filos suele quedar contaminado por eritrocitos, se realiza
yn choque hemolitico con agua destilada para eliminarlos.
Para ello, se afladen dos o tres ml de agua destilada, pipeteando
energicamente durante 15 segundos, y se aflade rdpidamente

PBS hasta un volumen de 35-40 ml.
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Se vuelve a centrifugar 15 minutos a 1.500 r.p.m., tempera-

tura ambiente y freno alto.

Se elimina el sobrenadante y el pellet resultante es
diluido en 1 ml de medio, pasando entonces al contaje celular,

para el que se procede de la siguiente forma:

Se prepara una dilucién 1/10 con solucién de Tiirk y la
suspensién de células, tomando 20 microlitros de ésta y 180

microlitros de sol. de Tiirck.

De esta dilucion se toma una muestra, que es colocada
en la cdmara de Thoma y se procede al contaje. No es necesario
contar los 16 cuadros de que consta la cdmara. Se pueden contar
cuatro o seis, calcular la media, y ésta multiplicarla por
16. El resultado se nultiplica por 10 porque el volumen de
la cdmara es de 0,1 mny, y por 1.000 porque las células estan

contenidas en 1 ml. Una vez obtenido el numero de células,

se preparan a la dilucidn adecuada.

B. AGREGACION

Se ha seguido el método de Craddock y col. Para ello, se em-

pleé el Agregdmetro descrito. Se han utilizado tubos siliconiza-
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dos con agitador metdlico, a 900 r.p.m.. La calibracién del
aparato se realizé de modo que la mdxima transparencia de

luz se realizara con una dilucién de 50 % (volumen/volumen).

Fn el tubo control se colocaron 2X106 neutrdéfilos en

un volumen total de 0,5 ml.

En{el tubo problema se colocaron 3,5x106 neutrdéfilos,

en un volumen inicial de 0,4 ml.

Tras dos minutos para que se equilibraran ambas soluciones,
se afiadian 50 ul de Citocalasina B (5 ugriml) al tubo problema,

permitiendo de 3 a 5 minutos de Incubacidn.
Posteriormente se depositaban 50 ul del estimulo (FMLP,
Pepstatina, etc.) y comenzaba a determinarse la Agregacidn

durante los tres minutos siguientes.

La medida de la Agregacidn se realizé mediante un planimetro

integrado, y los resultados se expresan en cmg/ml'nuto.

C. EXPERIMENTOS DE DESACTIVACION CRUZADA

En estos experimentos se modificaron los voliumenes del
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tubo problema. En un volumen de 0,350 ml se suspendieron

3,5X106 neutréfilos.

Adicidon posterior de Citocalasina B hasta un volumen

de 0,400 ml.

Tras cinco minutos, se afiadié el primer estimulo, incubando

las células durante cinco minutos, sin registrar la Agregacion.

Transcurrido el tiempo se afiadié6 el segundo estimulo,

midiendo entonces la Agregacién.

En algunos experimentos, tras la incubacién con el primer

estimulo, las células fueron lavadas, centrifugadas, y el

volumen recontruido.

D. RITMO CIRCADIANO

Se realizé obteniendo muestras de sangre a las 8.00,
14.00, y 20.00 horas, realizando los experimentos Iinmediata-

mente después de la extraccidn de sangre.
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E. ESTUDIO ESTADISTICO

Para los ritmos circadianos se enpled el Andlisis de
Vaiaciones (ANOVA) bifactorial, para todas las nmuestras, y
el test de Scheffe para encontrar las diferencias significati-

vas (grado de confianza mds de 0,05) (93) (94).
Para el resto de los experimentos se utilizé la T de
Student, y el Test de Maun-Whitney-Wilcoxon para nmuestras

independientes, con datos numéricos no apareados.

Se han enmpleado los paquetes informdticos estadisticos

SPSS y Statgraf.
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RESULTADOS

A. EFECIO DEL MEDIO

Para alcanzar una curva dptima de Agregacidn de neutrdéfilos,
es necesaria la presencia de Calcio en el medio. Cuando se
enplea solucién de Hanks con una concentracién de Calcio
de 1,9 x 10—3, la curva de Agregacién alcanza valores de 4.678
cm2/m1'n. En cambio, empleando medio sin calcio, los valores
son de 2.000 cmg/mz'nuto.

-4

Si la concentracidn de Calcio es de 1 x 10 M, el valor

obtenido en la curva es de 30 % menor. Si la concentracién

esde 1 x 10—3

M, la curva es un 20 % menor.
Diversas concentraciones de Magnesio no influyeron en la A-

gregacion de los neutrdfilos.
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B. CITOCALASINA B

En condiciones basales, la estimulacidén de los neutrdéfilos
con factores agregantes origina una curva de pequefias dimensio-
nes. Por esta razdn, siguiendo a otros autores, los neutrcéfilos
se preincubaron previamente con Citocalasina B, durante cinco

minutos, antes de ser estimulados, con los siguientes resultados:

Preincubacién sin Citocalasina B .......... 2000 + 800 cmg/min.
Preincubacién con Cito. B, 0,5 ugriml...... 5900 + 870 Cm2/m1'n.
Preincubacion con Cito. B, 1 ugriml...... 4500 + 750 cmz/min.
Preincubacién con Cito B, 5pgriml...... 3600 + 500 caf Imin.

Como puede observarse, los valores Optimos se obtuvieron al

preincubar las células con 0,5 ugr/ml de Citocalasina B. Figura 1

C. RITMOS CIRCADIANOS

Se estudiaron once individuos normales y seis pacientes
con Artritis Reumatoide (Figura 2). No hemos encontrado diferen-
cias significativas entfe los valores obtenidos a diversas
horas del dia, aplicando el ANOVA bifactorial, aunque existen
unos valores algo menores a ultima hora. En los controles,
las cifras obtenidas han sido: 5600 + 1000; 5600 + 800 y de 5100

+ 300 cif lmin. a las 8.00, 14.00 y 20.00 horas respectivamente.
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Tanpoco se modifican los valores a lo largo del dia en
la agregacién de pacientes con Artritis Reumatoide, siendo
los valores obtenidos: 6000 + 1700; 5480 + 700 y 5300 + 0,900,
a las 8.00, 14.00 y 20.00 horas. Como puede observarse, son

superponibles las cifras obtenidas en ambos grupos.

D. ESTIMILOS QUIMIOTACTICOS

1. FMLP: Hemos enpleado este péptido a las concentraciones
que se sabe es activo, tanto para originar quimiotaxis como
superéxido. Obtuvimos, como se expresa en la Figura 3, los

.. .. 2, . .
siguientes valores de agregacién, en cm /min, al estimular

con diversas concentraciones de FMLP:

PP 1x107%M . ........ 2.200 + 200 caf min.
FMP 1x 107 M ..vov...... 2925 + 340 cuf Imin.
FMLP 1 x 10_6 M.ooooooo... 2154 + 620 caf lmin.
[ 3 S 1468 + 174 crf Imin.
PP 1x10 M. .. 1050 + 350 cuf fmin.

La concentracién de FMLP 1 x 10~° no originaba prdctica-

5

mente agregacién, y a concentraciones de 1 x 10~ esta era

Optima.

Para originar ‘Agregacién, por tanto, son precisas concen--
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traciones de FMLP (cien veces mds), que las necesarias para
obtener una quimiotaxis adecuada. La morfologia de la curva
es similar a la de otras curvas de funcién de neutréfilos,
en las que concentraciones excesivas de estimulo, inhiben

la funcién celular.

2. FRACCION 5a del conplemento (C5a}: Como hemos  indicado,

la preparacién de complemento enpleada, es una purificacién
parcial de C5a’ y la concentracién por tanto, es sélo aproximada.

A una concentracién de 50 pgriml, la agregacién obtenida
es considerable (2229 + 22/ cmz/min/, pero es aun mayor cuando

se enplea C5a a 25 pgriml (2513 + 175 cmg/min), Figura 4.

3. LEUCOTRIENO BL: La agregacién originada por el LTB[‘,

es dptima a una concentracién de 10_8 M, con 2747 + 230 cm2/m1'n.,

9

aunque a 1 x 1077 todavia es capaz de producir agregacion.
La curva conpleta enmpleando diversas concentraciones se

representa en la Figura 5.

4. PEPSTATINA A: Los resultados han sido de 1295 + 434

et Imin. al enplear 1 x 107 M; 2153 + 162 cnf Imin.  con

6 .

1x 107 y 1340 + 614 e Imin con Pepstatina A,1 x 10~
Aunque es activa, ésta sustancia requiere concentraciones

mayores. Su margen de accién es nds estrecho que el de otros

péptidos. Figura 6.
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5. GLICINA-HISTIDINA-GLICINA: Al incubar las células

con 100 ugr/ml, se obtuvo una agregacion de 1463 + 300 cmg/mz'n;

con 200 pgriml, 2774 + 240 cmg/min, y por fin 1860 + 350 cmg/mz'n,
al,enplear una concentracién de 300 ugr/ml. Como puede observarse
en la Figura 7, esta sustancia fue capaz de originar una agrega-

cién considerable, siendo la concentracidén dptima de 200 ugr/ml.

La curva, en la que concentraciones excesivas Inhiben

la funcidn, es tambien tipica de los estimulos quimiotdcticos.

6. SEPTAPEPTIDO Y C.C.F.: Como se ha expuesto en la seccidn

Material y Métodos, el C.C.F. estd constituido por 14 aminod-
cidos. En el presente experimento, se han enpleado los 7 ultimos
aminodcidos, y se ha comparado su accidén con la de la molécula

de C.C.F. conpleta.

El Septapéptido originaba una agregacién de 2458 + 240
cm2/m1'n a una concentracién de 1 x 10_4 M, y de 2643 + 308
5

cmg/min con 5 x 10- M. Estos valores son superponibles a
los obtenidos enpleando la molécula conmpleta de C.C.F. a una
concentracién de 1 pgriml (2409 + 610 cm2/m1'n). De atuerdo
con estos experimentos por tanto, la capacidad agregante del

C.C.F. estaria en la unién de siete de sus aminodcidos. Fi-

grua 8.
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E. BLOQUEANTES DE LOS CANALES DEL CALCIO

Se han enpleado tres bloqueantes de los canales del Calcio:

Nifedipina, Verapamil y Trifluoperazina (ésta ultima nds enplea-

da como antidepresivo que como antianginoso). En el disefio

experimental, iniciamos el trabajo con otras drogas para conmpro-

bar si eran capaces de 1Inhibir la agregacién Inducida por

otras sustancias. Como control, reallzamos

experimentos en

los que se demuestra que los bloqueantes de los canales del

Calcio son capaces no s6lo de inhibir (como se expondrd nds

adelante/, sino de estimular la Agregacidn.

Obtuvimos los siguientes resultados:

1. Nifedipina:

1x 100 M . ..., 2942 + 305 cnf Imin
L 1074 M 2234 + 207 cf Imin
1x10° M. oun..... 1160 + 410 caf fmin

Concentracién dptima, 1 x 10~

2. Verapamil:

1x107%M . oo, 1200 + 170 cuf /min

1x 107 M oueinnnns, 1898 + 190 cnf /min

Concentracién dptima, 1 x 102 M. Figura 10.

3. Trifluoperazina:

1x 107 M .ol 1500 + 430
5x 107 M i, 1990 + 650
1x 102 M .ieunnn.., 1600 + 480

Concentracién dptima, 5 x 10—4 M. figura 11
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F'. DESACTIVACION CRUZADA

1. Para valorar si la activacién de la Agregacidén era
estimulo-especifica, se realizaron los experimentos representados
en la Tabla I. La preincubacién de las células con FMLP, inmpide
su activacién posterior al FMLP. Algo similar sucede cuando
la preincubacidn se realiza con Pepstatina y posteriormente
se aflade FMLP, ya que ambos péptidos comparten un mismo receptor
(o r’ecepfores muy proximos). En cambio, la preincubacidn de
las células con C5a no inpide la subsecuente agregacién al

FMLP (o a la inversa). No existe por tanto desactivacién cruzada.

En estos experimentos, la preincubacion de las células

con Sustancia P, no inpide la agregacidn inducida por el FMLP.

2. En la Tabla II se representan los resultados de la

desactivacion cruzada FMLP-Nifedipina y C5a—1\/1'fed1'p1'na.

La preincubacién de los neutréfilos con Nifedipina a
1 x 10_[“ M, origina una marcada desactivacidn (desactivacidn
cruzada) al estimular con FMLP. Esta desactivacion va desapare-
ciendo parcialmente cuando van descendiendo las concentraciones

de Nifedipina en la preincubaciidn.

Igualmente, tanto la preincubacién de las células con
FMLP como con C 27 las desactiva cuando son estimuladas con Nife-

dipina.
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G. INHIBIDORES DE LA AGREGACION

1. COLCHICINA:EFECTOS DEL TIEMPO. Como se expresa en

la Figura 12, la Colchicina es capaz de inhibir la agregacidn
de los neutréfilos inducida por FMLP, solamente si la preincuba-
cién es prolongada. Con cuatro minutos de preincubacién, la
inhibicidn es escasa. Son precisos 30 minutos (no se representan
los tiempos intermedios), para originar una inhibicidén en
la agregécién del 52 %, empleando una concentracién de Colchicina
de 1x 100 M. Con 1 x 10°% M, la inhibicién es del 60 % y

del 79 % cuando la concentracién es de 1 x 10_5 M.

2. ACIDO ACETILSALICILICO Y OTROS AINES:

a. Acido Acetilsalicilico: En la Tabla III se represen-

tan los resultados obtenidos al preincubar los neutréfilos

con la citada sustancia. Existe una Inhibicidén en la agregacion

a concentraciones de 1 x 10_5 M, aunque la mexima 1nhibicidn

2 M. No obstante, la liberacidon de LDH,

se obtiene a 1 x 10~
a esta concentracién era del 15 % (habitualmente la concentraciodn

dptima no deberia originar mds liberacidn de LDH que 5 %/.

b. Sulindac. Ibuprofen. Piroxican: Los resultados

se encuentran expresados en las Tablas IV,V y VI respectivamente.

Todos estos productos son capaces de originar inhibicién en
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la agregacidn, pero las concentraciones son bastante elevadas

(méxima inhibicién con 1 x 107°; a 1 x 10 M, la inhibicidn

prdcticamente desaparece).

c. Antiinflamatorios no esteroideos mds prostaglandinas

En estos experimentos se trata de evitar la 1nhibicién
producida por los antiinflamatorios no esteroideos, reponiendo
en el medio PGEI. Preincubando las células con Piroxican,
se conpraeba que existe una Inhibicién en la agregacidén, pero
la reconstruccién del medio con PGEI, no sélo no evita la

agregacion, sino que la potencia.labla VII.

d.Salazopirina: La preincubacién de los neutréfilos

con Salazopirina, origina una disminucién dosis-dependiente
de la agregacidn. Pero al preincubar los neutréfilos con Sulfa-
piridina o con 5,aminosalicc¢ilico (los dos conponentes de
la Salazopirina) se observa que la inhibicién es debida al

5, aminosalicilico. Tabla VIII.
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DESACTIVACION CRUZADA F.M.L.P.- PEPSTATINA- Cba

1L Estinulo

FMP 107 M
Pesptatina 10M
MP 107 M
c 5 25 ugr/ml

-5
BLP 107 M
FMP 107 M

Sustancia P

22 Estimulo

P 107 M
-5

FMP 10 " M

Pepstatina 10_5 M
-5

FMLP 10 " M

C5a 25 ugr/ml

C5a 50 ugr/ml

BMLP 107 M

Agregaci én

80 %

67 %

2k T

100 %

ilo%

7 %

I+

6 %

I+

8 %

I+

TABLA I: Neutrdéfilos preincubados durante cinco minutos con

el estimulo, lavados posteriormente. Tras afiadir

el segundo estimilo, se mide la Agregacion.
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DESACTIVACION CRUZADA FMLP-NIFEDIPINA; NIFEDIPINA- C5a

15% Estimul o)

Nifedipina 10”“M

Nifedipina 107 M

Nifedipina 10_6 M

Nifedipina 10~ M

Medio

5

P 100° M

PP 1 0—6 M

Medio

C5a 50 u/ml

TABLA II

22 Estimulo

AMLP 107M

FMLP 10™°M

-5

FMLP 10 M

FMLP 10~°M

FMLP 10™°M

4

Nifedipina 10 "M

4

Nifedipina 10 "M

Nifedipina 10~

Nifedipina 10”*M

~78~

Agregaciadn

cm/min

1080 + 500
1090 + 300
1229 + 110
2238 + 630
2990 + 410
1000 + 62

1550 + 110

223, + 160

1536+ 180



PREINCUBACION CON ACIDO ACETIL SALICILICO

Concentracion Estimulo Agregacidn
2,
cm /min
107 M AP 107'M 5200 + 320
1074 m AP 107'M 4100 + 130
107 M FMLP 1071 3500 + 310
1074 M AMLP 107 M 1600 + 230
Medio AMLP 1071 6250 + 490

TABLA III: Efectos de diversas concentraciones de dcido acetil-
salicilico en la agregacién de los neutréfilos origi_

nada por FMLP.
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PREINCUBACION CON SUL INDAC

Concentracian Estimulo Agregacidn
2,
cnt [min
Lox 1070 M aLP 107'M 7200 + 1000
1074 n BMLP 10°'M 3900 + 500
107 u AMLP 107 M 2500 + 250
Medio BLP 10°'M 7500 + 1000

TABLA 1V: Efectos de diversas concentraciones de Sulindac en la

agregacién de los neutréfilos originada por FMLP.
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PREINCUBACION CON IBUPROFEN

Concentracién Estimulo égregacién
2.
cm [min
107 u P 1078 7787 + 1020
107 M P 107 2547 + 430
Medio aLp 10~ 8631 + 1100

JABLA V: Efectos de diversas concentraciones de Ibuprofen en la

agregacién de los neutréfilos originada por FMLP:
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PREINCURACION CON PIROXICAN

Concentraciaon Estimilo égreg:acién
2, .
cmt /min
1073 u AP 107'M 5896 + 300
-2 -7
10 M EMLP 10 'M 2549 + 600
Medio FMLP 10~ "M 10200 + 2045

TABIA VI: FEfectos de diversas concentraciones de Piroxican en la

Agregacidn de los neutrdfilos originada por FMLP.
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PRE INCURACION ESTIMILO AGREGACION

2.
cm [min
Piroxican 107M AP 107'M 5896 + 800
Piroxican 10M
+

PGE,, (5aM) ALP 10°'M 1987 + 300
PGE | (5aM) FMLP 10™'M 10126 + 1150
Medio LR 10771 11851 + 2300

TABLA VII: La inhibicidén de la agregacidn originada por el

Piroxican no es revertida por la adicidn de PGEI.
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PREINCUBACION CON SULFASALAZINA Y SUS METABOLITOS

Concentracidn Estimulo Agregacidn
o Imin
Sulfasalazina 1o™M — FMLP 1077 M 7500 + 300
Sulfasalazina 10°M  FMLP 1077 M 6000 + 200
Sulfasalazina 5x107°M  FMLP 1077 M 3000 + 200
Sulfasalazina 107°M  FMLP 107 M 3200 + 150
Medio P 1077 M 7900 + 100
Sulfapiridina 1074 M PLP 1077 M 6800 + 300
5,aminosalicilico 10°M FMP 1077 M 1500 + 150

TABLA VIII: Efectos de Sulfasalazina y sus metabolitos en la

Agregacién de los neutréfilos originada por FMLP.
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CITO B

cm2/min

Hg/mi

Fig.1: Preincubacion de los neutré6filos con diversas
concentraciones de citocalasina B.
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RITMO

an /m

—e— artritis - ~+- normales

3 |
8 h. 14 h.

Fig.2: agregacion de los neutréfilos en individuos
normales y en pacientes con artritis reumatoides
en tres tomas a diversas horas del dia.

20 h.
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FMLP

cm2/m

0.5r

0 | | ] |
1078 10~/ 1078 107 107

Fig.3: Agregacién originada por concentraciones
crecientes de FMLP (molar).
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Cba

cm2/m

-

control Cba, 50 pg/ml

Fig.4: Induccion de la agregacién por una fraccién
del complemento parcialmente purificado (C5a).

Cba, 25 pg/ml
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LEUCOTRIENO B4

cm2/m

1.7 -

1 5 | i | |
1076 10~/ 5x1078 10”

Fig.5: Efecto de concentraciones decrecientes
de leucotrieno B4 (molar).
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PEPSTATINA

cm2/m

2.4

1.2

1 ] 1
1074 107 1076

Fig.6: Agregacion inducida por pepstatina
(molar).
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GLICINA-HISTIDINA-GLICINA

cm2/m

1 } ]
100 200 300
pg/ml

Fig.7: Agregacién obtenida con dosis
crecientes de glicina-histidina-glicina.
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SEPTAPEPTIDO-CCF

cm2/m

1
10

4 5x10

-5

Fig.8: Comparacion de la agregacion entre
septapeptido y CCF.

-92-




NIFEDIPINA

cm2/m
3.5

2.5

1.5 7

0.5

1073 1074 10~ 10~

Fig.9: Agregacién inducida por nifedipina (molar).
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VERAPAMIL

cm2/m

1.8

1.6

1.4

1.2 7

[
1074 107

Fig.10: Agregacién inducida por Verapamil (molar).
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TRIFLUOPERAZINA

cm2/m

2.4 -

2.2

1.8

1.6

1.4

1.2

1 I

1074 51074

Fig.11; Agregacién inducida por trifluoperacina
(molar).
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COLCHICINA

%

100 -

80

60

40 -

20 -

0
1 2 3

Fig.12: 1.Estimulacién con FMLP 10°¢
2.Preincubacidon durante 4 min. con colchicina 10"3
y estimulacién con FMLP 10~6
3.Preincubacién durante 30 min. con colchicina 10’3
y estimulaciéon con FMLP 106
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DISCUSION

A. Inportancia de la Agregacidn de neutréfilos en diversas

enfermedades

La capacidad de las células sanguineas para agregarse,
cuyo mejor ejenplo se encuentra en la respuesta de las plaque-
tas frente a la injuria vascular, se considera generalmente
beneficiosa (95). Sin embargo, cuando la agregacién se produce
de forma inapropiada, es decir, con independencia de la hemos-
tasia, se pueden provocar sindromes isquémicos (96). Por ejenplo,
la isquemia miocdrdica de la angina de Prinzmetal, quizd refleje

la agregacién de las plaquetas en las arterias coronarias

(97).
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Recientemente, se ha comprobado que los granulocitos,
al igual que las plaquetas pueden agregarse dentro de los
vasos, y que el fendmeno consiguiente de Ileucoembolizacién,
no sospechado con anterioridad, puede constituir la causa
subyacebte del dafio tisular en situaciones clinicas diversas
(98). La disfuncién pulmonar en los pacientes hemodializados
(99), la ceguera suibita con infarto retiniano después de traumas
o pancreatitis agudas (Sindrome de Purtscher) (100), el infarto
agudo de hu'ocar*dio (101), y el Sindrome de distress respiratorio

del adulto (102) son ejenmplos de este proceso.

Las causas y mecanismos que inducen y regulan la agregacion
de neutréfilos no estan bien aclaradas (103). Es probable
que el sistema del Conplemento del plasma, que proporciona
un mecanismo antimicrobiano beneficioso (104), pueda activarse
de forma cadtica en situaciones como la perfusién extracorpo-
réa (105), los traumas (106), las sepsis (107), o la pancreatitis
aguda (108). En estos casos, el conponente CSa quizds agregue
los leucocitos y cause leucoembolizacién (109). Ademds, las
sustancias oxigenadas tdéxicas que producen los granulocitos
activados por el C5a’ pueden dafiar a otras células y cuando
esto sucede en los pulmones quizd contribuya al sindrome de
distress respiratorio del adulto. Por tanto el empleo previa-
mente enpirico de los corticoides a grandes dosis en los esta-
dos de shock (110) y en el sindrome de distress respiratorio,

podria tener una base fisioldgica, puesto que las concentra-
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ciones muy altas de tales fdrmacos inhiben tanto la produccidn

de superdxido como la agregacién de los neutréfilos (111).

B. Ritmos

En el presente estudio no se han encontrado variaciones
circadianas en la agregacién de los neutréfilos. Como se ha
expresado en la introduccidn, se puede afirmar que es menor
el numero de pardmetros bioldgicos que no tienen variaciones
circadianas que los que tienen (112). Por otro lado, en nuestro
laboratorio hemos encontrado que la quimiotaxis y la produccidn
de superdxido si presentan variaciones a lo largo del dia
(113). La liberacién de enzimas Iisosémicos, al igual que
la agregacidén no experimentan variaciones (114). FEs posible
que efectivamente, algunas de las funciones de los neutrdéfilos
manifiesten variaciones a lo largo del dia y otras no lo hagan.
De hecho, en trabajos previos, hemos encontrado asi mismo,
que el nimero de receptores de superficie no se modifica (115).
No obstante, es posible que existan variaciones a lo largo
del dia, pero éstas no son mesurables con los métodos enpleados.
Para poder determinar tanto la liberacidon de enzimas como
la agregacidn, es preciso preincubar las células con Citocalasina
B (116). Esta sustancia es capaz de multiplicar la respuesta
de los neutréfilos, y de este modo es posible medirla (117).

Cabe la posibilidad por tanto, de que este multiplicador de
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la respuesta pueda abolir pequefias diferencias , es decir,
que la citocalasina homogeneice la respuesta. Sea como sea,

nosotros no hemos encontrado variaciones circadianas.

Adends de estudiar el ritmo circadiano en la agregacidn en
la agregacién de los neutréfilos en individuos normales, lo
hemos estudiado tambien en pacientes con Artritis Reumatoide. La
razén por la que hemos escogido esta enfermedad es porque
presenta grandes variaciones en la sintomatologia «clinica
a lo largo del dia (118). Estas variaciones se han atribuido
cldsicamente a factores mecdnicos (119). La rigidez matutina,
se dice, es consecuencia de la mayor distensidn sinovial debido
al menor '"bombeo' del Iliquido sinovial como consecuencia del
reposo. En trabajos previos hemos encontrado un incremento
en la quimiotaxis de los neutréfilos por la mafiana,y postulabamos
que las variaciones en la sintomatologia fueran debidas no
a manifestaciones mecdnicas, sino a verdaderas variaciones
en la inflamacidén (120). No hemos encontrado diferencias entre
la curva de agregacidn en los pacientes con A.R. y los indivi-
duos control. Tampoco la intensidad de la agregacién es mayor

en los pacientes.
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C. Inportancia del Calcio

El requerimiento de cationes divalentes para la adecuada
respuesta celular ha sido estudiada previamente (121). En
el presente trabajo se ha encontrado que el medio sin Calcio
y sin Magnesio, era poco adecuado para conseguir una correcta
agregacion. Pero ademds, los experimentos realizados con
diversas concentraciones de Ca y Mg, demuestran que es el
Calcio el catién fundamental para mantener la agregacion.
Esto hace considerar que la presencia de cationes divalentes e--
Jjerce un papel fundamental no sélo por variaciones electrostdtica
sino como por un auténtico acoplamiento del Calcio en los

mecnismos funcionales celulares (122).

En este sentido, es de interés y precisamente no se habila
comunicado, el hallazgo de que los bloqueantes de los canales
del calcio estimulan la agregacién celular, cuando al bloguear
la entrada del Ca, deberian de inhibirla. Es posible que estas
sustancias tengan otros efectos sobre la célula, ademds de

los ya conocidos sobre los canales del calcio.

D. Citocalasina B

Como ha sido descrito, el tratamiento con Citocalasina

B origina un marcado Incremento en la agregacién en todos

-102-



los estimulos empleados (123). El mecanismo para esta incremento
no estd aclarado, pero puede estar en relacidén con un aumento
en la expresién del receptor de superficie para los estimulos,
o un Iincremento en los flujos de calcio, o por otras funciones
dependientes de los microfilamentos. No obstante, es posible
que la preincubacién con Citocalasina B, haga desaparecer
diferencias en la morfologia de la agregacién de neutrdfilos,

segun cual sea el estimulo.

E. F.M.L.P. (formil-metionil-leucil-fenilalanina) (124).

En 1.975 Schiffman (125), demostré que los dipéptidos
formil-metionil poseian capacidad para estinular a los neutrdéfi-
los. Posteriormente, Showell conprobé que los tripéptidos

formilados eran mds activos que los dipéptidos (126).

Estos péptidos son quimiotdcticos para los neutréfilos,
macréfagos y monocitos. En cambio, no lo son para los linfocitos
maduros (127). Ademds originan liberacién de radicales tdxicos

y de enzimas (128).

En nuestro trabajo hemos encontrado que el FMLP es capaz
tambien de originar agregacidén. Por los experimentos de desac-

tivacidn cruzada, podemos afirmar que la agregacion es estimu-
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lo-especifica, lo que junto con los estudios previamente reali-
zados, aporta evidencia sobre la hipétesis de que el neutréfilo,
al menos para algunos estimilos, posee un receptor plurifun-
cional, que una vez estimulado, pone en marcha todas las fun-

ciones de esa célula (129).

F. PEPSTATINA (130)

Se ha demostrado que la Pepstatina A es capaz de inhibir
algunas proteasas, en concreto la pepsina, renina, catepsina
D en los macréfagos de conejo, y las proteinasas de algunos
hongos (131). De hecho, por las propiedades expuestas anterior-
mente, no deja de ser Interesasnte el que se hayan realizado
ensayos clinicos Pepstatina A tratando de prevenir el ulcus
péptico, con buenos resultados en los animales pero no en

el hombre.

No esta bien aclarado si su capacidad de inhibir las
proteasas juega algun papel en la activacién de los neutrdfi-
los (132). En favor de esta hipdtesis hay que considerar que
otros estimulos de los neutréfilos poseen tambien actividad
antiprotedsica. En contra iria el hecho de que la capacidad

de Inhibir a las proteasas y mids en concreto a Ia pepsina,
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se realiza a un pH entre 2 y 4, lejos de los pH fisioldgicos

con los que se ha trabajado en estos experimentos (133).

Por trabajos previos se sabe que la Pepstatina A conpite
probablemente por el mismo receptor o en estrecha proximidad
con el FMLP, a pesar de la diferente composicidén en aminodcidos
entre ambos péptidos (134). En este sentido los trabajos de
Freer y cols. han seflalado que nds inportante que la composi-
cién de los péptidos, son algunas caracteristicas estructurales
de los mismos, los que dan su capacidad estimuiladora (135).

En concreto, dentro del anplio grupo formil-metionil, los
mds activos estimuladores de los neutréfilos son aquellos
que poseen el radical N-formil, y grupos sulfuros contenidos
en las cadenas laterales de la metionina. La sustitucidén de
las aminodcidos isovalina y valina disminuye dicha capacidad
estimuladora. Esta puede ser la razén de por qué la Pesptatina
A, que tiene una conposicién de aminodcidos diferente que
el FMLP, pueda competir con él. La Pepstatina A es un pentapéptid
hidrofébico N- bloqueado que contiene dos moléculas de valina

(136).

Pepstatina A y FMLP presentan una desactivacién cruzada
casi conpleta en ambas direcciones, en la Agregacidn (137).
Esto no puede ser debido a la pérdida de viabilidad o agotamien-
to de los neutréfilos, ya que cuando éstos
tras ser incubados con Pepstatina, son nuevamente estimulados

con C5a’ son capaces de responder. Por tanto, parece que se

-105~



trata de una verdadera desactivacién y que Pepstatina y FMLP
conpiten entre si ni sélo por el binding, como demostraron
Showell y cols., sino tambien con las funcién (138). Estos
experimentos tomados en conjunto afiaden evidencia posterior
a la hipétesis de Becker de un receptor plurifuncional en

los neutréfilos, al menos en su activacidn (139).

G- Factores derivados de las fracciones del Conplemento (C5a_)_

Preewiny

En estudios previos, se pudo comprobar cémo, algunos conpo--
nentes del Complemento podian causar leucostasis intravascular
(140). Los neutréfilos expuestos al Conplemento activado,
mostraron cambios superficiales rdpidos y notables, incluyendo
distension de la membrana, desarrollo de pseuddpodos y extrusicn
de prolongaciones ameboides (141). Estas caracteristicas sugirie
ron que esos granulocitos podrian adherirse al endotelio con
nmds facilidad que las células no expuestas. Estudios con técnicas
nefelométricas, similares a las utilizadas para detectar Ia
agregacidén plaquetaria in vitro, han revelado que la adicidn
del Conplemento activado a los neutrdéfilos en un agregémetro,
causa una onda de transmisién luminica aumentada (142). Esta
agregacidn se ha producido con Complemento activado con Zymosan,

o por plasma activado con dializadores de celofdn. En estudios
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previos de nuestro laboratorio, se ha comprobado que el suero
activado con nylon de los oxigenadores empleados en circula-
cidn extracorporea, es capaz de activar el Conplemento dotandole

de capacidad agregante (143).

Posteriormente se comprobSé, que la sustancia agregante
del plasma, tenfa un peso molecular y una antigenicidad compati-

bles con‘el C5a (144).

En el presente trabajo hemos comprobado cémo la fraccién
CSa del Complemento, origina una marcada agregacién de los
neutrofilos. Este efecto agregante es expresién de la activacidn
celular a través de receptores de superficie y por lo tanto
estd sometido al fendmeno de desactivacién cruzada. Adends,
este fendmeno no ocurria cuando el suero afladido habia sido
calentado a 37° durante 30 minutos, antes de Incubar el suero

con Zymosan.

H. Modos de accidén de aspirina y antiinflamatorios no esteroideos

Generalmente se acepta que estos fdrmacos ejercen su
efecto antiinflamatorio inhibiendo la ciclooxigenasa de varias
células, bloqueando por tanto la Iliberacién extracelular de

prostaglandinas estables (145). Mientras que esta hipétesis
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puede explicar la reduccién que los antiinflamatorios no este-
roideos ejercen en la fiebre, dolor y edema, varios problemas
no estan aclarados. En primer lugar, los AINE y sus andlogos,
no sélo inhiben la activacién de la inflamacién in vitro,
sino que mejoran la artritis experimental y la nefritis inducida
por inmunoconplejos In vivo (146). Adends, el salicilato sddico,
la nds antigua de estas drogas, es un escaso inhibidor de
la ciclooxigenasa, pero es igual de potente que la aspirina
para mejorar las enfermedades reumdticas (147). En tercer
lugar, mientras que dosis bajas de aspirina y de otros antiin-
flamatorios inhiben Intensamente la sintesis de prostaglandinas
in vivo e In vitro, son necesarias dosis muy elevadas para
conseguir su efecto antiinflamatorio 1in vivo, sugiriendo la
posibilidad de que a dosis nds elevadas el efecto antiinflama-
torio se consigue no sélo por inhibicién de las prostaglandinas
(148). En recientes publicaciones se ha})fa comunicado que
los antiinflamatorios son capaces de Inhibir la activacion
de los neutrofilos. En el presente trabajo se comprueba que
estas drogas son capaces de inhibir la agregacién de un modo

dosis-dependiente.

La capacidad de los antiinflamatorios no esteroideos
para inhibir la agregacién, en respuesta al FMLP, demuestra
que los productos de la ciclooxigenasa se requieren para conse-
guir la activacion celular a niveles dptimos. Pero como tambien

se ha expuesto en la seccién de resultados, la resposicion
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con prostaglandinas de las células tratadas con antiinflamatorios
no esteroideos, no fue capaz de restablecer la agregacién.
Ademds, dado que la PGE1 inhibe la iInflamacidén, la adicidn
de la misma origina una mayor Inhibicién en la agregacidn

(149).

En resumen, el presente estudio indica que los antiinflama-
torios no esteroideos inhiben la agregacidn de los neutrdfilos,
y que ésta Inhibicién no estd mediada exclusivamente por la

inhibicidn de la sintesis de prostaglandinas.

Para obtener un efecto antiinflamatorio son precisas dosis
de AINE superiores a las necesarias para inhibir la Ciclooxigen--

-asa.

I. Sustancia P

La sustancia P es un potente vasodilatador y es capaz
de originar contraccién del misculo liso. Estimula la quimiotaxis
y la liberacién de enzimas, y puede inhibir la unidn del FMLP
a su receptor en los neutrdéfilos de conejo (150). Por su capaci-

dad para unirse al receptor del FMLP, 13gicamente puede modificar

-109-



algunas respuestas de los granulocitos a este péptido. En
este trabajo, en cambio, hemos observado que el FMLP origina
agregacion de neutrofilos aunque las células hayan sido previa-
mente Incubadas con sustancia P. Hay que tener en cuenta que
los trabajos referidos empleaban neutréfilos de rata (151). Las
diferencias funcionales de los neutréfilos en diversas especies
son bien conocidas (152), y nosotros hemos enpleado neutrdfilos
humanos. La Sustancia P por tanto, no Inhibe la capacidad

agregante de los mismos, ni es capaz de originar agregacion.

J. Leucotrieno Bl.(LTB.,)

El leucotrieno B, (153) es un producto del metabolismo
del Acido Araquiddénico por la via de la lipooxigenasa. Es
uno de los factores quimiotdcticos enddgenos nds activos.
Asi mismo, hemos podido conprobar que es un eficaz estimulo

para la agregacidn de los neutréfilos.
Dado que los niveles de LTB[‘ en el Iliquido sinovial de

la Artritis Reumatoide estdn nuy elevados, su inportancia

en la etiopatogenia de esta enfermedad es cada vez mayor (154).

-110~



K. Colchicina

El mecanismo de accidén de la Colchicina ha sido objeto
de miltiples debates (155). Inicialmente se pensé que su efecto
terapeudtico era debido a su capacidad de inhibir la quimiota-
xis de los neutréfilos. Los estudios preliminares que comunicaban
este efecto inhibidor no han sido posteriormente conprobados

(156).

En el presente estudio, la agregacidén de los neutréfilos
es Iinhibida por la Colchicina, pero necesita un largo periodo
de preincubacién. Por esta razén, creemos que el efecto benefi-
cioso de la Colchicina en las artropatias inducidas por crista-
les, no puede ser debido unicamente a su accién sobre los

neutrdéfilos.

L. Sulfasalazina

La Sulfasalzina es un conjugado del dcido 5,aminosali-
cilico, andlogo de los salicilatos, y Sulfapiridina, una sulfona-
mida, unidos por enlace azo. Aproximadamente, la cuarta parte

de la droga se absorbe, detectdndose en sangre periférica
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entre 1 y 2 horas después de la ingesta; una pequefia parte
se excreta por el rificn. El resto, se excreta por la bilis
sin experimentar ningun cambio, y junto con la sulfasalazina
no absorbida, alcanza el colon. Alli, por accidn de las bacterias
se desdobla en sulfapiridina, que se absorbe, y 5, aminosalici-

lico que no se absorbe (157).

En los ultimos afios se ha comprobado que para ser eficaz
en la colitis ulcerosa, la Sulfasalazina debe estar en contacto
con la pared del colon, y en concreto que el 5,aminosalicilico
es el metabolito eficaz tanto por via oral como por via rectal
(158). En la Artritis Reumatoide, por el contrario, parece que
los estudios clinicos demuestran que el metabolito activo

es la Sulfapiridina (159).

En el presente trabajo hemos encontrado que el efecto
de depresién sobre la agregacién de neutréfilos es debida

al 5,aminosalicilico y no a la Sulfapiridina.

Los neutrdéfilos son células centrales de la inflamacidn,
pero adends juegan tambien un Inportante papel en los estadios
iniciales de muchos procesos autoinmunes. La Sulfasalazina,
a través de su metabolito, 5,aminosalicilico, es capaz de
deprimir las funciones de los neutréfilos estudiadas, y es
posible que el efecto antiinflamatorio pueda ser el responsa-
ble de la buena respuesta de la colitis ulcerosa a esta droga

(160).
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Pero el mecanismo de accién descrito no puede justificar
su efecto terapelitico en los pacientes con Artritis Reumatoide,
ni en la Espondilitis Anquilosante (161). [Estas entidades
se‘benefician del tratamiento con antiinflamatorios, y se
podria postular que la molécula conpleta de Sulfasalazina,
al retener las acciones 1inhibidoras sobre los neutrdéfilos,
atribuibles al 5,aminosalicilico, fuera la responsable de
su eficacia terapeitica. Pero los niveles de Sulfasaiazina
en sangre periférica son muy bajos, y los estudios clinicos
denuestran que el metabolito responsable del efecto beneficioso
en la A.R. es la Sulfapiridina (162). Ademds, la Sulfasalazina
actia en los procesos reumatoldgicos como tratamiento de fondo,
no como antiinflamatorio de efecto inmediato. Creemos por
tanto, que en la A.R. y Espondilitis Anquilosante, la eficacia
terapeditica debe ser atribuida a su capacidad para inhibir

las células mononucleares, y no a su efecto antiinflamatorio.

M. Desactivacidn cruzada

La agregacién de los neutréfilos, como hemos expuesto,
es una propiedad precoz en su activacién. Por esta razon,

podria pensarse que la agregacién fuera un mecanismo inespeci-
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fico, no mediada por receptores de superficie. Es decir, cual-
quier alteracién del medio interno, seria capaz de originar

agregacion.

Por dicha razén, hemos realizado experimentos de desacti-
vacién cruzada, del mismo modo que se ha estudiado la presencia

de receptores especificos para otras funciones celulares (163).

El disefio experimental consiste en producir agregacién
de los neutréfilos con un estimulo, por ejemplo, FMLP. Posterior-
mente, a esas mismas células se les afiade el mismo estimulo
y se determina la agreegacién. En este caso, la segunda adicidn
de FMLP no deberia de originar agregacién. En cambio, si el
segundo estimulo es diferente al primero, por ejemplo Ca’
las células deberian ser capaces de ser estinuladas nuevamente,
es decir, si la agregacién estd mediada por un receptor espe-
cifico, un segundo estimulo, diferente al primero originaria
una onda de agregacidén. Pero si el mismo estinulo se afiade

dos veces, no debe existir agregacion la segunda vez.

En el presente trabajo, hemos encontrado que efectivamente,
la preincubacién con FMLP no inpide la posterior agregacion
de las células cuando el segundo estimulo es C 0 Y oen cambio,
sI se desactiva la célula, cuando el segundo estimulo conparte
receptor con el primero (caso de Pepstatina y FMLP). Aunque no

hemos estudiado receptores especificamente, estos experimentos
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de desactivacién cruzada permiten afirmar que la agregacién
es una respuesta de los neutrdfilos que responde a las mismas
leyes que el resto de las funciones, y debe por tanto ser
mediada por receptores. Pero ademis, permite conprobar que
la agregacién no es irreversible, al menos con los estimulos

enpleados.

N. C.C.F.

El factor quimiotdctico inducido por cristales (C.C.F.)
es una sustancia que ha mostrado tener especial Inportancia
en la génesis de los ataques agudos de gota. Su Inyeccion
intraarticular origina una artritis superponible a la gotosa.
Para que una sustancia sea capaz de atraer a los granulocitos
es preciso que pueda Incrementar su adherencia a las paredes
vasculares. Una vez 'pegado'’, podrd atravesarla y Illegar al
foco inflamatorio. Probablemente todas las sustancias quimio-
tdcticas son capaces de producir agregacién (aunque no a la
inversa). En estudios previos, se habia demostrado que el
C.C.F. era quimiotdctico y capaz de liberar superdxido (164).
Nos propusimos, por tanto, averiguar si podia producir agregacidn
Efectivamente, incluso a concentraciones no muy elevadas,
pudimos conprobar que Induce una agregacién superponible a

la de sustancias tan activas como el FMLP.
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El C.C.F. estd compuesto de 14 aminodcidos. Si esta sustanci
es el mediador fundamental en los ataques agudos de la artropatia
por cristales, seria Interesante conocer qué parte de este
péptido es activo. Para ello, fuimos probando diversas partes
del mismo, hasta obtener con siete aminodcidos, el mismo efecto
agregante que con toda la molécula. Creemos que este hallazgo
tiene especial inportancia por lo que a continuacidén exponemos:
Las células responden al C.C.F. mediante un receptor de super-
ficie (165). este receptor, al reconocer al C.C.F. (o a una
parte del mismo), pone en marcha los complejos fendmenos de
activacién celular. Pero el mimero de estimuilos con capacidad
para activar los neutréfilos es muy elevado. Es posible que
muchos de ellos actien a través de Ilos mismos receptores.
Por esto, el desarrollo de un anticuerpo monoclonal especifico
para los siete péptidos activos, puede servir no solamente
para abolir la respuesta al C.C.F., sino a otros estimulos

inflamatorios.
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CONCLUSIONES




M~
.

LOS NEUTROFILOS DE SANGRE PERIFERICA POSEEN LA CAPACIDAD
DE AGREGARSE. ESTE FENOMENO PUEDE MEDIRSE IN VITRO EMPLEANDO
APARATOS UTILIZADOS PARA CUANTIFICAR LA AGREGACION DE
LAS PLAQUETAS.

LA AGREGACION DE LOS NEUTROFILOS SE POTENCIA CUANDO SON
PREINCUBADOS CON CITOCALASINA B.

PARA CONSEGUIR UNA AGREGACION OPTIMA; SE REQUIERE LA
PRESENCIA DE CALCIO EN EL MEDIO. EL MAGNESIO EN CAMBIO,NO ES

NECESARIO.

LOS BLOQUEANTES DE LOS CANALES DEL CALCIO, VERAPAMIL,
NIFEDIPINA 'Y TRIFLUOPERAZINA, ESTIMULAN LA AGREGACION

DE LOS NEUTROFILOS.

NO EXISTE RITMO CIRCADIANO EN LA AGREGACION DE LOS NEUTRO-
FILOS DE LOS SUJETOS NORMALES NI EN LOS PACIENIES CON

ARTRITIS REUMATOIDE.

FMLP, C 2 PEPSTATINA, LEUCOIRIENO B L GLICINA-HISTIDINA-
-GLICINA, SON EXCELENTES SUSTANCIAS AGREGANTES:

LA SUSTANCIA P NO PRODUCE AGREGACION NI BLOQUEA EL EFECTO

AGREGANTE DEL FMLP.
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10.

11

12.

13

14.

LA AGREGACION ES ESTIMULO-ESPECIFICA Y SE PONE EN MARCHA

POR MEDIO DE RECEPTORES DE SUPERFICIE DE LOS NEUTROFILOS.

EL FACTOR QUIMIOTACTICO INDUCIDO POR CRISTALES (C.C.F.)
PRODUCE AGREGACION DE LOS NEUTROFILOS.

EL EFECTO AGREGANTE DEL C.C.F. ES DEBIDO A SIETE PEPTIDOS
DE LOS CATORCE QUE LO CONSTITUYEN.

. LOS ANTIINFLAMATORIOS NO ESTEROIDEOS (AINE), ACIDO ACETIL-

-SALICILICO, IBUPROFEN, SULINDAC Y PIROXICAN,INHIBEN LA A--
GREGACION DE LOS NEUTROFILOS.

LA INHIBICION DE LA AGREGACION INDUCIDA POR LOS AINE,
NO PUEDE ATRIBUIRSE EXCLUSIVAMENTE A SU EFECTO INHIBIDOR

DE LAS PROSTAGLANDINAS.

. LA COLCHICINA PRODUCE INHIBICION DE LA AGREGACION SOLAMENTE

SI LA PREINCUBACION ES LARGA (30 MINUTOS).

LA SULFASALAZINA INHIBE LA AGREGACION. ESTA INHIBICION

ES DEBIDA AL 5,AMINOSALICILICO Y NO A LA SULFAPIRIDINA.
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