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FAPEL DEL SISTEMA DEL COMPLEMENMTO PLASMATICO
EN LA AGREGACIAON DE POLIMORFOMNMUCLEARES,
IMPLICACIONES TERAF&£UTICAS



INTRODUCCION

Aunque originalmente el sistema del Complementao (O
plasmatico se concibiera como un conjunto de factores de
actividad principalmente 1litica sobre bacterias recu-
biertas previamente por anticuerpos (Ac), actualmente es
visto como un complejo con funciones amplias entre las
que se encuentran, ademds de la lisis de bacterias, la
opsonizacién y la modulacién de algunos aspectos de las
reacclones inflamatorias“i’.

La capacidad del C ©para provocar, directa o
indirectamente, cambios en la membrana celular que
determinen su ruptura es la base de la implicacidén del C
en la patogenia de varias entidades de origen inmuno-
légico. Las bases bioldégicas que producen la lisis de la
membrana bacteriana son las mismas que determinan la de
hematies y otras células por el suero de animales o
humanos inmunizados. De hecho, la lisis de eritrocitos
recubieftos de Ac es mas facll que la de las bacterias,
por lo que este método es el que ha sido habitualmente
utilizado para el estudio clinico del sistema del C.

| Los primeros trabajos sobre la forma de actuacién
del C<= 4> gugerian la 1idea del C como un factor
inespecifico cuya actividad estaba precedida necesaria-
mente por la unién del Ac con el antigeno (Ag> de 1la
superficie celular. BAasicamente, este concepto es clerto,
’pero ha existido un desarrollo del mismo. Si bien el
sistema del C puede ser activado por cualquier unién
especifica Ag-Ac, y no muestra ninguna especificidad an-
tigénica, la desaparicién, natural o inducida, de alguna
de las proteinas de su sistema conduce a la incapacidad
para destruir la membrana.

No es objeto de este trabajo realizar una prolija
descripcién de los componentes del sistema del C, baste

decir que es un complejo compuesto de glicoproteinas y de



TABLA 1

COMPONENTES DEL SISTEMA DEL COMPLEMENTO,
PESOS MDLECULARES Y CONCENTRACIAN SERICA

Nimero Peso Concentracién
Componente de cadenas Molecular en suero (pg/ml)
Via cldsica
Clgx 13 400 000 200
Cly 2 168 000 100
Cls 1 79 000 100
€2 1 117 000 30
C4 3 240 000 400
€3 2 180 000 1 200
5 2 185 000 75
(e 1 125 000 £0
¢7 1 120 000 60
(3 3 150 000 80
€9 1 79 000 150
Via alterna
Properdina 4 130 009 20
Factor B
de properdina 1 100 000 200
Factor D
de properdina ] 25 000 3
Inhibidores
¢ ] 90 000 180
€3 2 100 000 25
B1H ] 100 000 133
¢s ? ? ?

¥ £l €] circula como una moldcula compuesta por una de cada una de las tres

fracciones g, r, 5, que se mantienen unidas mediante enlaces dependientes de (a*®*,



TABLA II

ENZIMAS PROTEDLSTICAS DE LAS VEAS CLASICA Y
ALTERNATIVA DEL COMPLEMENTO

Via Composicién Sustrato natural

Via cldsica

¢l esterasa Cs €4y C2
(3 convertasa C4bZa c3
C5 convertasa c4bZa3b Cs

Via alterna

Factor D 1) Factor B
Convertasa de C3
dependiente de (3 BbC3 €3
Convertasa de C3
dependiente de C3b¥ C3bEb €3
C5 convertasa

14bil C3bBbC3b cs
estable C3bBbC3LP ")

XEnzima reguladora andloga a Cdbla,

Las letras mindsculas Indican fracciones de los componentes, las maydsculas,
componentes de 1 via alterna, y el superavado, fragmentos o componentes completos
enzimédticamente activos,



La activacién de la via clasica del C comienza con
la interaccién de una superficie cublerta por Ac, IgG o
IgM<«> con el primer componente del C, el Cl. El lugar
de unién de la Ig con el Cl, por su fraccién q, se
localiza en el fragmento Fc de aquella“””. En el caso de
la IgG se necesitan habitualmente dos moléculas de 1gG
adyacentes para unir el Cl<%”, Esta caracteristica parece
ser decisiva para la activacldén del sistema, y puede
explicar situaciones clinicas en las que, existiendo una
reaccién Ag—Ac sobre una membrana celular, no se produce
activacién del C, supuestamente por la dispersién de las
moléculas de IgG sobre la superficie<®®, Como hemos
visto, también es posible la interaccién del C con Ig
libres, pero ésta es sensiblemente menor '”.

La estructura del Cig, la fraccién del Cl que se une
a la lIg, es similar a la del colageno, y es degradado por
la colagenasa bacteriana<®°. Su unién al complejo Ag-Ac
se sigue del desarrollo de la actividad enzimAdtica del
Cler'«», 1llamhAndose Cl esterasa (o C18). La Cl esterasa
posee ahora la capacidad de escindir las moléculas de C4
y Ca2¢«'** en dos fragmentos. Ambos compuestos son
escindidos en sendos fragmentos de desigual tamafio. Los
fragmentos menores (Cda y C2b) son liberados al medio, y
los mayores (C4b y CZ2a) son los responsables de 1la
continuacién de la activacidén del resto de la “cascada".
Si la activacién tiene lugar sobre la membrana de una
célula, la fraccién C4b se adhlere a 1la superficie

celular. Una sola molécula de Cl esterasa puede escindir

muchas de C4, que van adhiriéndose a su vez a la
membrana. El proceso enzimatico es 1inhibido por el
inhibidor de la Cl esterasa“'®.'%®>,  En presencla de C4b

unido a la membrana, y mediante un proceso dependiente de
Mg=+, la Cl esterasa es capaz de escindir el C2¢'4>., La

fraccidén C2a se une al C4b, formando ambos un nuevo
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compuesto con actividad enzimAtica, la C3 convertasa,:
capaz a su vez, de escindir el C3¢'%” an C3a y C3b<'#”,
El fragmento menor, C3a, es liberado al medio, mientras
que el mayor se asocia al conjuntd C42 y a la membrana
celular mediante una unidén covalente de vida muy corta.
El conjunto C423 sobre la mnembrana celular tiene la
propiedad de escindir a su vez el C5 en CHa, pequefio
fragmento que se libera, y C5b, que interactta con la
membrana en lugar distinto, aunque préximo, al C423. El
lugar de unién del C5b tiene una vida bastante mas larga
que el del C3b, con 1lo que, ya que no es necesaria la
unién a la membrana para la activacién del C5, el C5b
puede permanecer por largo tiempo en el medio, incluso en
complejo con el C6, antes de unirse a la membrana®'®.'#®>,
El complejo C5b6 (el C6 y los restantes fragmentos de la
cadena del C, C7-9, no son escindldos) es capaz de
activar por si solo el resto del sistema y de provocar
asi la 1lisis de 1la membrana, incluso en células no
sensibilizadas por un Ac especifico, fenémeno conocido
como  "lisis reactiva"¢<'’, y del que se desconoce su
trascendencia clinica. Al C5b6 se une al C7, formando los
tres un complejo estable que interactia con el C8 y
Co¢=e», Una vez situados todos los componentes sucede un
proceso dependiente de temperatura“='® durante el que se
determina la aparicién de una solucidén de continuidad en

la membrana que provoca la lisis celular.

La via alterna de la activacién del C fue descu-—
bierta por Pillemer et al. en 1854¢'°®, al comprobar la
activacién del C3 mediante la interaccién de zymosan con
una proteina plasmatica que llamaron properdina, en
ausenclia de Ac y en presencia de otros factores, nomi-
nados Factores A y B de la properdina, que diferian entre

si por su termolabllidad y su sensibilidad a amoniaco e
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hidracina. Pronto se establecidé que la properdina jugaba
un papel importante en la inmunidad inespecifica contra
muchos agentes infeccilosos. Este concépto se negd
posteriormente con el descubrimiento de la IgM, sugirién-
dose que properdina e IgM eran una misma cosa, ya que, en
apariencia, la IgM mimetizaba todas las acciones de
aquella, y, ademwmas, fija sélo una pequefia cantidad dé las
fracciones 1, 4 y 2 del C y relativamente mayores del
. resto de las fracciones. El mismo grupo que describidé la
properdina disefi6 el método para su purificacién =%, con
lo que se establecieron definitivamente las diferencilas
de ésta con la IgM.

Posteriormente a esta primera descripcién, se
comprabd que el fragmento (Fab)'s de la IéG de conejo era
capaz de fijar el C, de la misma manera que se sabia 1lo
hacia el fragmento Fc<##°>, aunque sin conducir a una
completa pérdida de actividad plasmatica del C. A esto se
afiadieron el descubrimiento de 1las propledades de
distintos tipos de Ac del cobaya para activar todas o
s6lo las dltimas fracciones del C<#4°, la descripcién de

la capacidad de 1los lipopolisacéridos bacterianos de
‘fijar s6lo estas dltimas fracciones *%"”, aun en caso de
aganmaglobulinemia, de bloqueo inmunolégico del Cz<==-, g
de deficiencia selectiva del C4¢<#”°*, y la identificacién
como factores D y B de la properdina a los mediadores de
la activaciéon del C3 por el veneno de cobrac# @, =@,

Los mecanismos que conducen a la activacién de la
via alterna del C no estan del todo claros. En 1lineas
generales, el C3 plasmatico puede transformarse en C3b
por el proceso que hemos visto en la via clasica o
mediante la 1interaccién de un material estimulante
{(inmunocomplejos, zymosan, etc> con factor D, factor B,
properdina y C3 en la fase fluida. En presencia. del
factor D, el factor B puede unirse al C3b previamente
fijado a una superficie apropiada. El1 factor B es

escindido por el factor D en dos fragmentos, el Bb, que
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permanece unido al C3b, y el Ba, que se libera al medio.

En’ un proceso dependiente de Mg#*, el Bb modifica la
estructura del C3, conformando ambos el C3bBb, ()

convertasa de C3 dependiente de C3b, ‘también llamada, mas
brevemente, "enzima de amplificacién". E1 C3bBb puede
entonces dividir mis C3 que a su vez es capaz de
reproducir el proceso o, si su situacién fisica de
proximidad lo permite, formar una estructura con el C3bBb
capaz de fijar C5, 1llamada C5 convertasa, o C3bBbC3D.
Esta enzima es muy inestable, pero se transforma en
estable con la adicién de properdina, formando C3bBbC3bP.
La escisién del CB5 conduce a la activacién del resto de
la via“'?, Probablemente, estos dos efectos del C3b, el
comportamiento anadlogo al C4 de escindir mas C3 y la
propiedad de dividir el C5, dependan del lugar en que se
localice el C3b, mAas que de una pluripotencialidad del

compuestoc'”,

El sistema del C, ambas vias, poseen mecanismos de
autorregulacién diversos. El Cl activado sufre la accién
del inhibidor de la Cl esterasa“’'®”, enzima capaz ademas
de 1inhibir algunos factores de 1la coagulaciéon y la
calicreina, siendo una proteina marcadora de los pacien-—
tes con angloedema hereditario<’®:.

El inactivador del C3b es una enzima proteolitica
que actdia junto con otra proteina, la B1H, rompiendo la
molécula de C3b para formar un C3c, que se libera,
incapaz de unirse a sus receptores correspondientes en la
membrana, y C3c, que queda firmemente wunido a la
superficiec=e—@as La R1H acelera la velocidad de
degradacién de la C5 convertasa mediante el estableci-
miento de una competicién con el factor B por su lugar de

unidén con el C3beHm>,
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En presencia de la una proteina capaz de unirse al
C4, el inactivador del C3b es capaz de impedir que aquel
pueda escindir C3 para formar C3b<=#>,

La accién del C5b6 puede ser inhibida, en el cobaya,
por el inactivador del C6, que actiua sobre su lugar de
fijacionc=®7>,

Tanto el Clg como el C3a poseen inactivadores de

incierta funcién en humanos.

La mayoria de los conmponentes del sistema del C se
sintetizan ya en el +tejido fetal a las 12 semanas de
gestacién ®®>, En el momento del nacimiento los niveles
de CH50 <(cantidad de C que hay que afiadir a una
suspensién normalizada de eritrocitos para consegulr la
lisis del 5B50% de las células) y de 1los distintos
compuestos son menores que en el adulto, para igualarse a
los 5 afios.

Se ha demostrado que cultivos de macréfagos pueden
producir C2-5 y factor B, pero parece que el parénquima
hepatico es el lugar mAs importante de produccién de 1la
mayoria de los componentes. El halotipo del C3 de un
receptor de higado cambia a las pocas horas, transforman-
dose totalmente en el del donante<®®>, Por otra parte,
los niveles de C caen en circunstancias que implican una
reduccién de la capacidad sintetizadora del higado¢'”. No
obstante existen pruebas de que sintesis de C por el
intestino fetal de humanos y cobayas, por el colon humano
normal y por células del adenocarcinoma de colon,
indicando que podria ser producido por varios tipos de
epltelios en cultivo“'?. Al menos en el caso del C4,
parece que es posible que un componente del C en
particular pueda ser sintetizado como una proteina
precursora grande que sufra una escisidén posterior para

convertirse en un elemento de la estructura conocidac“<®?,
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El recambio plasmatico de C es bastante réapido,
aproximadamente el 2% del total plasmatico por hora, sin
que la activacién del sistema parezca justificarlo“'’. En
la enfermedades inflamatorias habitualmente se encuentran
elevados los niveles de C, a expensas sabre todo de un

aumento en la sintesis.

Como hemos visto antes, las acciones del C son mas
amplias que las que originalmente se le atribuyeron. El
Cl, al unirse al Ag-Ac estabiliza el complejo inmune®®’,

En ausencia de Ac el C1 puede unirse directamente a la

capside de wvirus RNA oncégenos de primates, inacti-
vandolaos 41>, Esta capacidad antivirica es exhibida
también por el C4b<<®>, el cual impide la adsorcién del

virus a la membrana del huésped.

El C3a se comporta como una anafilotoxina, dindu-
ciendo, de forma no citotéxica, la liberacién de
histamina por los mastocitos y baséfilos “*°. Aunque no
se ha relacionado nunca con procesos alérgicos comunes,
el C3a si podria jugar un papel, con el CHa, en los que
acompafian a las enfermedades autoinmunes. Por su parte,
el C3b es la opsonina termolabil mAs importante del
suero, pudiendo solubilizar e inactivar inmunocom—
plejos<?® -

El CSa es un potente agente quimiotéactico para PMN y
macréfagos, induciendo ademés aumento de la adhesividad
de los primeros, como veremos detenidamente mas adelante.
El C5b facilita la accién opsonizadora del C3b.

De todo ello se deduce que el sistema del C actua de
forma coordinada en respuesta frente a 1la infeccioén.
esta, aun en ausencia de Ac, provocaria la activacién de
la via alterna. Una vez que los Ac se hubiesen producido,
se activaria la via clésica. La activacién del sistema

completo determinaria la opsonizacién del germen la
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liberacién de histamina y la quimiotaxis de leucocitos
hacia el foco. N

El C3 se une de forma covalente a 1la membrana
mediante una enlace éster. Los restantes componentes lo
hacen a través de los lipidos de membrana. El complejo
posee actividad litica cuando se fija el C8, pero el CO
acelera esta actividad. La lisis se basa al parecer en la
propiedad del complejo final de introducir una estructura
hidréfoba con nicleo hidréfilo entre las dos capas

lipidicas de la membrana, permitiendo el paso de agua y

solutos desde el interior al exterior de la cé&lula“<<”,

El C posee una funcién en la sintesis de Ac. Los
animales perteneclientes a cepas con déficit de C4 respon-
den con bajos titulos de Ac ante la inyeccién IV de Ag, ¥y
no guardan memoria inmunolégicac<®.<#>, Este defecto es
corregido al administrarles sueros de animales normales.
Esto se cumple tanto para los Ag T-dependientes como para
los T-independientes. Los animales deficientes en C5 no
muestran esta caracteristica, lo que revela la importan-—
cia de los primeros componentes de la via cléasica del
sistema. El mecanismo que determina este hecho no es
conocido, pero debe implicar a defectos dependientes del
C en el proceso de cooperacidén celular. También hay que
resaltar que 1los genes que determinan la sintesis de
varios de los componentes del C se encuentran en la pro-
¥ximidad de los que controlan la respuesta inmune y que,
por otra parte, los productos de la activacién del C in-
ducen la liberaclién de linfoquinas por los linfocitos B,
wue Jjuegan un papel en la transformacién de los linfo-

citos y en la migracidén de los macréfagost«”4=2,
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Las técnicas de laboratorio clinico que se utilizan
para investigar el sistema del C son de dos tipos: la in-
munoprecipitacién y el ensayo de la ac%ividad de los
distintos componentes. La primera :ofrece ventajas de
realizacién y es bastante sensible, pero es una analisis
puramente cuantitativo que, ademAds, no distingue entre
proteinas completas y fragmentos de ellas. La segunda es
una técnica complicada pero mAs precisa. El estudio
habitual es el del CH50, que hemos definido mas arriba.
Es el mAs utilizado para investigar los errores de 1los
componentes de la via clasica, aunque existen ensayos
funcionales para cada uno de los componentes del sistema.
Las determinaciones de C* se usan como ayuda al
diagnéstico y al seguimiento de glomerulonefritis, enfer-
medades autoinmunes y en otras patologias determinadas.
Estas cifras son a menudo dificiles de valorar, porque,
en lineas generales, existe un exceso de cada componente
en relacién con la cantidad necesaria para producir su
efecto, por lo que la activacién del sistema con la
suficiente intensidad como para producir dafio celular
puede no disminuir las cifras de C por debajo de las
normales. Por otra parte, el C no difunde bien a traves
de las barreras fislolégicas, por lo que es frecuente
hallar, en cilertas patologias, un gradiente entre un
compartimento, p.e. sinovial, y suero.
lLa activacién de la via cléasica, como sucede cuando
existen complejos inmunes circulantes (p.e. en el lupus
eritematoso diseminado, LED), conduce a la disminucién de
todos los componentes del sistema mientras que se
mantienen las cifras de los factores B, D, y properdina.
En el caso de una activacién principal de la via
alterna, se encontrarédn disminuidos los componentes C3-9

y los factores B, D, y la properdina; como ocurre en las

* Hay que temer en cuenta que el nivel de C plasmdtico es la suma de la tasa de

sintesis, de degradacién y de utilizacién,
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glomerulonefritis membranoproliferativas y postestrepto-
coécicas. Por todo ello, es importante para el diagnéstico
de su causa, investigar el "patrén" de una hipocomple-
mentemia. Las disminuciones aisladaé de uno de los compo-—
nentes deben hacer pensar en deficiencias hereditarias.

Como hemos dicho anterilormente, no es el objeto de
este trabajo realizar una descripcién detallada del sis—
tema del C ni de su patologia en general, por lo que no
entraremos en detalles de las enfermedades y estados que
entrafian una activacién del C o wuna disminucién de
alguno/s de los componentes. No obstante, nombraremos los
mAs caracteristicos.

Determinan activacién del sistema del C enfermedades
de estirpe inmunoldégica, como la enfemedad del suero, el
LED, artritis reumatoide, vasculitis, anemias, neutrope-
nias, trombocitopenias, y linfocitopenias inmunes, y pén-
figo; patologia infecciosa, como en el shock endotéxico,
la neumonia neumocécica, malaria y dengue; hemoglobinuria
paroxistica nocturna; enfermedades dermatolégicas, como
prenfigoide bulloso, dermatitis herpetiforme y vasculitis
cutinea necrotizante; nefropatias, glomerulonefritis mem—
branosa y postestreptocécica, nefropatia del LED y de la
purpura de Schiénlein-Henoch; pancreatitis; procedimientos
terapéuticos que impliquen la utilizacién de materiales
plasticos, <(celofadn, nylén) de estructura polisacéarida
que deban mantener un contacto extenso con la sangre,
como en la hemndiadlisis, leucoforesis y circulacién
extracorpérea.

Se han descrito deficiencias hereditarias de todos
los componentes del C. Estas deficiencias se transmiten
de forma autosémica, dominante o recesiva. Las familias
heterozigoéticas presentan niveles de C del 50% de los
normales. Los genes responsables de la deficiencia de C2
y C4 en los humanos se encuentran dent#o del complejo
mayor de histocompatibilidad. Los del C3, C6 y C8& también

estan localizados dentro del cromosoma 6.

.
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La deficiencia de los primeros componentes del C se
asocia a enfermedades del tejido conectivo, como el LED;
la del C3, a infecciones y, las de los ultimos componen-—
tes, a una mayor susceptibilidad a infecciones por gono—
cocos y meningococos. El déficit mas comin de la via cla-
sica es el de C2, en su forma homocigdética (frecuencia
genética del 1%). El 40% de estos casos son normales y el
40% sufren SLE. Estos individuos no sufren infecciones
graves,

En algunos pacientes con hipoganmaglobulinemia IgG
se ha aprecliado una deficiencia concomitante de Clg. Al
parecer la alteracién radica en un aumento de la veloci-
dad de aclaramiento del Clg“®*<“”, Posiblemente, los bajos
niveles de IgG impiden una interaccién entre el Clg y la
IgG, difundiendo el primero réapidamente hacia el espacio
extravascular donde se degrada. De hecho, el defecto se
corrige con la administracién IV de IgG altamente purifi-
cada<®' ?,

La disfuncién del C5 es una enfermedad infantil y
recibe el nombre de sindrome de Leiner¢'’(dermatitis
seborreica, diarrea, infecciones, y retraso del creci-
miento>. El C5 de estos paclientes presenta clertas anoma-
lias funcionales. Al parecer, la causa estriba en un com—
puesto presente en la leche humana que muestra cilerta
semejanza con el CHe=muE»

Be han descrito ademds deficiencias de inhibidores
del sistema. El mAs frecuente es el que sucede en el
anglioedema  hereditario, causado por el déficit de
Clinh¢#®#>, Se transmite de forma autosémica dominante y,
en el 85% de los casos, se aprecia una proteina funcio-
nalmente normal pero en muy baja cantidad. En el resto,
le Clinh no es funcionante. Las crisis de edema parecen
mediadas por la activacién del C, 1lo que reduce adiun mas
las, por otra parte, reducidas cifras d’DCZ y C4 obser-

vadas en estos pacilentes.

v
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Se han identificado casos de deficiencia de

carboxipeptidasa B <(inactivadora del CBa y C3a) y del
inactivador del‘CB.

La capacidad de agregacién es una propiedad que, de
forma similar a las plaquetas, poseen los leucocitos, en
particular los PMN. Su significado biolégico no esta del
todo aclarado pero, ya que sé6lo se muestra cuando los PMN
son convenientemente estimulados, se le supone un efecto
beneficioso en la fagocitosis y en la destruccién de
elementos extrafios que eventualmente penetren en el
organismo. En las ultimas dos décadas ha tomado cilerta
importancia el estudio de esta propiedad de los PMN al
observarse que estas c¢élulas se agregan 1ntravascu-
larmente durante el curso de patologias en las que se
produce una masiva generacién de compuestos conocidos
como agentes quimiothdcticos con capacidad activadora de
ciertas funciones de 1los PMN, surgiendo wuna fuerte

sospecha de que dicha agregacién posee un papel

patogénico en el desarrollo de las alteraciones
fisiopatoléogicas de estas enfermedades. En lineas
generales, esta hipotesis, que desarrollaremos mas

detenidamente en esta misma seccién, viene a consistir en
lo siguiente: en ciertos estados patolégicos existe una
generacion importante de compuestos biolégicos, distintos
en principio a los conocidos factores de la coagulacién y
a los que median 1la agregacién plaquetaria, que soOn
capaces de inducir una mayor adhesividad de los PMN; como
consecuencia de su accién éstos se agregan entre si,
formando conglomerados que quedan secuestrados en los
lechos capilares vasculares y que, una vez alli, tendrian
dos efectos: uno 1local, derivado de 1la produccién de
radicales oxigenados y de la liberacién de sustancias

téxicas, y otro Taguas abajo", producido por el
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taponamiento del lecho capilar que ocupan los agregados.
Este puede ser el mecanismo subyacente en circunstancias
clinicas de etlologias dispares en 1las que se ha
demostrado leucoembolizacién y generacién concomitante de
factores proagregantes; tales como el shock septico por
gramnegativos, la disfuncién pulmonar que sucede algunas
veces tras la hemodidlisls, la circulacién extracorpdrea
y la leucoforesis, el sindrome de Purtscher, el infarto
de miocardio y, sobre todo, el SDRA (Sindrome de Distrés
Respiratorio del Adultao).

Desde 1968 se conoce la leucopenia que sucede en los
primeros instantes del tratamiento por hemodialisisc®<?,
siendo también admitido que en +todos los pacientes
sometidos a este procedimiento se desarrolla un cuadro de
disfuncién pulmonar consistente en disminucién de la PaO=x
y aumento de 1la presién arterial pulmonar de severidad
variable“®#>, En un principio se creyé que la leucopenia
se originaba por un secuestro transitorio de 1los
leucocitos en el serpentin de celofén, pero estudios pos-
teriores demostraron que se debia a un factor generado
por el plasma del paciente al ponerse en contacto con el
mismo celoféan, ya que el plasma de animales de
experimentacién, incubado con este material y reinfundido
de forma autdéloga determiné una leucopenia similar, que
estaba determinada por la agregacién de los PMN y su
posterior secuestro en el Arbol capilar pulmonar<#®<?,
Otros trabajos dejaron claro que este factor que
provocaba la agregacién de los PMN era la fraccién 5a del
Complemento Yy que estas células eran las causantes
de la disfuncién pulmonar que se aprecia durante el

tratamiento®®%. %7, %a>  Fostos mismos autores desarrollaron
la hipétesis de que era el CSa el causante de la
agregacion de los PMN y del cuadro pulmonar que aparecia
en los ©pacientes hemodializados, pero ademas seria
también la causa de los cuadros similares que surgen en

individuos sometidos a leucoforesis<®®? @p a circulacién
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extracorpérea mediante oxigenador<®<.<i:>, Al parecer, la
estructura polisacéarida del celofan, y del nylén del
oxigenador y del filtro de leucoforesis, es la causante
de la activacién de la cascada del 'C por su via alterna.
De hecho, la modificacién de esta estructura altera la
capacidad generadora de CS5a del material del diali-
zador s,

Existen otras patologias en las que se ha demostrado
una generacién masiva de CHa y neutropenia con formacién
de leucoémbolos en el pulmén y alteracién cardiorres-
piratoria. Una de las mas caracteristicas es la
pancreatitis<®®?>, En esta enfermedad efectivamente ocurre
formacién de CBa pero, ademids, estd demostrada in vitro
la capacidad que posee la tripsina para escindir el C y
formar CBa¢%<.®%>,  Por todo ello, se pilensa que las
proteasas liberadas durante la pancreatitis pueden
provocar la sintesis intravascular de C5a y la formacién
de agregados de PMN (efecto no impedido por inhibidores
de las proteasas como la aprotinina““#?), De hecho, en
esta patologia se desarrollan cuadros que pueden ser
atribuidos al enclavamiento de estos agregados en lechos
capilares. Por una parte, la pancreatitis es una causa
habitual de SDRA, en el que nos detendremos mAs adelante.
Por otra, en el marco de esta enfermedad aparece,
infrecuentemente, un sindrome caracterizado por ceguera
repentina y edema y hemorragia en la retina posterior,
conocido como sindrome de Purtscher (descrito
inicialmente en traumatizados graves) que se considera
producto de microinfartos provocados por: émbolos que
comprometen la normal circulacién retiniana«®?”.=@>,  H]
hechao de que este cuadro se presente en patologias en las
que se ha demostrado generacién de CHa y agregacion de
PMN in vivo o in vitro‘%®.79> asgtd de acuerdo con la
hipétesis de que es el Cba el responsable de la

agregacién de los PMN.
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El SDRA es un sindrome pulmonar de evolucion muy
grave que obedece a una amplia variedad etioldégica“”’'”>
entre las cuales las principales son: traumatismos
severos, quemaduras extensas, sepéis por gramnegativos,
reacciones adversas a farmacos, aspiracién de &cido
gastrico, inhalacién de gases y pancreatitis. En la mayor
parte de estas causas se ha demostrado como hemos visto
la formacién concomitante de CSa®®#.sw, 7o, 7a 782  de tal
forma que la investigacién de los niveles séricos de este
compuesto puede aportar datos que ayuden a dirimir el
pronéstico¢”®», Por otra parte, en las primeras fases de
esta entidad se ha comprobado el éstasis de PMN en los
capilares pulmonares‘”#*, En varios estudios experi-
mentales se ha demostrado que 1la infusién de plasma
autélogo rico en Cbhba, mediante incubacidén con Zymosan O
celofadn del usado en hemodialisis, a un animal de
experimentacién, puede reproducir en éste la mayor parte
de las constantes fisiopatolégicas del sindrome: hiper-
tensién pulmonar, hipoxemia y edema, ademas de agregacion
intravascular de los PMN y su ulterior secuestro en el
adrbol vascular pulmonar, hechos que no se aprecliaron
cuando los animales fueron sometidos a neutropenia
mediante antimitéticos #%?, Similares resultados han sido
comunicados por autores que usaron cepas de ratones
deficientes en C5 en los que se indujo un shock séptico y
que no mostraron alteraciones de gases en sangre propias
del SDRA, mieptras que si lo hicieron ratones de cepas
normales®”<°”, En estudios in vitro en los que se
utilizaron técnicas de agregometria similares a las que
se usan en el estudio de la agregacién plaquetaria se ha
demostrado que el plasma de individuos con deficiencia de
la fraccioén 5 del C, incubado con Zymoséan, es incapaz de
inducir agregacién de los PMN, cosa que si ocurre cuando
el plasma proviene de individuos normales¢®®>, El
contacto con C5a induce en los PMN la formacién de su-—

perdéxido (Ox¥) y de perdxido de hidrégeno (HzxOx) y 1la
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adhesién a células endoteliares en cultivo<”%?, con la
consiguiente destruccién de éstas, hecho importante en la
fisiopatologia del SDRA, pero que también explicaria la
fibrosis y calcinosis pulmonares que se ven en paciente
dializados durante largo tiempo“”7".

Hay otro tipo de patologia en las que se sospecha la
implicacién del sistema del C plasmitico. Existen
trabajos que demuestran que tanto el colesterol como el
material 1lipidico proveniente de 1los ateromas pueden
activar la formacién de CBa<?%>, Por otra parte, se han
descrito pacientes con aterosclerosis ulcerada grave en
los que se aprecié una intensa elevacién plasmatica del
Ca<”%>, Es facll pensar que esta activacién local del C
induciria a los PMN a agregarse en el territorio distal
de la lesién. Este ha sido un mecanismo invocado como de
importancia patogénica en el infarto de miocardio. De
hecho, la utilizacién de farmacos capaces de disminuir la
capacidad agregante de los PMN, metilprednisolona e
ibuprofén, ha permitido la reduccién de la zona afectada
en infartos experimentales‘®<?,

El efecto de los corticosteroides en el "pulmén de
shock" o SDRA aporta pruebas adicioﬁales a la hipétesis
patogénica de la agregacién de los PMN dependiente de
C5a. Los corticosteroides se han utilizado desde un
principio en esta patologia de una forma empirica, pero
su beneficio en las primeras fases del SDRA parece
admitido “®'>, No obstante, algunos trabajos aportan una
base racional para su utilizacién. Cuando alguno de estos
compuestos se halla diluido en el plasma, antes de que
éste se incube con celofédn, se impide la generacién de
Cha+®#>, De forma anadloga, el +tratamiento previo con
corticosteroides de un animal de experimentacién impide
la agregacién de los PMN dependiente del Factor de Veneno
de Cobra (compuesto capaz de activar el C in vivo)<7=>,
Por otra parte, algunos corticosteroides inhiben in vivo

e Iin vitro la agregacién de los PMN inducida por el CSa
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aun cuando éste ya esté presente‘®®?, Todas estas
acciones se llevan a cabo con dosis muy_altas de estos
compuestos.

Todo lo anteriormente expuesto apunta hacia la idea
de que el CHa es el respohsable de la agregacién intra-
vascular de los PMN en las patologias en que ésta se ha
comprobado, y que la agregacién de éstas células es un
factor importante en la patogenia de dichas enfermedades.
No obstante, hay indicios que hacen pensar que existen
uno o varios factores mas, implicados en el desarrollo de
la agregacién.

En estudios experimentales en los que se infundieron
neumococos no viables en perros se aprecié activaciédn del
C, leucostasis intrapulmonar y alteraciones hemodinémicas
(aumento de las resistencias vasculares pulmonares y
sistémicas, disminucién del gasto cardiaco) algunas de
ellas comparables a las que se producen en el SDRA por
shock endotéxico“®ar, En este mismo trabajo puede
apreciarse que la utilizacién de animales deficientes en
C3 o la infusién de plasmas tratados con EDTA, antes de
ser incubados con los neumococos, para hacer imposible la
generacidédn de CBa, inhibia las alteraciones hemodina-
micas, pero no la leucostasis, por lo que sus autores
concluyen que el sistema del C es esencial para el
desarrollo del cuadro cardiovascular téxico provocado por
los neumococos, pero no para desarrollar la agregacioén de
los PMN, y que estos gérmenes inducian la generaciéon de
un factor, distinto del C, que determina esta agregacioéon.

Existen varios compuestos biolégilcos, distintos'del
C, capaces de provocar la agregacién de los PMN. Estos
compuestos pertenecen principalmente- al grupo de
metabolitos de la cascada del &cido araquidénico, cuya
activacién estd comprobada en la patogenia del SDRAC#®?,
Un metabolito estrechamente relacionado con este sistema,
y de relativamente reciente descripcidén, es el Factor

Activador de las Plaquetas (FAP,l-alquil,2-acetil,sn,gli-
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cero-3—-fosfatidilcolina?, que se forma, como el Acido
araquidénico, por la accién de la enzima fosfolipasa A=
sobre los fosfolipidos de la membrana celular y cuyo
origen se describidé iniclalmente en los baséfilos del
conejo sensibilizados a la IgEc®&@&Es,

Al parecer el FAP es un mediador potente de las
reacciones de anafilaxia provocando aumentoc de la
vasopermeabilidad<®®*», agregacién y degranulacién de las
plaquetas<®®~®1 > contraccién del misculo liso bron-
quial“®%> con aumento de las resistencias aéreas ¥y
disminucién de la distensibilidad<#®#%*, vasoconstriccidn e
hipertensién pulmonar«#®<~, hipotensién sistémica con
disminucién del gasto cardiaco y del flujo renal¢#®#°, y
agregacién de PMN<®«.w¥> R] FAP es un mediador impor-
tante en la agrgacidén de los PMN dependiente de IC<®#>,
generandose In vivo durante la administracién de inmunoa-
gregados a animales de experimentacién<®®.®%>_ Todo ello
hace valorar al FAP como un factor implicado en las reac-
ciones de anafilaxia. Ademas, por sus efectos sobre la
agregacion de PMN, unidos a la demostracién de que este
compuesto se produce concomitantemente durante la neutro-
penia provocada por el Cha“®#>, y por el paralelismo que
existe entre gran parte de las acciones del CBa y del
FAP, se ha sugerido por algunos autores que este aGltimo
es el efector comin que determina la agregacién de los
PMN, dependiente tanto de IC como de CHBa<“'®®»,

Por otra parte, existen algunos hechos que apoyan
indirectamente esta hipétesis. Nos referimos a 1la
descripcién hecha por Flower y Blackwell<'®'®, y compro-
bada por otrosc'®#>, de un inhibidor de la fosfolipasa
Az, de naturaleza protéica y de peso molecular entre
«55.000 y 15.000 (segun la especie animal en la que se

produzca’, cuya sintesis es inducida por los corticoste-
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roides*. &sto, que podria explicar, si tomamos al FAP
como factor intermediario, la accién antiagregante que
ejercen los corticosteroides frente al CHSa in vivoy a la
que hemos hecho mencién mAs arriba. "Es decir, el Cba no
es un agente que provoque la agregacién de los PMN por si
mismo, sino que induce la formacién de FAP, que si 1lo
hace. Tomando estos hechos en consideracién, podriamos
aventurar que los corticosteroides impedirian la
agregacién a través de la sintesis de un inhibidor de la
formacién del FAP., En contra de ésto debemos decir que
estaria la accién demostrada de los corticosteroides de
impedir 1la activacién del C a la que nos hemos referido
ya,

Todo 1lo anteriormente expuesto nos ha 1llevado a
investigar la existencia de fuertes relaciones entre el
sistema del complemento plasmatico y el del Acido araqui-
dénico—-FAP.

* La existencia de este inhibidor ha sido comprobada, al igual que sus acciones
teratégenas sobre el ratén, Al parecer, los corticosteroides median su propia
actividad teratégena a través de esta sustancia, pudiendo ser revertida mediante

dcido araquidénice,



PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

De 1los datos expuestos en 15 secclén precedente
podemos extraer el concepto general de que existen
algunas entidades patolégicas en las que un factor
patogénico importante es la agregacién de los leucocitos
PMN. Esta agregacién puede tener efectos diferentes
dependiendao del territorio vascular en el que principal-
mente queden enclavados los conglomerados de estos
leucocitos. En el cuadro conocido como SDRA, generalmente
producido durante el shock endotéxico, los aglomerados de
PMN ocupan el lecho capilar pulmonar, provocando signos y
sintomas respiratorios de pronéstico muy grave. En otras
entidades los efectos producidos por el enclavamiento de
los agregados de PMN son 1locales, como sucede en el
infarto agudo de miocardio y el sindrome de Purtscher.

Al parecer, en estas patologias y en otras circuns-—
tancias en las que la sangre entra en contacto con mate-
riales de naturaleza polisacarida, como en la hemodia-
lisis o 1la circulacién extracorpérea, se produce la
generacién de un factor plasmAtico responsable de la
agregacién de los PMN. El fraccionamiento del plasma y
estudios experimentales in vivo e in vitro han permitido
identificar este factor como el C, concretamente su
fraccién Ba.

No obstante, hay indicios que apuntan hacia la
posibilidad de que no sea s6lo el CHa el causante de la
agregacién de los PMN o, al menos, de que no sea el
mediador directo de ella. En primer lugar, la infusién
masiva de gérmenes grampositivos mno viables provoca
agregacién de PMN no dependiente del C5a. En segundo,
estd demostrada la participacién de los productos de la
activacién de 1la via del Acido araquiddénico en el
sindrome de SDRA. Algunos de estos productos, como el

leucotrieno Ba, son potentes agregantes de los PMN. Por
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otra parte, compuestos relacionados con este Gltimo
sistema, como es el FAP, se generan ooncqmitantemente en
circunstancias en las que ocurre una produccién masiva de
Cba, pudiendo, adenmas, mimetizar 'gran parte de 1los
efectos de este Gltimo, incluida la agregacién de los
PMN, hasta tal punto que algunos autores han postulado
qQue es el FAP el factor intermedio que permite la
agregaclion de PMN dependiente de C5a y de IC. En tercer
lugar, hay wuna prueba indirecta que apoya esta Gltima
hipétesis, y que se basa en la accldén de los corticoste-
roides. Estas drogas se han usado de forma empirica en el
SDRA, pero la demostracién de que alguna de ellas era
capaz de impedir la agregacién de los PMN tanto in vivo
como in vitro mediante una accién anti-complemento aportéd
una base racional para su uso. Pero existe otro punto de
vista que explica la accidén de los corticosteroides. &sta
valora el hecho de que estas drogas inducen la sintesis
de un inhibidor de la fosfolipasa Az, enzima necesaria
para la sintesis de Acido araquidénico y de FAP.

Por todo ello, hay base para pensar que existe una
estrecha relacién entre la activacién del CSa y la de al-
gunos de los derivados del paso bioquimico catalizado por
la fosfolipasa Az, concretamente, el FAP. Para evidenciar
esta relacién seria Gtil comprobar si 1la inhibicién
especifica de 1la enzima con quinacrina y la adminis-
tracién de compuestos inhibidores del FAP, como el L-
652.731, reducen, total o parcialmente, la agregaclén de
los PMN dependiente del C5a. Es esto lo que nos hemos
propuesto investigar en este trabajo. Por otra parte,
hemos realizado una aproximacién al conocimiento de 1la
accion antiagregante de los corticosteroides para esta—
blecer si ésta se realiza exclusivamente a través de una
actividad anti-Cba o anti-fosfolipasa Az, para lo cual
hemos investigado la modificacién que estos compuestos,

en concreto, el succinato sédico de 6-metil-prednisolona,
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provoca en la agregacién de los PMN cuando se estimulan

con Cha, IC, y FAP in vivo y con FMLP in Vjtro.
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MATERIAL Y METODO

PREPARACION DE LOS PLASMAS

Mediante puncién de la arteria central de la oreja
se obtuvieron 10 ml de sangre de conejos albinos de Nueva
Zelanda utilizando como anticoagulante 1 U/ml de heparina
sin preservativo. La sangre se centrifugé a 4 grados C, y
el plasma que se obtuvo se diluyé al 20% con solucién
salina fisiolégica estéril.

El sistema del Complemento plasmatico de los plasmas
diluidos se activé por incubacién con 0,5 mg/ml de
Zymosan, un derivado de la pared del 5. serevisiae con
capacidad activadora del Complemento plasmiético a través
de la via alternativa, durante 30 minutos a 37 grados C.
Tras esto, los plasmas fueron centrifugados a 4 grados C.
El plasma activado con Zymosadn (PAZ) asi obtenido se
mantuvo a -20 grados C hasta su utilizacién durante un
periodo no superior a 24 horas. La dilucién del 20%
demostré provocar los mismos efectos neutropénicos que el
plasma sin diluir; diluciones mayores determinaron una
menor neutropenia.

Para estudiar los efectos de los corticosteroides
sobre la generaciéon de factores agregantes se incubaron
dos grupos de muestras de plasmas diluidos con 6 y 12
mg/ml respectivamente de Succinato sédico de 6-metil-
prednisolona, antes de 1la activacién con el Zymosan,
durante 30 minutas a 37 grados C (PCZ). Otro grupo de
plasmas fueron incubados con 12 mg/ml del mismo compuesto

después de ser activados caon el Zymosan (PAZ+C).

Se obtuvieron IC de anticuerpos anti-albimina humana

(HSA) de conejo y HSA (fraccién V).

Durante 5 semanas se sometié al conejo al siguiente

protocolo de inmunizacién:
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12 semana: inyeccién subcuténea de 1 ml de solucién de HSA al
2% en SSF + 1 ml de CCF.
22 a 42 semanas: inyeccién subcuténea de 1 ml de HSA al 1% + 1

ml de CCF.

52 semana: inyeccién subcutéanea de 3 ml de HSA al 0,3 %.

Tras esperar una semana se sangra y se obtiene suero

que posteriormente se trata como sigue:

A 750 pl de suero de conejo inmunizado se afiaden 300 pl de HSA
al 0,1% en Buffer Fosfato Salino (PBS) a pH 8 y 6,450 ml de PBS
(pH 8>,

Se incuba la mezcla a 37 grados C durante 1 hora vy,
posteriormente, a 4 grados C durante 24 horas.

Se centrifuga y se lava dos veces el precipitado con PBS pH 8.

Se obtiene asi una suspensién de IC que contiene 40
pg/ml de HSA y 165 pg/ml de I1gG,
La suspensién se mantuvo a -20 grados C dividida en

alicuotas hasta su utilizacién.,
ESTUDIOS DE AGREGACION DE PMN IN VIVQ

Perfusion de PAZ, PCZ, y PAZ+C

Los estudios de agregacién de PMN con PAZ, PCZ y
PAZ+C se realizaron adminsitrando a ejemplares adultos
jovenes, entre 2,5 y 3 kg de peso, de conejos albinos de
Nueva Zelanda de plasmas autélogos tratados de la forma
arriba indicada. Los animales fueron anestesiados
mediante la inyeccién IV de 0,5 ml/kg de una solucién que
contenia 2,% mg/ml de draperidol y 0,05 mg/ml de citrato
de fentanilo. Los plasmas fueron perfundidos a través de
la vena safena a una velocidad de 1 ml/min durante 10
minutos. En el transcurso de la perfusidén se obtuvieron

muestras de sangre, por puncién de la vena marginal de la
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oreja, a tiempos determinados. Se obtuvieron muestras
adicionales de sangre a los 5 y a los 15 minutos de
terminar la inyeccién de los plasmas. Las muestras (20
H1) se trataron en fresco con 100 ul- de liquido de Tirk y
se tifieron con 80 ul de Azul de Toluidina al 1%. Las
muestras asi tratadas sirvieron para determinar en ellas
las cifras de PMN y leucocitos totales mediante recuento
microscépico en una camara de Thoma.

En este apartado se hicieron tres grupos de cinco
animales cada uno a los que se administré respectivamente
PAZ, PCZ y PAZ+C.

La cifra de PMN se expresdé como un porcentaje de la

cifra basal antes de realizar la perfusién.

Perfusic jo FAP

A un grupo de 5 conejos de las mismas
caracteristicas se les administré una doslis de 75 ng/kg
de FAP sintético (B-acetil-y-0O-hexadecil, L-oa-fosfatidil-
colina) diluidos en 1 ml de solucidén salina fisiolégica
estéril con un 0,25% de albumina baovina.

La perfusién del FAP se realizé por via intraaértica
mediante un catéter (Cavafix® MT 134) introducido a
traves de la arteria femoral. La inyeccién se hizo en
forma de bolo durante 15 seg y la sangre (1 ml) se abtuvo
a tiempos determinados +tras ella mediante el mismo
catéter, usando citrato sédico al 3,2% como
anticoagulante. Veinte pl de cada muestra se trataron de
la misma forma arriba descrita.

La dosis fde FAP utilizada por nosotros fue la
minima dosis que producia una agregacién méaxima. Dosis
levemente menores provocaron una reduccién sensible de la

agregaclén de los PMN.

Perfusién de IC
A un grupo de conejos similar en nimero y caracte-

risticas se les administraron a través de la vena safena
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10 ml de una suspensién de IC que contenia 8 ug/ml de
HSA y 33 pg/ml de IgG en PBS pH 8, a una velocidad de 1
ml/min. A tiempos determinados durante y después de la
infusién se obtuvieron muestras de 20 Ml de sangre que se
trataron de la forma descrita con anterioridad.

Con esta dosis se obtuvo una curva de agregacion
préxima a la mAxima posible con suspensiones de contenido
mas alto de IC. Concentraciones menores de IC produjeron
curvas de agregacién de morfologia menos constante y que

reflejaban agregacién de menor intensidad.

Cinco conejos fueron tratados con Succinato sédico
de 6-metilprednisolona (SSMP)en dosis de 100 6 250 mg/kg
en forma de bolo IV 5 minutos antes de comenzar la
infusién de PAZ o IC, y 30 segundos antes de la
administracién del FAP,

Tratamiento previo con colchicina
Grupos de 5 conejos fueron tratados 10 minutos antes

del PAZ con dosis IV de colchicina de 60, 90 6 120 pg/kg.

T | vi | .
Un grupo de 5 conejos fue tratado con dosis IV de
quinacrina de 1,25 mg/kg una hora . antes de la

adninistracién del PAZ o IC.

Otro grupo de conejos perfundidos con PAZ, FAP o IC
fueron tratados 15 minutos antes con el compuesto L-
652.731, inhibidor experimental del FAP, a dosis de 160
Ml por kg de peso de una soclucién 100 mM en DMSO~H:O.

ESTUDIOS DE AGREGACION DE PMN JN VITRO

Obtenciéon y recuento de las células
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Se extrajeron 10 ml de sangre mediante puncién de la
arteria central de la oreja del conejo, anticoaguléandola
con 10 U/ml de heparina sin preservativo. Se colocod ola
sangre en un tubo de 50 ml de polipropileno con 10 ml de
PBS 0,15 M pH 7,2 y 3,3 ml de dextrano (Pm 500.00> al 6%
en PBS. La mezcla se removié suavemente hasta la completa
homogenizacién y se dejdé sedimentar a 37 grados C durante
45 minutos. Una vez sedimentados los hemeties se recogié
el sobrenadante y se afiadio, evitando que se mezclara, a
10 ml de una solucién de Ficoll/metrizoato de sodio (d =
1.075> en tubo cénico de polipropileno de 50 ml. Los
tubos se centrifugaron a 460 x g a 4 grados C durante 20
minutos, obteniéndose un "pellet" de PMN y hematies. Se
deseché el sobrenadante y se resuspendié el "pellet" en
30 ml de PBS, centrifugéndose en las mismas condiciones
durante 10 minutos. Se desprecidé el sobrenadante y se
sometié el "pellet" a choque hemolitico con 15 ml de
NH4.Cl al 0,85% e incubacién a 37 grados C durante 10
minutos, al cabo de los cuales se completd el volumen de
50 ml con PBS y se centrifugé a 460 x g durante 15
minutos. El1 “"pellet" se resuspendié en PBS y se centri-
fugd a 833 x g. El sedimento restante estaba compuesto
casi exclusivamente por PMN y se suspendié en 1 ml de
medio de Hanks pH 7,4 con BSA 0,1%. Se realizaron
controles periédicos de viabilidad celular mediante Azul
Tripan, comprobandose que entre el 90 y el 95% de las
células eran viables con este método de separacién.
Veinte pl de la suspensidén de células se mezclaron
con 180 ul de liquido de Tirk, contandose los PMN en

microscopio é6ptico con cémara de Thoma.

Ensayo de agregacién in vitro

Este ensayo se realiza en base a un método nefe-
lométrico similar al que se utiliza para estudiar la
agregacién plaquetaria. En resumen, un haz de luz se hace

pasar a través de una suspensién celular homogénea que la
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absorberd en relacién inversa con el tamafio de los
corpusculos que se forman, dejando asi pasar mas luz al
aproximarse las células. Un inscriptor dibujarad una curva
que se corresponderd con la cantidad de luz que pasa a
través de la suspensién en un tiempo determinado.

Hemos utilizado un lumiagregémetro de un canal con
termostato Payton’1010. El aparato se calibré con un tubo
control que contenia 500 pl de medio de Hanks con 8 x 10%
PMN/ml, a pH 7,4 y 37 grados C, con agitacion continua a
900 rpm. En el tubo que contenia la suspensién celular a
ensayar habia PMN (10 x 10% PMN/ml), 50 pul  de
Citocalasina B 10 mM (10 uM c.f.) <'«=> y 650 ul de FMLP
como estimulo (1 - 0,1 pM) con un volumen final de 500
ul. Las células se dejaron incubar con la Citocalasina B
durante 5 minutos antes de afiadir el FMLP. En 4 tubos con
similar contenido se afiadié SSMP a 12,5, 25, 50, y 65
pg/ml.

EXPRESION DE LOS RESULTADOS

En los estudios in vivo el numero de PMN en las
miestras obtenidas a los tiempos determinados en cada
experimento es expresé como porcentaje de la cifra basal
de PMN.

En los estudios in vitro de agregacién se utilizaron
como variables las Areas de las curvas trazadas por el
inscriptor en un tiempo de 3 minutos. Las areas de las
curvas obtenidas en los ensayos con SSMP se expresaron
como porcentajes del Area de la curva obtenida sin
corticosteroides., Con estos datos se realizé un simple

anadlisls de regresidén lineal mediante un programa de

ordenador.



(]
o

PROCEDENCIA DE LOS REACTIVOS USADOS

El Zymosan A, el FAP, el FMLP, la Quinacrina, el
Fiéoll“, la Citocalasina B, HSA fraccién V, CCF, Dextrano
y la BSA son de Sigma Chemical Co., St. Louis MO
(E.U.A.D.

La colchicina en solucién IV es comercializada en
E.U.A, por Lilly (Colchicine Injection, USP, ampollas de
2 ml con 0,5 mg/ml>

El SSMP es comercializado en Espafia por Upjohn como
Solu—-Moderin™.

La mezcla anestésica de droperidol/fentanilo es
comercializada en Espafia por Latino como Thalamonal™.

El metrizoato de sodio fue en forma de contraste
radiolégico comercial (Nitigraf™).

El inhibidor del FAP L-652.731 nos fue proporcionado
por el Dr. Chabala (de laboratorios Merck, Sharp & Dome,
Department of Membrane and Arthritis Research, M.S5.& D,
Research Laboratories. Rahway. New Jersey. E.U.A.)> y por
el Dr. Sénchez-Crespo, del Servicio de Nefrologia de la

Clinica de la Concepcidén, Fundacién Jiménez Diaz, Madrid.
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COMPOSICION DE LOS TAMPONES -

PBS: NaCl 130 mM, KC1 2,65 mM, ﬁamHPOA 10 mM, KH:POa
1,4 mM,

Medio de Hanks: NaCl 130 mM, KCl 5,3 mM, CaClz 1,2
mM, MgSO. 0,8 mM, NaHzPO. 1 mM, Na:HPO. 4 mM.
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RESULTADOS

ENSAYOS IN VIVO

La infusién continua de PAZ, 10 ml (1 ml/min), en
los conejos provocé una rapida desaparicién de los PMN de
la circulacién periférica (fig. 1,2,>. La neutropenia se
desarrollé sobre todo durante los dos primeros minutos de
la perfusiéon y se mantuvo mientras duréd esta. La finali-
zaclén de la perfusién se siguld de una recuperacién de
las cifras de PMN hasta superar la inicial en un 40%.

El tratamiento de los animales 5 minutos antes con
dosis de 2560 mg/kg de SSMP impidié por completo la
neutropenia producida por el PAZ. Dosis de 100 mg/kg
retrasaron la neutropenia pero no la inhibieron (fig lad.

El tratamiento previo de los plasmas antes de ser
incubados con el Zymosan impidié de forma dosis-
dependiente 1la neutropenia. Seis mg/ml de SSMP la
redujeron en un 60%, mientras que 12 mg/ml la impidieron
en su totalidad y determinaron una intensa neutrofilia al
finalizar la perfusién. Por el contrario, el tratamiento
del plasma con posterioridad a su incubacién con el
Zymosan no tuvo efecto alguno sobre la neutropenia (fig.
1b>.

El tratamiento de los animales con dosis maximas de
quinacrina, 1,25 mg/kg, una hora antes de 1la perfusién
del PAZ determiné una reduccién aproximadamente del 30%
en la neutropenia (fig 2a), reduccién que fue similar a
la producida por el tratamiento previo, 15 minutos antes,
con el inhibidor del FAP L-652.731 (fig 2Zb).

El tratamiento con colchicina no impidié la neutro-—
penia 1inducida por el PAZ a ninguna de las dosis
probadas. En la fig. 2c se muestra el efecto de la dosis

maxima utilizada por nosotros, 120 ug/kg.
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La perfusién al conejo de una suspensién de IC HSA-
antiHSA conteniendo 8 pug/ml de HSA y 33 pg/ml de 1IgG
determiné una neutropenia de casi el 90 % de desarrollo
gradual durante todo el tiempo de perfusién de los 10 ml
(fig 3>.

El tratamiento previo de los animales con dosis de
SSMP de 100 y 250 mg/kg produjo una reduccién dosis-
dependiente de la neutropenia durante la perfusioén de los
IC (20 y 50% respectivamente) (fig 3a>.

El tratamiento con quinacrina, 1,25 mg/kg, redujo la
neutropenia en mas de un 30%, mientras que el inhibidor
del FAP L-652.731 s6lo 1logré una reduccién del 15%
aproximada—-mente (fig 3b>.

La inyeccién intraarterial de un bolo de FAP, 75
ng/kg, provocd una neutropenia de més del 90% en 30
segundos, de muy lenta recuperacidén, ya que se mantuvo
por debajo del 50% al menos durante 2 minutos (fig 4.

El tratamiento con SSMP, 100 mg/kg, redujo la neu-
tropenia levemente, pero la cifra de PMN volvié a la nor-
malidad en los 2 minutos posteriores a la inyeccién. El
SSMP a 250 mg/kg impidié por completo la neutropenia
(fig. 4a), lo que también logrdé el L-652.731.

Como control interno de los ensayose Iin vivo algunos
animales se perfundieron con las soluciones solventes de
los principios activos administrados y con SSMP. La
especificidad de 1los resultados aportados se comprobé
tras observar que la adnministracién de SSF mas BSA 0,25%,
PBS a pH 8, DMSO, plasma autélogo y SSMP (250 mg/kg), en
las condiciones correspondientes a los ensayos
respectivos no produjeron variaciones apreciables de las

cifras de PMN (datos no mostrados).

ENSAYOS IN VITRQ

En la fig. S5a se muestran las curvas de agregacién

producidas por el agregémetro al ensayar suspensiones de
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PMN, con y sin SSMP a diversas dosis, frente a FMLP. El

FMLP provaocé una rapida agregacién bimodal. Puede apre-

ciarse una evidente reduccion de la capacidad agregante

del FMLP cuando los PMN se han incubado previamente con
el corticosteroide.

El analisis estadistico e los resultados mostré una

clara respuesta dependiente de la dosis de SSMP (fig 5by.
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FIGURA 1la

Efecto del +tratamiento previo del conejo
con dos dosis de SSMP sobre la neutropenia indu-
cida por PAZ. Las graficas representan los valores
medios de 5 experimentos. Las flechas indican el
comienzo (izquierda) y el final <(derecha) de la
perfusién de 10 ml de PAZ a una velocidad de 1
ml/min. l.Los valores se han calculado como
porcentaje de la cifra inicial de PMN. Sin trata-
miento previo (@——@); 100 mg/kg de SSKP (A—h);
250 mg/kg de SSMP ( A——A ).

min.
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25 wmin.

Efecto de la incubacién de los plasmas con

SSNMP,

antes y después de la activacién con Zymo-

sadn, sobre la neutropenia dependiente de PAZ. Las

graficas representan los valores medios

5

experimentos. Las flechas indican el comienzo y el
final de la perfusién de los plasmas a una veloci~
dad de 10 ml/min. PAZ ( @~——@ ); PCZ (plasma con

adicién de SSMP, 6 mg/ml (B

W) y 12 mg/ml

«a ), antes de ser incubado con zymosan)’;
PAZ-C (plasma activado con zymosén al que
posteriormente se incuba con SSMP 12 mg/ml
¢ A A)).. Los valores se han calculado como

porcentajes de la cifra inicial de PMN.
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FIGURA Z2a

Efecto del tratamiento con guinacrina sobre
la neutropenia inducida por PAZ. Las flechas
indican el comienzo y el final de la perfusién de
PAZ, 10 ml a 1 ml/min. Control ( @—@® >; quinacri-
na 1,25 mg/kg ( O—O ). Los valores se han calcu-
lado como porcentajes de la cifra inicial de PMN.
Los resultados del tratamiento con quinacrina son
los de un experimento representativo.

min.
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FIGURA 2b

Efecto del +tratamiento del conejo con el
inhibidor del FAP L-652.731 sobre la neutropenia
inducida por el PAZ. Las flechas indican el
comienzo y el final de la perfusién de 10 ml de
PAZ a 1 mi/min. Control sin tratamiento (@—@ );
L-652. 731, 160 pl/kg de una solucidén 100 =M,
<o O ). Los valores se han calculado como
porcentajes de la cifra inicial de PNN. La grafica
de L-652.731 nmuestra los resultados de un
experimento significativo.

min.
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FIGURA Z2c¢

Efecto del tratamiento previc del conejo
con colchicina sobre la neutropenia inducida por
el PAZ. Las flechas indican el comienzo y el final
de la perfusién de 10 ml de PAZ a 1 ml/min.
Control sin tratamiento ( @——@ ); quinacrina 120
ng/ kg (O0——0 ). Los valores se han calculado como
porcentajes de la cifra inicial de PMN. Las
graficas muestran los valores medios de 5
experimentos.

min,.
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FIGURA 3a
Efecto del tratamiento previo del conejo
con dos dosis de SSMP sobre 1la neutropenia
inducida por IC. Las graficas representan los
valores medios de 5 experimentos. Las flechas

indican el comienzo y el final de la perfusién de
l2 suspensién de IC. Los valores se han calculado
como porcentajes de la cifra inicial de PMN. Sin
tratamiento previo ( @ ® >; 100 mg/kg de SSNP
( H—W ); 250 mg/kg de SSMP ( O—0).

min.
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FIGURA 3b
Efecto del +tratamiento previo del conejo

con quinacrina e inbibidor del FAP L-652.731 sobre
la neutropenia inducida por IC. Los valores se han
calculado como porcentajes de la cifra inicial de
PMN. Las grAficas representan los valores medios
de 5 experimentos. Las flechas indican el comienzo
y el final de la perfusison de la suspensién de IC.
Sin tratamiento (¢ @ ® ); quinacrina 1,25 mg/kg
C A—4 >; L-652.731, 160 pl/kg de una solucién 100
mM. O—0

‘mine.
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FIGURA A4a

Efecto del +tratamiento previo del conejo
con dos dosis de SSMP sobre la neutropenia
inducida por el FAP. Los valores se han calculado
como porcentajes de la cifra inicial de PMN. Las
graficas representan los valores medios de 6
experimentos. La flecha indica el momento de la
inyeccién de 75 ng/kg de FAP. 8in tratamiento
previo ( @~——@); SSMP 100 mg/kg (B—@ ); SSMP 250
mg/kg (O-—0).
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FIGURA 4b

Efecto del +tratamiento previo del conejo
con el inhibidor del FAP L-652.731 sobre la
neutropenia inducida por el FAP. La flecha indica
el momento de la inyeccién de 75 ng/kg de FAP. Los
valores se han calculado como porcentajes de la
cifra inicial de PMN. Las graficas representan los
valores medios de 5 experimentos. Sin tratamiento
previo (@———@®); L-652.731, 160 pl/kg de una
solucién 100 mM (D—=0). '
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SSMP 12,5 microg/ml

SSMP 25 microg/ml

SSMP 50 microg/ml

SSMP 65 microg/ml

Solucién de Hanks

FIGURA 5Sa

Efecto del SSMP sobre la agregacidén in vitro de
PMN inducida por FMLFP: dependencia de dosis. Las lineas
son recreaciones de trazados auténticos realizados por
el registrador del agregéometro. La figura muestra los
resultados de una serie de ensayos consecutivos en los
que se utilizaron lpns PMN de un solo animal de experi-
mentacién. El tiempo total de registro fue de 3 minu-
tos. El estimulo utilizado fue FMLP 1 pM.
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FIGURA 5b

Regresién lineal de los resultados obteni-
dos en los ensayos de dosis-respuesta de agrega—
cién de PMN inducida in vitro por FMLP; efecto de
distintas dosis de SSMP. Cada punto representa el
valor medio de 3 experimentos, y se ha calculado
como porcentaje de la curva trazada por el
inscriptor del agregémetro en ausencia de SSMP en
cada uno de los 3 ensayos. En estas series se
utilizé FMLP a concentracién 1 uM.
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DISCUSION

El método que hemos empleado para valorar cuantita-—
tivamente la agregacién es el de la desaparicion de los
PMN de 1la circulacién periférica. Es evidente que este
método no mide directamente la agregacién de los PMN,
pero puede asumirse que es un indicador fiable de la
agregacién de estas células. Como hemos visto, el Cba
(producido por nosotros 'por incubacién del plasma con
ZymosAn) induce una agregacion intravascular de los PMN
que forman asi cuerpos de mayor volumen que quedan
atrapados en los lechos capilares, principalmente en el
pulmén. Creemos que nuestro método reproduce esta
sltuacién concreta, existiendo un cuerpo de investigacién
suficiente que permite omitir el estudio anatomopatoléd-—
gico de confirmacién ©%#. %7, &&, 76,74, 70, &4, 1042 HEl nues-—
tro es de todas formas una adaptacién de métodos pre-
viamente descritds css0 0 habiéndose disefiado otros mas
sofisticados para la valoracién clinica experimental de
la leucostasis en el shock mediante la reinfusion de
leucocitos marcados con '"''In, pero basados también en
la desaparicién de los PMN de la circulacién perifeérica
¢#7@», El dnico sistema de valoracién directa in vivo de
la agregacién que se ha puesto en practica es un
complicado método de microscopia de fluorescencia
intravital con iluminacién laser ¢#*> que, si bien hace
posible ver los agregados celulares, permite mucha
subjetividad en la cuantificacién de la agregacién. Por
otra parte, el lugar de atrapamiento de los agregados de
PMN no es importante aqui. Pensamos que en circunstancias
que impliquen la activacién in vivo de la cadena del C
(infusién de veneno de cobra, pancreatitis, traumatismo,
etc) no es exclusivamente el lecho capilar pulmonar el
lugar de formacién de 1los leucoémbalos, pero este

territorio vascular es el primer obstédculo que encuentran
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los PMN activados por un factor proagregante que es
infundido en la circulacién venosa.

El establecimiento en experimentos in vivo de la
dosis Gtil del compuesto a ensayar es un problema de
dificil solucién que necesita la mediclidédn de algan
praoducto de la via metabdélica sobre la que incide el
compuesto activo que ensayamos. Esto no ha sido posible
en nuestro caso, tenlendo que realizar aproximaciones mas
simples. En el caso de la colchicina y de la quinacrina
hemos utilizado como dosis maxima aquella que permitisé la
supervivencia del 90% de la poblacién total de animales
tratados con estas drogas, dosis que hemos calificado de
"subletales", a sablendas que, en algunos casos,
letalidad y eficacia biolégica no se corresponden. Esto
es particularmente clerto en el caso de 1la colchicina
cuya dosis necesaria para reducir en un 70% la reaccién
inflamatoria dependiente de cristales de urato en el
ratéon produce una mortalidad de 1a poblaciéon de los
animales de experimentacién de un 60% <'<%>, Nuestros
resultados con este compuesto deben valorarse teniendo en
cuenta este factor. En el caso del inhibidor experimental
del FAP 1L-652.731 la situacién es aiun mias dificil ya que
no existen pautas experimentales previas publicadas.
Hemos utilizado la dosis de 160 pl/kg de una solucién 100
mM  por haber conmprobado que esta dosis impidio
completamente la agregacién provocada por la dosis de FAP
sintético wutilizada previamente, presumiendo que la
cantidad de FAP endégeno posiblemente generado durante la
perfusiéon del ZAP y de 1l1la solucién de IC no fuese
superior. Hay que tener en cuenta en este caso que los
compuestos sintéticos de FAP son algo menos activos que
sus analogos naturales a lgualdad de dosis.

La infuision de PAZ produjo en nuestros animales de
experimentacién una desaparicién brusca de los PMN de la
circulacién periférica. La neutropenia se mantuvo durante

todo el tiempo que duré la perfusidédn, siguiéndose de
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neutrofilia al finalizar ésta. La morfologia de la curva
de neutropenia obtenida por nosotros asi como el/ de-
sarrollo cronclégico de la misma es similar a la obtenida
por otros autores %% M@, 1o4, 108 gne han usado tanto PAZ
como plasma activado con el celofan de los dializadores.
No existe una explicacioéon clara para la neutrofilia final
post—-perfusién. Podria aducirse la razdé4n de que una vez
cesado el estimulo proagregante del CbBa revirtiera la
agregacién, con lo que aumentaria de nuevo el numero de
PMN pero, ademés, al hacerse éstos menos adherentes, se
desprenderian del endotelio capilar volviendo a la
circulacién, fenémeno conocido como “demarginacioén”.
Recordemos que cuando un PMN se hace mAs adherente se
vuelve mas adherente para cualquier superficie,
incluyendo otros leucocitos <'®”?, lo que nos lleva a la
conclusiéon de que la neutropenia no es sé6lo debida a la
agregacién sino también a la marginacién de estas
células.

El tratamiento previo de los conejos con quinacrina,
inhibidor de la fosfolipasa Az, a dosis suficiente para
inhibir 1la vasopermeabilidad dependiente de FAP en el
ratén “®®> vy con el compuesto anti-FAP L-652.731 a dosis
que impidieron por completo la agregacion de los PMN
inducida por el FAP redujeron en un 30% la agregacién de
PMN dependiente de PAZ. Consideramos que estos resultados
sugieren la existencia de una generacién concomitante de
FAP, y de otros metabolitos derivados del Aacido araquidé-—
nico. Esto estd de acuerdo con lo publicado por otros
autores ¢'“%°* los cuales comprobaron efectivamente que la
perfusion de CHba provoca en el animal de experimentacién
un aumento de las cifras de FAP, y apoya la hipotesis de
que el FAP es un mediador comin de 1la neutropenia
inducida por CHba e IC <#®.190>  zunque no completamente.
Efectivamente, lo incompleto de 1la inhibicién producida
por la quinacrina vy el L-652.731 indicaria una

participacién de éstas vias metabélicas, pero no que sus
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productos sean los mediadores exclusivos de la agregaciédn
de PMN dependiente de CbHba. Debemos advertir que el
cmpuesto inhibldor del FAP que nosotros hemos usado es un
producto en fase experimental, adn no comercializado, que
nos ha sido cedido por el Dr. Chabala de MS & D. Existen
otras sustancias anti-FAP actualmente en periodo de
prueba. La forma de actuacién de la mayoria de ellas
permanece todavia sin dilucidar por completo. El
L-652.731 no es un analogo del FAP en su estructura¥, y
su actuacién es debida al parecer a una competicién por
el receptor celular. La actividad del compuesto no esta
normalizada, debiendo establecerse la de cada lote por
separado. Ignoramos la intensidad de la accidén de las
otras sustancias.

No encontramos argumentacién clara para explicar la
igualdad de accién de la quinacrina y el L-652.731.
Teéricamente, la completa inhibicién de la fosfolipasa Az
impediria no sélo la formacién de 1liso-FAP <%7°, pre-
cursor inactivo del FAP, a partir de los fosfolipidos
esterificados de la membrana plasmatica, sino también la
formacién de Acido araquidénice, para lo que es necesaria
la misma enzima. En el PMN el Acido araquidénico es meté—

bolizado por la via de la lipooxigenasa hasta leucotrieno

As. y, por medio de una hidrolasa, hasta leucotrieno
Batms, 1owe - Siendo a su vez estimulada la sintesis de
este Ultimo compuesto por el mismo FAP« i@, 111> El

leucotrieno Ba se sintetiza ademds en los macréofagos y
posee una potente capacidad quimiotactica y proadherente
de PMN¢<''#», 81 efectivamente existe una activacién de la

fosfolipasa A: dependiente de CHa seria légico pensar que

* El L-652.731 tiene por formula (dl1)-2,5-bis(3,4,5-trimetoxifenil)
tetrahidrofurann (CzzHz2e0,), de Pm 404,46. Muy poco soluble en agua
(0,007 mg/ml) pero si muy soluble en DMSO.
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no sé6lo aumentaria la sintesis de FAP, sino también la de
los derivados del Acido araquidénico -al _menos, esto es
cierto para la via de la ciclooxigenasa“''®”-, con lo que
existiria una sinergia de los efectos agregantes de ambos
compuestos. El efecto antiagregante de 1la inhibicién
completa de la fosfolipasa Ax seria mayor que el obtenido
por el bloqueo del FAP. Esto no es asi, a Jjuzgar por
nuestros resultados, apreciéndose la similitud de ambos
efectos. Debemos referir aqui que nuestros intentos de
reducir la agregacién In vivo inducida por el PAZ por
medio del inhibdor de los leucotrienos dietilcarbamazina
han resultado hasta el momento infructuosos <(datos no
mostrados).

El inhibidor del FAP L-652.731 a la dosis utilizada
por nosotros es capaz de Dbloquear por completo la
agregacién provocada por la dosis minima de FAP capaz de
inducir una agregacién igual a la que producirian dosis
mayores de este compuesto. Es de suponer que la
generacién endégena de FAP dependiente de ChHa en las
condiciones de nuestro experimento no supera cuantita-
tivamente la dosis del compuesto sintético admnistrado
por nosotros, por lo que presumimos que 160 pl/kg de L-
652.731 100 mM es capaz de bloquear todo el FAP generado
durante 1la perfusidén del PAZ en estas condiciones, a
pesar de ello s6lo, se logra una moderada reduccién de la
neutropenia. No obstante, pensamos que el efecto mas
impor-tante del bloqueo del FAP por el L-652.731 no es
tanto esta reduccién en si como el retraso de la
aparicién de la neutropenia méxima, que s6lo se logrd, en
todos los ensayos realizados con este compuesto, a los 8
minutos de la perfusién de PAZ, cuando el desarrollo de
la neutropenia dependiente de éste se completa casi a los
2 minutos de la perfusidén. Unos resultados similares,
aunque menos evidentes, se obtuvieron con la quinacrina.
Con esta droga, 1la neutropenia maxima se logré a los 4

minutos.
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Estos resultados indicarian, como hemos dicho, 1la
participacién de otros factores agregantes generados por
el C5a, sobre todo del FAP pero, a la vez, confirman la
capacidad agregante que posee el C5a por si mismo.

La configuracién de la curva de agregacién de PMN
inducida por los IC es diferente a la que se obtiene con
el PAZ. La neutropenla se desarrolla casi homogeneamente
durante todo el tiempo de la perfusién. Estad demostrada
la generacién de CHa<''®* y de FAP«®®,.®u, 1142 por la
accién de los IC. Al parecer, la produccién del primero
se realiza por medio de la activacién de tanto la via
alterna como de la clasica“''%?*, mientras que poco se
sabe del proceso de formacién del segundo. Segun trabajos
publicados anteriormente b realizados con IC, la
liberacién de FAP puede ocurrir iIin vivo cuando algunas
células del sistema mononuclear fagocitico se estimulan
adecuadamente con sustancias fagocitables. Por otra
parte, el FAP parece ser un mediador de la vasopermea-—
bilidad que provoca la administracién de IC a ratones*®#?
y de la agregacién de PMN IC-dependiente  <=#.=®>,
Nuestros resultados estan hasta cierto punto de acuerdo
con estas afirmaciones. El tratamiento con el inhibidor
del FAP L-652.731 determiné una reduccién de 1la neu-
tropenia dependiente de IC de un 25% de su valor maximo a
los 10 minutos pero, ademéds, 1la neutropenia no se
desarrollé desde el comienzo de la inyeccidén, sino sélo a
partir de los 4 minutos. Por el contrario, la quinacrina
redujo la neutropenia en un 50%, aunque no se aprecid
retraso alguno en su desarrollo.

Segun estos datos, parece ser que, ante el estimulo
de los IC in vivo, exliste una produccién endégena de
FAP, y que éste es un mediador de la agregacién de los
PMN inducida por los IC, pero no debe ser el unico, ya
que es posible también la participacién de otros
metabolitos de la via del araquidénico cuya generacién se

impediria por medio de 1la quinacrina. No obstante,
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tampoco son estos compuestos provenientes de los
fosfolipidos de membrana los mediadores exclusivos de la
agregacién de PMN, al contrario de lo que sucede con el
incremento en el ratén de la vasbpermeabilidad depen-
diente de IC. Pensamos que alguno de estos otros factores
que intervienen en la agregacién de PMN IC-dependiente
pudieran provenir de la activacioéon de la cadena del C, y
que, por lo tanto, no pueden ser inhibidos completamente
por quinacrina ni por L-652.731, lo que concordaria con
los resultados obtenidos por nosotros con PAZ y estas
drogas.

El efecto antiagregante de los corticosteroides se
encuentra bien documentado¢®#.=w,mu>  F] mecanismo de su
actuacién es oscuro, ya que su efecto inhibitorio se
lleva a cabo frente a diversos estimulos, como el FMLP,
el C5a, y el FAP con lo que dificllmente puede admitirse
una interaccién con un receptor especifico. Por otra
parte, los corticosteroides no impiden los cambios morfo-
légicos del aspecto de los PMN cuando éstos se enfrentan
al CbHba“w4>,

El tratamiento de los animales de experimentacién
con dosis de 100 y 250 mg de SSMP 5 minutos antes de 1la
perfusién con PAZ provocé una inhibicién de la neutro-
penia dependiente de la dosis. Estos resultados concuer-
> Ademéas,

dan con los publicados anteriormente® e, @i
el plasma tratado con SSMP (6 y 12 mg/ml) antes de la
activacién con zymosadn no indujo neutropenia. Este efecto
es también recogido por los autores citados, y puede
descartarse una accién similar a 1la que provoca el
tratamiento previo del animal de experimentacidén, ya que
la dosis total de SSMP administrada seria de 60 y 120 mg
respectivamente, cuando el minimo efecto antiagregante
del tratamiento previo del animal de experimentacién sélo
es notable con 100 mg/kg. Por otra parte, la adicién al
PAZ de 12 mg/ml de SSMP no modifica la neutropenia. Queda

asi demostrada la capacidad antagonista del SSMP frente a
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la generacion de los factores agregantes derivados del C
y el efecto antiagregante cuando se administra, a dosis
elevadas, antes de la perfusién de plasma rico en CBa.

Cuando el SSMP se administré "a las mismas dosis
antes de la infusién de una suspensién de IC se produjo
una inhibicién dosis—dependiente de 1la neutropenia. Al
contrarioc de lao que ocurre con el PAZ, la inhibicién no
logro ser completa con 250 mg/kg. Sin embargo, esta dosis
de SSMP fue capaz de revertir totalmente la neutropenia
producida por el FAP.

Estos resultados no estan a favor de nuestra hipé-
tesls inicial que trataba de explicar la inhibicién de la
agregacién de los PMN dependiente del CHa por los corti-
costeroides por la inhibicién de la fosfolipasa Az, Si
esto fuera cierto, la agregacién 1nducida por el FAP no
deberia verse impedida, ya que este compuesto supone un
paso posterior a esta enzima. Esto sugiere mas bien un
efecto de 1los corticosteroides sobre los mecanismos
celulares de la agregacién. Por otra parte, el hecho de
que el SSMP haya sido incapaz de impedir por completo la
agregacién inducida por los IC indica que éstos pueden
determinar la generacién de otros factores proagregantes
distintos del CHa y del FAP o que la agregacién de los
PMN no es un hecho que se produzca mediante un mismo
mecanismo sea cual sea el activador, o grupo de activado-
res, que incida sobre la célula.

Existe wuna cilerta dimplicacién <clinica en estos
resultados. Algunos autores¢''#” han razonado que la
inhibcién de la liberaclén de araquidénico es la base de
los efectos antiinflamatorios de los corticosteroides. Es
evidente que inflamacién no es 1igual a agregacién, no
obstante, el aumento de adhesividad de los PMN es un
hecho comin a los fenémenos inflamatorios. La agregacién
de los PMN tiene otros efectos aparte de los fisicos
derivados del enclavanmiento en 1los lechos capilares,

siendo los mAs importantes la liberacién de radicales de
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Oz <Oz, Hz0x) altamente téxicos cuya generacién Iin vivo
parece independiente de los productos del acildo
araquidénico“''#* y cuyos efectos iIin vitro pueden ser
anulados mediante la adicién de guperéxido dismutasa y
catalasa o0 hidrocortisona<”.1175, Por todo ello, es
arriesgado pensar que los corticosteroides basen su
efecto antiinflamatorio principalmente en la inhibicién
de los productos del araquidénico.

La dosis maxima de colchicina probada por nosotros
(120 pg/kg) fue ineficaz para alterar la agregacidén de
los PMN inducida por el PAZ,

La colchicina tiene un importante efecto antagonista
de la agregacién de los microtibulos por su unién con la
tubulina<'®%>, Ya que el sistema de microtubulos esté
implicado en la motilidad celular, se ha querido explicar
a través de este efecto 1la accién de la droga en la
artritis gotosa aunque, desde hace tiempo, este concepto
se halla en discusién. Algunos autores han comprobado que
la colchicina disminuye la capacidad de adhesién de los
PMN a superficies extrafias, tales como fibras de ni-
lémer 7. 11v=> . Nuestros resultados no confirman que la
colchicina tenga capacidad antiagregante de los PMN In
vivo, estando de acuerdo en cambio con 1o publicado por
otraos“%? >, quienes comprobaron que concentraciones de
esta droga entre 0,1 y 10 pM no afectaban la agregacién
de los PMN dependiente de CS5a en un modelo de expe-
rimentacién iIin vitro. Asumiendo un volumen sanguineo de
350 ml en el animal de experimentacién tipo, hemos
logrado una concentracién de colchicina de 0,9 uM, que
estad dentro del rango de las utilizadas en el trabajo
citado y con 1la que, en éste, no se aprecié efecto
alguno, a pesar de ser una concentracién a la que puede
obtenerse un 90% de inhibicién de la agregacién de los
microtdbulosc'#?>,  Por todo ello, parece dudoso el papel
del sistema microtubular en el mecanismo de agregacién de
los PMN.
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Para estudiar la capacidad antiagregante de los
corticosteroides sobre los PMN estimulados por un factor
no natural utilizamos un método nefelométrico similar al
que se usa para valorar la agregacién plaquetaria, y que
va ha sido descrito con anterioridad¢<<®. Puede apreciar-
se el efecto de dosis crecientes de SSMP sobre la agrega-—
cié4n inducida por FMLP. Es evidente la inhibicién daosis—
dependiente que ejerce el corticosteroide.

El efecto agregante del FMLP ya ha sido comprobado y
depende, como su efecto quimiotactico, de la interaccién
del péptido <con un receptor especifico de membra-
nac'ee, 1E=1 e Pensamos que los resultados obtenidos por
nosotros estédn a favor de la hipdétesis de que los corti-
costeroides no ejercen su accién mediante competicién con
el agente agregante por el receptor ni por alteracién de
éste, sino por la intervencidén sobre el mecanismo celular
que determina la agregacién misma, ya que son capaces de
inhibir los efectos de factores que poseen receptores

distintos.

Nuestra hipétesis inicial al comenzar el presente
trabajo suponia la existencia de un mediador entre el
compuesto activo CHha y el efecto de agregacién de los
PMN, y que este mediador era el FAP. Los resultados de
este estudio apoyan hasta cierto punto esta suposicién
pero, a su vez, no permiten aventurar que tal mediador
sea un factor esencial entre la fraccién 5Sa del
complemento y su efecto agregante. La utilizacién de
inhibidores de la fosfolipasa A:x: y del FAP en animales
perfundidos con plasma rico en CS5a nos ha permitido
comprobar que efectivamente el FAP puede ser este factor
intermedio, pero que su inhibicién no impide por completo
la agregaciéon de PMN dependiente del CHa, lo que confirma
la actividad agregante "per se" de éste.

Pensamos que 1las condiciones experimentales de

nuestros ensayos reproducen con cilerta fidelidad las de
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un organismo que padece una patologia que propicia la
generacién masiva intravascuiar de CSa. En estas
condiciones, el FAP generado concomitantemente procede de
distintas fuentes: PMN, macréfagos, ‘plaquetas, baséfilos,
e 1incluso células del SRE¢'##>», Todos estos tipos vy
sistemas celulares estan implicados en la patogenia de
entidades tales como el SDRA, por lo que pensamos que, en
condiciones naturales, existe una produccién de FAP
dependiente de C5a que potencia la capacidad agregante de
éste y al que presumimos le corresponde una parte
importante en la responsabilidad de los acontecimientos
fisiopatoldégicos posteriores. Los resultados del presente
estudio concuerdan con este punto de vista.

El método por nosotros utilizado se ha revelado como
un medio simple de comprobar los efectos agregantes que
sobre los PMN poseen ciertos compuestos y el antagonismo
que sabre éstos ejercen otros. Los resultados revelan un
alto grado de reproducibilidad y el método ha permitido
confirmar las dos formas de actuacién de los corticos—
teroides sobre la agregacién de los PMN inducida por el
C5a: el efecto antagonista de la activacidén del comple-
mento y la presumible actuacidén sobre el efector celular.
Pensamos que este uGltimo efecto de los corticosteroides
es un hecho real y que no depende de una interaccién
sobre el receptor, ya que estas drogas pueden impedir la
agregacién inducida por compuestos muy distintos que no

comparten un mismo receptor: CbHa, FAP, FMLP e IC.
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CONCLUSIONES

1. En este trabajo hemos empleado fraccién 5a del
complemento, inmunocomplejos y Factor Activador de las
plaquetas para inducir in vivo agregacidén intravascular
de los leucocitos polimorfonucleares del conejo. Tanto
cuantitativamente como desde el punto de vista del
desarrollo de la agregacién, nuestro método, valoracién
de la desaparicién de los polimorfonucleares de sangre
periférica, ha aportado resultados comparables a los

publicados por otros autores.

2. Segin nuestros resultados, la agregacioéon indu-
cida por la fraccidéon H5a del Complemento es impedida por
el SSMP de dos formas distintas: en primer lugar, la in-—
cubacién de los plasmas con SSMP antes de ser activados
con Zymosan determina que la perfusién posterior del
plasma al animal de experimentacién no provoque agrega-—
cién. En segundo lugar, el tratamiento del conejo con do-
sls masivas de SSMP impide la agregacién que, en animales
sin tratar, praovoca el plasma activado con Zymoséan. Los
resultados obtenidos por nosotros, 100% de inhibicién de

la neutropenia, indican una anulacién total del sistema.

3. La agregacidén provocada por el fraccién Ha del
Complemento es impedida de forma parcial por el inhibidor
de la enzima fosfolipasa A:x quinacrina a dosis subletales
y por el inhibidor experimental del Factor Activador de
las plaquetas L-652731. Cuantitativamente, ambos compues-
tos aportaron una reduccién similar de 1la agregacién

(=30% del valor maximo de neutropenia).

4, El SSMP, a altas dosis, es capaz de impedir in
vivo 1la agregacién producida por 1los inmunocomplejos.

Esta 1inhibicién es dosis—dependiente y no llega a ser
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total incluso utilizando dosis que son capaces de impedir
totalmente la agregacién provocada por el Factor Activa-

dor de las plaquetas y la fraccién Ba del Complemento.

5. La quinacrina y el L-652731 impiden la agrega-
cién provocada por los inmunocomplejos. Esta inhibicién
es s6lo parcial y es mis marcada con la quinacrina que

con el inhibidor del Factor Activador de las plaquetas.

6. El SSMP, a altas dosis, impide de forma dosis-
dependiente la agregacién producida por el Factor Activa-
dor de las plaquetas. La inhibicién total de la neutrope-
nia se obtiene a las mismas dosis que las utilizadas con

la fraccidén HSa.

7. In vitro, el SSMP impide de forma dosis-
dependiente la agregacién que es inducida por el FMLP.

8. De los datos aqui aportados se deduce que los
productos de la activacién de vias paralelas a la del
dcido araquidénico participan en la agregacién de los po-
limorfonucleares inducida por el fraccién 5a del Comple-
mento, como lo demuestra el hecho de que tal agregacién
se vea reducida por inhibidores del Factor Activador de
las plaquetas y de la fosfolipasa Az, Ambos compuestos
inhiben la agregacién de forma cuantitativamente similar.
El hecho de que la inhibicién sea sélo parcial indica que
el Factor Activador de las plaquetas participa, pero no
es un mediador esencial, en la agregacién dependiente del

fraccién Ha del Complemento.

9. La agregacién de polimorfonucleares puede ser
un resultado comin a varias vias biolégicas distintas,
aunque interactivas, como parece extraerse del hecho de

que los corticosteroides inhiban sélo parcialmente 1la
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agregacién producida por los inmunocomplejos, aun utili-
zando dosis capaces de impedir totalmente la agregacioén
dependiente de fraccién 5S5a del Complemento y de Factor
Activador de las plaquetas. Los datos de este estudio son
de todas formas insuficientes para asegurar tal cosa ya
que pudiera ser que 1los inmunocomplejos indujeran 1la
formacién de otros factores proagregantes, distintos al
fraccién 5a del Complemento y al Factor Activador de las
plaquetas, cuyos efectos no pudieran ser anulados por los

corticosteroides.

10. Los resultados del presente trabajo no con-
firman nuestra hipétesis de partida de que los corti-
costeroides impidan 1la agregacién de los polimorfonu-
cleares por medio exclusivamente del estimulo de
inhibidores de la fosfolipasa Az, ya que también anulan
la agregacién dependiente del Factor Activador de las
plaquetas, compuesto posterior a la activacién de esta

enzima.

11. Es probable que la accién de los corticoste-
roides se deba, ademas de a impedir la generaciéon de
factores agregantes de la via del Complemento sérico, a
su interaccién con el efector celular. A favor de ésto
estaria el hecho de que también impidan la agregacion de
los polimorfonucleares en un sistema in vitro, exento de
factores plasmaticos biolégicos, y cuyo activador es el

peptido sintético FMLP.

12. La agregacidén no parece poder explicarse por la
accién de una via determinada, sea la del fraccién Ha del
Complemento o la del Factor Activador de las plaquetas.
De hecho, la inhibicién del Factor Activador de las
plaquetas y de la fosfolipasa A:x mediante el L-652731 y

la quinacrina respectivamente, en un sistema in vivo cuyo

activador son los inmunocomplejos, no impide por completo
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la agregacién inducida por éstos. Era de esperar este
hecho, ya que tales compuestos no anularian los efectos
del fraccién 5H5a del Complemento generado, tanto por la
via claésica como por la alternativa, "durante la perfusién

de los inmunocomplejos.

13. No ha sido objeto de nuestro estudio el dilu-
cidar los mecanismos celulares de la agregacién, pero la
serie de ensayos 1in vivo con colchicina I1.V. a altas
dosis parecen sugerir que el sistema de microtibulos no
es el responsable, o al menos no es el dnico ni el mas

importante, de la agregacién de polimorfonucleares.

14. Es cléasica la utilizacién de los corticosteroi-
des en situaciones patolégicas que provoquen SDRA, en
cuya patogenia estéd directamente implicada la agregacién
de polimorfonucleares. Esta practica encuentra justifica-—
clén escasa en los datos de este trabajo, ya que las
dosis que nosotros hemos debido utilizar son enormes en
comparacién con las que se administran en humanos. De
todas formas, hay que tener en cuenta la gran tolerancia
natural a la mayoria de las drogas comunes que tiene el

modelo animal que hemos empleado nosotros.

Por otra parte, es interesante valorar la posi-
bilidad de dncidir terapéuticamente sobre otro factor
participante en la patogenia de la agregacién de los
polimorfonucleares, hecho capital en la produccién de
SDRA, y cuya existencia demostramos en este trabajo, como
es la generacién de Factor Activador de las plaquetas
durante la activacién in vivo de los polimorfonucleares

por el fraccién S5a del Complemento.
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RESUMEN

Hay suficientes indicios para afirmar que la agre-
gaclién de los PMN puede ser un hecho importante en la
patogenia de entidades tales como el SDRA, el sindrome de
Purtscher, el sindrome "de salida de bomba" que sucede
tras la circulacién extracorpérea o la disfuncién pulmo-
nar en la hemodiAlisis. En estas patologias los agregados
de PMN ocupan los lechos capilares, sobre todo pul-
monares, determinando alteraciones locales y sistémicas.

Al parecer, en todos estos cuadros patolégicaos
existe una generacién masiva del componente Ba del C, un
potente activador de los PMN. Estudios fraccionando el
plasma de estos pacientes y trabajos experimentales con
plasmas ricos en CSa han permitido comprobar que es éste
el responsable de la agregacién de los PMN y que ésta es
a su vez la determinante de la aparicién de los signos
patolégicos de estas enfermedades, ya que no acontecen en
sujetos y animales de experimentacién con deficiencias en
algunos componentes del C o neutropénicos. A pesar de
ello, es posible que el C5a no sea el unico responsable
de la agregacién de los PMN o, al menos, que no sea el
reponsable directo. En este sentido, se ha comprobado la
similitud que existe entre los efectos del CHa y los de
un derivado fosfolipidico biolégico: el FAP. El FAP se
produce de forma natural en muchas circunsdatancias,
algunas de las cuales provocan tambilién la generacioéon de
Cha, lo que ha llevado a varios autores a suponer que es
el factor intermedio existente entre el CBa y el
desarrollo de agregacién de los PMN. Como prueba indirec-
ta se aflade que los corticosteroides, de comprobada acti-
vidad antiagregante de los PMN y anticomplemento, hechos
que pueden justificar su utilizacidé4n en el SDRA, inducen
la sintesis de un compuesto, de naturaleza altn no

determinada, inhibidor de 1la fosfolipasa Az, enzina
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necesaria para la sintesis de FAP. Esta actividad
Justifica su eficacia terapéutica en las patologias en
que se produce agregaciéon de los PMN.

En este +trabajo hemos tratado de establecer si
existe una relacién entre la generacién de CHSa y del FAP
con respecto a la agregacién de los PMN, Para ello hemos
perfundido conejos con plasmas ricos en CHa, con
suspensiones de IC y con FAP, con y sin tratamiento
previo con metilprednisolona, el inhibidor de 1la fos-
folipasa Ax y el inhibidor del FAP L-652.731,

Los resultados de este trabajo demuestran que,
efectivanmente, el plasma activado con Zymaséan, PAZ,
provoca agregacién de los PMN, por su contenido en C5a.
La incubacién del plasma con SSMP antes de afladir el
Zymosédn impide, de forma dosis—-dependiente, la agregacién
de los PMN, l1lo que revela su accién antigeneradora de
C5a, que se demuestra el permitir la agregacién cuando la
droga se afilade al plasma después de la incubacién con
Zymosan. De la misma forma, el tratamiento con SSMP de un
conejo al que se perfunde PAZ impilide la agregacién de los
PMN. Este mismo efecto se aprecia cuando se utilizan IC o
FAP. La accién antiagregante de los corticosteroides se
hace evidente cuando se utilizan dosis muy altas de estas
drogas (100-250 mg/kg).

El tratamiento del conejo con quinacrina impide sélo
parcialmente la agregacién de PMN inducida por el PAZ, al
igual que hace el L-652.731, a dosis capaces de impedir
to-talmente la agregacién dependiente de  FAP. Los
resultados son similares cuando se utiliza una suspensién
de IC en vez de PAZ,

El SSMP impide también, de forma dosis-dependiente,
la agregacién de los PMN inp vitro dependiente del péptido
sintético FMLP.

De los datos aportados por nosotros puede deducirse
que, como suponiamos, existe una generacién de FAP cuando

en un organismo se perfunde un plasma rico en CHSa, y que
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la agregacién de los PMN que se produce depende
efectivamente, hasta cierto punto, del FAP producido. No
obstante, este compuesto no es el mediador exclusivo
entre el CSa y la agregacién de 'los PMN, dependiendo
probablemente ésta de la accién directa de ambos com
puestos. Comprobamos ademids que el FAP es un mediador
importante en la agregacién de PMN inducida por IC.

Por otra parte, constatamos que los corticosteroides
tienen un efecto anticomplemento, pero posee ademas una
actividad antiagregante directa, ya que impide 1la
agregacion inducida por factores muy distintos <(C5a, FMLP
y FAP). Su accién frente el FAP hace sospechar que 1la
actividad antiagregante no se realiza mediante la
inhibicién de la fosfolipasa Ax, ya que el FAP supone un

paso metabélico posterior a esta enzima.



[e]]
o0

BIBLIOGRAFIA

1. ATKINSON,J.P. y FRANK,M.M.: Complement, pp 219-271
en: Parker, Ch.¥. ed. Clinical Immunology. Philadelphia,
W.B. Saunders Ca. 1980,

2.RAPP,H. T, Y BORSOS, T.: Molecular basis of
complement action. New York, Appleton-Century-Croft, 1970.

3. HUMPHREY, J. H. y WHITE,R.G.: Immunology for
students of medicine., 32 edicién. Philadelphia, F.A. Davis
Co., 1970,

4, MAYER M.M.: Complement and complement fixation, pp
133-240 en: Kabat, E.A. ed. Experimental Immunochemistry.
Springfield, Charles C. Thomas Pub., 1961,

5. AGNELLO, V.; Complement deficiency states. Medicine
57: 1-23, 1978.

6.BORSOS, T.: Immunoglobulin classes and complement
fixing, pp. 841-848 en: Progress in Immunology. New York,
Academic Press Inc., 1971.

7. DORRINGTON, K.J. y PAINTER, R.H.: Functional

domains of immunoglobulin G, pp. 74-96 en: Progress in
Immunology. New York, American Elsevier Publishing Co. Inc.,
1974,

8.ROSSE, W.F.; Fixation of the first component of
complement by human antibodies.

J. Clin. Invest., 47: 2430-2445, 1968,



fe)]
7

9.REID, K.B.M., LOVE, D.M. y PORTER,R.R.; Isolation
and characterization of Clg, a subcomponent of the first
component of complement from human and rabbit sera.

Biochem, J. 130: 749-763, 1972.

10BECKER,E. L. ; Concerning the mechanism of
complement action.IIl.The nature of the first component of
guinea pig complement.

J. Immunol. 77: 469-478, 1956.

11.BUDZKO,D.B. y MULLER-EBERHARD,H.J.; Cleavage of
the first component of human complement by Cl1 esterase:
isolation and characterization of low molecular weight
product.
Immunochem., 7: 227-236, 1970.

12.LEVY,L.R. y LEPOVW,1.H.; Assay and properties of a
serum inhibitor of Cl esterase.

J. Biol. Chem. 236: 1674-1679, 1961,

13. DONALDSON, V. H. , y EVANS, R.R.; A biochemical
abnormality in hereditary angioneurotic edema: absence of
serum inhibitor of C'l esterase.

Am, J. Med. 35: 37-44, 1963.

14.GIGLI,I. y AUSTEN,K.F.; Fluid phase destruction
of C2™+ by Clrw, T, Its enhancement and inhibition by
homologous and heterologous C4.

J. Exp. Med. 129: 679-696, 1969,

15. POLLEY,M.J. y MULLER-EBERHARD,H.J.; The second
component of human complement: its isolation, fragmentation
by C'1l esterase, and incorporation into C'3 convertase.

J. Exp. Med. 128: 533-551, 1068,



67

16. MULLER-EBERHARD,H.J., DALMASSO, A. P, y CALCOTT,
M.A.; The reaction mechanism of Bi.—globulin (C'3) in immune
hemolysis.

J. Exp. Med. 123: 33-54, 1966.

17.COOPER,N.R. y MULLER-EBERHARD,H.J.; The reaction
mechanism of human C5 in immune hemolysis.

J. Exp. Med. 132: 775-793, 1970.

18.SHIN,H.S., PICKERING,R.J. y MAYER,M.M.; The fifth
component of the guinea pig complement system.II. Mechanism
of SAC14235b fromation and C5 consumption by EAC 1423.
J. Immunol. 106: 473-479, 1971

19.SHIN,H.S., PICKERING,R.J. y MAYER,M,M.; The fifth
component of the guilnea pig complement system. II1.
Dissociation and transfer of C5b, and the probable site of
C5b fixation.
J. Immunol. 106: 480-493, 1971,

20.KOLB,V.P., HAXBY,J.A., ARROYAVE,C.M. y MULLER-
HEBERHARD,H.J.; Molecular analysis of the membrane attack
mechanism of complement.

J. Exp. Med. 135: 549-566, 1972.

21.FRANK,M. M., RAPP,H.J. y BORSOS,T.; Studies of the
terminal steps of immune hemolysis.II. Resolution of the E#*
transformation reaction into multiple steps.

J. Immuncl. 94: 205-300, 1965.

22.PENSKY,J., HINZ,C.F., TODD,E.W., WEDGEWOOD,R.J.,
BOYER,J.T. y LEPOW,I.H.; Properties of highly purified human
properdin.
J. ITmmunol. 100: 142-158, 1968,



23.SCHUR,P.H. y BECKER,E.L.; Pepsin digestion of
rabbit and sheep antibodies. The effect on complement
fixation
J. Exp. Med. 118: 891-904, 1963,

24 . SANDBERG,A. L. y OSLER,A.G.; Dual pathways of
complement interaction with guinea pig immunoglobulins.

J. Immunol. 107: 1268-1273, 1971.

25. SNYDERMAN, R. , GEWURZ, H. , MERGENHAGEN, S. v
JENSEN,J.; Effects of C4 depletion on the utilization of the
terminal components of guinea pig complement by endotoxin.

Nature 231: 152-154, 1971.

26. MARCUS,R.L., SHIN,H.S. y MAYER,M.M.; An alternate
complement pathway: C3 claving activity, not due to C4, 2a
on endotoxic lipopolysaccharide after treatment with guinea
pig serum; relation to properdin.

Proc. Natl. Acad. Sci. 68: 1351-1354, 1971.

27, FRANK, M, M., MAY,J.E., GAITHER,T. y HELLMAN,L.; In
vitro studies of complement function in sera of C4 deficient
guinea pig.

J. Exp. Med. 134: 176-187, 1971.

28. ALPER,C.A., GOODOFSKY, I. y LEPOW,I.H.; The
relationship of glycine rich B glycoprotein to factor B in
the properdin system and to the cobra factor-binding protein
of human serum.

J. Exp. Med. 137: 424-437, 1972.

29.FEARON,D.T., AUSTEN,K.F. y RUDDY,S.; Properdin
factor D: characterization of its active site and isolation
of the precursor form.

J. Exp. Med. 139: 355-366, 1974.



69
30.WHALEY,K. y RUDDY,S.; Modulation of C3b hemolytic
activity by plasma protein distinct from C3b inactivator.
Science 193: 1011-1013, 1976,

31. WHALEY, K. y RUDDY, 8. ; Mpdulation of the
alternative complement pathway by B1lH globulin.
J. Exp. Med. 144: 1147-1163, 1976.

32.WEILER,J . M., DAHA,M.D., AUSTEN, K. F. y
FEARON,D.T.; Control of +the amplification convertase of
complement by the plasma protein B1H.

Proc. Natl. Acad. Sci. 73: 3268-3272, 1976.

33. PANGBURN, M. K., SCHREIBER, R. D. vy MULLER-
HEBERHARD,H.J.; Human complement C3 inactivator: isolation
characterization, and demonstration of an absolute cleavage
of C3 and C4 in solution
J. Exp. Med. 146: 257-270, 1977.

34, PANGBURN, M. K. y MULLER-HEBERHARD,H.J.; Complement
C3 convertase: c¢ell surface restriction of B1H control and
generation of restriction on neuraminidase-treated cells.

Proc. Natl. Acad. Sci. 75: 2416-2420, 1978.

35. FEARON,D.T. y AUSTEN,K.; The alternative pathway
of complement. A system for host resistance to microbial

infection.
N. Eng. J. Med. 303: 259-263, 1980.

36.FUJITA,T., GIGLI,I. y NUSSENZWEIG,V.; Human C4-
binding protein.II. Role of proteolysis of C4 by C3b-
inactivator.

J. Exp. Med. 148: 1044-1051, 1978.



70

37. TAMURA, N, y NELSON,R.A.; Three naturally

occurring inhibitors of components of complement in guinea
pig and rabbit serum.

J. Tmmunol. 99: 582-589, 1967,

38. FIREMAN, P., ZUCHOWSKI, D. A, y TAYLOR,P. M. ;
Development of human complement system.

J. ITmmunol. 103: 25-31, 1969.

39.ALPER,C.A., JOHNSON, A. M., BIRTCH, A.G. y
MOORE,F.D.; Human C'3: evidence for the liver as the primary
site of synthesis.

Science 163: 286-288, 1969.

40, HALL,R.E. y COLTEN,H.R.; Cell free synthesis of
the four component of guinea pig complenment (C4)>:
ldentification of a precursor of serum C4 (Pro-C4).

Proc. Natl. Acad. Sci. 74: 1707-1710, 1977,

41.COOPER,N.R., JENSEN,F.C., WELSCH, R. M. y
OLDSTONE,M.B.A.; Lysis of RNA tumor virus by human serum:
direct antibody-independent triggering of the classical
complement pathway.

J. Exp. Med. 144: 970-984, 1976.

42, DANIELS,C. A.; Neutralization of sensitized cirus
by the fourth component of complement.

Science 165: 508-509, 1969,

43. BOKISH,V.A., DIETRICH, M. P. y MULLER-
EBERHARD,H.J. ; Third component of complement (C3>.
Structural properties in relation to function.

Proc. Natl. Acad. Sci. 72: 1989-1993, 1975.

44 MAYER, M. M.: Mechanism of citolysis by complement.
Proc. Natl. Acad. Sci. 69: 2954-2958, 1972.



71
45,DUKOR,P. y HARTMANN,K.U.; Bound C3 as the second
signal for B-cell activation.
Cell Immunol. 7: 349-356, 1973,

46.0CHS,H.D. , JACKSON, C. G. , HELLER, S. R. y
WEDGEWOOD,R.J.; Defective response to a T-dependent antigen
in C4 deficlent guinea pig and its correction by addition of
c4.

Fed. Proc. 37: 1477A, 1978,

47, KOOPMAN,VW.J., SANDBERG, A. L., WAHL, S. M. vy
MERGENHAGEN, S.E.; Interaction of soluble C3 fragments with
guinea pig lymphocytes. Comparison of effects of C3a, C3b,
C3¢c and C3d on lymphokine production and 1lymphocyte
proliferation.

J., Immunol. 117: 331-336, 1976,

48, HARTMANN, K. U, y BOKISH, V. A, ; Stimulation of
murine B lymphocytes by isolated C3b.
J. Exp. Med. 142: 600-610, 1975.

49.GOTZE,OQ., BIANCO,C. y COHN,Z.A.; The induction of
macrophage spreading by factor B of the properdin system.
J. Immunol. 120: 1776A, 1977,

50.KOHLER,P.F. y MULLER-EBERHARD,H.J.; Metabolism of
human Clq: studies in hypogammaglobulinemia, myeloma and
systemic lupus erythematosus.

J. Clin. Invest. 51: 868-875, 1972.

51.ATKINSON,J.P., FISCHER,R. I., REINHARDT, R. y
FRANK, M. M.; Reduced concentration of the first component of
complement in hypogammaglobulinemia: correction by infusion
of ¥y—-globulin.

Clin. Immunol. Immunopathol. 9: 350-3855, 1978.



72
52. MILLER ,M.E. y GRANGER, R.G.; Serum complement-
like opsonic activitirs in human, animal, - vegetable, and
proprietary milks,
Science 196: 1115-1117%7, 1977.

53. FRANK, M. M., GAITHER,T., ADKINSON,F., TERRY,¥.D. y
MAY,J.E.; Activation of the alternate complement pathway by
human immunoglobulins.

J. Tmmunol. 116: 1733A, 1976.

54. KAPLOW,L.S., GOFFINET,J.A.; Profound neutropenia
during the early phase of hemodialysis.
JAMA 203: 1135-1137, 1968.

55, CRADDOCK, P. R. , FEHR, J., BRIGHAM,K. L.,
KRONENBERG, R. S., JACOB,H. S. ; Complement and leukocyte-
mediated pulmonary dysfuncion in hemodialysis.

N. Engl. J. Med. 296: 769-774, 1977.

56.JENSEN,D.P., BRUBAKER,L.H., NOLPH,K.D., JOHNSON,
C.A., NOTHUM,R. J. ; Hemodialysis coil—-induced trasient
neutropenia and overshoot neutrophilia in normal man.

Blood (1973>; 41: 399-408,

57.CRADDOCK,P.R., HAMMERSCHMIDT,D.E.; MOLDOW,Ch.F.,
YAMADA, Q. , JACOB,H. S, ; Granulocyte aggregation as a
manifestation of membrane interactios with Complement:
possible role in leukocyte margination, microvascular
occlusion, and endothelial damage.

Sem. Hematol. 16: 140~147, 1979,

58. HAKIM,R. M. , BREILLANT, J., LAZARUS,J. M., PORT,
F.K.; Complement activation and hypersensitivity reactions
to dialysis membranes.
N. Engl. J. Med. 311: 878-882, 1084,



73
59. HAMMERSCHMIDT,D.E., CRADDOCK,P.R., McCULLOGH,J.,
KRONEMBERG;R. 5., DALMASSO, A.P., JACOB, H.S. ; Complement
activation and pulmonary leukostasis during nylon fiber
filtration leukaferesis. '
Blood B51: 721-730, 1978.

60. CHENOVETH,D.E., COOPER, S. V., HUGLI,T.E.,
STEWART,R. W. , BLAKSTONE,E. H., KIRKLIN,J. V. ; Conmplement
activation during cardiopulmonary by-pass.

N. Engl. J. Med. 497-502, 1981.

61. HAMMERSCHMIDT,D.E. , STRONCEK, D. F., BOWERS, T. K. ;
Complement activation and neutropenia occurring during
cardiopulmonary bypass. A possible machanism for the
protective effect of corticosteroids against 'post-perfusion
lung'.

J. Thorac. Cardiovasc. Surg. 81: 370-377, 1981.

62. GOMEZ-FERNANDEZ,P., GUAJARDO,A.S., VICENTE,J.C.,
et alii; Cinética leucocitaria en la hemodidlisis: aumento
de la agregacién leucaocitaria y de la actividad
quimiotactica del suero como factores etiolégicos de 1la
leucopenia intradialitica.

Med. Clin. 82: 705-708, 1984,

63.GOLDSTEIN,J. M., CALA,D., RADIN,A., KAPLAN,H.B.,
HORN,J., RANSON,J.; Evidence of complement catabolism in
acute pancreatitis.

Am. J. Med. Sci. 275: 2b7-264, 1978.

64, CRADDOCK, P.R. , HAMMERSCHMIDT, D. E. ; WHITE,J.C.,
DALMASSO,A.P. , JACOB,H.S. ; Complement (CHa)—-induced
granulocyte aggregation in vitro. A possible mechanism of
complement-mediated leukostasis and leukopenia.

J. Clin. Invest. 60: 260-264, 1977.



74
65. WARD,P. A., NEWMAN, L.J.; A neutrophil chemotactic
factor from human C'5.
J. Immunol. 102: 93-99, 1969.

66.JACOB,H. 8., CRADDOCK,P.R., HAMMERSCHMIDT,D.E.,
MOLDOW,Ch.F.; Complement-induced granulocyte aggregation. An
unsuspected mechanism of disease.

N. Engl. J. Med. 302: 789-794m, 1980.

67.GLITTER, K.A., YANNUZZI,L.A., SCHATZ,H.: Trauna,
pags. 331-338 en Yannuzi,L.A., Glitter,K.A. & Schatz,H.
eds., The macula, a comprehensive text and atlas. Baltimore,

Williams & VWilkins, 1979.

68, INKELES,D. M., WALSH,J.B.; Retinal fat emboli as a
sequels to acute panéreatitis.
Am. J. Ophthalmol. 80: 935-938, 1975.

69.JACOB,H. S, , GOLDSTEIN, I. M., SHAPIRO, I.,
WEISSMANN,G.; Sudden blindness 1in acute pancreatitis: a
manifestation of complement (C)—-induced retinal
leukostasis?.

Clin, Res. 26: 498 (abstract), 1978,

70.REDL, H. , - SCHLAG, G., HAMMERSCHMIDT, D.E. ;
Quantitative assessment of leukostasis in experimental
hypovolemic—trauvmatic shock.

Acta Chir. Scand. 150: 113-117, 1984,

71.BALK,R., BONE, R.; El sindrome de insuficiencia
respiratoria del adulto

Clin. Med. N. Am. (ed. esp.> 3: 681-722, 1983,

72.WOLACH,B., COATES,T.D., HUGLI,T.E., BAEHNER,R.I.,
BOXER, L. A. ; Plasma lactoferrin reflects granulocyte

activation via Complement in burn patients.



5
J. Lab. Clin. Med. 103: 284-293, 1984.
73.FEARON,D.T., RUDDY,S., SCHUR,P.H.; Activation of
the properdin pathway of complement in patients with gram—
negative bacteriemia.

N. Engl. J. Med. 292: 937-940, 1975,

74, 0LSON,L.M., MOSS,G.S., BAUKUS,0., GUPTA,T.K.D.;
The role of C5 in septic lung injury.
Ann. Surg. 202: 771-776, 1985.

75. HAMMERSCHMIDT,D. E. ; WEAVER,L.J., HUDSON, L.D.,
CRADDOCK,P.R., JACOB,H. S.; Association of complement
activation and elevated plasma C(Cba with adult respiratory
distress syndrome: pathophysiological relevance and possible
prognaostic value.

Lancet 1: 947-949, 1986,

76. SACKS, T., MOLDOW,C.F., CRADDOCK, P.R.,
BOVERS,T.K., JACOB,H.S.; Oxigen radicals mediate endothelial
cell damage by complement-stimulated granulocytes: an in
vivo model of immune vascular damage.

J. Clin. Invest. 61: 1161-1167, 1978,

77.CONGER,J.D., HAMMOND, V.S., ALFREY,A.C.,
CONTIGUGLIA, &S.R., SATNAFORD, R.E., HUFFER,V.E.; Pulmonary
calcification 1in chronic dialysis patients: Clinical and
pathologic studies.
Ann. Intern. Med., 83: 330-336, 1975,

78. HAMMERSCHMIDT,D. E. , GREENBERG, C., S., YAMADA, O.,
CRADDOCK,P.R., JACOB,H.S.; Cholesterol and atheroma lipids
activate complement and stimulate granulocytes. A possible
machanism for amplification af ischemic injury in
atherosclerotic states.

J. Lab. Clin. Med. 98: 68-77, 1981,



76

79.JACOB,H. S. ; Complement—-mediated leucoemboliza—

tion: A mechanism of tissue damage during extracorporeal
perfusions, myocardial infarction and in shock. A review,

Quart. J. Med. New Series LII: 289-296, 1983,

80. HAMMERSCHMIDT,D.E. , FLYNN,P.J. COPFO, F. A,
SKUBITZ, K.M., JACOB,H.S.; Synergy among agents inhibiting
granulocyte aggregation,.

Inflammation 6: 169-176, 1982.

81.NICHOLSON,D.P.; Corticosteroides en el
tratamiento del choque séptico vy del sindrome de
insuficiencia respiratoria del adulto.

Clin., Med. N. Am. (ed. esp) 3: 715-722, 1983.

82.0' FLAHERTY,J.T., CRADDOCK, P. R., JACOB,H. S.;
Mechanism of anti-complementary activity of corticosteroids
in vivo: possible relevance in endotoxin shock.

Proc. Soc. Exp. Biol. Med. 154: 206-209, 1977.

83. HAMMERSCHMIDT, D. E. ; WHITE,J.C., CRADDCGCK,P.R.,
JACOB,H. 8. Corticosteroids inhibit Complement—-induced
granulocyte aggregation. A possible mechanism for <their
efficacy in shock estates.

J. Clin. Invest. 63: 798-803, 1979.

84.CHICK,T.¥., GOLDBLUM,S.E., SMITH,N.D., et alii;
Pneumococcal-induced pulmonary leuvkostasis and hemodynamic
changes: role of complement and granulocytes.

J. Lab, Clin. Med. 103: 180-192, 1984.

85, ROGERS JACOB,E., BONE,R.C. ; Mediadores de la
lesidén en la sepsis pulmonar.

Clin., Med. N. Am. (ed. esp.> 3: 6099-714, 1983,



77

86.BENVENISTE, C. G, , HENSON, P. M. , COCHRANE,C.G.;

Leucocyte~dependent histamine release  from rabbits

platelets. The role of IgE basophils and a platelet
activating factor.

J. Exp. Med. 136: 1359-1377, 1972,

87.SNYDER,F.; Chemical and biochemical aspects of
platelet activating factor: a novel class of acetylated
ether—-linked choline-phospholipids.
Med. Res. Rev. 5: 107-140, 1985.

88. SANCHEZ~CRESPO, M. , ALOKNSO, F. , INARREA,P.,
CAMBRONERO, J.G. ; LQué es el factor activador de las
plaquetas?

Inmunol. 3: 65-71, 1984.

89. INARREA,P., ALONSO,F., SANCHEZ-CRESPO, M. ;
Platelet activating factor: an effector substance of the
vasopermeabllity changes induced by the infusion of immune
aggregates in the mouse.

Immunophar. 6: 7-14, 1983,

90. McMANUS,L. M., MORLEY,C.A., LEVINE,S.P., PINCKARD,
R.N.; Platelet activating factor (PAF) induced release of

platelet factor 4 (PF4) in vitro during IgE anaphylaxis in
the rabbit.

J. Immunol. 123: 2835-2841, 1979.

91. McMANUS, L. M., SAW, S. 0., PINCKARD,R. N. ;
Thromboxane Bz (TXBx:) release during IgE anaphylaxis in the
rabbit.

J. Immunol. 125: 1950-1954, 1980.

92.STIMLER, N. GERRARD, C. , O' FLAHERTY,J.F.;
Contraction of human 1lung tissue by platelet activating

factor.



78
J. Pharmacol. 14: 22 <(abstract>, 1983.
93. MORLEY, J., PAGE,C.P., SANJAR, S. ; Pulmonary
responses to platelet activating factor

Prog. Resp. Res. 19: 117-123, 1985.

94 . HEFFNER,J.E., SCHOEMAKER, S.A.,, CANHAM,E. M., et
alii; Acetylglyceryl ether phosphorylcholine-stimulated
humane platelets cause pulmonary hypertension and edema in
isolated rabbit lung.

J. Clin. Invest. 71: 361-357, 1983,

95, VEMULAPALLI, S, , CHU,P.J.S., BARNETT, A. ;
Cardiovascular and renal action of platelet activating
factor in anesthetized dogs.

Hypertension 6: 489-493, 1984,

96. McMANUS, L. M., HANAHAN,D.J., DEMOPOULOS, C. A.,
PINCKARD,R.N.; Pathobiology of the intravenous infusion of
acetyl glyceryl ether phosphorylcholine (AGEPC), a synthetic
platelet—-activatin factor (PAF)>, in the rabbit.

J. Immunol. 124: 2919-2924, 1980.

O7 . McMANUS,L. M., PINCKARD,R.N., FITZPATRICK,F.A.,
O'ROURKE,R. A., CRAVWFORD, M.H., HANAHAN,D.J.; Acetyl-
glyceryl—-ether-phosphorylcholine. Intravascular alterations
following intravenous infusion into the baboon

Lab. Invest. 45: 303-307, 1981.

98. CAMUSSI,G.C., TETTA,F., BUSSOLING,F., CALIGARIS-
CAPPIO,F., MASERA,F.; Mediators of immune—-complex induced
aggregation of polymorphonuclears neutrophils. II. Platelet
activating factor as the effector substance of immune-
induced aggregation
Int. Arch. Allergy appl. Immunol. 64: 25-36, 1981.



79
99.CAMUSSIT, G. , BUSSOLINO, F., TETTA, C, et alii;
Effect of (PGIx) on immune-complex—induced neutropenia.

Immuncol. 48: 625-633, 1983,

100. FLOWVER,R.J., BLACKVWELL,G.J.; Anti-inflammatory
steroids induce biosyntesis of a phospholipase Az inhibitor
which prevents prostaglandin generation.

Nature 78: 4H56-459, 1979.

101.GUPTA,C., KATSUMATA,M., GOLDMAN,A.S., HEROLD,R.,
PIDDINGTON, R. ; Glucocorticoid-induced phospholipase Az
inhibitory proteins mediate glucocorticoid teratogenicity in
vitro.

Proc. Natl. Acad. Sci. 81: 1140-1143, 1984.

102. CRADDQCK,P. R, , WHITE,J.C., JACOB,H. S.;
Potentiation of Complement (CBa)—-induced granulocyte
aggregation by cytochalasin B.

J. Lab. Clin. Med. 91: 491-499, 1978,

103. WALLACE,S.L.: Colchicine, pags. 878-884 en
Kelley,VW.N., Harvis, E.D., Ruddy, S., Sledge, C.D. eds.
Textbook of Rheumatology. Philadelphia, VW.B. Saunders Co.,
1981.

104.0'FLAHERTY,J.T., KREUTZER, D. L., WARD,P.A.;
Neutrophil aggregation and swelling induced by chemotactic
agents,

J. Immunol. 119: 232-239, 1977.

105. HAMMERSCHMIDT,D. E. , HARRIS,P.D., WAYLAND,H.,
CRADDOCK,P.R., JACOB,H.8.; Complement—-induced granulocyte
aggregation in vivo.

Am. J. Pathol. 102: 146-150, 1981.



80
106. WILKINSON,P.C.: Chemotaxis and Inmflammation.
Edinburgh. Churchill Livingstone 1982. -

107.CAMUSSI,G., TETTA,C., BUSSOLINO,F., et aliij;
Mediators of immune-complex induced aggregation of
polymorphonuclear neutrophils.

Int. Archs. Allergy appl. Immunol. 64: 25~30, 1981.

108, MACLOUFE, J . , BORGEAT,P., GRANGE, M. J .,
WAUTIER,J.L., CAEN,J.P.; Prostaglandinas, tromboxanos y
leucotrienos. Funcién en las enfermedades cardiovaculares en
las reacciones alérgicas y en la inflamacion.

Presse Méd. (ed. esp.> 3: 200-205, 1984.

109.LEE,T.C., MALONE, B., SNYDER,F.; Stimulation of

calcium uptake by l1-alkyl-2-acetyl-sn-glycero—-3—
phosphocholine (platelet activating factor> in rabbit
platelets: possible involvement of the lypooxigenase
pathway.

Arch. Biochem. Biophys. 223: 33-39, 1983.

110.SHAW,J.0., PRINTZ,M.P., HIRABAYSHI K.,
HENSON,P.M.; Role of prostaglandin synthesis in rabbit
platelet activation by basophil-derived platelet activating
factor.

J. Immunol. 121: 1939-1945H, 1978,

111. SMITH,M.J.H.; Biological activities of
leukotriene Ba (Isomer III), pags. 283-292 en Samuelsson, B.
& Paoletti,R. ed. Leukotrienes and ather lipooxygenase

products. New York, Raven Press 19082.

112.GEE. M. H., PERKOWSKI,S. Z., TAHAMONT, M. V.,
FLYNN,J.T.; Arachidonate cyclooxygenase metabolites as
mediators of Complement-initiated lung injury.

Fed. Proc. 44: 46-52, 1985,



81

113.CLERICI,N., LEYVA-COBIAN,F. ; Generacién = de

factores quimiotacticos por activacién de las vias clasica y
alternativa del complemento.

Inmunologia 2: 25-46, 1983,

114.CAMUSSI, G., TETTA,C., DEREGIBUS, M. CH. ,
BUSSOLINQO, F., SEGOLONI, G., VERCELLONE, A. ; Platelet~—
activating factor (PAF) 1in experimentally-induced rabbit
acute serum sickness: role of basophil-derived PAF in immune
complex deposition.

J. Immunol. 1: 86-94, 1981.

115. GEWURZ, H. , LINT,T.F.: Alternatives modes and
pathways of complement activation, pp 17-45 en Day,N.K. &
Good, R. A. ed. Biological = amplification systens in
immunology. New York, Plenum Publishing Co. 1977.

116, HONG,S. L., LEVINE,L.; Inhibition of arachidonic
acid release from cells as the biochemical action of anti-
inflammatory corticosteroids

Proc. Natl. Acad. Sci. 73: 1730-1734, 1976.

117.YAMADA, Y., MOLDOVW,C.F., SACKS,T., CRADDOCK,P.R.,
BOOGAERTS, M. A., JACOB,H.S.; Deleterious effects of andotoxin
on cultured endothelial cell: an in vitro model of vascular
injury.
Inflammation 5: 115-126, 1981.

118. FORDHAM,J.N., KIRVAN,J., CASON, J.,
CURREY,H.L.F.; Prolonged reduction in polymorphonuclear
adhesion following oral colchicine.

An. Rheum. Dis. 40: 605-608, 1981.

119. WRIGHT, D. G, UNGERLEIDER,R. S., GALLIN,J.1.,
DEISSEROTH,A.B.; Pretreatment of filtration leukapheresis

donors with colchicine



Blood 52: 783-792, 1978.

120, HOFFSTEIN, S., GOLDSTEIN,J.M., WEISSMANN,G.; Role
of microtubule assembly in lysosomal enzyme secretion from
human polymorphonuclear leukocytes. A reevaluation.

J. Cell Biol. 73: 242-250, 1977.

121. SERHAN,Ch.N., BROEKMAN, M.J ., KORCHAK,H. M.,
SMOLEN, J.E., MARCUS, A, J., WEISSMANN, G. ; Changes in
phosphatidylinositol and phosphatidic acid in stimulated
human neutrophils. Relationship to calcium mobilization,
aggregation, and superoxide radical generation.

BBA 762: 420-428, 1983.

122. CAMUSSI,G., AGLIETTA,M., MALAVASI,F., TETTA,C.,
PIACIBELLO, V., SANAVIO, F., BUSSOLINO, F. The release of
platelet activating factor from human endothelial cells in
culture.

J. Tmmunol. 131: 2397-2403, 1983,



AGRADECIMIENTOS:

Agradezco al Prof. Dr. D. Miguel A. Muniain Ezcurra
la responsable y juiciosa direccién de esta Tesis,

Agradezco al Dr. D. Rafael Fernéndez su
asesoramiento en el manejo de los ,animales de
experimentacién y en el disefio de los ensayos In vivo. De
igual forma, reconozco como impagable la ayuda prestada por
mis compafieros, los doctores Dfia. Rosario Mata, D. José
Pérez Venegas, Dfia. Francisca Pozuelo, Dfia. Carmen Martinez
Hornillo y Dfia. Dolores Rodriguez Lépez, inasequibles al

desaliento.



UNIVERSIDAD DE SEVILLLA

Reunido el Tribunal integrado per les abajo firmantes

en el dia de la  fecha, parn juzgar la Tesis Doctoral de
D. :, "[;%t/"c‘;—’ J/\ti..( wf (:
- ,

‘ tiwda b2 roek o iae
s b ’ <, /
{ Lt /‘ e (i_k

e

(cree e /A/" -

1.9

El Doctorado,

El Voga




