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The ability of pepstatin A, a protease inhibitor produced by the Streptomices tes-
taceus, to elicit a number of responses by the human PMN has been studied. In the
lisozyme and betaglucuronidase release, pepstatin A 10'5M is equivalent to the synthetic
oligopeptide N-formyl-metionyl-leucil-phenylalanine (FMLP) 10"’M. In the superoxide
release, pepstatin A 10"°M produces 80 % of that originated by FMLP IO'7. After two
minutes of incubation the superoxide release is important, there being no further in
crease after 10 minutes.

Preincubation of the cells with citochalasin B before stimulation with pepstatin A
elicits a noticeable increase in Or release.

In chemotaxis, pepstatin A 10* ’ originates the same cell motility as FMLP 10"*.
Pepstatin A produces a cross deactivation with FMLP which adds further evidence

to the hypothesis that both stimuli compete for the same receptor in the PMN.
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La Pepstatina A, inhibidor de las pro-
teasas producido por el Estreptomices
testaceus (19), es quimiotactico para los
neutrofilos humanos (1) y compile con
el n-formil-metionil-leucil-fenil-alanina
(FMLP) por el mismo receptor (o recep- 
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tores muy proximos) en el PMN y es
capaz asi mismo, de liberar enzimas ci-
toplasmicas y producir superoxido (13).

En el presente trabajo se ha realizado'
un estudio comparative entrc FMLP y
Pepstatina. Se han investigado divcrsas
concentraciones y diferentes tiempos de
incubacion de estas dos substancias, mi-
diendo production de superoxido, libera-
cion de enzimas y capacidad quimiotiic-
tica.

Por otro lado, es bien conocido que
cuando los PMN son preincubados con 
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citocalasina B antes de exponerlos a un
estfmulo quimiotactico, se incrementa la
liberation de enzimas citoplasmicas. No
obstante, existen datos con trad ictorios
sobre los efectos que la citocalasina B
ejerce en la producci6n de anion super-
oxido (6, 10). Por esta razon, se ha estu-
diado la liberation de super6xido origi-
nada por los PMN preincubandolos con
citocalasina B y empleando como esti-
mulo pepstatina A. Para observar si la
pepstatina A y el FMLP compiten por
los mismos receptores de los PMN, se
han preincubado en primer lugar, los
PMN con uno de los estfmulos y poste-
riormente los mismos PMN con el otro,
midiendo entonces la producci6n de su-
per6xido.

Material y metodos

El medio utilizado ha sido solution de
Hanks 5 mM, suplementada con 1 mg
por ml de dextrosa y 1 mg/ml de albu-
mina bovina, pH 7,4.

Neutrojilos. Los neutrofilos de san-
gre periferica procedentes de personas
sanas, fueron separados mediante sedi
mentation con Dextran y posterior cen-
trifugaci6n con Ficoll-Hypaque (Pharma
cia Fine Chemical) como ha sido descrito
previamente (4). Los eritrocitos se lisa-
ron con cloruro amonico 0,85 % durante
15 min a 37 °C.

La viabilidad, medida por la exclusion
de la eosina Y, era del 96 % y la con
centration de neutrofilos, evaluada con
la tinci6n de Wright del 96 %.

Factores quimiotacticos. La pepstati
na A (Sigma) disuclta en dimetilsulfoxido
(DMSO, Fisher Scientific) a concentra
tion de 10"2M y el N-formil-metionil-
leucil-fenilalanina (FMLP, Sigma) 10'3M,
disuelto en DMSO, se almacenaron a
— 70 CC.

El C5a parcialmente purificado fue do-
nado gratuitamente por el Dr. Spilberg.

Antes de cada experimento se prepa
raban con medio las diluciones oportunas.

Production de superoxido. Todos los
experimentos se realizaron por duplicado
en tubos de plastico de microcentrifuga
(Beckman Instruments, Palo Alto, Ca)
con un volumen final de 0,4 ml. Se ana-
dieron por este orden: 0,2 ml de neutro
filos (6 X 10° neutrofilos/ml); 0,1 ml de
ferrocitocromo C (4 mg/ml) (Sigma);
0,1 ml de estfmulo o medio.

Los tubos se colocaron en un bano de
agua a 37 °C, agitandolos periodicamen-
te. Despuds de tiempos variables (5 min
si no se especifica lo contrario), la reac
tion se detuvo separando el sobrenadante
de las celulas tras centrifugar durante
30 s a 8 000 g.

El calculo de la production de super-
6xido se realize del siguiente modo:
0,2 ml del sobrenadante y 2,8 ml de
buffer fosfato potasico (0,lM, pH 7,4)
se midieron en un espectrofotometro a
550 nm para calcular la cantidad de cito-
cromo C reducido. El coeficiente de ex-
tincion del citocromo estudiado se con
sider de 21,1 mM'1 cm-1 (20).

En los experimentos en los que se uti
lize citocalasina B, las celulas se incuba-
ron primero con 5 Mg/ml de citocalasi
na B durante 5 min, antes de anadir el
estfmulo (o el medio en los controles).

Liberaci6n de enzimas. Las incuba-
ciones se realizaron por duplicado en
un volumen de 1 ml. Los neutrofilos
(10 X 10°) se incubaron con citocalasi
na B (5 Mg/ml) durante 5 min antes de
anadir el estfmulo. Despues se incubaron
los tubos 10 min a 37 °C. La reaccidn se
detuvo centrifugando las celulas a 8 000 g
durante 15 seg y en los sobrenadantes se
midieron las enzimas. La lisozima se de
termind mediante el coeficiente de lisis
de Micrococcus lysodikticus (Worthing
ton Biochemical Corp.) medido por la dis-
minucion de la absorbancia a 450 nm (7).

La actividad de la betaglucuronidasa
se midio tras 18 h de incubation a 37 cC 
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con dcido betaglucurdnico como substra
te (Sigma) y fenolftaleina (Fisher Scien
tific) como estAndar (5).

La liberation de lactico-deshidrogena-
sa (LDH) se determind por el metodo
de Wacker et al. (21) y se empled como
fndice de viabilidad de las celulas. Los
resultados se expresaron como el porcen-
taje de la actividad total que se libera
tras sonicar las celulas en los tubos con-
troles.

Quimiotaxis. Liberation de cromio:
Las celulas se incubaron primero con
Cr51 (New England Nuclear) a una con
centration suficiente para dar 2 000-
3 000 c.p.m. por milion de celulas (18).
La mezcla de Cr51 y PMN se incubo en
tubos de plastico a 37 °C durante 45 min
y se lavo tres veces con PBS.

Se colocaron 10° neutrofilos en el com-
partimiento superior de una camara de
quimiotaxis (Unipore), consistente en dos
compartimientos de 0,1 ml de capacidad,
separados por dos filtros microporos de
5 pm de tamano de poro (Millipore) (9),
y el factor quimiotactico (o medio en el
control), se coloco en el compartimiento
inferior. Despuds de incubar durante tres
horas a 37 °C, se separaron los filtros
superiores (FS) de los inferiores (FI). La
radiactividad de cada uno fue medida en
un contador gamma durante dos minutes.
Los resultados expresados como indice
quimiotactico se obtuvieron:

FI X 100/FS + FI —el control.

Desactivacidn cruzada en la produccidn
de superoxido. Despues de incubar las
celulas durante 5 min a 37 °C con me
dio o estimulo se centrifugan los tubos
y se resuspenden nuevamentc con medio
o con el otro estimulo a estudiar. Es en
esta segunda incubation cuando se ana-
de el citocromo C. El resto de los calcu-
los se hacen del mismo modo que en la
production de superoxido descrita mas
arriba.

Resultados

En la figura 1 se expresan los nmoles
de citocromo C reducido al preincubar
las celulas con pepstatina y FMLP. La
production optima de O2" se obtiene con
una concentracidn final de pepstatina A
de 10'sM y es aproximadamente el 80 %
de la obtenida con FMLP 10'7.

Fig. 1. Produccidn de superdxldo ortglnada
por pepstatina A (•) y FMLP (O).

Los niveles de O2" obtenidos tras di-
versos tiempos de incubacidn alcanzaban
el maxiino de produccidn en la mayoria
de los experimentos a los 2 min y en al-
gunos existfa un ligero aumento de pro
duction hasta los 10 min. En ningun
caso se incrementaron los valores tras
15 min de incubation (tabla I).

Los valores de lisozima y betaglucuro-
nidasa obtenidos con pepstatina A 10'5M
son supcrponibles a los obtenidos con
FMLP 10’7M (figs. 2 y 3).

Ninguno de los dos factores quimiotac-
ticos origina una production de LDH
superior al 5 %.

Tras la preincubacion con citocalasi-
na B existe un marcado incremento en
la production de superoxido, es decir, la
citocalasina B origina un aumento en la
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Tabla I. Production de super6xido.
Efecto del tiempo de incubacidn. Los resultados expresan los valores de Densidad Optica (DO).

Tiempo de incubacldn (min)
2 5 10 15

Medio 0,040 0,040 0,042 0,044
Medio celulas 0,039 0,042 0,044 0,047
FMLP 1O’T 0,081 0,084 0,080 0,080
Pepstatina A 10"* 0,079 0,079 0,080 0,079
Pepstatina A 10*° 0,051 0,060 0,047 0,056
Pepstatina A 10'1 0,046 0,043 0,044 0,049

Fig. 2. Liberation de lisozlma.
Los resultados se expresan en tantos por ciento
de un tubo control cuyas cdlulas fueron soni-
cadas. Actividad total de lisozima 105 ± 4.

Pepstatina (•); FMLP (O).

Tabla 11. Efecto de la citocalasina B en la
production de superdxido.

Los resultados expresan nanomoles de cito-
cromo C reducido.

Estimulo
Sin

citocalasina
Con

citocalasina

Medio 0 0
Medio 0 0
Pepstatina A 10'J 12,4 18
FMLP 10’’ 14,5 16,5

liberation de enzimas citoplasmicas, asi
como un incremento en la liberation de
superoxido (tabla II).

Estos experimentos se realizaron con
una doble incubation para demostrar que
la citocalasina B, por si misma (sin es-
timulo quimiotactico) no origina libera-
cion de superoxido.

Con el metodo de liberation de Cr51
ambas sustancias se mostraron como bue-
nos factores quimiotacticos, siendo la
concentration optima de pepstatina A
1O’°M y la del FMLP 1O’°M.

Las celulas preincubadas con FMLP
muestran una tiara desactivacion cuando
posteriormente son expuestas a pepstati
na A, y a la inversa. Las celulas eran en

Tabla 111. Produccidn de superdxido.
Las cdlulas se incubaron durante 5 min con
cada uno de los estlmulos. nM = nanomoles.

1.er estimulo 2.° estimulo

nM de
citoc. C
reducido

FMLP 10‘T Peps. A IO4 1.2
Peps. A 10J FMLP IO"’ 0,7
Medio Peps. A 10-4 8,3
Medio FMLP 10-’ 8,8
Medio Medio 0
Peps. A 10"3 C,. 7,0

Medio C» 7,5
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cambio capaces de reaccionar a la frac-
ci6n 5 a del complemento (C5n) tras ser
expuestas a pepstatina A (tabla III).

Fig. 3. Liberation de betaglucuronidasa.
Los resultados se expresan del mismo modo
que en la figura 2. Actividad total de beta
glucuronidasa 0,204 zb 0,05. Pepstatina (•);

FMLP (O).

Discusion

Se ha demostrado que la pepstatina A
es capaz de inhibir algunas proteasas, en
concrete, la pepsina (19), renina, catep-
sina D en los macrofagos de conejo (11)
y las proteinasas de algunos hongos (2).
De hecho, por las propiedades antes ex
puestas, no deja de ser interesante el
hecho de que se hayan realizado ensayos
clfnicos con pepstatina A tratando de pre-
venir el ulcus gastrico con buenos resul
tados en. los animales (19), pero no en
el hombre (17, 12).

No esta bien aclarado si su capacidad
de inhibir las proteasas juega algun papel
en la activation de los PMN. En favor
de esta hipotesis hay que considerar que
otros estimulos de los PMN tienen tam-
bien actividad antiproteasica (11, 14).
En contra iria el hecho de que la capa
cidad de inhibir a las proteasas y mas en
concrete a la pepsina, se realiza a un pH
entre 2 y 4, lejos de los pH fisiologicos
de los que se ha trabajado en este expe-
rimento (4, 7).

Por trabajos previos (16) se ha com-
probado que la pepstatina A compile
probablemente por el mismo receptor, o
en estrecha proximidad, con el FMLP a
pesar de la diferente composition en ami
noacidos entre ambos peptidos. En este
sentido, los trabajos de Freer et al. (8)
han senalado que mas importante que la
composition de los peptidos, son algunas
caractensticas estructurales de los mis-
mos, los que dan su capacidad estimula-
dora. En concreto, dentro del amplio
grupo de los peptidos formil-metionil, los
mas activos estimuladores de los PMN
son aquellos que tienen el radical N-for-
mil y grupos sulfuros contenidos en las
cadenas laterales de la metionina y que
la sustitucion de los aminoacidos isova-
lina y valina, disminuye dicha capacidad
estimuladora. Esto puede ser la raz6n de
por que la pepstatina A, que tiene una
composition de aminoacidos diferentes
del FMLP (formil-metionil-leucil-fenilala-
nina), puede competir con el; la peps
tatina es un pentapeptido hidrofobico
N-bloqueado que contiene dos moleculas
de valina.

La pepstatina A y el FMLP presentan
una desactivacion cruzada casi completa,
en ambas direcciones, en la production
de superoxido. Esto no puede ser debido
a la perdida de viabilidad o agotamiento
de los PMN, ya que cuando estos, tras
ser incubados con pepstatina son nueva-
mente estimulados con C5a, son capaces
de responder. Por tanto, parece que se
trata de una verdadera desactivacion y
que la pepstatina y la FMLP compiten
entre si no solo por el binding como de-
mostraron Showell et al. (16) sino tam-
bien con la funcion. Estos experimentos
tornados en conjunto anaden evidencia
posterior a la hipotesis de' Becker (3)
de un receptor para los peptidos, pluri-
funcional, en los PMN, al menos en su
activation.

Se ha estudiado asi mismo la capaci
dad de preincubacion con citocalasina B
de incrementar la production de super- 
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6xido tras la estimulaci6n con pepsta-
tina A. Estaba bien probado que este
metabolito, de un hongo, origina un in-
cremento muy notable en la liberacidn
de enzimas lisosbmicos, pero sobre la
producci6n de superoxido existfan resul-
tados contradictories (6, 15). En el pre
sente trabajo se muestra que esta prein-
cubacidn origina un increment© marcado
de la producci6n de ani6n super6xido.
No obstante, la liberaci6n de enzimas
lisosomicos sin previa estimulacion con
citocalasina B es muy escasa, siendo con
siderable la de superoxido.

Por tanto se puede concluir que la
pepstatina A es un buen estimulo para la
liberation de enzimas lisos6micos, pro
duction de superoxido y es un buen fac
tor quimiotactico. En todas estas funcio-
nes es menos activo que las concentracio-
nes 6ptimas del peptido sint&ico FMLP,
mejor estudiado. Y aunque su reproduc-
tibilidad tambien es menor, parece que se
puede incluir en el arsenal de estfmulos
para los PMN en los estudios sobre la
inflamacion.

Resumen

Se cstudia la capacidad de la pepstatina A,
un inhibidor de las proteasas producido por el
Estreptomices testaceus, para estimular a los
PMN humanos. La liberacidn de lisozima y
betaglucuronidasa, originada por la pepstati
na A a lO^M es comparable a la originada
por el oligopeptide sintdtico N-formil-metionil-
leucil-fenilalanina (FMLP) 10'7M. La produc
tion de superoxido es considerable ya a los
2 minutos de incubation, no produciendose
mas despues de 10 minutos. La preincubacion
de las celulas con citocalasina B antes de esti-
mularlas con pepstatina, origina incremcnto en
la liberation de Os". En quimiotaxis, la pepsta
tina A 10*"M  origina la misma movilidad de
las celulas que el FMLP 10"’M. Por Ultimo,
la pepstatina A origina una desactivacion cru-
zada con el FMLP, lo que anadc una eviden-
cia posterior a la hipotesis de que ambos es-
timulos compiten por el mismo receptor en
los PMN.
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