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The effects of 6-methylprednisolone sodium succinate, quinacrine and the synthetic anti-
PAF compound L-652.731 were studied on the PAF and complement induced aggregation of
rabbit polymorphonuclear leukocytes in vivo. High doses (100-250 mg/kg) of corticosteroid
were able to abrogate PAF and complement induced aggregation. Quinacrine (1.25 mg/kg),
and L-652.731, partially precluded complement-depending aggregation. The L-652.731 dose
employed was just enough to prevent PAF induced aggregation. These results suggest that in
those pathological conditions in which polymorphonuclear aggregation occurs, factors other
than those derived from plasmatic complement system activation, and labouring jointly with
it, may be involved.
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La agregacion de los leucocitos poli­
morfonucleares (PMN) es un hecho co-
mun a algunas situaciones patologicas,
como el sindrome de distres respiratorio
del adulto (SDRA), la pancreatitis, el cho- 
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que endotoxico y los traumatismos graves.
Desde que se comprobo que la activacion
de la fraccion 5a ael complemento (C5a)
induce agregacion de los PMN tanto in
vivo (3, 9, 15) como in vitro (4, 5, 10, 16),
se ha sugerido que la activacion del com­
plemento provoca la agregacion de los
PMN y el subsiguiente secuestro de tales
agregados por el lecho capilar pulmonar
(6, 8). Parece tambien probable que la ac- 
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tivacion del complement sea responsable
del sindrome de «salida de bomba*,  que
ocurre en pacientes sometidos a circula-
cion extracorpdrea (12), y de la neutro­
penia transitoria que aparece en la hemo-
dialisis (3, 8). En estas dos ultimas cir-
cunstancias, la activacion del complemen-
to es debida a las membranas de los sis-
temas de oxigenacion y de dialisis,
respectivamente. Algunos estudios expe­
rimentales, por otra parte, han demostra-
do una generacion simultanea de factor ac-
tivador de las plaquetas (FAP, 1-alquil,
2-acetil-sn-glicero-3-fosfatidilcolina) en
reacciones biologicas mediadas por C5a y
en situaciones en las que se produce este
(2), incluyendo la agregacion de PMN (13,
14). Esto, y el hecho de que el FAP mues-
tre acciones biologicas que ofrecen un pa-
ralelismo con las que provoca el C5a, nan
hecho pensar a algunos autores que el FAP
puede ser un mediador comun implicado
en varias reacciones que inducen agrega-
cion de PMN (1). En otro sentido, los
corticosteroides, compuestos capaces de
inhibir la agregacion de PMN in vivo e in
vitro (10, 12, 15) estimulan la sintesis de
un inhibidor de la enzima fosfolipasa A2
(7), necesaria para la produccion de FAP,
acido araquidonico y otros acidos grasos
no saturados a partir de fosfolipidos; lo que
podria explicar su efecto antiagregante.

Este trabajo es un estudio preliminar en
el que se trata de comprobar los efectos de
los corticosteroides, de la quinacrina (in-
hibidora de la fosfolipasa A2) y del L-
652.731 (inhibidor del FAP) sobre la agre­
gacion de PMN inducida por complemen-
to y FAP.

Material y Metodos

Preparation de losplasmas. — El plasma
de 10 ml de sangre de conejos albinos de
Nueva Zelanda, obtenida por puncion de
la arteria central de la oreja y anticoagu-
lada con 1 U/ml de heparina, se diluyo al 

20 % con solucion salina fisioldgica este-
ril, y se incubo, durante 30 min a 37 °C,
con 0,5 mg/ml de Zymosan. Tras centri-
fugar para extraer las particulas de Zy­
mosan, el plasma activado (PAZ) se con-
servo a —20 °C hasta su utilizacion.

Otros plasmas fueron sometidos a una
incubacion adicional con 6 6 12 mg/ml de
succinato sodico de 6-metilprednisolona
(SSMP) antes (PCZ) o despues (PAZ+C)
de la incubacion con Zymosan.

Perfusion de PAZ, PCZ, PAZ+C y
FAP. — Los plasmas tratados se adminis-
traron, de forma autologa, a conejos adul-
tos de 2,5 a 3 kg de peso, anestesiados por
la inyeccion i.v. de 0,5 ml/kg de drope-
ridol (2,5 mg/ml) y citrato de fentanilo
(0,05 mg/ml). Los plasmas fueron perfun-
didos a traves de la vena safena a una ve-
locidad de 1 ml/min durante un periodo
de 10 min. Antes de la perfusion y durante
su transcurso, a tiempos determinados, se
obtuvieron muestras de sangre por pun­
cion de la vena marginal de la oreja. Mues­
tras adicionales se obtuvieron a los 5 y 15
min de finalizar la inyeccion de los plas­
mas. En 20pl de sangre tratada en fresco
con 100 p.1 de liquido de Turk, y tenida
con 80 pl de Azul de Toluidina al 1 % se
realizo un recuento de leucocitos totales y
de PMN. La cifra de PMN se expreso
como porcentaje de la cifra basal antes de
realizar la infusion.

A otros conejos de las mismas caracte-
risticas se les administro una dosis de 75
ng/kg de FAP sintetico (P-acetil-y-o-he-
xadecil, L-a-fosfatidilcolina), utilizando
como vehiculo solucion salina fisioldgica
suplementada con albumina bovina al
0,25 %. La inyeccion de FAP se hizo a
traves de un caterer situado en la aorta, y
en forma de bolo durante 15 s. Las mues­
tras de sangre (1 ml) se obtuvieron antes
de la inyeccion de FAP y a tiempos de­
terminados tras ella. La sangre fue anti-
coagulada con citrato sodico 3,2 % y 20
pl de cada muestra fueron tratados de la
forma descrita para recuento celular. La 
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dosis de FAP utilizada £ue la minima dosis
capaz de provocar la agregacion maxima.

Tratamiento farmacoldgico. — En los
experimentos en los que se utilizaron cor-
ticosteroides, se administraron 100 6 250
mg/kg de SSMP en forma de bolo i.v., 5
min antes de comenzar la infusion de PAZ
y 30 s antes de iniciar la de FAP. La qui-
nacrina se utilizo a dosis de 1,25 mg/kg,
i.v. una bora antes de la administracion de
PAZ. El inhibidor del FAP L-652731 se
administro 15 min antes de la perfusion de
PAZ o FAP; a dosis de 160 pl de una so-
lucion 100 mM del compuesto en DMSO-
H2O.

Reactivos. — El Zymosan A, el FAP, la
Quinacrina y la albumina bovina fueron
de Sigma. El SSMP es comercializado en
Espana por Upjohn como Solu-Mode-
rin®. La mezcla anestesica de droperidol/
fentanilo es Thalamonal® (Latino). El in­
hibidor del FAP L-652.731 fue proporcio-
nado por el Dr. Chabala, de Laboratorios
Merck, Sharp & Dome, Department of
Membrane and Arthritis Research, Rah­
way, New Jersey (U.S.A.), y por el Dr.
Sanchez-Crespo, del Servicio de Nefro-
logia de la Cllnica de la Concepcion, Fun-
dacion Jimenez Diaz, Madrid.

Resultados

La infusion continua de PAZ provoco
en los conejos una rapida desaparicion de
los PMN de la circulacion periferica (fig.
1). La neutropenia se desarrollo sobre
todo durante los 2 primeros minutos de la
perfusion y se mantuvo mientras duro
esta. La finalizacion de la perfusion se si-
guio de una recuperacion de las cifras de
PMN hasta superar la inicial en un 40 %.
El tratamiento con 250 mg/kg de SSMP,
antes de la administracion de PAZ, impi-
dio la neutropenia y dosis de 100 mg/kg
la retrasaron, pero no la inhibieron (fi-
gura 1).

Fig. 1. Efecto del tratamiento previo del conejo
con dos dosis de SSMP sobre la neutropenia in-

dutida por el PAZ.
Las flechas indican cl comicnzo y el final de la
perfusion de 10 ml de PAZ a una velocidad de 1
ml/min. Sin tratamiento previo (•); 100 mg/kg de
SSMP (A); 250 mg/kg de SSMP (A). En esta y
en las otras figuras, las graficas representan los re­
sultados de ensayos tipicos, que fueron repetidos
no menos de 10 veces. Los valores se han calcu-
lado como porcentaje de la cifra inicial de PMN.

Fig. 2. Efecto de la incubation de los plasmas con
SSMP, antes y despues de la activation con Zy­

mosan.
PCZ, con SSMP 6 mg/ml (■) y 12 mg/ml (□);

PAZ+C, con 12 mg/ml de SSMP (A).

El tratamiento de los plasmas con SSMP
antes de ser incubados con el Zymosan
impidio de forma dosis-dependiente la
neutropenia; 6 mg/ml la redujeron en un
60 %, mientras que 12 mg/ml la impidie-
ron en su totalidad y determinaron una in-
tensa neutrofilia al finalizar la perfusion.
Por el contrario, el tratamiento del plasma 
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con posterioridad a su incubacion con Zy­
mosan no tuvo efecto alguno sobre la neu­
tropenia (fig. 2).

El tratamiento de los animates con dosis
maximas de quinacrina (1,25 mg/kg) una
hora antes de la perfusion del PAZ deter­
mine una reduccion aproximadamente del
30 % en la neutropenia (fig. 3), reduccion
que fue similar a la producida por el tra­
tamiento previo, 15 min antes, con el in-
hibidor del FAP L-652.731 (fig. 3).

Fig. 3. Efecto del tratamientoprevio de los conejos
con quinacrina y L-652.731 sobre la neutropenia

inducida por PAZ.
Quinacrina, 1,25 mg/kg (□); L-652.731, 160 pl

100 mM/kg (A).

Fig. 4. Efecto del tratamiento previo del conejo
con dos dosis de SSMP sobre la neutropenia in­

ducida por el FAP.
La flecha indica el momento de la inyeccion de 75
ng/kg de FAP. Sin tratamiento previo (•); SSMP,

100 mg/kg (□); SSMP, 250 mg/kg (■).

Fig. 5. Efecto del tratamiento previo del conejo
con L-652.731 sobre la neutropenia inducida por

el FAP.
Sin tratamiento previo (•); L-652.731, 160 pl 100

mM/kg (o).

La inyeccion intraarterial de un bolo de
FAP (75 ng/kg) provoco una neutropenia
de mas del 90 % en 30 s, de muy lenta
recuperacion, ya que se mantuvo por de-
bajo del 50 % de la cifra basal al menos
durante los 2 min posteriores a la inyec­
cion. El SSMP, 100 y 250 mg/kg, impidio
de forma dosis-dependiente la neutropenia
(fig. 4). La dosis de L-652.731 utilizada
inhibio completamente la neutropenia in­
ducida por FAP (fig. 5).

Como control interno de los ensayos,
algunos animates se perfundieron con las
soluciones solventes de los principios ac-
tivos administrados y con SSMP. La es-
pecificidad de los resultados se comprobo
tras observar que la administracion de so-
lucion salina fisiologica con albumina bo-
vina al 0,25 %: DMSO, plasma autologo
y SSMP (250 mg/kg), en las condiciones
correspondientes a los ensayos respectivos
no produjeron variaciones apreciables de
las cifras de PMN (resultados no mostra-
dos).

Discusion

El metodo de valoracion de la agrega-
cion, una aplicacion del utilizado por
Craddock et al. (3), no mide directa- 
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mente la agregacion de los PMN, ni con-
firma el estasis pulmonar de leucocitos
mediante un estudio histologico del pul-
mon. Sin embargo, puede admitirse que la
evaluacion de la desaparicion de los PMN
de la circulacion periferica es un buen me-
todo para comprobar la existencia de agre-
gados circulantes de estas celulas. De he-
cho, otros autores han disenado un me-
todo para la cuantificacion clinica experi­
mental de la leucostasis en el shock que se
basa en la desaparicion de PMN marcados
con 1HIn de la circulacion periferica (17).

Los resultados con PCZ y PAZ+C
concuerdan con los de otros estudios (15)
en los que se concluye que los corticos-
teroides inhiben la generacion de factores
agregantes durante Ta activacion del siste-
ma del complemento plasmatico. Esto se
demuestra por el hecho de que la perfu­
sion de plasmas a los que el corticosteroide
se ahadio tras la incubacion con el Zy­
mosan, induce neutropenia, mientras que
los plasmas en los que la droga esta pre­
sente antes de la incubacion, no. Nuestros
datos muestran que el SSMP impiden la
neutropenia incluso cuando los factores
agregantes ya han sido formados; sin em­
bargo, esto solo se observa a muy altas do-
sis; en nuestros experimentos se han uti-
lizado 250 mg/kg de SSMP para abrogar
completamente la neutropenia inducida
por el PAZ, mientras que dosis tan altas
como de 100 mg/kg retrasaron el tiempo
de aparicion del valor maximo de neutro­
penia, pero no la impedian.

Se ha usado quinacrina en un intento de
inhibir la activacion de la enzima fosfoli-
pasa A2, enzima inicial en el metabolismo
tanto del acido araquidonico como del
FAP. La eleccion de la dosis, ha sido
aquella que no comprometio la supervi-
vencia del animal de experimentacion (11),
esta dosis ha sido suficiente para inhibir la
vasopermeabilidad dependiente del FAP
liberado por la administracion de inmu-
nocomplejos en el raton. La perfusion de
PAZ a un animal tratado con quinacrina
provoco una neutropenia menor en un 

30 % a la provocada en uno no tratado.
El L-652.731, utilizado a dosis que impi­
den por completo la maxima neutropenia
inducible experimentalmente por FAP
provoca una disminucion de la neutrope­
nia dependiente de PAZ similar a la ob-
tenida con la quinacrina. Los resultados
sugieren que, efectivamente, algun o al-
gunos de los metabolites de las vias cata-
fizadas por la enzima fosfolipasa A2 par­
ticipan en la agregacion de PMN depen­
diente de C5a y que el FAP es uno de
ellos. Parece licito pensar que en nuestro
ensayo de perfusion de PAZ no se puede
inducir, si existe, una generacion de FAP
en cantidad igual o mayor a la que se ha
administrado en los experimentos tenden-
tes a demostrar la actividad del FAP y de
su inhibidor; por ello, pensamos que la
dosis de L-652.731 administrada puede in­
hibir la totalidad del FAP generado du­
rante la perfusion de PAZ. Por todo ello,
el FAP no puede ser el unico mediador en
la agregacion de PMN inducida por C5a.

A pesar de que los corticosteroides de-
terminan la sintesis de un inhibidor de la
enzima fosfolipasa A2, la via por la cual
impiden la agregacion de PMN no esta
clara. De hecho, los efectos antiagregantes
de estos compuestos no pueden ser expli-
cados exclusivamente por la inhibicion de
esta enzima, ya que tambien impiden la
agregacion de PMN dependiente de FAP.
En este sentido, el SSMP impide la agre­
gacion de PMN provocada in vitro por el

fjeptido quimiotactico N-formil-metionil-
eucil-fenilalanina (datos no publicados).

Es improbable por lo tanto que los cor­
ticosteroides ejerzan su accion antiagre-
gante mediante competicion con recepto-
res de membrana, ya que son capaces de
impedir la agregacion determinada por
compuestos muy diferentes. Mas bien de-
ben interferir con los mecanismos celula-
res que permiten la agregacion.

Es clasica la utilizacion de corticoste­
roides en situaciones patologicas que pro-
voquen SDRA, en cuya patogenia esta di-
rectamente implicada la agregacion de
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PMN. Esta practica encuentra justifica-
cion escasa en los datos de este trabajo, ya
que las dosis que utilizan son enormes en
comparacion con las que se administran en
humanos. Por otra parte, es interesante
valorar la posibilidad de incidir terapeu-
ticamente sobre otro factor participante en
la fisiopatologfa de la agregacion de los
PMN, en circunstancias parecidas a las del
SDRA, y cuya existencia creemos demos-
trar en este trabajo.

Resumen

Se estudia en conejos los efectos del succinato so-
dico de 6-metilprednisolona, la quinacrina y el anti-
FAP, L-652.731, sobre la agregacion in vivo de los
leucocitos polimorfonucleares inducida por comple-
mento y el factor activador de las plaquetas (FAP).
El corticosteroide, (100 a 250 mg/kg) inhibe la agre­
gacion dependiente tanto de complement© como de
FAP. La quinacrina (1,25 mg/kg) impide parcial-
mente la agregacion inducida por complemento, de
forma parecida a como lo hizo el L-652.731, com-
puesto que fue administrado a dosis igual a la que
impide totalmente la agregacion provocada por una
dosis alta de FAP. Los resultados parecen indicar
que, en la fisiopatologia de la agregacion de los po­
limorfonucleares, pueden estar comprometidos fac-
tores distintos a la activacion de la cadena del com­
plemento plasmatico, y que actuan en un mismo sen-
tido.

Palabras clave: Leucocitos polimorfonucleares,
Agregacion, Complemento plasmatico, Factor acti­

vador de las plaquetas.
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