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Los polimorfonucleares humanos generan
leucotrieno B4 y PAF-aceter en presencia

de las membranas de hemodialisis

M. Sanchez-Crespo, S. Ferniandez-Gallardo, M. L. Nieto y L. Hernando

Servicio de Nefrologia. Fundacién Jiménez Diaz. Madrid.

RESUMEN

La activacién de los granulocitos que ocurre durante los minutos iniciales de la
hemodialisis se ha puesto en relacién con la activacién del sistema del comple-
mento por las membranas de celulosa o de cuprophan. Con el fin de tener un
mejor conocimiento de este proceso, los polimorfonucleares neutréfilos se incuba-
ron con diferentes adiciones y se midié la formacion del mediador lipidico [3H]
PAF-aceter mediante la valoracion de la transformacién radioquimica de su pre-
cursor metabélico, el [3H] liso-PAF-aceter. La incubacion de los polimorfonuclea-
res con acetato sédico 25 mM indujo una ligera generacién de PAF-aceter, que a
su vez se incremento al doble en presencia de membranas de celulosa o de cu-
prophan. Cuando la mezcla de incubacion se suplementé con suero fresco, como
fuente de complemento, y fenilmetilsulfonil fluoruro, para inhibir el catabolismo
del PAF-aceter, la formacién de PAF-aceter fue mdxima.-En otros experimentos se
midié la generacion de leucotrieno B4 utilizando un radioinmunoensayo especifi-
co, encontrandose que fue dptima en presencia de suero fresco y membranas de
hemodiilisis. La mdxima formacién de leucotrieno B4 se observé a los cinco mi-
nutos. Las membranas de poliacrilonitrilo fueron un estimulo pobre de los poli-
morfonucleares, tanto en presencia como en ausencia de suero fresco. En resu-
men, los presentes datos indican que dos potentes estimuladores de los polimorfo-
nucleares: PAF-aceter y leucotrieno B4, se generan durante la incubacién de estas
células con el suero humano y algunas membranas de hemodiilisis y sugieren la
participacion de estos mediadores inflamatorios en la patogenia de la neutropenia
de hemodiilisis.
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HUMAN POLYMORPHONUCLEARS GENERATE LEUKOTRIENE B4 AND
' PAF-ACETHER IN PRESENCE OF HEMODIALYSIS MEMBRANES

SUMMARY

The activation of granulocytes that occurs during the initial minutes of
haemodialysis has been related to the activation of the complement system by
Cuprophan and cellulose membranes. In order to obtain a better understanding of
this process, polymorphonuclear leukocytes were incubated with different additions
and the formation of [3H] PAF-acether was assesed radiochemically from the
conversion of its metabolic precursor [3H] lyso-PAF. Incubation of human PMN
with 25 mM sodium acetate induced a slight generation of PAF-acether, and this
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was enhanced about two-fold in the presence of Cuprophan or cellulose
membranes. When the incubation mixture was supplemented with fresh human
serum, as a source of complement, and PMSF to inhibit PAF-acether catabolism,
optimum conditions for the generation of PAF-acether were observed. In other
experiments the generation of LTB4 was assessed by using a specific
radioimmunoassay and it was found to be optimum in the presence of fresh serum
and dialysis membranes. In a time-course experiment maximum generation of L TB4
was observed at 5 min. Polyacrylonitrile membrane was found to be a poor
stimulator of PMN both alone or in the presence of fresh human serum.

In short, the present data show that two potent stimulators of the PMN:
PAF-acether and LTB4,are generated during incubation of these cells with human
serum and some haemodialysis membranes and suggest the involvement of these
inflammatory mediators in the pathogenesis of haemodialysis-induced neutropenia.
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Introduccion

Durante los minutos iniciales de las sesiones de
hemodialisis se producen leucopenia y activacién del
sistema del complemento ' 2. Estos fenémenos se
han relacionado causalmente, y la explicacién mas
aceptada en el momento actual es que las membra-
nas de hemodiilisis activan el complemento por la
via alternativa, produciendo anafilatoxinas que ac-
than como secretagogos y como factores quimiotacti-
cos para los leucocitos polimorfonucleares 3. El sig-
nificado clinico real de fa neutropenia asociada a la
hemodialisis es todavia materia de debate, pero se ha
sugerido que la activacion de los granulocitos podria
jugar un papel en la patogenia de sintomas como la
urticaria, el prurito y la disnea que se producen al
comienzo de la hemodiélisis, y con mas severidad en
los pacientes previamente afectos de enfermedad
cardiopulmonar 4. ‘

En los dltimos afos, el proceso de activacion de los
polimorfonucleares (PMN) se ha estudiado intensa-
mente; de esa manera se ha podido delinear la se-
cuencia de acontecimientos que siguen al contacto
inicial de los estimulos con la membrana de los
PMN. La evidencia mas reciente sugiere que durante
la activacién de los PMN por agonistas tales como
C5a, ionophoro A23187 o particulas de zimosan
existe una remodelacion de los fosfolipidos de la
membrana que contribuye a la generacion de secre-
tagogos endogenos 7', Estos mediadores lipidicos,
eicosanoides '* '3 y PAF-aceter (1-0-alquil-2-acetil-
sn-glicero-3-fosfocolina) ''® son los estimulos mas
potentes de los PMN y son activos a concentraciones
tan bajas como 1 nM ® '3 Asi, el compuesto 1-0-
alquil-araquidonoil-sn-glicero-3-fosfocolina es un
precursor comdn del PAF-aceter y del 4cido araqui-
dénico en los PMN humanos, y el PAF-aceter activa
la liberacién de acido araquidénico y su conversion
en leucotrieno B4 (LTB4) y 5-HETE, que son activa-
dores de los PMN 7- '8 Ademas, los inhibidores de
la lipoxigenasa bloquean tanito la produccién de me-
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tabolitos del acido araquidénico como la respuesta

. de los PMN al PAF-aceter 7 8,

El propésito de este trabajo ha sido determinar el
papel de algunos mediadores endégenos en la activa-
cion de los PMN durante la hemodialisis.

Materiales y métodos

Materiales: La membrana de hidrato de celulosa se

obtuvo de Secon G.m.b. H., Gottingen (Alemania).
La membrana de cuprophan se adquirié a Travenol
Laboratories, Casteblar (Irlanda). La membrana de
poliacrilonitrilo se obtuvo de Hospal Industrie, Mey-
zieu (Francia). Las membranas se esterilizaron, se la-
varon con solucién salina estéril y se cortaron en pe-
quenos fragmentos, previamente a su empleo en los
experimentos. El 1-0-[3H] alquil-2-liso-sn-glicero-3-
fosfocolina (45 Ci/mmol.) se obtuvo de New England
Nuclear, Boston (USA). Las placas de silica gel y los
solventes para cromatografia en capa fina se adqui-
rieron a Merck, Darmstadt (Alemania). Los reactivos
para la medida de leucotrieno B4 fueron de Amers-
ham Corp., Amersham (Inglaterra). El medio para la
separacion de leucocitos, Lymphoprep, se adquirié a
Nyegard, Oslo (Noruega). Los tubos de polipropileno
se adquirieron a Falcon Plastics, Oxnard, California
(USA).
+ Aislamiento de PMN: Los PMN se aislaron, como
se publicé anteriormente ?°, segin una pequena mo-
dificacién del pracedimiento de Boyun 2'. Las célu-
las se suspendieron, finalmente, a la concentracién
de 3,5 x 107/ml. para su empleo en las distintasin-
cubaciones. Los PMN de un mismo donante se utili-
zaron para estudios comparativos de los efectos de
las diferentes membranas.

Incorporacion de [3H] liso-PAF-aceter: El procedi-
miento se desarrollé de acuerdo con el protocolo de
Chilton y cols. . Se tomaron 50 pl. de una solucién
acuosa suplementada con albamina bovina del com-
puesto marcado y se anadieron 0,95 ml. de suspen-
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sion de PMN para obtener una concentracién final
de 1078 M. La mezcla de incubacion se agité a
37° C durante treinta minutos y finalmente se di-
luyé a la concentracion de 107 PMN/ml. Los PMN se
estimularon en estas condiciones durante distintos
tiempos en un bano con agitacién a 200 ciclos por
minuto y, finalmente, las incubaciones se finalizaron
por adicién de 3 ml. de cloroformo/metanol (1:2;
v:v) a la suspensién celular.

Extraccion y andlisis de los lipidos: Los lipidos se
‘extrajeron por formacién de fase tras adicion de clo-
roformo y agua para alcanzar una composicion final
de cloroformo:metanol:agua (1:1:0,9; v:v:v). La capa
cloroférmica se recogié y la fase acuosa se lavé tres
veces con 2 ml. de metanol:cloroformo (1:1; v:v) pa-
ra obtener una extraccion completa de los fosfolipi-
dos. La fraccién organica se evaporé a sequedad y la
cantidad de [3H] PAF-aceter formado se cuantificd
por espectrometria de centelleo liquido tras separa-
cién por cromatografia en capa fina en placas de sili-
ca gel en la mezcla de solventes cloroformo:meta-
nol:acido acético:agua (50:25:8:6; v:iv:v:v).

Medida de leucotrieno B4 (LTB4): El LTB4 se midié
por radicinmunoensayo segln el procedimiento des-
crito por Palmer y Salmon '' 22- 23, La preparacion
de las muestras para el radioinmunoensayo se realizé
previa precipitacion de las proteinas con acetona fria
y extraccion a pH alcalino en acetato de etilo segin
la descripcién de Simmonds y cols. 24

Resultados

Efecto del acetato, las membranas de hemodiilisis
v el suero fresco sobre la formacién del PAF-aceter
por los PMN humanos: Dado que el acetato es un
componente habitual de las soluciones empleadas en
hemodialisis, y a su vez este compuesto se puede in-
corporar en la molécula de liso-PAF-aceter para ge-
nerar PAF-aceter > 28, se realizaron estudios preli-
minares para determinar el efecto del acetato sobre la
formacién de PAF-aceter. La incubacién de los PMN
con acetato sédico 25 mM en un bano con agitacién
indujo la formacién de una pequena cantidad de
PAF-aceter, a juzgar por la conversién del precursor
marcado (3H] liso-PAF-aceter en [3H] PAF-aceter.
Esta conversién fue tiempo vy dosis dependiente, co-
mo se muestra en la figura 1. La adicién de cloruro
sddico 25 mM, en lugar del acetato de sodio, no mo-
dificé la formacion de PAF-aceter, lo que indica que
el efecto del acetato no se debe solamente al aumen-
to de la tonicidad del medio. Cuando los PMN se in-
cubaron en presencia de diferentes cantidades de
membranas de hemodilisis, se observd también la
generacion de [3H] PAF-aceter, obteniéndose la ma-
xima respuesta con 50 mg. de membrana por ml. de
suspension de PMN. Como se muestra en la figura 2,
no se observaron diferencias significativas entre las
respuestas inducidas por el hidrato de celulosa y el
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Fig. 1.—Conversion del [3H] liso-PAF-aceter en [3H] PAF-aceter:
Efecto del acetato de sodio. Los PMN se incubaron en presencia
de [3H] liso-PAF-aceter durante treinta minutos a 37° C en un ba-
Ao con agitacién a 200 ciclos por minuto. Al final de este periodo
se afadio acetato de sodio 25 mM (@) o cloruro de sodio 25 mM
(0). A los tiempos indicados se extrajeron los lipidos mediante adi-
cién de solventes y se cuantificé el [3H] PAF-aceter formado pre-
via separacion por cromatografia en capa fina, raspado zonal y es-
pectrometria liquida. Los datos representan M £ DS de tres expe-
rimentos con muestras duplicadas.
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Fig. 2.—Conversion del [3H] liso-PAF-aceter en [3H] PAF-aceter:
Efecto de las membranas de hemodidlisis. Los PMN se incubaron
en las condiciones de la figura 1 durante treinta minutos y poste-
riormente se anadieron distintas concentraciones de fragmentos de
membrana de celulosa (®) o de cuprophan (0) o de poliacrilonitri-
lo (©) y se incubaron durante otro periodo de treinta minutos. Tras
este periodo se cuantificé el [3H] PAF-aceter formado. Los datos
representan tres experimentos en duplicado. * Indica un valor de
p < 0,05 comparado con el poliacrilonitrilo.
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cuprophan, mientras que el poliacrilonitrilo mostré la
menor capacidad para estimular la generacién de
'PAF-aceter. Con el fin de reproducir las condiciones
de la hemodialisis se realizaron experimentos adicio-
nales en un medio suplementado con suero humano
fresco, membranas de hemodialisis y fenilmetilsulfo-
nil fluoruro (PMSF) para disminuir el catabolismo del
PAF-aceter por la acetilhidrolasa presente en el suero
humano 2% 3% Los controles incluian suero calenta-
do a 65° C durante treinta minutos para inactivar el
complemento y la acetilhidrolasa, y suero fresco en
ausencia de membranas de hemodiilisis. Como se
muestra en la figura 3, la generacién de PAF-aceter
por los PMN en presencia de membrana de hidrato
de celulosa se aument6 significativamente por la adi-
cién de suero fresco. Al contrario, esto no ocurrié
con la membrana de poliacrilonitrilo. El suero inacti-
vado por el calor no reprodujo la accién del suero
fresco en presencia de membrana de celulosa, y el
suero fresco s6lo no estimulé en absoluto la forma-
cion de [3H] PAF-aceter. Se produjo un significativo
catabolismo del [3H] PAF-aceter en presencia de
suero tras diez minutos de incubacién, lo que sugiere
que no existe una completa inhibicién de la acetilhi-
drolasa por el PMSF a las concentraciones utilizadas.

Efecto de las membranas de hemodilisis y del sue-
ro fresco sobre la generacién de LTB4 por los PMN
humanos: La incubacién de los PMN con fragmentos
de membranas de celulosa o de cuprophan en pre-
sencia de suero frqsco humano produjo la formacién
de LTB4; al contrario, el poliacfilonitrilo no estimulé
la formacién de este compuesto (fig. 4). El LTB4 se
detecté Gnicamente durante los minutos iniciales de
incubacién y cay6 a los niveles iniciales tras cinco
minutos de incubacién. La adicién de acetato, en au-
sencia de fragmentos de membranas, no produjo la
formacién de LTB4.

Discusién

Nuestros datos muestran que la incubacién de
PMN en condiciones similares a las que ocurren du-
rante la hemodialisis conduce a la generacién de dos
mediadores inflamatorios: LTB4 y PAF-aceter, que son
dos potentes estimuladores de los PMN. Estos datos
no estan en contradiccion con las explicaciones ha-
bituales de la participacién del sistema del comple-
mento en la patogenia de la neutropenia inducida
durante la hemodiilisis, pues las anafilatoxinas (C3a
y C5a) generadas durante la activacién del sistema
del complemento actian a través de la formacion por
el propio PMN de mediadores lipidicos, que son los
verdaderos agonistas endégenos de la activacién ce-
lular 7', Esto se ha demostrado in vivo e in vitro
€on numerosos agonistas tales como inmunocomple-
jos % 3!, C5a desArg y ionophoro A23187 7 32. De
acuerdo con los presentes datos, este mecanismo se
aplica también a la neutropenia de la hemodialisis.
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Fig. 3.—Conversién del |3H] liso-PAF-aceter en |3H] PAF-aceter:
Efecto del acetato de sodio. Las membranas de hemodidlisis y el
suero humano. Los PMN se preincubaron con [3H| liso-PAF-
aceter durante treinta minutos en las condiciones habituales. Al fi-
nal de este periodo las células se suplementaron con acetato de
sodio 25 mM, 50 mg. de fragmentos de membrana de hidrato de
celulosa (0, ®) o de poliacrilonitrilo (A), PMSF 1 MMy 100 ul. de
suero inactivado (@) o de suero fresco (A, O, ©). A los tiempos
sefalados se terminaron las incubaciones mediante adicién de sol-
ventes orgdnicos y se midié la cantidad de [3H| PAF-aceter forma-
do. Los datos representan M + DS de tres experimentos en dupli-
cado. * Representa un valor de p < 0,05 comparado a los valores
obtenidos en presencia de suero inactivado por el calor.

Tetta y cols. *> han demostrado recientemente que
los PMN pueden activarse durante la hemodialisis
por interaccion directa con la membrana en ausencia
de factores del complemento. Para ello utilizaron un
modelo que permite la circulacién de los PMN en un
sistema de didlisis en medio de Hank'’s, en lugar de
suero. Nuestro estudio se ha realizado sustituyendo
el paso por el circuito de hemodiélisis por una agita-
cion fuerte; sin embargo, nuestros datos estin de
acuerdo con los de Tetta y cols. al mostrar la forma-
cién de PAF-aceter en un medio sin suero.

El acetato podria jugar también un papel coopera-
tivo en la formacién de PAF-aceter, puesto que se
convierte rapidamente en acetil-CoA y después pue-
de incorporarse en la molécula de liso-PAF-aceter 2528,
Sin embargo, los datos aqui mostrados sugieren
que las membranas de hemodialisis y los factores del
complemento son estimulos mas importantes para la
formacion de PAF-aceter que el acetato de sodio.

Es dificil determinar cudles son las cantidades de
PAF-aceter generadas durante estos experimentos.
De hecho, el trazador isotépico anadido se mezcla
con el «pool» endégeno del compuesto, y ello pro-
duce una variacion de la actividad especifica. Sin
embargo, y de acuerdo con la actividad especifica
inicial, la cantidad de PAF-aceter formado debe ser
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Fig. 4.—Generacién de LTB4 por los PMN en presencia de dife-
rentes adiciones. Los PMN se incubaron en presencia de acetato
de sodio 25 mM (o), 100 ul. de suero fresco () o la misma can-
tidad de suero mas 50 mg. de membrana de celulosa (A), cupro-
phan (A) o poliacrilonitrilo (A ). A los tiempos indicados se par6 la
incubacién por inmersién en un bano de hielo y centrifugacion a
1.000 x g. durante cinco minutos a 4° C. El LTB4 se midi6 en los
sobrenadantes por radioinmunoensayo, como se indica en la sec-
cién de Materiales y métodos. Los datos representan los valores
medios de dos experimentos en duplicado.

superior a 1072 M, que es una concentracién activa
sobre los PMN.

Las respuestas del PMN a los diferentes secretago-
gos no son iguales. Asi, el LTB4 es un agonista in-
completo en el PMN *° y no reproduce los efectos
del ionophoro A23187, del FMLP o del C5a. La ge-
neracién simultinea de LTB4 y PAF-aceter por el
PMN estimulado por las membranas de hemodialisis
subraya la interrelacién entre estos mediadores e in-
dica que la neutropenia de diélisis es el resultado de
una accién coordinada sobre los PMN de al menos
dos efectores complementarios. Esto puede explicar
por qué la neutropenia es el principal efecto de la ge-
neracién de estos mediadores, mientras que otras ac-
ciones de estos compuestos no se observan.

Puesto que el PAF-aceter es un potente agonista de
las plaguetas humanas y no se observa trombocitope-
nia durante la hemodiilisis, debe tratar de conciliarse
este hecho con nuestra sugerencia de un papel del
PAF-aceter en la neutropenia de dialisis. Varias expli-
caciones serian posibles. En primer lugar, el PAF-
aceter se genera por los PMN, y muy posiblemente
la concentracién de este compuesto en la membrana
del PMN debe ser superior a la existente en la mem-
brana plaquetaria. En segundo lugar, la accién del
PAF-aceter en el PMN se refuerza por la presencia de
otro agonista sinergistico. En tercer lugar, los PMN

humanos son al menos tan sensibles como las pla-
quetas a la activacién por el PAF-aceter & *7.

En resumen, nuestros datos sugieren que el PAF-
aceter y el LTB4 estan implicados en la activacién de
los PMN durante la hemodiélisis; sin embargo, se
precisan mas estudios para determinar el posible pa-
pel de estos compuestos en la patogenia de los sinto-
mas que algunos pacientes sufren durante la hemo-
dialisis y que han sido relacionados con la activacion
del complemento y de los granulocitos.
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