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I. INTRODUCCION 

A partir del a~o 1954,con la descripcibn de la Enfermedad 

Granulomatosa Fatal de la Intancia(enfermedad conocida actualmen­

te como Enfermedad Granulomatosa Cr"nica)(1),y principalmente en 

los tlltimos 15 al'i'os, es cuando la sistematizaci"n en el estudio 

de la funcidn de los neutratilos polimortonucleares <PMNs) y de 

los factores que participan en su regulacil>n adquieren desaf"'rol lo 

intenso y continuo.En el presente se reconoce ampliamente que los 

PMNs constituyen c~lulas centrales entre los mecanismos de re­

sistencia a las infecciones bacterianas,lo cual se evidencia por 

el incremento en la susceptibilidad a las infecciones en pacien­

tes con alteraciones en su n~m•ro o funci&n(2). 

Una vez desencadenado el proceso infeccioso, los PMNs desarro-

llan una secuencia de eventos tisioldgicos,metabdlicos e inmur10-

16gicos- t!'n respuesta al estimulo intlamatorio. Cada uno de estos 

.Pasos pued• hallarse afectado en forma particular o formando 

····parte de·-un desarreglo mas general de la funcidn de las cflulas 

--fagocft icas, alteraciones que pueden prest!'ntarse en forma congc!in i­

ta o .adquirida.Igualmente,numerosos factores enddgenos o de natu­

raleza eMdgena pueden influir sobre la actividad de los PMNs. En­

tre lo•·bltimos se hallan diver&os f6rmacos, los cuales al ser 

utilizados por el hombre,pueden ejercer efectos delettreos ( como 

los corticoides, los inmunosupresores en general )(3) o efectos 

beneficiosos (como el levamisol) \4) sobre su funcibn. En este 

-conteKto estAn los antibidticos,los cuales a pesar de representar 

una de la• mes frecuentes prescripciones farmacolbgic~s mtdicas, 

--·-h•n-·-r•cibido.,-.s-in .. embargo,t!'scasa atencidn con respecto a. su-in-



teracci&n con las c~lulas fagoclticas,lo cual resulta sorprenden-

-te· ya que al ser administrados necesariamente ·habr~ exposicibn de. 

esta9 a-su accidn. Por otra parte al dirigir ambos ( PMNs y anti­

bibticos)sus acciones contra el mismo blanc:o. (el microorgani.smo), 

es de!ieable que no haya inter-terencias en las funcibnes · - de ·los .. 

·-neutr4filos por efecto del f.t.rmaco. 

De ahl ,que nos hemos propuesto evaluar_· el· efecto de ... un 

·antibi&tico de la familia de las lincocinamidas, la clindamicina, 

de extensa utilizacibn actual en el tratamiento de las 

infecciones por cocos Or•m(+)y bacterias anaerobia~~sobre la fun­

-ci4n de¡ las· PMNs,at•ndiendo que la informacian disponible a mas 

de ser esca~a re~ulta sumamente contradictoria. 
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rr. GENERALIDADES· 

El concepto de la importancia de las c6lulas fagoclticaS 

··en la defensa del hospedero contra las infeccciones bacterianas 

es aceptado desde los estudios de Elie Metchnikoff hace mas de 

100 an"os. En e>eperimentos con esponjas de mar, Metc:hnikoff obser­

vb que ciertas especies de hongos podlan ser ingeridas y destrul-

· das por los fagocitos; sin embargo, cuando las especies no eran 

matadas podfan desencadenar enfermedad fatal(2).Metchnikoff plan­

teb que las anormalidades de las c•lulas tagoclticas actuaban 

comprometiendo las defensas del hospedero, hecho que fue amplia­

mente aceptado varias dfcadas mas tarde al reconocerse el desa-

rrollo frecuente de infecciones bacterianas y ftlngicas ful mi-

nantes en ca&os de deficiencias cualitativas o cuantitativas de 

los neutr6filos polimorfonucleares. 

LOS NEUTROFILOS POLIMORFONLICLEARES(PMNs). 

Los PMNs derivan de cllulas ~ematopoifticas pluripotenciales 

localizadas en la mfdula dsea;su produccil!n se halla regulada 

princtpalment• por mollculas glicoproteicas denominadas colecti­

vamente factores estimuladores de colonias (CSFs) (5), las cuales 

son producidas por macrdfagos y linfocitos T activados (6). Otros 

factores tambitn intervienen en su regulaci6n como la tactoferri­

na n•utrofllica(la cual inhibe la producci6n de PMNs a trav•s de 

la inhibici6n de la producci6n y/o secreci6n de CSFs por m.acr6fa­

gor.) y la prostaglandina E (PgE),la cual es producida por macrf>- .. 

·fagos e- inhibe en forma directa la proliferacil!n de tas ctllulas 

madres hematopifticas(7). 
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Actualmente se hallan identificadas 4 ·CSFs en la especie 

humanar GM-CSF (CSF alta,factor estimulador de granulocitos y 

macr6fagos), la G-CSF (CSF beta, factor estimulador de granuloci-. 

tos),CFS urinaria y la pluripoietina humana(S). La GM-CSF tiene 

22000 dalton de PM, est& constitufda por 127·amino~cidos, inclu­

yendo a 4 resfduos de cistefna y ya ha sido clonada; la G-CSF, la 

cual estimula preferencialmente la formaci&n de granulocitos. a 

partir d• las cflulas progenitoras relativamente maduras (promie­

locitos y mielocitos),tiene aproKimadamente 30000 dalton de PM, y 

adn no ha sido cloriada ni purificada; la CSF urinaria fue la pri­

mera de •atas glicoprotetnas purificadas,tiene 45000 dalton de 

PM y ya ha sido clonada; aparentemente su efecto es indirecto 

·estimulando la producción por las cllulas adherentes de CFSs; y 

finalmente la pluripoietina humana,de 18000 dalton de PM tiene 

una combinaci6n de las pT'opiedades de la OM-CSF y O-CSF1 af1n no 

ha sido clonada(S). 

Estas glicopT'otetnas,determinan la diferenciaci&n de la 

'C~lula·m•dr• com6n de granulocitos y monocitos (mieloblastos), ya. 

sea hacia la· linea monoc!tica o granulocttica. En-este attimo ca-.. 

so,el de9arrollo y maduraci&n de neutr&tilos ocurre en 2 fases-, 

una fase mit&tica y una no mit&tica,cada una de las cuales dura. 

apT'oximadament• 1 semana. Durante la primera,los mieloblastos 

maduran a promielocitos y mielocitos,pT'oceso que se acompatfa --de 

la aparician de los caJ"acteT'fsticos gr~nulos citoplasmaticos de 

loe ·PMNs1la fase no mit~tica,incluye el desarrollo posterior1 me­

tamielocitos,ntPutr&filos en banda (inmaduros),y neutr&f-ilos·s•g­

mentados (maduros) (6).Figura 1. 
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El proceso de maduracibn morfolbgica de los PMNs se acampar.a 

de cambios antig•nicos,enzimAticos y funcionales. Entre los cam­

bios estructurales,la disminucibn del contenido de Acido 5i&lico 

de las c•lulas,al disminuir la carga neta superficial de los gra­

nulocitos en desarrollo,intervendrla en la liberaci6n de PMNs de 

la mtdula &sea (8). La presencia de receptores Fe para el proceso 

de f•gocitosis inmune es relativamente precoz,ya que aparecen en 

la etapa promielocltica,siendo funcionales en el caso de PMNs 

humanos poco tiempo despu~s,a diferencia de PMNs murinos donde 

esta activ•cibn resulta retardada; los receptores del complemento 

(CRt y CR3) •parecen mAs tardlamente(en la etapa metamielocltica 

y de neutr&filos en banda);el otro aspecto funcional crltico de 

los PMNs es la capacidad bactericida y se establece a partir de 

la etapa mielocltica,siendo mediada al principio casi exclusiva-

mente por mecanismos 

cidas owidativos de 

no oxidativos; 

los PMNs aparecen 

los mecanismos microbi-

en la etapa de neu-

tr&filos en banda. Finalmente,la funci&n quimiotlctica de los 

PMNs es similarmente de aparici&n tardla durante la diterencia­

cibn funcional de los PMNs (formas en banda). Esta secuencia 

de diferenciaci&n de PMNs ( receptores Fe ----> fagocitosis ----> 

receptores del complemento ----> mecanismo microbicida no onida­

tivo ----> mecanismo microbicida oxidativo ----> quimiotaxis, se 

indica en la Figura 2(9). 

El n6mero de neutr&filos polimorfonucleares (PMNs) varia de 

acuerdo a la edad. Seg6n PR Dallman(lO),las cifras de 

en los diferentes grupos etarios serian (Tabla 1)1 

13 
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TABLA 1 

NUMERO DE LEUCOCITOS TOTALES y PMNs POR EDADES 
6 6 

EDAD LEUCOCITOS totales(10 ) PMNs(lO ) 
media. limites media limites % 

Al nacer 18.1 (9.0-30.0) 11.0 (6.0-26.0) 61 

12 hs. 22.8 (13.0-30.0) 15.5 (6.0-20.0) 60 

24 hs. 10.9 (9.4-34.0) 11.5 (5.0-21.0) 61 

1 sem. 12.2 (5.0-21.0) 5.5 (1.5-10.0) 45 

2 sem. 11.4 (5.0-21. 0) 4.5 (1.0-9.0) 40 

1 mea 10.0 (5.0-19.5) 3.0 < 1.0-9.0) 35 

6 meses 11.9 (6.0-17.5) 3.0 (1.0-0.5) 32 

l afio 11.4 (6.0-17.5) 3.5 (1.5-0.5) 31 

2 afto• 10.6 (6.0-17.0) 3.5 (1.5-6.5) 33 

4 •ftos 9.1 (5.5-15.5) 3.6 (1. 5-6.5) 42 

6 atios 6.5 (5,0-14.5) 4.3 (1. 5-6.0) 51 

6 a ti os 6,3 (4.5-13.5) 4.4 (1. 5-8. 0) 53 

10 ª"ºª 0.1 (4.4-13.5) 4.4 (1. 8-8.0) 54 

16 •fto• 7.6 (4.5-13.0) 4.4 (1.6-8.0) 57 

Tomado de PR Dallman(lO), 

11 
La produccidn diaria de PMNs maduros eB de 10 cflulas. El 

neutrOfilo maduro circula con una vida media de 6 a 7 hs(11);sale 

al azar de la vasculatura y sobrevive en los tejidos o en contac-

to directo con el medio externo a nivel del aparato digestivo y 

respiratorio durante 1 a 4 dlas. En sangre periftrica,el conjunto 

total de PMNs se halla constituido por dos poblaciones,una de c6-
7 

lulas circulantes(de aproximadamente 22X10 cllulas/kg) y otra de 
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7 
células marginadas(de aproximadamente 17X10 c:~ll.llas/kg) (12), las 

cuales pr-obablemente tengan diferente capacidad funcional (13). 

Igualmente,a nivel de la m~dula &sea existe una tercera poblac:ibn 

de granulocitos maduros (reserva medular) los cuales son liberados 

en respuesta a estimulas inflamatorios o al stress(12). 

111. EL EVENTO FAGOCITlCO. 

La invasi~n tisular por bacterias, hongos y otros microorga-

nismos en general resulta en una secuencia de acontecimientos 

llevados a cabo por los PMNs-adherencia,quimiotaxis, internaliza-

cibn,puesta en marcha de los mecanismos microbicidas-destinados a 

la eventual destrucci&n del g6r·men; el conjunto de estos eventos 

se h~ denominado Fagocitosis(14). Actualmente se cuentan con muy 

diversas tfcnicae laboratorialeG, de diferentes grados de sofis-

ticacibn, que permiten el anAlisis de los diferentes pasos del e-

vento fagoclticofpor otra parte cada una de estas etapas pueden 

hallarse afectadas ,en variable grado de severidad, en forma 

congfnita o adquirida,determinando una mayor susceptibilidad (en 

frecu•nci• y gravedad) a los procesos infecciosos en 1 os hos-

pederos afectados. 

A. ADHERENCIA. 

L• migraci&n de PHN1(descrita por M.Dutrochet) (2) y la adhe-

rencia al •ndotel io vaacular-fer1bmeno informado por primera vez 

por J.Conheim (2)-constituyen los primeros pasos en el proceso 

tagocltico. En condiciones normales las cargas de superficie ne-

gativas de las ctlulas endoteliales y PMNs-caracter!stica general 
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de las c~lulas eucaribticas-tienden a impedir este fenbmeno (15); 

sin embargo,la invasibn bacteriana o la necrosis tisular inician 

la liberacibn de diversas substancias,de las cuales algunas (fac-

tores quimiot~cticos)causan una significativa disminucibn de las 

cargas de superficie de los PMNs,con el consecuente incremento de 

la adherencia vascular de los mismos(16). Este fendmeno de adhe-

rencia de los PMNs se halla parcialmente mediada por glicoprotef-

nas de superficie que incluyen el receptor de e bi(conocido como 

"' CR3), y las denominadas LFA-1Cfactor de adherencia de linfocitos 

tipo 1)y p 150,95. Todas ellas se hallan estructuralmente consti-

tutdas por 2 subunidades(alfa y beta)de las cuales la segunda es 

combn a las tres y posee un PM de 95000 dalton;la subunidad alfa, 

en cambio,es particular a cada una de ellas y su PM varia de 

150000 a 100000 dalton(17).Las deficiencias de estas glicoprote~ 

nas se hallan asociadas a marcadas anormalidades en las funcidn 

de adherencia de PMNs,pudiendo ser causa de mayor susceptibilidad 

a infecciones(18). 

B. QIJIMIOTAXIS. 

Una vez adheridas al endotelio,las ctlulas fagoclticas deben 

migrar al sitio inflamatorio, donde substancias quimioatrayentes 

son generadas por procesos inmunolbgicos o humorales(19).Factores 

quimiotacticos bien definidos incluyen e a,producto de la ruptu-

ra de C durante la activación de la cascada del complemento ya 
5 

sea por la vla clAsica o alterna,el leucotrieno 0 , producto del 
4 

metabolismo vfa lipooxigenasa del ácido araquiddnico, el factor 

activador plaq•.\etar-io(PAF), varias linfocinas(producidas por· lin-

focitos activados), productos de la slntesis proteica de bacte-

17 



rias como los N-formilpdptidos(20). 

Los PMNs son capaces de detectar y de migrar direccionalmente 

en respuesta a peque~os gradientes quimiotActi~os. -se estima que 

estas cdlulas pueden diferenciar gradientes tan peque~os como del 

0.1% a trav•z de su superficie.Para tan sofisticada sensibilidad 

los PMNs tienen receptores de mem~rana especificas para los qui-

mioatrayentes,los cuales sufren una exquisita regulación en cuan­

to a n~mero,afinidad,o distribucidn durante el desarrollo quimio­

tActico(21).En este sentido se ha postulado que durante el proce­

so de migracibn quimiotActica(o por acci&n de agentes que inducen 

degranulaci&n) se produce fu~ibn de grAnulos citoplasmAticos a la 

membrana pl•smAtica(principalmente de grAnulos especificas); esto 

puede representar uno de los mecanismos por el cual puede ocurrir 

el recambio de membrana plasmAtica y al mismo tiempo proveer de 

sitios receptores adicionales(22).Igualmente se ha demostrado que 

como consecuencia de la fusi&n antes descrita se liberan 

diversos productos leucocitarias al ambiente pericelular los que 

pueden dar lugar a la degradacidn de quimioatrayentes 1 lo cual 

aunado al aclaramiento de los mismos a nivel de los receptores 

ocupados(proceso de endocitosis de receptor unido a ligando), 

constituyen medios adicionales de regulación de la migracidn de 

PMNs al sitio inflamatorio(20). 

La uni6n entre el quimioatrayente y su receptor a nivel de 

PMNs es en evento que ocurre r•pidamente. Asl,en menos de 30 se­

gundos, concentraciones a saturacibn de N-formilp•ptidos ocupan 

el 50% de los 50000 a 70000 receptores especlf icos disponibles de 

los PMNs(23).Esta unión produce perturbación de membrana y da lu-

18 



gar al desencadenamiento de flujo intracelular de calcio y sodio, 

con la consiguiente hiperpolarizacidn de membrana (primer hecho 

detectable) (20),e iniciacidn de una secuencia de pasos metabdli-

cos que llevan a un reorctenamiento de elementos del citoesqueleto 

para la orientacibn y migracibn de las c~lulas hacia el origen 

del gradiente quimiotActico. Sneiderman y col.(24)propusieron que 

una vez que el quimioatrayente se une a su receptor, activa a la 

protefna regulatoria de nucledtidos de guanina,denominada protef-

na N,por facilitacidn del intercambio de GDP por GTP. La protefna 

N activada estimula a su vez a la fosfolipasa e, la cual cataliza 

el desdoblamiento de fosfoinositol difosfato(PIP )en 2 segundos 
2 

mensajeros intracelulares: el 1,2 diacilglicerol(DAG) y el inosi-
2+ 

toltrifosfato (IP ). El IP media la liberacidn de Ca de los si-
3 3 

tíos de almacenamiento intracelular,(principalmente ret!culo endQ 

pl~smico); este aumento de los niveles del calcio libre citoplas-

m~tico act~a como cofactor para la activacibn de dos protetna-ci-
2+ 

nasas,la dependiente de Calmodulina/Calcio(PK-Ca /CM) y la pro-

telna-cinasa C CPK-C).Esta 61tima puede ser activada directamente 

ademls por OAG. Las protelnas-cinasas activadas catalizan final-

mente la fosforilaci&n de diferentes protelnas celulares,las que 

van a ser las efectoras de las respuestas celulares, no solo las 

involucradas en la migración sino tambifn de las que intervienen 

en la generacidn de mecanismos microbicidas intracelulares.Simul-

t•neamente a la activaci&n celular 1 se inician otros procesos re-
2+ 

gulatorios. En este contexto, el aumento de Ca activarf a a la 

fosfolipasa A,la cual al actuar sobre tosfolfpidos de membrana 

libera Acido araquidónico con la consecuente formación de meta-

bolitas del mismo,ya por la vfa de la ciclooxigenasa Ctromboxanos 
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y prostaglandinas(Pg),predominantemente Pg E ) o por la vla de la 
2 

lipooxigenasa,generando a una amplia variedad de hidrop~roxieico-

tetraenoicos (HETE) entre los que se hallan los leucotrienos. La 

importancia de estos productos derivados de la lipooxigenación 

como constituyentes intracelulares funcionales es sugerido por el 

hecho que inhibidores de la lipooxigenacibn suprimen la migracibn 
2+ 

de PMNs. Por otra parte,la mobilización de Ca desencadenada por 

el quimioatrayente conduce similarmente a un aumento de los nive-

les de AMP clclico(probablemente a trav&s de la inhibicibn de la 

fosfodiesterasa de los nuclebtidos clclicos), el cual al activar 

a la prote!na-cinasa dependiente de AMP c!clico CPK-A>, promueve 

la inactivacibn de la fosfolipasa c,deteni•ndose de esta forma la 

hidrblisis de PIP ,interviniendo as! 
2 

como mecanismo regulador. 

Igualmente la PK-C,activada por 1,2 DAO,puede detener esta hidrb-

lisis,pero actuando a nivel de la protefna N. Esta secuencia de 

activación y regulación se esquemati%an en la figura 3. 

C. OPSONIZACION Y FAGOCITOSIS. 

Una vez abandonado el lecho vascular y alcanzado el sitio in-

flamatorio, los PMNs deben ejercer sus funciones primarias de ta-

gocitosis y muerte de los microorganismos ingeridos.Si bien los 

PMNs pueden-aunque en forma limitada-ingerir directamente partf-

culas y microorganismos,existen ciertos factores que promueven o 

facilitan la ingestibn de los mismos,operando a manera de ligando 

entre la cAlula fagocttica y la part!cula o microorganismo, a los 

que Wright y Douglas (25) denominaron con el nombre de opsoninas 

(del griego opsono:preparar para ingerir);inicialmente definidos 
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los componentes opsbnicos del suero como termoestables y termolA-

biles,investigaciones posteriores revelaron que los mismos repre-

sentaban a anticuerpos y complemento respectivamente. 

De los anticuerpos,se ha definido que los que operan como 

opsoninas son principalmente las subclases de inmunoglobulinas de 

tipo IgG,IgG e IgG (25-26). En esta situacibn,los anticuerpos se 
1 3 

combinan por su porcibn variable pero especlf ica para el germen 

(Fab) con el microorganismo en tanto que la porcibn constante(Fc) 

de las inmunoglobulinas se adhiere a receptores especfficos para 

los mismos presentes en la superficie de los fagocitos, formando 

de esta manera un puente en~re la c~lula y el germen (27)(Figu-

ra 4). De los componentes del c:omplemento,C ha sido reconocido 
3 

como una de las principales opsoninas de los mamfferos (28) y su 

activacidn puede realizarse mediante la participac:idn de inmune-

globulinas de tipo IgG e IgM <vta clAsic:a) o bien por la vfa al-

terna(29). Otras protetnas s~ricas pueden tener papel opsdnic:o 

como la protetna e reactiva (30),la tufsina (31) y la fibronecti-

na(32),aunque con respecto a este ~ltimo tal consideraci6n ya no 

es aceptada por varios grupos de investigadores(33). 

Los PMNs son denominados fagocitos profesionales debido a que 

poseen en su membrana receptores de naturaleza proteica para el 

dominio Fe de las inmunoglobulinas de tipo lgG(IgG 
1 

receptores glicoproteicos para el tercer componente 

e IgG )(34) y 
3 

del comple-

mento (35),tanto para el ac:tivado e: b c:omo a el producto de Stl 

3 
desdoblamiento,C bi. Son los denominados CR1 y CR3 respectivamen-

3 
te (36). 

Las interacci6nes ligando-receptor son los determinantes c:rl-

ticos de la unibn de la c~lula extra~a,y por otra parte esencia-
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les para la generación de las se1'"íales 'fagoc:fticas que inician el 

proceso de ingestión. Mientras los receptores Fe constitutivamen­

te promueven la 'fagocitosis de partlculas opsonizadas con IgG,de­

sencadenando al mismo tiempo la slntesis y liberaci&n de podero­

sos oxidantes(super&xidos,per&xidos de hidregeno,oxhidrilos, sin­

gletes de oxlgeno)(37),la capacidad de los receptores CR1 y CR3 

de promover fagocitosis se halla regulada;a este respecto, se ha 

descrito que los rec:eptores del complemento se hallan en 2 esta-

dos1 un estado inactivo en el cual los receptores pueden mediar 

la adherencia de partfculas a los fagocitos pero fallan en promo­

ver la ingesti&n, y un estado activo en el que adem~s de la adhe­

rencia permiten la ingesti6n(36),pero a diferencia de los recep­

tores Fe no desencadenan la liberaci&n de oxidantes(38). 

Una vez que el microorganismo opsonizado se adhiere al fago-

cito,produce la activación de la maquinaria de locomocidn de mem­

brana,mediar1te ener·gla proporcionada por la vfa anaerobia de la 

glicdlisis (de ahf que la ingestión puede llevarse a cabo en con­

diciones anaerobias). El movimiento de pseudópodos alrededor de 

los microorganismos reqr.1ire de la actividad del aparato motor del 

PMN (filamentos de actina y miosina)(39). Durante este proceso de 

ingestidn se va produciendo una interacción en cadena entre los 

ligandos opsdnicos distribuidos homog~neamente sobre la superfi­

cie de la partlcula a ser ingerida y los receptores de la mem­

brana del fagocito,que da por resultado un flujo circunferen­

cial de la membrana fagoc!tica alrededor de la partfcula,envol­

vi•ndola a manera de cremallera(40).Al fusionarse los pseudópodos 

por encima del extremo distal de la partfcula,queda completada el 
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proceso de ingestibn,quedando la partlcula ingerida en una vesl­

cula membranosa(formada por la membrana plasm~tica invaginada du­

rante la ingestidn) y denominada fagosoma (41). Figura 5. 

D. ACTIVIDAD BACTERICIDA. 

Siguiendo a la ingestibn(fagocitosis de microorganismos) una 

serie de distintos eventos ocurren dentro del PMN-que llevan fi­

nalmente a la destruccidn microbiana- e incluyen: l)la fusi~n de 

la membrana del fagosoma a los grAnulos citoplasm&ticos 2)la des­

carga del contenido granular en la vacuola fagoc!tica 3) desenca­

denamiento de la producción de oxidantes altamente reactivos (es­

tallido respiratorio) 4) muerte y digestibn del germen ingerido 

(42-44). 

D !. GRANLILOS DE LOS PMNs. 

Los PMNs contienen protel_nas microbicidas que fue'f"'Dn sinteti­

zadas y empacadas en veslculas limitadas por membranas Cgr~nulos 

liaosbmicos)durante el proceso de maduracibn de los PMNs en la 

mtdula bsea.Estos grAnulos son1los granulas primarios o azurbfi­

los,(peroxidasa positivos)tormados durante el estadio promielocl­

tico y los grAnulos secundarios o espec!ficos,formados durante el 

mieloc!tico y responsables de la coloración rosada del citoplasma 

del PMN a la tinción de Wright. Un tercer· tipo de gr.!nulos - los 

grAnulos terciar·ios-ha sido descrito, los cuales contierien 

gelatinasa,enzima que degrada la colagena desnaturalizada.El con­

tenido de los diferentes tipos de grAnulos se expresan en la ta­

bla 2 (45). 

24 



RECEPTORES 
DEL CO....LEIU:NTO 

FIGURA 4. REPRESEllTACION ESCIUEMTICA DE IEUPICRS 
SOBRE LA SUPERFICIE DE UN llEUTROFILO. 
ADAPTADO DE DRUTZ Y IULLS (27>. 

FIGURA 5. SECCION DE UN Plll CIUE RODEA A Ull RAClltO DE 
BACTERIAS OPSOlllZADAS EllVOLYIEllDOLAS A ~RA DE CRf; 
llALLERA. 
ADAPTADO DE DRUTZ Y lllU.S<27l. 

2r; 



TABLA 2 

CONTENIDO DE LOS ORANULOS DE LOS PMNs 

CLASE DE 
CONTENIDO 

Enzima's mi­
crobicidas 

Seri na-pro­
teasas neutras 

Metalopro­
teinasas 

Hidro lasas 
&e idas. 

Otras. 

ORANULOS 
AZUROFILOS 

Mieloperoxidasa 
L i saz ima 

E las tasa 
Catepsina G 
Proteinasa 3 

N-acetil-B-glu-
cosaminidasa 

Catepsina Et 
Catepsina D 
B-gluc:uronidasa 
B-glicerofosfatasa 
a-mannosidasa 

Protefnas catid­
nicas bacterianas 
(defensinas) 

Adaptado de Fallan y Gallin (45). 

ORANULOS 
ESPEClFlCOS 

Lisozima 

Colagenasas 

Lastoferr·il1a 
Prot. de 
union B 

12 
Citoc.b 
Histamina­
•a 

Receptores 
tmlp 
CR3 

El contenido de los gr~nulos secundarios y terciarios es pre-

ferencialmente liberado al ambiente pericelular (exoc:itosis) en 

respuesta a la fagocitosis,desemperíando de esta forma una funcion 

primariamente secretora y extracelular;al mismo tiempo,los gránu-

los secundarios a trav~s de su fusidn con la membrana plasmática, 

contribuyen al recambio,no solo de membrana, sino tambidn de r-e-



ceptores,interviniendo de esta forma en la regulacibn de los fe­

ndmenos de agregacidn,migracidn,y estallido respiratorio.Los gr4-

nulos primarios,en cambio,a trav~s de su fusidn con los fagoso­

mas-fusión fagolisosdmica- y liberacidn de su contenido en la va­

cuola fagocltica intervienen fundamentalmente mediando y propor­

cionando los mecanismos microbicidas intracelulares de los PMNs 

(45-4E.). 

D 2. MECANISMOS MICROBICIDAS DE LOS PMNs. 

Los mecanismos microbicidas de los PMNs pueden ser divididos 

segbn su dependencia del oxigeno en oxidativos y no oxidativos. 

Tabla 3 (43). 

TABLA 3 

MECANISMOS MICROBICIDAS DE LOS PMNs. 

1. Independientes del oxigeno. 

A. Acidez. 

B. Detensinas. 

c. Lisozima. 

D. Lactoferrina. 

E• Catepsina o. 

F. Elastasa. 

o. Protelna inductora de la 

permeabilidad. 

27 



2. Dependientes del oxigeno. 

A. Mediado por mieloperoxidasa 

B. Independiente de mieloperoxidasa 

1. Perdxido de hidrdgeno(H O ). 
2 2 

2. Anidn superdxido. 

3. Radical hidroxilo. 

4. Singlete de oxlgeno. 

Adaptado de Klebanott(43). 

El papel de los mecanismos microbicidas independientes de 

oxfgeno adquiere importancia en condiciones en las cuales la con-

centracibn de O disminuye a tal grado que se suprime el estalli-
2 

do respiratorio(anaerobiosis) o en trastornos en los que existen 

defectos en la produccidn de intermediarios de O (Enfermedad Gra-
2 

lomatosa Crdnica, Deficiencia de mieloperoxidasa, Deficiencia de 

glutatidn). 

D 2 !. MECANISMOS MICROBICIDAS DEPENDIENTES DE OXIGENO. 

Cuando los PMNs ingieren bacterias o µarticulas (o contactan 

con esttmulos solubles como forbol-miristato,formilpéptidos), ex-

perimentan una serie coordinada de cambios en el metabolismo oxi-

dativo denominados integralmente estallido respiratorio. Esta se-

rie de eventos comprendencl)incremento del consumo de oxigeno 2) 

incremento en el flujo de glucosa a trav~s de la vfa del manatos-

fato de hexosa 3)incremento en la producci~n de metabolitos de o-

xlgeno(anión superdxido,radical hidroxilo, singlete de oxfgeno,p~ 

rdxido de oxtgeno) 4)incremento en la fijación de haluros a 
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protefnas (ej. iodinación) 5) generación de luz y 6)incremento en 

la reduccidn del colorante nitroazul de tetrazolio(figura 6)(44). 

a. Consumo de oxfgeno. 

Los PMNs consumen poco oxigeno en reposo,derivando su energla 

principalmente de la glic&lisis anaerobia.Durante la ingestibn de 

partlculas,el consumo de oxigeno incrementa marcadamente; su 

tunci&n es de proveer suficiente substrato para la formacibn de 

metabolitos oxidativos participantes en el efecto microbicida de 

PMNs(59).La determinación del consumo de oxfgeno de los PMNs du-

rante el proceso fagocftico constituye por tanto una forma 

de evaluar la capacidad microbicida oxidativa de los PMNs (47). 

b. Actividad de la vfa del monofosfato de hexosa. 

Paralelamente al mayor consumo de oxtgeno,durante el estimulo 

fagocltico se produce en los PMNs un incremento en la oxidación 

de la glucosa por la vfa del monofosfato de hexosa. A travds del 

mismo,el primer carbono de la glucosa (glucosa-6-fosfato) es oxi-

dado a CO y pentosa por accibn enzimAtica,actuando el fosfato de 
2 

nicotinamidadinucle&tido(NAOP) -paso limitante de la reaccibn-co-

mo aceptar de electrones,en esta reacci!n se forman 2 moles de 

NADPH por cada mol de glucosa-6-fosfato oxidado,los cuales sufri-

r~n translocacibn hasta la membrana celular del fagocito(48-49). 

c. Formaci!n de metabolitos del oxigeno. 

Siguiendo a la interaccibn estlmulo-PMN,y a la formaci!n de 

la vacuola fagocltica,cuya membrana limitante es la resultante de 
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la invaginacidn de la membrana plasmAtica, una enzima de mem-

brana-la NADPH oxidasa-es activada (50),catalizando la conversión 

de O 
2 

a anibn superbxido(O- ) dentro 
2 

de la vacuola fagoc!tica, 

utilizando a la NADPH como dador de electrones. El mecanismo de 

esta activaci~n enzim~tica,a~n cuando no se ha aclarado totalmen-

te,se realizarla a trav~s de la activacibn de la protelna-cinasa 

C (PK-C),paso final de una serie de eventos que se desarrollan 

tras la interaccidn ligando-receptor,a lo cual ya nos hemos rete-

rido previamente. Igualmente, esta activacibn de la NADPH o-

xidasa podrta producirse en forma independiente a la participa-

cibn de la PK-C a trav~s de metabolitos del ~cido araquidbnico 

(51-52). 

Debe mencionarse,que otros sistemas enzimAticos asociados a 

membrana se han propuesto que podrtan actuar como catalizadores 

de la formación de anidn superdxido(paso fundamental en el esta-

llido respiratorio) (53-54). 

El anibn superbxido producido dentro de la vacuola fagoclti-

ca puede seguir varios caminos. Por una parte,puede liberarse al 

medio ewtracelular,fendmeno que puede detectarse laboratorialmen-

te utilizando un substrato que puede ser reducido como ferrocito­

cromo C(55)¡igualmente,o- puede escaparse de la vacuola tagoclti-
2 

ca al citoplasma donde es reducido a H O por la enzima super&xi-
2 2 

dodi•mutasa (SOD); capaces de causar da~o autooxidativo de los 

PMNs,estos poseen un acabado sistema de detoxificacidn en el cual 

participan el glutatidn,y las enzimas glutatidn-peroxidasa y glu-

tatidn-reductasa¡ es la llamada via del glutati~n(44,56). 

El tercer camino que puede seguir el anidn O- ,el cual es de 
2 

extraordinaria importancia para la funcidn microbicida de los 
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PMNs es la dismutacibn espontAnea,a favor del Ph Acido del fago-

soma,a perbxido de hidr&geno(H O ),lo cual ocurre con aproximada-
2 2 

mente el 90% del O generado durante la fagocitosis (57). En el 
2 

transcurso de la reducción de O a H O ,se producen al mismo tiem 
2 2 2 

po una substancial proporcibn de otros intermediarios inestables 

como radical hidroxilo(OH'),anidn perdxido(O-)-que rápidamente se 
2 

reduce a OH' (50); adem~s ,Haber y Weiss presentaron evidencias de 

que O y H O en soluci&n pueden reaccionar para formar como pro-
2 2 2 

duetos OH' y una substancia altamente reactiva conocida como sin-

glete de oxlgeno,en presencia de metales catallticos susceptibles 

de ser oxidados y reducidos como el hierro (43-44 1 50).El singlete 

de oxigeno puede formarse igualmente por la reaccibn entre un ibn 

hipohalito y H O • En la tabla d se resumen las reacciones en-
2 2 

tre oxlgeno,anibn superbxido y per&xido de hidr&geno. 

TABLA 4 

INTERRELACIONES ENTRE OXIGENO,SUPEROXIDO Y 

1) o 
2 

2) o 
2 

-3) o 
2 

4) o 
2 

5) OH' 

6) OH' 

+ o 

+ H 

+ 

+ 

+ 
2 

o 
2 2 

PEROXIDCI DE HIDROGENCI 

H O Reducci&n divalente por oxidasas 
2 2 

-o Reducci6n univalente por NADPHoxidasa 
2 

+ 
2H ------- O ... H O Dismutacidr1 de 0-

2 2 2 2 

------- OH' + o + OH Reacción de Haber-Weiss 
2 

OH'------- H o 
2 2 

o ------- o + OH 
2 2 

Adaptado de Shepherd(58). 
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Sistema microbicida oxidativo mediado por· mieloper-o>tidasa. 

Otra v!a de producc:idn de especies oxidantes(59)y que repre-

senta el pricipal mecanismo oxidativo del cual dispone el PMN, es 

la producida por la interacc:idn del H O y la enzima mieloperoxidA 
2 2 

sa(MP0)(60). La ~nzima MPO es una hemoprotefna altamente catidni-

ca, rica en arginina,de un peso molecular- de 120000 a 150000 dal-

ton. Su pH de funcibn bptima es de 5.0 a 5.5. Se halla localizada 
b 

en los gr~nulos azurdfilos en concentraciones de 3 a Sug/10 PMNs, 

representando aproximadamente el 5% de las protelnas totales de 

los PMNs (46). Difier-e estructural y funcionalmente de las otras 

peroxidasas(peroxidasa eosinofllica,lactoperoxidasa). 

Siguiendo a la ingestibn de microorganismos,la fusi&n fagoli-

sos&mica permite la formacibn de un complejo MPO-H O por la reac­
_2 2_ 

cidn del H O 
2 2 

con el grupo Hem del MPO.Haluros(Cl ,Br , I ) p•.1eden 

ser oxidados por este complejo,resultando en potentes agentes mi-

crobicidas que pueden atacar una grar1 variedad de patdgenos y et!-

lulas,o bien montar respuestas oxidativas secundarias que perpe-

t~an el fen&meno (43-44). 

Se ha demostrado que la halogenaci&n de constit.uyentes 

pared bacteriana(principalmente tirosina,histidina)por I 
+ 

de la 

o Cl , 

al producir reemplazamiento de H en localizaciones cruciales, 

puede desencadenar la muerte bacteriana. Esta capacidad de los 

PMNs para halogenar protefnas se ha utilizado para cuantificar de 

manera indirecta la capacidad bactericida de los PMNs (m~todo de 

iodinaci&n de protelnas)(61). El I activado puede actuar tam-

bi•n como oMidante de grupos sulfidrilos(SH),el cual es componen-

te crftico de varios sistemas enzimáticos. El Cl activado por· el 



complejo MPO-H O puede reaccionar con compuestos nitrogenados(a-
2 2 

mino~cidos,protelnas bacterianas) dando lugar a la formacibn de 

cloraminas o cloramidas altamente reactivas (figura 7)(44); estas 

pueden ser tdxicas per se para microorganismos al inhibir enzimas 

claves del metabolismo por da~o oxidativo de grupos sulfidrilos u 

otros(como el residuo de metionina del inhibidor de la alfa lpro-

teasa)de los cuales son dependientes para su actividad.Igualmen-

te, las cloraminas y cloramidas pueden dar lugar a través de la 

deaminación o decarboxilación de aminoAcidos a la formación de 

aldhefdos tóxicos, los que act~an modificando gravemente a amino-

~cidos bacterianos estructurales o funcionales. Pueden, por otra 

parte,actuar como reservorio de agentes oMidantes ya que al hi-

drolizarse pueden regenerar HOCl(cloruro activado)prolongando de 

esta forma la toxicidad del sistema H O -MPO (44). 
2 2 

FIGURA 7 

Formacibn de cloraminas 

R-NH + HOCL ------- RNH-Cl + H O 
2 

Formacidn de cloramidas 

o o 
1' 1 1 1' •• 

Cl 

R- e -NH- R' + HOCI ----- R- e - N - R' 

R- NH COOH + 
2 

HOCI ------ RNCl + H O 
2 

COOH 

Adaptado de Root y Cohen(44). 

d. Quimioluminiscencia. 

Allen y col(62) demostraron que cuando PMNs fagocitaban 

microorganismos,se producfa una s~bita emisión de luz,y aunque en 
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peque~as cantidades,se pod!a amplificar mediante la adicibn de d~ 

terminadas substancias y registrar con fotomultiplicadores 

sensibles como contadores de centelleo l!quido. A este fenbmeno 

se denomine! Quimioluminiscencia·· y se observe! que el mismo no se 

c:or1stataba en condiciones anaer·obias o con PMNs provenientes 

de pacientes con trastornos gen&tic:os del desencadenamiento del 

estallido respiratorio (Deficiencia de MPO, Enfermedad granuloma-

tosa c:rdnica) (63-64). 

Inicialmente se considerb que la respuesta de quimioluminis-

cenc:ia era consecuencia directa de la generacian de O durante la 
2 

fagocitosis debido a que el fenc!meno era inhibido en presencia de 

la enzima superdxidodismutasa(65).Sin embargo,al reconocerse que 

el anibn superbxido desempe~a el papel central como precursor de 

los metabolitos oxidativos del oxigeno y comprobarse que su de-

gradacibn enzim~tica solo inhibe el 70% de 

plantearon hipbtesis alternativas. 

Actualmente se considera que el fenbmeno luminiscente es 

secundaria a la generación de las diversas especies o>eidativas 

electrbnicamente exitadas,que se producen durante la actividad 

microbicida de los PMNs,a6n cuando no existe unanimidad en cuanto 

a la especie causal principal. Allen y col(66) han postulado que 

la generacibn de O lleva a la formacibn del singlete de oxigeno, 
2 

ya sea en forma directa por dismutacibn espont!nea no enzimAtica 

en presencia del ión hidrógeno o en forma indirecta como produc-

to del sistema MPO-H O -haluro. El singlete de oxlgeno,substancia 
2 2 

altamente inestable,puede a su vez mediar reacciones de o>eidacibn 

sobre otros substratos,con for·macic!n sec1.1ndaria,entre otros,de 
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grupos carbonilos electrbnicamente exitados. El paso al estado de 

reposo del singlete de oxigeno y de sus productos de oxidacibn, 

trae por consecuencia emisibn de luz,como mecanismo de p!rdida de 

energfa. 

Ches son y col (67), en camb.io,consideran que la quimioluminis-

cencia no d~pende primariamente de la relajacidn del singlete de 

oxJgeno(en forma directa ni indirecta). Asumen esta conclusión 

en base a experimentas en los que estJmularon a los PMNs con 

agentes no particulados(con fluoruro de sodio) observando que en 

esta situacidn,a pesar de generarse O y H O (en consecuencia sin-
2 2 2 

glete de oxfgeno)no se producla emisidn de luz. Este grupo propu-

so que para que se desencadene la quimoluminiscencia de PMNs se 

requiere de la presencia de agentes particulados y su generacibn 

serta secundaria a reacciones entre constituyentes (no especifi-

caron) de estos ~!timos y metabolitos oxidativos del PMN(O ,H O , 
2 2 2 

OH'. Esta propuesta ya no es aceptada al demostrarse que otros 

factores solubles,como tormilp&ptidos,pueden desencadenar emisibn 

de luz por los PMNs{68). 

Cheung y col(69)lograron suprimir totalmente la generaci&n de 

luz por PMNs estimulados con zimosano adicionando inhibidores del 

metabolismo del Acido araquid&nico(AA)a la mezcla fagoc!tica. En 

base a sus observaciones propusieron que al producirse la 

perturbacidn de membrana en el desarrollo del evento 

fagoc!tico,se libera AA de los fosfol!pidos de membrana ( por ac-

cibn de la fosfolipasa A activada) los que sufren oxidaci6n por 

las vias de la ciclooxigenasa y lipooxigenasa. Metabolitos de am-

bas vias ser!an finalmente los responsables de la emisi&n de luz. 

Las especies oxidativas derivadas del oxigeno intervendr!an en el 
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proceso facilitando la oxidacibn del AA. El incremento de la 

concentraci&n intracelular de AMP clclico secundaria a la genera­

cibn de prostaglandinas sug&n la proposicibn de este grupo serla 

responsable de una retroalimentacibn negativa una vez desenca­

denado el fenbmeno.Sostienen que la ausencia de quimioluminiscen­

cia cuando los PMNs son estimulados con fluoruro de sodio se ex-

plicarJa po~ su efecto activador de la adenilciclasa y 

consiguientemente de AMP clclico. 

La medicibn de la quimioluminiscencia de PMNs ha contribuido 

al mejor conocimiento de la tuncibn del PMN y de sus alteraciones. 

La sensibilidad del m~todo y su facilidad operativa ( utilizacibn 

de menor n~mero de c•lulas,falta de necesidad de ambiente obscuro 

durante la realizacibn del ensayo)se increment& con la adicibn de 

luminol(5-amino-2,3,dihidro-1,4-phthalazinediona)a la mezcla fa­

gocJtica como amplificador lumfnico(70),el cual sirve como subs­

trato de metabolitos oxidativos generados en la respuesta 

fagocltica. Su OHidacibn da origen al anibn aminoftalato exitado, 

que al pasar al estado de reposo emite luz(como mecanismo de 

pfrdida de energfa)magnificando ast el ten~meno luminiscente. A~n 

cuando su mecanismo de generacidn no se ha aclarado totalmente,la 

determinacidn de la quimioluminiscencia estA ampliamente aceptada 

por la comunidad cientJfica como una metodologfa muy sensi­

ble de la medicidn de la capacidad fagocf tica e integridad del 

estallido respiratorio de las c~lulas fagocfticas(63-64,71). 

f. Reducción del nitroazul de tetrazolio (NAT). 

El nitroazul de tetrazolio es un colorante amarillo en su 
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forma oxidada y puede actuar como aceptor de electrones de una 

variedad de donadores(72). Al reducirse,precipita formando forma­

z~n de color azul.Cuando PMNs son incubados con el NAT,un pequeno 

porcentaje de c!lulas exhiben el colorante fagocitado y reducido 

(generalmente menor del 10%). Sin embargo,cuando se adiciona 

un estimulo fagocftico,el porcentaje de células que reducen NAT 

aumenta dram~ticamente(a m4s del 80%).Esta reduccidn es secunda­

ria a la generacidn de metabolitos oxidativos en respuesta al es­

timulo fagocltico(73).Aunque varios componentes del metabolismo 

oxidativo de los PMNs pueden catalizar esta reduccibn, se consi-

dera que el principal responsable es al anidn superdxido.En apo­

yo a este concepto,el fenómeno es principalmente inhibido por la 

superóxidodismutasa (74). 

L~ reduccibn del nitroazul de tetrazolio se utiliza extensa­

mente como prueba de escrutinio en la evaluacibn laboratorial de 

pacientes con sospecha de trastornos en la capacidad fagocltica y 

bactericida de los cflulas fagocfticas (75). 

Hemos revisado los diferentes eventos desarrollados (y resul­

tantes) por los PMNs que conducen finalmente a la fagocitosis y 

eventual muerte de los microorganismos. Es la indemnidad de 

los diferentes pasos de esta funci6n efectora la que determinarA 

el ~~ita de los PMNs como primera linea de defensa contra las in­

fecciones bacte~ianas. 
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IV. ANTIBIOTICOS Y FUNCION DE PMNs 

Uno de los mas importantes avances en el campo de la 

interaccidn Hospedero-ParAsito, ha constitufdo el desarrollo y 

aplicación de los f4rmacos antimicrobianos,y en especial de los 

antibib~icos,cuya introduccibn ha tenido un impacto dram~tico en 

las tasa de morbi-mortalidad de muchas enfermedades infec­

ciosas(76).Durante el tratamiento antimicrobiano, inevitablemente 

el t•rmaco interaccionarl con los diferentes componentes del 

huesped participantes del proceso inflamatorio,entre ellos los 

PMNs (77). Si bi•n en este contewto,la eficacia del tratamiento 

dependerA principalmente del antibibtico usado contra el agente 

microbiano,factores de defensa del hospedero contribuyen definiti 

vamente a la erradicacidn del proceso infeccioso. Ejemplo de esto 

~ltimo es que pacientes inmunocomprometidos,entre el los los que 

presentan trastornos,cong~nitos o adquiridos,del nltmero o tuncibn 

de los neutrbfilos polimorfonucleares,presentan mayor morbimorta­

lidad intecciosa(78-79). 

Los antibibticos,segbn su capacidad de penetracibn y concen­

tracibn intracelular,estructura qulmica,mecanismo de accibn,dosis 

y sensibilidad individual,tienen la probabilidad de afectar la 

tuncion de los PMNs.Una de las primeras investigaciones en este 

sentido se remonta al a~o 1950 cuando Mu~oz y Geister (90), estu­

diaron el efecto de una tetraciclina sobre la funcibn tagocltica 

de los PMNs y observaron que pod!a inhibir marcadamente la tago­

citosi s de Staphylococcus albus in vitre.Desde entonces, las inveá 

tigaciones de los efectos de f~rmacos antimicrobianos sobre la 

función de PMNs,aunque de creciente interés,ha sido comparativa-
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mente escasa y fundamentalmente desordenada debido a que los m~-

todos utilizados en la evaluación han sido extremadamente varia-

bles{funcidn especff ica estudiada con diferentes técnicas metodo-

ldgicas,n~mero de células utilizadas,diferentes tiempos de incu-

bacibn,concentracibn variable de antibi&ticos y generalmente uti-

lizada en cantidades no alcanzables teraptuticamente);esto ha he-

cho,que los resultados reportados hayan sido extremadamente va-

riables y conflictivos4por otra parte,la mayor parte de los estu-

dios fueron observacionales y poco esfuerzo se ha hecho para in-

tentar dilucidar los mecanismos de producci&n de tales efectos{2). 

En este contexto nos hemos propuesto evaluar el efecto de una 

lincosinamida,la clindamicina,sobre la funcibn de los neutr&filos 

polimorfonucleares. 

IV A. CL!NDAM!CINA 

La clindamicina es un fArmaco antibi&tico semisint~tico, de-

rivado de la lincomicina,substancia producida por Streptomyces 

lincolnensis. Varias modificaciones qu!micas de esta mollcula han 

conducido a su obtencibn(81). Estructuralmente es un aminoaz~-

car,derivado de un amino.!lcido 1 el l\cido trans-L-4-n-propilhigrlni-

co,unido a una octosa que contiene azufre (82). Su formula es la 

siguiente(figura 8): 

<f3 CH3 

µN H H-~-
C_NH-
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Desde el punto de vista de su mecanismo de acción,clindamici­

na inhibe la sfntesis proteica bacteriana,actuando especff icamen­

te sobre la subunidad 50 s,afectando el proceso de iniciación de 

la sfntesis de la cadena peptfdica(03).Su espectro antibacteriano 

incluye cocos Gram(+), como Staphylococcus aureus, Staphylococcus 

epidermidis,Streptococcus pyogenes,Streptococcus neumoniae,Strep­

tococcus viridans;prActicamente todas las bacterias Gram(-) aero­

bias son resistentes¡sin embargo,las bacterias anaerobias son ha­

bitualmente sensibles a clindamicina,siendo los aislamientos re-

sistentes poco frecuentes; algunos protozoarios son igualmente 

sensibles a clindamicina,como 

viva><, Taxoplasma gondi i (84), 

Plasmodium falciparum,Plasmodium 

Este fArmaco es biodispanible tanto por vta oral como por vta 

parenteral.Administrado por vta oral se absorve en un 60%,alcanza 

su pico de nivel s~rica a las 1 a 2 hs pos-ingesta y la presencia 

de alimentos no afecta significativamente su absorcibn •. As!, tras 

una dosis de 150mg,se obtiene un pico slrico de 2.5 a 3 ug/ml, y 

de 4 a 8 ug/ml,cuando se utilizan dosis de 300 a 600 mg (65-86). 

Por vta I.V.,los niveles stricos son mayores y son alcanzados m~s 

rApidámente¡ la infusibn endovenosa de 300 mg de clindamicina re­

sulta en un pico strico de 14.7 ug/ml a los 30 min el cual cae a 

4.9 ug a las 2 a 4 hs. Por vta intramuscular,igualmente se obtie­

nen niveles s~ricos satisfactorios (84).Las lincosinamidas se ha­

llan en suero parcialmente ltnidas a protetnas en un porcentaje 

que varfa del 5 al 60% (134). 

Se metaboliza principalmente a nivel hepAtico,y sus metabo-

lites activos(N-dimetil clindamicina y sulfóxido de clindamicina) 

e inactivos son excretados por orina.Igualmente puede excretarse 
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sin metabolizarse por orina el 2.6 a 10K de una dosis administra­

da por v1a o~al y 30% cuando es,administrado por vla parenteral. 

Por v1a biliar e intestinal se e~xcr-'et-an ·en· proporcibn variable, 

del 5 al 15~ (85). 

Una vez administrada,clindamicina se distribuye ampliamente a 

nivel tisular,incluyendo liquido pleural y peritoneal.A nivel del 

liquido cefalorraquldeo no se alcanzan concentraciones· terap~u­

ticas,en cambio en bilis,tejido bseo,saliva y esputo las concen­

ciones alcanzadas son bptimas.Las lincosinamidas en general,atra-

viezan la placenta y pueden encontrarse en la leche materna en 

niveles comparables a los s~ricos maternos (84). 

La utilizacibn terap&utica de clindamicina puede acompa~arse, 

en algunos casos,de efectos indeseables.Molestias gastrointesti­

nales como sabor met4lico, n&useas, vómitos se han reportado oca­

sionalmente al igual que leves anormalidades(laboratoriales) del 

funcionamiento hepAtico. Raramente se ha informado ictericia y 

reacciones de hipersensibilidad(exantema,sindrome de Stevens-Jhon 

son,anafilaxia,neut~openia)(06). Sin embargo, el efecto colateral 

mas importante y reconocido del uso de clindamicina es la colitis 

seudomembranosa (07),la cual es ur1a enfermedad 

severa que se presenta entre los 2 y 25 d!as del 

gastrointestinal 

inicio del tra-

tamiento y se caracteriza por fiebre,diarrea con sangre,dolor ab­

dominal en los cuadrantes inferiores, constatAndose endoscbpica-

mente una mucosa colónica edematosa,friable con exulceracio-

nes(en algunos casos hasta ulceraciones )recubiertas por membra­

nas amarillentas formadas por la conglutinación de fibrina,mucus, 

cdlulas epiteliales descamadas e inflamatorias.Complicaciones ma-
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yores de este cuadro son la deshidratacidn grave,hipoalbuminemia, 

colon tdxico,perforacidn intestinal y choque endotdxico. Se con­

sidera que es secundaria a la masiva colonizacidn intestinal 

por Clostridium difficile productor de toxina citop~tica (88).De­

be tenerse en cuenta que este mismo cuadro puede asociarse a 

otros antibidticos (de ahf el nombre de colitis asociada a anti­

bidticos) como a alteraciones obstructivas intestinales. 

Clindamicina, ademAs de inhibir el crecimiento o causar la 

muerte microbiana,puede ejercer diversas acciones sobre microor­

ganismos(incluso aquellos resistentes a su efecto antibidtico)asf 

como sobre los diferentes componentes del sistema de defensa del 

hospedero,y entre ellas las c~lulas fagoclticas. Oemmell y col 

(89-90 ) reportaron que gtrmenes del gtnero Streptococcus(princi­

palmente Streptococcus pyogenes,Streptococcus pneumoniae y en me­

nor medida Streptococcus ~ g_,r.!:!J2.Q. ª)expuestos a concentraciones 

subinhibitorias de clindamicina,se vuelven mas susceptibles 

a la fagocitosis por PMNs,probablemente por cambios en la estruc­

tura de Ja pared bacteriana por el antibibtico (disminuci&n de la 

protefna M del Streptococcus pyogenes, disminucidn del material 

capsular de Streptococcus pneumoniae y del Streptococcus S!!1, 

.9J:..!:!.I!.Q. -ª>,haciendolos mas susceptibles a la opsonizacibn.Este mis­

mo efecto (potenciaci6n de la fagocitosis por alteraciones de la 

pared bacteriana) se tia observado incubando Bacteroides fragilis 

(91 -92), St.aphylococc1.1s aureus (93),Pseudomonas aeruginosa,Kleb­

siella pneumoniae y Proteus mirabilis ( 94), con concentraciones 

subinhibitorias de clindamicina. 

El aspecto de la accibn no antibibtica de la clindamicina- la 

interaccibn con las c~lulas fagoclticas-adquiere gran importancia 
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por ser estas citlulas componentes cruciales del sistema de de-

tensa del hospedero contra lCIS infecciones bacterianas. Varios 

grupos de investigadores se han ocupado de este tema y a las 

observaciones reportadas en este terreno nos referiremos a 

continuacic!n. 

IV A "'· CAPTACION DE CLINDAMICINA POR LAS CELLILAS FAOOCITICAS 

La capacidad de un fArmaco de penetrar dentro de la citlula 

tagocftica puede constituirse en uno de los factores determinan-

tes de su eficacia terap~utica(por ej. en infecciones por g~rme-

nes intracelulares).Existen reportes referentes a este hecho en 

los que se evalu~ la captación de clindamicina por las cllulas 

fagoctticaa.Asf,Hand y King-Thompson(95 ),estudiaron la captación 

de clindamicina por macrc!fagos alveolares de conejo. Incubaron 
7 

10/ml d• macrbfagos alveolares con 10 ug de clindamicina tritiada 

y observaron que el fArmaco era activamente captado (dependla de 

energla),alcanzando su meseta a los 30 minutos de incubacibn, mo-

mento en el cual la relacibn entre concentracibn intra y e>:trace-

lular era de 40 o mAs.Esta captacibn requerla de viabilidad celu-

lar y era inhibida a 4 grados centlgrados,siendo bptima a 37 gra-

dos. Posteriormente se constatb que inhibidores del sistema enzi-

m~tico Na-K ATPasa(ej.ouaba!na) y del metabolismo oxidativo mito-

condrial (ej. cianuro, 2,4dinitrofenol) deprimlan la penetracien 

intracelular indicando que la energta para el transporte 

proviene en parte de la respiracidn o>:idativa mitocondr-ial, y en 

parte de la actividad del sistema Na-K ATPasa. Por otra parte,la 

captacibn de clindamicina disminuia marcadamente en presencia 
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de nucleósidos como adenosina,puronomicina,pero no en presencia 

de aminoAcidos o hexosas en exceso;basado en el conocimiento pre-

vio que los macrbfagos alveolares poseen sistemas de trasportes 

especlficos para hexosas, amino•cidos y nuclebsidos,propusieron 

que clindamicina era transportada en estas ctlulas por el mismo 

sistema de nucleósidos.Sin embargo,todas estas observaciones se 

basaron en estudios en los que se utilizb concentraciones de 

el indamicina no alcanzables durante su utilización terapéutica 

(200 a 425 ug/ml,hasta 100 veces el rango normal). 

Klempner y Styrt (96 ) evaluaron la captacibn de clindamicina 
7 

por PMNs humanos,incubando 10 /ml de neutrbtilos con 10 ug del 

t~rmaco.Constataron captación intracelular de clindamicina,de ca-

r~cter r•pido(evidenciable ya a los 30 seg ),saturable, bptima a 

37 grados centlgrados, alcanzando su pico entre los 5 y 1(1 min, 

momento en el cual la relacibn entre concentraciones intra y 

extracelular es de aproximadamente 43 veces.Con respecto al meca-

nismo de transporte hallaron que adicionando substancias que co-

lapsan el gradiente de Ph (protbr1ico) t.ransmembrana ( como carbo-

nilcianuro m-clorofenilhidrazona) se producta una significativa 

depresión de la captación; esto implicaba que clindamicina er·a 

transportada de A.reas de mayor a menor Ph ,favoreciendo no solo su 

concentracibn intracelular,sino tambi~n su eventual concentracibn 

en lisosomas (zona de mayor acidez intracelular) ( 97). 

Hand y Prokesch( 98)trabajando igualmente con PMNs humanos, in-
7 

cubaron 10 /ml neutrbtilos con 10 a 1~ ug/ml de clindamicina; ob-

servaron que el r•rmaco penetraba r~pidamente en los PMNs,e~a de-

pendiente de la viabilidad celular y bptima a 37 grados,alcanzan-
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do el pico de concentracibn a los 10 minutos y su meseta a los 30 

min. Sin embargo el Indice de concentracibn reportado fue menor a 

lo informado por Klempner(C IN/Ex=10). A diferencia de sus estu-

dios co1-. macrdfagos alveolares,observaron que la penetración, si 

bien era similarmente dependiente de energta, esta provenfa 

principalmente de la glicdlisis y no del metabolismo oxidativo 

mi tocondrial .. 

Recientemente,Jacobs y Thompson( 99),tambitn utilizando PMNs 

humanos,obtuvieron similares resultados en cuanto a penetración 

intracelular de clindamicina;por otra parte,el indice de caneen-

tracidn reportado fue mucho menor al de los autores anteriores 

(C In/Ex de 2.95 a los 30 min y de 3.4 a los 120 min.).Sin embar-

go,hubo diferencias substanciales en cuanto al n~mero de c~lulas 
6 

utilizadas,ya que emplearon 5X10 /ml de PMNs(una proporclon m~s 

relacionada al n~mero de neutrdfilos por ml de sangre), pero no 

especificaron la concentracidn de clindamicina con la que reali-

zaron sus observaciones. 

De esta manera podemos concluir que todos los grupos coinci-

den en que clindamicina es un f~rmaco que penetra y se concentra 

en PMNs humanos. Sin embargo, la proporción de tal concentración 

es variable,dependiendo de las condiciones empleadas durante 

estudio.Debe destacarse,que todas las observaciones adolecen del 

defecto fundamental de no haber considerado las concentraciones 

s&ricas habituales de clindamicina durante su uso terap&utico(0~5 

a 5 ug por ml). 

IV A b. CLlNDAMICINA Y SLI EFECTO SOBRE LA FLINCION DE LOS PMNs. 

El estudio del efecto de clindamicina sobre la funcidn de los 
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PMNs principia en 1976,seis a~os despu~s de que se haya aprobado 

su utilizacibn en humanos(100).Varios grup_os han valor"~do SLl ac­

cibn sobre diferentes aspectos del evento fagocl_tico. Como podr~ 

comprobarse las observaciones se han realizado,en ttrminos gene-

rales,siguiendo diferentes metodologfas y con diferentes va~ia­

bles f'armacoldgicas,para evaluar un mismo aspecto funcional. 

Pasaremos revista de lo reportado en la literatura tanto con 

respecto a estudios in vitro como in vivo. 

IV A c. ESTUDIOS IN VITRO. 

1. Clindamicina y quimiotaxis de PMNs. 

Majeski y col(101)evaluaron el efecto de varios antibibticos, 

incluyendo clindamicina,sobre la respuesta quimiotActica de los 

neutrdfilos.Realizaron sus ensayos utilizando la cAmara de Boyden 

para quimiotaxis y suero en casefna como quimioatrayente,adicio-­

nando los antibidticos tanto a las cdlulas como al quimioatrayen­

te-es decir todo el procedimiento se realizó en presencia del 

antibidtico-;las lecturas se realizaron tras un tiempo de incuba­

cibn de 2 hs.No observaron modificacibn de la quimiotaxis de los 

PMNs en presencia de 1, 10 o 100ug/ml de clindamicina, pero 

ug/ml de este ft!rmac:o produjo un efecto estimula.torio. 

1000 

Oleske y col(102)estudiaron este mismo aspecto de la funcibn 

de los PMNs y su relacidn con antibidticos,incluyendo clindamici­

na.Para tal fin,utilizaron el metodo de migracidn en agarosa y 

suero activado por zimosano como quimioatrayente.Los antibidticos 

se adicionaron a las cdlulas 30 minutos antes del ensayo, en una 
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concentración 10 veces el pico .de la:.conceritración sérica (en el 
- ,--:·· «.:·.' ,. ,· ·. 

caso de clindamicina entre 20~ Y: 1hO __ ··ug/.ml): y. no .se procedió a 

lavarlas antes del ensayo. La~ lectu~as se realizaron tras un 

tiempo de incubacibn de 3 hs.Estos ·autores informaron incremento 

en la quimiotaxis de los neutrbfilos por efecto de la clindamici-

na. 

Scevola y col(103),evaluaron igualmente la capacidad migrato-

ria de los PMNs y la eventual modulación de la misma por clinda-

micina utilizando el método de la c~mara de Boyden y albamina sd-

rica bovina(??) como quimioatrayente; las lecturas se realizaron 

tras 60 min de incubacibn,no encontrando modificacibn de la mi-

gracibn de los PMNs cuando el fArmaco ti.u~ utilizado a concentra-

cienes de 1 y 5 ug/ml e inhibicibn de la leucotaxis a 10ug/ml. No 

especificaron si realizaron incubacibn previa de los PMNs c:on 

clindamicina,lavado de las c~lulas etc. 

2.Clindamicina y capacidad fagocltica de los PMNs. 

Varias metodologlas se utili:aron para evaluar la capacidad 

fagocltica de los PMNs y el efecto sobre la misma de clindamicina. 

Algunos emplearon la quimioluminiscencia,la cual permite la 

medicidn de la actividad metabólica oxidativa de los PMNs a tra-

v~s de la luz emitida por los metabolitos reactivos generados 

durante el proceso fagoc!tico al pasar al estado de reposo y per-

der energfa en forma de luz. 

Welch y col(104)utilizaron esta ~ltima metodolog!a, incubando 
5 

5X10 PMNs humanos y zimosano como part!cula a fagocitar, adicio-

nando 20 ug de clindamicina a la mezcla fagocttica. No observaron 

ning~n efecto sobre la quimioluminiscencia de los PMNs.Resultados 
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similares utilizando esta misma metodologfa fueron reportados por 

Siegel y Remington(105),utilizando clindamicina a una concentra~ 

cibn de 25 ug,por Faden(106) utilizando una co~~~n~~aci~~· de 

40 ug en la mezcla fagocttica,y por Liembert y col(107);eSt-e gru-

po a diferencia de los anteriores empleb para sus est~dicis PMNs 

de cobayo. 

Conclusiones diferentes a los grupos anteriores al utilizar 

la quimioluminiscencia como m~todo para evaluar el efecto de 

clindamicina sobre los PMNs fueron obtenidas por Oleske y col 
6 

(102). Incubaron 1X10 /ml de neutrbfilos con una concentracibn de 

clindamicina 10 veces mayor de su pico s~rico (entre 20 y 140 ug) 

30 min a\1tes del procedimiento y no lavaron las c~lulas pos-incu-

baci6n,utilizaron zimosano como partfcula a fagocitar y constata-

ron incremento significativo de la quimioluminiscencia de Jos 

PMNs. 

Finalmente,Scevola y col(103),procedieron a evaluar la acti-

vidad fagocftica oxidativa por quimioluminiscencia.Emplearon para 
6 

sus ensayos 1X10 /ml de PMNs y clindamicina a una concentracibn 

de 1,5 y 10 ug.No especificaron si se procedió a incubacidn pre-

via de las c~lulas con el t&rmaco.Observaron que clindamicina a 

una. concentracibn de 1 y 5 ug,pero no de 10 ug,producen incremen-

to de la quimioluminiscencia de los PMNs. 

Por tanto,si bien varios grupos evaluaron el efecto de clin-

damicina sobre la capacidad fagoc!tica de los PMNs, medida por 

quimioluminiscencia,todos-a exepcibn de Scevola y col- utilizaron 

concentraciones no alcanzables durante su uso terape~tico. 

La evaluación de la capacidad fagocftica por medición del n~-

mero de part!culas ingeridas por los PMNs fue utilizado por algu-
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nos para evidenciar efecto de clindamicina sobre los PMNs.En este 

contexto,Welch y col(104) utilizando levaduras de Saccharomyces 

cerevisiae como partfcula a fagocitar,con tinción diferencial con 

azul de metileno,y adicionando clindamicina a 20 ug/ml, no obser-

varen ninguna modificación al igual que Scevola y col(103)quienes 

utilizaron Staphylococcus aureus como part!cula y clindamicina a 

concentraciones de 1,5 y 10 ug. 

3. Clindamicina y capacidad microbicida de los PMNs. 

La medici&n del n~mero de g~rmenes viables pos-incubaci6n con 

neutrbfilos,ha sido empleada por otros como metodologla evaluati-

va del efecto de clindamicina sobre la capacidad microbicida de 

los PMNs.Welch y col(104),ya mencionado,con esta metodologfa y 
5 

utilizando 2X10 PMNs, levaduras de Streptomyces cereviciae y 20ug 

de clindamicina en la mezcla fagocltica, tras 30 min de incuba-

ción,no observaron diferencias en cuanto al n~mero de levaduras 

viables pos-incubacidn compar4ndolas con mezclas control sin el 

f~rmaco.Pickering y col(108),midieron la capacidad microbicida de 

los PMNs frente a Escherichia coli; adicionaron 1Clug de clindami-

na,utilizando 60 min como tiempo de incubacibn y tampoco consta-
7 

taran modificacidn. Scevola y col(103),inc:1..\baron 1X10 PMNs con 

igual nbmero de Staphylocgccus aureus(relaci6n 111), en presencia 

de clindamicina a concentraciones de 1,5 y 10 ug en la mezcla fa-

gocltica¡midieron el nbmero de unidades formadoras de colonias 

(UFC) pos-incubacibn,no observando incremento de la capacidad mi-

crobicida en presencia del fArmaco. 

Silva y col(109),examinaron el efecto de clindamicina utili-

zando PMNs de donadores normales y de pacientes con Enfermedad 
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Grana.llomatosa Crdnica(EGC)-c:uyas cf!lulas son severamente defi-

cientes en 
7 

la func:idn microbicida. El ensayo consistid en incubar 
6 

10 PMNs y 2-4X1CJ ~ aur-eus opsonizado con s1..tero AB, en pf"e-

sencia de 0.5 ug de clindamicina. Constataron un leve incremento 

pero significativo de la actividad bactericida de PMNs de pacien-

tes con EGC;sin embargo, la cepa utilizada era sensible a su ac-

c:idn antimicrobiana,por lo que sus resultados no permiten discri-

minar si lo observado fue el resulta do de la modulacibn de la 

funcidn leucocitaria por el f~f"maco o simplemente se debid a su 

efecto como antibidtico. De este mismo defecto adolecen los estu-

dios de Jacobs y Wilson(110),Zimmerli y col(111),los que si bien 

apreciaron incremento de la capacidad microbicida de los PMNs 

frente a S.auf"eus al adicionar clindamicina,el g~rmen era sensi-

ble al f~rmaco el cual se utilizb ademAs en concentraciones igua-

guales o mayores a la concentracibn bactericida mlnima(CBM). 

Por lo tanto,desputs de haber revisado la informacibn publi-

cada referente al efecto de clindamicina in vitro sobre la 

tul"lcic!n de los PMNs,podemos-desde una per·spec:tiva general -soste-

ner que no e~iste suficiente congruencia entre las metadolog!as 

adoptadas para la demostracidn de un efecto mod•Jladar de el inda-

micina sobre la actividad tagocftic:a y microbicida de los PMNs. 

IV A d.ESTUDIOS IN VIVO. 

Conocemos de dos estudios en los que se tratb de evaluar el 

efecto de clindamicina in vivo sobre la funcidn de los PMNs en a-

dultos voluntarios sanos. 

Faden y col(112)estudiaron la funci6n de PMNs en 13 adultos 
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sanos,quienes recibieron 1200 mg/dla de clindamicina en 4 dosis 

vla oral.Evaluaron,antes del inicio del tratamiento y 2 hs des-

pul!s de la bltima dosis.la capacidad quimiot.!tctica (por migracibn 

en agarosa),la quimioluminiscencia y la capacidad fagocltica y 
' 

bactericida(por la t~cnica de fluorescencia de naranja de.acr~di­

na.utilizando como g&rmen S.aureus resistente a clindamicina). 

No encontraron diferencias en las funciones estudiadas,exepto un 

incremento significativo en la capacidad bactericida pos-

tratamiento.No r-ealiz:aron estudios adicionales pa\--a tratar de en-

centrar una explicacibn del efecto observado y en la t~cnica que 

utilizaron,no procedieron a opsonizar al g~rmen. 

Bassaris y col(113),administraron a 10 adultos voluntarios 

sanos 600mg de clindamicina,en dosis bnica,por vla intramuscular 

y midieron la función fagocltica y microbicida de los PMNs pre y 

pos-tratamiento utilizando la t&cnica de naranja de acridina como 

ml!todo y como gtrmenes bacilos Gram(-) resistentes a clindamicina 

(Pseudomor1as aerugir1osa,Escherichia coli,Klebsiella pneumonia.e y 

Proteus mirabili6).0btuvieron PMNs antes de la administracibn del 

f.!l.rmaco y 3 hs desputs.Observaron incremento en ambas func:iones 

de los PMNs, pero sblo cuando se utiliz& el suero obtenido 3 hs 

pos-medicacibn como opsoni:ante.Concluyeron que el efecto 

beneficioso observado era mediado por el suero y no por efecto 

del fármaco sobre los neutrófilos. 

Los estudios,in vivo,a~n cuando mas escasos, asemejan a los 

realizados in vitro,en cuanto a diferencias de metodolog!as uti-

lizadas,dosis del fArmaco en estudio,momento del mismo,por lo que 

como consecuencia lbgica, las conclusiones alcanzadas resultan 

contradictorias. 
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V. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA. 

Hasta hace pocos aftos,el inter~s acadtmico en el campo de la 

antibioticoterapia se habla dirigido principalmente hacia estu­

dios de. inhibicibn del crecimiento bacteriano iri vitre e in vivo, 

y b~squeda de nuevas alternativas para tal efecto, a examinar la 

tolerancia y t~rmacocin~tica antibibtica en modelos animales y en 

voluntarios humanos,y finalmente a ensayos cl!nicos de corrobora­

ción de su eficacia terap~utica.La frecuente falta de correlacidn 

entre los datos experimentales in vitro en cuanto a eficacia 

antibacteriana y los resultados cllnicos,ha conducido a que en la 

evaluacibn de la interaccibn Hospedero-Infeccibn-Antibibtico se 

empezara a considerar la eventual influencia beneficiosa o dele-

tdrea que podrfan tener estos feirmacos sobr•e los meca.nis-

nismos de defensa del hospedero incluyendo las cdlulas tagoc:fti-

cas,células con las que inevitablemente interactuarfan en el cur­

so de su utilizaci~n. 

En este contexto es que nos hemos propuesto evaluar el efecto 

de un antibiótico del grupo de las lincosinamidas-la clindami-

cina- y su efecto sobre la funcibn de los PMNs. Su elecci6n como 

modelo de estudio fue en base a reportes de la literatura,que in­

formaban de su buena penetracidn intracelular lo que eventualmen-

te lo llevarla a interactuar con los mecanismos intracelulares 

que rigen la funci6n de las mismas.Por otra parte,si bien eMisten 

observaciones de varios grupos que se ocuparon de este tema, 

las mismas han resultado sumamente contradictorias debido a que 

existen considerables diferencias con respecto a las funciones 
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e>:aminadas,a las metodologlas seguidas, a los tiempos de incuba­

cibn y g~rmenes utilizados como modelo de estudio de funcibn mi-

crobicida,y a las concentracibnes empleadas del f.!l.rmaco ya que 

en la mayorla de los casos se utilizaron concentraciones no al­

canzables durante su uso terap~utico. De ahlque hemos considera­

considerado necesario enfocarnos a analizar ~ efecto de !..9. clin­

damic:ina ~ 1ª funcibn de los PMNs.poniendo •nfasis gr._ manejar 

!.2.J!_ cor1troles nec:esarios ™ !12..§.. permitiera discriminar 1ª. acción 

antibibtic:a &!_L fArmaco ~ á!:!. efecto ~ modulador ~ comporta­

miento leucocitaria. 

De los mecanismos oxidativos intracelulares responsables del 

efecto microbicida de los PMNs probablemente el de mayor impor­

tancia sea el mediado por la mieloperoxidasa(60),sistema con el 

cual un fArmaco de penetración intracelular eventualmente inter-

actuarla.Por tanto interesa conocer el efecto de clindamicina so­

bre dicho sistema. Por otro lado, se ha demostrado que diversas 

substancias con un halógeno en su composición molecular-como ti­

roxina y triiotironina que poseen iodo(61)-pueden actuar aportan­

do el halbgeno como cofactor del sistema mediado por MPO. De ah! 

que ll !lll plantee 1.9. inter-r-ogante M tl 1.9. clindamicir1a gn vir­

tud .&!l. !\tomo .9..!, s.J...Q..r::.Q. de .!..!:!, mol~cula :t. .9Jl z..y_ penetr-acibn intra­

celular-.no pudier·a actuar- 2.21::. !:!J:L mecanismo similar-. aportando tl 

hal6qeno cofactor del mecanismo microbicida mediado E!.!!r.. MPO Q.!t 

!..9..§. PMNs. 

54 



VI. OBJETIVOS 

1. Establecer la dosis bptima de captacibn intracelular de clin­

damicina por PMNs humanos in vitre. 

2. Evaluar el efecto in vitro de clindamicina sobre la capacidad 

quimiotActica,tagocftic~ y microbicida de PMNs humanos. 

3. Evaluar la participacibn de clindamicina en el sistema micro­

bicida mediado por mieloperoxidasa(MPO) de los PMNs. 

VII. HI POTES IS 

1. Clindamicina no modifica in vitro la capacidad quimiotActica, 

fagocftica y bactericida de PMNs humanos. 

2. Clindamicina amplifica y/o act~a como cofactor del sistema 

microbicida mediado por mieloperowidasa de los PMNs. 
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VIII. MATERIAL Y METODOS 

A. OBTENCION DE NEUTROFILOS POLIMORFONUCLEARES. 

Los PMNs fueron separados de sangre venosa de adultos volun-

ta~ios sanos ( personal de laboratorio y donadores del Banco de 

sangre del Hospital Infantil de México Federico Gdmez). La sangre 

fue obtenida en jeringas desechables estériles,utilizAndose como 

anticoa•;iulante 10 U de heparina (HEPARth-1000,20th Century Chemi-

cal de Mtxico,S.A. de C.V.)por cada ml ~e sangre.La separacibn se 

realizb siguiendo la metodolog!a de Boyum (114)moditicada. 

a. Procedimiento1La sangre obtenida y colocada en tubos de 15 ml 

de polipropileno(Polypropylene tubes 25319, Corning Glass Works, 

N.Y.) fue diluida y mezclada en solucibn salina isotbnica a volu-

mene~ iguales,luego se le adicion& Ficoll-Hypaque de una densidad 

de 1.077(el cual permite la separaci&n,por gradiente de densidad 

y centrifugacidn,de los mononucleares-los que forman una capa en 

el sobrenadante-de los PMNs y eritrocitos)colocAndolo en la base 

del tubo en un volumen de 1;6;por diferencia de densidad la co-

lumna sangulnea queda superpuesta a la capa de F i c:o 11-Hypaque. 

Luego de centrifugar a 1500 revoluciones por min CR/m) a 4 grados 

cent!grados durante 25 minutos,se desechd el sobrenadante,incluf-

da la capa de mononucleares,y se resuspendid el botdn,conteniendo 

PMNs y eritrocitos,en igual volumen de solucidn salina isotónica, 

una vez mezclada se le agregd dextran al 6% en volumen 1:3 y tras 

nueva mezcla por agitacibn suave,se puso a sedimentar en incuba-

dora a 37 grados centlgrados con CO al 5%. Este paso permite la 
2 
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separacibn-por sedimentacibn-de los PMNs que quedan en suspensibn 

de los eritrocitos que sedimentan. A los 20 min de incubacibn,se 

pasó el sobrenadante a otro tubo,igualmente est~ril, y se centri­

fugd a 1500 R/m durante 10 minutos. Luego de decantar el sobre­

nadante,el botbn conteniendo PMNs y eritrocitos residuales se la­

vb una vez con solucibn salina isotbnica y posteriormente se pro­

cedib a lisar los eritrocitos residuales resuspendiendo el botbn 

celular en clorururo de amonio al 0.85% y dejAndo reposar a tem­

peratura ambiente (22 grados ) durante 10 min.Luego se lav~ nue­

vamente con solucidn salina isotónica y el botdn resultante, lue­

go de decanta~ el sobrenadante se resuspendi6 en 1 ml de Solucidn 

salina balanceada de Hank (SSBH) pasando finalmente a realizar el 

recuento del n~mero de PMNs obtenidos,con control de la viabili­

dad y pureza. 

b. Recuento de PMNs: El recuento del n~mero de c6lulas se realizb 

en microscopio dptico, utilizando la cAmara de Neubauer en la 

que se colocd una alicuota de una dilución 1:4 de la suspensión 

final.Se obtuvo el n~mero de c~lulas por cuadrante y se calculó 

el ndmero de c•lulas/ml utilizando la siguiente fórmula: 

4 
No de c~lulas/ml=No de calulas por cuadrante x 5 x 10 

c. Viabilidad y pureza: Se corroborb la viabilidad de los PMNs 

por tlcnica de exclusibn del colorante supravital azul trlpano 

(el principio radica en que las ctlulas vivas excluyen el colo­

rante, el cual ti~e en cambio las c~lulas muertas) contando el 

porcentaje de ctlulas te~idas con azul tr!pano en muestra tomada 

de una me:cla de volbmenes iguales de la suspensibn celular y el 
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' 
1 colorante preparada inmediatamente antes de la lectura. 

La pureza se controlb por ex~men ~e frotis preparados de la 

suspensibn celular final y tenido con la coloracibn de Wright. 

B. ESTUDIO DE LA CAPTACION INTRACELULAR DE CLINDAMICINA. 

a. Fundamentos. 

El estudio de la captacibn de clindamicina por los PMNs lo 

realizamos siguiendo la t~cnica de Johnson y Hand(115)con modifi-

caciones.Esencialmente se basa en el empleo de una t~cnica de cen 

trifugacidn con velocidad y gradiente, utilizando una minicentr!-

fuga de al tas velocidades de centrifugaci~n.Se utiliza un 

gradiente el cual permite la separación de las cllulas de la so-

lución.Un gradiente de este tipo puede prepararse colocando en 

viales de polipropileno aceite siliconado y por encima,la suspen-

sidn celular.Al ser sometidas a alta velocidad de centrifugacidn 

(mayor de 6000 R/m), las c~lulas atravtezan el aceite siliconado .... 

alcanzando el plano inferior del vial, en tanto que la solucibn 

no,el cual queda por encima de la capa de aceite siliconado.Si en 

la base del vial,se coloca una substancia que lise las ctlulas 

como el ~cido fdrmico,las c~lulas al alcanzar esta capa ewperi-

mentarAn lisis por lo que liberarAn slt contenido. Por lo tanto,si 

s" incuban ctl u las PMNs,con 

[ger1eralmente mar-cada con tr·i tio 

una 
3 

(H )J 

substancia ,-.adi omarcada 

y luego una muestra de la 

misma se somete a centrifugacibn sobre un gradiente fo,-.mado por 

Acido fbr-mico y aceite siliconado,podT'A conocerse la ff'accibn de 

captacibn intracelular de la substancia poT' medicibn de las cuen-

tas radioactivas en los dife,-.entes estratos. En nuestro caso, si 
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incubamos PMNs con clindamicina tritiada, si este es captado in­

tracelularmente,empleando esta metodologfa,los PMNs liberarAn al 

t4rmaco en la capa de Acido fdrmico y la parte no captada del an­

t ibidtico quedarA en solucidn en el estrato superior del vial(en­

cima del aceite siliconado).Los diferentes estratos pueden ser 

separados por corte(previa congelacidn de los viales a -50 grados) 

y la cantidad de antibiótico de cada uno de ellos puede ser cuan-

tificada en contador de centelleo ltquido,expresAndose 

tas radioactivas en cuentas por minuto (cpm). 

b. Medidas de seguridad. 

las cuen-

Como en esta ttcnica se emplea material radioactivo,nos hemos 

sujetado a las recomendaciones y condiciones dictadas por el Ins­

tituto Nacional de Investigaciones NuclearesCININ) de los Estados 

Unidos Mexicanos,en cuanto a autorizacibn de trabajo,~rea exclu­

sivamente destinada al desarrollo de tfcnicas radioactivas, pre­

cauciones en el recibimiento,almacenaje,conservación,manejo y 

desecho del material radioactivo, y medidas de protección perso­

nal y de los demAs integrantes del laboratorio. 

c. Resistencia de los viales. 

Para el desarrollo de esta t•cnica empleamos viales de poli­

propileno de 400 ul de volumen.Para evaluar la resistencia de los 

viales a la fuerza de centrifugacidn, y debido a la necesidad de 

tener esta seguridad por el trabajo con material radioactivo,via­

les conteniendo soluciones no radioactivas fueron centrifugadas 

a velocidades de diferentes revoluciones por minuto: 5000,7000, 
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9000,10000 y 12000 R/m,durante'. ti.emPos .va:r:i'ables:1,3,5,7,y 10 min 

en una microcentr!fuga(Microcentrtfuga,modelo 12,Beckman Instru-

ments Inc,Spinco Division,Palo:·Alto,ca, LISA); comprobamos que a 

partir de 9000 R/m,el 10% de los viales experimentaban ruptura, 

aumentando el porcentaje al 30% a 12000 R.Por esa razbn decidimos 

trabajar con una velocidad de centrifugación de 7000 R/m.Con esta 

fuerza de centrifugacidn 1 el tiempo tras el cual se formaba un bo­

tbn celular adecuado fue el de 7 minutos,que fueron finalmente la 

velocidad y tiempo que empleamos en nuestros ensayos. 

d. Funcidn separadora de cdlulas-solucidn del aceite siliconado. 

Utilizamos el aceite siliconado SF-1250 (Harwick, Wilmington, 

Mass.,LISA).En base a observaciones preliminares de que parte de 

las cllulas eran retenidas pos-centrifugacidn en el estrato supe­

rior del gradiente formado por 20 1.11 de .!cido fdrmico al 80% y 

100 ul de aceite siliconado en capas sucesivas, sin atravezar la 

capa de aceite siliconado,recurrimos a disminuir la tensibn 

superficial del aceite siliconado adicionAndole tween 80 al 0.1%. 

Con esta maniobra,se producta el paso efectivo de las cflulas a 

la base de los viales,lo cual corroboramos substituyendo el ~cido 

fdrmico por el colorante violeta de Turk(el cual no lisa PMNs) en 

la base de los viales y cuantificando el contenido celular de 

esta capa.De esta forma,el aceite siliconado separaba las cdlu­

las de la solucidn. 

Con el fin de demostrar que el ac~ite siliconado con tween 90 

al 0.1% no deja pasar soluciones,al centrifugarlo a 7000 R duran­

te 7 min.,procedimos a colocar en lugar de la suspensibn celular 

lar,200 ul de solución salina balanceada de Hank con rojo neutro. 
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En experimentos previos pudimos observar que tanto el Acido fdr-

mico y el aceite siliconado (ambos de color blanco) adquieren fá-

cilmente el color de la solución anterior.Asf,constatamos que los 

colores del Acido fdrmico y del aceite siliconado,permanec!an sin 

cambios pos-centrifugaci~n;en cambio,si se substitufda la capa de 

aceite siliconado por Ficoll-Hypaque 1.077,sf se producfa colora-

cidn de ambos. 

Con estos eMperimentos,alcanzamos la conclusi&n de la utili-

dad del aceite siliconado como separador de células-solución. 

e. Utilizacidn de PMNs fijados con glutaraldehfdo. 

3 
Para tener el control de que la presencia de clindamicina H 

en la base de los viales, no fuera simplemente el resultado de 

a~rastre pasivo por agentes particulados,utilizamos como control 

c&lulas PMNs momificadas(c~lulas muertas),en las que no puede ha-

ber penetracibn intracelular.La momificaci&n se realiz& tratando 

las c&lulas con glutaraldehldo al 1 %, por el siguiente procedi-
6 

miento: PMNs a una concentracidn de 5X10 /ml fueron inicialmente 

incubados con 2 ml de Glutaraldehfdo al 1% (Olutaraldehyde grade 

II,Sigma Chemical Company,USA)durante 30 min, a 4 grados centfgrª 

dos;pos-incubacidn se lavaron las células con solución balanceada 

de fosfatos(SBF),centrifugándolas a 1500 R/m durante 10 minutos,2 

veces1luego de decantado el sobrenadante, el botbn se incubb con 

2 ml de glicina 0.1 M ( Glycine,Sigma Chemical Co.,USA) durante 5 

min a temperatura ambiente(22 grados centlgrados),tras lo cual se 

lavd 2 veces con SBF, suspendi~ndola finalmente en SSBH para su ~ 

tilización. 
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Comprobamos que cuando la suspensidn con PMNs fijados c:on 

glutaraldehfdo era puesta a centrifugar sobre el gradiente antes 

descrito, se produc1a la separacibn de ctlulas-solucibn por efec-

to del aceite siliconado. 

3 
f. Clindamicina Tritiada(H ). 

3 
La clindamicina H utilizada para los estudios de captacibn 

intracelular (Lote No 2353-054,NEN Products,du Pont de Nemours & 

Co.Inc.)posela una radioactividad de 342 milicuries por milimol; 

se mantuvo refrigerada a 4 grados centlgrados y las diluciones 

a~adidas a la susper1sic!n celular fueron preparadas inmediatamente 

antes de los ensayos. 

Las lecturas de la substancia radioactiva se realizaron en un 

contador de centelleo Packard 300 R,utilizando como solvente y 

amplificador una soluci&n de tolueno-PPO-POPOP (Ver anexo I). Las 

cuentas radioactivas se eNpresaron en cuentas por minuto(cpm). 

g. Procedimiento. 

b 
PMNs (5X10 )obtenidos.de adultos voluntarios sanos como pre-

3 
viamente se ha descrito,fueron incubados con clindamicina H a 

concent~aciones de 0.5,2, 5, y 10 ug,durante 30 minutos a 37 gra-

dos centJgrados er.1 atm"sfer-a con CO al 5%;la. elección de 
2 

este 

tiempo de incubaci&n se bas6 en informes que reportaron que la p~ 

netracidn intracelular del fArmaco alcanza su meseta en este lap-

so.Como control del ensayo se utilizaron 1)Solucibn balanceada de 

fosfatos con rojo neutro y 2)PMNs fijados con glutaraldehfdo al 

1%,los cuales fueron incubados con similares 
3 

clindamicina H y en iguales condiciones. 
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Pos-incubacibn,se tomaron alicuotas de 200 ul de las diferen-

tes muestras,por duplicado, y se colocaron en viales de 400 ul de 

polipropileno que contentan un gradiente formado por 20ul de ~ci-

do fórmico al 88% y 100 ul de aceite siliconado con tween 80 al 

0.1% en capas sucesivas.Se procedib a centrifugar a 7000 R,duran-

te 7 min ,tras lo cual los viales se procedieron a congelar a 

-50 grados centfgrados(Ultra low temperature freezer,Revco} hasta 

el momento de las lecturas.Para este efecto,se pasb a separar por 

corte con hoja de bisturt No 21 las diferentes capas del vial, las 

cuales fueron colocadas en tubos de pl~stico de 6ml que contentan 

-como solvente y amplificador de lecturas-5 ml de la solución de 

tolueno-PPO-POPOP y finalmente introducidas en un contador de 

centelleo liquido Packard 300 R para sus lecturas las que fueron 

expresadas en cpm. Se procedib luego a calcular la fraccibn de 

captacibn intracelular(FC)empleando la siguiente fbrmula: 

cpm botbn + cpm aceite 
FCc ---------------------------------

cpm sobrenadante 

C. ESTUDIO DEL EFECTO IN VITRO DE CLINDAMICINA SOBRE LA FUNCION 

DE PMNs. 

a. Preparacibn de Clindamicina. 

Para estudiar el efecto de la clindamicina sobre la funcibn 

de PMNs in vitro, utilizamos la sal clorhidrato de clindamicina 

(Lote 0130 A,Potencia 0.5540,Upjohn,S.A. de C.V.,M&xico D.F., M&-

xico);tue disuelta por en~rgica agitaci~n en solucidn salina ba-

lanceada de Hank a una concentracidn de 1000 ug/ml de la base. La 
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solucibn antibibtica fue mantenida en refrigeracibn a 4 grados 

centlgrados y fue utilizada en el curso de la semana de su 

preparacibn. 

b. Tratamiento de PMNs con clindamicina. 

PMNs separados de sangre perif~rica de adultos voluntarios 
6 

sanos fueron incubados,en concentracidn de 5X10 /ml,con 2 y 10 ug 

de clindamicina,o con igual volumen de SSBH como control ,a 37 

grados en atm6stera de CO al 5% durante 30 mir1.Pos-incubacibn,se 
2 

procedib a lavar las c&lulas con SSBH centrifugAndolas a 1500 R/m 

durante 10 min y resuspendidos finalmente en SSBH a una caneen­
¡, 

tracibn de 5X10/ml para los ensayos de capacidad bactericida y de 
6 

2X10 /ml para los ensayos de quimiotaMis,reducci&n de nitroazul 

de tetrazolio,y quimioluminiscencia. 

c.QuimiotaMis 

Quimiotrayente. Utilizamos para el ensayo de quimiotaMis como 

quimioatrayente suero AB activada.Radica en el principia de la 

activaci&n del sistema del complemento par la vla alterna al 

incubar suero con substancias como endotoxinas,agentes partícula-

dos,diversos microorganismos con la consiguiente generacidn de 

productos secundarios como C a de poderosa accidn quimioatrayente 
5 

sobre los PMNs(116).El suel""o AB lo obtuvimos del Centro Nacional 

de la Transtusid11 sangufnea-SS,el cual fue alicuotado y manteni-

do a -20 grados centfgrados hasta su uso. 

Como activador del suero se empleb zimosano(116)(levadul""as de 

Sac:charomyces cel""eviciae,Sigma Chemical,Co.,USA) el cual f1..te sus-
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pendido,mediante vigorosa agitacidn en vortei,en SBF en una c:on-

centracidn de 10 mg/ml y hervido durante 30 miniposteriormente se 

realizaron 2 lavados en SBF,para resuspenderlo finalmente en SSBH 
6 

a una concentracidn final de 10 mg/ml (20-30X10 levaduras/ ml) y 

mantenidos en alicuotas de 1 ml a -10 grados centlgrados hasta 

SU l..lSO. 

Para la preparac:ibn del quimioatrayente,los viales de zimosa-

no,luego de descongelados y lavados una vez,fueron incubados con 

suero AB al 20% en SSBH durante 30 min a 37 grados centfgrados en 

atmdsfera de CO al 5%,tras lo cual se centrifugd a 3000 R/m a 4 
2 

grados centlgrados durante 5 min ;finalmente el sobrenadante(sue-

ro AB activado)se alicuotb y conservb a -50 grados hasta su uti-

lizac:idn como quimioatrayente. 

Procedimiento. El ensayo quimiotActico lo realizamos siguiendo la 

metodologla de Fulk,Ooodwin y Leonard(117),empleando una microcA-

mara de 48 pozos(48 well Neuroprobe,Bethesda,Mariland) y filtros 

de nitrocelulosa de 120 um de espesor con poros de 3 um de diAme-

tro (Nucleopore Corp.,Pleasanton,CA),los cuales fueron humedecí-

dos en solucibn balanceada de Gey-Hepes-Albi!tmina(ver Anexo 1) an-

tes de su uso. El quimioatrayente se colocb en los pozos inferio-

res 9 utilizando como testigo(migracidn al azar)SSBH y los PMNs se 

aplicaron en los pozos superiores(en vol~menes de 50ul de la sus-
6 

pensibn celular de 2X10 /ml). Los ensayos fueron realizados por 

triplicado. 

La c•mara una vez montada fue incubada a 37 grados en 

atmbsfera de CO al 5% durante 1 hora; al cabo de este tiempo,se 
2 

retirb el filtro el cual luego de fijacibn en etanol-agua 1:1 du-
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rante por lo menos 2 hs se ti~d con hematoxilina. El filtro fue 

montado para su lectura en portaobjetos con resina histológica 

(Sigma Chemnical Ca. ,USA) .La interpretación se realizó segiln el 

mftodo de Zigmon y Hirsh (118) utilizando para tal efecto un mi-

croscopio de luz convencional ,midiendo por observacibn con el ob-

jetivo de 10X la distancia migrada en um (desde donde se encuen-

tra la mayor densidad de c&lulas hasta el plano donde' se observen 

cuando menos 5 c&lulas),que se traduce por el recorrido del tor-

nillo microm~trico graduado. 

d.Reduccion .Q..tl nitroazul ~ tetrazolio<NAT> 

La determinacibn de este ensayo se realizb siguiendo el pro-

cedimiento de medicibn cuantitativa de la reduccibn de NAT de 

Baehner y Nathan (119) con modificaciones. Para ello utili:amos 

los siguientes reactivos:l)NAT al 1% en SSSH,2) 4cido clorhfdrico 

al 0.5 N 3)dimetilsulfóxido(Sigma Chemical Co.,USA)d)levaduras de 
6 

Streptomyces cereviciae en solucidn salina(20-30X10 levaduras/mi) 

como partlcula a fagocitar. 

6 
Procedimiento: PMNs(2X10 en 1 ml de SSBH sin rojo fenol)se incu-

baron con 100 1.\l de la sol1.1cidn de levaduras de Streptomyces 

cereviciae y 500 ul de NAT al 1% durante 1 hora a 37 grados en 

atmbsfera con CO al 5%.La reaccibn se par& adicionAndole 500 ul 
2 

de HCL al 0.5 N;luego se centrifugb a 1500R/m durante 10 min.Al 

sedimento obtenido,luego de decantar el sobrenadante,se agregb 1 

ml de dimetilsulfóxido para extraer el formaz~n y se procedid a 

leer la densidad óptica de la solucidn final en un espectrofot~-

metro Beckman modelo 26,a una longitud de onda de 570nm,utilizan-
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do como blanco de referencia al dimetilsulfdxido. 

e. Quimioluminiscencia 

Otra funcibn de los PMNs que se evalub fue la emisibn de luz 

por PMNs en respuesta al estimulo fagocltico o quimioluminiscen-

cia,el cual constituye un sensible indicador de la capacidad 

fagoc!tica y bactericida de los PMNs. Para tal efecto utilizamos 

el m~todo de Selveraj y col(120),con modificaciones,incrementando 

la sensibilidad del ensayo con la adicibn de luminol(S-amino-2,3-

dihydro-1,4-phthalazinediane)[quimioluminiscencia amplificada por 

luminolJ.Como partlcula a fagocitar se utilizb zimosano, el cual 

fue apsonizado por el procedimiento siguiente:Viales con 10 mg/ml 

de zimosano,preparados como ya se habla descrito, fueron 

descongelados,lavados y posteriormente incubados con suero AB al 

20% en SSBH por 30 minutos a 37 grados en atmbsfera con CO al 
2 

5X.Luego de centrifugados,se utilizd el sobrenadante como quimio-

atrayente, y el botdn conteniendo las partfculas de zimosano fue-

fueron lavadas 1 vez,y reconstitufdas en su volumen original con 

SSBH para su uso como partfcula a fagocitar. 

Ensayo de quimioluminiscencia: En viales de vidrio de centelleo 

de 20 ml de volumen se procedid a colocar 100 ul de PMNs(concen-
6 

tracibn de 2X10 /ml),100 ul de la solucibn de zimosano opsonizado 

(parttcula a fagocitar),100 ul de luminol(como amplicador lumtni-

ca), adicion~ndole finalmente SSBH hasta un volumen final de 700 

ul;se utilizaron como controles los siguientes sistemas: 
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1) PMNs + luminol + SSBH 

2) zimosano + luminol + SSBH 

El primer sistema se utilizd como referencia de cambio de la 

actividad oxidativa desencadenada por el estfmulo y el segundo, 

sirvid como control del backgraund del aparato de lectura,ya que 

no debla producir cuentas. 

Los ensayos fueron por duplicado, y a temperatura ambiente; 

las lecturas se realizaron en un contador de centelleo lfquido 

Packard 300 R, midi~ndose la luz emitida durante el enfrentamien­

to tagocttico durante una hora,en ciclos repetidos de 0.10 min. 

Los resultados se expresaron en cuentas por minuto(cpm)y se con­

siderd al momento de realizar los análisis comparativos tanto el 

pico medio de cuentas por minuto como las cpm a los 60 minutos. 

f.Capacidad microbicida 

Para la medicibn de esta funcibn,utilizamos el m~todo de Ed­

wards y col(121),con modificaciones.Consiste en un microm~todo lo 

cual proporciona ventaja en cuanto que utiliza menor n~mero de 

cdlulas que las metodologfas habituales para estudiar esta fun-

cibn.Fundamentalmente consiste en incubar en microplacas de 

titulaci&n PMNs y bacterias, previamente opsonizadas, realizando 

cuenta de unidades formadoras de colonias(UFC)al inicio y al t~r­

mino del periodo de incubacidn. 

Preparacibn de la bacteria: Utilizamos como g~rmen para medir la 

tuncibn microbicida de los PMNs una cepa de Staphylococcus aureus 

resistente a Clindamicina(CIM > 128 ug).La razdn de utilizar un 

glrmen con este patrdn de sensibilidad antibiótica fue para que 
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permitiera discriminar un eventual efecto modulador del fArmaco 

sobre la función microbicida de los PMNs de su efecto como anti-

bidtico. 

La bacteria se cultivb para su uso en caldo de soya triptica-

sa,durante 19 hs ("overnight") a 37 grados cent1grados ( bacteria 

en fase logarftmica de crecimiento).Para su utilización fue la-

vada 3 veces con soluc:idn salina centrifugando a 4 grados y 6000 

R/m durante 10 minutos y resuspendiendo finalmente en SSBH. Para 

conocer la concentración bacteriana por ml se procedid previamen-

te a correlacionar la escala de Me Farland de densidad bacteriana 

por ml con densidades bpticas en un espectrofotbmetro Beckman 

modelo 26,realizando las lecturas a 540 nm de 1 ongi tud de 

onda. Tal corr-elac:idr1 puede observarse en la tabla 6 ,cuya va-

lidez lo confirmamos por el m~todo de dilucibn de la suspensibn 

bacte, ... iana,siembra en placas y cuenta de UFC. 

Escala 

TABLA 6 
CORRELACION ENTRE ESCALA DE McFARLAND V 

DENSIDAD OPTICA 

de Mc:F arland Densidad dptica 

1 0.358 

2 0.660 

3 0.780 

4 1.020 

5 1.130 

6 1.278 

7 1. 388 

8 1.590 

9 1.665 

10 1.770 
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18X10 
8 

21XIO 
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24X10 
8 

27X10 
8 
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Una vez construida nuest~a escala de densidad dptica, las lectu-

ras de las concentraciones bacterianas se realizd espectrofotom~-
8 

tricamente y fueron ajustadas a la concentracidn de 10 /ml para 

su opsonizacidn,la cual se realizd incubando 0.1 ml de la suspen-

sidn bacteriana con suero AB al 10S en SSBH 10 minutos antes del 
7 

ensayo microbicida(concentracidn bacteriana final de 10 /ml opso-

zado con suero AB al 10%). 

Ctlulas: Para el estudio de esta funcibn de PMNs,las c~lulas,ob-

tenidas como previamente 
6 

se ha descrito,se ajustaron a una 

concer1tracidn de 5X10 /ml en SBF. 

Placas de agar de soya tripticasa: Para las cuentas de UFC se 

utili~aron placas de agar soya tripticasaCBioxon de M~xico,S.A. 

de C.V.);para su preparacidn,el polvo de TSA al 4% en agua desti-

lada,~ue esterilizado en autoclave a 121 grados(15 libras de pre-

s i~n) durante 15 minutos, y ctistribufcto en placas de petri en 

vol~menes de 15 ml por placa,las que luego se dejaron a tempera-

ra ambiente para gelificacibn y sometidas a un control de esteri-

lidad de 49 hs antes de su utilizacidn. 

Procedimiento1 En microplac:as de titulacidn de 98 pozos de fondo 

redondeado,se colocaron por pozo 80 ul de la suspensidn celular y 

80 ul de la suspensión bacteriana opsonizada como se indicd antes 

(Relacidn PMN/bacteria de 1:2).Los ensayos se realiza ron por 

duplicado.Una vez montado el ensayo microbicida, las microplacas 

se inc:1.1baron a 37 gr·ados en atmc!sfel"'a de CO al 5X, en agitación 
2 

durante 120 min.Antes de la incubacidn y al tdrmino de la misma, 

se procedid a tomar una al!c:uota de 10 ul de cada mezcla fagocf-

tica,las cuales fueron dilufdas 4 veces en agua destilada(lo cual 
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J 
J 

per·mite la lisis de los PMNs) y se sembró 0.1 ml de la. illtima di­

lucidn en placas de agar- soya tripticasa con asa de vid~io •. Las 

placas sembradas fueron incubadas a 37 gr-ados d1.lr-a_nte · 1s._.: f)S ___ tr-as -

lo cual se leyeron las IJ!"lidades formadoras de c:ol.oni.aS·(uF'Ó)·~-us.ar1-." 
.·-·_ - ·:. 

do un contador· ele colonias Quebec:(Amer-ican Optica.l ,euff~i'.~,-·._uS1_1.> •· 
Los resultados fueron expresados como logaritmo(log) de ·.disminu-

cibn del n~me~o de UFC pos-incubacibn: 

UFC a los O min 
Log de reduccidn =-------------------------
bacteriane\ UFC a los 120 min 

g.Validacidn 2!J. micr-om"todg ~estudio ~ f1Jn.cidn mic:J""obicida 

Para validar las modificaciones y eficiencia del microm~todo, 

lo compa~amos en experimentos previos realizados en forma parale-

la,con el ensayo clAsico de capa~idad microbicida de P Quie(122). 

Para este tin,colocamo5 en ún mismo tubo 0.5 ml de una st.tspens-ibn 
7 

de 10/ml de PMNs,0.1 ml de suero AB como op5ooizante,0.1 ml de la 
13 

sus:pensi~n bacter-iana ?r-uparada como se ha indicado (10 /ml) y a:-

jys.tando el volumen con SSBH hasta completar 1 ml(Relacibn 

PMN/bacter-ia de 1 :2). Los t•.tbos t1..1eror1 inci.tbados en agi tacic5n en 

condiciones similares al mic~omdtodo,durante 120 min.Al inicio y 

al t~rmi1"10 de la ínc:ubación,se tomó una alfc1.tota de 10 ul de la 

mezcla fagocftica,la cual fue dilu!da 4 veces en agua destilada, 

agitada en~rgicamente,sembrando 0.1 ml de la ~ltima dilucido en 

placas de TSA,las que fueron incubadas,lefdas e interpretadas de 

forma similar a como se procedió con el microm~todo. 
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h.Efecto de clindamici1-.a sobre tl sistema microbicida 

mediado e.Q.!: mielopero>:idasa(MPO) 

Para evaluar el efecto de clindamicina sobre el sitema micro-

bicida mediado por MPO de los PMNs,procedimos a realizar el en-

sayo montando un sistema libre de c~lulas. Componentes del mismo 

fueron MPO,H O y como fuente de haluros cloruro de sodio,siguien-
2 2 

do el mttodo de Clark y Klebanoff (123).Las lecturas de las reac-

cienes se realizaron en contador de centelleo liquido Packard 300 

[m~todo de Allen(124)J. 

La enzima mieloperoxidasa que utilizamos durante los experi-

mentas fue proporcionada por el Dr. R~bert Clark (Oepartament of 

Medicine,University of Iowa,Iowa City,IA 52242), la cual fue pre-

parada de PMNs caninos por el ml!itodo de Agner( 123). 

Procedimiento: Los ensayos se realizaron en viales de vidrio de 

20 ml de volumen,en los que se colocb la mezcla microbicida cons-
-5 

titufda por 90 unidades de MPO, SX10 M de H O y 0.1 M de NaCl 
2 2 

utilizando como amortiguador SBF hasta alcanzar un volumen final 

de 700 ul. En paralelo,a viales con la misma mezcla se agreg6 2 y 

10 ug de clindamicina .Igualmente,para determinar si clindamicina 

puede actuar como cofactor del sistema mediado por MPO, a viales 
_5 

con 90 U de MPO y 5X10 H O , se adicionb el f~rmaco en las 
2 2 

concentraciones anteriores. Todos los ensayos se realizaron 

a temperatura ambiente(a 22 grados) y por duplicado. Las lecturas 

se realizaron en el contador de centelleo antes descrito expre-

s~ndose la magnitud de la reacciónes en cuentas por minuto(cpm). 
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IX. ANALISIS ESTADISTICO, 

La expresidn de los resultados y loS ·-al-14lisis estadf sticos 

variarion seg~n la funcidn estudiada (125-126). 

Captacidn intracelular de clindamicina. 

Los resultados se expresaron como fraccidn de captacidn intra-

celular; en cada concentración examinada se contrastaron con los 

resultados de tal fraccibn al utilizar PMNs fijados con glutaral-

dehldo.Se utilizb el estad!grafo no param~trico U de Mann-Withney 

ya que no hubo distribucibn normal por pruebas de sesgo y curtosis. 

Quimiota>tis. 

Los resultados se expresaron en um de migracibn y se demostrb 

homogeneidad de varianzas de los grupos por lo qua se utilizd pa-

la contrastacidn el an~lisis de varianza de bloques aleatorizados 

(para diferencias generales) y la T de students para muestras 

pareadas para diferencias e1-.tre grupos. 

Quimioluminiscencia. 

Los resulta dos fueron enpresados en lag de las cpm considerando 
10 

para los an.!lisis el pico medio de cpm y las cpm a los 60 min. 

Los PMNs utili%ados par~ evaluar los efectos de 2 ug por una par-

te y 10 y 100 ug por otr·a parte, no provinier-on de los mismos 

donador-es.En el primer caso al no constatarse distribucibn nor-

mal,para encontrar significancias se utilizd la prueba de Wil-

coMon (prueba no paramétrica para muestras pareadas). En el se-
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gundo caso(testigo,10 y 100 ug)se recurrid a la prueba no para-

mdtrica de bloques aleatorizados de Friedman para diferencias ge-

nerales y a la de Wilcoxon para diferencias entre grupos. 

Reduccidn del Nitroazul de tetrazolio. 

Los resultados fueron expresados en densidades dpticas;la b~sque-

da de diferencias significantes entre grupos se realizd por el 

estadfgrafo no param~trico U de Mann-Withney. 

Capacidad microbicida. 

Para la validacibn del micromttodo utilizado, determinamos el 

el grado de corr11lacibn positiva con el macr-omttodo empleando una 

medida de correlaci&n lineal(r de Pearson). 

Para los experimentos en los que se evalu& el efecto de clindami-

cina sobr-e esta funcidn de los PMNs,la c:ontrastacidn de los gru-

pos(testigo,2 ug y 10 ug) se realizd utilizando prueba no paramd-

tri ca par·a deter·minar varianza {para diferencias genel"al es) y la 

pr1.1eba de Wilcoxon para diferencias entre gr1.1pos. 
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X. RESLIL TADOS 

A. Caracterfstics de la p~blacidn celular. 

Recuentos diferenciales realizados luego del proceso de separa-

cidn celular,durante la fase de estandarizacidn,demostrd que el 

95% o m~s de las c~lulas obtenidas fueron neutrdfilos polimorfo-

nucleares (grado de pureza).lgualmente la viabilidad controlada 

con azul trlpano mostrb que el 95% o m~s de los PMNs exclulan el 

colorante indicacibn de que pratcticamente todas las c@olulas obte-

nidas se hallaban viables. El rendimiento del m~todo empleado, en 

cuanto al porcentaje de PMNs obtenidos a partir·. del ni.!mer·o ini-

cial presente en la sangre extrafda,fue del 75% o m~s. 

B. Captacidn intracelular de clindamicina. 

Estudiamos la captacidn de clindamicina por los PMNs tras 30 mi-

nutos de incubacibn.Pudimos constatar que clindamicina penetra en 

los PMNs en todas las dosis estudiadas. EHaminamos primeramente 

la captacid11 por PMNs fijados con glutaraldehfdo y obse1 .. vamos 

que la misma no difiere en su fraccidn de captacidn de las obte-
3 

nidas con clindamicina H en SSBH,lo cual no varib con las dosis 

utilizadas del antibidtico. Asf las fraccidnes de captacidn de 
3 

0.5 ug de clindamicina H adicionados a SSBH o a PMNs fijados con 

glutaraldehtdo fueron de(X + ESM): 0.042 + 0.01 y 0.042 + 0.015 

respectivamente1 para 2 ug fueron de 0.048 + 0.015 y 0.068 + 

0.009; para 5 ug fueron 0.046 + 0.021 y 0.047 + o.()1 y final-

mente para 10 ug las fracciones de captacibn respectivas de PMNs 

fijados con glutar·aldehfdo y e11 SSBH fuer·on de 0.085 + 0.014 y 
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0.065 + 0.007 (Tablas 1,2,3 y 4). 

Al analizar las fracciones de captacidn de PMNs provenientes 

de adultos sanos, la mayor fraccidn de captacidn se obtuvo cuan-
3 

do los PMNs fueron incubados con 2ug de clindamicina H (Tabla 2). 

Asf, la fraccidn obtenida con esta concentracid1i fue de CX + EMS) 

0.929 + 0.15,en tanto que para las dosis de 0.5, 5 y 10 ug las 

fracciones de captacidn fueron de 0.475 + 0.09, 0.456 + o.os y 

0.178 + 0.02 respectivamente (Tablas 1,3 y 4).Al contrastar cada 

grupo con la fraccidn de captacidn de PMNs fijados con glutaral-
3 

dehfdo e incubados con la misma concentracidn de clindamicina H , 

la mayor significancia se obtuvo con el grupo incubado a 2 ug (T= 

3.8, p( 0.01 > O.OOl);sin embargo,con los dem~s grupos las di fe-

rancias fueron igualmente significativas. Ast, con los grupos de 

0.5ug,5 ug y 10 ug obtuvimos una p< 0.05 ;~ resultados refle-

jan que clindamicina áJt concer1tr-a fil?. !.Q!i. PMNs tt ~ !..9.i. dosis 

estudiadas.a•Jng1.1e !J!. mayor fraccid11 de captacidn ll observd cuan-

~ ~ PMN~ 2 incubaron .!:.Q.!1 ,é: !!..9. 2 clindamicina. 
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TABLA 1 
3 

FRACCION DE CAPTACION DE CLINDAMICINA H + 
CONCENTRACION DE 0.5 ug/ml 

PMNs 
n=l 1 

0.628 
1.200 
0.306 
0.287 
0.821 
0.351 
o.316 
0.534 
0.356 
0.093 

-* X=0.475 + 
0.09 

PMNs fijados 
n=4 

0.036 
0.078 
0.037 
0.020 

X=0,042 + 
O.O! 

SSBH 
n=5 

0.048 
0.064 
0.015 
0.021 
0.062 

X=0.042 + 
0.011 

+ X + ESM * p<0.05 

+ 

* 

X= 

TABLA 2 
3 

FRACCION DE CAPTACION DE CLINDAMICINA H + 
CONCENTRACION DE 2 ug/ml 

PMNs 
n=lO 

0.788 
0,632 
0.635 
0.767 
0.534 
0.854 
0.210 
1.666 
1.546 
0,659 

0.829 
0.148 

-* + 

PMNs fijados 
ri=S 

0,039 
0.004 
0.039 
0.088 

X=0.040 + 
0,015 

SSBH 
n=2 

0.061 
0.075 

X=0.068 + 
0.009 

X + ESM 
p< 0.01 
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TABLA 3 
3 

FRACCION DE CAPTACION DE CLINDAMICINA H + 

PMNs 
n=7 

0.153' 
0.72<1 

.0.<107 
0.293 
0.<113 
o.475 
0.731 

i=0.456 ¡ 
0.085 

-+ X + ESM * p< 0.05 

* 

CONCENTRACICiN DE 5 ug/ml 

PMNs fijados 
n=3 

0.04<1 
0.045 
0.048 

X=0.04<'> + 
0.002 

TABLA <1 

SSBH 
r1=4 

0.0<18 
0.071 
0.0<17 
0.022 

X=0.047 + 
0.011 

3 
FRACCION DE CAPTACION DE CLINDAMICINA H + 

PMNs 
n=0 

0.227 
0.16<1 
0.213 
0.155 
0.220 
o.oso 
0.257 
0.100 

X=0,178 + 
0.02<1 

+ X + ESM * p< 0.05 

* 

CONCENTRACION DE 10 ug/ml 

PMNs fijados 
n=4 

0.122 
0.077 
0.062 
0.079 

X=0.005 + 
0.01<1 
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SSBH 
11=5 

0.038 
0.075 
0.069 
0.078 
0.065 

X=0.065 + 
0.007 
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La respuesta quimiot~ctica de PMNs de adultos voluntarios sa-

nos fue <X + ESM) de 120 + 9.6 ltm(Tabla 5).Pos-incubacibn con 

clindamicina,se observó que cuando los neutrdfilos pol imorfonu-

cleares se trataron con 2 ug del fármaco,la migración quimiotác-

tic:a de las ctlulas aumentb a 152 + 9 um, incremento estadlstica-

mente significativo(p<0.01).En cambio a la concentracibn de 10ug, 

la resp1.1esta quimioté!.ctica no difirid de los controles (129 + 15 

um,p>O.l)(Tabla5). 

TABLA 5 

EFECTO DE LA CLINDAMICINA SOBRE LA QUIMIOTAXIS DE PMNs+ 

MUESTRA NO tratados 2 l.lg 10 ug 

1 9& 150 95 
2 113 175 155 
3 153 194 205 
4 153 153 185 
5 1&7 193 180 
e. 80 125 75 
7 92 145 83 
8 122 150 105 
9 110 118 113 

10 110 120 95 
--------- --------- ----------

* - ** X= 120 +·~.& X=152 + 9 X=l29 + 1S 

+ migr-aci~n en •.tm,X + ESM 

* p <0.01,comparado con el grupo testigo. 

** p >0.1,NS,comparado con el grupo testigo. 

c. Clindamiciria y reduccibn de nitroazul de tetrazolio de PMNs. 

Esta prueba que mide la capacidad oxidativa inicial de los 
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PMNs(generacidn de anidn superdxido)fue utilizada para evaluar el 

efecto de clindamicina sobre la capacidad fagocftica de los PMNs. 

Pudimos observar que si bien con las concentraciones de 2 y 10 ug 

de clindamicina aumentb la capacidad de r-educcibn de NAT,medi-

da cuantitativamente,de los PMNs tratados,sin embargo,solo el in-

cremento pos-tratamiento con 2 ug alcan:d significancia estadfs-

tica al compararlos con los controles ( 0.389 + 0.05 vs 0.286 + 

0.03, p<0.05).Tabla 6. 

TABLA 6 

REDUCC!ON DE NITROAZUL DE TETRAZOLIO DE PMNs Y 

EFECTO DE CLINDAMICINA + 

MUESTRA NCI tratados 

1 0.306 0.200 
2 (1.230 0.385 
3 0.225 0.327 
4 0.267 0.267 
5 0.408 0.555 
6 0.409 0.582 
7 0.288 0.266 
8 0.150 0.356 
9 0.298 0.306 

10 0.452 0.652 

-* X= 0.303 + X=0.389 + 
0.03 0.05 

+ Lecturas a o.o. de 570 nm,i + ESM 

* p < 0.05,al contrastarlo con el grupo testigo. 

10 ug 

0.220 
0.332 

0.404 
0.290 
0.530 
0.306 

-** 
X=0.347 + 

0.04 

** p > 0.1,NS 1 al contrastarlo con el grupo testigo. 

o. Efecto de clindamicina sobre la quimioluminiscencia de PMNs. 

Evaluamos el efecto de clindamicina sobre esta funcibn fago-

cftica con PMNs provenientes de 30 adultos sanos. En la realiza-

cibn de este ensayo,15 muestras se trataron con 2 ug de clindami-
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cina y las otras 15 con 10 y 100 ug, y las respuestas de quimio-

luminiscencia se compararon con testigos sin tratamiento prove-

nientes de los mismos donadores.No hubo diferencias en la capaci-

dad fagocltica basal(sin tratamiento), medida por esta metodolo-

gfa,entre.la poblacidn de PMNs que se tratd con 2 ug (X+ ESM,cpm 

log 6.13 + 0.09) y la poblacibn que se tratb con 10 y 100 ug 
10 

(cpm log 6.0S + 0.1,p>O.l);sin embargo, luego de 30 min de incu-
10 

bacibn,se constat6 un incremento significativo en la quimiolumi-

niscencia de los PMNs cu~ndo fueron tratados con 2 ug de el inda-. 

micina, tanto en el pico de la .respuesta(cpm lag 6.26 + 0.09, 
10 

p<0.004) como a los 60 min (cpm lag 6.06 + 0.09,p<0.001), al 
10 

compararlos con las cuentas basales(Tablas 7 y 8).En cambio,no se 

observb este incremento cuando los PMNs fueron tratados con 10 o 

100 ug de clindamicina,sino por el contrario una disminucibn sig-

nificativa de las cpm,tanto en el pico como a los 60 min. Asf,las 

cpm del pico medio fueron de lag 5.89 + 0.17 (p<0.02), para PMNs 
10 

tratados con 10ug del f&rmaco y de lag 5.79 + 0.17 (p<0.02)para 
10 

PMNs tr·atados con 100 ug. (Tablas 9 y 10). A los 60 minu-

tos,mientras las cpm de PMNs no tratados fueron de (X + ESM) de 

5.76 + 0.11, los PMNs preincubados con 10 o 100 ug presentaron 

5.48 + 0.18 y 5.42 + 0.67 cpm respectivamente (p< 0.03). 
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TABLA 7 
EFECTO DE CLINDAMICINA SOBRE LA CAPACIDAD FAOOCITICA DE PMNs 

METODO DE Quimioluminiscencia 
pico medio de 

MUESTRA .á.!Jl ll.2.!.. 

1 6.40 
2 6.33 
3 6.52 
4 6.09 
5 6.20 
6 5.69 
7 6.47 
6 6.35 
9 6.47 

10 6.59 
11 5.59 
12 5.69 
13 5.74 
14 5.55 
15 5.52 

X= 6.13 + 

+ cpm en lag ,X+ ESM 
10 * p < 0.004 

TABLA 8 

c:pm + 
g~ 

6.56 
6.62 
6.51 
6.15 
6.42 
5.93 
6.49 
6.57 
6.55 
6.67 
5.90 
6.21 
5.92 
5.64 
5.72 

o .(19 X= 6.26 + 0.09 * 

EFECTO DE LA CLINDAMICINA SOBRE LA CAPACIDAD FAOOCITICA DE PMNs 
cpm a los 60 min.+ 

MUESTRA Sin tto. ~ !!SI. 

X= 

+ epm en log ,X + EMS 
10 * p< 0.001 

6.32 
6.24 
6.01 
5.83 
6.12 
5.76 
6.06 
6.15 
6.06 
6.04 
6.44 
5.49 
5.01 
5.36 
~ 

5.89 
o .11 
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TABLA 9 

EFECTO DE CLINDAMICINA SOBRE LA CAPACIDAD FAGOCITICA DE LOS PMNs 

METODO DE Quimioluminiscencia 

pico medio de cpm + 

MUESTRA si1-. tto. !Q lliL 100 lliL 

1 6. 15 6.50 6.56 
2 6.30 6.27 5.70 
3 5.31 5.52 5.13 
4 6.62 6.43 6.41 
5 6.57 6.43 6.46 
6 6.69 6.58 b.53 
7 6.17 5.87 5.81 
8 6.26 5.52 6.25 
9 6.01 5.93 5.88 

10 6.12 5.63 5.57 
11 6.29 6.10 5. 7:3 
12 5.24 3.99 4.16 
13 5.96 5.94 5.82 
14 5.84 5.09 5.00 
15 5.74 5.39 5.85 

* ** X=6.08 + X=5.81 + X= 5.79 + 
o .11 0.17 0.17 

+ c;pm en log X + ESM 
10 

* Prueba de Fr·iedman p < 0.005 
Prueba de Wi lcoxon p < 0.02, comparado con el grupo 
testigo. 

** Prueba de Wi lcoxon, p < 0.02, comparado con el grupo 
testigo; p > 0.4,NS,contrastado con el grupo de 10 ug. 
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TABLA 10 

EFECTO DE CLINDAMICINA SOBRE LA CAPACIDAD FAGOCITICA DE PMNs 

METOOO DE Quimioluminiscencia 

cpm a los 60 min. + 

MUESTRA fil!!.~ !..Q. !JSL 100 !J..9'.. 

1 5.64 6.19 6.34 
2 6.19 6.18 5.65 
3 5.05 5.31 4.96 
4 6.33 6.21 6.17 
5 6.18 6.01 6.02 
6 6.38 6.29 6.19 
7 6.01 5.32 5.35 
8 5.95 5.06 5.20 
9 5.73 5.34 5.33 

10 5.02 5.01 4.72 
11 5.83 5.70 5.45 
12 5.07 3.62 3.78 
13 5.81 5.83 5.63 
14 5.76 4.98 4.89 
15 5.49 5.12 5.70 

* ** X=5.76 + X= 5.48 + X=S.42'+ 
0.11 0.18 0.67 

+ cpm en log X + ESM 
10 

* Pr-ueba de Fr-iedman, p < 0.005. 
Prueba de Wi lcoxon, p < 0.03, cont r-astado c:on grupo testigo. 

** Prueba de Wilcoxon, p < 0.03, contrastado con grupo testigo; 
p > 0.4,NS, comparado con el grupo 10 ug. 

E.Efecto de la clindamicina sobre la capacidad bactericida de PMNs 

La evaluacidn del efecto de la clindamicina sobre esta funcidn de 

los PMNs lo realizamos utilizando un mic:rom~todo Cmetodologfa de 

Edwar-ds ) al cual le introd1.1cimos modificaciones en cuanto al 
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n~mero de c'lulas,volumen y preparacidn de la bacteria con res-

pecto a la t~cnica original. De ahf que para validar el mdtodo 

lo comparamos con el ensayo micr·obicida c:l.!sic:o de PO Quie ( ma--

c:rom,todo,estandar de oro),c:omprobando que el mic:romdtodo tenfa 

1..tn nivel de eficiencia comparable al macrométodo. As1,realizamos 

11 ensayos en paralelo(utilizando la misma poblacidn de PMNs para 

cada ensayo) obteniendo un fndice de reducc:idn bacteriana de 3.2 

+ 0.27(i + ESM) con el microm&todo vs 3.26 + 0.5 con el macrom6-

todo (r de pearson de 0.869, p< 0.001)(Tabla 11). 

TABLA 11 

CAPACIDAD MICROBICIDA DE PMNs MEDIDA POR MICRO Y MACRO-
+ 

METODO 

MUESTRA MICRO MACRO 

1 3.40 4.40 
2 3.30 4.40 
3 4.07 4.00 
4 3.50 4.00 
5 3.33 3.50 
6 3.30 3.50 
7 3.40 3.33 
8 3.40 3.33 
9 2.64 3.00 

10 1.93 2.00 
11 1.73 2.00 

--------- ----------
* X=3.26 + X=3.24 + 

0.28 0.25 

+ Indice bactericida,log de reducc:idn bacteriana. 
10 * r de pearson de 0.8699,p< 0.001. 
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Al examinar el efecto de la clindamic:ina sobre la capacidad micro 

bielda de los PMNs,observamos que los PMNs tratados con 10 ug del 

tár•mac:o,presentaron una capacidad microbicida comparable a los 

testigos no tratados(l.64 + 0.17 vs 1.50 + 0.15,p > 0.1),en c:am-

bio tras el tratamiento con 2 ug se observb un incremento signi­

ficativo de esta func:i&n ( 2.52 ~ 0.24,p < 0.01).Tabla 12. 

TABLA 12 

+ 
EFECTO DE CLINDAMICINA SOBRE LA CAPACIDAD BACTERICIDA DE PMNs 

MUESTRA Sin tto. 2 ug 10 ug 

1 1. 3 3.0 2.2 
2 1. 4 2.3 1.9 
3 1.7 2.1 1.2 
4 1.3 1. 7 1.9 
s 2.6 2 .. 5 1 .2 
6 1.4 1.9 1.0 
7 2.2 4.2 2.3 
a 1.2 3.0 1.0 
9 1.4 2.5 1.6 

10 1.3 2. 1 2.2 
-------- -------- ---------

* X=1.59 + X=2.52 + X=! .64 
0.15 0.23 0.16 

+ Indice de reduc:c:idn bac:teriana,log ,X + ESM 
10 * p < 0.01 , contrastado con el grupo testigo. 

** p > 0.5,NS, contrastado con el grupo testigo. 
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F. Efecto de la clindamicina sobre el sistema microbicida de PMNs 

mediado por mieloperoxidasa. 

El efecto de la clindamicina sobre el sistema microbicida media-

do por mieloperoxidasa(MPO)de los PMNs lo evaluamos utilizando el 

sistema libre de c~lulas de Clark y Klebanooff. No observamos 

ninguna modificacibn en las cpm del sistema basal al adicionarla 

2,10 o 100 ug de clindamicina:cpm log de 6.08 + 0.02 vs 6.03 + 
10 

0.017, 6.02 + 0.02 y 6.04 ; 0.07 respectivamente,media de tres 

experimentos (Figura 8). Igualmente,al examinar si clindamicina 

pudiera actuar como cofactor de este sistema ( a trav~s del ~tomo 

de cloro de su mollcula},a las diferentes dosis estudiadas(2,10 y 

100 ug}las cpm obtenidas fueron inferiores al 1% del sistema com-

pleto:0.35,0.35 y 0.13% respectivamente (medias de 3 experimen-

tos) (Figura 9 y 10). 
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XI. DISCUSION. 

Los antibibticos,ademAs de su efecto antimicrobiano,pueden 

influir en algunos aspectos de los componentes del me~anismo de 

defensa del hospedero,entre los cuales se hallan las c~lulas fa­

gocfticas, las cuales constituyen el centro de la respuesta ini-­

cial a la invasibn bacteriana. Idealmente,un antibibtico deberla 

de ser activo contra bacterias extracelulares-ser capaz,entre o-­

tras condiciones (como buena tolerancia,escasa o nula toxicidad), 

de penetrar dentro de las c~lulas fagoc!ticas y no interferir en 

la accibn de las mismas. En este contexto,los antibibticos pueden 

ejercer efectos delet&reos o beneficiosos,las menos de las veces, 

sobre la funcibn de los neutrbfilos,lo cual podrla tener implica­

cibn en la respuesta cl!nica a la inteccibn,ya que una eficiente 

tunci&n de los sistemas de defensa del hospedero,constituye un 

factor determinante en la respuesta de la terapia antimicrobiana 

en pacientes infectados. 

En anos recientes,varios antibi&ticos,han 

con respecto a su influencia sobre la tuncibn 

sido investigados 

de los PMNs. Sin 

embargo,los estudios no han sido lo suficientemente extensos,en 

comparacibn a su amplia prescripci&n y utilizacibn cl!nica,ni 

han tenido una adecuada consistencia. Una de las principales 

criticas a los trabajos surgidos con respecto al efecto de anti­

bibticos en la funcibn leucocitaria,es que los diferentes grupos 

han utilizado condiciones sumamente variables al e~aminar la 

interaccidn antibidticos-c~lulas fagocfticas.Asf,se pueden men-­

cionar el origen de PMNs (humanos vs animal),condiciones de incu­

baci&n (nt1mero de cl>lulas,tiempo de la misma),condiciones en las 
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que se evaluó la función (en presencia o ausencia del antibióti-­

co), técnica utilizada al examinar una determinada función (dife-­

rentes t~cnicas de estudio de quimiotaxis,fagocitosis,capacidad 

bactericida),g~rmen de referencia para el estudio de la funcibn 

microbicida (g~rmenes que al ser sensibles al antibibtico en es-­

tudio no permiten diferenciar el efecto farmacomodulador leucoci­

taria del efecto antimicrobiano) y diferentes concentraciones de 

un mismo f&rmaco (y generalmente fuera del rango terap~utico).Co­

mo colorario,las conclusiones con respecto a un mismo antibibtico 

con frecuencia han resultado controvertidas y conflictivas (2). 

El presente trabajo se enmarca dentro de este campo de la in­

vestigación Hospedero-antibiótico,habi~ndonos enfocado a evaluar 

el efecto de una lincocinamida,la clindamicina,de amplia utiliza­

cibn actual en el tratamiento de infecciones bacterianas por co--

cos Oram (+) y anaerobios en general.Existen antecedentes con 

respecto a este tema. Sin embargo,lo reportado comparte las 

criticas a las que ya nos hemos referido anteriormente. 

Hemos examinado primeramente la 
6 

clindamicina in vitro incubando 5X10 

captacibn intracelular de 

PMNs/ml Cni..,mer·o representa-

tivo de lo que se encuentra normalmente por ml en sangre perifd-­

r-ica)con concentraciones del fc!l"'maco qi.te se hallan en los niveles 

sdricos que se pudieran alcanzar durante su utilización terap~u­

tica.Pudimos constatar que clindamicina penetra en los PMNs en 

todas las dosis estudiadas(0.5, 2, 5 y 10 ug),conclusibn a la que 

llegamos en base a las fraccidnes de captacion obtenidas con las 

diferentes dosis: 0.475 + 0.09, 0.829 + 0.09, 0.456 + 0.085 y 

0.178 + 0.024 para 0.5,2,5,y 10 ug respectivamente y compar~ndo­

las con las fracciones de captacidn obtenidas al incubar las 
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mismas concentraciones del antibibtico con PMNs fijad~s con glu-

taraldehldo y con SSBH (los cuales se utilizaron como control);-

las que resultaron menor a 0.085 en todos los casos. El empl~o de 

PMNs fijados con glutaraldehfdo (c~lulas momificadas en las que 

no pueden producir se penetraciones intracelulares)como control 

nos ha permitido diferenciar entre captacibn intracelular y con-

taminacidn de la fracción celular por mecanismo de ar·rastre 

superficial por agente particulado durante el ensayo. El hecho 

que la fraccidn de captacidn de PMNs fijados con glutaraldehfdo 

resultara similar a la obtenida con el antibidtico en solt.1c:id.n 

libre de c'lulas (SSBH) confirma lo anterior.Nuestra observacidn-

penetracidn intracelular de clindamicina-coincide con lo pr·evia-

mente reportado por otros grupos de investigadores;sin embargo,a 

diferencia de los dem~s,nosotros evaluamos el fendmeno de pene-

tracidn intracelular con varias concentraciones del f.! rmac o, man-

teniendo constante la variable c~lulas.Este hecho,nos permitid 

apreciar que .1ª. mayor fraccidn ~ captación g produjo con 

incubados~~ .!J..!l ~ clindamicina<X'= 0.829 + 0.09),que cuando se 

- -utilizaron las concentraciones de 0.5 CX=0.475 + 0.09), 5(X=0.456 

+ o.00s>,y 10 ug < x=o.170 + 0.024). Esta observacibn,que las 

mayores fracciones de captacidn se obtuvieron con las menores 

concentraciones estudiadas (0.5, 5 y 2 ug) adqui~re importancia 

ya que son justamente las encontradas en suero Juego de su admi-

nistracidn por vfa oral o poco despu~s del pico s~rico cuando la 

administracidn del f.!rmaco se realiza por vfa parenteral. Con la 

metologfa utilizada,podemos inferir contrastando la fraccidn de 

antibiótico asociada al estrato celular al utilizar PMNs viables, 
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con el asociado al mismo estrato al utilizar PMNs momificados,que 

clindamicina ll concentra m J..Q¿ neutrbfilos ~ 2.1 ~ .!1tQ 

promedio (0.178/0.085) -ª..!. incubarlo s !Q !t9....s.. 

~ (ú.829/0.049) 'ª ~ 1.!!l· Debe destacar·se que estos valores son 

aproximados e inferenciales ya que no realizamos medicibn del 

agua intra y extracelular,lo cual hubiera sido lo dptimo (115). 

Una vez definido que a concentraciones que se encuentran 

dentro de limites terap•uticos,clindamicina se concentra en los 

PMNs,pasamos a evaluar el efecto del fArmaco in vitro sobre la 

quimiotaxis,la reducci6n del nitroazul de tetrazolio, fagocitosis 

(por el mttodo de quimioluminiscencia) y capacidad microbicida de 

los PMNs,funciones que representan los diferentes eventos,luego 

de producida la marginaci~n y adherencia al endotelio vascular, 

desarrollados por estas c&lulas fagoc!ticas desde la vasculatura 

hasta el sitio inf lamatorio,cuyo descenlace finalmente depender~ 

en gran medida por la integridad de cada una de las mismas. 

Con respecto a la funcibn migratoria ,observamos que clin­

damicina ª-!A concentr·acidn 9§.. 6, !:!!l. incrementa significativamente 

!A capacidad guimiotcictica de ~ PMNs.de 120 ±. ~ ~ ª- 152 :!::.. 

2. !:!.!!!..s...E! ~ 0,01; a 10 ug,en cambio,hubo un leve incremento,el cual 

no alcanzó significancia estadfstica (120 + 9.6 um a 129 + 15 um, 

p > 0.1).N•Jestros halla.zgos conct.terdan cor1 lo reportado por 

Scevola y cal(103), y Oleske y col (102),aunque difiere de lo in­

formado por Faden(106)~MaJeski y col(101);Como se ha hecho men-

cibn en los antecedentes,hubieron diferencias metodolbgicas im-

portantes con los demAs grupos. No conocemos el mecanismo por el 

cual clindamicina pudiera actuar incrementando la quimiotaxis de 

los PMNs ni hemos realizado estudios adicionales tendientes a 
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dilucidarlo,aunque podrfan hacerse especulaciones en· este sen-

tido;una·posibilidad es que clindamicina por su caracter de base 

ddbil y tendencia a concentrarse en grAnulos intracelulares (li-­

sosomas) ,puede determinar liberacidn de calcio de los ·sitios de 

depdsito intracelular (fendmeno observado por Styrt y Klempner) 

(127),ibn que juega un papel central como segundo mediador de la 

respuesta leucocitaria. 

Hemos analizado tambi~n el efecto de la clindamicina sobre la 

funcibn fagocltica de los PMNs utilizando 2 metodologlas, que mi­

den diferentes etapas del estallido respiratorio que se desenca­

dena en respuesta al estimulo fagocftico:l)la reduccidn del ni-

troazul de tetrazolio,que mide la generacidn de anidn 

y 2)la quimioluminiscencia,que evalua globalmente el 

trav's de la medicidn de la luz emitida por PMNs 

superd>eido 

fendmeno, a 

durante la 

fagocitosis.Pudimos constatar que clindamicina incrementa Q 

capacidad tt r·educcidn 2!t nitroazul de tetrazolio.aungue tal 

incremento alcanzd siqnificancia estadfstica solo ª- 6, !J.S.(media de 

0.309 + 0.05 vs 0.303 + 0.03 del grupo testigo,p <0.05).Igual­

mente,PMNs incubados con esta misma concentracidn de clindamicina 

presentar·on incremento significativo m 1ª. capacidad fagocfti­

ca.medida por qliimioluminiscencia.tanto ~ tl pico medio~ J_¿ 

respuesta (media~ c:pm de~± 0.09 ~ 6.13 ~ O.ú9, Q ~ Q,004) 

~ ª- !..rui. §Q. min 9Jt su inicio !. ~de c:pm Q.g_ 6,06 :t. 0.09 ~ 

5.99 z. 0.09. !!, ~ Q,001) 1 lo cual indica que PMNs expuestos a 

clindamicina presentan,no solamente mayor capacidad fagoc1tica 

oHidativa,sino tambi~n que la misma persiste aumentada,al compa­

rarlas con PMNs testigos sin el f~rmaco.Por otra parte,cuando 
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PMNs se incubaron o trataron con 10 o 100 ug,la capacidad fago-

c!tica comparada con el grupo 'estigo fue significativamente 

menor ( media de cpm de 6.08 + 0.11 vs 5.81 + 0.17 del grupo con 

10 ug y 5.79 + 0.17 del de 100 ug,p < 0.02). Mg tenemos explica-

cidn para 1J?. obser·vado .!.!!.. relacidn s.U. efecto diferencial 9Ji 

clindamicina .!.!!.. funcibn ª concentracibn ~.!-ª.actividad fago-

c:!tica. 

La ~ltima etapa de nuestro trabajo fue la evaluacibn del efe~ 

to de clindamicina sobre la capacidad microbicida de los PMNs.Pa-

ra medir esta funcibn estandarizamos una metodologia en microm~-

todo,siguiendo bAsicamente lo utilizado por Edwards y col(121).La 

misma se ha comportado muy similar en relacibn al macrom~todo trª 

dicional del ensayo bactericida ( r de Pearson de 0.8699, p 

< 0.001). La diferencia con respecto a esta radica principalmente 
5 ó 

en que se requiere menor ndmero de cdlulas (4 X 10 vs 5X10 PMNs 

por variable estudiada),lo cual lo hace muy ventajoso para el ex4 

men de esta funcidn en aquellas situaciones en que por razones d-

ticas o tlcnicas deben extraerse volumenes limitados de sangre, 

como serian los pacientes pedi~tricos,an&micos,infectados graves. 

Empleando esta metodologia estudiamos la capacidad microbicida de 

PMNs tratados previamente con 2 y 10 ug de clindamicina,observan-

do al igual que con las otras funciones anali:::adas,que ~ ~ 

™ ª- !-ª.. concer1tracidn füt ~ incr·ementa !-ª..capacidad microbici-

da <media 

significativa: fill cambio ª- 1() ~ ll constatd modif icacidn 

<media .9Jt 1.6d ~~Y! 1.59 z 0.15.p 2º.J..l.Consideramos que 

~ ir1cremento ~ 1ª capacidad microbicida .9..g, ~ PMNs !!.Q. puede 
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e>1plica1--se l?..Q.!:. tl efecto antibidtic:o ~ ™ 1.9. medicidn ll reali-

tl utilizando !!n. gf:.rmer1 resistente §!. ~ accibn antibacteriana.No 

podemos desc:artar,sin embargo,que modificaciones no letales de la 

pared bacteriana por el antibibtico pudieran hacerlo mas susc:ep-

tible a los mecanismos microbocidas leucocitarios,aunque los PMNs 

utilizados para el ensayo microbicida fueron lavados pos-inc1.1ba-

cibn y,por otra parte,si esta fuera la c:ausa,no explica que una 

conc:entracibn mayor del fArmaco no haya reproducido el efecto be-

nef ic:ioso. 

De ahl que,finalmente,para dilucidar si el efecto incrementa-

dor de la funcibn microbicida de los PMNs por clindamicina tenla 

lugar a travts del mecanismo microbicida mediado por MPO,exami-

namos la influencia del f~rmaco sobre dicho sistema,en un modelo 

1 ibre de c&lulas y realizando las mediciones en un contador de 

centelleo liquido en c:pm. t!Q. observamos ninguna modific:acibn ~ 

!.st r-eac:tividad 1!.l. sistema mediado E!.Q..!::. tlfQ. ru:i_ pr-esepc;ia 9-g_ 

clindamicina. Igualmente se comprobd que el f4rmaco na act~a como 

cafactor ox1dable del sistema H O -MPO,ya que las cuentas por min 
2 2 

obtenidas al adicionarlo fueron menores al 1% al compararlas con 

las producidas por- el sistema completo ( H O - MPO-Haluro), dando 
2 2 

ast respuesta negativa a la interrogante que nos hablamos formu-

lado referente a la participacidn del fi!rmaco c:omo c:ofactor- de 

dicho sistema a trav.tz de la presencia de c:loro en su moll!cula. 

Por tanto,el incremento de la capacidad bactericida que observa-

mos por efecto de la clindamicina no se explica por ac:ci&n del 

f&rmaco a nivel del sistema oxidativo mediado por MPO,y que re--

presenta el principal,pero no el ~nic:o,de los mecanismos micro-

bicidas del cual disponen los neutrbfilos polimorfonucleares. 
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XII. CONCLUSIONES 

Hemos examinado in vitro la interaccibn de clindamicina,lin­

cocinamida de utilizacidn actual como antibidtico,con los neutrd­

filos polimorfonucleares(PMNs) en dos contextos: 1) la captacidn 

intracelular del tArmaco por los PMNs y 2) el efecto de clindami­

cina sobre la funcibn de los PMNs,en los aspectos de quimiotaxis, 

fagocitosis (medida por reduccibn del nitroazul de tetrazolio y 

quimioluminiscencia) y capacidad microbicida. 

Con respecto a la captacibn intracelular de clindamicina por 

los PMNs,constatamos que el f~rmaco penetra en estas c&lulas en 

todas la dosis estudiadas (0.5,2,5 y 10 ug),conclusibn alcanzada 

en base a las fracciones de captacidn celulares obtenidas utili­

zando una metodologfa que nos permitid separar los PMNs de la so­

lucidn en la cual se hallaban suspendidas y que contentan las 

concentraciones antes mencionadas del antibidtico. Estas traccio­

nes de captaci&n fueron de Ci ¡ ESM) :0.475 + 0.09, 0.829 + 0.09, 

0.456 + 0.08 y 0.178 + 0.024,para 0.5,2,5 y 10 ug de clindamicina 

respectivamente,las cuales fueron contrastadas con las fracciones 

de captacibn obtenidas utilizando PMNs momificados con glutaral­

dehldo(c~lulas en las que no pueden producirse penetraci&n intra­

celular)e incubadas con concentraciones similares del f~rmaco,las 

que resultaron menor a 0.085 en todos los casos.Igualmente,obser­

vamos que la mayor fraccibn de captacibn se produjo con PMNs in­

cubados con 2 ug de clindamicina lo que implicarla que el f&rmaco 

penetra en los PMNs a trav4s de un mecanismo de penetracidn 

saturable en función a concentracidn farmacoldgica. 
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! 

Con respecto al efecto in vitro del f.!\rmaco ·sobre la funcibn 

de 1 os PMNs, observamos q.ue el i ndamicr11a a·· una .. coriéentr.acidn de 2 

ug incrementa la capacidad quimiot4.ctica-(de 120 + ·9.6 a 152 + 

9 um,p < 0.01), y la funcidn fagocftica de _los PMNs,la cual fue 

evaluada a trav~z de la reduccidn cuantit~tiva de nitroazul de 

tetrazolio( incremento de 0.303 + 0.03 a 0.389 + O.OS de densidad 

bptica,p < 0.05) y de la quimioluminiscencia,tanto en el pico me-

dio de la respuesta ( de cpm log 6.13 + 0.09 a 6.26 + 0.09, 
10 

p < 0.004) como a los 60 minutos (de cpm log S.99 + 0.09 a 6.06 
10 

+ 0.09, p < 0.001). Este mismo efecto se observd con la capacidad 

mict"'obicida la cual increme1-.td de t.58 + 0.15 a 2.52 + 0.23(1ndi-

ce de reducci6n bacteriana,p < O.Ol);en cambio,al evaluar el 

efecto de 10 ug sobre los PMNs no se observb modificacibn 

benlfica de ninguna funcidn eMaminada e incluso,en el caso de la' 

quimioluminiscencia inhibicibn discreta pero significativa. No 

hemos realizado estudios para definir este efecto diferente de 

clindamicina en razdn a dosis sobre la funcidn de los PMNs,pe1 .. o 

comportamiento similar se ha observado con otras drogas que ac-

tt1an sobre los PMNs,como pento~ifilina (128). 

Finalmente no pudimos demostrar que el efecto beneficioso de 

clindamicina sobre la funcidn microbicida de los neutrdfilos ten-

ga lugar a travls del sistema microbicida oxidativo mediado por 

mieloperoxidasa de estas ctlulas,ya que la reactividad de este 

sistema(MPO-H O -Haluro) medida en cpm,no varib al adicionar 2,10 
2 2 

o 100 ug de clindamicina. Observamos igualmente que clindamicina 

no act~a como cofactor oxidable del sistema MPO-H O , hipótesis 
2 2 

que habfamos planteado en virtud de la presencia de un ~tomo de 

haluro en su mol~cula. 
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La observacidn que clindamicina incrementa in vitro la acti-

vidad quimiot~ctica,fagocltica y microbicida de los PMNs en 

concentraciones susceptibles de ser alcanzadas a nivel s~rico du­

rante su utilizacidn teraplutica plantea su potencial empleo como 

farmacomodulador leucocitario en situaciones de deficiencia cong~ 

nita o adquirida de la funcidn de los PMNs,a~n cuando esta aseve­

racic!1-. reqtJier-a. de demostracidn. 
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XII I. RESUMEN 

En la presente tesis,en su primera parte, hemos evaluado la 

captación intracelular de clindamic:ina(CL), antibidtico del grupo 

de las lincocinamidas,por los neutrdfilos(PMNs).Para este efecto, 

uti 1 izamos el antibidtic:o , .. adiomarc:ado en concentraciones semeJan. 

tes a las alcanzadas en suero durante su administracidn terapdu-

tica (0.5, 2, 5 y 10 ug/ml)y empleando como metodologfa una tdc-

nic:a de centrifugacidn a alta velocidad a travds de un gradiente 

que permite la separacidn de las cdlulas de la soluc:idn en la que 

se hallan.Observamos que CL se concentra en los PMNs en todas las 

concentraciones estudiadas,produci&ndose el mayor indice de cap-

tacidn a la dosis de 2 ug/ml( C In/Ex de 17.3 ). 

Posteriormente,pasamos a evaluar el efecto in vitro de CL so-

bre la funcidn de PMNs provenientes de adultos sanos,atendiendo a 

que la escasa informacibn disponible resulta sumamente contra-

dictoria. Se constatb que este fArmaco a la concentracibn de 2 ug 

incrementa la capacidad quimiot4ctica (de 120 + 9.6 a 152 + 9 um, 

p < 0.01), la actividad fagocltica,medida por la capacidad de re­

ducc:idn del nitroazul de tetrazolio(de 0.303 +o.03 a 0.389 +0.(15 1 

p < 0.05)como a través de la quimioluminiscencia (de log 6.13 + 
10 

0.09 a 6.26 + 0.09 cpm, p < 0.004) y la capacidad microbicida de 

los PMNs ( de un Indice de reduccidn de UFC de 1.50 + 0.15 a 

2.52 + 0.23 1 p < 0.01). Para esta bltima determinacibn estandari-

:amos una ttcnica en microm~todo que ofrece ventaja sobre la metR 

dologta tradicional(macromdtodo) en cuanto que utiliza menor n~m~ 

ro de c•lulas,hacidndolo dtil para casos en que por razones mddi-
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cas o ~ticas se deban utilizar vol~menes limitados de sangre. 

finalmente, no observamos ning~n incremento en la reactividad 

del sistema microbicida oxidativo mediado por mieloperoxidasa de 

los PMNs(en un modelo acelular)en presencia de CL ni participa-

cibn del f~rmaco como cofactor del mismo,hipbtesis planteada en 

un intento de dilucidacibn del mecanismo de produccibn del efecto 

beneficioso de CL sobre la capacidad bactericida de los PMNs. 
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A. REACTIVOS. 

XIV. ANEXO 

REACTIVOS Y SOLUCIONES 

1. Ficoll Type 400. No F-4375. Sigma Chemical Co. USA. 

2. Hypaque CDiatrizoato de sodio)50%.Winthrop Products Inc. USA. 

3. Dextran T 500. Phar-macia. Uppsala,Sweden. 

4. Zimosano A. No Z-4250. Sigma Chemical Co. USA. 

5. NitroBlue Tetrazolium. No N-6876. Sigma Chemical Co. USA. 

6. Glicina. No 6-7126. Sigma Chemical Co. LISA. 

7. Glutaraldehldo. No G-6257. Sigma Chemical Co. USA. 

8. Aceite siliconado. No 1250. Harwick,Wilmington,Mass. USA. 

9. Hematoxilina. No 75290. Fisher Scientific Co. USA. 

10. luminol( 5-amino-2,3-dihydro-1,4-phthalazinedione) No 3606. 

Eastman Kodak Co. USA. 

11. PPC1 (2 1 5-diphenyloxazole). Fisher Scientitic Co. USA. 

12. POPOP (1,4-bis(2-(5-phenyloxazolyl)Jbenc:ene). Sigma Chemical 

Co. LISA. 

13. Cloruro de sodio. JT Baker S.A. de C.V. Xalostoc,Mtxico. 

14. Cloruro de Potasio. JT Baker S.A. de c.v. Xalostoc,M~Hico. 
15. Fosfato dib!sic:o de sodio dianhidro. JT Baker S.A. de C.V. 

Xalostoc:,Mfxico. 

16. Fosfato monob~sico de potasio. JT Baker S.A. de C.V. Xalos-

toc,M~xico. 

17. Clorltro de amonio. Mallinc:kr-odt Chemical Works. USA. 

18. Cloruro de calcio (dihidrato). No 1511. Allied Chemical Ca.USA. 

19. Cloruro de magnesio(hexa-anhidro). Allied Chemical Co. USA. 
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20. Sulfato de magnesio cristalizado. Allied Chemical Co. USA. 

21 • Hep es (N-2-hydroxyeth i 1 pi peraz i r1e-N '-2-e the1.neS.1..ll f.on ic ac id). 
; . 

No H-3375. Sigmal Chemical Co •. ·usA. . . ~' . : 
. :;, . . .. ._ :- ; . : -· 

22. Caldo de soya tripticasefna. Bio>con cte':Md.~-·ic·o:~·.s-~·-~··~":-de ·e·. v. 

23. Agar de soya tripticasefna. Bio>1on ·de ;·Md:MÍ-~~\~·i:.~,,-~_ '·de·. e.V. 

B. SOLUCIONES. 

1. Solucibn salina isotbnica. 

Cloruro de sodio 
Ag1..la des ti lada 

2. Ficoll-Hypaque 1.077 

Fic:ol l 
Hypaque 50% 
Agua des ti 1 ada 

3. Dewtran al 6% 

Dextran 
solución salina isotdnica 

4. Solución salina balanceada de 
de Hank(SSBH) 

Cloruro de sodio 
Cloruro de potasio 
Fosfato dibAsico de sodio 
Fosfato monobAsico de potasio 
Glucosa 
Hepes 
Cloruro de calcio 
Cloruro de magnesio 
Sulfato de magnesio 
Agua destilada 

5. Soluci&n balanceada de fosfatos(SBF) 

Fosfato dibAsico de sodio 
Fosfato monobAsico de potasio 
Cloruro de sodio 
Agua des ti lada 

104 

0.85 gr-s 
100 mi 

9.6 grs 
30 ml 
120 mi 

6 grs 
100 mi 

e.o grs 
0.4 grs 
0.06 grs 
0.06 grs 
1. O gr 
2.38 grs 
0.1<1 grs 
0.10 grs 
0.10 grs 
1000 ml 

8.09<1 
2. <1<18 

<1. <10 
1000 

grs 
grs 
grs 

ml 



6. Cloruro de amonio al 0.85X 

Cloruro de amonio 
Agua destilada 

7. Violeta de turk 

Violeta de genciana 
Acido ac~tico al 1.5% 

8. Azul trtpano 

Azul tT'lpano 
Solucibn salina isotbnica 

9. Medio de Gey-Hepes-Alb~mina 

a. solucidn A 

ClorUT'o de calcio 
Cloruro de magnesio 
Hepes 
Agua destilada 

b. solucibn final 

Cloruro de sodio 
Cloruro de potasio 
De>etrosa 
Albc\m!na al 22% 
Agua destilada 

10. Colorante de hematoxilina 

Hematonilina 
Etanol 
Alumbre de amonio 
Oxido de mercurio 
Acido ac~tico 
Agua destilada 

11. Luminol 

Fosfato dibAsico de sodio 
Fosfato monobAsico de potasio 
Luminol 

105 

0.85 grs 
100 mi 

1 gr 
100 ml 

0.1 gr 
25 ml 

0.085 grs 
0.135 91"'5 

1.190 grs 
5 mi 

0.79 grs 
0.034 grs 
O. 1 gr 
4.545 mi 
100 mi 

0.25 grs 
2.5 ml 
5. O grs 
0.125 grs 
2 ml 
50 ml 

2.3004 grs 
0.5206 grs 
0.1771 



12 .. Flu!do de cent el leo 

PPO 
PO POP 
Tolueno 

13. Solución de nitroazul de tetrazolio 

Nitr-oazul de tetrazolio 
Solucidn salina bal. de Hank 

6. O grs 
O .os gr-s 
1000 ml 

o. 1 gr-
100 ml 

14. Medio liquido de cultivo de soya-tripticasa 

Caldo de soya tripticaselna 
Agua destilada 

15. Agar de soya-tripticasa 

Agar de soya tripticasetna 
Ag1..1a des ti lada 
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.. , 

3.0 grs 
100 ml 

d. grs 
100 ml 
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