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I. INTRODUCCIQN

A partir del afio 195d,con 1l1la descripcidtn de 1la Enfermedad
Granulomatosa Fatal de la Infancia(enfermedad cornocida actualmen-
te como Enfermedad Granulematosa Crdnical(l),y principalmente en

- los dltimos 15 affos, es cuando la sistematizacidn en el estudio
de la funcidn de los neutrdfilos polimorfonucleares (PMNs) y de
los factores gue participan en su regulacidn adguieren desarrollo
intenso y continuo.En el presente se reconoce ampliamente que los
PMNs constituyen cbélulas centrales entre los mecanismos de re-
sistencia a las infecciones bacterianas,lo gual se evidepcia por
el incremento en la susceptibilidad a las infecciones en pacien-
tes con alteraciones en su ntmero o funcidn(2).

Una vez desencadenado el proceso infeccioso,los PMNs desarro-
l1lan una secuencilia de eventos fisioldgicos,metabdlicos e inmuno-—-
l8gicos en respuesta al est!fmulo inflamatorio. Cada uno de estos
pasos puede hallarse afectado en forma particular o formando

~-parte de-un desarreglo mas general de la funcidn de las cédlulas
—-fagoclticas,alteraciones que pueden presentarse en forma congéni-
ta o adquirida.Igualmente,numerosos factores enddgenos o de ﬁatu-

- ~raleza exdgena pueden influir sobre la actividad de los PMNs. En-
tre los -bltimos se hallan diversos fArmacos, los cuales al ser
utilizados por el hombre,pueden ejercer efectos deletéreos ( como
los corticoides, los inmunosupresaores en general ><3) o efectos
beneficiosos (como el levamisol) (4) sobre su funcidn. En esté
-contexto estdn los antibidticos,los cuales a pesar de representar

-una de las mas frecuentes prescripciones farmacolbdgicas médicas,

-—han--recibido, - sin. embargo,escasa atencidn  con respecto a su.in-



teraccibn con las cllulas fagoclticas,lo cual resulta sorprenden—

~-te ya que al ser administrados necesariamente habrd exposicidn de. .

estas -a-su accidn.. Por otra parte al dirigir ambos ¢ PMNs y anti-
-kibtiros)sus acciones contra el mismo blanco. (el microeorganismol,
-#5 deseable que no haya interferencias en las funcidnes -de ‘los..
-neutrdfiles por efecto del fdrmaco.

De  -aht,que nos hemos propuesto evaluar - el- efecto de..un

~antibidtico de la familia de las lincocinamidas, la clindamicina,

de extensa utilizacidn actual en el tratamiento de r .las

infecciones por cocos Gram{+)y bacterias anaerobias;sobre la fun-
~-cién de-los- PMNs ,atendiendo que la informacidn disponible a mas

de ser estasa resulta sumamehte contradictoria.



1I. GENERALIDADES -

El concepto de la importancia de las c&1u1a5~fagocltica§'
en la defensa del hospedero contra las infeccciones bacterianas
es aceptado desde los estudios de Elie Metchnikoff hace mas de
100 affos. En experimentos con esponjas de mar, Metchnikoff obser—
vbh que ciertas especies de hongos poditan ser ingeridas y destrul-—
das por los fagocitosi sin embargo, cuando las especies no eran .
- matadas podian desencadenar enfermedad fatal(2).Metchnikoff plan—
ted que las ancrmalidades de las c#lulas fagoclticas actuaban
comprometiendo las defensas del hospedero, hecho que fue amplia—
mente aceptado_varias décadas mas tarde al reconocerse el desa—
rrollo frecuente de infecciones bacterianas y flngicas fulmi-
nantes en casos de deficiencias cualitativas o cuantitativas de

los neutrbfilos polimorfonucleares.

LOS NEUTROFILOS POLIMORFONUCLEARES(PMNS) .

Los PMNs derivan de células hematopoidticas pluripotenciales
localizadas en la médula dseajsu produccidn se halla regulada
principalmente por moléculas glicoproteicas denominadas colecti-
vamente factores estimuladores de colonias (CSFs) (S5), las cuales
son producidas por macrdfagos y linfocitos T activados (6). Ctros
factores tambiln intervienen en su regulacidn como la lactoferri-—
na neutrofllicalla cual inbhibe la produccidbn de PMNs a través de

la inhibicibn de la produccidn y/o secrecidn de CSFs por macrbfa-

gos) v la prostaglandina E (PgE),la cual es producida peor macrb-— ..

- fagos e inhibe en forma directa la proliferacidn de las células

madres hematopidticas(7).
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Actualmente se hallan identificadas 4 CS5Fs en la especie
humana: GM-CSF (CSF alfa,factor estimulador de granulocitos vy
macrdfagos), la G~CSF (CSF bheta, factor estimulador de granuloci-.
tos),CFS urinaria y la pluripoietina humana(S). La GM-CGF tiene
22000 dalton de PM, estd constitufda por 127 aminodcidos, inclu-
vendo a 4 resfduos de cistefna vy ya ha sido clonada; la G-CSF, la
cual estimula preferencialmente 1la formacidn de granulocitos a-
- partir de las células progenitoras relativamente maduras (promie-

locitos y mielocitos),tiene aproximadamente 30000 dalton de PM, vy
adn no ha sido clonada ni purificadat la CSF urinaria fue la pri-
mera de estas glicoprotelnas purificadas,tiene 45000 dalton de
PM v va ha sido clonadas aparentemente su‘ efecto es indirecto
‘estimulando la produccidn por las cdlulas adherentes de CFSs; 9
finalmente la pluripoietina humama,de 182000 dalton de PM tiene
una combinacibn de las propiedades de la GM-CSF y G~CBFy . atin no

ha sido clonada{S).

Estas glicoproteinas,determinan la diferenciacidn de la. .

~c&lula-madre comln de granulocitos y monocitos (mieloblastos), va.

sea hacla la linea monocitica o granuloclitica. En este &ltimo ca-..

so,e1l desarrollo y maduracibdn de neutrdfilovs ocurre en 2 fases, -
una tage mitdtica y una no mitdtica,cada una de las  cuales dura -
aproximadamente ! semana. Durante la primera,los mielobklastos
~maduran a promielocitos y mieldcitos,proceso que se acompafia - de
la aparicidn de los caracteristicos grdnulos citoplasmdticos de
los PMNsjla fase ne mitdtica,incluye el desarrollo posterior: me-—
tamielocitos,neutrdfilos er banda (inmaduros),y neutrdfilos. seg—

mentados (maduros) (&).Figura i.
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El proceso de maduracidn morfolbgica de los PMNs se acompafia
de cambios antigénicos,enzimdticos y funcionales. Entre los cam—
hios petructurales,la disminucidn del contenido de Acido sidlico
de las células,al disminuir la carga neta superficial de los gra—
nulocitos en desarrollosintervendrla en la libkeracidn de PMNs de
la médula bdsea (&). La presencia de receptores Fc para el proceso
de fagocitosis inmune es relativamente precoz,ya que aparecen en
la etapa promielocitica,siendo funcionales en el caso de PHNs
humanos poco tiempo despubs,a diferencia de PFNs murinos donde
esta activacidn resulta retardadai los receptores del complemento
(CR1 y CR3) aparecen mds tardlamente{en la etapa metamielocltica
y de neutrbfilos en banda)iel otro aspecto funcional eritico de
los PMNs es la capacidad bactericida y se establece a partir de
la etapa mieloctitica,siendo mediada al principio casi exclusiva—
mente por mecanismos no oxidativosy 1los mecanismos microbi-
cidas oxidativos de 1las PMNs aparecen en la etapa de neu—
trbfilos en banda. Finalmente,la funcidn quimiotActica de 1los
PMhis es similarmente de aparicibn tardla durante la diferencia-—
cidn funcional de los PMNs (formas en banda). Esta secuencia
de diferenciacibn de PMNs ('receptores Fe ————> fagocitosis ————>
receptores del complemento —-———> mecanismo microbicida no oxida-
tive ——=-> mecanismo microbicida oxidativeo —-——-> gquimiotaxis, se
indica en la Figura 2(9).

El namero de neutrdfilos polimorfonucleares (PMNs) varta de
acuerdo a la edad. Segén PR Dallman{10),las cifras de los mismos

evi los diferentes grupos etarios serian (Tabla 1):
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TABLA 1

NUMERD DE LEUCOCITOS TOTALES Y PMNs POR EDADES
6

EDAD LEUCOCITOS totales(10 ) PHiNS (10 )
media limites media limites %

Al nacer 18.1 €9.0-30.0)  11.0  (6.0-26.0) &1
12 ns. 22.8 (13.0-38.0> 15.5  (6.0-28.0) 68
24 hs. 18.9 €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 mes 10.8  (5.0-19.5) 3.8  (1.0-9.0> 35
& meses 11.9 €6.0-17.5) 3.8  (1.0-8.5) 32
1 afic 11.a ¢6.0-17.5) 3.5 (1.5-8.5) 31
2 afios 10.6 €6.0-17.0) 3.5 (1.5-8.5) 33
4 afios 9.1 (5.5-15.5) 3.6 (1.5-8.5) a2
& afios 6.5 (5.0-14.5) 4.3 (1.5-8.0) 51
8 afios 8.3 (4.5-13.5) 4.4  (1.5-6.0) 53
10 afios 8.1 (4.4~13.5) 4.4 (1.8-8.0) 54
16 afios 7.8 (4.5-13.0)  d.4  (1.6-8.0) 57

Tomado de PR Daliman{10),

11
La produccidn diaria de PMNs maduros es de 10 células. E1

neutrdfilo maduroe circula con una vida media de 6 a 7 hs(il)jsale
al azar de la vasculatura y sobrevive en los tejidos o en contac-—
to directo con el medio externo a nivel del aparato digeastive vy
respiratorio durante 1 a 4 dlas. En sangre periférica,el conjunto
total de PMNs se halla constituldo por dos poblaciones,una de cé-

2
lulas circulantes{de aproximadamente 22X10 células/kg) y otra de

15



7
células marginadas{de aproximadamente 17X10 células/kygd (12), las

cuales probablemente tengan diferente capacidad funcional (13).
Igualmente,a rniivel de la médula bdsea existe una tercera poblacidn
de granulocitos maduros (reserva medular) los cuales son liberados

en respuesta a estimulos inflamatorios o al stress{l2).
I1I. EL EVENTO FAGOCITICO.

La invasidn tisular por bacterias, hongos y ottos microorga—
nismos en general resulta en una secuencia de acontecimientos
llevados a cabo por los PMNe—adherencia,quimiotaxis, internaliza-
cibn,puesta en marcha de los mecanismos microbicidas—destinados a
la eventual destruccitn del gérmen; el conjunto de estos eventos
se ha denominado Fagocitosis(id). Actualmente se cuentan con muy
diversas técnicas laboratoriales, de diferentes grados de sofis-—
ticacibn, que permiten el anAlisis de los diferentes pasos del g-
vento fagoclticotpor otra parte cada una de estas etapas pueden
hallarse afectadas ,en variable grado de severidad, en forma
congédnita o adquirida,determinando una mayor susceptibilidad (en
frecuencia y gravedad) a los procesos infecciosos en los hos-

pederos afectados.
A. ADHERENCIA.

La migracidn de PMNs({descrita por M.Dutrochet) (2) y la adhe-—
rencia al endotelio vascular—-fenbdmeno informado por primera vez
por J.Conheim (2)-constituyen los primeros pasos en el proceso
fagocitico. En condiciones normales las cargas de superficie ne-—

gativas de las cblulas endoteliiales y PMNs—caracterlstica general

16



de las cklulas eucaridbticas—tienden a impedir este fenbmeno (15);
sin embargo,la invasibn bacteriana o la necrosis tisular inician
la liberacidn de diversas substancias,de las cuales algunas {(fac—
tores gquimiotdcticos)causan una significativa disminucidn de las
cargas de superficie de los PMNz,con £l consecuente incremento de
la adherencia vascular de los mismos(lé&). Este fendmeno de adhe-—
rencia de los PMNs se halla parcialmente mediada por glicoprotel-
nas de superficie que incluyen el receptor de Cdbi(conucidn tomo
CR3), y las denominadas LFA—i{(factor de adherenéia de linfocitos
tipo 1>y p 150,95. Todas ellas se hallan estrucfuralmente consti~-
tutdas por 2 suwbunidades(alfa y betadde las cuales la segunda es
combn a las tres vy posee un PM de 95000 daltonjia subunidad alfa,
en cambip,es particular a cada wuna de ellas ¥y su PM varla de
190000 a 180000 dalton{l7>.Las deficiencias de estas glicoprotel
nas se hallan asociadas a marcadas anormalidades en las funcidn
de adherencia de PMNs,pudiendo ser causa de mayor susceptibilidad

a infecciones(1g.
B. GUIMIOTAXIS,

Una vez adheridas al endotelio,las cklulas fagoglticas deben
migrar al sitio inflamatorio, donde subkstancias quimiscatraventes
son generadas por procesos inmunoldgicos o humorales{19).Factores

quimiotacticos bien definidos incluyen C a,producto de 1la ruptu-—

=

b}
ra de C durante la activacidn de la cascada del complemento ya
=]
sea por la via cldsica o alterna,el leucotrieno B , producto del

d
metabkolismo via lipooxigenasa del Acido aragquidénico, 21 factor

activador plaquetario(PAF), varias linfocinas{producidas poy lin-

focitos activados), productos de la sintesis proteica de bacte-—

17



rias como los N~formilpéptidos(20),

Los PMMs son capaces de detectar y de miﬁrar-direccionaIMEnte
en respuesta a pequenos gradientes quimiot#cti&ns;'Se estima que
estas cdlulas pueden diferenciar gradientes.ﬁéhxpequeﬁds cbmu del
C.1% a travdz de su superficie.Para tan sofisticada sensibilidad
los PMNs tienen receptores de membrana especificos para los qui-
mioatrayentes,los cuales sufren una exguisita regulacidn &n cuan-—
to a ndmerc,afinidad,;o distribucidn durante el desarvollo guimio-
tdctico(21).En este sentido se ha postulade que durante el proce-
so de migracidn quimiotdcticalo por accién de agentes que inducen
degranulacidn) se produce fusibn de granuloeos citoplasmdticos a la
membrana plasmhticadprincipalmente de grAnulos especificos)) esto
puede representar uno de los mecanismos por el cual puede ocurrir
el recambio de membrana plasmdtica y al mismo tiempe preoveer de
sitios receptores adicionales{(22).Igualmente se ha demostrado que
como consecuencia de la  fusidn antes descrita se liberan
diversos productos leucocitarios al ambiente pericelular los gue
pueden dar lugar a la degradacidén de guimioatrayentes, lo cual
aunado al aclaramiento de los mismos a wivel de los receptores
ocupados{proceso de endocitosis de receptor unido & ligando),
constituyen medios adicionales de regulacidn de la migracidn de
PMNs al sitio inflamatorio(20).

La unidn entre el gquimicatrayente y su receptor a nivel de
PMNs es5 en evento gque ocurre rhpidamente. Asl,ernn menos de 30 se-
gundos, concentracioenes a saturacidn de N-formilpéptidos ocupan
el SO% de los SO0000 & 70000 receptores especifices disponibles de

las PMNs(23).Esta unidn produce perturbacidn de membrama 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 wuna secuencia de pasos metabdli-
cos que llevan a un reordenamiento de elementos del citoesqueleto
para la orientacidn y migracibn de las células hacla el origen
del gradiente gquimiotdctico. Sneiderman y col.{(2d)propusieron que
una vez que el quimioatrayente <¢e une a su receptor, activa a 1la
protefna regulatoria de nucledtidos de guanina,denominada protef-—-
na Nypor facilitacidn del intercambio de GDP por GTP. La proteina
N activada estimula a su vez a la fosfolipasa C, la cual cataliza

el desdoblamiente de fosfoinositol difosfato(PIP )en 2 sequndos

2
mensajeros intracelulares: el 1,2 diacilglicerol{DAG) v el inosi-
24+
toltrifosfato (IP ). El IP media la liberacidn de Ca de los si-—

3 3
tios de almacenamiento intracelular,(principalmente reticulo endp

pldsmico); este aumento de los niveles del calcio libre citoplas—
matico actlia comp cofactor para la activacidn de’dos proteina-ci-
nasas,la dependiente de Calmodul1na/Calcio(PK~Cad+/CM) y la pro-—
telna~cinasa C (PK-C).Esta &ltima puede ser activada directamente
ademds por DAG. Las protelnas-cinasas activadas catalizan final-
mente la fosforilacidn de diferentes protelnas celulares,las que
van a ser las efectoras de las respuestas celulares, nmo solo las
involucradas en la migracidn sino tambidn de las que interviernen
en la generacidn de mecanismos microbicidas intracelulares.Simul-
taneamente a 1la activacidn celular,se inician Fotros procesocs re-
gulatorios. En este contexto, el aumento de Cad+ activarta a 1la
fosfolipasa A,la cual al actuar sobve fosfollipidos de membrana

libera Acide araquiddnice con la consecuente formacidn de meta—

bhalitos del mismo,ya por la via de la ciclooxigenasa (tromboranos

19



y prostaglandinas(Pg),predominantemente Pg E > o por la via de  la
lippoxigenasa,generando a una amplia variedaﬁ de hidrépéroxiei:o—
tetraenoicos (HETE) entre 1los que se hallan los leucotrienos. La
importancia de estos productos derivados de la lipooxigenacion
como tonstituyentes intracelulares funcionales es sugerido per el
hecho que inhibidores de la lipooxigenacidn suprimen la migracibn
de PMNs. Por otra parte,la mobilizacidn de Caz+desencadenada ror
el quimioatrayvente conduce similarmente a un aumento de los nive-
les de AMP clclico(probablemente a través de la inhibicibn de 1la
fosfodiecsterasa de los nuclebtidos ecleclicos), el cual al activar
a la protelna-cinasa dependiente de AMP ctelico (PK-A), promueve
la inactivacid®dn de la fosfolipasa C,deteni®ndose de esta forma la
hidrbdlisis de PIP ,interviniendo asl como mecanismo regulador.
Igualmente la PK—g,activada por 1,2 DAG,puede detener esta hidrbé-—

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

activacidn y vegulacidn se esquematizan enm la figura 3.
C. OPSONIZACION Y FAGOCITOSIS.

Una vez abkandonado el lecho vascular y alcanzado el sitio in-—
flamatorio, los PMNs dehen ejercer sus funciones primarias de fa-—
gocitosis y muerte de los microorganismos ingeridos.Si bien los
PMNs pueden~aungue en fTorma limitada—-ingerir directamente parti-
culas y microorganismos,existen ciertos factores que ‘promuevew a
facilitan la ingestidn de los mismos,operando a manera de ligando
entre la cllula fagocltica v la particula ¢ microorganismo, a los
que Wright y Douglas (25) denaminaron con el nombre de opsoninas

(del griego opsanoipreparar para ingerir)jinicialmente definidos
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NEGATIVAS. REPRESENTA REDISTRIBUCION SUBCELULAR.
ADAPTADO DE SNYDERMAN Y COL(24).



los componentes ops&nicos del suero como termoestables y termold-—
biles,investigaciones posterioresrrevelarnn que los mismos repre-—
sentaban a anticuerpos y complemento respectivamente.

De los anticuerpos,se ha definido que los gue operan como
opsoninas son principalmente las subclases de inmunoglobulinas de
tipo IgG,IgG e IgG (25-26). En esta situacidmn,los anticuerpos se
combinan purlsu pofcibn wvariable pero especifica para el germen
(Fah) con el microorganismo en tanto que la porcidn constante(Fc)
de las inmunoglobulinas se adhiere a receptores espectficos para
los mismos presentes en la superficie de los Ffagocitos, formando
de esta manera un puente entre la ctlula v el germen (27){(Figu~-
ra d4). De los componentes del complemento,C- ha sido reconocido
como una de las principales aopsoninas de 10: mamiferos (28} y su
activacidén puede realizarse mediante la participacidn de inmuno-—
globulinas de tipo IgG e IgM (via cldsica) o bien por la via al-
terna{29). Otras protefnas séricas pueden tener papel opsénico
camo la proteina C reactiva (30),1a tufsina (31) y la fibkronecti-
nal{32),aunque con respecto a este &ltimo tal consideracidn 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 Fc de las inmunoglobulinas de tipo IgGCIgG e IgG )(3d) v
receptores glicoproteicos para el tercer cnmpunente delscumple—

mento (35),tanteo para el activado C b como & el producto de su
3
desdoblamiento,C bi. Son 1los denominades CRI y CR3 respectivamen—
3

te (363.
Las interaccidbnes ligando—receptor son los determinantes cri-—

ticos de la unidn de la célula extraftia,y por otra parte esencia—
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les para la generacidn de las sefiales fFagocfticas que inician el
proceso de ingestidn,. Mientras los receptores Fc constitutivamen-
te promueven la fagocitosis de particulas opsonizadas &on IgG,de—
sencadenando al mismo tiempo la sintesis y liberacidn de podero—
s0s oxidantes(superdnidos,perbdyidos de hidrdgeno,oxhidrilos, sin-—
gletes de oxlgeno)(37),la capacidad de los receptores CR1 y CR3
de promover fagocitosis se halla reguladaja este respecto, se ha
descrito que los receptores del complemento se hallan en 2 esta-—
des: un estado inactivo en el cual los receptores pueden mediar
la adherencia de particulas a los fagocitos pero fallan en promo-
ver la ingestibn, y un estado activo en el que ademds de la adhe-
rencia permiten la ingestibn(3é),pero a diferencia de los recep—
tores Fc no desencadenan la liberacibn de oxidantes(3I&).

tUna vez gue el microorganismo opsonizado se adhiere al fago~
cito,produce la activacidn de la maguiraria de locomocidn de mem-—-
brana,mediante energla proporcionada por la via arnaerobia de 1la
glicdlisis (de ahf que la ingestidn puede llevarse a cabo en con—
diciones anaerobias). £1 movimiento de pseuddpodos alrededor de
los micraorganismos yequire de la actividad del aparato metor del
PMN (filamentos de actina y miosina)(39). PBurante este proceso de
ingestidn se wva produciendo umna interaccidn en caderna entre los
ligandos opsdnicos distribuldos homogdneamente sohre la superfi-
cie de la particuia a ser ingerida y los receptores de la mem—
branma del fagocito,que da por resultado un flujo circunferen—
cial de 1la memhrana fagocltica alrededor de la particula,envol-
viéndola a manera de cremallera(d0).Al fusionarse los pseuddpodos

por encima del extremo distal de la partlicula,queda completada el

)
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procesp de ingestibn,quedando ila particula ingerida em una vesi-
cula membranosa{formada por 1ia membrana plasmatica 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-
nalmenite a la destruccidn microbiana— e incluyen: 1)la fusidn de
la membrana del fagosoma a los granulos citoplasmdticos 2)la des-
carga del contenido granular en la vacuola fagocltica 3) desenca-
denamiento de la produccidn de oxidantes altamente reactivos (es-
tallido respiratorio) 4) muerte vy digestidn del germen ingerido

(d2-4dy.
D 1. GRANULOS DE LOS PMNs.

Los PMNs contienmen protelnas microbicidas gue fueron sinteti-
zadas y empacadas en veslculas limitadas por membranas (granulos
lisosbhmicos)durante el proceso de maduracidn de los PMNs en 1la
méduwla dsea.Eatps grAnulos sonilos grdnulos primarios o azurdfi-
los, (peroxidasa positivos)formados durante el estadlo promieloci-
tico y los granulos secundarios o especlficos,formados durante el
mielocitico y responsables de la coloracidn rosada del citoplasma
del PMN a la tincién 4e Wright. Un tercer tipo de granulos — los
granulos terciavios—ha sido descrite, los cuales contienen
gelatinasa,enzima que degrada la coldgena desnaturalizada.El con—
tenido de los diferentes tipos de grdnulos se expresan en la ta-—

bla 2 (a45).
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BACTERIA
1ZADA
Ieb

,//\:Fu

RECEPTORES DE SUPERFIC]E
PARA LA PORCION Fc DE 166

RECEPTORES
DEL COMPLERENTO

FIGURA 4. REPRESENTACION ESQUERMATICA DE RECEPTORES
SOBRE LA SUPERFICIE DE UN NEUTROFILO.
ADAPTADO DE DRUTZ Y MILLS (27).

FIGURA 5. SECCION DE UN PPN QUE RODEA A UN RACINO DE
BACTERIAS OPSONIZADAS ENVOLVIENDOLAS A MANERA DE CRE
MALLERA.

ADAPTADO DE DRUTZ Y MINLIS(27).
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TABLA 2

CONTENIDOD DE LOS GRANULOS DE LOS

CLASE DE
CONTENIDO

Enzimas mi-—
crobicidas

Serina-pro-—
teasas neutras

Metalopro-—
teinasas

Hidrolasas
dcidas.

Qtras.

GRANULOS
AZUROFILOS

Mieloperoxidasa
Lisozima

Elastasa
Catepsina G
Proteinasa 3

N—acetil-B~glu-
cosaminidasa
Catepsina B
Catepsina D
B-glucuronidasa
B—glicerofosfatasa
a—mannosidasa

Protefnas catid—
nicas bacterianas
{(defensinas)

PMNs

GRANULGS
ESPECIFICOS

Lisozima

Colagenasas

Lastoferrina
Prot. de
union B
12
Citoc.b
Histamina-
%3
Receptores
fmlp
CR3

Adaptado de Fallon y Gallin {d45).

El contenido de los grdnulos secundarios y terciarios es pre-—

ferencialmente liberado

al ambiente pericelular (exocitosis) en

respuesta a la fagocitosis,desempeffando de esta forma una funcion

primariamente secretora y extracelulargal mismo tiempo,los grdru-

los secundarios a través de su fusidn con la membrana plasmdtica,

contribuyer al recamhio,no sclo de membrana, sino también de re-

-~
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ceptores,interviniendo de esta forma en la regulacidn de los fe-—
ndmemnos de agregacidn,migracidn,y estallido respiratorio.lLos gra-—
nulios primarios,en camhio,a través de su fusidn com los fagoso—
mas—fusidn fagolisosdmica— y liberacidn de su contenido en la va-
cuola fagocftica intervienen fundamentalmente mediando vy propor—
cionando los mecanismos microbicidas intracelulares de los PHis

(a45-d&).
D 2. MECANISMOE MICROEBICIDAS DE LOS PMNs.

Los mecanismos microbicidas de los PMNs pueden ser divididos
seglin su dependencia del oxlgeno en oxidativos y no oxidativos.

Tabla 3 (43).

TABLA 3
MECANISMOS MICROBICIDAS DE L.OS PMNs.
1. Independientes del oxigeno.

A. Acidez,

B. Defensinas.

C. Lisozima.

D. Lactoferrina.

E. Catepsina G.

F. Elastasa.

G. Proteina inductora de la

rermeabilidad.
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2. Dependientes del oxlgeno.
A. Mediado por mieloperoxidasa
B. Independiente de mieloperoxidasa
i. Perdxido de hidrdgeno(H 0 .
2. Anidn superdxido. 22

3. Radical hidroxilo.

4. Singlete de oxlgeno.

Adaptado de Klehanoff(d3).

El papel de los mecanismos microbicidas independientes de
oxfgeno adquiere importancia en condiciones en las cuales la con-
centracidn de Dr disminuye a tal grado que se suprime el estalli-—
do respiratarioéanaerobiosi5) o err trastornos en los que existen
defectos en la produccidn de intermediarios de 0O (Enfermedad Gra-
lomatosa Crdnica, Deficiencia de mieluperonidasg, Deficliencia de

glutatidnd.

D 2 1. MECANISMOE MICRORICIDAS DEPENDIENTES DE QXIGENO.

Cuando 1os PMNs ingieren bhacterias o particulas (o contactan
con estimulos salubles como forbol—-miristato,formilpdptidos), ex—
rerimentan una serie coordinada de cambios en el metabolismo oxi-
dative denominados integralmente estallido respiratorio. Esta se-
rie de eventos comprendentl)incremento del consumo de oxlgeno 2)
incremento en el flujo de glucosa a través de la via del monofos—
fato de hexosa 3)incremento en la produccién de metabolitos de o-
wigeno{anidn superdsido,radical hidroxilo, singlete de oxigeno,pe

rdrido de oxtgeno) d)incremento en la fijacidn de haluros a
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FIGURA 6. SUCESION DE ACONTECIMIENTOS QUE OCURREN DURANIE EL
ESTALIDO RESPIRATORIO.

HS= CicLo pe HEXOSA moMOFOSEATO:MPO=MIELOPEROXIDASA;
GSH- GLUTATION REDUCIDO:GSSG=GLUTATION OX1DADO:G-6-PD=
@LUCOSA-G-FOSFATO DESHIDROGENASA:G-6-PagL ucosa-6-FosFaTo,
ADAPTADO TE. ROOT Y COMEN (44D, GenTILEZA Norea Gar 10e0.
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proteinas (ej. iodinacidn) 5) generacidn de luz y 6)incrément6 en

la reduccidn del colorante nitroazul de tetrqzolio(figura &3 (dd) .,
A Consumo_de oxlgeno.

Los PMNs consumen poco oxlgeno en reposo,derivando su energla
principalmente de la glicélisis anaercbia.Durante la ingestién de
partlculas,el consumo de oxigeno incrementa marcadamentes; su
funcidn es de proveer suficiente substrato para la formacidn de
metabolitos osnidatives participantes en el efecto microbicida de
PMNs (59> .La determinacidn del consumo de oxfgevio de los PMNs du~-
rante el procesoc fagocltico constituye por tanto una forma

de evaluar la capacidad microbicida oxidativa de los PMNs (d47).
b. Actividad de la via del monofosfato de hexosa.

Paralelamente al mavor consumo de oxlgeno,durante el estimulo
fagocltico se produce en los PMNs un incremento en la oxidacidn
de la glucosa por la via del monofosfato de hexosa. A travéds del
mismoy,el primer carbono de la glucosa (glucosa—é&—~fosfato) es oxi-
dado & CO vy pentosa por accibn enzimdticayactuando el fosfato de
nicotinam?dadinucle&tidn(NADP) —paso limitante de la reaccidbn—co-
mo aceptor de electronesien esta reéccien se forman 2 mples de

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

rAn translocacibn hasta la membrana celular del fagocitoldg—-d9).
c. Formacidn de metabolitos del oxlgeno.

Siguiendo a la interaccibn estimulo-PMN,y a la formacidn de

la vacuola fagocltica,cuya membrana limitante es la resultante de



la invaginacion de la membrana plasmdtica, una enzima de mem-—
brana—la MNADPH oxidasa-es activada (5Q),catalizando 1a conversidn
de € a anibdn superbxidoco— > dentroe de la vaguola fagocltica,
utilfzando a la NADPH cnmozdador de electrones. E1 mecanisme de
esta activacidn enzimdtica,atn cuando rno se ha aclarade totalmen-—
te,se realizaria a traveés 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 la cual ya nos hemos refe-—
rideo previamente. Igualmente, esta activacibn de 1la NADPH o-—
®idasa podria producirse en forma independiente a la participa-—
cibdbn de 1a PK-C a traveés de metabolitos del &cido aragquiddnico
(S51-52).

Debe menciomnarse,que otros sistemas enzim&ticos asociados a
membrana se han propuesto que podrian actuar como catalizadores
de la formacidn de anidn superdsido(paso fundamental en el esta-—
1lido respiratorie) (53-5d).

El anidn superdxido producido dentro de la vacuela fagociti-
ca puede seguir varios caminos. Por unra parte,puede liherarse al
medio extracelular,fendmeno que puede detectarse laboratorialmen-—
te utilizando un substrato que puede ser reducido como ferrocito-
cromo C(SS);igualmente,D— puede escaparse de la vacuola fagocliti-
ta al citoplasma donde ei reducido a H 0O por la enzima superdxi-
dodismutasa (80D)y capaces de causar diﬂﬁ autoonidativo de los
PMNgG ,estos poseen un acabado sistema de detoxificacidn en el cual
participan el glutatisn,y las enzimas glutatidn—peroxidasa y glu—
tatidn—reductasay es la llamada via del glutatidn(da,56).

El tercer camino que puede seguir el anién o rel cual es  de

2
extracrdinaria importancia para la Ffuncidn wmicrobicida de los
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PMNs es la dismutacid®n espontanea,a favor del Ph Acido del fago-—

soma,a perbdrido de hidrbgeno(H O »,lc cual ocurre con aproximada—

- 22
mente el 80% del O generado durante la. fagocitosis (57). En el
2 -
transcurso de la reduccidn de 0O a H O ,se producen al mismo tiem
2 22

po una substancial proporcibdn de otros intermediarios inestables
come radical hidroxilcec(OH'),anidn perdxidu(D:)—que rdpidamente se
reduce a OH" (50); ademds ,Haber y Weiss preszntaron evidencias de
que o y HO en solucidn pueden reaccionar para formar como pro-—
du:toi DH’2y2una subsgtancia altamente reactiva conocida como sin—
glete de oxigerno,en presencia de metales catalfticos susceptibles
de ser piidades y reducidos como el hierro {(43-44,50).E1 singlete
de oxlgeno puede formarse igualmente por la reaccidn entre un ibdn
hipohalito vy H O . En la tabla d se resumen las reacciones en—
tre ou!geno,aﬁign superdxido y perbdxido de hidrbgeno.
TARLA 4
INTERRELACIONES ENTRE (OXIGENO,SUPEROXIDC Y

PEROXIDO DE HIDROGENG

1y o0 -——— H O Reduccibdn divalente por oxidasas

2 2 2
Y O - 0  Reduccibn univalente por NADPHoxidasa

2 2

— — + —
3 0 + 0 + Z2H e O + HO Dismutacidn de O

2 2 =2 2 2 2
4) 0 + H O ——————— OH' + O + OH Reaccidn de Haber-Weiss

2 22 2
S5) OH' + OHY==——m——— HO

22
&) OH' + 0 ————e— 0 + OH
2 2

Adaptado de Shepherd(Se>,

2
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Gistema microbicida oxidativo mediado por mieloperoxidasa.

Gtra via de produccidn de especies oxidantes(S9)y que repre—
senta el pricipal mecanismo oxidativo del cual dispone el PMN, es
la producida por la interaccidn del H O y la enzima mieloperonida
sa(MPOY(&0). La enzima MPD es una hemﬁpﬁote!na altamente catidni-
ca, rica en arginina,de un peso molecular de 120000 a 150000 dal-
ton. Su pH de funcidn &ptima es de 5.0 a S5.%. Se halla localizada
en los grdnulos azurdfilos en concentracicnes de 3 a SuglioéPMNS,
representando aproximadamente el S% de las protelnas totales de
los PMNs (d46). Difiere estructural y funcionalmente de las otras
peroxidasas(peroxidasa eosinofilica,lactoperoxidasal.

Siguiendo a 1a ingestibn de microorganismos,la fusidn fagoli-
sosbmica permite l1a formacidn de un complejo MPD*HFU por la reac—
cidn del H O con el grupo Hem del MPo.Halurusccffaf",I") pueden
ser onidadiszpor este complejo,resultando en potentes agentes mi-—
crobicidas que pueden atacar una gran variedad de patdgernns y cé-
lulas,o bkien montar respuestas oxidativas secundarias gque perpe-
tthan el fendmeno (d3-dd).

Se ha demostrado que la halogenacidn de constituyentes de la
pared bacteriana{principalmente tirosina,histidina)por I o Clq,
al producir reemplazamiento de H+ en localizaciones cruciales,
puede desencadenar la muerte bacteriana. Esta capacidad de 1los
PMNs para halogenar protetnas se ha utilizado para cuantificar de
manera indirecta la capacidad bactericida de los PMNs (método de
iodinacidn de proteinas)(&l). El I activado puede actuar tam-

bi#én cromo oxidante de grupos sulfidrilos(SH),el cual es componen-—

te critico de varios sistemas enzimdticos. £1 Cl activade por el



complejo MPO-H €@ puede reaccionar con compuestos nitrogenados(a—
minn&cidos,proiefnas bacterianas) dando lugar a la formacidn de
cloraminas o cloramidas altamente reactivas (figura 7)(dd); estas
pueden ser tédxicas per se para microorganismoes al inhibir enzimas
claves del metabolismo por dafio oxidativo de grupos sulfidrilos u
otros{cemo el reslduo de metiomina del inhibidor de 1a alfa lpro-
teasadde los cuales son dependientes para su actividad. Igqualmen-
te, las cloraminas y cloramidas pueden dar lugar a travds de la
deaminacidn o decarkoxilacidn de aminodcidos a 1la formacidn de
aldheldos tdxnicos,los que actdan modificando gravemente a amino-
dcidos bhacterianos estructurales o funcionales. Pueden; por - otra
parte,actuar como reservorio de agentes oxidantes vya gque al hi-

drolizarse pueden vregenerar HOICI{cloruro activadol)prolongando de

esta forma 1a toxicidad del sistema H O —MPO {dd).
2 2

FIGURA 7

Formacibn de cloraminas

R—NH + HOCL —me=een— RNH-C1 + H Q
2
Formacidn de cloramicdas
a u} Cl
H e
R— € =NH- K'Y + HOCl] ~—=—w—- R— C - N - R?
R— NH COOH 4+ HOC)l ———r—- RNC1 + H Q
2 H 2
COoH

Adaptado de Root y Cohendcdd).

de Quimioluminiscencia.

Allen y col{(&2) demostraron que cuando PMNs Fagncitaban

microorganismasyse producla una sdhita emisidn de luz,y aungue en
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pequetas cantidades,se podila amplificar mediante la adicién de de
terminadas substancias y registrar con fﬁtomultipli:adores
sensibles como contadores de centelleo liguide. A este fenbdmeno
se denomind @uimioluminis:enciaxy se observd que 21 mismeo no se
constataba en condiciones anaerobias o con PMNs provenientes
de pacientes con trastornos gendticos del desencadenamiento del
estallido respiratorio (Deficiencia de MPQ, Enfermedad granuloma-
tosa crdnica) (&63-6d4).

Inicialmente se considerd que la respuesta de gquimioluminis-—
cencia era consecuencia directa de la generacidn de 0 durante la
fagocitosis debido a que el fendmeno eva inhibido en sresencia de
la enzima superdxidodismutasadéS).85in embargo,al reconocerse gue
el anibn superbuido desempefia el papel central como precursor de
los metabolitos oxidativos del o¥lgeno vy comprobarse que su de—
gradacibn enzimhktica solo inhibe el 704 de l1a luz gernerada, se
plantearon hipbtesis alternativas.

Actualmente se consideva que el fenbmeno luminiscente es
secundaria a la generacidn de las diversas especies oxidativas
electrbnicamente exitadas,que se producen durante 1la actividad
microbicida de 1los PMNs,atin cuando no existe unanimidad en cuanto
a la especie causal principal. Allen y col(é&) han postulado que
la generacidn de & lleva a la formacién del singlete de oxilgeno,
ya sea en forma difecta por dismutacidn espontdnea no enzimdtica
en presencia del idn hidrdgeno o en faorma indirecta como produc-
to del sistema MPD—Hzoz—haluro. El singlete de oxlgeno,substancia

altamente inestable,puede a su vez mediar reacciones de oxidacidn

sobre otros substratos,con formacidn secundaria,entre otros,de



grupos carbonilos electrdnicamente exitadns. El1 paso al estado de
reposo del singlete de a#lgéno'y de sus productos de oxidacién,
trae por consecuencia emisibn'de luz,como mecanismo de pérdida de
energla.

Chesson v cnl(&67),en cambio,consideran que la quimioluminis-—
cencia no depende pirimariamente de la relajacidn del singlete de
oxlgenolen forma directa ni indireéta). Asumen esta conclusidn
en bhase a experimentos en los que estfmularon a les PMNs con
agentes no particuladosccon fluorurao de sodio) observando Jque en
esta situwacidn,a pesar de generarse D'} H 0 (en consecuencia sin—
glete de oxlgenolno se producta emisign dﬁ fuz. Este grupo propu-—
80 qgue para que se desencadene la qguimoluminiscencia de PMNs se
requiere de la presencia de agentes particulados y su generacidn
serfa secundaria a reacciones entre constituyentes (no especifi-
caron) de estos Ultimos y metabolitos oxidativos del PMNCO H O ,
OH'. Esta propuesta ya no es aceptada al demostrarse quez ofrgs
factores solubles,como formilpbkptidos,pueden deserncadenar emisisn
de luz por los PMNs{(&3),

Cheung y col{&91lograron suprimir totalmente la generacidn de
Iz por PMNs estimulades con zimoesano adicionando inhibidores del
metabolismo del Acido araquiddnico(AA)a la mezcla fagocltica. En
base a sus observaciones propusieron gue al producirse la
perturbacidn de membrana en el desarraollo del evento
fagocitico,se libera AA de los fosfollpidos de membrana ¢ por ac—
cidn de la fosfolipasa A activada? los que sufren oxidacidn por
las vias de la ciclooxrigenasa y lipooxigenasa. Metabolitos de am-—
bas vias serlan finalmente los responsables de la emisidn de luz.

Las especies oxidativas derivadas del oxlgeno intervendrian en el
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proceso facilitando la oxidacidn del AA. El incremento de la
concentracibn intracelular de AMP ciclico secundaria a la genera—

cibn de prostaglandinas sugdrn la proposicidn de este grupo serla

responsable de una retroalimentacidn negativa una vez desenca—.

denado el fenbmeno.Sostienen que la ausencia de quimiocluminiscen—
cia cuando los PMNs son estimulados con fluoruro de sodip se ex—
plicarta por su efecto activador de la adenilciclasa v
consiguientemente de AMP cliclico.

La medicidbn de la quimioluminiscencia de PMNs ha contribuldo
al mejor conocimiernto de la funcibn del PMN vy de sus alteraciones
La sensibilidad del meétedo y su facilidad operativa ¢ utilizacibtn
de menor nlmero de células,falta de necesidad de ambiente obscuro
durante la realizacidn del ensayodse incrementd con la adicidn de
luminael (S~amino—2,3,dihidro—1,d-phthalazinedionada la mezcla fa-
gocitica como amplificador luminico(70),el cual sirve como subs-—
trato de metakolitos oxidativos genevados en la respuesta
fagocttica. Su onxidacidn da origen al anidbn aminoftalato exitado,
que al pasar al estado de reposo emite luz(como mecanismo de
pdrdida de energlaymagnificando as? el fendmeno luminiscente. AdnN
cuando su mecanismo de generacidn no se ha aclarado totalmente,la
determinacidn de la gquimioluminiscencia estd ampliamente aceptada
por la comunidad cientifica como una metodologfa muy sensi-—
ble de la medicidn de la capacidad fagocftica e integridad del

estallido respivatorio de las cdlulas fagoclticas(e3-64,71).

f. FReduccidn del nitvroazul de tetrazolio (NAT).
El nitroazul de tetrazeclio es un colorante amarillio en su
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forma osidada y puede actuar como aceptor de electrones de una
variedad de donadoyres{72). Al ireducirse,precipita formando forma-—
z&n de color azul.Cuando PMNs son incubados con el NAT,un pequefio
porcentaje de cklulas exhiben el colorante fagocitado y reducido
(generalmente menor del 10%)>. Sin embargo,cuando se adiciona
un estfimuloe fagocitico,el porcentaje de cdlulas que reducen NAT
aumenta dramdticamente(a mds del 30%).Esta reduccidn es secunda-
ria a la generacidn de metabolitos oxidativos en respuesta al es—
timulo fagocltico(73).Aunque varios componentes del metabolismo
onidativo de los PMNs pueden catalizar esta reduccidn, se consi-—
dera que el principal responsable es al anidn superdxido.En apo-—
vo a este concepto,el fendmeno es principalmente inhibido paor 1la
superdxidodismutasa (7d4),

La reduccidn del nitroazul de tetracolio se utiliza extensa-—
mente como prueba de escrutinio en la evaluacidn laboratorial de
pacientes con sospecha de trastornos en la capacidad fagecitica vy

bactericida de los células fagoctticas (75).

Hemos revisado los diferentes eventos desarrollados {y resul-
tantes) por los PMNs que conducen finalmente a la fagocitosis vy
eventual muerte de 1los microorganismes. Es l1la indemnidad de
los diferentes pasos de esta funcidbn efectora la gque determinarad
el &xito de los PMNs como primera linea de defensa contra las in—

fecciones bacterianas.
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IV, ANTIRBIQOTICOS ¥ FUNCION DE PHNs

Uro de los mas importantes avances en el campo de 1a
interaccidn Hospedero—Pardsito, ha constitufdo el desarvrollo y
aplicacidn de los fdrmaces antimicrobianes,y en especial de los
antihib@icos,:uya introduccidn ha tenido un impacto dramdtico en
las tasa de morbi-mortalidad de muchas enfermedades infec-
ciosas{76}).Durante el tratamiento antimicvrobiano, inevitablemente
el fArmaco interaccionard con los diferentes gomponentes del
huesped participantes del proceso inflamatorio,entre ellos los
PMNs (77%. 8i hién en este contexto,la eficacia del tratamiento
dependerA principalmente del antibidtico usado contra el agente
microbiano,factores de defensa del hospedero contribuyen definiti
vamente a la erradicacidn del proceso infecciose. Ejemplo de esto
hltimo es que pacientes inmunccomprometidos,entre ellos los que
presentan trastornos,congbnitos o adquiridos,del nlmero o funcibn
de los neutrdfilos polimorfonucleares,presentan mayor morbimorta-
lidad infecciosa(78-79).

Los antibidticos,segln su capacidad de penetracidn y concen—
tracibn intraceliular,estructura quimica,mecanismo de accidn,dosis
y sensibilidad individual,tienen la probabilidad de afectar 1la
funcion de los PMNs.Una de las primeras investigaciones en este
sentido se remonta al ahe 1950 cuando Mufioz y Geister (20), estu-
diaron el efecto de una tetraciélina sobre la funcidbn fagoclitica

de los PMNs y abservaron gue podla inhibir marcadamente la fago-

citosis de Staphylococcus alkus in vitro.Desde entonces,las invesg
tigaciones de los efectos de farmaces antimicrobianos sobre 1la

funcidr de PMNs,aunque de creciente interéds;ha sido compavativa-
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mente es:asa.y fundamentalmente desordenada debide a que 1los mé-—
todos wtilizados en la evalnacidn han sido extremadamente wvaria-
bles{funcidn especlifica estudiada con diferentes tdenicas metodo-
ldgicas yndmero de cdlulas utilizadas,diferentes tiempos de ingu-
bacibn,concentracidn variable de antibidticos y generalmente uti-
lizada en cantidades no alcanzables terapluticamente)jesto ha he-
cho,que les resultados reportados hayvan sido extremadamente va-
riables y conflictivosjpor otra parte,la mayor parte de los estu-
dios fuerown ohservaciownales y poco esfuerzo se ha hecho para in-
tentar dilucidar los mecanismos de produccidn de tales efectos(Z)
En este contexto nos hemos propuest; evaluar el efecto de una
lincosinamida,la ¢lindamicina,sobre la funcidn de los neutrdfilos

polimorfonucleares,

IV A. CLINDAMICINA

La clindamicina es un fArmace antihibtico semisintéticeo, de-
rivado de la lincomicina,substancia producida por Streptomyces
lincolnenpsis. Varias modificaciones quimicas de esta moldcula han
conducida a su obtencibn(gl). Estructuralmente es un aminoazé-~
cargydevivado de un aminokcido,el Acido trans-L-d-n—-propilhigrini-
co,unido a una octosa que contiene azufre (82). Su formula es la

siguiente(figura S83:
CHz

40 H OH



Desde el punto de vista de su mecanismo de accidn,clindamici=~
via inhibe la sintesis proteica hacteriana,actuande especificamen—
te sobre la subunidad SO0 S,afectando el procesa de iniciacidn de
la sintesis de la cadena peptidicad383).Su espectro antibacteriano
incluye coces Gram{(+), como Stavhylocogcus aureus, Staphvylococcus

epidermidis,Streptococcus pyogenes , Streptocpccys neumoniag,Stren—

tococcus vividanssprdcticamente todas las hactevias Gram{-) aero—

bias son resistentesjsin embargo,las bacterias anaercbias son ha-—
hitualmente sensibles a clindamicina,siendo los aislamientos re-—
sistentes poco frecuentes; algunos protozoarios son igualmente

sensibles a clindamicina,como Plasmodium falciparumy,Plasmodium

vivax,Toxoplasma gondii (8d4),

Este fArmaco es hiodisponible tanto por vla oral como por via
parenteral.Administrado por via oral se absorve en un &0%,alcanza
su pico de nivel skrico a las 1 a 2 hs pos—ingesta y la presencia
de alimentos no afecta significativamente su absorcibn..Asl, tras
una dosis de 150mg,se obtiene un pico sdrico de 2.5 a 3 ug/ml, vy
de d a 8 ug/ml,cuando se utilizan dosis de 300 a 600 mg (35-36).
Poy via I.V.,108% niveles séricos son mayores y son alcanzados mis
rdpidamenite; la infusidn endovenosa de I00 mg de clindamicina re—
sulta en un pico sbrico de 14.7 ug/ml a los 30 min el cual cae a
4.9 ug a las 2 a 4 hs. Por via intramuscular,igualmente se ohtie—
nen niveles sbricos satisfactorios (Bd).Las lincosinamidas se ha-
llan en suero parcialmente unidas a proteinas en un porcentaje
que varla del 5 al &0¥% (34).

Se metaboliza principalmente a nivel heplAtico,y sus metabo~
litos activos(N—dimetil clindamicina y'sulfdxido de clindamicina)

e inactivos sow excretados por orina.lgualmente puede excretarse
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sin metabolizarse por orina el 2.6 a 10% de una dosis administra—

da por via oral y.30% :uando es}édministradéHpor via parenteral.

Por wvia biliar e intgstinéi §éféxEFéféntféh*'ﬁpqpnrcibh variable,

del 5 al 154 (85).

Una vez administrada,:lindéﬁiéinszge:distéibﬁye ampliamente a
nivel tisular,incluyendo 1fquido pleural y peritoneal.A nivel del
ltquido cefalorraquideo no se alcanzan concentraciones: terapbu—
ticas,en cambio en bilis,tejido bsen,saliva y espute las concen—
ciones alcanzadas son dptimas.Las lincosinamidas en general,atra—
viezan la placenta y pueden encontrarse en la leche materna ewn
niveles comparables a los sdricos maternes (24).

La wtilizacibn terapbutica de clindamicina puede acompaharse,
en algunos casos,de efectos indeseables.Mplestias gastrointesti-—
nales como sabor metdlico, nduseas, vdmites se han reportado oca—
sionalmente al igual que leves anormalidades{labovatoriales) del
funcionamiento hepldtico. Raramente se ha informado ictericia v
reacciones de hipersensihbilidad(exantema,sindrome de Stevens—Jhon
sonyanafilaxiayneutropeniad(8é). Sin embargo, el efectp calateral
mas importante y reconoccido del uso de clindamicina es la colitis
seudomembranesa (87),1a cual es una enfermedad gastrointestinal
severa que se presenta entre los 2 y 28 dlas del inicio del tra-—
tamiento y se caracteriza por fiebre,diarrea con sangre,dolor aﬁ—
dominal en los cuadrantes inferiores, constatindose endoschbpica-—
mente una mucosa ceoldnica edematosa,friable con exulceracio-
nes{en algunos casos hasta ulceraciones )recubiertas por membra-—
nas amarillentas formadas por la conglutinacidén de fibrina,mucus,

cdlulas epiteliales descamadas e inflamatorias.Complicaciones ma-
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vores de este cuadro son la deshidratacidn grave,hipealbuminemia,
colon tdxico,perforacidn intestinal y chogue endotdxico. Se con—
sidera que es secundaria a la masiva colonizacidn intestinal

par Clestridium difficile productor de toxina citopdtica (88).De-

be ternerse en cuenta que este mismo cuadro puede asociarse a
otros antibidticos (de ah? el nombre de colitis asociada a anti-
bidticos) como a alteraciones obstructivas intestinales.
Clindamicina, ademds de inhibir el crecimiento o causar la
muerte microbiana,puede ejercer diversas acciones sohre microor—
ganismoes{incluso aguellos resistentes a su efecto antihidtico)as?
como sohre los diferentes componentes del sistema de defensa del
hospedero,y entre ellas las células fagocliticas. Gemmell y col
(89~390 ) repertaron que gbrmenes del gbnero Streptococcus{princi-
palmente Streptococcus pyogenes,Streptococcus pneumoniae y en me—
naor medida Streptococecus del grupo g)éxpuestos a concentraciones
subinhibhitorias de clindamicina,se vuelven mas susceptibles
a la fagocitosis por PMNs,prrokablemente por cambios en la estruc-
tura de la pared bacteriana por el antibibdtico (disminucidn de l1a

protefna M del Streptocogcus pyogenes, disminucidn del material

capsular de Streptococcus pneumoniae vy del Streptococcus del

grupo B),haciendolos mas susceptikles a la opsonizacibn.Este mis—
mo efecto (potenciacidn de la fagocitosis por alteraciones de la

pared bacteriana) se ha observade incubando Bacteroides fragilis

(91 —-92), Stapbvlococcus aureus (93),Pseudomonas aeruginosa,ikleb—

siella pneumoniae y Proteus mivabilis ¢ 94), con concentraciones

sukinhibitorias de clindamicina.
El1 aspecto de la accidn no antibidtica de la clindamicina- la

interaccidn con las cklulas fagoclticas—adquiere gran importancia
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por ser estas cdlulas componentes gruciales del sistema de de-
fensa del hospedero contra las infecciones bacterianas. Varios
grupos de investigadores se han ocupado de este tema y a las
observaciones reportadas en este terreno mnos referivemos a

continuacidn.

IV A a. bAPTACIBN DE CLINDAMICINA POR LAS CELULAS FAGOCITICAS

La capacidad de wun fdrmaco de penetvar dentro de la cdlula
fagocttica puede constituirse en uno de los factores determinan-
tes de su eficacia terapluticadpor ej. en infecciones por gbkrme-
nes intracelulares).Existen reportes referentes a este hecho en
l1os que se evalud la captacidn de clindamicina por las células
fagociticas.Asl,Hand y King—-Thompson{93 ),estudiaron la captacidn
de clindamicina poyr macréfagos alveolares de conejo. Incubaron
IOZml de macréfagos 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 incubacidbn, mo-—
mento en el cual la relacibn entre concentracidn intra y extrace-—
Iular era de 40 o mas.Esta captacidn requerla de viabilidad celu-
lar ¥ era inhibida a 4 grados centigrados,siendo dptima a 37 gra-
&os. Posteriormente se constatd que inhibidores del sistema enzi-
mhtico Na-K ATPasadej.ouabalina) v del metabolismo oxidativo mito-—
condrial (ej. cianuro, 2,ddinitrofenol) deprimian la pernetracidn
intracelular indicande gque la energfa para el transporte
proviene en parte de la respiracidn oxidativa mitocondrial, y en
parte de la actividad del sistema Na—-K ATPasa, Por otra parte,la

captacidn de clindamicina disminuta marcadamente en presencia
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de nucledsidos como adenosina,puronomicina,pero ~no en presencia
de amino&cidos o hexosas en exceso;bas&dofen e1T¢ﬁﬁ6cimientu pre-
vio que los macrbdfagos alveolares poseen sisfémas: de::tfésﬁdrtes
especificos para hexosas, aminchcidos y nuclebdsidos,propusieron
que clindamicina era transportada en estas células por el misme
sistema de wuicledsidos.Sin embargo,todas estas observaciones se
basaron en Estudios ernn los que se utilizd concentraciones de
clindamicina no alcanzables durante su utilizacidn terapdutica
(200 a 425 ug/ml,hasta 100 veces el vango normald.

Klempner y Styrt (?& ) evaluaron la captacidn de clindamicina
por PMNs humanos,incubando 167/m1 de neutrdfilos con 10 ug del
faArmaco.Constataron captacidn intracelular de clindamicina,de ca-
racter rApido(evidenciable ya a los J0 seg ),saturable, dptima a
37 grados centlgrados, alcanzando su pico entre los S5 vy 10 min,
momento en el cual la relacibn entre concentraciones intra vy
extracelular es de aproximadamente d3 veces.Con respecto al meca—
vismo de transporte hallaron que adicionando substancias gque co-—
lapsan el gradiente de Ph (protbrico? tramsmembrana ( como carbho-
nilcianureo m—clorefenilhidrazona) se producta uwuna significativa
depresidn de la captacidni estc implicaba que clindamicina era
transportada de Areas de mayor a menor Ph,favoreciendo no solo su
concentracibn intracelular,sino tambiln su eventual concentvacibn
en lisosomas (zona de mayor acidez intracelular) { 97).

Hand y Prokesch{ 98)¢trabajando igualmente con PMNs humanos,in-
cubaron 107/m1 neutrdfilos con 10 a 13 uwy/ml de clindamicinay ob-
servaron que el farmaco penetraba rapidamente en los PMNs,eva de-—

pendiente de la viabilidad celular y bptima a 37 grados,alcanzan-—
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do el pico de concentracidn a los 10 minutos y su meseta a los 30
min. Sin embargo el indice de corncentracidn reportado fue menor a
lo informado por Klempner(C IN/Ex=16){_A diferencia de sus estu-
dios comrr macrdfagos alveolares,observaron que 1la penetracidn, si
bien era similarmente dependiente de energla, esta proventla
principalmente de la glicdlisis y no del metakolisme oxidativo
mitocondrial.

Recientemente,Jacobs y Thompson{ 99),tambibn utilizando PMNs
humanos yobtuvieron similares resultados en cuante a penetracidn
intracelular de clindamicinajpor otra parte,el fndice de concen—
tracidn reportado fue mucho menor al de 1los autores anteriores
(C In/Ext de 2.95 a 1los 30 min y de JF.4 a los 120 min.).Sin embar—
go,hubo diferencias substanciales en cuanto al ndmero de ecé&lulas
utilizadas,ya gque emplearon 5X106/m1 de PMNs{una proporclion mhs
relaciomada al ndmero de veutrdfilos por ml de sangre), pers vo
especificaron la concentracidn de clindamicina con la gue reali-
zaron sus abservaciones.

De esta manera podemos concluir que todos los grupos coinci-—
den en gue clindamicina es un fAdrmaco que penetvra y se concentra
en PMNs humanos. Sin emhargo,la propovrecidn de tal concentracidn
es variable,dependiendo de las condiciones empleadas durante su
estudio.Debe destacarse,que todas las ohservaciones adolecen del
defecto fundamental de no haber considerado las concentraciones
sbdricas habituales de clindamicina durante su uso teraspbutico(0.S

a o ug por ml).
IV A b. CLINDAMICINA ¥ SU EFECTO SGBRE LA FUNCICN DE LGOS PMNs.
El estudio del efecto de clindamicina sobre la funcidn de los
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PMNs principia en 197é6,s5eis afos despuds de que sé'haya aprobado
su utilizacidn en humanns(lGO).UaFibs grgpns han val&ﬁado EW ac-—
cibn sobre diferentes aspectos del éQEnta fagd&i#icb{ Como podri
comproharse las observaciones se han realizado,en t#rminos gene-—
rales,siguiendo diferentes metodologlas y con diferentes varia-—

bles faprmacoldgicas,para evaluar un mismo aspecto funcional.

Pasaremos revista de lo reportado en la literatura tanto con

respecto a estudios in vitro como in wvivo.
IV A c. ESTUDIGS IN VITRO.
1. Clindamicina y quimiotaxis de PMNs.

Majeski y col{10i)evaluaron el efecto de varios antibidticos,
incluyendo clindamicina,sobre la respuesta quimiotdctica de los
neutrdfilos.Realizaron sus ensayos utilizando la cdmara de Boyden
para guimiotanis ¥y suero en caseina como quimisatrayente,adicio——
nando los antibidticos tanto a las cdlulas comp al quimiocatrayen-—
te—es decir todo €l procedimiento se realizd en presencia del
antibidtico—gslas lecturas se realizaron tras un tiempo de ircuba-
cibn de 2 hs.No phservaron modificacidn de la quimiotamis de los
PMNs en presencia de 1, 10 p 100ug/ml de clindamicina, pero 1000
ug/ml de este fArmaco produjo un efecto estimulatorio.

Oleske y col(l0Z)estudiaron este mismo aspecto de la funcibdn
de los PMNs ¥ su relacidn con antibhidticos,incluyende clindamici~
na.Para tal fin,utilizaron el método de migracidn en agarosa vy
guero activado por =imosano como guimioatrayente.los antihidticos

se adicionaron a las cdlulas 30 minutos antes del ensayo, en una
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contcentracidn 10 veces el picordé}i. :ﬁ?ﬁ%faéidn;sérica (en el

caso de clindamicina entre 261 51&6;QQ2m1>?y"nousé procedid a

lavarlas antes del ensayo. Las‘iécfugés.serrealiéarnn tras un
tiempo de incubacibn de 3 hs.Esfos”aﬁtores informaron incremento
en la quimiotaxis de los neutwdfilos por efecto de la clindamici-
ia.

Scevola y col(103),evaluaron igualmente la capacidad migrato-
ria de les PMNs y la eventual modulacidn de la misma por clinda-
micina utilizando el mdtodo de la cdmara de Boyden y albdmina sd—
rica bovina(??) como quimioatrayente; las lecturas se realizaron
tras 60 min de incubacibn,no encontrando modificacidn de la mi-
gracibn de los PMNs cuando el faArmaco fue utilizadn a concentra-
ciones de 1 ¥y 5 ug/ml e inhibicidn de la leucotaxis a i0ug/ml. No
especificaron si realizaron incubacibdn previa de los PMNs con
clindamicina,lavado de las células eto.

2.Clindamicina y capacidad fagocltica de los PMNs.

Varias metodologfas se utilizareon para evaluar la capacidad
fagoclitica de los PMNs v el efecto sobre la misma de clindamicina.

Algunos emplearon la quimicluminiscencia,la cual permite 1la
medicidn de la actividad metabdlica oxidativa de los PMNs a tra-
vds de la luz emitida por los metabolitos reactivos generados
durante el procesc fagocltico al pasar al estado de reposo y per—
der energla en forma de luz.

Welech v col{10d)utilizaron esta kltima metodologla, incubando
SXIOS PMNs humanos y zimosano como partlcula a fagocitar, adicio-

mnando 20 ug de clindamicina a la mezcla fagocitica. No observaran

ningin efecto sohre la quimioluminiscencia de los PMNs.Resultados



similares utilizando esta misma metodologla fueron tépnrtadbs poﬁ
Siegel y Remington{l103),utilizando clindamicina a:uﬁa} ﬁqﬁgeﬁtféf
cibn de 25 ug,por Faden(10&6) utilizande a una ;oh;éﬁffagiﬁﬁa"aé
40 ug en la mezcla fagocitica,y por Liembert y :olin?B;éQféhgﬁu— o
po a diferencia de los anteriores empled para sug'éﬁtudias‘PMNs
de cobayo. o

Conclusiones diferentes a los grupos anteriores al utilizar
la quimioluminiscencia como mdtodo para evaluar el efetto de
clindamicina sobre les PMNs fueron obtenidas por 0Oleske vy col
102>, Incubaron 1x106/m1 de neutrdfilos cor una concentracidn de
clindamicina 10 veces mayor de su pico sérico (entre 20 y 140 uy)
30 min antes del procedimiento y no lavaron las células pos—incu-—
bacidnjutilizaron zimosano como partlcula a fagacitar y constata-
ron incremente significativo de la guimioluminiscencia de 1los
PMNs .,

Finalmente,S5cevola y col(103),procedieron a evaluar la acti-
vidad fagocltica oxidativa por guimiocluminiscencia.Emplearon para
SUE ensayns 1X106/m1 de PMNs y clindamicina a una concentracibn
de 1,5 y 10 ug.Ne especificaron si se procedid a incubacidn pre-
via de las células con el farmaco.Observaron que clindamicina a
una, concentracidn de 1 vy S ug,pero no de 10 ug,producen incremen—
to de la quimioluminiscencia de los PMNs.

Por tanto,si hien varios grupos evaluavon el efectoe de clin-
damicina sobkre la capacidad fagoclitica de los PMNs, medida por
quimisluminiscencia,todos—a exepcibn de Scevola y col—- utilizaron
concentraciones no alcanzables durante su use terapedtico.

La evaluacidn de la capacidad fagoclitica por medicidn del nd-

mero de partfculas ingevidas por los PhMis fue utilizade por alogu—
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nos para evidenciar efecto de clindamicina sobre los PMNs .En este
.:ontexto,welch y ¢col{l0d) uwtilizando levaduras de Saccharomyces
cerevisiae como partlcula a fagocitar,con tincidn diferencial con
azul de metileno,y adicionandoe clindamicina a 20 ug/ml, no obser-—
varon ninguna modificacidn al igual que Scevola y col(103)quienes

utilizaren Staphylococcus aureus como particula y clindamicina a

concentraciones de 1,5 v 10 ug.

-

3. Clindamicina y capacidad microbicida de los PMNs.,

La medicibn del nbmero de germenes viakles pos—-incubacidn con
neutrbfilos,ha sido empleada por otros como metodelogla evaluati-
va del efecto de clindamicina sobre la capacidad microbicida de
los PMNs.Welch vy col{l0d),ya mencionado,con esta metodologla vy
utilizando ZXIOS PMNs, levaduras de Streptomvees cerevicige y ZOug
de clindamicina en 1la mezcla fagocltica, tras 30 min de incuka-
cidny,no observaron diferencias en cuanta al ndmero de levaduras
viables pos—incubacidn compardndolas con mezclas control sin el

faArmaco.Pickering v col(103),midieron la capacidad microbicida de

los PMNs frente a Eschericﬂig colit adicionaron 10ug de clindami-—

na,utiltizando 60 min como tiempo de incubacidn y tampoco consta-—
taron modificacidn. Scevola y col(103),incubaraen 1X107PMN5 con
igual nlimero de Staphylococcus aureus(relacién 1:11), en presencia
de clindamicina a concentraciones de 1,5 v 10 ug en la mezcla fa-—
gociticajmidieron el nlmero de unidades formadoras de colonias
C(UFC) pos—incubacibn,no observando incremento de la capacidad mi-
crobicida en presencia del fArmaco.

Silva y col{109),examinaron el efecto de clindamicina wutili-

zando PMNs de dowmadores rormales y de pacientes con Enfermedad
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Granulaomatosa CrénicaEGC)—~cuyas cdiulas son severamente defi-—
cientes en la funcidn microbicida. E1 ensaye consistid en incukar
107 PMNs vy 2-4X106 5. ;ureus opsonizade con suero AB, en pre-—
sencia de 0.5 ug de clindamicina. Constataron un leve incremento
pero significativo de la actividad bactericida de PMNs de pacien—
tes can EGC;3;sin embargo, la cepa utilizada era sensible a su ac—
cidn antimicrobiana,por lo gque sus resultados no permiten discri-
minar si 1o observadeo fue el resultads de la modulacidn de 1la
funcidn leucocitaria por el fArmace o simplemente se debis a su
efecto como antibidtico. De este mismo defecto adolecen los estu-
dios de Jacobs y Wilson(110),Zimmerli v col(l111),los gque si bien
apreciaron incremento de la capacidad microbicida de 1los PMNs
frente a S.aureus al adicionar clindamicina,el gérmen era sensi-
ble al fArmaco el cual se utilizd ademds en concentraciones igua—
guales o mayores a la concentracidn bactericida minima(CEM).

Por lo tanto,despuds de haber revisado la informacidn publi-
cada referente al efecto de clindamicina in vitve sobre 1la
furncidn de los PMNs,podemos—-desde una perspectiva general —soste-
ner que no existe suficiente congruencia entre 1las metodologlas
adoptadas para la demostracidn de un efecto modulador de clinda-

micina sobre la actividad fagocitica y microbicida de los PMNs.
IV A d.ESTUDINS IN VIVO.

Conocemos de dos estudios en los gue se trath de evaluar el
efecto de eclindamicina in vivo sobre la funcidn de los PMNs en a-—
dultos voluntarios sanos.

-

Faden y col{iliZ)estudiaron la furncibn de PMNs en 13 adultos



sanos,quienes recibieron 1200 mg/dla de clindamicina en 4 dosis
via oral.Evaluaron,antes del inicie del‘trétémieﬁtﬁ.y 2 hs des—
pubks de la 8ltima dosis,ia capacidad quimiot&ﬁtiﬁa_(poh migracibn
en agarosal,la quimioluminiscencia vy la:caba:iqéd-;fagocitica Y
bactericidadpor la técnica de fluorescencia de naranja de acridi-
nasutilizando como g&ymen S.aureus resistente a clindamicinaj.
No encontraron diferencias en las funciones estudiadas,exepto un
incremento significativo en la capacidad bactericida posS-
tratamiento.No realizaron estudios adicionales para tratar de en-
contrar una explicacidn del efecteo ohbservado v en la teenica que
utilizaron,no procedieron a opsonizar al gkrmen.

Bassaris y cnl(113),administraron a 10 adultos voluntarios
sanos 600mg de clindamicina,en dosis fnica,por via intramuscular
y midieron la funcidn fagocltica y microhicida de las PMNs pre vy
pos—tratamiento utilizando la técnica de naranja de acridina como
método y como gérmenes bacilos Gram(—) resistentes a clindamicina

(Pseudompnas geruqinnosa,Escherichia coli,Kliebsiella pneumoniae v

Froteus mirabilis).Obtuvieron PMNs antes de la administracidn del

fhrmace y & hs despuds.Observaron incremento en ambas funciones
de los PMNs, pero sblo cuando se utilizd el suero obtenido 3 hs
pos—-medicacibn como opsonizante.Concluyeron que el e fecto
beneficioso ohservado era mediado por el suero y no por efecto
del fArmaco sobvre los neutrdfilos.

Los estudios,in vivo,atin cuando mas escasps, asemejan a los
realizados in wvitro,en cuanto a diferencias de metodologlas uti-—
lizadas,dosis del fdadrmaco en estudio,momento del mismo,por 1o gque
como consecuencia ldgica, las conclusiones alcanzadas resultan

contradictorias.
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V. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA.

Hasta hace pocos afios,el inter&s_académi:u en el campo de la
antibioticoterapia se hakla dirigido principalmente hacla estu—
dios de,inhibicibn.del crecimiento bacferiano in vitro e in vivo,
y bhsqueda de nuevas alternativas para tal efecto, a examinar la
tolerancia y farmacocindtica antibibtica en modelos animales y en
voluntarios humanos,y finalmente a ensayos clinicos de corrohora-
cidn de su eficacia terapdutica.lLa frecuente falta de correlacidn
entre los datos experimentales in vitro en cuanto a eficacia
antibacteriana y los resultados clinicos,ha conducido a gque en la
evaluacibn de la interaccidn Hospedero-Infeccibn-Antibidtico se
empezara a considerar la eventual influencia beneficiosa o dele-~
tédrea gque podrtan tener estos fArmacos sohie los mecanis—
nismos de defensa del hospedero incluyendo las células fagoctti-
casycdlulas con las gque inevitablemente interactuarifan en el cur-—
so de su utilizacidn.

En este contexto es que nos hemes propuesto evaluar el efecto
de un antibidtico del grupo de las lincosinamidas—la clindami-
cina- y su efecto sobre la funcibn de los PMNs., Su eleccidn como
.mbdelo de estudio fue en hkase a reportes de la literatura,que in-
formaban de su buena penetracidn intracelular lo que eventualmen-—
te lo llevarifa a interactuar con los mecanismos intracelulares
gque rigen la funcibn de las mismas.Por otra parte,si bien existen
nhservaciones de varios grupos gue se ocuparon de este tema,
las mismas han resultado sumamente contradictorias debido a que

existen considerables diferencias con respecto a las funciones

o
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examinadas,a las metodologlas seguidas, a los tiempos de incuba-—
cibn y gtrmenes utilizados como modelo de estudio de funcidn mi-
crobicida,y & las concentracibnes empleadas del farmace vya que
ern la mayorla de los casos se utilizaron concentraciones no al-

canzakles durante su uso teraptutico. De ahlque hemos considera-—

damicina sobre la funcibp de los PMNs,poniendo &nfasis en maneiar

los controles necesarios gue nos permitiera discriminar la accidn

antibibdtica del farmaco de su efecto como modulador del comporta-—

miento leucocitario.

De los mecanismos oxidatives intracelulares responsables del
efecto microbicida de los PMNs probablemente el de mayor impor—
tancia sea el mediado por la mieloperoxidasa(e0)r,sistema con el
cual un fArmaco de penetracidn intracelular eventualmente inter-—
actuarla.Por tanto interesa conocer el efecto de clindamicina so-
bre dicho sistema. For otro lado, se ha demostradeo gque diversas
substancias con un haldgeno en su composicidn melecular-como ti-—-
roxdina y triiotironina gque poseen iodo(&l)-pueden actuar aportan-—
do el haldgeno como cofactor del sistema mediado por MPO. De aht

que se nos plantee la interrogante de si 1

clindamicinag en vir-—

tud dei Atomo de cloro de su molécula y de su penetracidn intra—

celulav,ne pudieira agtuar por wn mecanismo similar, aportande el

haldgeno cofactoyr del mecanismo microkicida mediada por MPQO de
los PMNs.



VI. OBJETIVOS

1. Establecer la dosis bptima de captacibn intracelular de clin—

damicina por PMNs humanos in vitro.

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

quimiatactica,fagoc!ti:a'y microbicida de PMNs humanos.

J. Evaluar la participacidn de clindamicina en el sistema micro-—

bicida mediado por mieloperoxidasa(MPO) de los PMNs.

VII. HIPOTESIS

1. Clindamicina no modifica in vitro la capacidad quimiotdctica,

fagocitica y bactericida de PMNs humanos.

2, Clindamicina amplifica y/o0 actla como cofactor del sistema

microbicida mediado por mieloperoxidasa de 1os PMNs.

e i, e, e e e, S U0 USSR



VIII. MATERIAL ¥ METODQS
A. COBTENCION DE NEUTROFILOS POLIMORFONUCLEARES.

Los PHMNs fueran separados de sangre venosa de adultos wvolun-
tarios sanos ( personal de laboratorio y donadores del Banco de
sangre del Hospital Infantil de México Federico Gdmezd. La sangre
fue obtenida enw Jjeringas desechables estdriles,utilizdndose como
anticoagulante 10 UJ de heparina (HEPARth—1000,20th Century Chemi-
cal de Mexico,5.A. de C.V.)por cada ml «e sangre.lLa separacidbn se

realizd siguiendo la metodoleogla de Boyum (fld)modificada.

a. Procedimientoi:ba sangre obtenida y colocada en tukos de 15 m)
de polipropileno({Polypropylene tubes 25317, Corning Glass Works,
N.Y.) fue dilulda ¥ mezclada en solucibn salina isotédnica a volu-—
menes igualesyluego se le adiciond Ficoll-Hypaque de una densidad
de 1.077¢{el cual permite la separacidn,por gradiente de densidad
y centrifugacidn,de los mononucleares—los gque forman una capa en
el sobrenadante~de los PMNs y eritrocitos)coloc&ndolo en la base
del tubo en un volumen de fié&jpor diferencia de densidad la co-
lumna sangulnea queda superpuesta a la capa de Ficeoll-Hypagque.
Luego de centrifugar a 1500 revoluciones por min (R/m) a 4 grados
centigrados durante 29 minuvtos,se desechd el sobvenadante,incluf-—~
da la capa de mononucleares,y se vaesuspendid el hotdn,conteniendo
PMNs v eritrocitos,en igual volumen de solucidn salina isotdnicag
una vez mezclada se le agregd dextran al &% en volumen 1:3 y tras
nueva mezcla por agitacidn suwave,se puso & sedimentar en incuba—

dora a 37 grados centlgrados con CO al %%. Este paso permite 1la
2



separacibn—por sedimentacidn—de los PMNs que quedan en suspensibn
de los eritrocitos que sedimentan. A los 20 min de incubacidn,se
pasd el sohrenadante a otro tubo,igualmente estédvril, vy se centri-
fugd a 1500 R/m durante 10 minutos. Luego de decantar el sobyre-
nadante,el botdn conteniendo PMNs vy eritrocitos residuales se la-—.
vb una vez con solucidbn salina isotbnica v posteriormente se pro-—
cedib a lisar los eritrocitos residuales resuspendiende el bhotdn
celular en clorururo de amonio al 0.85% y dejAndeo reppsar a tem—
peratura ambiente (22 grados ) durante 10 min.Luego se lavd nue—
vamente con solucidn salina isotdnica y el botdn resultante, lue-
go de decantar el sobrenadante se resuspendid en 1 ml de Solucidn
salina balanceada de Hank (SSBH) pasando finalmente a realizar el
recuento cdel ntimero de PMNs obtenidos,con control de la viahili-

dad y pureza.

. Recuento de PMNs: El recuento del nlimero de cklulas se realizsé
en micrescopio dptico, utilizando la cdmara de Neubauner en la
que se colocd una alicunta de una dilucidn i:d de la s=suspensidn
final.Se obtuvo el ndmero de cdlulas poy cuadrante vy se calguld
el ndmero de células/ml utilizando la siguiente fdrmula:
d
No de células/ml=No de cdlulas por cuadrante % 5 » 1Q
c. Viakilidad y pureza: Se covrobord la viabilidad de 1lps PMNs
por tdcnica de exclusidn del colorante supravital azul ¢ripano
(el principio radica en que las cklulas vivas excluyen el colo—
rante, el cual tife en cambio las cllulas muertas) contando el
porcentaje de cklulas tetidas con azul trlpano en muestra tomada

de una mezcla de volhkmenes iguales de la suspensibn celular y el



colorante preparada inmediatamente antes de la lectura.
La pureza se controld por examen de frotis preparades de 1la

suspensibn celular final y tefiido con la coloracidn de Wright.

B. ESTUDIU-DE LA CAPTACION INTRACELULAR DE CLINDAMICINA.

a. Fundamentos.

El estudio de la captacidn de clindamicina por los PMNs lo
realizamos siguiendo la tecnica de Johnson y Hand(11S)con modifi-
caciones.Esencialmente se basa en el empleo de una tetcnica de cen
trifugacidn con velocidad y gradiente, utilizando una minicentri-
fuga de altas wvelocidades de centrifugacidn.Se wutiliza LYy
gradiente el cual permite la separacidn de las cdlulas de la so-
lucidn.Un gradiente de este tipo puede prepararse colocando en
viales de polipropileﬁo aceite siliconado ¥y por encima,la suspen—
sidn celular.Al ser sometidas a alta velocidad de centrifugacidn
(mayor de 6000 R/m), las cdlulas atraviezan el aceite siliconado
alcanzando el planeo inferior del vial, en tanto gque la solucidn
noyel cual queda por encima de la capa de aceite siliconado.S5i en
la base del vial,se coloca una suhstancia que 1lise las células
como el Acido fdrmico,las cdlulas al alcanzar esta capa experi-
mentardn lisis por lo que liberard&n su contenido. Por lp tanto,si

se incuban cklulas PMNs,con  una substancia radiomarcada

3
fgeneralmente marcada con tritieo (H 2] v luego una mupstra de la

misma se somete a centrifugacidn sobre un gradiente formado por
dcido fbrmico y aceite siliconado,podrd conocerse la fraccibn de
captacibn intracelular de la substancia por medicidn de las cuen—

tas radiocactivas en los diferentes estratos. En nuestro caso, si

SE



incubamos PMNs con clindamicina triti#da,ksi_estQ es :éptado in—-
tracelularmente,empleando esta metudning!a,los PMNS likerardn al
fdrmaco en la capa de Acido fdrmico y la parte no captada del an-
tibhidtico gquedard en solucidn en el estrate superior del vialden-—
cima del aceite siliconado).Los diferentes estratos pueden ser
separados por corte{previa congelacidn de los viales a —50 gradaos)
y la cantidad de antibidtico de cada uno de ellos puede ser cuan-
tificada en contador de centelleo llquido,expresdndose las cuen—

tas radiocactivas en cuentas pov minuto {(cpm).
k. Medidas de seguridad.

Como en esta técnica se emplea material radicactivo,nos hemos
sujetado a las recomendaciones y condiciones dictadas por el Ins-
tituto Nacional de Investigaciones Nucleares{ININ) de los Estados
Unidos Mexicancs,en cuantp a auvtorizacidn de trabajo,brea exclu-
sivamente destinada al desarrollo de técnicas radicactivas, pre-
cauciones en el recibimientoyalmacenaje,conservacidn,manejo vy
desecho del material radioactiva, ¥y medidas de proteccidn perso-—

nal vy de los demds integrantes del laboratovio,.
c. Resistencia de los viales.

Para el desarrollo de esta técnica empleamos viales de poli-
propileno de 400 ul de volumen.Para evaluar la resistencia de los
viales a la fuerza de centrifugacidn, v debido a la necesidad de
tener esta seguridad por el trahajo con material radioactivo,via—
les conteniendo soluciones no radiocactivas fueran centrifugadas

a velocidades de diferentes rvevoluciones por minuto: S5000,7000,



9000,10000 y 12000 R/m,du'ﬁant'éi‘i tiempos jJQF;‘ébles:i.S',S,?,y 10 min
en una micrncentr!fuga(ﬂicruceﬁtﬁlfugé;hndé;q 12,Beckman Instru-
ments Inc,Spinco Divisinn,Palé?Alfa,Cé5 DSA${ comprobamos que a
partir de 3000 R/m,el 10% de los Qiales experimentaban ruptura,
aumentando el porcentaje al JI0% a 12000 R.Por esa razén decidimos
tirabajar con una velocidad de centrifugacidn de 7000 R/m.Caon aesta
fuerza de centrifugacidn,el tiempo tras el cual se formabka un bo-
tén 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 siliconadeo SF~1250 (Harwick, Wilmington,
Mass.,LISA).En base a observaciones preliminares de que parte de
las cdlulas eran retenidas pos—centrifugacidn en el estrato supe-~
rigr del gradiente formado por 20 ul de Acido fdrmice al 83% vy
100 ul de aceite siliconado enw capas sucesivas, sin atravezar la
capa de aceite siliconado,recurrimos a disminuir 1la tensidn
superficial del aceite siliconado adiciondndole tween 20 al G.1%.
Con esta maniockra,se producfa el paso efectivo de las células a
la base de los viales,lo cual corrohorames substituyendo el Acido
fdrmico por el colorante violeta de Turk{el cual no lisa PMNs) en
la kbase de los viales y cuantificando el contenido celular de
esta capa.De esta forma,erl aceite siliconado separaba las cdlu-
las de la soglucidn,

Con el fin de demostrar que el aceite silicgonado con tween &0
al 0.1% no deja pasar soluciones,al centrifugarlo a 7000 R duran-
te 7 min.,procedimos & colocar en lugar de la suspensibn celular

lar,200 ul de soluciédn salina balanceada de Hank con voJjo neutro.
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En experimentos previos pudimos aobservar que tanto el Acido for—
mico v el aceite siliconado {(ambos de color hlanco) adgquieren fa-—
cilmente el color de 1a solucidn anterior.Asf,constatamos que logs
colores del dcido fdrmico y del aceite siliconado,permanectan sin
cambios pos—centrifugacidnien camhio,si se substitufda la capa de
aceite siliconado por Ficoll-Hypaque 1.077,81 se producta colora-
cidn de ambos.

Con estos experimentos,alcanzamos la conclusidn de la utili-

dad del aceite siliconado como separador de cdlulas—solucidn.

e, UWtilizacidn de PMNs fijados con glutaraldehido.

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

ern la base de los viales, mo fuera simplemente el resultado de
arrastre pasivo por agentes particulados,utilizamos como control
ctlulas PMNs momificadas(c&lulas muertas),en las gue no puede ha-—
ber penetracibn intracelular.lLa momificacibdn se realizd tratando
las cklulas con glutaraldehido a1 1 %, por el siguiente procedi-
miento: PMNs a una concentracidn de 5X106/m1 fueron inicialmente
incubados con 2 ml de Glutaraldehfdo al 1% (Glutaraldehyde grade
IT1,Sigma Chemical Company,USA)durante 3¢ min, a 4 grados centfgra
dos;pas~incubacidn se lavaron las cdlulas con solucidn halanceada
de fosfatos(SPF),centrifugdndolas a 1500 R/m durante 10 minutos,2
vecesjluego de decantado el sobrenadante, el botdn se incubd con
2 ml de glicina 0.1 M ( Glycine,Sigma Chemical Co.,USA) durante 5
min a temperatura ambiente(22 grados centligrados),tras lo cual se

lavd 2 veces con SBEF, suaspendidndela finalmente en SSBH para su u

tilizaciédn,.
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Comprohamos gue cuando la suspensidn con PMNs fijados con
glutaraldehlido era puesta a centrifugar sobre el gradiente antes
descrite, se producla la separacitn de cklulas-solucidn por efec—

to del aceite siliconado.

-

3
f. Clindamicina Tritiada(H >.

3
La clindamicina H wutilizada para los estudios de captacibn

intvracelular (Lote No 2353-054,NEN Products,du Pont de Nemours &
Co.Inc.>posela una radioactividad de 342 milicuries por milimelj;
se mantuve refrigerada a 4 grados centigrados y las diluciones
afiadidas a la suspensidn celular fueron preparadas inmediatamente
antes de los ensayas.

Las lecturas de la substancia radioactiva se realizaron en un
contador de centelleo Packard 300 R,utilizando como solvente vy
amplificador una solucidn de tolueno—PPO-POPOP (Ver anexo 1). Las

cuentas radicactivas se expresaron en cuentas por minutol{cpm).

g. Procedimiento.
&

PMNs (5X10 jobtenidos.de adultos voluntarios sanos como pre-
viamente se ha descrito, fueron incubados con clindamicina H 3a
concentraciones de 0.5,2, S, v 10 ug,durante 30 minutos a 37 gra-
dos centligrados en atmésfera con CO al S%jla eleccidn de este
tiempe de incubacibn se bash en infﬁrﬁes gue reportaron dque la pe
netracidn intracelular del fArmaco alcanza su meseta en este lap-—
80 .Como control del ensayo se utilizaron 1)Solucidn balanceada de
foesfatos con vojo wneutro y 2)PMNs fijados con glutaraldehfdo al
1% 4108 cuales tueron incubados convi similares concentraciones de

3
clindamicina H vy en iguales condiciones.
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Pos—incubacibn,se tomaron alicuotas de 200 ul de las diferen-—
tes muestras,por duplicado, Yy se colocaron en viales de 40d ul de
pelipropileno gque contenfan un gradiente formado por 20ul de Aci-
do farmico al 88% y 100 ul de aceite silicunadu con tween 20 al
0.1% en capas sucesivas.S5e procedid 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 pash a separar por
corte con hoja de bisturf No 21 las diferentes capas del vial, las
cuales fueron colocadas en tubos de plistico de &6ml que contenlan
—-caomo solvente v amplificador de lecturas-5S ml de la seolucidn de
toluena~PPO—~POPOP v finalmente introducidas enm un contador de
centelleo ilquideo Packard 300 R para sus lecturas las que fueron
éxpresadas en cpm. Se procedidb luego a calcular la fraccibn de

captacibn intracelular(FClempleando la siguiente fbrmula:

cpm botbdn + cpm aceite
FC= o
cpm saobrenadante

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

a. Preparacidn de Clindamicina.

Para estudiar el efecto de la clindamicina sobre la funcibn
de PMNs in vitro, utilizames 1la sal clorhidrate de clindamicina
{Lote 0130 A,Potencia 0.5540,Upjoim,5.A. de C.V.,MExico D.F., M&E-
#icod)ijfue disuelta por endrgica agitacidn en solitcidn salina hba-

lanceada de Hank a una concentracidn de 1000 ug/ml de la bhase. La

-
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solucibn antibidtica fue mantenida en refrigeracidn a 4 grados
centlgradeos y fue wutilizada en el curso de la semana de su

preparacién.
k. Tratamiento de PMNs con clindamicina.

FMNs separados de sangre perifdrica de adultos voluntarios
sanos fuerqn incubados,en concentracidn de 5X106/m1,cnﬁ 2y 10 ug
de clindamicina,o con igual wvolumery de S8BH como control,a 37
grados en atmdsfera de CO al S% durante 30 min.Pos~incubacibn,se
procedid a lavar las célu?as con S5BH centrifugdndolas a 1S00 R/m
durante 10 min y resuspendidos finalmente en S5BH a una concen-
tracibn de 5x103m1 para los ensayos de capacidad bactericida y de
2x106/m1 para los ensayvos de guimiotaris,reduccidn de nitroazul

de tetrazolio,y quimioluminiscencia.

c.buimiotanis

Quimiotrayente. Litilizamos para el ensayo de quimiotaxis como
guimipatrayente suere AB activado.Radica en el principio de 1la
activacidn del sistema del complemento por la wvia alterna al
incubar suero con substancias como endotoxinas,agentes particula-—-
dos,diversos microorganismos con la consiguiente generacidn de
productos secundarios como C a de poderosa accidn quimioatrayente
sobre los PMN3(116).E1 sueroEAB lo obtuvimos del Centro Nacional
de la Transfusidn sangulinea-85,el cual fue alicuotade y manteni-
do a —20 grados centfgrados hasta su uso.

Como activador del suero se empled zimosano(llé&)(levaduras de

Saccharomyeces cereviciae,Sigma Chemical,Co.,USA) el cual fue sus=—
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pendidoymediante vigorosa agitacidn en vortex,en SBF en una con-
centracidn de 10 mg/ml y hewrvido durante 30 minjposteriormente se
realizaron 2 lavados en SBF,para resuépenderlo finalmente en SSEBH
a una concentracidn final de 10 mg/ml (20--30)(106 levaduras/ ml) vy
mantenidos en alicuoctas de 1 ml a =10 grades centlgrados hasta
SU WS0.

Para la preparacibn del gquimioatrayente,los viales de zimosa-
no,luego de descongelados vy lavados una vez, fueron incubados con
suero AB al 20% en SS5BH durante 30 min a 37 grados centigrados en
atmdsfera de CO al S%,tras 1o cual se centrifugd a 3000 R/m a d
grados centlgradis durante & min jfinalmente el sobrenadante(sue~

ro AR activado)se alicuotd vy conservd a —50 grades hasta su uti-~

lizacidn como guimioatrayente.

Procedimiento. El1 ensayo qgquimiothctico lo realizamos siguiendo la
metodologla de Fulk,Goodwin v Leonard{l17),empleando una microch—
mara de 48 pozos(dZ well Neuroprobe,Bethesda,Mariland) y filtros
de nitrocelulopsa de 120 um de espesor con poros de 3 um de didme—
tro (Nucleopore Corp.,Pleasanton,CA),los cuales Ffueron humedeci-
dos en solucidn balanceada de Gey—Hepes—-Albiminadlver Anexo 1) an—
tes de su uso. El quimioatrayente se colocd en los pozes inferio-
resyutilizando como testigo(migracidn al azar)SSBH y 1los PMNs ce
aplicaron en los pozos superiores{en voldmenes de S0ul de la sus-
pensidbn celular de 2X106/m1). Los ensayos fueron realizados por
triplicado.

La cAmara una vez montada fue incubada a 37 grados en
atmbsfera de CO al S% durante 1 hora; al cabo de este tiempo,se

z
retird el filtro el cual luego de fijacidn en etanol—-agua 1:1 du-
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rante por lo menos 2 hs se tifd con hematoxilina., €1 filtro fue
montado para su lectura en portaobjetos con resina histoldgica
{Sigma Chemnical Co.,USA).La interpretacidn se realizd segdn el
mdtodo de Zigmon y Hiprsh (118) utilizando para tal efecto un mi-
croscopio de luz convencional,midiendo por okservacibn con el ob-
jetivo de 10X la distancia migrada en um {(desde donde se ewncuen—
tra 1a mayor densidad de cklulas hasta el plano donde se observen
cuando menos 5 ecplulasd,que se traduce por el recorrido del tor-—

nillp micrométrico graduado.

d.Reduccion del nitvroazul de tetrazoliogdNAT)

La determinacibn de este ensayoe se realizb siguiendo el pro—
cedimiento de medicidn cuantitativa de la reduccidn de NAT de
Baehner y Nathan (119) con modificaciones. Para ello utilizamos
los siguientes reactivos:1)NAT al 1% en S5BH,2) Acido clorhidwico
al 0.5 N 3)dimetilsulfdnido(Sigma Chemical Co.,USA):)lavaduras de

Streptomyces cereviciae en solucidn salina(20-30X10 levaduras/ml)

como particula a fagocitar.

&
Procedimientes PMNs(2X10 en 1 ml de SSBEH sin rojo fenoll)se incu-—

haron con 100 4yl de la solucidn de levaduras de Streptomyces
cereviciae vy S00 ul de MNAT al 1% durante 1 hara a 37 grados en
atmbsfera con GO al S%.La reaccidn se pard adiciondndole 500 ul
de HCL &l 0;5 Nfluego se centrifugh a 1S00R/m durante 10 min.Al
gsedimento obtenido,lueéo de decantar el sobrenadante,se agregd 1
ml de dimetilsulfdxido para extraer el formazdn y se procedid a

leeyr la densidad dptica de la solucidn final en un espectrofotd--

metro Beckman modelo 2&6,a una langitud de onda de S70nmyutilizan-—
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da como bhlanco de referencia al dimetilsulfdxyido.

e. Guimioluminiscencia

Otra funcibn de los PMNs que se evalub fue 1a'emi5ibn.de luz
por PMNs en respuesta al estimulo fagocltico o quihioluminis:en—
cia,el cual constituye un sensible indicador dé la. capacidad
fagocitica y bactericida de 1los PMNs. Para tal efecto wutilizamos
el método de Selveraj vy col(120),con modificaciomes,incrementando
la sensibilidad del ensayo con la adicibn de luminol(S—amino—2,3~
dihydro—t,d-phthalazinedione)fquimioluminiscencia amplificada por
luminol].Como particula a fagocitar se utilizd zimosano, el cual
fue opsonizado por el procedimiento siguiente:Viales con 10 mg/ml
de zimosano,preparados como ya se habia descrito, fueron
descongelados,lavados vy posteriormente incubados con suero AB al
20% en SSBH por 30 minutos a 37 grados en atmbsfera con CGp al
S%.Luego de centrifugados,se utilizd el sobrenadante como qui;iu—
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 particula a fagocitar.

Ensayo de guimioluminiscencia:s En viales de vidrin de centelleo
de 20 ml de volumen se procedid a colocar 100 ul de PMNs{concen-
tracibn de 2x106/m1),100 ul de 1a solucidn de zimosano opsonizado
(particula a fagocitar),100 ul de luminol{como amplicador lumlni-

co», adicionAndole tinalmente SSBEH hasta un volumen final de 700

uwlsse utilizaron como controles los siguientes sistemas:
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1) PMNs + luminol + SSEH

2) zimosano + luminol + SSBH
El primer sistema se utilizd como referencia de cambio de 1la
actividad oxidativa desencadenada por el estimulo ¥y el segundo,
sirvid como contrel del backgraund del aparato de lectura,ya que
no debla producir cuentas.

Los ensayos fueron por duplicado, y a temperatura ambientej
las lecturas se realizaron en un contador de centelleo liguido
Packard 300 R, mididndose la luz emitida durante el enfrentamier-—
to fagocltico durante una hora,en ciclos repetidos de 0.10 min.
Los resultados se expresaron en cuentas por minuto(cpmliy se con—
siderd al momento de rrealizar los andlisis comparativoeos 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 meétodo de Ed-—
wards vy col(121),cor modificacriones.Consiste en un micrométodo lo
cual proporciona wventaja en cuanto que utiliza menor ndmero de
células que las metodologfas habituales para estudiar esta Ffun—
cidbn.Fundamentalmente consiste en incubar en microplacas de
titulacibn PMNs y bacterias, previamente opsonizadas, realizando
cuenta de unidades formadoras de colonias{UFCYal inicioc y al tépr-

mino del periodo de incubacidn.

Preparacidn de la bacteria: Utilizamos como gérmen para medir la

funcibn microbicida de los PMNs una cepa de Staphylococcus aureus

resistente a Clindamicina(CIM > 128 ug).La razdn de utilizar un

gdrmen con este patrdn de sensikilidad antihidtica fue para que



vermitiera discriminar un eventual efecto modulador del f&rmaco
sobre la funcidn microbicida de los PMNs de su efecto coemo anti-
bidtico.

La bacteria se cultivd para su uso en caldo de soya triptica-
sa,durante 18 hs ("overnight") a 37 grados centligrades ( bacteria
en fase logarfitmica de crecimiento).Para su utilizacidn fue la-
vada 3 veces con solucidn salina centrifugando a d grados y 6000
R/m durante 10 minutos y resuspendiendo finalmente en SSBH. Para
conocer la concentracidn bacteriana por ml se proacedid previamen-—
te a correlacionar la escala de Mc Farland de densidad hacteriana
por ml con densidades bpticas en un espectrofotbmetro Beckman
modelo Zé&,realizande 1l1as lecturas a 9S40 nm de lpngitud de
onda. Tal correlacidn puede observarse en la tabla & ,cuya va-—
lidez 1o confirmamos por el mitodo de dilucitn de 1a suspensibn
bacteviana,siembra en placas y cuenta de UFC.

TABLA &

CORRELACION ENTRE ESCALA DE McFARLAND Y
DENSIDAD GPTICA

Escala de McFarland Densidad dptica Bacterias/ml
1 0.358 3X108
2 0.660 6X108
3 Q.780 ' 9!108
4 1.020 12)(10B
=) 1.130 15X106
& 1.273 15)(108
7 1.383 21X10e
8 1.580 24!108
2 1.665 27)(10B

10 1.770 EOXIOB
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Una vez construalda nuestra escala de densidad dptica, las lectu-
ras de las concentraciones béctérianas se realizd espectrofotomd-
tricamente y fueron ajustadas a la concentracidn de 108/m1 para
su ogsonizacidn,la cual se realizd incubando G.1L ml de la suspen—
sidn bacteriana con suero AB al 10% en SSBH 10 minutos antes del
ensayo microbicidadconcentracidn bacteriana final de 107/m1 opso—
zado con suero AB al 10%).

Ctlulas: Para el estudio de esta funcidn de PMNs,las cdlulas,ob-—
tenidas como previamente se ha descrito,se ajustaron a una
concentracidn de 5X106/m1 en SBF.

Placas de agar de soya tripticasa: Para las cuentas de LFC se
utilizaron placas de agar soya tripticasa(Bioxon de Mdéxico,5.4A.
de C.V.)j;para su preparacidn,el polvo de TSA al 4% en agua desti-
lada, fue esterilizado en autoclave a 121 grados(iS libras de pre—
sidn) durante 15 minutos, vy distribufdo en placas de petri en
voldmenes de 15 ml por placa,las que luego se dejaron a tempera-—
ra ambiente para gelificacidbn y sometidas a un control de esteri-
lidad de 48 hs antes de su ueilizacidn:‘

Procedimiento: En microplacas de titulacidn de 92 pozos de fondo
redondeado,se colecaron por poze 80 ul de la suspensidn celular y
80 ul de la suspensidn bacteriana opsonizada como se indicd antes
(Relacidn PMN/bacteria de 1:2).Los ensayos se realizaron por
duplicado.lna wvez montado el ensayo microbkicida,las microplacas
se incubaron a 37 grades en atmdsfera de CO al S%, en agitacidn
durante 120 min.Antes de la incubacidn y al tériinu de la misma,

se preoecedid a tomar una allicusta de 10 ul de cada mezcla fagoci-

tica,las cuales fueron diluldas 4 veces en agua destilada(lo cual
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permite 1a lisis de los PMNe) v se sembrd 0.1 ml de la dltima di— ;

lucidn en placas de agar soya tripticasa con asa " de - v:dhin.;Lasf;

placas sembradas fuerpn incubadas a 37 grados durante 1B'h5 trasi:'

la cual se leyeran las unidades formadoras de colonias(UFC),usan—iﬁij

do un contador de colaonias Quebec{American Optical Buffalo, USA).
Los resultados fueron expresados como logaritmu(1ug)_dgf,diﬁmxnu~r
cidbn del ntimero de UFC pas—incubacidn:

UFC a los 0 min
Log de reduccidn sS—rm—m——mem—ma e e e

bacteriana UFS a los 120 min

g.Validacidn del migromédtods de estudioc de funcidn microbigida

Para validar las modificaciones y eficiencia del micremétodn,
lo comparamos en experimentos previecs realizados en farma parale-—
lascon el ensayo clisico de capacidad micrpbicida de P Guied122).
Para este fin,colocamos en un mismo tubo 0.5 ml de una suspensibn
de 10Zm1 de PMNe ,CG.1 ml de suero AB como opsopizante, 0.1 ml de la
suspensidn bacteriana preparada como se ha indicado (108/m1) Y a-
justandno el wvolumen con SSBH tasta completar 1 mi{Relacibn
PMN/bhacteria de 1:2). Los tubos fueron incubados ewn agitacidn  en
condiciones similares al micrométodo,durante 120 min.Al inicio vy
al tdrmine de la incubacidn,se tomd una allcuota de 10 ul  de 1a
mezcla fagocltica,la cual fue dilulda 4 veces en agua destilada,
agitada endrgicamente,sembrando 0.1 ml de la dltima dilucidn en

placas de T8A,las gue ¥Fueron incubadas,lefdas e interpretadas de

forma similar a comoe s2 procedid con el micromdiodo.
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mediado por mieloveroxidasa(MPO)

Para evaluar el efecto de clindamicivwa sobre el sitema micro-—
bicida mediado wor MPO de los PMNs,procedimos a realizar el en-—
sayo montando un sistema likre de células. Componentes del mismo
fueron MPD.HFDﬁy camo fuente de haluros cloruro de sodio,siguien—
do el métodozd; Clark y Klebamoff (123).Las lecturas de las reac—
ciones se realizaron en contador de centelleo llgquido Packard IQO0
[mdtodo de AllendclZzd)].

La enzima mieloperoxidasa que utilizamos durante los experi-
mentos fue proporcionada por el Dirr. Robert Clark (Departament of

Medicine,University of Iowa,lowa City,IA S22d2), la cual fue pre-

parada de PMNs caninos por el mdtodo de Agner(123).

Procedimiento: Log ensayos se realizaron en viales de wvidrio de
20 ml de volumen,en los gue se colocd la mezcla microbicida cons-—

titulda por 90 unidades de MPO, SX10 JM de H 0, y 0,1 M de NaCl
utilizando como amortiguador SBF hasta alcan:a: un volumen final
de 700 ul. En paralelo,a viales con la misma mezcla se agregd 2 vy
10 ug de clindamicina .Igualmente,para determinar si clindamicina
puede actuayr como cofactor del sistema mediado por MPO, a wviales
con 90 Ut de MPO vy SXIO_S H O, se adiciontd el Ffarmaco en las

concentraciones anteriorei.z Todos los ensayos se realizaron
a temperatura amhientel(a 22 grados) y por duplicado. Las lecturas
se realizaron en el contador de centelleo antes descrito expre-—

sdndose la magnitud de la reaccidrnes en cuentas por minutolcpm).

72



IX. ANALISIS ESTADISTICO. -/

La expresidn de los resultados y_loéﬁahélisis' éstad!sticos

variarion segdn la funcidn estudiada:(125-1263.

Captacidn intracelular de clindamicina.

Los resultados se expresaron como fraccidn de captacidn intra-
celular; en cada concentracidn examinada se contrastaron con los
resul tados de tal fraccibn al utilizar PMNs fijados con glutaral-
dehldp.Se utilizb el estadigrafo no parambtrico U de Mann—-Withney

vya que no hubo distribucidén normal por pruebas de sesgo y curtosis.

Geimiotanis.

Los resultados se eXdpresaron en um de migracibn y se demostrd
homogevneidad de varianzas de los grupos por lo gue se utilizd pa-
la contrastacion el andlisic de varianza de bhlogues aleatorizados
(para diferencias generales) y la T de students para muestras

pareadas para diferencias entre grupos.

Guimipluminiscercia.

Los resultados fueron expresados en log de las cpm considerando
para los andlisis el pico medio de :pmlg las cpm a los &0 min.
Los PMNs utilizados para evaluar los efectos de Z ug por una par-
te y 10 y 100 ug por otra parte,no provinieron de los mismos
donadores.En el primer caso al no constatarse distribucidbn nor-—

mal,para encontrayr significancias se utilizd la prueba de Wil-

coxon (pruelra 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 hloques aleatorizados de Friedman para diferencias ge-

nerales v a la de Wilcoxon para diferencias entre grupos.

Reduccidn del Nitroazul de tetrazolio.

Los resultados fueron expresados en densidades dpticasjla bidsgue-—
d¢a de diferencias significantes entre grupos se realizd por el

estad?grafo no paramédtrico U de Mann—Withney.

Capacidad microbicida.

Para la wvalidacidbn del micromdétodo utilizado, determinamos el
el grado de correlacibn positiva con el macrométodo empleando una
medida de correlacidn lineal(r de Pearson).

Para los experimentos en los gue se evalup el efecto de clindami-
cina sohre esta funcidn de los PMNs,la contrastacidn de los gru-—
posCtestigo,2 ug y 10 ug) se realizd utilizando prueba no paramé-
trica para determinar varianza (para diferencias generales) y la

prueba de Wilcoxon para diferencias entre grupos.
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" X. - RESLILTADOS

A. Caracterfstics de 1a'pﬁblaﬁidh celular.

Recuentos diferenciales realizados luego del proceso de zepara—
cidn celular,durante la fase de estandarizacidn,demostrd gque el
5% o mads de las cdlulas obtenidas fueron neutrdfilos polimorfo-—
nucleares (grade de pureza).lIgualmente la viahilidad contreolada
con azul tripano mostrd que el 95% o mas de los PMNs exclulan el
colorante indicacidn de que practicamente todas las células ohbte-—
nidas se hallabhan viables. E1 rendimiento del mdtodo empleado, en
cuanto al porcentaje de PMNs obtenidos a partir del ndmero ini-

cial presente en la sangre extraida,fue del 75% o mds.

B, Captacidn intracelular de clindamicina.

Estudiamos la captacidn de clindamicina por los PMNs tras 30 mi-
nutes de incubacidn.Pudimos constatar gue clindamicina penetra en
los PMhNs en todas las dosis estudiadas. Examinamos primeramente
la captacidn por PMNs fijados con glutaraldehfido y observamos
que la misma no difiere en su TFraccidn de captacidn de las obte~
nidas con clindamicina H3 en S5BH, 10 cual no varid con las dosis
utilizadas del antihidético. As? las fraccidnes de captacidn de
0.5 ug de clindamicina H3 adicionados & SSBH o a PMNs fijados con
glutaraldehido fueron de(X + ESM): 0.0dZ + 0.01 y 0.0d2 + 0.015
respectivamentey para 2 ug fueron de O.0d4R + 0.01S y 0.068 +
0.00%; para 5 ug fueron 0.0d6 + 0.021 y O.047 ¥ 0.01 y final-

mente para 10 ug las fracciones de captacidn respectivas de PMNs

fijados con glutaraldehldo y en SEBH fueron de 0,035 + 0.014 y



0.065 + 0.007 ( Tablas 1,2,3 y d).

Al analizar las fracciones de captacidn de PMNs provenientes
de adultos sanos, la mayor fraccidn de captacidn se ogtuvo cuan—
do los PMNs fueron incuhados conr 2ug de clindamicina HHCTabla 2).
As?, la fraccidn obtenida con esta concentracidn fue de (X + EMS)
0.829 + 0.15,en tanto que para las dosis de 0.5, S y 10 ug las
fracciones de captacidn fueron de 0.475 + 0.09, 0.456 + 0.08 y
0.178 + 0.02 respettivamente (Tablas 1,3 ¥ d4).Al contrastar tcada
grupo con la fraccidn de captacidn de PMNs fijados con glutarai—
dehfdo e incubados con la misma concentracidn de clindamicina Ho,
la mayor significancia se obhtuvo con el grupe incubade a 2 uy (T=
S.8y, p< 0.01 > 0.001)35in embargo,con los demds grupos las dife~

rencias fueron igualmente significativas. As?, con los grupos de

C.3ugyS ug v 10 ug obtuvimos una p< 0,05 jestos resultados refle-

jan gue clindamicina se concentra en los PMNs en todas las dosis

estudiadas,aungue la mayor fraccidn de captacidn se ghservd cuan—

do los PMNs se ingubaron con 2 ug de clindamicina.
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TABLA 1§

-

3
FRACCION DE CAPTACION DE CLINDAMICINA H +

CONCENTRACICON DE ©.5 ug/ml

PMNs PMNs fijados 'SSBH
n=11 n=d4 n=S
0.5623 0.036 0.048
1.200 0.078 0.06d
0.306 0.037 0.015
G.287 0.0%20 0.021
0.821 0.062
0.351
0.316
0.53d
0.356
0.093
- _x — S — -
X=0.d475 + X=0.,0d42 + =0.0d42 +
0.0% 0.01 0.011
+« X + EBM
¥ p<0.05
TABLA 2
: 3
FRACCION DE CAPTACION DE CLINDAMIGINA H +
CONCENTRACION DE 2 ug/ml
PMNs PMNs fijados SS5HBH
n=1i0 n=S n=2z
0.788 Q,039 0.061
0.632 0.004 0.075
0.63% 0.039
0.767 0.035
0.534
Q.e54
0.218
1.666
1.546
©.659
_ _x - _ _ _
X= 0.629 + X=0.0dE + =0 . 088 +
0.143 0,015 0.00%
+ 5(- + ESM
¥ p¢ 0,01
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_ TABLA 3
. , -
FRACCION DE CAPTACION DE CLINDAMICINA H +

CONCENTRACIGN DE 5 ug/ml

U PMNs PMNs fijadas SSEH
=7 o n=3 n=d
0.153 0.,0dd ©.0d8
“0.724 0.045 0.07t
©.0.407 0.048 0.0a7
L 0.293 0.022
0.d413
0.475
0.731
_ .k _ _ o o
X=0.d456 + X=0.046 + T Xm0.047 + -
0.085 0.002 o.011-
X + ESM
X p< 0.05
TAEBLA d
3

FRACCION DE CAPTACION DE GLINDAMICINA H +

CONCENTRACION DE 10 ug/ml

PMNs PMNs fijados S5BH
n=g n=d n=5
0,227 0.122 0,033
O.164d 0.077 Q075
0.213 0,062 Q.069
0.155 0,072 0.078
0.228 Q,065

0.080
Q.257
0.100
— —-* — -~ — —
X=0,178 + X=0.08%5 + X=0,065 +
0.024 0.014 0.007




B ovEss we o peg
SAUR DE 1A pisyigycy

C. Clindamiciwa vy funcidn gquimiotdctica de PMNs.

La respuesta quimiotsctica de PMNs de adultes veluntarios sa-
nos fue (X + ESM) de 120 + 9.6 um(Tabla 5).Pos~incubacidn con
clindamicina,se opbservd gue cuando los neutrdfileos polimorfonu~
cleares se btrataron con 2 ug del fadrmaco,la migracidn guimiotdc—
tica de las cklulas aumentd a 152 + 9 um, incremento estadlstica—
mente significativo(p<0.01).En cambio a la concentracidn de 1i0ug,
la respuesta quimiotdctica wo difirid de los controles (129 + 15

um,pr0.13¥¢(Tabla5).

TAELA S

EFECTO DE tA CLINDAMICINA SCBRE LA QUIMIOTAXIS DE FMNs+

MUESTRA NQ tratados 2 ug 10 ug

1 96 150 95

2 113 1735 158

3 163 194 205

-1 153 153 135

S 167 193 130

[ g0 125 7S

7 92 145 83

& i22 150 105

2 110 113 113

10 110 120 95
- _ - _ % _ _ kX
X= 120 +3.6 X=15=2 + 2 =129 + 15

_— ———— —— i e Bk P et B e R e A e o b e b e it b

+ migracidn en um,f + ESM
¥ p £0.01i,comparado con el grupo testigo.

¥k p >0.1i,NS,comparado con el grupo testigo.

C. Clindamicina vy reduceibn de nitroazul de tetrazolio de PMNs.

Esta prueba que mide la capacidad oxidativa inicial de los



PHNskgeneracidn de anidn superdnido)fue utilizada para evaluar el
efecto de clindamicina sobre la capacidad fagocltica de los PMNs.
Pudimos observar gue si bien cowm las concentraciones de 2 v 10 ug
de clindamicina aumentd la capacidad de reduccidn de NAT,medi-
da cuantitativamente,&e les PMNs tratades,sin embargo,solo el in—
cremento pos—~tratamiento con 2 ug alcanzd significancia estadis-—
tica al compararlas con los contraeles ( Q.389 ¥ 0.05 vs 0.286 +
0.0%, p<0.0S).Tabla 6. '
TAEBLA &
REDUCCION DE NITROAZUL DE TETRAZOLIO DE PMNSIY

EFECTO DE CLINDAMICINA +

MUESTRA NO tratados 2 .uyg 10 ug

1 0.306 0.200 0.220

2 0,230 0.385 0.332

3 0.225 0.327

d Q.267 0.267 0.404

S G.408 0.555 0.230

6 0.409 0,582 0.530

7 0.268 0,266 ‘ 0.306

3 0.150 G.356

Q a.298 0.306

10 0,452 0.652
_ - * - kX
X= Q.303 + X=0.389 + X=0.347 +

G.03 a.05 .04

+ Lecturas a D.0O. de 570 nm,X + ESM
¥ p < 0,.05,al contrastarlo con el grupo testigo.

% p > 0,1,NS,al contrastarlo con el grupo testigo.

D. Efecto de clindamicina sobre la quimioluminiscemncia de PMNs.

Evaluamos el efecto de clindamicima sobre esta funcibn fago-
citica con PMNs provenientes de 30 adultos sanos. En la irealiza-

cibn de este ensayo,15 muestras se trataron con 2 ug de clindami-—
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cina y las utr&s 15 con 10 ¢y 100 ug, ¥ las respuestas de quimio-
luminiscencia se compararon con testiges sin  tratamiento prove-
nientes de los mismos donadores.No hubko diferencias en la capaci-
dad fagocltica basal(sin tratamiento), medida por esta metodolo-
gla,entre la pohlacidn de PMNs gque se tratd con 2 ug (X ¥ ESM,cpm
log 6.13 + 0.09) ¥ la pohlacibn que se tratd con 10y 100 ug
(cpkolog 6£.08 + 0.1,p>0.123s5in embargo,luego de 30 min de incu-
bacibn,szoconstatb-un incremento signifiecativo en la quimiolumi-
niscencia de los PMNs cuando fueron tratados con 2 uwg de clinda—.
micina, tanto en el pico de la respuesta(cpm log 6.26 + Q.0%,
p<0.004) como a los -60 min (cpm log &£.06 + 3?09,p<0.001), al
compararlos con las cuentas basales(Ta;?as 7 v 8).En cambioyno se
observd este incrementeo cuando los FMNs fueron tratados con 10 o
100 ug de tclindamicinaysinoe por el contrario una disminucidbn sig-
nificativa de las cpm,tanto en el pico como a los &0 min., As?,las
cpm del pico mediog fueron de log 5.8% ¥ 0.7 (p€0.,.02), para PMNs
tratados con 10ug del faArmaco vy ;g log 5.79 + 0.17 (p<0.02)para
PMNs tratados con 100 ug.(Tahklas 910y 10>, A los &0 minu-
tog,mientras las cpm de PMNs no tratados fueron de (f + ESM) de

S5.76 + 0.11, los PMNs preincubados con 10 o 100 ug presentaron

S5.48 + 0.1% y S.42 ¥ 0.67 cpm respectivamente (p< 0.03).
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TARLA 7
EFECTO DE CLINDAMICINA SOBRE LA CAPACIDAD FAGOCITICA DE PMNs
METORO DE Ruimioluminiscencia
pico medio de cpm +

MUESTRA sin tto. 2 ug
1 &.40 6.58
z 6.33 6.62
3 6.52 6.51
d &.0% 6.15
5 6.20 &.42
& 5.89 5.93
7 6.47 &.49
& 6.35 6.57 .
9 6.47 £.55
10 ©.59 &.67
11 5.59 5.90
1z 5.89 6.21
13 S.74 5.92
14 5.55 5.64
15 5.52 5.72
X= &6.13 ¥ 0,09 X= 6.26 + 0.09 X

+ cpm en log ,i + ESM
i0
X P < 0.004d4

TAEBLA &
EFECTO DE LA CLINDAMICINA SOEBERE LA CAPACIDAD FAGOCITICA DE PMNs
cpm a los 60 min.+

MUESTRA Sin ttp. 2 ug
1 6.32 6,56
2 6.24 &.59
3 6.01 &,0d
[ S5.83 S.86
=1 &.12 6.23
& 5.76 5.85
7 65.08 6£.21
c] &.15 6.45
9 &.08 6,26
10 &.04 &.17
11 G6.4dd4 65,22
1z S.49 S5.95
13 5.0% T.36
1d 5.36 S.d49
15 S5.d6 S.60
X= 5,89 + X=6.06 + %
0.11 0.09
+ cpm en log % + EMS
10

¥ p< 0.001



TABLA &

EFECTO DE CLINDAMICINA SOBRE LA CAPACIDAD FAGOCITICA DE LOS PHMNs

METODG DE vimieluminiscencia

MUESTRA

CRANPARUWKN—

+ cpm en log

¥ Prueba de
Prueka de
testigo.

¥x Pruehba de
testigo;

pico medio de cpm +

sin tto. 10 ug 100 ug
6.135 &,30 &6.56
6.30 &.27 5.70
5.31 5.52 5.13
&.62 6,43 Ea.4l
6.57 6,43 6.6
6.69 6,58 &.53
6.17 5.87 5.81
&.26 5.52 6. 25
6.0t 5.93 S.03
6.12 S.63 5.57
5.29 6.10 5.73
S.2d 3.99 d.16
S5.96 5.9d4 S5.82
S.@d S.09 5.00
5.74 5.39 S.85

- - - — % - -

X=6.08 + X=5.81 + = §5.79 +
0.11 Q.17 0.17

X + ESM

10

Friadman p < 0.005

Wilcoxen p <€ 0.02Z, comparacdo con

Wilcouon, p < 0.02, comparado con

el

el

grupo

grupo

p > 0.d,N5,contrastado con el grupa de 10 ug,
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TABLA 10
EFECTO DE CLINDAMICINA SOBRE LA CAPACIDAD FAGOCITICA DE PhiNs
METQDO DE Quimioluminiscencia

cpm & los 60 min., +

MUESTRA Sin tto. 14 ug 100 ug
1 5.64 6.19 6.34
2 6.19 618 5.65
3 5,05 5.31 4.96
d 6.33 6.21 &.17
5 6.18 &.01 6.02
& 6.38 6.29 6.19
7 6.01 5.32 5,35
& 5.95 S5.06 5.20
] 5.73 .34 5.33
10 5.02 5.0 4.72
11 5.83 5.70 5.45
iz 5.07 3.62 3.7%
13 5.814 S.83 5,63
14 5.76 d4.93 4.8%
15 5.49 .12 5.70

_ _ _ % _ KT}
X=5.76 + = 5.468 + =5.d2
.11 0.13 0.67

4+ cpm en log X + ESM
10
¥ Pruebha de Friedman, p < 0,00S5.
Prueba de Wilcoxon, p < 0.03, centrastado con grupo testigo.

¥¥ Prueba de Wilcoxon, p < 0,03, contrastado con grupo testigo;
p > 0.d4,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 sobire esta funcidn de
los PMNs lo realizamos utilizando wun micrométodo (metodologla de

Edwards > al cual le introducimos modificaciornes en cuanto al

&d



nimeroc de cédlulas,volumen y preparacidn de la kacteria con res-—
pecto a la técnica original. De ah? que para validar el médtodo
io comparamos con el ensayo micrebicida cldsico de PG Bluie ( ma——
cromdtodo,estandar de oro),comprobando que el micromdtodo tenta
un nivel de eficiencia comparable al macramdtodo. Asl,realizamos
11 ensayos en paralelo(utilizando 1a misma pobklacidn de PMNs para
cada ensayo) obteniendo un Indice de reduccidn bacteriana de 3.2
+ 0.27¢(X + ESM) con el micromktodo vs 3.26 + 0.5 con el macromé-—

todo ¢r de pearson de 0.869, p< 0.001)(Tahla 11).

TABLA 11
CAPACIDAD MICROBICIDA DE PMNs MEDIDA POR MICRO Y MACRO—-
+
METODO
MUESTRA MICRAO MACRO
1 3.d0 d.d0
2 3.30 d.40
3 4.07 4.00
4 3.50 4 .00
5 J.33 3.50
& 3.30 3.50
7 3.40 3.33
a J.40 3.33
9 2.64 3.00
10 1,93 2.00
11 1,73 2,00
—- - X - -
X=F.26 + X=3.2d +
Q.28 .25
+ Indice bactericida,log de reduccidn bacteriana.
10

* r de pearson de 0.8699,p< 0.001.



Al examinar el efecto de la clindamicina sobre la capacidad micro
bicida de los PMNs,ohservamos que los PMNs tratados con 10 ug del
fArmaco,presentaron una capacidad micrebicida comparable a los
testigos no tratados(i.éd ¥ 0.17 vs 1.58 + 0.15,p > 0,10 ,ENn cam—
bio tras el tratamiento con 2 ug se observd un incremento signi-

ficativo de esta funcidn ( 2.52 + 0.2d,p < 0.01).Tabla 12.

TABLA 12

+*
EFECTO DE CLINDRAMICINA SOBRE {.A CAPACIDAD PACTERICIDA DE PMNs

MUESTRA 8in 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 1.8
S 2.6 2.5 1.2
& 1.4 1.8 1.0
7 2.2 4.2 2.3
a 1.2 3.0 1.0
9 1.4 2.5 1.6
i0 1.3 z2.1 2.2
_ - - - ¥ _¥Kk
=1.58 + =2,52 + X=1.6d +
0,15 Q.23 Q.18

+ Indice de reduccidn bacteriana,log ,f + ESM
1
¥ p < 0.01 , contrastado con el grupo testigon.

¥k p > 0.5,NS, contrastado con el grupo testigo.
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F. Efecto de la clindamicina sobre el sistema microkicida 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 cklulas de Clark y Kilehanooff. No observamos
ningﬁna modificacibn en las cpm del sistema basal al adicionarla
2,10 o 100 ug de clindamicinascpm log de 6.08 + 0.02 vs 6.03 r
0.017, 65.02 + 0.02 y 6,04 + 0.07 PesggctiVamenta,media de tres
experimentos (Figura 8). Igualmente,al examinar si clindamicina
pudiera actuar como cofactor de este sistema ¢( a travds del Atomo
de cloro de su moldculad,a las diferentes dosis estudiadasc2,10 vy
100 ug)las cpm oktenidas fueron inferiores al 1% del sistema com—

pleto:0.35,0.35 vy 0.13% respectivamente <{medias de 3 experimen—

tos) (Figura @ vy 102,

a7



(PH en Loem

g £ w

W
wn

Fic. 8. EFECTO DE CLINDAMICINA SOBRE
EL SISTEMA MPO-NACL-H,0,*

-4
v

Y o»
o w o o

et
wn

F\\\\\\\\\\\\\\\\\\a
Y,

|

=

_  Testico 2veCL 10veCL
*X+DS
[ 1 ] us

;
[ 1]
(=]
~
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X1. DISCUSION.

Los antibibticos,ademds de su efecto éntihicrnbiano,pueden
influir en algunos aspectos de los componehtes del mecanismo de
defensa del hospedero,entre los cuales se ﬁallan las cdlulas fa-
goclticas,las cuales constituyen el centro de la respuesta ini-——
cial a la invasibn bacteriana. Idealmente,un antibidtico deberla
de ser activo contra bacterias extracelulares—ser capazyentre o-——
tras condiciones {(como buena tolerancia,escasa o nula toxicidad),
de penetrar dentro de las ctlulas fagoclticas y no interferir en
la accidn de las mismas. En este contexto,los antibibdticos pueden
ejercer efectos deletdreos o beneficiosos,las menos de las veces,
sobre la funcibn de los neutrbfilos,lo cual podrla tener implica-
cibn en la respuesta clinica a la infeccidn,ya que una eficiente
funcidn de los sistemas de defensa del hospederoyconstituye un
factor determinante en la respuesta de la terapia antimicrobiana
en pacientes infectados,

En avos recientes,varios antibibticps,han sido investigados
con respecto a suw influencia sohre la funcidn de 1los PMNs. Sin
emhargo,los estudios no han side 1o suficientemente extensos,en
comparacibn a su amplia prescripcidn vy utilizacidn clinica,ni
han tenido una adecuada consistencia. Una de las principales
erlticas a los trabajos surgidos con respecto al efecto de anti-
hibticos en la funcibn leucocitaria,es gue lps diferentes ¢grupos
han utilizado condiciones sumamente variables al examinmar la
interaccidn antihidbicos-cdlulas fagoclticas.As?,se pueden men——
ciomnar el origen de PMNs (humanos vs animal),condiciones de incu-

bacidbn {(ntimero de células,tiempo de la mismal),condiciones en las

@1



que se evalud la funcidn (en presencia o ausencia del antibidti——
co),tdcnica utilizada al examinar una determinada funcidn (dife-—--
rentes técnicas de estudio de quimiotanis,fagocitosis,capacidad
bactericida),gbrmen de referencia paré el estudio de la funcibn
microbicida {(gtrmenes gue al ser sensibles al antibibtico en es——
tudio no permiten diferenciar el efecto farmacomodulader leucoci-
tario del efecto antimicrobiano) y diferentes concentraciones de
un mismo Thrmaco (y generalmente fuera del rango terapbutico).Co-—
mo colorario,las conclusiones con respecto a un mismo antibibtico
con frecuencia han resultado controvertidas y conflictivas (2).

El presente trabajio se enmarca dentro de este campo de la in—
vestigacidn Hospedero—antibidtico,habidndonos enfocado a evaluar
el efecto de una lingocinamida,la clindamicina,de amplia utiliza-—
cidbn actual en el tratamiento de infecciones bacterianas por co——
cos Gram (+) y anaerobios en general.Existen antecedentes con
respectts a este tema. Sin embargo,lo veportado comparte las
criticas a las que va nos hemos referido anteriormente.

Hemos examinado primeramente la captacidn intracelular de
clindamicina in vitro incubando 5!106 PHMNs/ml (ndmewo representa-
tivo de lo gue se encuentra normalmente por ml en sangre perifa--
rica)con concentraciones del fadwvmaco gue se hallanm en las niveles
sdricos que se pudieran alcanzar durante su utilizacidn terapdu-—
tica.,Pudimos constatar gque clindamicina penetra en los PMNs en
todas las dosis estudiadas(0.5, 2, S y 10 ug),conclusidn a la que
llegamos en base a las fraccidnes de captacion ebktenidas con las
diferentes dosis: 0.d75 + 0.09, 0,829 + 0.09, 0.d56 + 0.085 vy
0.178 ¥ 0.024 para 0.5,2,5,y 10 ug respectivamente y compariéndo-—

las con las fracciones de captacidn obktenidas al incubar las

2



mismas concentraciones del antibibtico con PﬂNs‘fijadpé;cnnk'giur'
taraldehido vy con SSBEH (los cuales se utiiizaroh cumn‘:aﬁtrdl);—'
las que resultaron menor a 0.085 en fodos ioé casos._Elieﬁpléo de

PMNs fijados con glutaraldehiﬁo {(cdlulas momificadas en las .que
ne pueden producir se penetraciones intracelulares)como cuntrdl
nos ha permitido diferenciar entre captacidn intracelular y con—
taminaciden de la fraccidn celular per mecanismo de arrastre
superficial por agente particulado durante el ensavyo. E1 hecho
que la fraccidn de captacidn de PMNs fijados con glutaraldehfdo
resultara similar a la obtenida con el antibidtico en solucidn
libre de células (S5BH) confirma lo anterior.Nuestra ohservacidn-
penetracidn intracelular de clindamicina-coincide con lo previa—
mente reportado por otros grupos de investigadoresgisin embargo,a
diferencia de los demds,nosotros evaluamos el ferndmerig de pene-~
tracidn intracelular» con varias concentraciones del fdrmaco,man—~
teniendo constante 1la variable cdlulas.Este hecho,nos permitid
apreciar que la mayor fraccidn de captacidn se produjo gon PiMiNs

incubados con 2 ug de glindamicina(X= 0.829 + 0. 09),que cuando se

utilizaron las concentraciones de 0.5 (X=0,475 ;'0.09), S¢X=0.456
y 0.085);y 10 ug < X=0.176 + 0.024). Esta okservacibn,que las
mayores fracciownes de captacidn se ohtuvieron con las menores
concentraciones estudiadas (0.5, 5 y 2 ug) adquiere importancia
ya que son justamente las encontradas en suero luego de su admi-
nistracidn por via oral o poco despuds del pico sérico cuande la
administracidn del fdrmaco se realiza por via parenteral. Con la
metologta wutilizada,podemos inferir contrastande la fraccidn de

arntibidtico asociada al estrato celular al utilizar PMNs viables,
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con el asociado al mismo estrato al utilizar PMNs momificados,gque

clindamicina se concentra en 1os neutrdfilos entre 2.1 veces en

e e e et — T

A

promedio (0.178/6.085) al ipncubarlo a 10 wug, hasta 17.

veces (0,8029/0.042) a 2 ng. Debe destacarse que estos valores son

aproximados e inferenciales ya que ne realizamos medicidn del
agua intra y esxtracelular,lo cual hubiera sido lo dptimo (115>.
Una vez definido que a concentraciones gue se encuentran

dentro de limites terapduticos,clindamicina se concentra en 1los
PMNs ypasamos & evaluar el efecto del farmaco in wvitro sobre la
quimiotaxis,la reduccidn del nitroazul de tetrazolio, fagocitesis
{(por el método de quimiocluminiscencia) y capacidad microbicida de
los PMNs,funciones que representan los diferentes eventos,luego
de preoducida la marginacidn v adherencia al endotelio vasculayr,
desarrollades por estas cklulas fagoclticas desde la wvasculatura
hasta el sitio inflamatorio,cuyo descenlace firnalmente dependerd
en gran medida por la integridad de cada una de las mismas.

Con respecto & la funcidbn migratoria ,observamos que glin-

damicina a la concentracidn de 2 ug incrementa significativamente

141

la capacidad gquimiotdctica de los PMNs,de 120 E 2.6 um a 1§52
9 um,p € 0.01% a 10 uwg,en cambio,hubo un leve incremento,el cual
no alcanzd significancia estadistica (120 + 9.6 um a 129 + 1S5 um,
p > 0.13.Nuestros hallazgos concuerdan con  lo reportado por
Scevola y c0l1{103)>, y Dleske y ©ol (i02),auncque difiere de 1o in-—
formade por Faden(l0&6) ,Majeski y col{101)>;Como se ha hecho men-—
cidn en los antecedentes,hubieron diferencias metodolbgicas im—
portantes con los demds grupos. No conocemes el mecanismo por el
cual clindamicina pudiera actuar incrementando la quimiotaxis de

los PHMNs ni hemos realirzado estudios adiciornales tendientes a
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dilucidarlo,aunque podrian hacerse éspecﬁla;ibnes en - este sen—
tidojuna posibilidad es que clindaﬁi:ina por su caracter de base
dédhil v tendentia a concentrarse en grdnulos intracelulares (li--
sasomas),puede determinar liberacidn de calcio de los sitios de
depdsito intracelular (fendmeno observado por Styrt vy Klempner)
1273 ,idn que juega un papel central como segundo mediador de la
respuesta leucocitaria.

Hemos analizado tambidn el efecto de la clindamicina sobre la
funcidn fagocltica de los PMNs utilizandeo 2 metodologlas, que mi-
den diferentes etapas del estallido respiratorio gue se desenca-
dena en respuesta al estimulo fagocltico:ldla reduccidn del ni-
troazul de tetrazolio,que mide la geweracidn de anidn superdxido
y 2)la quimioluminiscencia,que evalua glohalmente el fendmeno,a
travds de la medicidn de la luz emitida por PMNs durante la

fagocitosis.Pudimos constatar que glindamicina incrementa 1a

capacidad de reduccidn de pitrogazul de tetrazolig,aunque tal

incremento algan=zd significancia estadistica solo a 2 ug(media de

0.369 + 0.05 vs 0.303 + 0.03 del grupo testigo,p <0.05),Igual-
mente,PMNs incubados con esta misma concentracidn de clindamicina

presentaron incremento significative en la capacidad fagocfti-

ca,medida por guimioluminiscencia,tanto en el pico medin de la
respuesta (media de cpm de &,.26 z 0.09 vs &£.13 E 0.0%, p £ 0.004)

como a los &0 min de su inicio ¢ media de cpm de 6.06 + Q.09 vs

e T e — rr—— —_ elemm e i

5.89 E 0.09, p £ 0.0013, lo cual indica gque PMNs expuestns a

clindamicina presentan,no solamente mayor capacidad fagocltica
ornidativa,sino tambidn gue la misma persiste aumentada,al compa-

rarlos con PHNs testigos sin el fadrmaco.Por otra parte,cuando



PMNs se incubaron o trataron con 10 o 100 ug,la"capac;dad,'fagn—

cltica comparada con el grupo testigo fué éighificativahenteg

meray ( media de cpm de 6.08 + 0.1l vs 5.81 + 0.17 del grupo  con

10 wg vy S.79 ¥ 0.17 del de 160 Hg,.,p < 0.02). No tenemos gxplica-

cidn ara lo observado en yelacidn al efecto difevencial de

clindamicinag en funcidn a concentracibn sobre la actividad fago-
cltica.

La Qltima etapa de nuestro trabajo fue la evaluacidbn del efeg
to de clindamicina sohre la capacidad microbicida de los PMNs.Pa-
ra medir esta funcibn estandarizamos una metodologlia en micromé-—
todoseiguiendn basicamente lo utilizado por Edwards y cpl{iZi).La
misma se ha comportado muy similar en relacibn al macrom&tode tra
dicional del ensayo bactericida ( » de Pearson de 0.869%, p
< 0,001, La diferencia con respecto a esta Padicaeprincipalmente
en que se regquiere menor hdmero de cdlulas (4 X 100 ve 5X106PMN5
por variabhle estudiadal),lo cual lo hace muy ventajoso para el exd
men de esta funcidn en aquellas situaciones en gue por razones d-
ticas o tdcnicas deben extraerse volumenes limitados de sangre,
como serlan los pacientes pedidtricos,andmicos,infectados graves.
Empleando esta metodologla estudiamos la capacidad microbicida de
PMNs tratados previamente com 2 y 10 ug de clindamicina,ocbservan—
do al igual que con las otras funciones analizadas,que este fAr—

—_— e Em e

da {(media de 2.52 E .23 vs 1.53 E 0.15,p ¢ ©.01)» en forma

significativa; en cambio a 10 ug.no s constatd modificacidn

(media de 1.6d * 0,16 ves 1.58 + 0.15,p 20.1).Consideramos que

— T, et el

este incremento en

o

capacidad microbicida de los PMNs no puede
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explicarse por gl efecto antibidtico ya gue la medicidn se reali-—

b utilizando un gbrmen resistente a su acecidn antikhacteriana.No

podemos descartar,sin embargo,gque modificaciones no letales de la
pared bacteriana por el antibibtico pudieran hacerlo mas suscep—
tible a 1os mecanismos microbocidas leucocitarios,aunque los PMNs
utilizados para el ensayo microbicida fueran lavades pos—incuba-
cibn y,por otra parte,si esta fuera la causa,ne explica que una
concentracidn mayor del fArmaco no haya reproducido el efecto be-—
neficioso.

De ahl que,finalmente,para dilucidar si el efecto incrementa-
dor de la funcibn microbicida de los PMNs por clindamicina ternla
lugar a traveés del mecanismo microbicida mediado por MPO,exami-
namos la influencia del f&rmaco sochre dicho sistema,en un modelo
libre de ctlulas y realizando las mediciones enm un contador

centelleo 1lquido en cpm. No pbservamos ninguna modificacibn de

R

la reactividad del sistema mediadg por MPQ en presepncia

glindamicina. Igualmente se comprobd gque el fdrmaco no actla como

cofactor oxidable del sistema H O —-MPO,ya que las cuentas por min
ohtenidas al adicionarlo fueronzmznores al 1% al compararlas con
las producidas por el sistema completo ¢ H Uﬁ— MPO-Haluro), dando
ast respuesta negativa a la interrogante qﬁe‘nos habftames formu-—
lado referente a la participacidn del fArmaco come cofactor de
dicho sistema a travédz de la presencia de cloro en su molédcula,
Por tanto,el incremento de la capacidad bactericida gue observa-
mos por efecto de la clindamicina no se explica por accibn del
fdrmaco a nivel del sistema oxidativo mediado por MPO,y que re-—

presenta el principal,pero no el lnico,de los mecanismos micro-

bicidas del cual disponen 1los neutrdfiles polimorfonucleares.
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XII. CONCLUSIONES

Hemos examinado in vitro la interaccidn de clindamicina,lin=~
cacinamida de utilizacidn actual como antibidtico,con los wmeutrd-
files polimorfonucleares(PMNs) en dos contextos: 13 la captacidn
intracelular del fAdrmaco poir los PMNs y 2) el efecto de elindami-
cina sobre la funcidn de los PMNs,en los aspectos de quimiotanis,
fagocitosis (medida por reduccibn del nitrnézul de tetrazolio vy
quimioluminiscencia) vy capacidad microbicida.

Con respecto a la captacibn intracelular de clindamicina por
los PMNs,constatamos que el farmaco penetra en estas células en
todas la dosis estudiadas (0.5,2,5 y 10 ug),conclusidn alecanzada
en base a las fracciones de captacidn celulares obhtenidas wutili-
zando una metodologfa que nos pevmitid separar los PMNs de la so-—
lucidn ern la cual se hallaban suspendidas y gque contenfan las
concentraciones antes mencionadas del antibidtico. Estas fraccio-
nes de captacidn fueron de (X + ESM) 10.475 + 0.0%, 0.B2% + 0.09,
0.456 + 0.08 y 0.17@ + 0,024 ,para 0.5,2,5 y 10 ug de clindamicina
respectivamente,las cuales fueron contrastadas con las fracciones
de captacidn obtenidas utilizando PMNs momificados con glutaral-
dehldoC¢cetluias en las que no pueden producirse penetracidn intra-—
celular)e incubadas con concentraciones similares del fArmaco,las
gue resultaron menor a 0,023 en todeos los casos.Igualmente,obhser—
vamos c¢que la mayor fraccidn de captacidn se produjo con PMNs  in—
cubados con 2 ug de clindamicina 15 que implicarila que el fhrmaco
penetra en los PPMNs a través de un mecanismo de penetracidn

saturable en funcidn a concentracidn farmacoldgica.



Con respecto al efecto in v:tro del fhrmaco sobre la funcibn
de los PNNs,observamus que clindamlcina a una cuncentracidn de ' 2
ug incrementa Ia capa:xdad quimzotdctxca Cde 120 + 9 6 }a 152 o«
9 um,p < 0.01), ¥y la funcidn fagoc!ti:a de los PMNs,Ia cuél fue
evaluada a travdz de la reduccidn cuant;tat:va ”de "nitroazul de
tetrazolio¢ incremento de ©.303 * 0.03 a 0.389 + 0.05 de densidad
bptica,p < 0.05) vy de la quimioluminiscencia,tanto en el pico me-
dio de la respuesta ( de cpm log 6.13 + 0.09 a 6.26 + .09,
p < 0.004) como a las &0 minutos Cd:ocpm log S.8% + 0.09 a 6.06
¥ 0.09, p < G.001), Este mismo efecto se abségvd con la capacidad
microbicida la cual incrementd de 1.5 + 0,15 a 2.52 + 0.23(Indi-
ce de reduccidn hacteriana,p < 0.01)jen camhin,al evaluar el
efecto de 10 ug sobre los PMNs no se observd modificacibn
hendfica de ninguna funcidn examinada e incluso,en el caso de la’
quimioluminiscencia inhibicidn discreta pero significativa. No
hemos realizado estudios para definir este efecto diferente de
clindamicina en razdn a dosis sohkre la funcidn de los PMNs,pero
comportamiento similar se ha observado con otras drogas gque ac—
t&an sobre los PMNs,como pentoxifilina (128).

Finalmente no pudimos demostrar que el efecto beneficioso de
clindamicina sohre la funcidn microhicida de los neutrdfilos ten—
ga lugar a través del sistema microbicida oxidativo mediadeo por
mieloperoxidasa de estas células,ya gque la reactividad de este
sistema(MPO—-H O —-Haluro) medida en cpmyno varid al adicionar 2,10
o 100 ug de c?iﬁdamicina. Observamos igqualmente que clindamicina
rno actda como cofactor oxidakle del sistema MPD—& 0 , hipdtesis
que habfamos planteado en virtud de la presencia jezun dtome de

haluro en su molécula.
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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 sérico du-
rante su uwtilizacidn terapdutica plantea su potencial empleo como
farmacompdulador leucopcitario en situaciones de deficiencia congg
nita o adquirida de la funcidn de los PMNs,adn cuando esta aseve-

racidn requiera de demostracidn.
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XITI. RESUMEN

En la presente tesis.en su primera ﬁarte, hemos evaluado 1a
captacidn intracelular de clindamicina(CL)», antibidtico del grupe
de las lincocinamidas,por los neutrdfilos(PMNs).Para este efectn,
utilizamos el antibhidtico radiomarcade en concentraciones semejan,
tes a las alcanzadas en suero durante su administracidn  terapdédu-
tica (0.5, 2, S vy 10 ug/mldy empleando como metodologla una tdc-
nica de centrifugacidn a alta velocidad a travéds de urn gradiente
gque permite la separacidn de las cdlulas de la solucidn en la que
se hallan.Observamos que CL se concentra en les PMNs en todas las
concentracieones estudiadas,producibndose el mayor indice de cap—
tacidn a la dosis de 2 ug/mll C In/Exn de 17.3 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 infermacidn disponible resulta sumamente contra—
dictoria. Se constatd gue este fArmaco a la concentracidn de 2 ug
incrementa la capacidad quimiotdctica (de 120 + 9.6 a 152 + 9 Wiy
p € 0.01), la actividad fagocttica,medida por la capacidad de re-
duccidn del nitroazul de tetrazolio(de 0,303 +0.03 a 0.389 ;b.QS,
p € 0.05)como a travéds de la quimiocluminiscencia {(de laog 6.13 +
0.09 a 6.26 + 0.09 cpm, p < 0.004) y la capacidad micrubigida de
los PMNs ¢ de un fndice de reduccidn de UFC de 1.5@ + 0.15 a
2.52 + 0.23, p < 0.01%. Para esta lUltima determinacitn estandari-
zamos una técnica en micrombtode que ofrece ventaja sobre l1a metg
dologta tradicional{macrométodo) en cuanto gque utiliza menor rdme

ro de cdlulas,hacidndolo Atil para casos en que por razones mddi-
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cas o bticas se deban utilizar vollunenes 1limitades de sangre.
Finalmente, no observamos ninglin incremento en la reactividad
del sistema microbicida oxidativo mediado por mieloperoxidasa de
los PMNs{en un modelo acelularden presencia de CL ni participa-
cidn del fhrmaco como cofactor del mismo,hipbtesis planteada en
un intento de dilucidacidn del mecanismo de produccibn del efecto

heneficioso de CL sobhre la capacidad bactericida de los PMNs.
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XIV. ANEXOD
REACTIVQOS Y SOLUCICONES

A. REACTIVOS,.

1. Ficoll Type d00. No F-437%. Sigma Chemical Co. USA.

2. Hypaque (Diatrizoato de sodio)S0%.Winthrop Products Inc. USA.

3. Dextran T S00. Pharmacia. Uppsala,Sweden.

d. Zimosano A. No 2-d250G. Sigma Chemical Ce. USA.

S. NitroRlue Tetrazolium. No N-&6276. Sigma Chemical Co. USA,.

&, Glicina., No &-7126. Sigma Chemical Co. LISA,

7. Glutaraldehldo. Mo G-6257. Sigma Chemical Co. USA.

8, Aceite siliconado. No 1280. Harwick,Wilmington,Mass. USA,.

9. Hematoxilina. Ne 75230. Fisher Scientific Co. USA.

10, Luminol{ S-amino—2,3~dihydro-l,d—phthalazinedione) No 3&606.
Eastman Kodak Co. USA.

11. PPO {(2,5-diphenyloxazole). Fisher Scientific Co. LUSA.

12. POPOP (1,d~hbisl{2-(5-phenyloxazolyll]lbencene). Sigma Chemigal
Co. USA. '

13. Cloruro de sodio. JT Baker S.A. de C.V. Xaleostoc,México.

1d. Cloruro de Potasio. JT Baker S.A. de C.V. Xalostoc,Mdéxico.

1S5. Fosfato dibdsico de sodie dianhidro. JT Baker S.A. de C.V.
Xalostoc,Méxnico.

16. Fosfato monch&sico de potasio. JT Baker 5.A. de C.V. Xalos~—
toc,México.

17. Gloruro de amonio. Mallinckrodt Chemical Works. USA.

18. Clorure de calcio (dihidrato). No 1511. Allied Chemical Co.USA.

19, Cloruro de magnesio(hexa—-anhidro). Allied Chemical Co. USA.
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Sulfato de magnesio cristalizado. All:ed Chemxcal Cn. USA.
Hepes(N—Z—hydro»yeth11p1pera¢1ne—N'—2-ethan"llfonic ac1d>.
Ne H-3375. Slgmal Chemical Co. USA"

Caldo de soya tripticaseina. Bioxon _,“' i ¢ de C V.
Agar de soya tripticaseina. Eionon ' de Méxicn,s A ;de C V.
SOLUCIONES. "

Solucibn salina isoténica.

Cloruro de sodio . S 0.85 grs
Agua destilada 100 ml

Ficoll-Hypagque 1.Q77

Ficoll F.6 grs
Hypague S0% 30 ml
Agua destilada 120 ml

Dextran al &%
Dextran & grs

spiucidn salina isotdnica 100 ml

Solucidn salina halanceada de
de Hank (SSBHY}

Cloruro de sodio 8.0 grs
Cloruro de potasio 0.4 grsg
Fostfato dibaAsico de sodio 0.06 grs
Fosfato monobAsico de potasio 0.046 grs
Glucosa 1.0 gr
Hepes 2.328 gqrs
Cloruro de calcio 0.1d grs
Cloruvro de magnesio 0.10 grs
Sulfato de magnesio CG.10 grs
Agua destilada 1000 ml

Solucidn balanceada de fosfatos(SEF)

Fosfato dibAsico de sodio 8.094 grs
Fosfato monoblsico de potasie 2.dd4@ grs
Cloruro de sodio d.d40 grs
Agua destilada 1000 ml
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&. Cloruro de amownio al ©.285%

Cloruro de amonio
Agua destilada

7. Violeta de turk

Vicleta de genciana
Acido acético al 1.5%

8, Azul tripanoc

Azul trlparno
Solucibn salina isotdnica

9. Medio de Gey—Hepes—Alblmina
a. solucidn A

Cloruro de calcio
Cloruro de magnesio
Hepes

Agua destilada

b. solucidn final

Cloruro de sodio
Cloruro de potasio
Dextrosa

Albdmina al 22%
Agua destilada

10. Colorante de hematoxilina

Hematoxilina
Etanol

Alumbre de amonio
Oxido de mercurio
Acido acktico
Agua destilada

11. Luminol
Fosfato dibhsico de sodio

Fosfato monobadsico de potasio
Luminol

105

0.35 grs
100 ml

1 gvr
100 mi

0.1 gr
25 ml

0.0285 grs
0.135 grs
1.190 grs
5 ml

0.79 grs
Q.034 grs
0.1 gr
4.545 ml
100 ml

0.25 grs
205 ml
S.0 grs
0.125 grs
2 ml

S0 ml

2.300d4 ¢grs
0.3206 grs
0.1771



12,

id,

15,

Flutdo de centelleo

PPO &.0 grs
POPOR Q.03 grs
Tolueno 1000 ml

Solucidn de nitroazul de tebtrazolio
Nitroazul de tetrarolio .1 gr
Solucidn salina bal. de Hank 100 ml
Medio liquido de cultiveo de sova-tripticasa
Caldo de soya tripticaselna 3.0 grs
Agua destilada 100 ml
Agar de soya—tripticasa

Agar de soya tripticaselna 4 grs
Agua destilada 100 ml
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