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1.1. INFECCIONESPOR Pseudomonas aeruginosa

1.1.1. Generalidades.

Pseudomonas aeruginosa es un bacilo gram-negativo, no fer­

mentador. Aunque usualmente es aeróbico obligado, puede crecer

en condiciones de anaerobiosis en presencia de nitratos que ac­

túen como aceptores terminales de electrones. También puede vi­

vir anaeróbicamente en presencia de arginina. La utilización de

los nitratos puede explicar la capacidad de 2. aeruginosa de so­

brevivir en medios tales como los hospitalarios. La producción

de proteasas y la utilización anaeróbica de sus productos fina­

les, particularmente la arginina, le permite a este microorganis­

mo infectar sitios del cuerpo humanodonde el oxigeno molecular

es escaso. 2. aeruginosa puede multiplicarse a altas temperatu­

ras (43°C) y puede utilizar más de cincuenta compuestos orgánicos

simples para crecer. B. aeruginosa puede crecer no sólo en agua

destilada, sino también en presencia de algunos desinfectantes.

La caracteristica que distingue a 2. aeruginosa de otras especies

de Pseudomonas es la producción de pigmentos derivados de la fe­

nacina, tales comola piocianina, la pioquelina y la pioverdina.

Estos pigmentos son metabolitos secundarios y se considera que

cumplen un importante rol en la captación de fosfatos e hierro

(19,1). De todas las especies de Pseudomonas, 2. aeruginosa es

la especie genéticamente mejor conocida, y se sabe que posee tres

sistemas de recombinación genética: conjugación, transducción y

transformación. Esta información tiene fundamental importancia



clinica, dado que la recombinación genética conduce al desarrollo

de resistencia a los antibióticos (134).

1.1.2. Epidemiología.

B. aeruginosa es un organismo patógeno oportunista que raras

veces causa infecciones en individuos normales, pero que puede

causar graves infecciones en pacientes cuyos mecanismosde defen­

sa se hallan comprometidos. La sepsis por B. aeruginosa es la

principal causa de muerte en pacientes neutropénicos y distintos

estudios revelan que 2.aeruginosa es, además, la causa de entre

el 25 y el 50%de las bacteriemias fatales. La letalidad de es­

tas infecciones supera el 75%. B. aeruginosa es asimismo un pa­

tógeno nosocomial y es responsable del 11%de todas las infeccio­

nes hospitalarias. La neumoníapor B. aeruginosa es particular­

mente temida en las salas de terapia intensiva (20). Según un
estudio realizado durante cinco años en 1.186 casos mortales de

hospitales, las bacteriemias por bacilos gram-negativos repre­

sentan el 36%del total y de estas bacteriemias, en el 70%de

los casos se trata de individuos infectados por Pseudomonasgp.

(11). Entre junio de 1986 y mayo de 1988 se realizó un estudio

ecológico de bacilos gram-negativos en las salas de terapia in­

tensiva e intermedia y las salas generales del hospital F.J.

Muñiz, de la ciudad de Buenos Aires. Los gérmenes más frecuente­

mente aislados fueron E. aeruginosa 55.6%y Acinetobacter calcoa­

ceticus 17%(107). Estos resultados representan un claro indicio

de la importante incidencia de los bacilos gram-negativos en las



infecciones hospitalarias en nuestro país.

1.1.3. Incidencia e importancia de las infecciones respiratorias.

La neumonía por B. aeruginosa se da con una frecuencia muy

alta en pacientes leucémicos (106), pacientes con otras neopla­

sias 3/ con granulocitopenia en general (3). 2. aeruginosa es

responsable del 50%de las neumonías fatales adquiridas en salas

hospitalarias. Unagran proporción de las afecciones respirato­

rias son provocadas por infecciones agudas del tracto respirato­

rio inferior. En contraste con lo que ocurre en el tracto respi­

ratorio superior, las infecciones de las vías bajas habitualmente

constituyen una gran amenazapara la vida del huésped, especial­

mente en individuos con las funciones pulmonares comprometidas,

comolos fumadores, o aquellos con enfermedades obstructivas cró­

nicas (20). En pacientes con fibrosis quística los porcentajes

de colonización del tracto respiratorio con 2. gggggigggaalcanza

hasta un 80% (45). Las cepas mucoides son predominantemente en­

contradas en pacientes crónicamente colonizados y la frecuencia

aumenta al progresar la enfermedad. La razón de la colonización

por B. aeruginosa y el cambio hacia las cepas mucoides no está

totalmente dilucidado aún. El 90%de la mortalidad de los pa­

cientes con fibrosis quística se debe a la enfermedad pulmonar y

a la falla cardiorrespiratoria que ella provoca. Si bien la in­
fección de las vías respiratorias es secundaria, es la principal
causa del daño irreversible del pulmón (11,43).



1.1.4. Tratamiento y prevención.

Las neumonias por B. aeruginosa son particularmente difíci­

les de erradicar y tienen en general un mal pronóstico (151),

especialmente cuando no puede eliminarse la causa predisponente

que permitió la colonización del paciente. La escasa respuesta a

la terapéutica antibiótica se debe probablemente a la baja pene­

tración de los agentes dentro de las secreciones respiratorias.

Los tratamientos con carbenicilina en combinación con aminoglicó­

sidos, asi comola utilización de cefalosporinas de tercera gene­

ración han sido evaluados en distintos pacientes (45). Sin em­

bargo, en la mayoria de los casos, B. aeruginosa tiende a persis­

tir si no se erradica la enfermedadde base y a desarrollar cier­

to grado de resistencia, aún a los modernosantibióticos.

Por otra parte, en las últimas décadas, numerosos grupos de

trabajo se han abocado al desarrollo de distintas vacunas para

prevenir las infecciones por 2.aeruginosa. La inmunoprofilaxis

de las neumonías por B. aeruginosa ha sido evaluada experimental­

mente en modelos animales y pacientes con alto riesgo (92). Den­

tro de las distintas vacunas desarrolladas, se han utilizado in­

munógeno tales como las combinaciones de distintos componentes

antigénicos simples (80) o combinados (21,22), el microorganismo

entero muerto por calor (26), o el germen vivo atenuado (84,115).

Sin embargo, las preparaciones disponibles sólo proveen un grado

de protección variable y frecuentemente causan reacciones ad­

versas debido a la toxicidad de los componentesutilizados (36).



Hasta el momento no existe una vacuna que confiera inmunidad

protectiva de larga duración contra las infecciones por 2.aerug;:
nosa .

1.2. MECANISMOS DE DEFENSA DEL PULMON

1.2.1. Mecanismosno especificos.

El pulmón y las vias aéreas están particularmente expuestos

a los microorganismos y particulas que se encuentran en el medio

ambiente. Los mecanismos no especificos de defensa del tracto

respiratorio superior involucran la filtración aerodinámica, el
movimientode los fluidos del tracto respiratorio propiciado por

la movilidad de las cilias y los reflejos motores (33). Aquellos

contaminantes que puedan eludir los mecanismos de las vías supe­

riores pueden ser eliminados por los mecanismos no especificos

del tracto respiratorio inferior: los reflejos pulmonares,el a­
parato mucociliar, la detoxificación y la fagocitosis de las par­

ticulas inhaladas por los macrófagos (MQ)alveolares residentes.

Otras importantes células fagociticas son los leucocitos polimor­

fonucleares (LPMN)los cuales están en pulmón sólo en escaso nú­

mero (62).

Los LPMNtienen vital importancia durante los procesos in­

fecciosos, dado que constituyen la defensa más importante frente

a la invasión por la mayoria de las bacterias patógenas (66).

Los LPMNson los componentes más importantes de las defensas no



específicas del huésped contra las infecciones de las vías respi­

ratorias bajas (103,104). La capacidad multifuncional de los

LPMNinvolucra diferentes procesos que ocurren en dos estadios
consecutivos durante la activación de la célula. Durante el

primer estadio toman lugar los eventos que ocurren como en res­

puesta a bajas concentraciones de un estimulo inflamatorio, como

el que induce un agente quimiotáctico. Este último se une a

receptores específicos de alta afinidad en la membranade los

LPMNe inicia una serie de reacciones bioquímicas intracelulares

que culminan en adherencia, diapedesis, emigración y quimiotaxis

hacia el tejido infectado (97). Durante el segundo estadio

ocurren la ingestión (fagocitosis), degranulación, actividad

oxidativa (estallido respiratorio), muerte y digestión. Estas
funciones se producen en respuesta a altas concentraciones de

quimiotácticos, que se unen a los receptores de baja afinidad.

Los factores quimiotácticos incluyen: productos solubles de la

activación complemento por la vía clásica (C5a y C5a des-arg) y

por la via alternativa (C3bBb),productos solubles bacterianos,

metabolitos del ácido araquidónico (AA)y el factor activador de

plaquetas (PAP) (121).

La infección pulmonar por 2. aeruginosa se acompaña de una

severa inflamación (130). Esta inflamación se caracteriza por

una profusa migración de M0 y LPMNdesde la circulación. Estos

dos tipos celulares, especialmente los LPMN,son imprescindibles

para 1a efectiva contención de B. aeruginosa el pulmón (116).



Ambostipos celulares, sin embargo, tienen la capacidad potencial

de producir daño tisular a través de una variedad de mecanismos

(15,49,142). De esta manera, un exceso de estas células en el

pulmónpueden conducir a la destrucción de una significativa masa

de tejido y a la producción de fibrosis, lo que deja una impor­

tante secuela respiratoria en aquellos pacientes que se recuperan
de la neumonía.

1.2.2. Mecanismosespecificos de defensa pulmonar.

Las defensas no especificas son amplificadas, dirigidas y

aumentadas por la respuesta inmune especifica, integrada dentro

del sistema de defensa del pulmón. La inmunidad local y sistémi­

ca brindan una mayor capacidad defensiva al pulmón. Dentro de

los mecanismosde defensa especificos, las respuestas inmunes lo­

cales constituyen la primera barrera de defensa de las mucosas

contra la invasión por microorganismospatógenos. El tracto res­

piratorio cuenta con inmunoglobulinas, fundamentalmente IgA se­

cretoria e IgG. El rol de las inmunoglobulinas en el tracto res­

piratorio inferior es el de neutralizar toxinas, aglutinar parti­
culas virales y bacterianas, y preparar los microorganismos para

ser ingeridos y muertos por los fagocitos (capacidad opsonizante)

(57). La formación de inmunocomplejosposibilita la activación

del sistema del complemento.

En comparación con lo conocido acerca de la inmunidad humo­

ral, es poca 1a información disponible relacionada con la inmuni­



dad mediada por células en el pulmón. Se ha sugerido que el me­

canismo por el cual la inmunidad celular se manifiesta es el de

las reacciones mediadas por linfoquinas, lo que induce la acumu­

lación y la estimulación de las células fagociticas. El fenómeno

depende en parte de la inmunocompetencia de los linfocitos T y B

(3,52).

1.2.3. Factores humorales involucrados en los mecanismos de

defensa pulmonar.

El AA, como otros ácidos grasos, está presente en los fos­

folípidos de las membranascelulares. Cuandoéstas sufren algún

tipo de injuria se produce la liberación de AAy su posterior me­

tabolización por vias enzimáticas y no enzimáticas. Mediante la

enzima ciclooxigenasa, el AAse metaboliza hacia prostaglandinas

(PGs) (41). Mediante la enzima lipooxigenasa el AAse metaboliza

en los sulfidopéptidos leucotrienos (LTC4, LTD4, LTE4) y en los

derivados monohidroxi- y dihidroxi derivados (S-HETE y LTB4).

Estos compuestos son potentes mediadores de la inflamación y a­

fectan profundamente 1a quimiotaxis y otra funciones de LPMN

(39).

Las primeras funciones documentadas de PGs establecen que

éstas interactúan con receptores específicos de membranade teji­

dos vascular, conectivo y de las células circulantes (plaquetas,

neutrófilos y MQ, que intervienen en inflamación aguda y crónica

(144). Se ha demostrado, por otra parte, que la metabolización



del AAinducida mediante lipopolisacárido (LPS) activaria sola­

mente la via de la ciclooxigenasa (59). Dado que las PGs son no

sólo importantes mediadores de la respuesta inflamatoria sino a­

demás moléculas efectoras de cambios que ocurren en los tejidos

durante la respuesta inflamatoria, se ha postulado que las drogas

anti-inflamatorias no esteroideas (DAINE)podrian jugar un rol de

importancia en la modulación de la inflamación en el órgano in­
fectado.

Existen evidencias sobre la gran importancia de las cito­

quinas en la regulación de los mecanismos defensivos del pulmón.

Osaki y col. han demostrado que el tratamiento con interleuquina­

1-alfa (IL-1 alfa) aumenta la protección contra las infecciones

pulmonares por bacilos gram-negativos en ratones. Los trabajos

de Ozaki y col. (89) han establecido que el tratamiento de rato­

nes con IL-1, 24 horas previas a la infección con 2. aeruginosa,

incrementa la sobrevida de los animales. Horvat y col. demos­

traron que la proteasa alcalina de bacilos gram-negativos inhibe

la acción moduladora del interferón-gama (44). Este hallazgo

podría explicar el efecto inmunosupresor adjudicado a algunos

microorganismos. La inhibición del interferón-gamma produce un

aumento de la producción de PG2 y por consiguiente disminuye la

producción de lL-l, que aparentemente protege al huésped de las

infecciones bacterianas (83). Sin embargoel efecto protectivo

de la IL-l ha sido observado en general en huéspedes granuloci­

topénicos, es decir en ausencia de LPMN.



1.3. DAÑO DE TEJIDO PULMONAR

1.3.1. Factores bacterianos de patogénesis e injuria tisular.
Veinte años atrás, cuando se realizaron las primeras des­

cripciones de las lesiones patológicas causadas por Pseudomonas

gp. se aceptaba que el LPSde estas bacterias era muchomenos vi­

rulento que el de otras gram-negativas. Mástarde se encontraron

numerosos exoproductos patogénicos que en su mayoria eran libera­

dos por 2. aeruginosa (30,59) y que podian explicar la severa

inflamación que acompañaa las infecciones por este microorganis­

mo. La piocianina y la l-hidroxifenacina, pigmentos liberados

por B. aeruginosa, activan el metabolismo del oxígeno y la libe­

ración de enzimas lisosomales de LPMN(102). La leucocidina y la

exotoxina A de B. aeruginosa, por otra parte, decrecen la capaci­

dad fagocitica de los LPMNy MQ (9). 2.aeruginosa produce una

elastasa neutra que actúa como inhibidora de enzimas producidas

por LPMNy que es capaz de activar el tercer componente del sis­

tema complemento (127). Además, la liberación de antígeno solu­

ble conduce a la formación de complejos inmunes, que han sido

reconocidos comouno de los más importantes mediadores de injuria

tisular (138). Si bien todos estos procesos conducen a la inju­

ria del tejido por acción directa del microorganismo, existen

otros mecanismos de destrucción de tejidos que se manifiestan
durante las infecciones bacterianas.

Existe una creciente cantidad de información relacionada con
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la patogénesis de las infecciones respiratorias por E. aerugino­

sa. Aunquebacterias de diversos géneros producen quimiotactinas

in vitro (24, 109), no existe información acerca de la naturaleza

de los factores producidos por P. aeruginosa que inducen la mi­

gración de fagocitos hacia el sitio de la inflamación. La acti­

vidad quimiotáctica de los sobrenadantes de cultivos de B. gggu;

ginosa ha sido demostrada in vivo en ratones C5 deficientes y

también in vitro en ausencia de suero (18). La naturaleza de las

quimiotactinas no ha sido aún dilucidada. Dos tipos de quimio­

tactinas, por ejemplo, han sido identificadas en sobrenadantes de

cultivo de E. coli. Unode estos pertenece al grupo de los for­

milmetionil oligopéptidos con pesos moleculares que oscilan entre

los 150 y 1500 daltons (111). El segundo pertenece al grupo de

los lípidos (ácido hidroxieicosaenóico), el cual posee un pareci­

do estructural con los leucotrienes (128).

1.3.2. Injuria tisular inducida por mecanismosdel huésped.

Aunque los mecanismos defensivos del huésped son imprescin­

dibles para proteger al pulmónde los múltiples agentes infeccio­

sos, la activación de dichos mecanismos pueden ser causantes de

daño pulmonar. Durante un proceso inflamatorio las células fago­

cíticas, MQy LPMNliberan productos potencialmente capaces de

provocar daño, tales comoradicales libres derivados del oxígeno

y enzimas proteolíticas (141,40,5). Con respecto a las especies

tóxicas del oxígeno derivadas de células inflamatorias, aparente­

mente el anión superóxido tiene escaso efecto tóxico directo so­
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bre el tejido. Sin embargo, puede convertirse en (peróxido de

hidrógeno) H202 tanto por dismutación espontánea o por la dis­

mutación catalizada por la enzima superóxido dismutasa (SOD).

Una vez formado, el H202 puede reaccionar con el hierro reducido

por el anión superóxido a través de la reacción de Haber-Weiss,

para formar radical oxhidrilo, especie altamente tóxica (7). En

presencia de mieloperoxidasa, el H202puede reaccionar con halu­

ros (cloruro, por ejemplo) para formar HClO. Los haluros oxida­

dos pueden reaccionar con el anión superóxido para formar radi­

cales oxhidrilos o con el H202para formar oxigeno singlete. El

HOCl pueden reaccionar con aminas, aminoácidos y péptidos para

formar monocloroaminas y dicloroaminas (143).

Ademásde la liberación de especies reactivas del oxigeno,

los LPMNliberan también gránulos lisosomales. El citoplasma de

los neutrófilos contiene dos tipos de gránulos. Ellos son los

gránulos primarios o azurófilos, que contienen mieloperoxidasa,

proteínas catiónicas, hidrolasas ácidas (beta-glicerofosfatasa,
beta-glucoronidasa, beta-galactosidasa, etc.) proteasas neutras,
y algunas lisozimas. Los gránulos secundarios o específicos con­

tienen lactoferrina, proteinas que unen vitamina B12, colagenasa,

fosfatasa alcalina y la mayoria de las lisozimas celulares (54).

Conjuntamentecon las enzimas proteolíticas, los radicales libres

desnaturalizan proteinas, destruyen carbohidratos y producen la

peroxidación de los lípidos. La degradación del material ingeri­

do conduce a la muerte de los LPMN,lo cual provoca también la
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liberación de una gran cantidad de radicales libres y proteasas
(49,68). La exacerbación de estos mecanismos defensivos del

huésped pueden conducir por si mismosal daño tisular.

1.3.3. Interacción entre los mecanismosde defensa daño tisular.

Durante una infección bacteriana, y especialmente en aquel­

las causadas por B. aeruginosa en las vias respiratorias bajas,

los mecanismos de defensa enumerados hasta aquí suman sus efectos

y, además de atacar a la bacteria inducen la destrucción del te­

jido pulmonar circundante. Esto resulta en una manifestación pa­

togénica de importantes consecuencias para el huésped, quien su­

cumbeante el daño irreparable, o sufre secuelas respiratorias de

considerable magnitud (13).

Los LPMNy MQpueden ser activados a través de receptores de

membranapor diversos componentes bacterianos, como endotoxinas y

péptidos quimiotácticos (55). Durante las infecciones pulmonares

por bacterias gram-negativas, la endotoxina activa el complemen­

to, permitiendo la liberación de quimiotactinas que estimulan a

los LPMNpara producir metabolitos del AA, PAF y radicales lib­

res. Los cambios resultantes en la permeabilidad vascular y la

acción de los mediadores nombrados conducen a la producción de

edema pulmonar (149).

\

Los componentes bacterianos inducen la producción de poten­
tes mediadores inflamatorios tales comoel factores de necrosis
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tumoral (TNF)alfa y beta, interleuquinas, factores hematopoyéti­

cos estimuladores de colonias (CSFs) e interferones (82,121).

Ferrante y col. han demostrado que 1a activación de MQcon gta;

phylococcus aureus induce la liberación de factores que activan

LPMNpara la liberación de especies reactivas del oxigeno y la

degranulación. En experimentos realizados in vivo se demostró

que la IL-l producida por MQy LPMN(16) promueve la migración

celular (72). El efecto promotor de la IL-l puede conducir, al

igual que otros mediadores del huésped, al daño tisular de pul­

món. Entre los mecanismos regulatorios de la inflamación pulmo­

nar, la producción de IL-1 beta se postula comoun posible media­

dor del desarrollo de enfermedades pulmonares, caracterizadas por

el daño de tejido pulmonar inducido por LPMN(61). La IL-l

purificada de MQy la IL-1-beta son promotoras de la liberación

de radicales libres y actúan estimulando la respuesta de los LPMN

frente a la activación de péptidos comoel formil-metionil-leu­

cil-fenilalanina (FMLP)in vitro (125). Los mecanismos a través

de los cuales las citoquinas regulan estas funciones no han sido

aún dilucidados. Sin embargo, se hipotetiza que podria aumentar

el número o la especificidad de receptores para FMLP(29). Las

funciones de la IL-l relacionadas con inflamación y migración de

células han sido estudiadas por algunos autores, quienes demos­

traron que esta citoquina actúa sobre las células endoteliales e
induce la producción de factores quimiotácticos para LPMN,tales

como la IL-8 (124).
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1.4. MODULACION FARMACOLOGICA DEL DAÑO DE PULMON

1.4.1. Antioxidantes.

Muchasinvestigaciones han sido dirigidas a eliminar o mini­

mizar los efectos tóxicos de los radicales libres y su contribu­

ción al daño de tejido pulmonar. Los antioxidantes enzimáticos,

tales como la SODy la Catalasa han demostrado ser efectivas en

aumentar la sobrevida de ratas expuestas a altos porcentajes de

oxígeno (110). Entre los antioxidantes no enzimáticos, los

tratamientos con dimetil-tiourea, N-acetilcisteína y la adición
de vitamina E y C en la dieta han demostrado ser efectivos, dis­

minuyendo la injuria pulmonar (8,12,48). Los agentes quelantes

del hierro pueden inhibir también las reacciones de radicales

libres, dado que el hierro cataliza la generación del radical

oxhidrilo a partir de H202 y anión superóxido, como asi también

promover el "stress" oxidativo. Unode estos agentes, la desfe­

rioxamina, decrece la injuria pulmonar luego de la activación del

complemento (139).

1.4.2. Antiinflamatorios esteroideos.

La principal acción de los corticosteroides reside en su

capacidad de inhibir a 1a fosfolipasa A2, la enzima de membrana

cuya activación conduce a la liberación de AA y PAP (104). La

capacidad de los corticosteroides de prevenir la liberación de

los metabolitos del AAen el pulmón es variable. La dexametasona

parece tener efectos benéficos en modelos experimentales, debido
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a que bloquea o reduce notablemente las anormalidades hemodinámi­

cas inducidas por endotoxina bacteriana (108). En perros aneste­

siados, el tratamiento con altas dosis de metilprednisolona no

previene el aumento de metabolitos de la ciclooxigenasa inducida

por endotoxina (35). El uso clinico de los corticosteroides du­

rante una infección bacteriana pulmonar es aún materia de debate.

El conocido efecto inmunosupresor y hormonal de los esteroides,

puede ser inapropiado si se utiliza en altas dosis y en trata­

mientos a largo plazo. También ha sido demostrado que, en cier­

tas circunstancias el daño de tejido pulmonar se incrementa por

efecto del tratamiento con esteroides (67).

1.4.3. Antiinflamatorios no esteroideos.

El tratamiento antiinflamatorio adjunto a 1a terapéutica ha­

bitual para 1a neumonía por B. aeruginosa ha sido sugerido re­

cientemente (119). Dentro de los agentes con que se cuenta en la

actualidad, los anti-inflamatorios no esteroideos con larga vida

media en circulación aparecen como los fármacos que podrian lle­

gar a utilizarse clínicamente. Pudo comprobarse que el trata­

miento con 1a DAINEibuprofen disminuye la magnitud de la migra­

ción de células al pulmón y el daño pulmonar en respuesta a la

inoculación local con B. aeruginosa (120,58). Se ha comprobado

que estos antiinflamatorios restauran las funciones bactericidas
de los LPMNdurante infecciones con 2. aeruginosa (10).

Van Benthuysen y colaboradores (131) han mostrado que los
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tratamientos con meclofenamato, indometacina (ambos inhibidores

de la ciclooxigenasa) y tetracaina (inhibidor de la fosfolipasa

A2) previenen la injuria del tejido pulmonar inducida por acetato

forbol mirïstico, en pulmones perfundidos de conejos. Utsonomiya

y col. han demostrado que parte de las secuelas fisiopatológicas

de la aspiración de ácidos asociada con el secuestro de plaquetas

y leucocitos en el pulmónpuede ser revertida por el tratamiento

con ibuprofen. Ha sido también demostrado que el tratamiento con

metilprednisolona y ibuprofen disminuye el daño de tejido mediado

por la activación del complemento, in vivo (50).

La inhibición de la producción de PGs fue originalmente con­

siderado como el único mecanismo de acción antiinflamatoria de

estas drogas (132), sin embargo en los últimos años muchos auto­

res han podido demostrar que las DAINEinhiben las funciones de

los LPMN,independientemente de la inhibición de la ciclooxigena­

sa (2). Existen evidencias sobre que las DAINEmodularian las

funciones de los LPMNtales como la migración y la liberación de

especies reactivas del oxigeno (87,93,94). La modulación a

través de DAINEinvolucraria la interacción con los receptores

para FMLP(95,100,105). Existen evidencias que sugieren que los

complejos de ciertas DAINEcon cobre, incluyendo piroxicam,

indometacina, salicilato, acetilsalicilato y D-penicilamina
(63,91,145) pueden catalizar la dismutación del anión superóxido,

mimetizando asi la actividad de la enzima, con lo que aumentaría

su capacidad inhibidora de daño tisular. La enzima SODcataliza
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la dismutación del anión superóxido en H202 y oxigeno. E1 H202

asi formado por la reacción de Haber-Weiss reacciona para dar

radical oxhidrilo. El equilibrio de esta reacción, en presencia

de catalasa, es desplazado hacia la descomposición del H202, lo

que impide la acumulación de especies reactivas del oxigeno,
causantes del daño tisular.

Dado que las DAINEofrecen ciertas ventajas sobre los antiin­

flamatorios esteroideos, con respecto a la toxicidad y a los e­

fectos secundarios, estas drogas podria ser usadas con éxito en

1a prevención del daño de tejido pulmonar que habitualmente acom­

paña las neumonias por bacilos gram-negativos. Sin embargo, los

modos de acción de estos antiinflammatorios sobre la regulación

de los finos mecanismos inmunológicos durante las infecciones

bacterianas, no han sido aún estudiados.

1.5. OBJETIVO DEL PRESENTE TRABAJO

Las infecciones por B. aeruginosa dejan graves secuelas

respiratorias, debido a la importante destrucción de tejido pul­

monar. La naturaleza de este fenómeno no está completamente di­

lucidada. Ademásde las quimiotactinas naturales del huésped,

producidas por la interacción con sustancias bacterianas quimio­

taxigénicas (LPS, por ejemplo), las quimiotactinas liberadas por

el microorganismo contribuyen al aflujo de elevados números de
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LPMNal sitio inflamatorio. Dadoque estas células están asocia­

das a la producción de daño de tejido, las quimiotactinas bac­

terianas se convierten entonces en factores de patogénesis por

ser importantes mediadoras del daño pulmonar producido por las
células inflamatorias.

La exacerbación de los mecanismos inmunológicos inducidos

por infecciones bacterianas puede conducir también a la injuria
del tejido pulmonar. Las funciones regulatorias de las cito­

quinas durante el daño tisular no han sido aún bien estudiadas.

La IL-l puede activar los mecanismos de daño a través de la modu­

lación de los receptores de LPMNpara péptidos quimiotácticos.

E1 daño pulmonar, de esta forma inducido, podría inhibirse modu­

lando las reacciones inflamatorias y restaurando el equilibrio

inmunológico. Las DAIÑEpodrian prevenir el daño tisular de pul­

món, no sólo inhibiendo la producción de PGs, sino también a tra­

vés de la modulación del efecto de la IL-l sobre los LPMNen re­

lación a las funciones de quimiotaxis y liberación de especies

reactivas del oxígeno, activadas por las quimiotactinas de B.

aeruginosa.
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2.1. Cepas bacterianas y cultivos. Se utilizaron una cepa de

B. aeruginosa inmunotipo 1 de Fisher-Devlin-Gnabasik y una cepa

de g. gol; Easter, gentilmente cedidas por la Dra. Anne Morris

Hooke, Miami University, Ohio, USA. Las bacterias se cultivaron

a 37°Crutinariamente en agar tripteína de soja (Difco, Detroit).

Para preparar las suspensiones de nebulización, las bacterias

fueron cultivadas durante una noche en caldo tripteina de soja en

un incubador a aire con agitación rotativa a 200 rpm a 37°C. Los

cultivos fueron lavados una vez por centrifugación a 12,000 g du­

rante 10 minutos a 4°C. Los pellets fueron resuspendidos en so­

lución salina a la densidad apropiada. Treinta mililitros de la

suspensión bacteriana se colocaron en el nebulizador (85).

2.2. Ratones. Para los experimentos in vivo se utilizaron rato­

nes no endocriados de la cepa Swiss de 4-6 semanas de edad. Los

animales fueron obtenidos en el bioterio del Departamento de Mi­

crobiologia, Parasitología e Inmunología, Facultad (ha Ciencias

Médicas, donde fueron mantenidos durante los experimentos en con­

diciones estándar.

2.3. Drogas antiinflamatorias. Se utilizó un inhibidor de la

ciclooxigenasa, piroxicam, obtenido del laboratorio Pfizer de

Argentina. El antiinflamatorio fue disuelto en dimetilsulfóxido,

diluido en NaHCO30.1 N. Posteriormente se realizaron diluciones
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en ClNa 0.15 M para obtener las concentraciones adecuadas para

los experimentos que se describen en Resultados.

Los complejos piroxicam-Cu2+ fueron formados mezclando volú­

menes iguales de 2 x 10'4 M de piroxicam y 2 x 10-4 M de Cu2+

(CuSO4), a fin de obtener una concentración final de 1 x 10"4 M.

2.4. Preparación y obtención de estimulantes de LPMN. El quinto

componente del sistema complemento se obtuvo incubando 1 ml de

suero humano fresco con 1 m1 de una solución de polisacárido (300

mg/ml) de g. coli, serotipo 055:B5 (Sigma Chemical Co.;St.Louis

Mo.) y 8 ml de HBSSw,durante 60 minutos a 37°C. Luego, se inac­

tivó el suero por incubación a 56°C durante 30 minutos. El suero

se diluyó al 5% por agregado de 10 ml de HBSS/c y se utilizó en

los experimentos que se describen en Resultados como fuente de

C5a (73).

El FMLP (Sigma Chemical Co.;St.Louis Mo.) fue disuelto en

dimetilsulfóxido para obtener una concentración inicial de 10‘2

M. Las diluciones utilizadas en los experimentos, se realizaron

en HBSS/s para los ensayos de quimiotaxis y en HBSS/c para los

demás ensayos. El FMLPalicuotado se conservó a -20°C, hasta el

momentode su utilización (74).

Diez miligramos de zimosán (Sigma chemical Co.;St.Louis Mo.)

21



fueron suspendidos en 1 ml de HBSS/c, disgregados con varilla de

vidrio, e incubados durante 30 minutos a 100°C. Posteriormente

se realizaron 2 lavados, centrifugando a 12.000 g durante 10

minutos, cada vez. Luego de los lavados se descartó el sobrena­

dante y se resuspendió el pellet en 1 m1 de suero humano fresco.

La suspensión fue conservada a 4°C y utilizada dentro del dia de

su preparación (75).

La IL-l beta recombinante humana de actividad especifica

aproximada de 1 x 108 U/mg fue obtenida de Genzyme, Boston, MA,

USA.Las diluciones utilizadas en los experimentos fueron prepa­

radas en PBS y mantenidas a -70°C.

2.5. Determinación de la actividad suoeróxido dismutasa de los

complejos piroxicam-Cu2+. Se utilizó el método de reducción del

ferricitocromo C a fin de evaluar la capacidad de los complejos

piroxicam-Cu2+ de catalizar la dismutación del superóxido. El

anión superóxido fue generado mediante la oxidación de xantina

por la enzima xantina oxidasa en un medio apropiadamente tampona­

do, pH 9.8 (79). La inhibición de la reducción del ferricitocromo

C catalizada por el anión superóxido fue evaluada espectrofotomé­

tricamente. Se determinó la disminución de la densidad óptica a

550nm.
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2.6. Obtención de las guimiotactinas de B. aeruginosa. Se reali­

zaron cultivos de B. aeruginosa en medio Vogel y Bonner en un in­

cubador con agitación a 200 rpm y 37°C durante 8 horas. El cul­

tivo fue centrifugado a 12,000 g durante 10 minutos y el pellet
fue descartado. El sobrenadante fue esterilizado utilizando fil­

tros de 0.2 um y las fracciones diferente peso molecular fueron

separadas con filtros Centricon 30, 10, y 3 (Amicon Corp.,

Lexington, MA).

2.7. Tratamientos físicos, guimicos y enzimáticos. La estabili­

dad a las altas temperaturas se determinó incubando 100 ul del

SBCPa 100°C durante 5 min. La estabilidad al álcali y al ácido

se determinó incubando 50 ul del SBCP con 150 ul de NaOH0.1N o

150 ul de HCl 0.1 N durante 10 min. Posteriormente se ajustó el

pH de las muestras a 7.4. Los tratamiento enzimáticos con prona­

sa (0.2 mg/ml), tripsina (0.01 mg/ml), carboxipeptidasa (0.1 U)

(Sigma Chemical Co.;St.Louis Mo.), se realizaron incubando 150 ul

de cada enzima con 50 ul del SBCP. La incubación con las distin­
)

tas enzimas se realizó durante 30 min a 37°C e inmediatamente se

efectuó una incubación a 100°C durante 5 min, para inactivar las

enzimas. En todos los experimentos los controles fueron muestras

a las que se le agregaron 1a enzima previamente incubada a 100°C

por 5 min. La actividad de estos controles fueron consideradas

el 100%. Para determinar la presencia de una fracción lipidica

con capacidad quimiotáctica en el SBCP,se realizaron extraccio­
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nes con cloroformo (2:1 vol/vol) luego de la acidificación a pH

1.6 con Hcl 0.5 N y con cloroformo-metanol (2:1 vol/vol). Las

muestra a las que se les realizaron los distintos tratamientos

fueron evaluadas posteriormente en su capacidad quimiotáctica

(111).

2.8. Preparación de la columna Dowex. Cincuenta gramos de resina

Dowex 50x2 se resupendieron en 5 volúmenes de HZOdestilada y se

agitó durante 15 minutos, luego se dejó decantar para separar el

material fino en suspensión. Este procedimiento se repitió 2 ve­
ces. La resina decantada se transfirió a un embudoBüchner con 2

litros de NaOH2N, se llevó a pH neutral con H20 destilada y lue­

go se lavó con 4 litros de HCl 2N. Finalmente se transfirió la
resina a la columna con 2 litros de buffer formato de amonio 0.2

M (pH:3.08), mediante presión de aire (100-150 Torr) (42). El

procedimiento de desalado del SBCPse describe en detalle en los
resultados.

2.9. Determinación gg guimiotaxis ig vitro. Se obtuvo sangre ve­

nosa de donantes voluntarios. Los LPMNfueron separados por se­

dimentación de la sangre en una solución de dextrán al 6%a 37°C,

durante 60 min. La capa plasmática, rica en leucocitos, fue de­

cantada )! centrifugada. Las células obtenidas se lavaron con

HBSS/sa 4°C. Los eritrocitos presentes en la suspensión fueron
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lisados mediante shock hipotónico con 0.15 M de buffer NH4C1y

0.015 M de Tris-HCl, pH 7.25 por 30 min. (88). Finalmente la

suspensión celular se ajustó a una densidad de 5 x 105 céls/ml.

La actividad quimiotáctica de las muestras a analizar se efectuó

utilizando una multi-micro-cámara de boyden con membranade poli­

vinil-pirrolidona (37). Las células atrapadas en la membrana

luego de 60 minutos de incubación a 37°C en una atmósfera de aire

con 5% de C02 y 99% de humedad, fueron teñidas con Diff-Quick.

El número de células migradas se determinó mediante microscopía

óptica con ocular milimetrado y los resultados se expresaron como

el número de células por mm2.

2.10. Determinación gg l producción gg anión superóxido. Se
determinó la reducción de ferricitocromo C mediante un método

previamente descripto (76). Se colocaron en tubos eppendorf 0.8

m1 de solución de HBSS/c y 8% de albúmina; 0.1 ml de ferricito­

cromo C; i 0.05 ml de SOD; 0.1 m1 del estímulo utilizado en los

experimentos que se describen en Resultados. Luego se adicionó

los LPMNen una densidad inicial de 107 céls/ml y se incubó por

distintos tiempos a 37°C con agitación. Luego de cada tiempo de

incubación se determinó la densidad óptica a 550 nm. Luego de la

última lectura se redujo el ferricitocromo remanente adicionando

0.01 ml de ditionito de sodio a cada tubo y se determinó nueva­

mente la densidad óptica. El cálculo del anión superóxido produ­

cido se realizó mediante la siguiente fórmula: O.D./0.6 x 100 =
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uMde anión superóxido = nmoles de anión superóxido producido/5 x

105 LPMN/tiempo. Todos los reactivos utilizados para estas de­

terminaciones se obtuvieron de Sigma Co. St. Louis, M0, USA.

2.11. Determinación gg guimioluminiscencia. La generación de

quimioluminiscencia se determinó por detección fluorométrica en

presencia de luminol. Brevemente, 10 ul de luminol en una con­

centración inicial de 10'4 M se colocaron en viales de vidrio,

posteriormente se agregaron a cada vial 10 ul del estimulo en la

concentración correspondiente y 100 ul de LPMNen una densidad i­

nicial de 104 céls/ml. Las muestras se llevaron a un volumen fi­

nal de 1 ml con HBSS/c y 10%de suero fetal bovino. Posterior­

mente se determinó la quimioluminiscencia por medición durante 20

min en un contador de centelleo liquido (78).

2.12. Determinación gg 5292. La producción de peróxido de hidró­

geno por LPMNse determinó mediante la oxidación de rojo fenol

por peroxidasa utilizando peróxido de hidrógeno como sustrato.

Se colocaron en tubos Eppendorf 0.05 ml de LPMN,en una densidad

inicial de 1 x 107 céls/ml, 0.1 ml de una solución preparada a

partir de 0.09 ml de rojo fenol, 0.07 ml de peroxidasa y 4.64 m1

de HBSS/c con 4% de albúmina bovina. Finalmente se adicionó a

cada tubo 0.05 ml del estimulo correspondiente. Los tubos fueron

incubados a 37°C durante 45 minutos, la reacción se detuvo con
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0.01 ml de NaOHlN. Las muestras se centrifugaron en una micro­

centrífuga y los sobrenadantes se colocaron en una placa de 96

pocillos y se determinó la densidad óptica de cada muestra a 600

nm en un lector de placas de ELISA. La concentración de peróxido

de hidrógeno se determinó a partir de una curva patrón realizada

con concentraciones conocidas de peróxido de hidrógeno (77).

Todos los reactivos utilizados para estas determinaciones se

obtuvieron de Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO, USA).

2.13. Modelo animal de neumonía por 2. aeruginosa. Los ratones

fueron expuestos a un aerosol conteniendo B. aeruginosa.\ La ex­

posición se llevó a cabo a temperatura ambiente, en una cámara

especial construida sobre la base del diseño original descripto

anteriormente (97). Los animales se expusieron al aerosol infec­

tante durante 30 min y recibieron dosis de 1 x 105 a 8 x 105

UFC/ml. La granulocitopenia se indujo inoculando a los ratones

con una dosis i.p. de 200 mg/Kg (CP Sigma, St. Louis). Los ani­

males fueron inoculados nuevamente a las 96 horas, con una dosis

de 200 mg/Kg y desafiados por aerosol con la bacteria. Cuando

fue necesario, se le administró a los ratones una tercera dosis

de ciclofosfamida, cuatro dias después del desafio, a fin de ase­

gurar la granulocitopenia por un periodo mayor a una semana.

2.14. Inducción de la guimiotaxis de LPMN. La inducción de mi­
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gración de LPMNhacia el pulmón se realizó por exposición de los

ratones a un aerosol, según se describió previamente. Los aero­

soles contenían según los experimentos: 30 ml de una suspensión

de B. aeruginosa, 5 ml de FMLPde una concentración 10’3 M o 5 ml

del SBCPde una concentración 10x con respecto al SBCPoriginal.

2.15. Lavados pulmonares en ratones. Los animales fueron sacri­

ficados mediante inyección intraperitoneal de una sobredosis de

pentobarbital sódico. Inmediatamente después se les practicó una

incisión longitudinal vertical, se abrió la cavidad torácica y se

aisló la tráquea. Mediante un catéter de polipropileno se canuló

la tráquea asegurandosé el mismo con un nudo de sutura. El ex­

tremo libre de la cánula se conectó, mediante tubuladura plásti­

ca, a una llave de 3 vias. En la segunda terminal de la llave se

ajustó una jeringa plástica de 5 m1, conteniendo solución fisio­

lógica a una temperatura de 37°C. La tercera terminal de la lla­

ve fue conectada, mediante tubuladura fina, a un tubo de polipro­

pileno comunicado con una bomba manual de vacio. De esta forma,

se inyectaron volúmenes de solución fisiológica previamente cal­

culado para cada animal, manteniendo cerrada la via de comunica­

ción con el tubo. Estos volúmenes fueron calculados como el e­

quivalente al 3%del peso corporal (98). Luego de 10 segundos se

cerró la via que comunica con la jeringa, produciendo al mismo

tiempo vacío en el tubo, mediante la bombamanual. Asi, el li­

quido de lavado fluyó desde los pulmones al tubo. Esta operación
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se repitió un total de 6 veces por animal. Los liquidos de lava­

do fueron mantenidos en baño de hielo hasta su análisis citológi­
CO.

2.16. citología gg los liguidos _g lavado pulmonar. La viabili­

dad celular fue analizada por el test combinadodel azul de tri­

pán y del rojo neutro (31). El recuento total de células se rea­
lizó utilizando una cámara de Neubauer. Los recuentos diferen­

ciales se llevarán a cabo sobre extendidos preparados por sedi­

mentación de los liquidos de lavado, fijados apropiadamente y te­

ñidos con Giemsa. Las actividades de oxidasa y estearasa fueron

determinadas por análisis histoquímicos standard (116). Los re­

sultados fueron expresados como el número total de LPMNo células

mononucleares recolectadas en los liquidos de lavado.

2.17. Depuración pulmonar de E. aeruginosa. Los ratones tratados

con antiinflamatorio y los ratones controles fueron expuestos al
aerosol conteniendo la bacteria. Seis ratones fueron sacrifica­

dos inmediatamente luego del desafio para determinar el número de

UFCdepositadas en los pulmones, otro grupo de 6 ratones fue sa­

crificado a las 4 horas posteriores al desafio. Los pulmones

fueron removidos y homogenizados en 5 ml de agua destilada. Los

homogenatos fueron sembrados en placas de agar tripteina de soja.

Los resultados fueron expresados como el porcentaje de UFCrema­
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nentes en los pulmones 4 horas luego del desafío (118).

2.18. Determinación de mieloperoxidasa en homogenatos de pulmón.

Se determinó espectrofotométricamente la concentración de MPOen

los sobrenadantes de homogenatosde pulmón de ratones aerosoliza­

dos con las quimiotactinas bacterianas y/o tratados con piroxi­

cam, según la metodologia descripta previamente. Los animales

fueron anestesiados con una sobredosis de pentobarbital sódico y

se realizó la perfusión del pulmóna fin de extraer la hemoglobi­

na que interfiere con la determinación de MPO. Los pulmones fue­

ron colocados en 1 ml de PBS, homogeneizados y sonicados a 70W, 2

veces por 15 segundos cada vez. Posteriormente las muestras fue­

ron centrifugadas a 3000 RPMpor 10 min. En 20 ul de los sobre­

nadantes obtenidos se realizó la determinación espectrofotométri­
ca de la concentración MPO. La mezcla de reacción contenía 400

ul de PBS, 80 ul de dimetil formamida, 20 ul de H202, 400 ul de

buffer fosfato (200 mM)y 80 ul de 3,3',5,5'tetrametil-benzidina

como sustrato. El incremento de la densidad óptica para cada

muestra se registró durante 5 minutos a 655nm. Se definió una

unidad de MPO, como la cantidad de enzima que dio un cambio de

densidad óptica de 0.1/min (6).

2.19. Determinación de proteinas solubles en liguidos de lavado

pulmonar. Se realizó la determinación de las proteinas conteni­
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das en los líquidos de lavado pulmonar, obtenidos según se deta­

lla en un item anterior. Los ratones pretratados durante 5 días

con una dosis de 0.64 mg/ml de piroxicam fueron nebulizados con

el SBCP10x, según se describe previamente. Se determinó para

cada muestra la concentración de proteinas por el método de Lowry

(71).

2.20. Estudios histopatolóqicos. Los ratones tratados con piro­

xicam y los ratones controles fueron sacrificados a diferentes

tiempos luego de la exposición al aerosol de B. aeruginosa. Los

pulmones fueron removidos y llenados, a presión atmosférica, con

formalina bufferada 10%. Posteriormente los pulmones fueron su­

mergidos en formalina bufferada 10%. Los cortes histológicos

fueron preparados por los métodos convencionales y teñidos con

hematoxilina y eosina. Se tomaron fotomicrografias de los cortes

y fueron contados al menos 10 secciones de vasos y 10 secciones

de pulmón de grupos de 6 ratones. Las áreas de infiltración a1­

rededor de los vasos y del tejido pulmonar y las áreas de las

secciones internas de los vasos y del tejido pulmonar calcados en

papel fueron cuidadosamente recortados y pesados individualmente.
Los pesos del área infiltrada (wi) y de la sección interna del

vaso o del bronquio (ws) fueron determinados, las relaciones

wi/ws, y los resultados se expresaron comoel indice de la infil­

tración peribronquial (IPB = [wi/wz] x 100) o el indice de in­

filtración perivascular (IPV= [wi/ws] x 100). Estas expresiones
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cuantitativas representan valores reproducibles proporcionales al
grado de infiltración peribronquial y perivascular, respectiva­
mente.

2.21. Consideraciones estadisticas. En todos los casos, sobre la

base de estimaciones previas de 1a dispersión de los datos, se

determinó el tamaño de muestra para cada uno de los experimentos

utilizando el programa SAMPLSZdel paquete estadístico EPISTAT

(Tracy L. Gustafson, MD, Round Rock, Texas, USA). Las compara­

ciones estadísticas de muestras que no tenían distribución normal

se llevaron a cabo por medio del contraste de la suma de rangos

usando el programa RANKTEST. Las comparaciones de muestras con

distribución normal se hicieron utilizando el test de Student,

del mismopaquete estadístico. El procesamiento de los datos se

realizó con los programas descriptos en una computadora IBM.
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3.1. EVALUACION DE LA ACTIVIDAD QUIMIOTACTICA BACTERIANA.

3.1.1. Métodosde determinación de la guimiotaxis.

Distintos métodos para el estudio de la quimiotaxis de LPMN

han sido desarrollados en las últimas décadas. El método de la

multi-micro-cámara de Boydenes el más frecuentemente utilizado,

cuando es necesaria la evaluación de un gran número de muestras.

Cuandose carece de equipos que permitan el análisis de superfi­

cie por microscopía, el procedimiento habitual para determinar el
númerode células retenidas en el filtro es la observación por

microscopía óptica. Mediante esta metodologia, se determinó la

concentración óptima de FMLP(10"7 M), posteriormente utilizada

en todos los experimentos (figura 1). Sin embargo, este procedi­

miento resultó extremadamente tedioso para el gran número de

muestras que se debían analizar en este trabajo. Esta considera­

ción creo la necesidad de desarrollar una nueva metodologia para

la evaluación de los resultados de los ensayos de quimiotaxis.

Recientemente se describió un método espectrofotométrico,

usando una cámara de Boyden convencional, para la evaluación de

la quimiotaxis, basado en la extracción del colorante con que se

tiñen las células retenidas en el filtro (34). A pesar de que el

método resultó exitoso para evaluar la migración de una gran va­

riedad de células, no fue posible distinguir la quimiotaxis de

LPMNde su migración aleatoria. Por consiguiente, fue necesario

el desarrollo de un micrométodoque permitiera el estudio de 1a
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migración de LPMN. En base a1 método previamente descripto, se

modificó el procedimiento de extracción del colorante, realizán­
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Figura 1. Quimiotaxis los LPMNhacia distintas concentraciones de
FMLP. Cada punto representa la media aritmética del número
de LPMNde 8 campos ópticos, en un experimento representati­
vo.

dolo en dos pasos, lo cual aumentosignificativamente la sensibi­

lidad de la posterior determinación espectrofotométrica. Los en­

sayos de quimiotaxis se realizaron según el procedimiento des­

cripto en Materiales y Métodos. Las áreas del filtro correspon­

dientes a triplicados de cada preparación quimiotáctica fueron

recortadas y colocadas en tubos de ensayo y disueltas en 100 ul
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de cloroformo. Posteriormente, se extrajo el colorante con 200

ul de HCl 1N y se evaporó el cloroformo en baño de agua a 80°C.

Cien microlitros de cada muestra fueron transferidos a una placa

de 96 pocillos y se determinó la densidad óptica 600 nm, utili­

zando un lector de placas de ELISA.

Finalmente se comparó el procedimiento de recuento de célu­

las por microscopía óptica con el métododesarrollado (figura 2).
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Figura 2. Correlación entre la densidad óptica a 600nm (método de
extracción en dos pasos con cloroformo y ácido clorhídrico)
y el número de LPMNde 12 campos ópticos evaluados para cada
muestra (métodoóptico). La regresión lineal fue significa­
tiva p=0.00674, r=0.968.
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Un grupo de triplicados de cada muestra fue evaluado microscópi­

camente y un segundo grupo se evaluó por el método espectrofoto­
métrico. Se determinó el número total de células en cuatro cam­

pos ópticos representativos de cada triplicado, y los resultados

fueron expresados como la media aritmética de doce campos ópticos

de la concentración de FMLPinvestigada. Los resultados obteni­

dos mediante la extracción en dos pasos se correlacionaron con

los obtenidos por recuento de células por microscopía óptica.

La densidad óptima de LPMNutilizada en los ensayos de qui­

miotaxis fue 107 células por m1. El método resultó de bajo sen­

sibilidad para densidades menores de células. Densidades mayores

que 107 LPMN/ml propiciaron resultados de baja reproducibilidad

debido a agregación de los LPMN. La extracción total del colo­

rante por el HCl lN, luego de la evaporación del cloroformo in­

crementó notablemente la sensibilidad del método (figura 3). El

tratamiento directo del filtro con HCllN, sin tratamiento previo

con cloroformo, extrajo el colorante sólo parcialmente, por lo

que la sensibilidad del ensayo fue significativamente menor. Por

consiguiente la extracción en dos etapas resultó más sensible que

la extración con HCl 1N únicamente. Esta metodologia fue emplea­

daen todos los experimentos de quimiotaxis que se detallan en

esta investigación.

3.1.2. Conclusiones parciales.

Se desarrollo un método de extracción en dos pasos, que per­
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mitió estudiar la respuesta quimiotáctica de LPMNusando una mul­

ti-micro-cámara de Boyden. La combinación del micrométodo de

0-0 HBSS(emm-cun)
A opa A—A FMLP(CHJCI-CIH)
É o—o mass (CIH)
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FMLP (CONCENTRACION MOLAR)

Figura 3. Comparación de la magnitud de la migración celular ha­
cia FMLPmediante la extración por HCl 1N solamente o por la
extracción con C13CHy HCl lN. Cada punto representa la
densidad óptica del colorante extraido de las tres áreas del
filtro correspondientes a cada muestra evaluada, de un expe­
rimento representativo. El experimento fue repetido 8 ve­
ces.

Boydeny la técnica de extracción del colorante permite la eva­

luación de numerosasmuestras con alta sensibilidad, sin la nece­

sidad de utilizar costosos equipamientos.

3.2. CARACTERIZACION, FUNCION BIOLOGICA IN VITRO Y COMPOSICION
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DEL SOBRENADANTEDE CULTIVO DE B. aeruginosa (SBCP).

3.2.1. Caracteristicas fisicas y guimicas del SBCP.

La actividad quimiotáctica fue termoresistente y permaneció

inalterable luego de la hidrólisis básica o ácida, en un rango de

pH desde 4 a 10 (figura 4). Luego de la extracción con clorofor­
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Figura 4. Actividad quimiotáctica del SBCPluego de los trata­
mientos que se indican. Cada barra representa la den sidad
óptica del colorante extraído de las tres áreas del filtro
correspondientes a cada muestra evaluada, en un experimento
representativo. El experimento fue repetido 8 veces.

mo, el SBCPconservó el 80%de su actividad original. El extrac­
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to clorofórmico reconstituido a1 volumenoriginal con medio-fres­

co retuvo una actividad quimiotáctica equivalente al 2%de la ac­

vidad del SBCP1:1. La actividad quimiotáctica no fue afectada

por la digestión con tripsina o carboxipeptidasa, pero disminuyó

en un 73%luego de la incubación con pronasa (figura 5).
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Figura 5. Actividad quimiotáctica del SBCPluego de los trata­
mientos enzimático que se indican. Cada barra representa la
densidad óptica del colorante extraido de las tres áreas del
filtro correspondientes a cada muestra evaluada, en un expe­
rimento representativo. El experimento fue repetido 8 ve­
ces.

El fraccionamiento del sobrenadante de cultivo por peso molecular

a traveés de filtros Centricon 30, Centricon 10 y Centricon 3
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mostró que la fracción de componentes de peso molecular menor de

3 kD tenia la mayor actividad quimiotáctica (figura 6).

015­

OJO­

005­QUIMIOTAXIS

(densidadoptico600nm)

0.00 ­
SBCP PM)30 30>PM)10 10)PM>3 PM(3

QUIMIOTACTICOS

Figura 6. Actividad quimiotáctica de fracciones de distinto peso
molecular del SBCP, obtenidas por ultrafiltración. Cada
barra representa la densidad óptica del colorante extraído
de las tres áreas del filtro correspondientes a cada muestra
evaluada, en un experimento representativo. El experimento
fue repetido 8 veces.

Esta primera caracterización evidenció que la actividad quimio­

táctica del sobrenadante estaba relacionada con componentes de

caracteristicas peptidicas y que la mayoractividad quimiotáctica

correspondía a sustancias de bajo peso molecular y que esta acti­

vidad es estable a cambios de pH y a altas temperaturas.
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3.2.2. Función biológica in vitro del SBCP.

En la siguiente etapa del trabajo se evaluó comparativamente

1a quimiotaxis de LPMNhacia FMLP, C5a, SBCP y el SBCE (sobrena­

dante de cultivo de g. coli) (figura 7).

:1 CONTROL
m FMLP10-5 M
- SBCP PM>3Kd
El SBCP PMG KdOJO­

0.05 ­

QUIMIOTAXIS

(densidadoptico600nm)

4/Ï;¿;/:/C/Í?<><;¿;/C;Í>¿;4

Figura 7. Actividad quimiotáctica de C5a, SBCE, SBCPy FMLP10'7.
Cada barra representa la densidad óptica del colorante ex­
traido de las tres áreas del filtro correspondientes a cada
muestra evaluada, en un experimento representativo. El ex­
perimento fue repetido 8 veces.

El SBCP1X exhibió actividad quimiotáctica de una magnitud simi­

lar a la observada para el SBCE1x.

A fin de determinar si los receptores de LPMNpara el SBCP
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eran los mismos sobre los que actúa el FMLPse realizaron los

experimentos que se describen a continuación. La preincubación

de los LPMNdurante 5 min con FMLPindujo una disminución dosis­

dependiente en la actividad quimiotáctica de los LPMNhacia el

SBCP o hacia FMLP10'7 M (figura 8).

/'\ A .SBCP 1X
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É 0.10_ .\ AFMLP1OMc3 \\\\
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HBSS 1o-8 10‘7 1o-6 10'5

FMLP (CONCENTRACION MOLAR)

Figura 8. Quimiotaxis de LPMNhacia el SBCP y FMLP10-7. Efecto
de 1a preincubación de los LPMNcon distintas concentracio­
nes de FMLP. Cada barra representa la densidad óptica del
colorante extraido de las tres áreas del filtro correspon­
dientes a cada muestra evaluada, en un experimento represen­
tativo. El experimento fue repetido 8 veces.

La preincubación por periodos más prolongados que 5 min condujo a

la agregación de los LPMN.La actividad quimiotáctica fue total­
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mente inhibida cuando los LPMNfueron preincubados con FMLP10'5

M. La quimiotaxis de LPMNhacia C5a no fue afectada por la pre­

incubación de las células con FMLP10'5 M o por preincubación de

las células con las fracciones de PM>3 kD y PM<3 kD del SBCP

(figura 9).
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Figura 9. Quimiotaxis de LPMNhacia C5a. Efecto de 1a preincu­
bación de los LPMNcon FMLP 10'5 y las fracciones de PM>3
kD y PM<3 kD del SBCP. Cada barra representa la densidad
óptica del colorante extraido de las tres áreas del filtro
correspondientes a cada muestra evaluada, en un experimento
representativo. El experimento fue repetido 8 veces.

En otra serie de experimentos, se evaluó el efecto de la preincu­

bación de LPMNcon las fracciones de PM>3 kD y PM<3 kD del SBCP
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sobre la quimiotaxis de las células frente a distintas concentra­

ciones de FMLP. Los resultados se describen en la figura 10.

EJHBSS/s
NSBCP PM>3Kd

0.100- -SBCP PMCSKd

0.050 —

QUIMIOTAXÍS

(densidadoptico600nm)

S

É
b

10-5 1o"3 10-7 10-3

FMLP (CONCENTRACION MOLAR)

Figura 10. Quimiotaxis de LPMNhacia distintas concentraciones de
FMLP. Efecto de la preincubación de los LPMNcon las frac­
ciones de PM>3kD y PM<3kD del SBCP. Cada barra representa
la densidad óptica del colorante extraido de las tres áreas
del filtro correspondientes a cada muestra evaluada, en un
experimento representativo. El experimento fue repetido 8
veces.

Las fracciones del SBCPejercieron un efecto preactivador sobre

la quimiotaxis de las células, este resultado coincidió con los

obtenidos cuando se preincubaron los LPMNcon FMLPen una concen­

tración de 10'8 M (figura 9). La evaluación de la quimiotaxis de
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LPMNhacia las fracciones de PM>3 kD y PM<3 kD del SBCP, no fue

afectada por preincubación de las células con C5a. El SBCPlio­

filizado fue reconstituido a una concentración 10X con HBSS/s.

La máxima actividad. quimiotáctica fue observada a la dilución

1:32 del sobrenadante de cultivo 10X con HBSS/s, la máxima acti­

vidad quimiotáctica de FMLPfue obtenida a una concentración mo­

lar de 10'7 (figura 11). Ambascurvas dosis-respuesta exhibieron

un patrón de respuesta con una disminución de la actividad qui­
miotáctica a altas concentraciones.
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DlLUCIONES DEL SBCP 10X

Figura 11. Quimiotaxis de LPMNhacia distintas concentraciones de
FMLPy distintas diluciones del SBCP10x. Cada barra repre­
senta la densidad óptica del colorante extraído de las tres
áreas del filtro correspondientes a cada muestra evaluada,
en un experimento representativo. El experimento fue repe­
tido 8 veces.
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3.2.3. Separación y purificación gg ¿gg 9292199; ggimigtágtiggg.

Un inóculo tomado de una placa de 24 horas de cultivo en me­

dio tripteïna de soya sólido, se resuspendió en l litro de medio

minimo Vogel-Bonnet y se cultivó durante 8 horas a 37°C con agi­

tación. El cultivo fue centrifugado a 3000 x g durante 15 minu­
tos. El sobrenadante recolectado fue esterilizado utilizando un

filtro de poro de 0.2 umy liofilizado. El residuo obtenido se

extrajo 5 veces con 500 ml de N-butanol-ácido acético glacial

(10:1, v/v). El sobrenadante se evaporó en rotapavor a 45°C en

vacío. El residuo fue disuelto en 10 ml de HZOdestilada, se

llevó a pH 23 con HCl 6N y se aplicó a una columna Dowex 50x2

(20x2 cm) a fin de desalar los péptidos quimiotácticos.

El sobrenadante de cultivo liofilizado se sembró en la co­

lumna y el intercambio iónico se llevó a cabo con 100 m1 de buf­

fer formiato de amonio0.2 M, para retener los péptidos relativa­

mente ácidos, y 400 ml de buffer acetato de amonio 0.2 M a pH:5

para los demás péptidos. Se eluyeron 500 m1 de buffer por la co­

lumna, recolentándolos en fracciones de 15 m1 a una velocidad de

120 ml por hora. Alicuotas de cada fracción fueron evaluadas en

su contenido peptidico mediante una reacción de ninhidrina. La

elusión de los péptidos se realizó a la misma velocidad con 300

m1 de buffer acetato de amonio 2 M (pH:7) con el agregado de 10

m1 de piridina 0.5 Mpara extraer los péptidos con residuos hi­

drofóbicos. La piridina de esta última fracción fue eliminada

por evaporación y el eluato posteriormente liofilizado. El resi­
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duo obtenido de la columna fue analizado mediante una cromatogra­

fia en capa delgada (TLC) (122). La muestra se disolvió en el

solvente de corrida, N-butanol-ác. acético-Hzo (10:1:3, v/v/v), y
parte de la misma fue filtrada utilizando un Centricon 3, para
obtener la fracción de PM<3kD. Las muestras fueron sembradas en

una placa de silica gel G y como control se sembró una alícuota

de FMLP. El cromatograma se corrió durante 6 horas. La presencia

de péptidos fue revelada con ninhidrina y el esquema de la croma­

tografia obtenida se muestra en la figura 12.

ho

Goao

® o

Figura 12. Diagrama de la cromatografía en capa delgada del SBCP
(calle izquierda), La fracción de PM<3kD obtenida por ul­
trafiltración (calle central) y FMLP(calle derecha). Los
áreas rayadas indican reactividad a la ninhidrina.
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De las cuatro fracciones obtenidas, la número 2 demostró tener un

coeficiente de partición similar a la fracción de PM<3kD y al

FMLP,en el solvente utilizado. De una placa duplicada cromato­

grafiada simultáneamente con la placa revelada se eluyeron las

zonas reactivas a la ninhidrina y los sobrenadantes obtenidos del
lavado de la silica con buffer fosfato fueron evaluados en su ca­

pacidad quimiotáctica. Los resultados de la figura 13, demues­

DJS­
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0.05- l000- II
SBCP 1X SBCP PM(3 F 2 F 1

QUIMIOTAXIS

(densidadoptico600nm)

Figura 13. Quimiotaxis de LPMNhacia FMLP 10'7 M, SBCP 1X o las
distintas fracciones del SBCPobtenidas por TLC. Cada barra
representa la densidad óptica del colorante extraído de las
tres áreas del filtro correspondientes a cada muestra eva­
luada.
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tran que sólo las fracciones 1 y 2 obtenidas mediante 1a cromato­

grafía, contenían actividad quimiotáctica.

3.2.4. Conclusiones parciales.

Esta serie de experimentos evidenciaron que los componentes

del SBCPactúan sobre el mismo receptor que el FMLPy que su ac­

tividad quimiotáctica no involucra el receptor de C5a. La cinéti­

ca de actividad quimiotáctica del SBCP10X en relación a 1a con­

centración fue semejante a la observada para FMLP. Ha sido bien

estudiado que bajas concentraciones del quimiotáctico sintético,

involucran receptores de alta afinidad, relacionados con la qui­

miotaxis, mientras que altas concentraciones involucran recepto­

res de baja afinidad y se relacionan con las funciones del estal­

lido respiratorio, pero que no inducen la migración de las célu­

las. Trabajos previos con g. ggli han demostrado que esta bac­

teria produce, en condiciones óptimas de crecimiento in vitro, no

más que 10'9 M de FMLP(26). Estos resultados permiten conside­

rar la posibilidad de que el SBCPcontenga una concentración de

péptidos quimiotácticos similar a 1a estimada para E. coli.

Los resultados obtenidos permitieron deducir también que, el

SBCPcontiene dos fracciones con actividad quimiotáctica, que uno

de ellos corresponde a una o varias especies peptidicas de bajo
peso molecular y se aisló como FMLP. Acerca de la primer frac­

ción con actividad quimiotáctica, solo se puede deducir que es de

naturaleza peptídica por su reactividad frente a la ninhidrina
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pero de composición desconocida.

3.3. SBCP: MODIFICACION DE SU ACTIVIDAD QUIMIOTACTICA IÑ VITRO

POR IL-l Y DAINE

3.3.1. Efecto promotor de la IL-1 sobre 1a guimiotaxis de LPMN.

Con el fin de estudiar la modulación de 1a respuesta de LPMN

hacia el SBCP, las células fueron incubados en distintas condi­

ciones con IL-l para luego evaluar la respuesta migratoria hacia

las quimiotactinas bacterianas. Las células se resuspendieron en

HBSS/sajustando la densidad a 2 x 107 céls/ml. El efecto promo­

tor fue investigado incubando 1 x 106 LPMNcon 10 a 100 unidades

de IL-l en un volumen total de 140 ul. El tiempo de incubación

varió entre 30 y 60 minutos, a 37°C con agitación, y el tiempo

óptimo de incubación determinado fueron 30 minutos. Luego de la

incubación, se adicionaron a los tubos 860 ul de HBSS/s. Los

LPMNutilizados como control en cada ensayo fueron incubados con

HBSS/s bajo las mismas condiciones. La actividad quimiotáctica

de los LPMNestimulados con IL-l fue evaluada frente a FMLPy las

fracciones de PM>3kD y PM<3kD del SBCP. En experimentos preli­

minares de quimiotaxis se pudo demostrar que la concentración

óptima de FMLPera 10'7 M para ensayos donde se utilizaron 107

LPMN/m1no pretratados. Los ensayos de quimiotaxis para determi­

nar el efecto promotor de la IL-l se llevaron a cabo con 106

LPMN/mly 1a concentración óptima de FMLPfue 10‘8 M.
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En la figura 14 se observa el efecto promotor de la IL-l

sobre la quimiotaxis de LPMNhacia a FMLP. La máxima actividad

promotora se observó cuando 106 LPMNfueron tratados con 20 U IL

0.0154 - FMLP1o-BM

0010­
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QUIMIOTAXIS

(densidadoptico600nm)

0000*
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UNIDADES DE IL-1

Figura 14. Efecto pre-estimulante de distintas dosis de IL-l so­
bre LPMN. Se describe la quimiotaxis de los LPMNfrente a
FMLP10-8 M. Cada barra representa 1a media aritmética i ES
de la densidad óptica del colorante extraido de las tres á­
reas del filtro correspondientes a cada muestra evaluada.

1. Las figuras 15 y 16 muestran que el máximo efecto promotor

sobre LPMNfue inducido por incubación de los LPMNcon ÉO U de

IL-l en ensayos de quimiotaxis utilizando las fracciones de PM>3

kD y PM<3kD del SBCPcomo agente quimiotáctico, respectivamente.
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Figura 15. Efecto pre-estimulante de distintas dosis de IL-l so­
bre LPMN. Se describe la quimiotaxis de los LPMNfrente a
la fracción de PM>3kD del SBCP' Cada barra representa la
media aritmética de la densidad óptica del colorante extraí­
do de las tres áreas del filtro correspondientes a cada
muestra evaluada.

3.3.2. Efecto de DAINEsobre la quimiotaxis de LPMN.

La preincubación de los LPMNcon 10 o 100 ug/ml de piroxicam

y el posterior lavado de las células con HBSS/s, no inhibió la

respuesta quimiotáctica inducida por el SBCPo por las fracciones

de diferente peso molecular obtenidas por ultrafiltración.

La respuesta quimiotáctica fue sin embargo significativamente

inhibida cuando los LPMNfueron resuspendidos en HBSS/s que
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Figura 16. Efecto pre-estimulante de distintas dosis de IL-l so­
bre LPMN. Se describe la quimiotaxis de los LPMNfrente a
la fracción de PM<3kD del SBCP' Cada barra representa la
media aritmétrica de la densidad óptica del colorante ex­
traído de las tres áreas del filtro correspondientes a cada
muestra evaluada, * P< 0.05 para los LPMNpre-estimulados
con 20 U de IL-l.

contenían 100 ug/ml de piroxicam, durante el ensayo de quimiota­

xis (figura 17). Las concentraciones del antiinflamatorio meno­

res a 100 ug/ml no inhibieron la migración de los LPMNhacia FMLP

o hacia las quimiotactinas bacterianas. Estos resultados in­

dicaron que el piroxicam tiene capacidad de inhibir la respuesta

quimiotáctica, por acción directa sobre los LPMN.
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Figura 17. Efecto inhibitorio del piroxicam sobre LPMN. Se pre­
senta la quimiotaxis de los LPMNhacia el SBCPy hacia las
fracciones de distintos pesos moleculares. Cada barra re­
presenta la densidad óptica del colorante extraído de las
tres áreas del filtro correspondientes a cada muestra eva­
luada, en un experimento representativo. El experimento se
repitió 8 veces.

3.3.3. Efecto inhibitorio de DAINEsobre la quimiotaxis de LPMN

pre-estimulados con IL-1.

Los experimentos previos permitieron determinar que la

quimiotaxis de PMNLhacia FMLPy las quimiotactinas bacterianas

es inhibida por incubación de las células con 100 ug/ml‘piroxi­

cam. Posteriormente se diseñaron experimentos que permitieron
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evaluar si el piroxicam inhibia la quimiotaxis de LPMNpre-ac­

tivados con IL-l. Los LPMNfueron incubados con i) IL-1, 20 U

por 106 LPMN,ii) piroxicam, 100 ug/ml, iii) IL-l y piroxicam, y

iv) HBSS. Luego de la incubación, las células fueron evaluadas

en su capacidad quimiotáctica frente a 10'8 M de FMLP(figura

18).

[:1 Control
m Plroxlcam.100 ug/ml

"0-03“ - |L-1. 20 U
m Piroxicam. 100 ug/ml + IL-1 20 U

0.04 ­
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Figura 18. Efecto inhibitorio del piroxicam sobre LPMN,pre-esti­
mulados con IL-l. Quimiotaxis de los LPMNhacia FMLP10'8
M. Cada barra representa la media aritmética i ES de la
densidad óptica del colorante extraido de las tres áreas del
filtro correspondientes a cada muestra evaluada. El experi­
mento se repitió 8 veces.

El tratamiento antiinflamatorio no modificó significativamente la
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capacidad quimiotáctica frente al FMLP10-8 M. Los resultados

que describen las figuras 19 y 20, demuestran que el piroxicam

inhibe la migracion de LPMNfrente a las fracciones del SBCPde

PM>3kD y PM<3kD, pre-activados con IL-l.
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Figura 19. Efecto inhibitorio del piroxicam sobre LPMN,pre-esti­
mulados con IL-l. Se describe la quimiotaxis de los LPMN
hacia la fracción de PM>3kD del SBCP. Cada barra represen­
ta la media aritmética i ES de la densidad óptica del colo­
rante extraïdo de las tres áreas del filtro correspondientes
a cada muestra evaluada, * p< 0.01 para los LPMNtratados
con 100 ug/ml de piroxicam y 20 U de IL-l.

3.3.4. Conclusiones parciales.

De los resultados obtenidos en esta parte del trabajo se
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observa que si bien 1a IL-l no tiene un efecto significativo en

la migración de LPMNhacia a FMLPo la fracción de PM>3 kD, la

migración de las células hacia la fracción de PM<3kD del SBCPse

incrementó significativamente por la preincubación de las células

con IL-l. El tratamiento de los LPMNcon piroxicam inhibió la

I: Control
m Piroxicom.100 ug/ml

0.06d - |L-1. 20 U
EE Plroxlcam. 100 ug/ml + lL-1, 20 U

0D4­

0.02 —
QUIMIOTAXB
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000

Figura 20. Efecto inhibitorio del piroxicam sobre LPMN,pre-esti­
mulados con IL-l. Se describe la quimiotaxis de los LPMN
hacia la fracción de PM<3kD del SBCP. Cada barra represen­
ta la media aritmética i ES de la densidad óptica del colo­
rante extraído de las tres áreas del filtro correspondientes
a cada muestra evaluada, * p< 0.01 para los LPMNtratados
con 100 ug/ml de piroxicam y 20 U de IL-l.

respuesta quimiotáctica, por acción directa sobre los LPMN.
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Una interacción lábil y reversible del piroxicam con los recepto­

res de péptidos quimiotácticos de los LPMN,podria explicar la

perdida del efecto antiinflamatorio cuando los LPMNfueron lava­

dos con HBSSpreviamente a realizar el ensayo de quimiotaxis. El

piroxicam inhibió la migración de LPMNpre-activados por IL-l ha­

cialos quimiotácticos bacterianos. Este resultado permite con­

cluir que el efecto inhibitorio sobre la quimiotaxis del antiin­
flamatorio es independiente de la acción estimuladora de la IL-1

sobre los LPMN. Sin embargo, el tratamiento antiinflamatorio no

inhibió significativamente 1a quimiotaxis hacia FMLPde LPMNpre­

estimulados con IL-l.

3.4. SBCP: EFECTO SOBRE OTRAS FUNCIONES DE LPMN

3.4.1. Producción de anión superóxido por LPMN.

Las muestras que contenían 2.5 x 106 LPMNfueron incubadas

con agitación a 37°C durante 30 min en presencia de 10"5 M de

FMLP, o las fracciones de PM>3kD y PM<3kD. La determinación de

la producción de anión superóxido se realizó según se describe en

Materiales y Métodos. Los resultados que se muestran en la tabla

1, demuestran que las quimiotactinas promueven la producción de

anión superóxido.

3.4.2. Efecto promotor de la IL-l sobre la producción de anión

superóxido por LPMN.
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Tabla 1. Producción de anión superóxido por LPMN.

Estimulante Anión superóxido@

control (s/estimulación) 0.49 i 0.04

10‘5 M FMLP 2.17 i 0.28*

SBCP PM>3 kD 0.96 i 0.12

SBCP PM<3 kD 2.23 i 0.16*
\

9 Media aritmética i ES de nmoles/min/lo6 LPMN.
*diferencia significativa con respecto al control, p<0.05.

Las muestra que contenían 2.5 x 106 LPMNy 20 [J de IL-l

fueron incubadas con agitación a 37°C durante 30 min. Posterior­

mente se agregaron como estimulantes 10'5 M de FMLP, las frac­

ciones de PM>3 kD o PM<3 kD del SBCP y se realizó una nueva in­

cubación en las mismas condiciones. Los resultados se muestran

en la tabla 2, donde se observa que la IL-1 promueve la produc­

ción de anión superóxido por LPMNestimulados con las quimiotac­

tinas.

3.4.3. Efecto de DAINEsobre la producción de anión superóxido

por LPMN.

Las muestras que contenían 2.5 x 106 LPMNfueron incubadas

con 100 ug/ml de piroxicam, con agitación a 37°C durante 30 min

en presencia de 10"5 M de FMLP, las fracciones de PM>3kD o PM<

3 kD del SBCP, la determinación de la producción de anión superó­

xido se realizó según se describe en Materiales y Métodos. Los

resultados demostraron que el piroxicam inhibïa parcialmente la
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Tabla 2. Producción de anión superóxido por LPMN. Efecto pro
motor de IL-1*.

Estimulante Anión superóxido@

control (s/estimulación) 0.55 i 0.06

control + IL-1 0.85 i 0.25

10-5 M FMLP 1.63 i o.12*

10-5 M FMLP+ IL-l 1.92 i 0.05*

SBCP PM>3 kD 1.10 i 0.28

SBCP PM>3 kD + IL-l 1.91 i 0.43

SBCP PM<3kD 1.69 i o.23*

SBCP PM>3kD+ IL-l 2.15 + 0.36*

e Media aritmética i ES de nmoles/min/lo6 LPMN.
* Los LPMNfueron tratados con una dosis de 20 unidades de IL-l.
*diferencia significativa con respecto al control correspondien­
te, p<0.05.

la producción de anión superóxido inducida por las quimiotactinas

(tabla 3).

3.4.4. Efecto inhibitorio de DAINEsobre la producción de anión

superóxido por LPMNpre-estimulados con IL-l.

Las muestras que contenían 2.5 x 106 LPMNy 20 U de IL-l

fueron incubadas con agitación a 37°C durante 30 min. Posterior­

mente se agregaron como estimulantes 10'5 Mde FMLP,las fraccio­

nes de PM>3 kD o PM<3 kD del SBCP. Se realizó una nueva incuba­

ción en presencia de 100 ug/ml de piroxicam, bajo las mismas con­

diciones de la incubación anterior. Los resultados de un experi­

mento representativo se describen en la tabla 4. Se observó que
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el piroxicam inhibia parcialmente la producción de anión superó­

Tabla 3. Producción de anión superóxido por LPMN. Efecto in­
hibidor del piroxicam .

Estimulante Anión superóxidoe

control (s/estimulación) 0.55 i 0.08

control + piroxicam 0.18 i 0.11

FMLP 10‘5 M 1.72 i 0.22

FMLP10'5 M + piroxicam 1.68 i 0.15

SBCP PM>3 kD 0.88 i 0.20

SBCP PM>3kD + piroxicam 0.50 i 0.11

SBCP PM<3 kD 1.42 i 0.35

SBCP PM<3kD + piroxicam 0.95 i 0.16
\

Q Media aritmética i ES de nmoles/min/lo6 LPMN.
* Los LPMNfueron tratados con una dosis de 100 ug/ml de piroxi­
cam.

xido por LPMNpre-activados con IL-l y estimulados con las qui­
\

miotactinas.

3.4.5. Producción de guimioluminiscencia de LPMN.

La determinación de quimioluminiscencia de LPMNse realizó

según se describe en Materiales y Métodos. 10 ul de LPMNen una

densidad de 2 x 106 céls/ml se colocaron en cada vial. Las célu­

las fueron estimuladas con zimosán 10 mg/ml y/o 10'5 M de FMLPo

las fracciones de PM>3 kD y PM<3 kD del SBCP. Cada muestra fue

evaluada durante 30 minutos, en un contador de centelleo liquido.
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Se estudió el efecto directo del FMLPo el SBCP de PM>3kD o PM<3

kD. Se observó que si bien los LPMNtienen una respuesta modera­

?abia 4. Producción de anión superóxido por LPMN. Efecto
inhibitorio del piroxicam sobre LPMNpre-estimulados con IL-1*.

Estimulante Anión superóxido@

control + IL-l 1.08 i 0.40

control + IL-1 + piroxicam 0.72 i 0.27

10'5 M FMLP+ IL-l 1.96 i 0.09

10'5 M FMLP+ IL-l + piroxicam 1.34 i 0.70

SBCP PM>3 kD + IL-l 1.20 i 0.35

SBCP PM>3kD + IL-l + piroxicam 0.78 i 0.20

SBCP PM<3 kD + IL-l 2.67 j; 0.25

SBCP PM>3kD + IL-l + piroxicam 0.87 i 0.08

@Media aritmética i ES de nmoles/min/lo6 LPMN.
* Los LPMNfueron tratados con una dosis de 100 ug/ml de piroxi­
cam y 20 unidades de IL-l.

da cuando se los estimula con FMLP, las fracciones de PM>3kD y

PM<3kD del SBCPno tiene efecto aparente a 1a concentración eva­

luada (figura 21).

Para determinar el efecto de las fracciones del SBCPsobre

la quimioluminiscencia inducida por zimosán, se realizó el mismo

experimento en presencia de las quimiotactinas. En la figura 22

se observa que las quimiotactinas no modificaron significativa­

mente la respuesta de los LPMNactivados con zimosán. Esta ob­
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servación permitió deducir que la falta de respuesta de los LPMN

hacia las quimiotactinas, observada en el experimento anterior,

no era producto de un efecto inhibitorio sobre las células.
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4_ A—AFMLP 10-5M

< A—A SBCP PM>3Kd
¿3 D-DSBCP PMGKdz
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Figura 21. Quimioluminiscencia inducida por FMLP10'5 M o las
fracciones de PM>3kD y PM<3 kD del SBCP, en un experimento
representativo. El experimento fue repetido 8 veces.

A fin de evaluar el efecto de la IL-l sobre la quimiolumini­

scencia producida por los LPMN,10 ul de las células en una den­

sidad de 2 x 106 células/m1 se colocaron en cada vial con 20 U de

IL-l y se incubaron durante 30 minutos. Los LPMNfueron estimu­

ladas posteriormente con 10’5 M de FMLPo las fracciones de PM>3
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kD y PM<3kD del SBCP. Cada muestra fue evaluada durante 30 mi­

nutos, en un contador de centelleo liquido. Los resultados del
efecto directo del FMLPo el SBCPde PM>3kD o PM<3 kD se descri­
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Figura 22. Quimioluminiscencia inducida por zimosán (10 m m1).
La determinación se realizó en presencia de FMLP10' M o
las fracciones de PM>3 kD y PM<3 kD del SBCP, en un expe­
rimento representativo. El experimento fue repetido 8 veces.

ben en la figura 23. Se observó que la IL-l tiene un efecto es­

timulante sobre la quimioluminiscencia de los LPMNactivados con

FMLP. Las fracciones de PM>3 kD y PM<3 kD del SBCP no inducen la

quimioluminiscencia de LPMN,a pesar de la pre-estimulación con
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IL-l.

3.4.6. Producción de H292 de LPMN.

La determinación de la producción de H202 por LPMNse reali­

70 _L 0—OCONTROL
o—o SBCP PM)3 kD
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Figura 23. Quimioluminiscencia inducida por FMLP10'5 M o las
fracciones de PM>3 kD y PM<3 kD del SBCP. Los LPMN, fueron
preincubados con 20 U de IL-l. Se describe un experimento
representativo, repetido 8 veces.

zó según se describe en Materiales y Métodos. Las muestras que

contenían 50 ul de LPMNen una densidad de 107 céls/ml fueron in­

cubadas con agitación a 37°C durante 30 minutos en presencia de

10'.5 M de FMLP o de las fracciones de PM>3 kD o PM<3 kD del SBCP.
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Los resultados, que se muestran en la tabla 5, permitieron demos­

trar que las quimiotactinas promovian la producción de peróxido

de hidrógeno.

Tabla 5. Producción de H202 por LPMN.

Estimulante ¡{202g

control (s/estimulación) 3.33 i 0.37

FMLP 10-5 M 3.25 i 0.37

zimosán (10 mg/ml) 7.83 i 0.16*

SBCP PM>3 kD 6.13 i 0.55

SBCP PM<3 kD 14.16 i 0.48**

@Media aritmética i ES de nmoles/lo5 LPMN.
*diferencia significativa con respecto al control, p<0.05
** diferencia significativa con respecto al control, p<0.01.

3.4.7. Efecto promotor de la IL-1 sobre la producción de H292_gg

LBMH­

Las muestras que contenían una densidad de 107 LPMNy 20 U

de IL-l fueron incubadas con agitación a 37°C durante 30 minutos.

Posteriormente se agregaron como estimulantes 10'5 Mde FMLP,la

fracción PM>3kD o 1a fracción de PM<3kD del SBCP y se realizó

una nueva incubación en las mismas condiciones. Los resultados

de un experimento representativo se muestran en la tabla 6. Se

observó que la IL-l inhibia la producción de peróxido de hidró­

geno por LPMNestimulados con las fracciones del SBCPo FMLP.

3.4.8. Efecto de DAINEsobre 1a producción de H292 de LPMN.
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Las muestras que contenían una densidad de 107 LPMN,y/o 100

ug/ml de piroxicam fueron incubadas con agitación a 37°C durante

30 minutos. Se utilizaron como estimulantes 10‘5 M de FMLP, la

fracción PM>3kD o la fracción de PM<3kD del SBCP y se realizó

Tabla 6. Producción de H202 por LPMN. Efecto promotor de la IL­
1 .

Estimulante H202e

control (s/estimulación) 6.87 i 0.15
control + IL-l 10.37 i 2.00

SBCP PM>3 kD 12.50 i 1.70

SBCP PM>3 kD + IL-l 5.25 i 0.12

SBCP PM<3 kD 14.25 i 0.67

SBCP PM<3 kD + IL-l 10.87 + 1.35

9 Media aritmética i ES de nmoles/lo5 LPMN.
* Los LPMNfueron tratados con una dosis de 20 unidades de IL-l.

una incubación con agitación a 37°C durante 30 minutos. Los re­

sultados de un experimento representativo se muestran en la tabla

7. El tratamiento de las células con el piroxicam no modificó la

producción de peróxido de hidrógeno por LPMNestimulados con las

quimiotactinas.

3.4.9. Conclusiones parciales.
Los resultados obtenidos en esta parte del trabajo demues­

tran que sólo la fracción de PM<3kD del SBCPpromueve la produc­

ción de anión superóxido y peróxido de hidrógeno por los LPMN,
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pero no modifican la quimioluminiscencia de las células. La qui­

Tabla 7. Producción de H202 por LPMN. Efecto del tratamiento
con piroxicam.

Estimulante “202El

control (s/estimulación) 13.67 i 0.86

control + IL-l 11.00 i 0.27

SBCP PM>3 kD 13.00 i 0.27

SBCP PM>3 kD + IL-l 10.67 i 0.62

SBCP PM<3 kD 16.67 i 0.15

SBCP PM<3 kD + IL-l 14.00 + 0.12

9 Media aritmética i ES de nmoles/lo5 LPMN.

mioluminiscencia inducida por zimosán no fue modificada cuando se

realizó la determinación en presencia de las quimiotactinas bac­

terianas. De esta forma, se pudo comprobar que las células fue­

ron activadas con el zimosán, independientemente de la presencia

de las quimiotactinas lo cual indicaria que las fracciones de

distinto peso molecular del SBCPno tenian un efecto inhibitorio

sobre la quimioluminiscencia de los LPMN. El efecto de las qui­

miotactinas sobre la inducción de quimioluminiscencia, o la pro­

ducción de peróxido de hidrógeno de los LPMN,no fue modificada

significativamente, por la preincubación de las células con IL-l.
Sin embargo la citoquina aumentó parcialmente la producción de

anión superóxido. El piroxicam inhibió parcialmente la produc­

ción de anión superóxido inducida por las quimiotactinas, tanto
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de las células sin pre-estimulación comode los LPMNpre-activa­
dos con IL-l.

Los resultados obtenidos en esta parte del trabajo demostra­

ron que, las fracciones de distinto peso molecular del SBCP,mo­
dificaron diferencialmente las funciones de los LPMN. La frac­

ción de PM<3kD, activó las células en una forma semejante a lo

esperado para el FMLP. Esta observación correlaciona con las

evidencias acerca de que la composición de esta fracción, seria

semejante a la del peptido sintético.

3.5. EFECTO DEL TRATAMIENTO CON DAINE SOBRE LA INFECCION PULMONAR

por 2. aeruginosa.

3.5.1. Respuesta celular de pulmón hacia la infección con P.

aeruginosa.

La exposición de ratones normales a un aerosol que contenía

una cepa salvaje de P. aeruginosa o una cepa mutante termosensi­

ble de la mismabacteria (figura 24) produjo una respuesta infla­

matoria caracterizada por la migración de LPMNal pulmón.

Cuando se desafio ratones granulocitopénicos con la cepa

salvaje los animales desarrollaron una neumonía hemorrágica y la

mortalidad es del 100%, dentro de las 24 horas posteriores al

desafio (LDSO< 500 UFC). En contraste, cuando el desafío fue
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Figura 24. Fotografía superior: población celular de fluido de
lavado pulmonar de ratones que no fueron aerosolizados
(625x). Fotografía inferior: población celular de fluido de
lavado pulmonar, 4 horas luego del aerosol de 2. aeruginosa
(625x).



realizado con la mutante termosensible E\9\9, en dosis similares

a la usadas para la bacteria salvaje, la sobrevida fue del 100%

(tabla 8). Dado que tanto la cepa salvaje como la mutante ter­

mosensible fueron capaces de atraer un número similar de LPMN

hacia el pulmóne indujeron cambios histopatológicos de similar

Tabla 8. Inflamación pulmonar inducida por el desafio con un
aerosol de 2.aeruginosa.

desafio* mortalidad% LPMN! Patalogiae

B. aeruginosa

ratón normal 0 (1.2i0.2) x 106 (++T)

ratón granuloc. 100 <1 x 104 (ND)

E\9\9
ratón normal 0 (1.1i0.1) x 106 (++)

ratón granuloc. -0 <1 x 104 1-)

Solución salina
ratón normal 0 <1 x 104 (’)

* El desafío fue realizado con 6-8 x105 ufc/animal
! Los datos son la media aritmética i ES del numero de LPMNen
los liquidos de lavados recogidos 4 horas luego del desafio conel aerosol.

@Cortes del tejido pulmonar fueron evaluados con respecto a la
congestión y a la infiltración peribronquial y perivascular;

(+) = comparativamente mayor, (-) = sin, ND=no determinada.
Los animales fueron sacrificados 48 horas luego de la exposi
ción al aerosol. La observación de los pulmones de los ratones
granulocitopénicos que recibieron B. aeruginosa aerosolizada,
reveló la presencia de una extensa hemorragia y consolidación.

magnitud, los ratones granulocitopénicos expuestos a un aerosol
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Figura 25. Respuesta celular pulmonar hacia 1a mutante termosen­
sible E/9/9 de B. aeruginosa en ratones normales (gráfico
central) y ratones granulocitopénicos (gráfico inferior).
Cada punto representa la media aritmética i ES (n=6-8) del
número de células 'recuperadas de los liquidos .de lavado
luego del desafio con el aerosol. El incremento en el
número de glóbulos rojos (GR) en los líquidos de lavado de
los ratones normales con los ratones granulocitopénicos se
describe en el inserto (gráfico superior).
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magnitud, los ratones granulocitopénicos expuestos a un aerosol

de la mutante E\9\9 fue considerado un modelo válido para el

estudio de la respuesta celular de pulmón durante un periodo

mayor a una semana. Se observó una respuesta celular bifásica

hacia la mutante termosensible E\9\9, en los animales normales,

(figura 25), mientras que la presencia de LPMNy macrófagos a1­

veolares fue totalmente inhibida en los ratones granulocitopé­

nicos (figura 25). El númerode glóbulos rojos en los líquidos

de lavado, un signo tempranode la injuria tisular, fue signifi­

cativamente menor en los animales granulocitopénicos, comparados

con el número determinado para los ratones controles, a\las 4,

24, y 48 horas luego del desafio con el aerosol de la mutante

termosensible E\9\9 (figura 25, inserto). Un porcentaje del 78%

del inóculo inicial de la mutante E\9\9 fue depurado en los

pulmones de los ratones normales a las 4 horas del desafio,

mientras que un 81% fue depurado en los pulmones de los ratones

granulocitopénicos en el mismoperiodo (las diferencias no fueron

significativas). Más del 99%del inóculo inicial fue depurado

dentro de las 24 horas y la depuración se completó dentro de las

48 horas, similarmente a lo que ocurrió con la cepa salvaje.

3.5.2. Efecto de las DAINEsobre la respuesta celular de pulmón.

La respuesta de LPMNhacia las vías respiratorias bajas en

respuesta a un aerosol de B. aeruginosa fue modulada por el tra­

miento por piroxicam en una relación dosis-respuesta (figura 26).

El estudio histoquímico reveló que el 90%-95%de las células mi­
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gradas fueron LPMN.Noexistieron diferencias significativas en­

tre los ratones tratados y controles con respecto al número de
macrófagos alveolares (MA)determinado 4 horas posteriormente al

desafio. La magnitud de la respuesta de LPMNy MAfue baja en

los animales tratados con 0.2 mg/Kgde piroxicam, mientras que la

duración de la respuesta celular (figura 27) no se vio afectada

Lg w3/// ///////////

5 sd KH"
0:04 0.16 0.64 2.56

PIROXICAM(mg/Kg)

Figura 26. Efecto del tratamiento con piroxicam sobre el número
total de LPMNrecuperados de los liquidos de lavado de rato­
nes, 4 horas después del desafio con un aerosol de B. aeru­
ginosa. Los ratones fueron tratados con las dosis que se
indican, 42, 26 y 2 horas antes de la exposición al aerosol.
Cada punto representa la media aritmética i ES de los datos
de 6 a 8 ratones. El área rayada representa la media arit­
mética i ES del número de LPMNrecuperados de los ratones no
tratados y expuestos al aerosol. Diferencias significati­
vas, ** p<0.01 para la disminución del número de LPMNen ra­
tones tratados con 0.16, 0.64 o 2.56 mg de piroxicam/Kg.
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Figura 27. Efecto de 0.2 mg de piroxicam/Kg por dia en la res­
puesta de [a] células mononucleares y [b] LPMNal desafio
con 2. aeruginosa. Cada punto representa la media aritméti­
ca i ES de los datos de 6 a 8 ratones. Diferencias signifi­
cativas, * p<0.01 para el número total de LPMNrecuperados 4
y 24 horas posteriores al desafio en los liquidos de lavado
de ratones tratados con piroxicam. Diferencias significati­
vas, ** p<0.01 para el número total de células mononucleares
recuperadas 2 o 3 días posteriormente al desafío.
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por el tratamiento. En ambos casos, la linea de base de LPMNyMA

fue recuperada cuatro días luego del desafío con 6-8 x 105 cfu de

B. aeruginosa. Los ratones fueron sacrificados 21 días después

del desafío por aerosol con B. aeruginosa. Los animales con­

troles fueron expuestos a un aerosol con solución salina.

La evaluación de los cortes de tejido pulmonar (figura 28),

revelaron que el tratamiento con piroxicam previene significati­

vamente la infiltración perivascular en una relación dosis-res­

puesta (figura 29). La infiltración peribronquial también

disminuyó, aunque en forma no significativa.

3.5.3. Efecto protectivo del piroxicam.

A fin de determinar el efecto del tratamiento con piroxicam

sobre las defensas pulmonares anti-Pseudomonas, se aerosolizaron

ratones normales con una dosis de 6-8 x 106 cfu intrapulmonares

de E. aeruginosa. De los ratones no tratados, el 63%murieron,

mientras que el tratamiento el antiinflamatorio disminuyo signi­

ficativamente la muerte de los ratones producida por la infección

con B. aeruginosa, en una relación dosis-respuesta (tabla 9).

La cepa de B. aeruginosa utilizada no fue susceptible a 25.6

ug de piroxicam/ml en un ensayo de actividad bactericida, in

vitro de difusión en agar. Los pulmones de los animales que

murieron luego de la aerosolización mostraron signos patológicos

macroscópicos característicos, con hemorragia y consolidación

involucraba más del 90%del órgano. Los experimentos de depura­
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Figura 28uInhibi­
ción parcial de
la migración de
LPMN hacia el
pulmón de ratones
tratados con 0.3
Ing/Kg de piroxi­
cam. Las foto­
grafías muestran
secciones de va­
sos obtenidos de
cortes de pulmón
teñidos con hema­toxilina-eosina
de ratones, no
tratados,no desa­
fiados (fotogra­
fía superior), no
tratados yf desa­
fiados con un ae­
rosol de B. ggrg;
QLQQE (fotogra­
fía central) y,
ratones desafia­
dos con el aero­
sol y tratados
con piroxicam
(fotografía infe­
rior).
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Figura 29. Determinacióncuantitativa de la infiltración perivas­
cular (IPV) y peribronquial (IPB) (definida en Materiales y
Métodos) de los pulmones de ratones tratados con las dosis
que se indican de piroxicam y desafiados con un aerosol de
B. aeruginosa. Cada punto representa la media aritmética i
ES de 10-15 secciones de bronquios o vasos sanguíneos. Las
áreas rayadas representan la media aritmética i ES de las
secciones obtenidas de pulmones de ratones no tratados y ex­
puestos al aerosol. Diferencias significativas, * p<0.05;
** p<0.01.
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ción pulmonar, 4 horas después del desafio con el aerosol, reveló

que el 56%de las cfu no fueron removidas de los pulmones de los

animales controles, mientras que el 42%, 41%, 47% y 51% de ufc

permanecieron en los pulmones de los ratones tratados con dosis

de 0.04, 0.16, 0.64 y 2.56 mg/Kg, respectivamente.

Tabla 9. Efecto protectivo del piroxicam sobre ratones normales
desafiados con un aerosol de 2. aeruginosa.

tratamiento, nQde ratones muertos/
dosis (mg/ml) nQ total de ratones (%) p*

salina 12/19 ­

piroxicam

0.04 10/19(53) NS

0.16 4/17 (24) 0.040

0.64 1/18(6) 0.009

2.56 4/18(22) 0.030

*Nivel de significación de las diferencias en la mortalidad de
los ratones tratados con piroxicam comparados con el grupo con­
trol (ratones tratados con solución salina), determinado por el
test de x2; NS, no significativo. ‘

En otra serie de experimentos se evaluó la capacidad protec­

tiva del antiinflamatorio, suministrado por via de aerosoles, 4

horas después del desafio con E. aeruginosa. El 100%de los ani­

males tratados sobrevivieron, mientras que solo el 50%de los a­

nimales controles sobrevivió al desafio con 2. aeruginosa (P=

0.043). Los resultados aunque no son concluyentes, sugieren que

el tratamiento con el antiinflamatorio protege a los animales
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tratados posteriormente al desafio con 2. aeruginosa. Esta ob­

servación es un indicio de que el antiinflamatorio no sólo prote­

ge a los animales inhibiendo 1a migración de los LPMNal pulmón

sino que la suministración posterior al tiempo al cual se sabe

que las células llegan al órgano.

3.5.4. Conclusiones parciales.
Los datos obtenidos en el modelo in vivo estarian confirman­

do los resultados obtenidos en los experimentos in vitro, donde

se demuestras que el piroxicam no sólo inhibe la migración de
células sino también las funciones relacionadas con la liberación

de especies reactivas del oxigeno, lo que conduce al daño del

tejido pulmonar y es una de las causa de daño tisular inducido

por las infecciones por 2. aeruginosa.

3.6. EFECTO IN VIVO DEL TRATAMIENTO CON DAINE SOBRE LA QUIMIOTA­

XIS DE LPMN INDUCIDA POR EL SBCP.

3.6.1. Efecto de las DAINEsobre la respuesta LPMNen el pulmón.

En la etapa final de este trabajo se estudió la migración in

in vivo de LPMNinducida por FMLPo el SBCP y su modulación por

drogas antiinflamatorias no esteroideas. Los ratones fueron tra­
tados con piroxicam, durante 5 dias antes de realizar la nebuli­

zación con los quimiotácticos. Posteriormente, se realizó el re­

cuento de los LPMNmigrados, en los líquidos de lavado pulmonar,
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obtenidos 4 horas después del desafío. Los resultados obtenido

confirman que las quimiotactinas bacterianas asi comocon el qui­

miotáctico sintético tienen por si mismos capacidad de atraer

LPMNhacia el pulmón en ausencia del microorganismo entero (figu­

ra 30).
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Figura 30. Efecto del tratamiento con piroxicam, sobre el número

3. 6. 2.

total de LPMNrecuperados de los liquidos de lavado de rato­
nes, 4 horas después del desafío con un aerosol del SBCPo
FMLP. Los ratones fueron tratados con la dosis que se indi­
ca, durante 5 dias previos a la exposición al aerosol. Di­
ferencias significativas, ** p<0.01 para la disminución del
número de LPMNen ratones tratados con 0.64 mg de piroxi­
cam/Kgpor dia. Cada barra representa la mediana de los da­
tos de 6 a 8 ratones.

Efecto del SBCPsobre los niveles de MPOen pulmón.
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Si bien los resultados de recuento de LPMNen los liquidos

de lavado pulmonar muestran una clara evidencia del efecto inhi­

bitorio del antiinflamatorio, es necesario tener en cuenta que

las quimiotactinas no sólo inducen la migración de los LPMN,sino

que también activan estas células. Esta última consideración se

corresponde con las observaciones realizadas durante los recuen­

tos, donde se encontraron gran cantidad de células destruidas, lo

cual podria considerarse un hecho consecuente a 1a activación de

los LPMN. A fin de investigar esta última consideración, se

realizaron determinaciones de MPOen homogenatos de pulmón de

ratones desafiados con las quimiotactinas y tratados con el
antiinflamatorio.

Se realizó una modificación de un método previamente des­

cripto, que permitió correlacionar la cantidad de esta enzima en

homogenatos de'pulmón de ratones con diferentes tratamientos y

las células que migraron. Se determinó espectrofotométricamente

la concentración de MPOen los sobrenadantes de homogenatos de

pulmónde ratones aerosolizados con las quimiotactinas bacteria­

nas y/o tratados con piroxicam, según la metodologia descrita

previamente. Los animales fueron anestesiados con una sobredosis

de pentobarbital sódico y se realizó la perfusión del pulmón a

fin de extraer la hemoglobinaque, se sabe, interfiere con la de­

terminación de MPO. Los pulmones fueron colocados en 1 m1 de

PBS, homogeneizados y sonicados a 70W, 2 veces por 15 seg., cada

vez. Posteriormente las muestras fueron centrifugadas a 3000 RPM
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por 10 min. En 20 ul de los sobrenadantes obtenidos se realizó

la determinación espectrofotométrica de la concentración MPO,

usando 3,3',5,5’tetrametil-benzidina comosustrato. Los resul­

tados obtenidos se describen en la figura 31. Se observó un
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Figura 31. Efecto del tratamiento con piroxicam, sobre los nive­
les de MPO,determinados en los sobrenadantes de homogenatos
de pulmón, 4 horas después del desafío con un aerosol del
SBCPo FMLP. Los ratones fueron tratados con la dosis que
se indica, durante 5 días previos a la exposición al aero­
sol. Cada barra representa la mediana de los datos de 6 a 8
ratones. Diferencias significativas, * p<0.05.

aumento en los niveles de MPOen los animales desafiados con el

SBCP. Los niveles de MPOen los homogenatos de pulmón de los
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animales que fueron tratados con el antiinflamatorio y desafiados

con el SBCPdisminuyeron con respecto a los niveles de MPOdeter­

minados para los animales no tratados. Los resultados obtenidos

mediante la determinación de MPO,se correlacionan con los ob­

tenidos para el recuento de células en liquidos de lavados. El

método resultó un buen parámetro de determinación del daño de

tejido.

3.6.3. Efecto del tratamiento con piroxicam sobre los niveles de

groteinas en pulmón.

Trabajos anteriores de otros autores han demostrado que los

altos niveles de proteinas en liquidos de lavados pulmonares se

correlacionan con el daño del tejido pulmonar. A fin de deter­

minar el efecto del SBCPsobre los niveles de proteinas solubles,

se evaluó el contenido de las mismas en los liquidos de lavado de

pulmones de ratones, realizados 4 horas después del desafio con

el SBCP. Los resultados obtenidos se observan en la figura 32,

donde se demuestra que los niveles de proteinas en los liquidos

de lavados aumentaron significativamente en los animales desafia­

dos con el SBCP. También se observó que el tratamiento de los

animales con piroxicam disminuyó significativamente la concentra­

ción de proteínas en los líquidos de lavado.

3.6.4. Efecto de complejos piroxicam-cobre sobre la migración in

vivo de LPMN.
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Figura 32. Concentración de proteinas solubles en liquidos de
lavado pulmonar, recuperados 4 horas posteriores al desafio
con un aerosol del SBCP. Cada barra representa la media a­
ritmética i ES de la concentración de proteinas de los li­
quidos de lavado de 6 ratones. Diferencias significativas,
* P< 0.01 para el aumento de la concentración de proteinas
de los liquidos de lavado de los ratones desafiados con un
aerosol del SBCP. Diferencias significativas, ** P< 0.01
para la disminución en la concentración de proteinas de los
liquidos de lavado de los ratones tratados durante 5 dias
previos al aerosol con una dosis de 0.64 mg de piroxicam/
Kg/díaria.

Trabajos anteriores ha atribuido el efecto protectivo de los

DAINEa su capacidad de formar quelatos con Cu2+ y ejercer ac­

tividad de superóxido dismutasa (SOD). La capacidad SODdel

piroxicam complejado con Cu2+ según se ha descripto previamente,
2+fue evaluada previamente in vitro. Los complejos piroxicam-Cu
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(10'4 M, 1:1 Cu2+:piroxicam) inhibieron 1a reducción del fer­

ricitocromo C catalizada por el anión superóxido, en forma dosis­

respuesta dependiente (figura 33).

0.15- o——o PlROXICAM-Cu2+

CZ)
E\
:3

V 0.10- O\OC3
O
U) o
C3
<í
C3
E; 005d¡:
C)
<(

0.00 I I I I l I I I 1

25' 5 '15 10 12J5 N5 fl5 20 222

CONCENTRACIONMOLAR(x1o-6)

Figura 33. Actividad SODde los complejos piroxicam-Cu2+. Cada
punto corresponde a la actividad SODde las concentraciones
que se indican del complejo, determinada por el método de
reducción del ferricitocromo C, en un experimento represen­tativo.

El antiinflamatorio solo, sin Cu2+ no demostró tener capacidad

SODpor si mismo, pero el cobre en concentración 10’4 M inhibió

la reducción del ferricitocromo C en forma similar a la que lo

hicieron los complejos (figura 34).
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Figura 34. Actividad SODde los complejos piroxicam-Cu2+ y de
Cu +. Cada barra corresponde a la actividad SOD, de las
concentraciones que se indican de los complejos, determinada
por el método de reducción del ferricitocromo C, en un expe­
rimento representativo. El experimento fue repetido 5 veces.

A fin de evaluar el efecto del antiinflamatorio de los com­

plejos, se realizaron experimentos semejantes a los que se des­

criben previamente para la evaluación del efecto in vivo del
antiinflamatorio solo. Los ratones fueron tratados durante 5

días previos al desafío con un aerosol del SBCP. Las dosis uti­

lizadas fueron equivalentes a las evaluadas en los experimentos

in vitro y demostraron ser tan efectivos comoel antiinflamatorio
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solo en la inhibición de la migración de LPMNhacia el pulmón.

Los resultados se muestran en la figura 35.
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Figura 35. Efecto del tratamiento con el complejo piroxicam-Cu2+
sobre el número total de LPMNrecuperados de los liquidos de
lavado de ratones, 4 horas después del desafío con un aero­
sol del SBCP. Los ratones fueron tratados con la dosis que
se indica, durante 5 dias previos a la exposición al aero­
sol. Cada barra representa la mediana de los datos de 6 a 8
ratones. El experimento fue repetido 5 veces.

3.6.5. Conclusiones parciales.
Todos los métodos utilizados para evaluar el daño de tejido

in vivo, permitieron demostrar que tanto el microorganismo entero

comolos exoproductos con actividad quimiotáctica de 2. aeruginoá
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gg son importantes inductores de la injuria del tejido pulmonar
durante 1a infección. Asi mismoel tratamiento antiinflamatorio

resultó efectivo en 1a regulación de la migración de LPMNy la

posterior activación de sus funciones relacionadas con el metabo­

lismo del oxígeno en el órgano infectado o desafiado con las qui­

miotactinas bacterianas. Tambiénse pudo establecer la actividad

superóxido dismutasa del Cu2+ quelado por el antiinflamatorio.

Este hallazgo, indicaria un mecanismode protección adicional del

las DAINEsobre el daño de tejido pulmonar inducido por los fac­

tores bacterianos y los productos de liberación de LPMN.
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4.1. CARACTERISTICASDE LAS QUIMIOTACTINASDE B. aeruginosa.

Los productos de origen bacteriano con actividad quimiotác­

tica y quimiotaxigénica ha sido extensamente estudiados debido a

su importancia como inductores de inflamación (28,54,65,86,140,­

146). A pesar que la acumulación de LPMNparece ser una de las

mayores causas de la inducción de patogénesis durante la inflama­

ción aguda, poco es lo que se conoce a cerca del efecto de los

péptidos quimiotácticos bacterianos sobre los eventos fisiopato­

lógicos que ocurren durante una infección por B. aeruginosa. En

estudios previos de nuestro equipo se demostró que 2. aeruginosa

y Sthaphylococcus aureus liberan quimiotactinas en cultivo

(117). En este trabajo de tesis se demostró que las quimiotacti­

nas tienen muchas caracteristicas en comúncon péptidos de bajo

peso molecular como describieron Schiffman y col. en su clásico

estudio con E. gol; (111) y Marasco y col. posteriormente (70).

El análisis de secuenciación no se realizó en este trabajo, pero

se encontró una fuerte evidencia de que la mayor actividad qui­

miotactica del SBCPproviene de factores con características pep­

tídicas. La liberación de péptidos de bajo peso molecular no só­

lo ha sido demostrada para g. 99;; sino que también existen des­

cripciones de otros autores que establecen la liberación de te­

trapéptidos por Staphylococcus aureus (53). Se pudo comprobar

que las sustancias peptídicas con actividad quimiotactica libera­
das por B. aeruginosa no pertenecían a una única especie. Se o­

torgaron fuertes evidencias de que las quimiotactinas bacterianas
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actúan sobre los receptores para FMLP. Distintos grados de afi­

nidad a estos receptores (114, 125) y distintos grados de poten­

cia de los componentes del SBCPpodrian ser la causa de la res­

puesta diferencial de las fracciones de distinto peso molecular,
con respecto a las funciones evaluadas de los LPMN.

Debeconsiderarse que las fracciones utilizadas en los dife­

rentes ensayos, no fueron totalmente purificadas, por lo tanto no

puede ignorarse la posibilidad de que las fracciones de distinto

peso molecular incluyeran otras sustancias que modificaran las

respuestas biológicas de los LPMN.Otras sustancias quimiotácti­

cas de distinta composición quimica liberadas por B. aeruginosa,

como los ramnolipidos, han sido descriptas por Shryock y col.

(113). La relativa contribución de la fracción lipïdica a la ac­

tividad quimiotáctica del SBCP,in vitro, sugirió que la activi­

dad de los ramnolípidos no contribuia significativamente a la mi­

gración de los LPMNin vivo hacia el pulmón. Sin embargo recien­

temente, otros autores (69) pudieron comprobar que los monoramno­

lípidos y los diramnolípidos secretados por 2. aeruginosa reducen

significativamente 1a fagocitosis de zimosán pre-opsonizado por

macrófagos peritoneales. Idohou y col., en su estudio sobre el

efecto de las lipoproteinas sobre el metabolismo oxidativo de

LPMN,establecieron que estas moléculas no afectaban la produc­

ción de anión superóxido, pero inhibian la quimioluminiscencia de

las células. La especulación de los autores acerca de estos re­

sultados es que las lipoproteínas podrían interferir en el trans­
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porte de electrones entre las especies reactivas del oxígeno y el

luminol. También proponen que las diferencias en el efecto de

las lipoproteínas sobre las funciones de LPMNse deberían a que

la determinación de anión superóxido es más específica pero menos

sensible que la determinación de quimioliuminiscencia (47).

4.2. ROL DE LAS QUIMIOTACTINAS DE P. aeruginosa DURANTE EL DAÑO

DE TEJIDO.

La liberación de especies reactivas del oxígeno por LPMN,

inducidas por las fracciones de distinto peso molecular del SBCP,

demostró que los componentes del SBCPpueden inducir el daño de

tejido no sólo a través de la atracción de LPMNhacia el pulmón,

sino que también pueden activar las células in situ. La potencia

de las quimiotactinas para inducir estas funciones in vivo, es

discutida, debido a que las concentraciones estimadas in vivo,

son subóptimas para la liberación de las especies reactivas del

del oxigeno por LPMN. sin embargo, para poder extrapolar los re­

sultados obtenidos in vitro a un modelo in vivo o a lo que real­

mente ocurre en un huespéd infectado, deben hacerse ciertas con­

sideraciones. Es necesario tener en cuenta que durante una in­

fección los factores de patogénesis bacterianos no actúan inde­

pendientemente, sino en forma concomitante, activando o inhibien­

do los mecanismos de defensa del huésped (123). La interacción

entre todos estos factores resulta de dificil interpretación

92



cuando se desea realizar‘una evaluación conjunta.

Durante una infección los factores estimulantes adicionales

provenientes del microorganismo infectante o del mismo huésped

pueden inducir una respuesta exacerbada de las células fagociti­

cas activadas por factores quimiotácticos (150). El LPSes par­

ticularmente efectivo con respecto a esta función. La interacción

entre el LPS, los péptidos quimiotacticos y los LPMNcomo induc­

tores del daño de tejido pulmonar ha sido descripta por Worthen y

col. (149). Estos péptidos inducen la liberación de especies

reactivas del oxígeno por LPMN(94, 139). El LPS y los factores

liberados por las plaquetas pueden actuar comopre-estimulantes,

aumentando así la respuesta de LPMNestimulados por FMLP(150,­

17). Los efectos del LPS de E. aeruginosa sobre las funciones

de LPMNinducidas por FMLPhan sido bien estudiadas por Kharazmi

y col. (55) quien demostró la relevancia de la interacción entre

estos dos componentes bacterianos. Además, la laminina, un com­

ponente de la matriz extracelular, incrementa la expresión de

receptores para FMLP,lo cual resulta en el incremento de la li­

beración de anión superóxido por LPMN(97). La preincubación con

TNF, además, induce la producción de oxidantes clorados por LPMN

estimulados con FMLP(121).

Los efectos de la IL-l sobre las funciones de los LPMNhuma­

nos in vitro son generalmente controversiales (101,137). Un tra­

bajo reciente que caracteriza los receptores de IL-1 murinos y
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humanos, sostiene el concepto de que la IL-l esta involucrada en

la regulación de las funciones de los LPMN(90). Los efectos de

la IL-l-beta relacionados con la inflamación y la migración de

células han sido estudiadas por otros autores que demostraron que

esta citoquina actúa sobre las células endoteliales, aumentando

su susceptibilidad al daño de tejido directo o indirecto (mediado

por LPMN)(23,38). Butler y colaboradores han descripto recien­

temente en un sistema murino, que tanto la IL-l-alfa o la IL-l­

beta recombinantes inducen cambios patológicos y una marcada in­

filtración de LPMNen los tejidos, produciendo un estado agudo

letal semejante al shock séptico (14). Los resultados obtenidos

en la presente investigación sugieren que la IL-l estimula las

funciones de los LPMNactivados por las quimiotactinas de E. gg;

ruginosa. Si bien los mecanismos interactivos entre PGs e IL-l

no han sido completamente dilucidados, se sabe que la PGE2inhibe

la producción de IL-l (60). El uso de un inhibidor de la ciclo­

oxigenasa conduce a incrementar la producción de IL-l. El trata­
miento con IL-l parece proteger de las infecciones bacterianas a

individuos granulocitopénicos, por mecanismos aún no dilucidados

(89). Sin embargo la presencia de LPMNy altos niveles de IL-l

conducirian al daño de tejido, a traves de la exacerbación de las

funciones de las células fagociticas. Si bien los resultados no

son concluyentes, estas evidencias indicarían que la interación

de los factores de patogenicidad de la bacteria en interacción

con los mecanismos defensivos del huésped pueden conducir al daño

del tejido pulmonar.
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4.3. CONTROL FARMACOLOGICO DEL DAÑO DE TEJIDO PULMONAR.

La migración de las células fagociticas desde la circulación

hacia el pulmónes necesaria para la inactivación de B. aerugino­

sa (116). Una respuesta inflamatoria incrementada o acelerada

puede, sin embargo, perjudicar al huésped y puede dejar serias

secuelas en aquellos pacientes que se reacuperan de una neumonía

por 2. aeruginosa. Los experimentos in vivo realizados en este

trabajo demostraron que el antiinflamatorio inhibía los efectos

deletéreos de la infección pulmonar por E. aeruginosa y sus fac­

tores quimiotácticos. Los resultados de este estudio permitieron

comprobar que el tratamiento con DAINEmodula la respuesta infla­

matoria y disminuye el daño tisular, que se produce como conse­

cuencia de la migración de los LPMN. Se demostró que, el trata­

miento con piroxicam disminuia la migración de LPMNy MAhacia el

pulmón. Estos hallazgos se correlacionaron con una mayor sobre­

vida de los animales. El tratamiento con piroxicam no afectó los

mecanismos de defensa en contra de B. aeruginosa. También se de­

mostró que el antiinflamatorio no tenía efecto directo sobre la
bacteria.

La disminución de la migración de LPMNhacia el pulmón en el

modelo murino de neumonía aguda por B. aeruginosa, puede explicar

en parte el incremento de la sobrevida de los animales tratados

con piroxicam. La disminución de 1a marginación de LPMNpuede

ser el resultado de cambios en la permeabiliad vascular, produci­
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da por la inhibición de las PGs. A pesar que generalmente se a­

cepta que la acción primaria de los DAINEes la inhibición de la

ciclooxigenasa (32), otros mecanismosque contribuyen al efecto

antiinflamatorio pueden actuar concomitantemente. La modulación

farmacológica de la migración de LPMNy la liberación de especies

reactivas del oxígeno (inducidas por por el péptido sintético

FMLP,inmuno complejos u otros estímulos) mediante inhibidores de

la ciclooxigenasa, ha sido estudiada por otros autores (51). La

actividad regulatoria de las DAINE,in vivo e in vitro, varia de

acuerdo al agente utilizado, su potencia farmacológica, y las di­
ferente funciones de los LPMNestudiadas. Périanin ha demostrado

que el flurbiproben, la indometacina y el ibuprofen inhiben la

liberación de especies reactivas del oxígeno por LPMN(95, 96).

De hecho, la supresión de la liberación de anión superóxido por

LPMNfue demostrada en pacientes con artritis reumatoidea y tra­

tados con piroxicam (133). En estos trabajos se estableció que

el piroxicam no bloqueba la producción de anión superóxido me­

diante la inhibición de la enzima NADPH-deshidrogenasa (81).

Otros autores han demostrados que las DAINEinhiben algunas de

las funciones de LPMNa través de la interacción ligando-receptor

(81,112). Puede especularse que tal vez una unión reversible y

labil de las DAINEcon los receptores para FMLP,explicaría la

reversión de la inhibición cuando las células fueron lavadas

antes del ensayo de quimiotaxis.

En los experimentos realizados en este trabajo con células
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pre-estimuladas con IL-l, se observó que el piroxicam inhibia las

funciones de LPMN,independientemente de la acción estimuladora

de la citoquina. Esta observación seria una evidencia de que el

antiinflamatorio bloquea directamente 1a acción de los quimiotác­

ticos, probablemente comose ha postulado previamente a través de

la interacción con los receptores de los LPMN. El aumento de re­

ceptores de alta afinidad para FMLPinducido por 1a IL-l, podria

explicar la inhibición parcial del antiinflamatorio sobre la li­
beración de especies reactivas del oxigeno.

A medida que se obtiene un mayor y mejor conocimiento sobre

los complejos mecanismos de la injuria tisular, surgen también

posibles formas farmacológicas de contrarrestarlos. Algunos de

estos compuestos actuan selectivamente sobre algunas de las vias

de inducción de injuria mientras que otros pueden tener más de

una forma de acción, amplificando los efectos beneficos de su u­

so. Los antioxidantes surgen como promisorios agentes del con­

trol del daño de tejido debido a que los oxidante parecen ser un

paso común en muchos de los mecanismos que conducen a la injuria

pulmonar. Otros mecanismos incluyen la inhibición de la activa­

ción de las células inflamtorias y los moduladores endógenos de

la inflamación y la injuria. El anión superóxido cumple un rol

relevante en la'defensa contra las infecciones pero tambien re­
sultan agresivos contra las estructuras del organo infectado.

Sus propiedades pro-inflamatorias pueden atribuirse a su capaci­

dad de degradar inmunoglobulinas desintegrar las membranascelu­
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lares, aumentar la producción de LTB4y del factor C5a, entre o­

tras funciones (141). Ha sido demostrado que la enzima SODpro­

tege al organismo del efecto injurioso del anión superóxido, sin

embargo esta enzima no se encuentra en concentraciones óptimas,

durante los procesos inflamatorios, para controlar totalmente 1a

producción de anión superóxido. El tratamiento con la enzima

exógena podria tener efectos protectivos sobre el daño de tejido

(147). Se comprobó que la concentración de cobre aumentan local­

mente durante un proceso inflamatorio (25). Este metal tiene 1a

capacidad catalizar las reacciones de producción radicales libres

y por consiguiente los agentes quelantes podrían tener efectos

benéficos sobre los procesos inflamatorios. En trabajos previos

se pudo demostrar que el piroxicam y otras DAINEforman quelatos

con Cu2+. Previamente algunos autores establecieron los benefi­

cios de estos complejos con otras drogas (64). Si bien la capa­

cidad de catalizar la dismutación del anión superóxido, es pro­

piedad del Cu2+, el piroxicam puede actuar comotransportador del

cobre existente en el organismo hacia el tejido inflamado. Esta

afirmanción permite sugerir un mecanismoprotectivo aditivo de

estas drogas.

A pesar de las numerosas investigaciones realizadas en los

últimos años, la mayoría de los conocimientos sobre el control

del daño de tejido pulmonar se encuentran en etapas experimenta­

les. Sin embargo, los estudios a cerca de los mecanismos de ac­

ción y los resultados en animales de experimentación permite es­
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pecular a cerca del efecto benéfico de las DAINEconjutamente con

las terapias convencionales aplicadas tanto en pacientes con las

funciones respiratorias comprometidas y en general en aquellos

que sufren un daño agudo del tejido pulmonar (129,135), inducido

por agentes bilógicos o quimicos. La terapia con antiinflamato­

rios para la neumonía por 2. aeruginosa ha sido evaluada en pa­

ciente con las funciones respiratorias comprometidas, tales como

aquellos que sufren de fibrosis quística. Estos individuos su­

fren episodios de infección aguda, durante los cuales, el trata­

miento con antibióticos es imperativo. Sin embargo, una vez su­

perada 1a crisis, dificilmente los parámetros respiratorios re­
tornan a la línea de base debido a las secuelas del daño de teji­

do. Los tratamientos con esteroides evaluados en estos pacien­

tes, no han dado resultados totalmente exitosos, probablemente

debido a sus efectos inmunosupresores. El tratamiento con DAINE

mantiene intactas las defensas pulmonares contra la infección e

inhibe la respuesta inflamatoria contra B. aeruginosa, disminu­

yendo así el daño de tejido. Esta última afirmación, conjunta­

mente con los demás hallazgos realizados en este trabajo de te­

sis, permiten postular la efectividad del tratamiento con DAINE

durante la neumonía inducida por la infección por 2. aeruginosa.

4.4. CONCLUSIONES FINALES

2. aeruginosa libera en cultivo una mezcla de sustancias
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quimiotácticas para LPMN,con caracteristicas peptidicas de

bajo peso molecular; la contribución de estas sustancias a

la actividad quimiotáctica del SBCPes predominante.

Las quimiotactinas activan a los LPMNpara producir especies

reactivas del oxigeno.

La respuesta funcional de los LPMNfrente a las quimiotac­

tinas bacterianas fue parcialmente incrementada por la pre­
incubación de las células con IL-1.

La actividad quimiotáctica y la liberación de especies reac­

tivas del oxigeno por los LPMNactivados con las quimiotac­

tinas bacterianas fueron parcialmente inhibidas por una
DAINE.

La migración de los LPMNfue inducida en ratones por un ae­

rosol de 2. aeruginosa, de quimiotácticos bacterianos o del

quimiotáctico sintético, FMLP.

La quimiotaxis de los LPMN,en el modelo murino, fue inhibi­

da por el tratamiento con piroxicam.’

La mortalidad de los ratones en el modelo de neumonía indu­

cido por B. aeruginosa fue disminuida, tanto por el‘trata­

miento con piroxicam previo como por el tratamiento poste­
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rior al desafio por aerosol.

4.5. FUTURO

Los resultados de este estudio ha demostrado indirectamente

la composición del SBCP. En un futuro será necesario realizar la

secuenciación de los componentespeptidicos aislados y realizar

un estudio de unión ligando-receptor a fin de poder comprobar en

forma directa si estos componentes activan a los LPMNa través de

la unión a los receptores conocidos para FMLP.

En otro aspecto de la investigación, se deberán realizar los

estudios necesarios para establecer un mejor control del daño de

tejido pulmonar, durante la infección aguda pulmonar. La exacer­

bación inducida por la preincubación con IL-l de las funciones

bactericidas activadas por las quimiotactinas, de LPMN,deja a­

bierta la interesante posibilidad de que el uso de inhibidor de

esta citoquina podría contribuir conjuntamente con las DAINEa

prevenir con mayor eficacia, el daño de tejido pulmonar.

A fin de evaluar la efectividad de las DAINEen el control

del daño de tejido pulmonar durante la infección aguda pulmonar,

será necesario realizar, en un futuro, estudios de investigación

clínica. La aplicación de los hallazgos realizados en este tra­
bajo, permitirá confirmar la utilidad del tratamiento con piroxi­
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cam como terapia complementaria durante la neumonía inducida por

B. aeruginosa.
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Durante una infección por E. aeruginosa, la migración de las

células fagociticas desde la circulación hacia el pulmónes nece­

saria para la inactivación de la bacteria. Unarespuesta infla­

matoria incrementada o acelerada puede, sin embargo, perjudicar

al huésped y puede dejar serias secuelas en aquellos pacientes

que se reacuperan de una neumonía por B. aeruginosa. Los produc­

tos de origen bacteriano con actividad quimiotáctica y quimiota­

xigénica ha sido extensamente estudiados debido a su importancia

como inductores de inflamación. A pesar que la acumulación de

LPMNparece ser una de las mayores causas de la inducción de pa­

togénesis durante la inflamación aguda, poco es lo que se conoce

a cerca del efecto de los péptidos quimiotácticos bacterianos so­

bre los eventos'fisiopatológicos que ocurren durante una infec­

ción por E. aeruginosa. En estudios previos de nuestro equipo se

demostró que B. aeruginosa y g. aureus liberan quimiotactinas en

cultivo, con capacidad de atraer LPMN.

En este trabajo se ha demostrado que B. aeruginosa libera en

cultivo una mezcla de sustancias quimiotacticas para LPMN,con

características peptidicas de bajo peso molecular; la contribu­

ción de estas sustancias a la actividad quimiotáctica del SBCPes

predominante. Las quimiotactinas activan a los LPMNpara produ­

cir especies reactivas del oxigeno. La respuesta funcional de

los LPMNin vitro, frente a las quimiotactinas bacterianas fue

parcialmente incrementada por la preincubación de las células con

IL-l. La actividad quimiotáctica y la liberación de especies
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reactivas del oxígeno por los LPMNactivados con las quimiotac­

tinas bacterianas in vitro, fueron parcialmente inhibidas por una
DAINE.

Los estudios in vivo permitieron demostrar que 1a migración

de los LPMN,puede ser inducida por un aerosol de B. aeruginosa,

por los quimiotácticos bacterianas o un quimiotáctico sintético.

La quimiotaxis de los LPMN,en el modelo murino, fue inhibida por

el tratamiento con piroxicam. La mortalidad de los ratones, en

el modelo de neumonía inducido por E. aeruginosa fue disminuida,

tanto por el tratamiento con piroxicam previo comopor el trata­

miento posterior al desafío por aerosol. Los resultados obteni­

dos en los experimentos in vivo e in vitro permitieron conocer

parte de los mecanismos del daño de tejido pulmonar inducido por

LPMNdurante la infección por B. aeruginosa. También se demostró

la posibilidad de regular el proceso inflamatorio inducido por 2.

aeruginosa, mediante el tratamiento con DAINE. Estos hallazgos

permiten considerar la aplicación clinica futura de estas drogas

para controlar el daño de tejido pulmonar inducido durante la

neumonía por 2. aeruginosa.
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