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INTRODUCCION

Desde 1882, el zoSlogo ruso Elias Metcimikoff hizo sus prime
ras observaciones estudiando el papel de las células mbviles de la esire
1la de mar en la proteccifn contra de algln agente extraio. Este experi
merto puede considerarse el punto de partida de la inmmologia celular.
Koch y Neisser ya habfan establecido que ciertas bacterias podian inva-
dir a ciertos tejidos y a leucocitos y posteriormente Metchnikoff demos-
1ré que estos eran los que habian enguido a los microorganismos en el —
afin de proteger el organismo, fenfmeno que denomind "fagocitosis", por
lo cual concluyd que este era el principal mecanigmo de defensa (1), En
1895, Jules Bordet en su reporte sobre las propiedades del suero irmmne
(de animales immunizados con varias cepas de vibrio) y del suero no irmu
ne, mencionaba que la fagocitosis constitufa un proceso regu]& de defen
sa del huésped perc cuya capacidad para matar a los micyoorganismos era
secundaria a la accidn primaria de las substancias con capacidad bacteri
cida presentes en los sueros de los animales (2).

Metchnikoff que habfa observado esta misma acumilacibn de cf
lulas en los organismos infericres, afirmd en 1892 que en los organismos
supaim,hdiapedesismmmdemi&aopaéodem
células a través de la pared de los vasos. Quiz4 en este momento se ini
ciatanbiénelestuiiodelalocamci&l'dirigﬁdaqmseumactuﬂnm-
te quimiotaxis (1).

- io ds 1a quimictads drta desd \ige. % y -
estimularon a los investigadores a iniciar 10s primerces-imtentos para —

evaluar este mecaniamo.



Como es sabido en la actualidad, los leucocitos polimorfornu-
cleares son la primera linea de defensa celular que entra en juego cuando
un organismo es invadido por un agente extrano. Todo el fendmenco involu-
cra uma serie de eventos que deben funcionar en el momento y sitio adecua
do para llevar a cabo bien su funcidn. Asi el estudio de todo este meca-
nismo que abarca cuatro fases importantes, quimiotaxis, fagocitosis, di-
gestién intracelular y eliminacidn, deben constatarse, ya que cualquier -
factor que altera alguno de estos procesos, puede conducir a una falla en
su funcidn, que se expresaria en los casos de cuadros ¢linicos infeccio-
505 como una mala resolucidén de ellos; tal vez influyendo también en la -
produccidn v aparicidn de la respuesta immune adquirida. En esta forma -
la respuesta inmunolégica se comporta como un Estado Totalitario en el —-
cual se expulsa a los "extranjeros”, se tolera a los "ciudadanos™ que se
comportan bien v se elimina a aquellos gque muestran alteracién de su con-
ducta normal, siendo este un conplejo mecanismo de Vigilancia de la Inte-

gridad Bioldgica en la naturaleza.

. la quimiotaxis es el proceso por el cual los leucocitos se mo
vilizan a la vecindad de los tejidos invadidos por los microorganismos. -
Esta movilidad dirigida puede ser ocasionada por diferentes tipos de fac-
tores quimioticticos y se pueden dividir en varias categorias segin Gade-
busch (3): |

a) TFactores que son liberados por microorganismos cuya composicién
quimica de unos parece ser la de una proteina de bajo peso mole
cular, de aproximadamente 4,000 daltons.

b) Tactores séricos entre los que se encuentran los componentes de
C3 y Cg del complemento, que activados por ambas vias, la clisi

ca y la aterna, tiene una gran potencialidad., La via c¢lisica -
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se puede activar con complejo antigeno-anticuerpo, por la protef
na C reactiva que unida a los carbohidratos de algunas bacterias,
forman un complejo capaz de activarlo. la via alterna puede ser
activada por polisacdridos, lipopolisaciridos © endotoxinas & in
mmoglobulinas agregadas que interactfian con la properding para
activarla. También las protaglandinas E, parecen tener esta ac-
tividad.

e) TFactores generados de los migmos leucocitos o de las células del
tejido dafiado y de los linfocitos T sensibilizados. Esta aparen
temente, es una proteina de un peso molecular aproximado de - -
140,000 Daltons.

d) Finalmente pequefios péptidos sintéticos principalmente la formil
metionil-fenilalanina o productos naturales como el glucdgeno, -

caseina, etc. tambidn pueden activarlo.

1a quimiotaxis requiere de energia y es iniciada por el —-
contacto de la substancia quimioatractante sobre la membrana celular,
1o que conduce a la produccidn de ella por la glucdlisis y el eiclo de
desviacién de hexosamonofosfato, de manera que activan los microfila-
mentos que contienen actina y los microtibulos que poseen tubulina - —
(probablemente sea un compuesto de miosina) que proporcionan la movi-
lidad requerida para impulsar a las células hacia el foco atractante.
Raven y colaboradores (4) estudiaron estas estructures en macrofagos y
su papel en el movimiento que necesitan para llevar a cabo la inges-

+idn.

El efecto hace recordar a 10 que ocwrre con el movimiento
muscular de los Organismos superiores para su locomocidn, sobre todo -
la miosina hallada en los fagocitos puede tener una Intima relacién mo



lecular con la encontrada en el movimientos muscular.

Una vez que los leucocitos han llegado al sitio del llamado -
quimiotactico, se inicia el proceso de la fagocitosis. Najjar (5) mencio
na la presencia de una enzima en la membrana denominada leucocinasa que -
rompe una gamaglobulina secretada por el bazo en pequefios fe’tr‘apépti.dos -
llamados proteina de Tuftsin y que estimulan la fagocitesis. Lo mismo ha
cen los receptores para C3b y Fe de lasimmunoglobulinas IgGl é IgG3 pro-
puesto desde 1968 por Janeway donde €l menciona el papel de los anticuer-
pos y el camplemento en la fagocitosis (6).

Independientemente de los receptores que le sirvan para reci-
bir la sefial del agente quimictictico y para la ingestién, Hatch y colab.
(7) demostraron que varias substancias quimicatractantes estimulaban la -
acumulacién del GMPe de un 40% a un 70%, mientras que los quimicmodulado-
res producen un aumento menor de est_e nucledtido, lo que determina el mo-

vimiento de la célula.

DeChatelet (8) y Mandell (9) hacen una revision de la activi-
dad bactericida de los FMN la cual puede variar dependiendo de las condi-
ciones aerSbicas & anaerdbicas en que se encuentren y del tipo de microor
ganismos a digerir. la presencia de los lisosamas que se han clasificado
seglin su comtenido, en grénulos primarios & azrdfilos que poseen lactofe
rrina, proteinas catibnicas y fagocitina y en grimulos secundarios & espe
cificos que contienen enzimas hidroliticas, y los mecanismos bactericidas
resultantes de los demis procesos bioquimicos dan a los leucocitos su ca-

racter "asesino" destinado a la destruccién microbiana.

Todas las funciones del fagocito pueden estar alteradas, ya -
sea por factores extrinsecos tales camo neutropenias, deficiencias del —

* PMN.- Polimorfonucleares
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complemento, de immmoglobulinas, por efectos de firmacos, etc., o por -
factores intrfnsecos relacionados con deficiencias enzimiticas en la via
metabdlica necesaria para la digestién (deficiencia de mieloperoxidasa,

NADPH, etc.). Es decir, que la quimiotaxis puede estar alterada o ser -
defectuosa por disminucidén de los factores quimioticticos en la sangre o
por una falla o deterioro de la célula que no responde a los estimulos -
quimioticticos normales. Baehner (10) menciona dentro de los factores -
sanguineos, la presencia de un factor plasmitico encontrado en un pacien
te con enfermedad granulamatosa crdnica que inhibe la locomocidn. Este

factor carece de su inhibidor que se ha encontrado en el plasma de indi-
viduos sanos. Esto da por resultado una falla en la locomocién y en la

persistencia o recurrencia de las enfermedades infecciosas. FPor otro la
do, Xramer (11) ha identificado en pacientes con infecciones recurrentes
de la piel, una IgG que inhibe la locamocidn al azar y la dirigida, pero
no afecta su actividad de adherencia, fagocitica, degradativa y de gene
racién del anidn superdxido. Esta proteina al inhibir la movilidad del

leucocito especifica & irreversiblemente afecta a la "defensa" del hués-

ped.

Naturalmente otros factores encontrados en el suerc son los
componentes del complemento y particularmente una baja concentracién de
C3 y Cg da por resultado un pobre movimiento de los polimorfonucleares.
los pacientes con desdrdenes en la produccidn de anticuerpos al no for-
merse "in vivo" los complejos antigeno-anticuerpo no se desencadena la
activacibn por esta via y no se mroducen los factores quimioticticos. -
También el uso de agentes anti-inflamatorios como la metil prednisona,
el succinato de hidrocortisona, prednisolona, aspirina y otros afectan
a la leucotaxis (12). No todos estos agentes lo hacen. Por ejemplo, -

el acetato de hidrocortisona y el fosfato de claroquina no se ha obser-



vado que inhiban la locomocifn. Aparentemente los grupos POy y el acetato -
de hidrocortisona son impermeables a la célula y no producen el trastorno de
su migracién. Se han postulado dos mecanismos involucrados: a) Algin fac-
tor presente en los pacientes que unido a la droga produce el efecto supre-

sor reversible sobre los leucocitos y b) un detericro de la leucotaxis por -
la accidn directa del agente quimioterapéutico mismo (13). Esto es valido

para los antibidticos. Uno de los primeros en estudiar los efectos de los -
antibidticos sobre la funcién leucocitaria fué publicado en 1950 por Mufioz y
Geister con la Aureomicina (14). Después de varios aflos Martin et al (15) -
midieron el efecto de las tetraciclinas sobre la quimictaxis leucocitaria de
las células de individuos que habian sido infectados experimentalmente con -

Mycoplasma pneumcniae. Los resultados revelaron que el antibibtico a las —-

concentraciones usuales deprimian la leucotaxis durante la terapia. Se mi-

did la concentracitn del antibiStico en el interdor de las células encontran
dose en mayor proporcidn gue extracelularmente. Otros campuestos de las te-
traciclinas, la Clorhidroxitetraciclina y la Deoxitetraciclina mostraron - -
"in vitro" la capacidad de disminuir la fagocitosis al ser previamente incu-
bados con las c&lulas. In ellas se observd que la sintesis de citocramo-oxi
dasas hablfa sido deprimida lo cual hace pensar que &ste sea uno de los efec-
tos sobre el metabolismo intracelular, ademis del que puede causar a la mem-

brana (16).

En los (ltimos afios se han hecho experimentos con los antibid
ticos mis usados por el médico, cano la Gentamicina, Eh*itronicirﬁ, Polimixi-
na B, Cloranfenicol, Penicilina, Ampicilina y otros, para determinar si mues
tran también efecto inhibitordio sobre alguna de las funciones de los leucoci
tos polimorfonucleares (17). Esto estd siendo tomado en cuenta para ciertos
padecimientos infecciosos y en este estudio en particular para el Acné vulga

ris.



La etiopatogenia del acné afin no se ha clarificado cample
tamente ya que en &l se han implicado numerosos factares, entre los que
se encuentran: el efecto de las hormonas androgénicas, la predisposicién
genética, los factores ambientales y nutricionales, el uso de cosméticos,
la adhesividad celular de la regién infrainfundibular del folfculo pilo- .
cebiceo y, al parecer uno de los mids importantes, la participacidn de —-

Propionibacterium acnes y otras bacterias encontradas en el material co-

medogénico de los pacientes, que junto con la accidn de factores solu-
bles (4cidos grasos, camponentes bacterianos, etc.) produce reacciones -

inflamatorias severas en los pacientes.

Las tetraciclinas han sido, durante muchos afios, el anti-
bidtico de eleccidn para su tratamiento en forma sistémica, Se ha pro-
puesto que la accibén de las lipasas producidas por P. acnes sobre los 11
vidos superficiales de la piel generan dcidos grasos de cadena corta a -
los que se les ha atribuido capacidad irritante. El antibidtico al ac-
tuar scbre el microorganismo, no permitiria que este efecto se produjera
(18). Sin embargo, Puhvel hizo una evaluacién de los efectos inflamato-
rios de los diferentes componentes de los camedones, inyectando intradér
micamente cada uno de ellos en la piel de voluntarios sancs y en la piel
de pacientes con acné (19). IEntre los productos se ineluyen: a) Lipi-
dos superficiales de la piel, b) Acidos grasos libres de escualenc, ¢) -

Propionibacterium acnes, d) Pared celular del P. acnes, e) Staphyloco-

ccus epidermidis, f) Factores solubles de camedones, g) Material querati

nico insoluble. Los resultados mis sobresalientes después de la inyec-
cidén demostraron que los lipidos y &cidos grasos en individuos sanos no
producian ningln efecto inflamatorio; P. acnes en individuos produjo sd
lo una leve reaccidn inflamatoria que desaparecif a las 24 horas, pero

en pacientes con acné produjo una reaccién mis severa que se caracteri-



zd por eritema e induracién que durd varios dias.

También P. acnes mezclado con los 1lipidos superficiales -
de la piel e inyectados en pacientes, mostraron tener un efecto inflamato
rio. Esto hizo pensar a Puhvel que P. acnes es el que causa una mayor --
reaccidn y no los lipidos por si solos, camo hasta el momento se crela —-
(19) ademéds se ha demostrado 1la presencia de factores quimiotécticos solu
bles producidos por P. acnes y que su atraccién sobre los leucocitos poli
morfonucleares pudiera explicar en parte su participacién en la etiopato-
genia de esta enfermedad. Tucker y colab. (20) adem3s demostraron que —-
los Scidos grasos y el material camedogénico tienen una gran citotoxici-
dad paraifm vy PMN vy que puede también ser un mecanismo importante para el

aumento de la inflamacidn.

Se ha evaluado la susceptibilidad de P. acnes a varios an
tibidticos (21) y como ya se menciond, las tetraciclinas son ampliamente
usadas en la terapia del acné. Por esta razbn apoyados en los estudios -
de Martin et al (22) sobre su efecto inhibitorio de 1a quimiotaxis, nos -
hicieron pensar que este mecanismo dual (el inhibitorio y el antimicrobia
no) diera por resultado un efecto notable en la disminucién del proceso -
inflamatorio, lo cual probablemente conduzca a la desaparicidn de las le-

siones comedogénicas en los pacientes.

El objetivo de este trabajo basado en lo anterior, fué el
de confirmar "in vitro", que las concentraciones alcanzables a nivel san-
guineo por las tetraciclinas, inhibian la locomocién de los leucocitos —
PN y MN de individuos sanos, y también el de evaluar la quimictaxis de -
los leucocitos de pacientes con acné tratados con tetraciclinas, para de-

terminar si estos antibiéticos en este tipo de padecimiento tienen el - =

* MN.- Mononucleares.



efecto inhibitordio y de esta manera confirymar nuestra hipbtesis, de que
las tetraciclinas puedan actuar como antiquimiotictico, ademas de anti-

microbianas en este tipo de pacientes y que probablemente ayuden a la -

evolucidn de este padecimiento.
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MATERTAL Y METODOS

la primera parte del estudio consistid en tratar de -
corroborar el efecto inhibiteorio "in vitro" del clorhidrato de tetracicli
na a concentraciones que varian de 1 a 10 microgramos por mililitro que -
son lag alcanzables en la sangre con dosis terapéuticas utilizadas en el
acné. Se incubaron leucocitos obtenidos de diez voluntarios sanos con y
sin clorhidrato de tetraciclina y se campard la actividad quimiotictica -

de las c2lulas.

la segunda parte consisti en un estudio de la quimio
taxis leucocitaria en doble ciego en 39 pacientes con diferentes grados -
de acné entre los 16 y 18 afios (14 hombres y 15 mujeres). Una condicién
fué que no hubieran tomado medicamentos cuando menos un mes antes de ini-
ciar el tratamiento. Los pacientes se dividieron en tres grupos al azar.
El tratamiento consistid en la administracién de cipsulas de 500 mg. de -
los productos denaminados Acnesina I, II y TII, durante un periodo de do-
ce semanas. Se tomaron muestras de sangre para el estudio de la quimiota
xis leucocitaria antes de iniciar el tratamiento (testigo intermo), a las
seis semanas de haberlo iniciado y al término del mismo. En esta forma -
se evalub si existian cambios o no en la actividad leucotietica de las cé
lulas polimorfonucleares de los pacientes y si estos cambios eran signifi

cativos o dedbidos al azar,

los resultados fueron sametidos al anilisis estadisti
co usando una prueba de t de Student, estableciéndose con anticipacidn -
que una p menor de 0.05 seria la indicacién de que los cambios no eran de

bidos al azar sino al efecto del amtimicrobiano.
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De las técnicas que se han usado para medir la quimio
taxis, la mis conocida es la de Boyden (23) ¥ modificaciones de su técni-
ca, cano la cimara miltiple de Marting la de Snyderman que usa filtros de
policarbonato con porosidad de 5 micrimetros de difmetro (24) y otras mis

sofisticadas donde se emplean polimorfonucleares marcados con Cr 51 (25).

1a técnica que se escogib para este estudio, fué la -
desarrollada por Martin y cols, (22), la cudl consiste en una cimara mil-
tiple de incubacidn con flujo comtinuo de agua a 37°C. donde se colocan -
las camaritas de Boyden para la quimictaxis. Esta multicimara permite el
procesado similtaneo de varias muestras con Sus testigos correspondientes

y por duplicado.

los materiales usados para el montaje de la técnica -
se describen enseguida:

MATERTALES:

1) Suero y plasma sanguineos ricos en leucocitos obtenidos por sedi
mentacidn en dextran al 3% (P.M. 184,000) de los pacientes con -
acné y de los voluntarios sancs.

2) Camaras miltiples de incubacién mamufacturadas locamente (Ver Fi
gura # 1).

3) Camaras de quimiotaxis tipo Boyden consistemtes en un tubo de po
lipropilenc transparente cortado en el fondo donde se coloca el
filtro "Millipore" y en la cfmara de vidrio se coloca el quimio-
atractante (Ver Tigura #2). ‘

4) TFiltros ‘Millipore" de 3 micrémetyos de di&metro de porosidad —
(Catilogo No. SSWPO 1300).
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$) Cemerto Millipore # 1 para adherir los filtros en el tubo de
polipropilerno. (No, XX 70,0000),

6) Caseina (SIGA) camo quimicatractante.

7) Sol. Amortiguadara de TRIS ACM ajustado a pH 7.5 (0.2 M).

8) Alochol Metilico para la fijacién de las clulas sobre el -
filtro,

9) Colorante de Ehrlich de Hematoxilina-Fosina,

10) Resina para montar los filtros en los portacbjetos (SIGMA 7987)

PROCEDIMIENTO.

1.~ Se tamaron de cada paciente aproximadamente 20 ml. de sangre que
se dividieron en la forma siguiente:
-~ 10 ml. para el fluido de sedimemtacién (glucosa-dextran
3% NaCl heparina).
- B ml. de sangre coagulada para la separacifn de suero.
- 2 ml. de sangre heparinizada.

2.- A la sangre con el fluido de sedimentacién se le dejé reposar du
rante 3Umix;utosamatnmyseohumelplasnnricomleuco-
citos.

3.- El plasma rico en células se centrifugd a 200 xg. y se retird el
sobrenadante, El paquete celular se lavd 2 vetes con amcrtigua-
dor TRIS-ACM.

L.- El paguete celular se resuspendid en 3 ml. de émartiguador de —
TRIS-ACM y se ajusts a una concentracién Final de 3.9 x 105 leu-
cocitos/ml.

5.- Se montaron las cfmaras modificadas por Martin y se dispusieron
en la siguiente manera: (Ver Figure # 3), |
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A) leucocitos de individuos sanos incubados "in vitro" con -
las diferentes concentracicnes del Clorhidrato de Tetraci
clina.

Cémara a) Sol. amortiguadora + suero homSlogo.

Cémara b) Sol. amortiguadora + suero homSlogo + casefna.

Cémara ¢) Sol. amortiguadora + suero homSlogo + Clorhi-
drato de tetraciclina.

Cémara d) Sol. amortiguadora + suero homdlogo + Clorhi-
drato de tetraciclina + caseina.

B) Leucocitos de los pacientes con acné tratados con las —-
"Acnesinas”.

Camara a) Sol. amortiguadora + suero hamblogo.
Camara b) Sol. amortiguadora + suero homdlogo + caseina

la camra &, nos di los valores del movimiento al azar,

la cémara b, los valores del movimiento dirigido por el
quimicatractante.

La cdmare ¢, movimiento afectado por el antibitico y

La camara d, para ver el efecto del activador y del inhi

bidor juntos.

6.- En los tubos & camaritas de Boyden se colocd el plasma rico en
PMN del paciente a una concentracién de 1.3 x 106/0.35 m1.

7.- Se montaron en la cdmara miltiple de incubacién y se pusieron
en bafio de agua corriente a 37°C. durante 2 horas.

8.- Se retiraron las cimaras y los filﬁos se fijaron con metanol.
Se desprendieron los filtros y se tifieron por la técnica de co
loracién de Ehrlich.
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9.- Se montaron en portacbjetos con una gota de resina y se les
pusc un cubrecbjetos.

10.- Se observaron al microscopic con objetivo "seco fuerte" (40x) y
se contd el nimero de células por campo microscSpico en diez —
Campos .

11.- Se obtuvo el promedio (%) de células por campo en cada filtro y

se calcularon los indices quimioticticos en la siguiente forma:

I).- Para los leucocitos de individuos sanos incubados "in vi-

tro"” con diferentes concentracién del Clorhidrato de Te-
tracielina:

Prueba A) x de células en la cdmara b
iiladimtiantinil et 2 = = T.Q0. normal
% de células en la cimara a Q

INDICE QUIMIOTACTICO NORMAL: Se refiere a la relacidn en
tre la quimiotaxis por la caseina sobre el movimiento de-

bido al azar. Este es €l que se usd como testigo.

Prueba B) X de células en la camara c .
X

- = I.Qc. sin quimioatractante
de células en la camara a S J

y con antibidtico.

INDICE QUIMIOCINESICO: Se refiere a la relacidn entre el

movimiento afectado por el clorhidrato de tetraciclina y
de movimiento al azar, para ver que tanto afecta el anti-
bibético a 12 célula, cuando no ha sido activada por el --

quimioatractante.

= I.Q. Normal con antibi§

Prucba C) x de células en la cfmara d _
x de células en la cémara a tico.

INDICE QUIMIOTACTICO SIN QUIMIOATRACTANTE: Se refiere a

la relacibn entre la quimictaxis afectada tanto por el -

quimioatractante camo por el clorhidrato de tetraciclina
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v el movimiento al azar, para ver cual de los dos efectos

predamina sobre la célula.

Prueba D) x en células en la camara 4
x

= I1.Q. con quimicatractante

en célujas en la camara c y con antibiftico.

INDICE QUIMIOTACTICO CON QUIMICATRACIANTIE: Se refiere a la

relacién entre la quimiotaxis afectada tanto por el quimio-
atractante camo por el clorhidrato de tetraciclina y el mo-
vimiento celular afectado solo por el antibibtico, para ver
si aln en presencia de agentes quimioticticos se vela afec-

tada la locomocidn celular.

IT).- Para los pacientes con acné.

% de células con quimicatractante

= 1.Q.
de células sin quimicatractante

il

12,- Los dos mililitros de sangre heparinizada se obtuvieron para hacer

NOTA:

una cuenta leucocitaria y una prueba diferencial de Schilling como

testigo del nimero y tipo de leucocitos en sangre total periférica.

Todo el procedimiento se practicd por duplicado y en presencia de

testigos.
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RESULTADOS

Los resultados obtenidos en los experimentos "in vi-
tro" en los que se expusieron leucocitos de individuos sanos en contacto
con 1, 5y 10 microgramos de Clorhidrato de Tetraciclina, usando caseina
como quimiocatractante y camo testigo, células no puestas en contacto con

el antibidtico, son los siguientes:

En la Tabla No. 1, se muestran los efectos del Clor-
hidrato de Tetraciclina en microgramos. En la primera columa estén los
Indices Quimictdcticos de las c&lulas de cada paciente en ausencia del -
antibidtico (I.Q.N.)} v en las siguientes columas, los que se sometieron
a la accién de las tetraciclinas, todos sin estimular la quimiotaxis, es

decir, locomocién exponténea. (Indice guimiocinésico) Prueba B.

I.0c. = ¢
a
TABIA 1
Pruecba B. T.Qc.= Nimero de células con Antibidtico.
Nnero de células movimiento al azar.
Leucocitos de individuos normales puestos en contac
to con diferentes concentracicnes de Clorhidrato de
-Tetraciclina.
1.0.M. I.0c. con 1 meg. I.0c. con 5 meg. I.0c. con 10 mcg.
1.- 0.15 0.33 0.32 0.20
2.- 5.k0 1.85 2.43 2.15
3.- 4,30 0.71 1.0 0.56
y.- 1.0 0.10 - 0.14
5 e 1-17 0.33 0-28 OOL'O
6.- 3.u4 0.96 2.36 0.60
7v_ 1-02 0088 0023 0.'4'4
g8.- 1,01 0.74 0.99 1.29
.- 1.11 0.19 0.62 0.19
10.- 3.41 D.91 2.22 0.u41

x|
[}
~
.
~3
o
o
S
(5]
a
o]
w
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Obteniendo las medias aritméticas de las quimiotaxis in
dividuales, se visualizan mejor los resultados, Véase una evidente disminu
cién de la locamocidén con las tres concentraciones del antibidtico, tal co-

mo lo demuestra la Grafica T,

GRAFICA T

RN RN W
a s e e

-

ORPNWFEFODNDIDOO

sin Quimiocatractante

Media Aritmética de Ind. Quimiotdctico

L] L] .
ORNWEUTONRMOOPNWEZODND X W

COO0O0CO0OO0CCOQORPRPEPERBRRELPPRPEPNNNN
L] » . L] . » - - . - - .

I.Q.N. 1 meg. 5 meg. 10 meg.

I.Qc. con Clorhidrato de Tetraciclina.
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los resultados de las clulas incubadas con el amtibid
tico y ahora con el quimicatractante (caseina), en relacién con la locomo

cién al azar se muestran en la Tabla II. Prueba C I.Q. = d
a

TABIA IT

leucocitos de individuos normales puestos en contacto con
diferentes concentraciones de clcrhidrato de tetraciclina
y con caseina como quimiocatractante.

Prueba C. I.Q. = N{mero de cdlulas con antibidtico + caseina
Numero de celulas movamiento al azar.

TN, I.Q.con 1 meg. I.Q.con 5 meg. I.Q.con 10 meg.
1.- 0.15 0.82 0.83 0.56
2.~ 5.40 1887 ‘ 1.60 1.06
3.- 4,30 0.56 0.81 8,71
.- 1.00 0.94 0.58 0.52
5.- D .HQ 0.33 1.19 0.63
6.- 3,44 1.13 1.65 4.38
7.- 1.02 0458 0.46 0.59
8.~ 1.01 0.70 1.33 0.61
9.- 1.11 0.97 0.94 0.74
10.- 3.u40 7.18 . 1.90 2.40
X 2.20 1.44 1.12 1.22

013730
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Graficando de nuevo las medias aritméticas de los re-
sultados, se puede cbservar también la dismirnucién de la quimiotaxis con
las tres concentraciones, afin en presencia del quimioatractante (Gréfica
1.

GRAFTCA IT

| N N G |

e » e
1 1 1.1

L1 1

L

°

a
1 [

Media Apritmética de Indices Quimicticticos
L 41 1

OO0, PP PRPPRPRPEPRPNNNONNNNNNNN®W

. ¢ e« ‘e . . B e o o @

ORNWENONNEWOWORNWENDODNODOOERERNWEOIDINROO
1

IJ.QN. 1meg. S meg. 10 meg.

I.Q. con Clorhidrato de Tetraciclina.
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Los resultados de las células incubadas con el anti-
bidtico y el quimicatractante (casefna) en relacifn con las células pueg

tas solo con el quimicatractante, se muestran en la Tabla IIT. Prueba D

I.0. =d
c
TABIA IIT
I.Q. = Nimero de células con antibiético + caseina
Mmero de células + caseina (mov. dirigido).
PAC. TI.Q.N. I.Q. 1 meg. I.Q. 5 meg. I.Q. 10 meg.
qiflfn 0.15 5.40 5.51 3.69
2 5.40 0.23 0.29 0.19
F ol b,30 0.13 0.18 0.16
b, - 10 0.94 0.58 0.52
B 1,472 0.28 1.01 0.58
6.- 3.u44 1.13 1.65 L4.38
AR 1.02 0.52 0.45 0.58
8.— 1.01 8.70 1.31 0.60
9.- RNH 0.87 0.84 0.67
10.- 3.41 1.1 0.55 0.70
X 2.2 1.3 1.23 1,20
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Graficando de nuevo las medias aritméticas de los re-

sultados se puede observar una leve disminucién de la quimictaxis con --

10 mcg.

5 meg.

1 mcg.

GRAFICA TIIT

| 3
I.Q. con Clorhidrato de Tetraciclina.

I.Q.N.
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3222222222211111111110000000000

*SODTI0QIOTUINY) SIOTPUL SOT S EOTIJURTAY PIPSY

las tres concentraciones.
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Los tres resultados fueron sometidos al anflisis esta-
distico de l1a prueba de t de Student entre el testige y cada una de las -
pruebas con las diferentes concentracicnes del antibiético, cbteniendo —-
los siguientes valores de t. Recordando lo establecido en el protocolo -

que una P de 0.05 6 menor seria significativa.

TABLA IV

Resultados sametidos gl andlisis
estadistico de la prueba t.

Nilmero de células incub. con antibidtico,
Nimero de células movimiento al azar.

Prueba B) T.Qe.

Concentracién del

a1t
b idaite/dd T t" DE STUDENT PROBABTLIDAD
1 MCG. t,= 8.789 p= 0.001
5 MCG. tg= 2.931 p= 0.02 » 0,01
10 MCg. t7= 9,117 p= 0.001

(Una probabilidad altamente significativa)

TABIA TV

Prueba de t para la prueba C
I.Q. = Nimero celulas + antibiético + caseina
Namero células movimiento al azar,

Concentracidén del

Clorhidrato de - "t DE STUDENT PROBABILIDAD
Tetraciclina.
1 MCG. to= >2.028 p= 0.05« 0.1
5 MCG. t,= 2.529 p= 0.02¢ 0.05
10 MCG. 't7= 2.1186 p= 0.05< 0.1

Una probabilidad cerca del margen de lo establecido
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TABLA VI

Prueba de t para la prueba d

I.Q. = Nimero cel. + antibibStico + caseina
Numero cel. con caseina

Conc. del Clorhidrato Valor de "T™

de Tetraciclina de Student Probabilidad:
1 MC3 t7= 2.3984 p= 0.054€0.1
5 MG t,= 1.1059 p= 0,0540,1
10 MCG t7= 1.731 p= 0.05<40.1

Una probabilidad cerca del margen de lo establecido.

De estos valores se puede deducir que en la prueba
B el clorhidrato de tetraciclina afectd notoriamente el movimiento quimio
cinético de los leucocitos y cuya quimiotaxis se ve también afectada en -
las pruebas C y D, aunque no de manera tan determinante, probablemente ——

per el influjo del quimioatractante. Esto serd discutido mds adelante.

En la segunda prueba del estudio con los pacientes -
con acné, 11 de 13 pacientes que tomaron Acnesina I, terminaron satisfac-
toriamente el tratamiento; 12 de 13 pacientes que tomaron la Acnesina IT
también terminaron el tratamiento y solo 8 de 13 pacientes que tomaron ——
Acnesina 11T terminaron correctamente el tratamiento. Tados 1los pacien-
tes que no siguieron el protocolo fueron eliminados del estudio estadisti

CO.
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En la Tabla VII se muestran los resultados del in-
dice quimiotactico que se obtuvieron en las 3 muestras durante el trata
miento. Los nimeros de los pacientes les fueron dados al azar, por 1o

cual no estén en orden (Ver Tabla VII).

De la misma manera las medias aritméticas de los -
indices quimicticticos leucocitarios de estos pacientes en tratamiento
fueron graficadas (Ver grdfica IV), donde se puede observar la efectivi
dad de 1a Acnesina IT para inhibir la quimiotaxis. la Acnesina I mos-
tré una ligera disminucién del Indice Quimiotictico al témmino del tra-
tamiento y la Acnesina III, mostrd también una disminucidén en el prome-—

dio de los indices.

Estos resultados también fueron sametidos al andli

g8is estadistico ¢camo 1o muestra la Tabla VIII.
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RESUDLTADOS

TIPO DE ACNESINA
ADMINISTRADA

QUIMIOTACTICO.
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TABLA VIII

Anflisis estadistico (Prueba de t) de Quimiotaxis leucocita
ria en pacientes tratados con Amesinas I, IT y IIT,

lI'IPO DE ACNESTNA "T" STUDENT PROBABILIDAD

ACNESINA T t,o= 0-351 p= 0.8 % 0.7

(no significativa)

ACNESINA TII t11 = 2.66 p= 0.052 0,02
(significativa)
ACNESINA TIT ‘t7 = 0.122 p= 0.9

(no significativa)

Los datos del andlisis estadistico muestran que la -
ACNESINA I, las variaciones de la quimiotaxis caen dentro del azar y por
1o tanto, no adjudicables al medicamento. Ios datos de probabilidad con
ACNESINA IT esté&n entre 0.05 y 0.02‘, por lo tanto, dentro del rango signi
ficativo estadistico pre-establecido. las cifras de p obtenidas con AC-
NESINA ITI fue de 0.9 que demuestra que las variaciones en la quimiotaxis

en presencia de este producto se deben totalmente al azar.

Al ramper el secreto del estudio doble ciego se cono

cib que: la Acnesina I resultd ser el Placebo, la Acnesina II, Giorhidrato
de tetraciclina y la Acnesina TII, oxitetraciclina.

Las conclusiones viables obtenidas por inferencia de
ductiva del anilisis estadistico es, como se esperaria, que la ACNESINA I
(placebo) no influya en la disminucidn de la leucotaxis, lo cual fué con-

firmado. la Acnesina II (clorhitrato de tetr) demostrd que disminuye signi

-

r

k)
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ficativamente 1a leucotaxis; sin empargo, 1a ACNESINA TII (oxitetracicli
na, no se pudo demostrar en forma significativa que disminuya la leuco-
taxis, probablemente debido a que fué el grupo donde hubo mis desercidn
de pacientes y que al interrogar a los que terminaron el tratamiento, —

algunos de ellos declararon que no habian seguido en forma constante las

indicaciones dadas.

El pesultado de las cuentas leucocitarias y diferen
ciales de Schilling de los individuos sancs y de los pacientes con acné
resultaron normales.

v
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DISCUSICN Y CONCLUSIONES

la fisiologia de la quimictaxis ha sido estudiada conside-
rablemente en los Ultimos anos. Hay cuatro puntos bisicos que deben con-
siderarse bien: ¢(Cudles son los mecanismos estructurales celulares que es
tan involucrados en la locomoeidn?, ¢Cuiles son los mecanismos bioquimi-
cos participantes en el movimiento al azar (quimiocinésis) y el dirigido
(quimiotaxis)?, ¢(Cudles son los sitios donde se induce y afecta la quimio
taxis?. ¢Cuil es la relacidn entre la quimiotaxis observada "in vitro" y

la locomocidn "in vivo''?.

Se sabe que para que los leucocitos se muevan tienen micro
filamentos y microtubulos en la membrana, cuyas interacciones de sus —-—
componentes quimicos dan camo resultado final la locamocidn (26, 4, 27, -
28). Asi miemo, otros eventos bioquimicos como mecanismos enzimiticos —-
(30, 31, 32) bioenergéticos (29) y al parecer el mis importante es el de
los niveles de los nucledtidos citclicos AMP y @MP, dorde se ha visto que
cuando el leucocito es estimulado per algiin quimicatractante se detecta -
un aurento del GMP en cambio, los agentes que inhiben la locumocién aumen
tan los niveles del AMPc (33, 34%). El sitio de la cflula donde es estimu
lada para su movimiento estd siendo explicado a base de receptares super-—
ficiales de membrana de los leucocitos cuya presencia y localizacidn ha -
51d0 demostrada por Schiffman Becker y Sullivan (35, 36, 37), por 1lo que
se puede decir que los mecanismos de la movilidad al azar son relativamen
te sencillos de entender. Sus estructuras de locomocifn situadas en la -
superficie de 1la membrena junto con sus camponentes bioquimicos, estén en

constante estimulacién biocenergética y reguladara. Pero qué pasa cuando
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se estimula esta locamocidn por algin quimioatractante. Este en primer lu
gar debe aparecer en concentraciones y a distancia adecuada para que lle-

gue a estimular a la célula. Segundo, debe encontrar su receptor libre en
la membrana para que en tercer lugar se inicie la sefial para el aumento --

del GMPc, la liberacidén de energia y se lleve a cabo la quimiotaxis.

Ahora bien, tomando como base ésto se puede deducir que el
efecto inhibitorio quimiotictico por los anti-l:nﬂama‘torios, antibibticos
y otras drogas se localizan en cualquiera de estos puntos. Con lo que res
pecta al clorhidrato de tetraciclina mi opinidn es que su efecto inhibito-
rio més que inactivar a las substancias quimioatractantes o a nivel de blo
quear o alterar el receptor sea debido al aumento de los niveles del AMPc.
Esto 111timo 1o baso en los resultados mostrados en las tablas IT y IIT, --
cuando se incubarcon las células con el antibiético junto con la caseina, -
dnde se puede deducir que el receptor pare la caseina no fué blogueado --
por el clorhidrato de tetraciclina, ya que si esto hubiera sucedido, sf -
habrfa wna inhibicién significativa, par 1o que me hace suponer que los ——
leucocitos fueron afectados por ambos estimulos, predominando no obstante
el efecto inhibitorio del amtibiStico como lo demuestran los 1.Q., en las
pruebas C y D comparéndolos con el I.Q. nommal como testigo y de donde la
baja en la quimioctaxis, podria ser debida a una pequefia alteracién en los
niveles del AMPc y GMPc que no se manifestaron de manere contundente por -

estar presente también el quimioatractante.

Para contestar el (ltimo pnto que se planteo de cuil es -
la relacitn entre la quimiotaxis observada "in vitro" y la quimictaxis ob
servada "in vivo", se puede decir que en ocasiones una quimictaxis Min vi

tro" reproducida en las condiciones 1o mis cercanas a los procesos "in vi
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vo" hay que tamarlas con cierto cuidado, pues el circuito de induccidn-
inactivacién esti sujeto a muchos factores en el huésped ¥y que en el labo
ratorio no se pueden manejar. Incluso Walter y colab. (38) repartan que
las tetraciclinas en pacientes con diferentes grados de reaccidon inflama-
toria en cavidad cral no mostraron ningin cambio, lo cual contradice nues
tros hallazgos a nivel de piel. Por lo que respecta a 1o que ocurre con
los pacientes con acné la relacidn entre la inhibicién de la quimiotaxis
demostrada "in vitro" y lo que estd pasando en el paciente, es estrecha,
va que tambidn se puede observar una recurrencia de la enfermedad al eli-
minarse el tratamiento, debido muy probablemente a la persistencia de los
estimulos quimiotdcticos y que de hecho en aquellos pacientes donde no hu
bo una mejoria clinica, sea debido a que entre el clorhidrato de tetraci-
clina vy los factores quimiotacticos de la infeceidn camedogénica, estén -
en competencia para aumentar o disminuir los niveles de los nucledtidos -
cicliclos vy que al ganar los quimicatractantes no hay mejoria en las le-

siones inflamatorias cutaneas.

Segin los resultados obtenidos concuexdan con los inicial-
mente reportados por Martin (15) acerca de la inhibicidn de la quimiota-
xXis por las tetraciclinas y probablemente oon otras funciones del fagoci-
to (16). Se menciond que en la actualidad se ha encontrado este mismo --
efecto con otros antibibticos (17, 39, 40), con drogas antimitSticas (u1),
otros agentes quimicterapéuticos (13) y los inicialmente descritos en - -

1950 por Mufoz y Geister (14).

En 1a primera parte del estudio se tratd de ccmprobar si -
la inhibicidn de la locomocidn "in vitro” se llevaba a cabo con las con-

centraciones que se alcanzan a niveles sanguinecs, de 1 hasta 10 micro
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gramos de tetraciclina, lo cual se confirmb, pues las tres concentracio-

nes usadas (1, 5, 10 mc.) del antibidtico, inhibierdn la quimiotaxis. Con
estos datos se trabajd la segunda parte del estudio con la seguridad de -
que el tratamiento dado a los pacientes con las concentraciones del anti-
biStico que tenian las Acnesinas, darian los niveles sanguinecs demostra-

dos ser inhibitorios "in vitro".

Los resultados presentados en la Tabla VII y Grafica IV, -
demostrarcn que la Acnesina IT (clarhidrato de tetr.) presentaran una dis
minueidn significativa de la quimiotaxis y junto con la evaluacién. clinica
de sus lesiones que se hizo en otro trabajo con estos mismos pacientes - -
confirmaron nuestra hipbtesis, de la posible accién anti-inflamatoria, ade
més de la antimicrobiana de este producto en los pacientes con Acné vulga-
ris, y més ain confirmados con el primer grupo de pacientes que se les - -
administrd la Acmesina I, que resultd ser el placebo quedapdo estos como -
testigos. [La Acnesina IIT, siendo también un derivado de la tetraciclina
(oxitetraciclina) no se carrobord este efecto y cano se menciond anteriar-
mente, fué el grupo que hubo mis desercitn, ademis de la mo continuidad --
del tratamiento durante el tiempo que se sefiald para el estudio. Esto hi-

zo obviamente que los resultados no pudieran ser tamados camo cancluyentes

para nuestra hipbtesis.

Par otro lado el reporte de Puhvel (19) acerca de la evaluacién
de los diferentes camponentes del cameddn camo los causantes de la reaccidn
inflamatoria, de los de Tucker (20) sobre el efecto de este materdal came

dogéncio en la quimictaxis y la citotoxicidad para las celilas MN y PMN --
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y la participacién del Propionibacterium acnes y otras bacterias aisladas

de los comedones, tratan de esclarecer mis la fisiopai?ogem'a de este cuadro
clinico. Si tomamos en cuenta estos estudios podemos concluir lo si-

guiente:

E) proceso inflamaterio se inicia por la instaiacién de —
los microorganismos en la piel, cuyos metabolitos téxicos al ser libera-
dos, camienzan el dano tisular. Se acumulan acidos grasos de las glandu-
las pilocebaceas que favorecen por un lado, al enriquecimiento del medio
para las bacterias, y por otro, a producir directamente dafio tisular. Se
liberan substancias quimiotécticas intrinsecas y extrinsecas que atraen a
gran cantidad de PMN y MN, en donde al acumilarse bacterias, 8cidos gra-
sos y leucocitos dan por resultado la lesidn comedogénica local. Esta --
reaccién inflamatoria se puede ver afectada por factores del huésped, en-
tre los cuales, el hormonal juega un papel importante y que junto con la
participacidn aln no bien esclarecida de las condiciones de stress, dieté
ticas, higiénicas, etc., pueden conducir a la severidad de la lesién. E1
tratamiento en estos pacientes es entonces dificil. Las tetraciclinas lo
grarian en parte resolver el problema, inhibiendo la afluencia y acumila-
cién de los leucocitos en el tejido dafado, y también por su accidén anti-
microbiana, eliminando al P. acnes, evitando asi la citotoxicidad y la —-

reaccién inflamatoria local.

Realmente este problema es critico, porque la gravedad en
s de la enfermedad no es el dafio dermatoldgico sino las secuelas psicold
gicas que esto puede dejar al paciente joven en etapa de desarrollo men-
tal, sexual y social.
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RESUMEN

El objetivo del trabajo fué el de demostrar el efecto anti
quimotdctico y por ende el anti-inflamatorio como un mecanismo asociado -
al antimicrobianc, de las Tetraciclinas en pacientes con Acné vulgaris y

que se demostrara tanto clinicamente como en el laboratorio.

El trabajo fué realizado en dos etapas. la primera consis
ti6 en corroborar que las concentraciones sanguineas que se alcanzaban ——
con el clorhidrato de tetraciclina puestas "in vitro" tenian el efecto in
hibitorioc sobre la quimiotaxis leucocitaria. Se trabajé con las concen-
traciones de 1, 5 y 10 micyrogramos y con leucocitos obtenidos de diez in-
dividuos sanos. El resultado mostré que las tres concentraciones fueron

capaces de inhibir la quimiotaxis leucocitaria.

La segunda parte se trabajé con leucocitos de pacientes —-
con diferentes grados de Acné vulgaris de un estudio doble cilego, practi-
cado a un total de 39 pacientes divididos en tres grupos, administrméndo-
les en forma correspondiente tres tipos de diferentes campuestos denomina
dos: Acnesina I, Acnesina IT y Acnesina ITI. De estos, (nicamente el --
grupo IT demostrd una inhibicién significativa de la quimiotaxis y que re
sultd ser el tratado con el clarhidrato de tetraciclina, EL grupo IIT -
no hubo una disminucidn significativa aunque después se aclard que habia
sido tratado con Oxitetraciclina (Acnesina ITI), probablemente porque fué
el grupo donde hubo mls desercidn de pacientes y 1los que terminaron el --
tratamiento declararon no haberlo seguido segln las indicaciones dadas.
Por Gltimo el grupo I, resultd ser al que se le administyd el Placebo y -

no hubo disminucién de la quimiotaxis.
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