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RESUMEN

La apoptosis de los neutrofilos (PMNs) es un evento critico para controlar la fase de resolucion de las
inflamaciones. En tal sentido, la induccion farmacolégica de la apoptosis mediante el empleo de antibidticos
podria ser una opcidn terapéutica para tratar diversas enfermedades. Sin embargo, existe poca informacion
acerca de las capacidades de los antibiéticos de amplio espectro tales como las fluoroquinolonas, para acelerar
la apoptosis en esas células. Entonces, en este estudio se propuso evaluar los efectos de las fluoroquinolonas
ciprofloxacina (CPX) y norfloxacina (NFX) sobre la apoptosis de PMNs humanos in vitro. Métodos: Los PMNs
aislados fueron incubados con ambas drogas para determinar sus efectos sobre la induccién de la apoptosis, la
generacién de especies reactivas de oxigeno (ERO) y el potencial de membrana mitocondrial (Ayn,) mediante
técnicas de microscopia (6ptica o de fluorescencia), luminometria y citometria de flujo, respectivamente.
Resultados: A las concentraciones de 300 y 600 pmol/L, ambas drogas indujeron tanto el colapso del Aym
como la muerte por apoptosis de modos estadisticamente significativos. Ademas, esos efectos probablemente
dependieron de la generacion de una situacion de estrés oxidativo debido a que ambas drogas incrementaron la
generacién de ERO intracelulares y sus efectos proapoptéticos fueron parcialmente bloqueados por la catalasa
y por el lipopolisacarido (LPS). Conclusién: Estos hallazgos sugirieron que, debido a sus bajas toxicidades y a
sus capacidades para inducir efectos apoptoéticos en PMNs, tanto la CPX como la NFX pueden ser Utiles para
tratar enfermedades inflamatorias no necesariamente relacionadas con infecciones bacterianas.
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ABSTRACT
Effects of ciprofloxacin and norfloxacin on apoptosis of human neutrophils in vitro experiments.

Neutrophil apoptosis (PMNSs) is thought to be a critical event for the control of the resolution phase of
inflammation. In consequence, the pharmacological induction of apoptosis by antibiotics could be a therapeutic
option for the treatment of a number of diseases. However, there is scarce information about the abilities of
broad-spectrum antibiotics, such as the fluoroquinolones to accelerate this metabolic event. Therefore, the
purpose of this study was to evaluate the in vitro effects of the fluoroquinolones ciprofloxacin (CPX) and
norfloxacin (NFX) on the human PMNs apoptosis. Methods: Isolated PMNs were incubated in the presence of
both drugs to determine their effects on apoptosis induction, reactive oxygen species (ROS) generation and
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mitochondrial membrane potential (Ay,,). These events were assessed by the use of optical or fluorescence
microscopy, luminometry and flow citometry techniques, respectively. Results: Both drugs, at concentrations of
300 and 600 umol/L, induced disruption of Ay, as well as apoptotic cell death in a statically significant degree.
In addition, these effects were probably dependent on the induction of an oxidative stress response- since both
drugs increased the generation of intracellular ROS, and their proapoptotic effects could be partially blocked by
both catalase and the lipopolysaccharide (LPS). Conclusion: These findings suggest that due to their low
toxicity and their ability to induce apoptotic effects, CPX and NFX may be useful drugs for the treatment of
inflammatory diseases not necessarily related to bacterial infections.

Keywords: Neutrophils, apoptosis, ciprofloxacin, norfloxacin

INTRODUCCION

La induccion de la apoptosis en las células pro-inflamatorias tales como los PMNs,
es un evento que puede ser necesario para acelerar la exitosa resoluciéon de una
respuesta inflamatoria (1). Entre los farmacos que pueden ser buenos candidatos
para alcanzar ese objetivo, destacan las fluoroquinolonas CPX y NFX debido a que
son relativamente bien toleradas y en particular, se ha observado que ambas
drogas penetran y se acumulan rapidamente en el interior de los PMNs alcanzando
valores entre 4 y 6 para el cociente de concentraciones intra y extracelular (IC/EC)
(2). Ademas, existe la posibilidad de que estos farmacos generen situaciones de
estrés oxidativo debido a que se ha reportado que la NFX es capaz de estimular la
quimioluminiscencia (QL) dependiente del luminol en macréfagos peritoneales de
ratén, mientras que en PMNs humanos incrementé la fluorescencia de
diclorofluorescein diacetato (DCFH-DA), un detector de H,O, intracelular (3). Por
otro lado, en diversos tipos celulares se ha observado que el tratamiento in vitro con
la CPX o la NFX a concentraciones mucho mayores que las necesarias para
combatir infecciones, inhibe la proliferacion e induce apoptosis en células humanas
provenientes de: carcinomas pulmonares (4), carcinoma de vejiga (5), cancer de
préstata (6), carcinoma de colon (7) y células T leucémicas (8).

Ademas, se ha observado que tanto la CPX como la NFX inducen efectos
apoptéticos mediante desestabilizacién de los lisosomas en las células HelLa (una
linea de células de carcinoma cervical) antes de provocar la permeabilizacion de la
membrana mitocondrial y la posterior muerte por apoptosis (9). A pesar de la
importancia de todos esos factores (acumulacién intracelular, desestabilizacién
lisosomal, alteracién mitocondrial y generacion de H,O, intracelular) como
potenciales inductores de muerte celular, no se han publicado estudios relacionados
con los efectos de las fluoroquinolonas sobre la apoptosis de PMNs humanos. Por
esas razones, utilizando concentraciones similares a las empleadas en los ensayos
contra células tumorales y en ausencia de infeccién y de agentes pro-inflamatorios,
el propo6sito de este trabajo fue evaluar los efectos de la CPX y la NFX sobre la
apoptosis de PMNs humanos en experimentos in vitro.

Materiales y métodos. Las drogas ciprofloxacina y norfloxacina fueron donadas
por el Dr. Franklin Vargas del Centro de Quimica del Instituto Venezolano de
Investigaciones Cientificas (IVIC). El kit MitoScreen (JC-1) para detectar el potencial
de membrana mitocondrial fue adquirido en BD Biosciences Pharmingen (San Diego,
USA). El resto de los reactivos se adquirieron de Sigma (St. Louis, MO, USA) sin
purificacién adicional.
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Aislamiento de los PMNs humanos de sangre periférica, Los PMNs fueron
aislados a partir de sangre periférica de individuos donantes aparentemente sanos
(previo consentimiento informado de los mismos). Las muestras fueron colectadas
en tubos con EDTA al 1%, los PMNs fueron aislados e inmediatamente utilizados en
cada uno de los ensayos. Se realizd6 el aislamiento utilizando un método
estandarizado de centrifugacién diferencial a distintas velocidades, basado en la
lisis de los eritrocitos con una solucion isoténica de cloruro de amonio (155 mmol/L),
seguida por dos centrifugaciones en HBSS (Solucién balanceada de Hank’s) para
separar los neutréfilos siguiendo un método previamente descrito (10).

Determinacion de Necrosis y apoptosis de PMNs.La determinacion de necrosis se
realizé por el método de exclusién del azul tripano, el cual se basa en el hecho de
que una célula necrética es incapaz de excluir de su citoplasma el colorante azul
tripano, debido a que ha perdido la integridad de su membrana plasmatica, lo que
permitiria su identificacibn a través de la microscopia Optica. Para ello se
observaron las células al microscopio 6ptico con objetivo de 40X contando aquellas
que resultaron necroéticas (color azul) con respecto a un total de 100 células
contadas (11).

Para determinar la apoptosis se evaluaron las células citocentrifugadas (Hermle
Z323K, Alemania) vy tenidas con Wright-Giemsa siguiendo la técnica previamente
descrita (12) mediante analisis al microscopio Optico (con objetivo 40X, Axiolab,
Zeiss, Alemania) se contaron 300 células/ld&mina en las cuales se identificaron los
cambios morfolégicos caracteristicos de las células apoptéticas tales como la
condensacién y fragmentacion de la cromatina, vacuolizacién y formaciéon de
protuberancias. Alternativamente, la apoptosis se determind identificando los
cambios nucleares ya mencionados empleando una técnica de microscopia de
fluorescencia (con un objetivo de 40X; Leica Microsystems. Suiza) basada en el
empleo de una mezcla de los colorantes naranja de acridina (NA) y bromuro de
etidio (BE) lo cual permite diferenciar las células viables de las que no lo son
gracias a la captacién diferencial de ambos pigmentos y siguiendo, sin
modificaciones, un protocolo previamente descrito (13). Adicionalmente se hicieron
algunos experimentos incluyendo inhibidores de la apoptosis de los PMNs. Para ello,
las células (10’ cel/mL) fueron incubadas durante 30 min en presencia y ausencia de
las drogas a 37 °C y 5% de CO,, antes de agregar la catalasa (10.000 U/mL) o LPS
de E. coli serotipo 055:B5 (1 ug/mL) y se incubaron por 24 horas. Posteriormente la
determinacion de apoptosis se realizé siguiendo el procedimiento descrito
anteriormente para microscopia de fluorescencia.

Determinacion del Potencial de Membrana Mitocondrial. Para detectar la pérdida
del potencial de membrana mitocondrial (A¥.,) se siguieron estrictamente las
instrucciones suministradas por el fabricante del kit BD™ MitoScreen (BD
Biosciences, San Jose, CA). Para ello, los PMNs fueron incubados con 1,5 uM
5,5',6,6'-tetrachloro-1,1',3,3'-tetraethyl-benzimidazolyl-carbocyanine iodide (JC-1)
durante 15 min a 37°C y 5% de CO,. Para las lecturas de fluorescencia se utilizé un
citometro de flujo (FACS Canto Il, BD Biosciences, San Jose, CA). El incremento de
la fluorescencia verde en el canal FL-1 se correlacion6 directamente con el colapso
del AW, como consecuencia del tratamiento con las fluoroquinolonas.
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Determinacion de la generacion de ROS por Quimioluminiscencia. La liberacion
de ROS se midié por quimioluminiscencia (QL) en un luminémetro Bio-Orbit 1251
(Labsystems) usando tubos de polipropileno con una mezcla de reaccion de 700 pL
conteniendo 10’ PMNs. Se emplearon luminol y lucigenina como amplificadores de la
QL total (14) y de la QL extracelular (15), respectivamente. A 50 yL de la suspensién
celular en HBSS, se adicionaron 10 pyL de luminol o lucigenina (1,4 ymol/L en ambos
casos) y posteriormente se les agregd la CPX o la NFX como activadores. La QL se
registro de modo continuo durante 20 min. Los efectos relativos de las drogas se
obtuvieron comparando las areas bajo las curvas de QL vs. tiempo (mV.s) con los
controles no tratados.

Analisis Estadistico. Los resultados fueron expresados como el promedio + error
estandar (SEM) de al menos 3 ensayos diferentes. Se emple6 un analisis de
varianza de una sola via y una prueba de comparacion de los promedios de las
muestras tratadas contra el control (Dunnett). Alternativamente, para comparar
promedios de dos muestras, se empled la prueba t de Student. En todos los casos,
se considerd significativo cuando p< 0,05 (GraphPad Instat versién 3.01; GraphPad
Software, San Diego, CA, USA)

RESULTADOS

En este trabajo se evaluaron los efectos in vitro de la CPX y la NFX sobre eventos
morfolégicos y funcionales relacionados con la apoptosis de los neutréfilos. Los
resultados obtenidos se describen a continuacion.

Determinacion de Necrosis y apoptosis de PMNs. La figura 1A destaca la baja
toxicidad exhibida por ambos compuestos en todo el intervalo de concentraciones
ensayado (3-600 pymol/L), ya que en ningun caso se afectdé la capacidad que tienen
los PMNs de excluir el colorante azul tripano, indicando que no hubo pérdida de la
integridad de la membrana plasmatica en estas células. Por otro lado, las figuras 1B
y 1C muestran los efecto de las drogas sobre la apoptosis de los PMNs, lo cual fue
evidenciado a través de sus cambios morfolégicos caracteristicos tales como la
condensacion y fragmentacion de la cromatina observadas tanto por microscopia de
fluorescencia como por microscopia Optica. Es evidente que ambas técnicas arrojan
resultados similares ya que las figuras indican efectos proapoptéticos significativos
solamente a las concentraciones méas elevadas de 300 y 600 umol/L.
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Figura 1. Necrosis (A) y apoptosis (B y C) de PMNs tratados durante 24 h con la CPX y la NFX. Los PMNs (107 cel/mL)
fueron incubados a 37°C y 5% de CO. en ausencia o en presencia de las drogas a las concentraciones indicadas. Se
empled microscopia éptica (A y C) y microscopia de fluorescencia (B) para los analisis. * P<0.05; **P<0.01 (Dunnett) (n = 5)
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Determinacion del Potencial de Membrana Mitocondrial.Las mitocondrias de los
PMNs son capaces de mantener su Ayn, (1), lo que puede ser detectado mediante
citometria de flujo a través de la tincion de las células con JC-1, un pigmento
fluorescente que tine a las mitocondrias de acuerdo con su Ay,. Las mitocondrias
activas (con elevado Ayn) acumulan al JC-1 bajo la forma de agregados rojos
mientras que en las inactivas (con bajo Ayy), el JC-1 permanece bajo la forma de
monémeros que exhiben fluorescencia verde. Por tanto, el incremento relativo en la
fluorescencia verde (emisién a 530 nm) es indicativo del colapso del potencial de
membrana mitocondrial. La figura 2 muestra los resultados obtenidos después de
tratar los PMNs con la (figura 2A) y la CPX (figura 2B). Se observé que tras 4
horas de incubacién, las concentraciones mas altas de ambas drogas mostraron un
incremento significativo en el porcentaje de células con fluorescencia verde
aumentada, lo que indica un incremento en el porcentaje de células con alteraciones
en el potencial de membrana mitocondrial.
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Figura 2. Potencial de membrana mitocondrial en PMNs tratados durante 4 h con la CPX y la NFX. Los
PMNSs (10" cel/mL) fueron incubados a 37°C y 5% de CO. en ausencia o en presencia de las drogas durante
4 horas. El anadlisis se llevo a cabo mediante citometria de flujo empleando el fluoréforo JC-1. **P<0.01
(Dunnett) (n = 5).

Estos resultados coinciden con los encontrados en las determinaciones de
apoptosis, ya que el colapso del potencial de membrana mitocondrial s6lo resulto
significativo a las concentraciones en las cuales se observaron efectos
proapoptéticos (figuras 1By 1C).

Determinacion de la generacion de ERO por Quimioluminiscencia. Se realizaron
ensayos de quimioluminiscencia dependiente de luminol y de lucigenina, de muy
corta duracion, con el fin de determinar la produccion de ERO en neutréfilos tratados
con la CPX y la NFX. Los resultados son mostrados en la figura 3. Las curvas
representativas de QL versus tiempo obtenidas a través del luminémetro (Figura 3 A
y C) muestran que tanto la CPX como la NFX estimularon la QL dependiente del
luminol a las concentraciones en las cuales se observo su efecto proapoptético.
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Figura 3. Quimioluminiscencia (QL) de neutrdfilos tratados con la CPX y la NFX. Los PMNs (10" cel/mL) fueron
incubados durante 10 min a 37°C en presencia y ausencia de las drogas. Las gréficas A, B, C y D se refieren a ensayos
cinéticos representativos de QL vs tiempo, mientras que las gréficas E, F, G, y H provienen del calculo de las areas bajo
las curvas de QL vs tiempo para cada concentracion ensayada. Se emplearon luminol (A, C, Ey G) y lucigenina (B, D, F y
H) para detectar la QL intracelular y la QL extracelular, respectivamente. * P<0.05; **P<0.01, (Dunnett) (n = 5)

Por el contrario, al determinar la QL dependiente de lucigenina se encontré (Figura
3 B y D) que las curvas de QL versus tiempo en las células tratadas fueron
similares a las del control. El andlisis estadistico de esas observaciones mostrado
en las figuras 3E y 3G, revela que efectivamente, tanto la CPX como la NFX
incrementan significativamente de un modo dosis-dependiente, la produccion de
ERO determinada por la QL dependiente del luminol, mientras que las figuras 3F y
3H muestran la ausencia de tales efectos cuando se empled lucigenina como
agente amplificador de la QL.

Este hallazgo es interesante ya que el luminol puede permear los PMNs y requiere
de H,O, para emitir su luminiscencia, mientras que la lucigenina no puede penetrar
al interior celular, por lo que su luminiscencia depende de los oxidantes
secretados, particularmente del anién superoxido (16). Estos resultados sugieren
que el rapido incremento de la produccién intracelular de H,O, inducido por el
tratamiento de los PMNs con la CPX y la NFX, puede traer como consecuencia la
acumulacion del H,O, y un incremento concomitante en la apoptosis dependiente
del estrés oxidativo. Esta posibilidad fue examinada mediante la evaluacién de la
apoptosis en experimentos de 24 horas en PMNs tratados con la CPX y la NFX a
una concentracion de 300 uymol/L y co-incubados con catalasa, una enzima que
cataliza la ruptura del H,O,. Los resultados obtenidos son mostrados en la figura 4,
donde se observa que tanto la apoptosis espontdnea como la acelerada por las
drogas fueron revertidas significativamente, lo cual sugiere que ambas drogas son
capaces de acelerar la apoptosis espontdnea de los PMNs de un modo que
depende parcialmente de la produccién de ERO.
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Figura 4. Apoptosis de PMNs tratados con la NFX (300 umol/L) o con la CPX (300 umol/L) en la
ausencia o presencia de catalasa. Los PMNs (10" cel/mL) fueron pre-incubados a 37°C y 5% de
CO, en ausencia o en presencia de las drogas por 30 min y luego se agregé la catalasa (10.000
U/mL) en los pozos correspondientes. La apoptosis se analiz6 mediante el método de tincién del ADN
con naranja de acridina seguida de examen en el microscopio de fluorescencia a las 24 horas de
incubacién. ***P<0.01 (t de student) (n = 5).

Con la finalidad de confirmar que una situacién de estrés oxidativo inducido por
la CPX y la NFX sea la causa de la apoptosis observada en los PMNs, se hicieron
experimentos de 24 horas con PMNs tratados con las drogas a la concentracidn
de 300 pymol/L y co-incubados con LPS a una concentracion de 1 pyg/mL. Esta
idea tiene como fundamento algunos hallazgos publicados que demuestran que la
incubacién de neutréfilos murinos con LPS aumenta de modo significativo las
actividades de las enzimas superéxido dismutasa (SOD) y catalasa enddgenas
(17). Los resultados se muestran en la figura 5.
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Figura 5. Apoptosis de PMNs tratados con la NFX (300 umol/L) o con la CPX (300 umol/L) en la
ausencia o presencia de LPS. Los PMNs (10" cel/mL) fueron pre-incubados a 37°C y 5% de CO»
en ausencia o en presencia de las drogas por 30 min y luego se agreg6 LPS (1 pg/mL) en los pozos
correspondientes. La apoptosis se analiz6 mediante el método de tincién del ADN con naranja de
acridina seguida de examen en el microscopio de fluorescencia a las 24 horas de incubacién. * P<0.05;

**P<0.01 (t de student) (n = 5)
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Estos resultados refuerzan la posibilidad de que la apoptosis inducida por las
fluoroquinolonas en PMNs sea al menos parcialmente debida a la generacién de
una situacién de estrés oxidativo.

DISCUSION.

Esencialmente, ambas fluoroquinolonas mostraron efectos similares sobre los
eventos relacionados con la apoptosis de los neutréfilos, los cuales se discuten
en el siguiente orden: (a) Aceleracién de la apoptosis espontanea, (b) Réapida
induccién en la generacién de ROS y (c) Despolarizacién de la membrana
mitocondrial.

a.- Aceleracion de la apoptosis espontanea: Los resultados obtenidos revelan
que la aceleracién de la apoptosis espontanea de los PMNs por estas drogas es,
aunque estadisticamente significativa con respecto al control, relativamente modesta
ya que los niveles de apoptosis de los controles oscilan entre 30 y 34% mientras que
en presencia de estas fluoroquinolonas se alcanzaron niveles de apoptosis de
aproximadamente 45%, tras 24 horas de incubacién (figuras 1B y 1C). Sin embargo,
debe notarse que al menos para la CPX, estos débiles efectos se han reportado en
otros tipos celulares. Por ejemplo, en células de una linea linfoblastoide tratadas
con la CPX 300 pmol/L por 24 horas, se indujo hasta un 27% de apoptosis por
encima del control (18), mientras que el tratamiento con CPX (300-1500 umol/L) de
algunas células tumorales de cancer colorectal durante el mismo tiempo de
incubacién, solamente indujo bajos efectos apoptéticos (7). En contraste, bajo
idénticas condiciones, la proliferacién y apoptosis en las células de una linea de
cancer hepatico (HepG2) no fueron afectadas por la CPX, sugiriendo que existen
mecanismos alternativos independientes de la actividad anti-topoisomerasa de CPX
(7). Aunque el modo de accion de la CPX en células de mamiferos no ha sido
aclarado, se ha sugerido que esos efectos se deben a la inhibicién no selectiva de la
sintesis del ADN mitocondrial con danos subsiguientes a las mitocondrias vy
conduciendo finalmente a la deplecién del ATP intracelular (7). En cuanto a la NFX,
solamente se han reportado efectos pro-apoptéticos significativos en células
irradiadas con luz ultravioleta (9,17).

b.- Rapida inducciéon en la generacion de ROS: Se ha demostrado que la NFX
puede activar por si sola a la enzima NADPH oxidasa incrementando la produccién
de ERO en macrofagos de ratones (3), lo que sugiere que la aceleracién de la
apoptosis en PMNs tratados con la CPX y la NFX (figura 1) podria estar vinculada
con dicho efecto. Las figuras 3E y 3G confirman que efectivamente, en ausencia de
activadores metabodlicos tanto la CPX como la NFX pueden incrementar por si solas
la produccién de ERO. Cabe destacar que dicha QL ha sido descrita como un
fendbmeno parcialmente intracelular que depende a su vez parcialmente de la
produccién de H,O, (16). Suponiendo que las ERO procedan de la activacién de la
NADPH oxidasa de los PMNs, estos resultados son interesantes dado que no se
detect6 la actividad de la NADPH oxidasa de la membrana plasmética al emplear la
lucigenina como sonda quimioluminiscente. Sin embargo, de acuerdo con los datos
disponibles no se puede descartar la posibilidad de que otra fuente alternativa de
produccién de H,O, diferente a la NADPH oxidasa y detectable por el luminol haya
sido activada por estas drogas. La figura 4 apoya la idea de que la aceleracion de la
apoptosis de los PMNs por las fluoroquinolonas en estudio depende parcialmente de
la generacion de H,O, debido a que tras la co-incubacion de las células con catalasa
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(una enzima que cataliza la descomposicion del H,O, en H,O y 0O,), tanto la
apoptosis espontdnea como la acelerada por las drogas fue revertida
significativamente.

En ese mismo orden de ideas se observé que al igual que con la catalasa, la
coincubacién de las células con LPS fue capaz de revertir la apoptosis acelerada por
las drogas en estudio. Estos resultados también pueden ser interpretados como una
respuesta ante una situacién de estrés oxidativo ya que, se ha demostrado que la
incubacién de neutréfilos murinos con LPS aumenta de modo significativo la actividad
de las enzimas SOD y catalasa (17). Por otro lado, se ha reportado que tras emplear
un analisis de microarreglos de expresiéon genética en PMNs humanos tratados con
LPS, se indujo la expresion del gen de la SOD-2, que es la versiéon mitocondrial de la
SOD (20), por lo que al parecer los efectos antiapoptéticos del LPS podrian estar
relacionados con mecanismos de proteccién de la integridad mitocondrial.

c.- Despolarizacion de la membrana mitocondrial: El colapso del potencial de
membrana mitocondrial y su consiguiente despolarizacion, se ha descrito como un
evento bioquimico indicativo de apoptosis. Aunque hasta ahora no se han publicado
trabajos que describan la despolarizacién de las mitocondrias en PMNs tratados con
estas drogas, en otros tipos celulares se ha descrito tal efecto cuando se incuban
con la CPX por varios dias (21). Ademas, en células HelLa (una linea de células de
carcinoma cervical), la incubacion durante 8 horas con la CPX (~1000 umol/L)
provocd el colapso del potencial de membrana mitocondrial, posterior a la
permeabilizacion de la membrana lisosomal y la subsiguiente translocaciéon de las
catepsinas B y D hacia las mitocondrias (9) por lo que se ha sugerido que los
lisosomas podrian ejercer un papel importante dentro del proceso apoptético. Resulta
notable que en los experimentos reportados acerca de microarreglos en PMNs
tratados con LPS, |la catepsina D fue una de las proteinas cuya expresidén fue inhibida
(20). Este hallazgo es muy revelador ya que se ha descrito en neutréfilos humanos,
una nueva ruta proapoptética en la cual la catepsina D es liberada desde los
granulos azurofilicos de un modo dependiente de las especies reactivas de oxigeno
para activar directamente a la caspasa-8 (22). Tales hallazgos sugieren entonces
que probablemente las catepsinas sean el punto de unién entre la produccion de ERO
y la despolarizacién de la membrana mitocondrial.

En conclusién, los resultados del presente trabajo indican que las fluoroquinolonas
CPX y NFX, a concentraciones que no afectan la integridad de la membrana
plasmatica, son capaces de acelerar la apoptosis espontanea de los PMNs a través
de mecanismos que probablemente involucran la generacién de ERO intracelulares
y la despolarizacion de la membrana mitocondrial. Estas propiedades sugieren que
estas drogas podrian ser utiles en el tratamiento de enfermedades no relacionadas
con infecciones bacterianas. ]
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