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Abreviaturas.

AHA

DNCB

DTF

HF

HRC

FM

FILM

PBS

PMA

PMNs

nPMN

ePMN

SSF

URL

Z0

absceso hepatico amibiano

1- cloro 2,4 dinitrobenceno

teoria de funcionales de la densidad
hartree-fock

hipersensibilidad retardada cutanea
fagocitos mononucleares

factor inhibidor de la locomocién de los monocitos
buffer de fosfatos salino

forbol 12-miristato acetato
polimorfonucleares
polimorfonucleares neutréfilos
polimorfonucleares eosindfilos
solucion salina fisiologica

unidades mhﬁas de luz

zimosan opsonizado
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CAPITULO |

Resumen.

El Factor Inhibidor de la Locomocién de los Monocitos (FILM) es un oligopéptido
(Met-GIn-Cys-Asn-Ser) con actividad anti-inflamatoria y un bajo peso molecular
producido por ia Enfamoeba histolytica (E. histolytica), el cual entre otros
efectos inhibe la locomocion de los monocitos humanos, cancela el estallido
respiratorio medido por quimioluminiscencia e inhibe la hipersensibilidad
retardada cutanea (HRC) por contacto al 1-cioro 2,4 dinitrobenceno (DNCB). Se
observd que las propiedades del FILM permanecian al sustituir fa glutamina por
prolina (pFILM), sin embargo al mezclar los aminoacidos en otro péptido ia
actividad inflamatoria desaparecia. Se realizaron estudios ab initio a nivel
hartree-fock (HF) y teoria de funcionales de la densidad (DTF), encontrandose
que el FILM y pFILM presentan similitud en los altimos tres aminoacidos,

proponiendo a estos como el grupo farmacéforo del FILM.

Con todos los estudios anteriores se planted este trabajo el cual tuvo como
objetivo verificar in vivo e in vitro la existencia del grupo farmacéforo en la
molécula del FILM probandose los tripéptidos inicial (Met-GIn-Cys), intermedio
(GIn-Cys-Asn) y final (Cys-Asn-Ser grupo famacdéforo propuesto) in wvo con la
prueba de HRC en cobayos con DNCB e in vifro usando la prueba del estallido

respiratorioc en fagocitos mononucleares (FM).



Los resultados en la HRC indican que el tripéptido final es capaz de alterar la
respuesta inflamatoria como el FILM a dosis comparables, por otro lado el
estallido respiratorio prueba que el tripéptido ejerce una actividad igual a la del
FILM en un modelo celular aislado, concluyendo que el tripéptido final Cys-Asn-

Ser es el grupo farmacéforo del FILM.



CAPITULO I

Introduccion.

Desde 1891 Councilman y Lafleur describieron la insuficiente reaccion
inflamatoria en los tejidos invadidos por E. histolytica (1), la intensa inflamacion
aguda inicial no se va transformando como se esperaria en una abundante
inflamacién tardia, rica en fagocitos mononucleares {FM) y como afortunada
consecuencia de ello si el individuo sana, ¢l érganc se regenera a la perfeccion,

sin trazas de cicatrizacion.

En el absceso hepatico amibiano (AHA) ltama la atencidn la insuficiencia de
elementos inflamatorios en las etapas avanzadas, para poder explicar este

fenomeno se han propuesto dos hipétesis; la citolitica y la antimigratoria.

Segun la primera la amiba destruiria los leucocitos conforme éstos fueran
arribando al tejido infectado y la segunda sugiere que la E. histofytica podria
producir y liberar factores capaces de inhibir el arribo de los leucocitos al foco

de la infeccién (2).

Se investigd la produccién de factores anti-inflamatorios por parte del parasito
lograndose aislar, purificar y caracterizar un péptido de —sobrenadantes de
cultivos axénicos de E. histolytica, termoestable y de bajo peso molecular con
propiedades anti-inflamatorias, capaz de inhibir in vivo e in vitro la locomocion

(aleatoria, quimiocinesis y quimiotaxis) de los FM, pero no de los
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polimorfonucleares {(PMN}, de donde se origina su nombre “factor inhibidor de la

locomocion de los monocitos humanos”™ (FILM) (3,4).

Ef FILM .fue purificado y caracterizado por medio de cromatografia de alta
resolucidn (HPLC) y espectrofotometria de masas (MSMS) complementado por
el método de Edman, estos estudios revelaron un pentapéptido con un peso
molecular de 583 Da y se establecid la secuencia de aminoacidos Met-GIn-Cys-

Asn-Ser (4).

Es muy probable que este factor sea derivado de un péptido mayor o una
proteina sintetizada por la amiba y que se parte por la accion de una proteasa
de tipo tripsina/serina presente en el citoplasma. También es posible que la
amiba utilice este factor anti-inflamatorio en su beneficio inhibiendo la fase
tardia de la inflamacidon en sus invasiones extraintestinales. E! FILM podria
contribuir a la escasa inflamacién tardia que se observa en la amibiasis invasora
(higado, piel), y quizas por ello es seguida de una perfecta regeneracién, sin
cicatrizacion de los érganos afectados. Todo esto nos sugieren la posibilidad de

aplicacion dlinica de éste pentapéptido con efectos anti-inflamatorios selectivos

(5).

El FILM interactia con los Ieucﬁcitos a través de un receptor membranal que
contiene manosas (6). Este pentapéptido también inhibe el estallido respiratorio
de los FM y de los polimorfoncleares neutrdfilos (nPMN) y aparentemente no
afecta la funcién de los polimorfonucleares eosindfilos (ePMN), inhibe la

hipersensibilidad por contacto al DNCB en cobayos y gerbos, retarda el arribo
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de los FM en ventanas de Rebuck aplicadas en la piel de voluntarios humanos

(7.8).

Los FM y los PMN juegan un papel muy importante en infecciones de E.
histolytica por medio de mecanismos tanto oxidativos como no oxidativos, in
vitro el FILM inhibe la produccién de oxido nitrico inducido por interferon gamma
(INF y) el factor de necrosis tumoral alfa {TNF-a) o forbol 12-miristato13-acetato
(PMA) en leucocitos humanos. Una disminucién en la produccidon de oéxido
nitrico puede interferir con la muerte de las amibas por los neutrdfiios en
estados de invasidn temprana en la amibiasis y esta disminucion de o6xido
nitico por los leucocitos también puede contribuir a la escasez de los

componentes inflamatorios en el AHA y otras lesiones amibianas (9).

Es probable que este pequefio pentapéptido provenga de un péptido mas
grande o de una proteina sintetizada por la amiba y que luego son degradados
por proteasas presentes en el citoplasma (5). Todas estas caracteristicas que

posee la molécula del FILM le confieren ciertas propiedades anti-inflamatorias.

Mediante estudio ab initio a nivel hartree-fock (HF) y teoria de funcionales de la
densidad (DTF) detallados, como cargas atémicas, 6rdenes de enlace,
momentos bipolar, parametros geomém y dureza, con los cuales se
identifico la estructura quimica y el arreglo estructural méas probable que
presenta el FILM, se destacdé la presencia de un grupo farmacéforo,

proponiendo que en la parte acida final de la molécula se encuentra el grupo
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fammacdforo {Cys-Asn-Ser), el cual podria constituir ka porcién critica funcional

del FILM (Figura 1y 2) (10).

FILM pFILM

kFILM

Figura 1. Sobreposicién geométrica de la estructura del FILM y sus derivados,
pFILM (sustitucion de glutamina por prolina) y kFILM (sustitucidn de glutamina
por lisina) sefalando el grupo farmacéforo (10).
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Figura 2. Tripéptido Cys-Asn-Ser “Grupo farmacdforo” (10).
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CAPITULO Ili

Marco tedrico.

E. histolytica es un protozoario comensal del intestino, que en ocasiones puede
diseminarse por via hematica. Fue descubierto por Loch, en 1875, en un
paciente aquejado de un cuadro diarreico crénico. Sin embargo, fue Kartulis, en
1887, quien demostrd por vez primera su papel patégeno y para 1901,
Councilman y Lafleur describieron la patogénesis de la disenteria y el absceso

hepatico (1).

Clasificacién taxondémica de E. histolytica.
E. histolytica pertenece a:

Especie: Histolyica

Género: Entamoeba

Familia: Endamoebidae

Orden: Amoebida

Subclase: Rhizopoda

Clase: Lobosea

Superclase: Rhizopoda
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Subphylum: Sarcodina
Phylum: Sarcomastigophora

E. histolytica presenta dos fases: trofozoito y quiste (2).
Trofozoito.

El trofozoito es la forma moévil y es extraordinariamente pleomoérfico, puede ser
redondo, irregular no alargado ya que su aspecto y movilidad estdn muy
influidos por los cambios de pH, potencial redox y osmolaridad. Su tamaio
oscila entre 10 y 40 pm de diametro, su citoplasma carece de algunos organelos
que se encuentran en la mayoria de los eucariontes como son el citoesqueleto
estructurado, microtibulos citoplasméticos, mitocondrias, aparato de Golgi,
sistemas de lisosomas primarios y secundarios. Los trofozoftos se alimentan por

fagocitosis y digestién intracelular de nutrientes (Figura 3).
Quiste.

El quiste es el elemento infectante de forma redonda o ligeramente ovalada de
8-20 ym de diametro, el cual sm tefiir se puede ver como cuerpos hialinos de
pared refringente y sin movilkdad. Cuando el quiste es inmaduro se puede
enconirar con un solo nicleo de la tercera parte de su didmetro y el maduro

pose 4 nucleos mas pequedios (fase infectante) (Figura 3) (1,11).
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Figura 3. Imagen de un quiste y un trofozoito de E. histolytica (11).

Ciclo biolégico.

El ciclo de vida de E. histolytica es relativamente sencillo, el quiste maduro
ingresa por via digestiva a través de los alimentos o agua contaminada, resiste
el pH del jugo gastrico. En el tramo final del intestino delgado se produce la
ruptura de su pared (exquistacion) y la liberacién de una amiba metaquistica de
4 nlcleos, que dard origen posteriormente a 8 amebas uninucleadas
(trofozoitos). Estas se establecen en el colon, se nutren de bacterias y
particulas alimenticias, son eliminadas con las heces y destruidos en el medio
ambiente; en otras ocasiones se transforman en quistes inicialmente
uninucleados, que después maduran y son eliminados de igual manera por las
heces (1,12). De hecho en la mayoria de los casos las amibas viven como
pacificos comensales en el colon, sin embargo, el parasito invade la mucosa
intestinal adhiriéndose al epitelio a través de un ligando con caracter de lectina.

Algunos trofozoitos eventualmente entran en el torrente circulatorio y pueden
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originar las formas invasoras extraintestinales de la amibiasis, en primer término

el AHA al que llegan por la vena porta (Figura 4).

A= Forma infectante -=E|1mw

A= Forma diagndstica =

Figura 4. Ciclo biolégico de E. histofytica (11).

Epidemiologia.

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) define a la amibiasis: “como la

condicion de portar el parasito £. histolytica con o sin manifestaciones clinicas”
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Se estima que el 10% de la poblacion mundial esta infectada por E. histolytica,
lo que resuita en aproximadamente 50 millones de casos de amibiasis invasora
y hasta 10 mil muertes por afio. Los estudios serolégicos en México indican que
el 9% de la poblacion esta infectada con E. hisfolyfica. La prevalencia de esta
infeccibn amibiana depende de los habitos culturales, edad, nivel de
saneamiento y condiciones socioeconémicas. La amibiasis intestinal es la forma
sintomatica mas frecuente, su incidencia en México es del 9% de los pacientes
con diarrea y es controlable con aplicacién del tratamiento adecuado. Menos del
10% de los casos con amibiasis intestinal invasora resulta en infecciones

severas mottales (13).
Inflamacion.

La inflamacién es una respuesta protectora del organismo, con la finalidad de
librar al mismo del dafio inicial y de las consecuencias del mismo como células y
tejido necrdtico. La respuesta inflamatoria ocurmre en el tejido conectivo
vascularizado e incluye plasma, células circulantes como neutréfilos, eosindfios,
baséfilos, linfocitos, plaquetas, vasos sanguineos y componentes extracelulares.
Las celulas cebadas, los fibroblastos, los macréfagos y linfocitos residentes
constituyen las células del tejido conectivo.

La inflamacién se divide en fase aguda y fase cronica. La primera es de
duracién corta (minutos, horas o pocos dias) y sus caracteristicas principales
son exudado, proteinas plasmaticas y migracion de leucocitos (principalmente

neutrdfilos). Por otro lado la fase cronica es de mayor duracidn,
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histologicamente se asocia con la presencia de linfocitos, macrofagos,

proliferacion de vasos sanguineos y de tejido conectivo.

En la inflamacién aguda existen tres efectos principales: 1) aiteraciones en el
calibre vascular que conduce a un incremento en el flujo sanguineo, 2) cambios
estructurales en la microvasculatura que pemmite a las proteinas plasmaticas y
leucocitos salir de la circulacion y 3) migracién de los leucocitos al foco del
dafio. La secuencia de eventos en el trafico de leucocitos del lumen al tejido
intersticial, llamado extravasacion, se divide en: 1) migracién, rodamiento y
adhesion, 2) trasmigracion a través del endotelio (diapédesis) y 3) migracion

celular del tejido intersticial hacia estimulos quimiotacticos (14).

El AHA se debe a la presencia de grandes cantidades de amibas en el higado
que llegan ahi por el sistema porta a partir de ulceraciones intestinales, donde
aparentemente induce una pobre respuesta inmune celular (15). Se sabe que a
las pocas horas de la liegada de la amiba a los sinusoides hepaticos ocurre una
reaccidn inflamatoria de tipo agudo, donde predominan leucocitos, PMN, entre
ellos algunos ePMN y escasos FM alrededor de las amibas. Estas lesiones
aumentan paulatinamente de tamafio y se van haciendo mas imreguiares, ios
PMN sufren una lisis progresiva por accién del parasito y los FM se
incrementan, los hepatocitos sufren necrosis dando origen a granulomas.

Finalmente después del quinto dia dan origen a zonas necréticas (16,17).
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Inmunidad humoral.

Se sabe que después del séptimo dia de desarrollo de un AHA aparecen en el
suero titulos elevados de anticuerpos anti-amibas, los cuales persisten hasta
por 10 afos (18). El papel protector de dichos anticuerpos se pone en
entredicho debido a que e} AHA sigue su curso, a pesar de que como se sabe,
los anticuerpos anti-lectina son capaces de inhibir la adherencia de las amibas
in vitro. Por otro lado el suero de individuos testigos e infectados (con altos
titulos de anticuerpos a||nti-amiba) es capaz de lisar trofozoitos de cepas no
virulentas in vitro, por activacion del complemento en cualquiera de sus dos
vias: clasica o alterna, sin embargo las cepas virulentas de E. histolytica son

resistentes a la lisis mediada por complemento (19).

Existe una respuesta de IgA secretora contra E. histolytica durante la amibiasis
invasora como lo prueba la presencia de anticuerpos en el calostro y la saliva.
No existe evidencia de que la amibiasis intestinal ocurra con mas frecuencia o
sea mas severa en individuos con deficiencias de IgA; pero lo que si se sabe, es
que los trofozoitos de E. histolytica son capaces de degradar a la IgA secretora
humana, rasgos que podrian interpretarse como un mecanismo de defensa del

parésito a nivel de las mucosas (20).
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Inmunidad celular.

Al parecer la inmunidad celular desempefia un papel protector importante en la
amibiasis como lo sugieren las respuestas celulares obtenidas en modelos
animales; la depresién de estas respuestas resuitdé en un incremento de la
invasividad y se comprobé que la proteccién por vacunacién antes de la

infeccién se debia a una respuesta inmune celular (17).

Durante la fase aguda del AHA, puede ocurir una supresion transitoria: a)
respuesta inmune celular medida por hipersensibilidad de tipo tardio hacia
ciertos antigenos amibianos, b) nimero de linfocitos T y ¢) produccién del factor
inhibidor de la migracién (MIF). En reaccion a los linfocitos T, se ha observado
que los pacientes con AHA tienen una relacién CD4/CD8 menor a los individuos

sSanos, pero una vez que se curan, los niveles de linfocitos T CD4 se

restablecen, asi como sus respuestas celulares contra E. histolytica in vitro (21).

Estallido respiratorio

Durante la fagocitosis ocurre un evento conocido como estaliido respiratorio y
actividad microbicida, donde se generan moléculas excitadas y radicales libres
como aniones superdxidos (O 7), radical hidroxilo (OH), singlete de oxigeno ( %
O;), peroxido de hidrégeno (H.0,) e hipoclorito (OCT).

La muerte dependiente de oxigeno ocurre cuando la mieloperoxidasa (MPO) y un
haluro catalizan la formacién de radicales oxidativos a partir de H.O, La muerte
dependiente de oxigeno involucra la halogenacion de la pared celular microbiana,

la produccion de aldehidos bactericidas, por la descarboxilacién de aminoacidos y
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el rompimiento oxidativo de enlaces peptidicos en las proteinas bacterianas. La
MPO es llevada al fagosoma por desgranulacién, mientras que los haluros
penetran posiblemente por difusién (7,22).

La relajacion hasta su estado basal de las moléculas excitadas y los radicales
libres como el singlete de oxigeno generados durante la fagocitosis, da como
resultado la emisidn de energia en forma de quimicluminiscencia (QL), lamada QL
“nativa”, que es la energia no destructiva producida por la actividad oxidativa de
los fagocitos, la cual es muy débil y no puede ser faciimente medible, pero que
puede ser amplificada adicionando un compuesto como el luminol {(5- amino 2-3
dihidro 14 fhalazinadiona) que interactia con las especies oxidativas para
producir cantidades mas grandes de luz con una longitud de onda de 425 nm. El
aumento de esta energia nos permite mostrar la actividad fagocitica de manera

continua (23).

Aplicacion de los péptidos.

El uso de los péptidos ha aumentado considerablemente en la investigacion
tanto en el area de la inmunologia, como de la quimica, en la industra

farmaceéutica, para diagnéstico y elaboracién de vacunas, entre otras.

Durante ia década antepasada se desarrollaron nuevos métodos para la sintesis
de péptidos individuales en cantidades considerables, los cuales fueron simples
y decrecieron rdpidamente para continuar la sintesis de los péptidos con nuevas

técnicas, ya que una de las principales metas de la industria farmacéutica es
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desarollar métodos cada vez mas rapidos y confiables para obtener mayor

cantidad de péptidos en el menor tiempo posibie y con un bajo costo.

En la actualidad la sintesis de estos péptidos es posible en laboratorios
equipados, empleando una variedad de técnicas y sintetizando cientos de miles
de péptidos por ano. Frecuentemente los péptidos son dirigidos o propuestos
por los investigadores como buenos candidatos de drogas con actividad
farmacolégica, pero la mayoria tienen un final pobre ya que no tienen una buena
actividad oral por lo que algunas veces la investigacidn de este péptido se
puede dar por concluida. La mayoria de los péptidos se pueden modificar para

mejorar su actividad.

La mayoria de los péptidos a pesar de ser pequefias moléculas son de gran
importancia ya que poseen suficiente informacién quimica para ayudar a idear
compuestos con relevante actividad farmacoldgica (24,25).
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CAPITULO IV

Planteamiento del problema.

Todos los estudios realizados tanto in vive como in vitro en el laboratorio sitian
al FILM como una molécula con propiedades anti-inflamatorias, es de interés el
estudio de este pentapéptido para saber con certeza si esas propiedades se las
confieren sdlo tres aminoacidos (grupo farmacdforo) o los cinco aminoacidos
que conforman al FILM, como lo sugieren estudios ab initio realizados por
Soriano (10) donde proponen al tripéptido Cys-Asn-Ser como el responsable de
la actividad anti-inflamatoria del FILM.

Este anilisis es importante dada la necesidad de contar con farmacos anti-

inflamatorios especificos y dar informacién para la construccién de algun otro
péptido.
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CAPITULO V

Objetivos e hipoétesis.

Objetivo general. Ampliar el conocimiento en cuanto a la molécula det FILM

verificando experimentalmente la existencia de un grupo farmacoéforo.
Objetivo particular.

e Seleccién de péptidos a probar.

¢ Obtener células fagocitos mononucleares de adultos jévenes.

* Realizar in vitro la prueba de estallido respiratorio con el FILM y los péptidos
a probar.

¢ Realizar in vivo la hipersensibilidad retardada cutdnea en cobayos.

Hipétesis: El FILM es una molécula con actividad anti-inflamatoria, fa cual es
conferida por el grupo carboxiHerminal Cys-Asn-Ser denominado grupo
farmacdéforo.

26



CAPITULO VI

Disefto experimental.
v Criterios de Inclusién:

o Para HRC: Cobayos machos, albinos Harey (Cavia aperea)
adultos de pelo corto de aproximadamente 300g.
o Para estallido respiratorio: FM de personas adultos j0venes, sanos

y no fumadores.

v' Criterios de exclusién: Todos aquellos que no cumpian con alguno de

los criterios de inclusién.

Tipo de estudio: Analitico, transversal.
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CAPITULO VII

Esguema central de trabajo.

Demaostracion axperi-
mantal de la aclvidad

biokdgica presente en ol
grupo farmacdforo dol
FILM

W W
Obtencidn de fagocitos
mononuciaares (FM), de Preparacion de los
con anal
mws angre  parifer icam Péptidos de interés
de Bayum)
v k4 4
Mal-Gin-Cys-Asn-Ser
el Met-Lys-Cys-Asn-Sor Sensthiizacion de los
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respiratorio
Cys-Asn-Thr
Lectura por quimiolumi- Pruegba de HRC en
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Andlists estadistico
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CAPITULO VIII

Material y métodos.
Material biolégico:

Muestras de sangre
Cobayos machos
Zimosan opsonizado

Material de laboratorio:

Tubos de poliestireno
Camara de Neubauer
Papel Whatman
Jeringas para insulina
Gasas

Tela adhesiva

Guantes
Equipo:

Centrifuga
Microscopio
Estufa
Luminémetro

Restrictores de movilidad



. Reactivos:

1. Ficoll Hypaque

2. Solucién salina fisiologica
3 Beuffer de fosfatos salino
4, Luminol

5. 1-cloro 2,4 dinitrobenceno

6. Crema para depilar

Péptidos empleados.

FILM Met-Gin-Cys-Asn-Ser
kFILM Met-Lys-Cys-Asn-Ser
Grupo inicial Met-Gin-Cys
Grupo intermedio GIn-Cys-Asn
Grupo final { farmacéforo propuesto) Cys-Asn-Ser
Tripéptido con treonina Cys-Asn-Thr
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Métodos.

Las pruebas del estallido respiratorio y la HRC en cobayos fueron elegidas por
ser los estudios mas representativos, reproducibles y fiables in vitro e in vivo

respectivamente, basados en estudios previos realizados con el FILM.
Seleccién de los péptidos.

El pentapéptido con lisina se us6 para verificar la posible participacion de la
estructura y carga neta con la actividad. La lisina se seleccioné como un

aminoacido diferente por su cadena larga y su carga bésica.

Los tripéptidos inicial, intermedio y final representan a los aminoacidos 1-2-3, 2-
3-4 y 3-4-5 que constituyen al FILM, de los cuales éste ultimo parece ser el

grupo famacdéforo, basdndonos en resultados, andlisis teéricos e informacion

disponible.

El cuarto tripéptido con treonina temminal se selecciond por tener una relacion

muy cercana quimicamente con la serina, pero electrnicamente diferentes.

Obtencién de células mononucleares: Se obtuvieron los FM a partir de una
muestra de 40 mL de sangre con heparina (10 U de heparina de sodio /mL de
sangre) de aduitos jévenes, sanos y no fumadores (donadas por el Banco de

Sangre de Centro Médico Nacional Siglo XXI). Las células mononucleares se
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aislaron por el método de Boyum sobre 5 mL de Ficoll Hypague con una

densidad de 1.077 g/mL (26).

Se colocaron 10 mL de sangre diluida 1:1 (v/v) en SSF en tubos de poliestireno
(Fakcon, Oxnard, CA). Se centrifugaron a 400 g por 40 min a 20 °C, al cabo de

los cuales, las células de la interfase se colectaron y lavaron 3 veces con SSF.

Las células se contaron y se ajustaron a una concentracion de 1x10° cel/20pL

con amortiguador salino de fosfatos (PBS).

Estallido respiratorio: Esta prueba se valord por quimioluminiscencia, para lo
cual se colocaron 1x10° células en pozos de poliestireno oscuro de 300 pL, con
20 yL de cada uno de los péptidos propuestos: FILM, grupo inicial, grupo
intermedio, grupo final a una concentracién de 10 y 50 pg/mL o solucidn salina
fisioldgica (SSF) como testigo, se incubaron a 37 °C por 15 min, a la reaccién se
le agregaron 210 pL de luminol (1x10° M) (Eastman Kodak, Rochester NY) y 80
pL de Zimosan opsonizado (ZO) (12.5 mg/mL). La intensidad luminosa se leyd
cada minuto durante 50 min en un Luminémetro Labsystem Luminoskan RS, los
resultados se registraron en unidades relativas de luz y se expresaron como la

intensidad luminosa en un determinado tiempo.

Por otro lado se realizd el mismo procedimiento con los péptidos Cys-Asn-Thr y

Met-Lys-Cys-Asn-Ser a una concentracion de 10 y 50 pg/mL.



Hipersensibilidad retardada cutanea: Cobayos macho, albinos de
aproximadamente 300 g se rasuraron y depilaron en el dorsc en un area de 6x8
cm, después de 24 horas los animales se sensibilizaros con dosis vesicantes de
DNCB (10 mg/mL de DNCB en acetona/aceite de oliva 4:1) impregnando un
disco de papel Whatman del nimero 2 de 5 mm de didmetro con 20 pL de esta
solucion. El disco se adhirié a un parche epicutaneo y se fijo al dorso del animal,
se cubri6 toda la parte depilada con gasa y tela micropore. Los animales se
colocaron en restrictores de movitidad individuales por 24 horas, después de las
cuales se elimind el parche y se ley6 la prueba de sensibilizacién por presencia

de eritema e induracién con un diametro minimo de 5 mm.

Pasados 14 dias a la sensibilizacién, los cobayos se prepararon de nuevo, la
parte depilada y rasurada se dividié en 4 cuadrantes, en cada uno se inoculé
intradémicamente 0.05 mL de una solucidn con alguna de las siguientes

vanantes:
a) FILM.
b} Grupo farmacéforo propuesto.
¢).Grupo inicial.
d) Grupo intermedio.

e) SSF libre de pirégenos como testigo positivo.



o

Figura 5. Esquema de la zona sensibilizada en los cobayos.

Se usaron discos idénticos a los de la sensibilizacion pero con 20 pL de una
dosis de reto de DNCB diluido 1:200 y se colocaron sobre las aplicaciones
intradérmicas. Los animales se inmovilizardn por 24 horas y la prueba se leyo

48 horas después.

Se considerd positiva la hipersensibilidad retardada cutanea cuando hubo

eritema, edema, induraciéon con un diametro de >5 mm.
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CAPITULO IX
Diseno estadistico.

Los experimentos se analizaron mediante la prueba no paramétrica “U de Mann-
Whitney” para el estallido respiratorio y la prueba de “Fisher” para

hipersensibilidad retardada cutanea.



CAPITULO X

Resultados.

Las pruebas del estallido respiratorioc medido por quimioluminiscencia (in vitro) e

hipersensibilidad retardada cutanea por contacto al DNCB (in vivo) se

seleccionaron como pruebas de referencia para el estudio de! FILM, con base en

estudios previos (7,8).

Tabla 1: Hipersensibilidad retardada cutanea en cobayos

Dosis (pg/ml) Inhibicién Porcentaje
PBS* 0/11 0
- Met-Gin-Cys-Asn-Ser” 10* 10/11* 91+
50 NR NR
Met-Gln-Cys* 10 0/8 0
50 1/8 12.5
GIn-Cys-Asn* 10 0/8 0
50 0/8 0
Cys-Asn-Ser* 10 * 14/15% 80*
50*+ 7/8** 87.5%*

* Buffer de fosfatos salino, "FILM, °Péptido Inicial, °Péptido Interniedio, “Péptido

terminal

Andlisis estadistico:

a vs b,e *p < 0.0001 bvsc,d**p <0.0001
avsc,d NS bvse NS
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Estallido Respiratorio

—>PBS
- ML
-O-Met-GIn-Cys
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Figura 6. Efecto de los tripéptidos en el estallido respiratorio de FM. En esta
grafica se muestran los resultados de los experimentos a una concentracion de 10
pg/ml, donde se observa que el FILM y el tripéptido Cys-Asn-Ser inhiben ef estallido
respiratorio. Los resuitados obtenidos a una concentracidn de 50 ug/ml fueron
similares.
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Figura 7. Efecto del tripéptido con treonina y del pentapéptido con lisina en el
estallido respiratorio de FM. Esta grafica muestra los resultados de los experimentos
a una concentracion de 10 pg/ml, donde se cbserva que el tripéptido Cys-Asn-Thr no
inhibe el estallido respiratorio mientras que el pentapéptido Met-Lys-Cys-Asn-Ser si lo
inhibe, mostrando que no afecta la sustitucién de la Gin por la Lys.
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CAPITULO XI

Discusion.

El estallido respiratorioc medido por quimioluminiscencia es una prueba
indicadora del proceso de fagocitosis en la que se emplean monocitos
purificados y prueba que el tripéptido Cys-Asn-Ser ejerce una actividad igual a
la del FILM en un modelo celular aislado con un 100% de inhibicion, sin
diferencias estadisticamente significativas entre ellos, mientras que los
tripéptidos inicial e intermedio carecieron completamente de ella (0% de
inhibicion), con una diferencia estadistica para el FILM (p < 0.001) pero no para

el PBS (Figura 6).

El tripéptido Cys-Asn-Thr, donde la Ser fue sustituida por la Thr, también
presenté una escases en su actividad inflamatoria (p < 0.001), sin embargo
cuando el pentapéptido kFILM con una Lys sustituyendo a la Gln en la segunda

posicidn fue analizada, ésta conservé Ia actividad inhibitoria (Figura 7).

La prueba de hipersensibilidad por contacto estd en el otro extremo con
respecto al estallido respiratoric ya que sus resultados son indicadores de un
proceso inflamatorio inmumbgif:o integral, con su gran nimero de participantes
celulares y moleculares. Nuestros resultados obtenidos de ésta prueba nos
indican que el péptido Cys-Asn-Ser es capaz de alterar la respuesta inflamatoria

inmunoldgica como el FILM, a dosis comparables (10 y 50 pg/mL), dentro dei

39



proceso biologico complejo y dinamico, que se da in vivo, mientras que los

tripéptidos inicial e intermedio no mostraron esa capacidad.

En conjunto estos estudios sefialan que el grupo farmacdfore propuesto
reproduce el efecto del FILM sobre los monocitos con tal magnitud que permite
una expresion biolégica en la inhibicion de la inflamacién, al menos en los

modelos experimentales empleados.

Al mismo tiempo los resultados restan importancia a los primeros aminoacidos
del FILM, tanto por que el tripéptido terminal Cys-Asn-Ser, que carece de elios,
retiene la accién del FILM, como por el dato de que los tripéptidos inicial e
intermedio que los contienen carecen de actividad sobre los monocitos aistados

y sobre la inflamacién global.

Los efectos inhibitorios del FILM y del tripéptido Cys-Asn-Ser, podrian asociarse
con la porcion idéntica de ambas moléculas, region a la que podria atribuirse la

actividad bioldgica que presentan.

Los resultados experimentales confirman asi, la propuesta del grupo
farmacdforo (10). Los estudios tedricos del grupo farmacoforo realizados
paralelamente muestran que - el pentapéptido Met-GIn-Cys-Asn-Ser y el
tripéptido Cys-Asn-Ser tienen una estructura tridimensional y electrénica muy
semejante en donde la iso-superficie de ia densidad de! potendél electrostatico
presenta una gran distribucion en los residuos N y S, y un vector dei momento

dipolo comparable entre ellos que no se modifica sustancialmente por la
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presencia o ausencia de los dos primeros aminoacidos, o por la sustitucion de la

glutamina por prolina.

La relevancia del grupo farmacéforo del FILM se debe a que puede ser un
agente terapéutico potencial, asi como un posible modulador en la amibiasis,
ademas, puede tener implicaciones en el desamollo de la enfermedad,
parasitologia molecular, entendimiento de la amibiasis e interaccion huésped-
parasito. Pinilla escribi6 que los péptidos son pequeilas moléculas que
contienen suficiente informacion quimica que nos puede ayudar a disefar
compuestos con relevancia farmacoloégica (27). Por otro lado pequefios péptidos

han sido usados en modelos inflamatorios y de inmunomodulacion (28).

Un supuesto farmaco anti-inflamatorio ideal seria una moiécula pequeiia que no

suprima la respuesta inmune (27), éste podria ser el FILM.

Las interacciones entre el huésped, la E. histolytica y el sistema inmune son
multiples y complejos. El trofozoito tiene éxito invadiendo, pueden neutralizar o
resistir anticuerpos, complementos, leucocitos etc. Las amibas tienen un
repertorio de posibilidades para contraatacar, inciuyendo el capping, fagocitosis,
muerte por contacto, entre otras. El FILM producido por la amiba puede actuar
como parte de ese repertorio disminuyendo el amribo de los monocitos y
modificando la respuesta inflamatoria.
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CAPITULO XNl

Conclusiones.

Los resultados experimentales de los modelos tanto in vivo como in vitro
muestran que el tripéptido Cys-Asn-Ser es activo por él mismo y prueban que es

el grupo farmacéforo del FILM.

Estos resultados también mostraron que el efecto anti-inflamatorio se inhibe

cuando es substituida la Ser del tripéptido Cys-Asn-Ser por la Thr.

Con estos experimentos se confimma la hipotesis propuesta en este trabajo, que
se baso en una investigacion teérica de quimica cuéntica en donde se propuso
un posible grupo fafmacoforo responsable de toda la actividad bioldgica del

FILM.
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