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RESUMEN

Los reactivos intermediarios de nitrogeno (RNI; incluyendo oxido nitrico)
recientemente han mostrado ser el principal agente litico usado por macréfagos
activados de roedores contra E. histolytica in vitro (Bose y col., 1995). En nuestro
laboratorio hemos identificado un factor inhibidor de 1a locomocion de menocitos
humanos (FILM), termoestable, de peso molecular pequefio (583 Da), producido por
E. histolytica en cultivos axénicos, que literalmente cancela la produccién de
reactivos intermediarios de oxigeno (H,0,, "OH, "0O,) en polimorfonucleares (PMN)

v fagocitos mononucleares (FM) sin dafiar a tas célula (Rico v col., 1992).

En el presenie trabajo evaluamos el efecto del FILM o péptido sintético sobre la
produccion de RNI [(6xide nitrico (NO)] producido por macréfagos humanos, asf
como en tna linea celular premonocitica U-937 activados con LPS, rhiFN-y vy

thTNF-a.

Los fagocitos mononucleares {FM) se obtuvieron de sangre periférica humana
por el método de Boyum y se estimularon con rhIFN-y (100wpozo), thTNF-o
(Ing/pozo), LPS (10ng/pozo) asi como con FILM & su péptido sintético
(10ug/pozo). La produccion de NO se determind en sobrenadantes de 24, 48 y 72
hrs mediante la reaccion de Griess (Ding y col., 1988).



La produccion de NO en macréfages humanos tuve un incremento
estadisticamente significativo (p<0.05) cuando se estimularon con rhiFN-y {0.084-
0.427uM) al comparse con las células en reposo., Cuando estas células fueron
estimuladas con rthTNF-« la produccidn de NO  fue (0.06-0.229uM). E1 FILM y el
péptido sintético son capaces de inducir algo de NO por si mismos. En algunos
experimentos se utilizo la doble estimulacion mediante LPS (lipopolisacirido de E.

coli B4:0111) para detectar cantidades mayores de NO.

El FILM ¥ el péptido sintético fueron capaces de inhibir la produccién de NO
aproximadamente en un 50% en macréfagos humanos asi como en la linea celular

premonocitica U-937.
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INTRODUCCION



INTRODUCCION

HISTORIA.

La amibiasis como una enfermedad ha existido, con toda Ia probabilidad, desde
que el hombre empez6 a poblar la corteza terrestre v, en sentido biologico evolutivo,

el parasito debe habernos precedido por un largo periodo.

A pesar de que existen descripciones acerca de disenterfas en escritos chinos,
hebreos, griegos y hasta sanscritos, resulta dificil probar que cotrespondan a la
enfermedad producida por la Enfamoeba, ya que también pudieron haber sido

causadas por otros agentes patégenos (Vaidya y col., 1982).

En 1828 el médico inglés James Ammesley publicéd una obra en dos voldmenes
titulada [nvestigaciones acerca de las causas, naturaleza y tratamiento de las
enfermedades predominantes en la India, donde describe la disenteria hepatica o Ia
disenterfa coruplicada con absceso hepdtico, sin mostrarse seguro de si el absceso
era la consecuencia de la disenteria y dejaba entrever, incluso, la posibilidad de que

la enfermedad intestinal tuviese come resultado final ¢l absceso,



En 1846, un médico inglés al servicio del ejéreito indio publicd un libro en el
que se encuentran observaciones detalladas de autopsias practicadas a personas
fallecidas de amibiasis. En la mencionada publicacidn, el autor se refiere a la
hepatitis primaria como la forma insidiosa supurativa, que hace su aparicién en

etapas avanzadas de la enfermedad como complicaciones de la disenteria.

En 1856, el médico mexicano Miguel Jiménez publico su libro "Lecciones
dadas en la escuela de medicinag de México," gque wataba acerca de las clases
impartidas por él en 18553, en cuyo texio, desde el comienzo puede leerse: "Tengo
que dar una atencién mas esmerada y volver con frecuencia al examen de los
abscesos del higado por dos razones principales, la primera por ser enfermedad muy
comun en huestro pais, lo que hace que todos los afios se multipliquen en nuestras
salas las ocasiones para estudiarlos en todas sus circunstancias, y la segunda, por
que no estando afin fijadas las reglas de su tratamiento no es preciso buscar en la

cabecera del enfermo los medios para combatir una enfermedad tan mortifera™.

La historia moderna de la amibiasis comenzd en el afio 1875 cuando el médico
ruso Fedor Aleksandrovich Liosch publicd en el Virchows Archiv fiir Pathologisch
Anatomie un articulo titulado “Desarrollo masivo de amibas en el intestino gruese™.
Losch se basé en el caso de un granjero ruso de 24 afios el cual traté durante 6
meses hasta su muerte en abril de 1874. Se trataba de un caso tipico de disenteria
amibiana con moco, sangre y numerosas amibas méviles con eritrocitos en su
interior. Describid algunas caracteristicas del nicleo y diferencié el ectoplasma del
endoplasma incluso hace notar la disposicién central del nucléolo (Martinez-
Palomo, 1989),



Ademas del descubrimiento del agente casual y de la magistral descripcion de
la enfermedad, Lésch no se conformé sélo con ello, sino que intentd reproducir la
disenteria en forma experimental. Trato de reproducir la enfermedad en perros
mediante la administracién de materia fecal proveniente del paciente con amibiasis
por via tanto oral como rectal. Las inyecciones se aplicaron durante tres dias
consecutivos, pero, al parecer, solo uno de cuatro animales desarrollé el
padecimiento a los ocho dias de la inoculacion y en la necropsia 18 dias después de
la Ultima inyeccion existian ulceraciones amibianas en el intestino. No obstante,
Lasch siempre puso en duda que la amiba fuese el principal ¥ Gnico agente causal de
la disenteria, a pesar de que en sus observaciones establece claramente la relacién

entre canfidad de amibas y gravedad del padecimiento.

El investigador ruso denomind Amoeba coli a los pardsitos descubiertos por €,
por haberlos encontrado precisamente en el colon; Losch considerd que las amibas
habian prolongado la disenteria pero que, con toda seguridad, no eran responsables
de la misma, en virtud de las diferencias que existian entre las manifestaciones
clinicas de su enfermo y las del perro infectado experimentalmente. En el primero,
ta enfermedad se manifestaba por fiebre ¥ una gran repercusion general, en tanto que
el animal de laboratorio solo habia desarrollado ligeros sinfomas sin repercusion

alguna.

En 1886, durante su estancia en Egipto, Robert Koch estudié cinco casos de
disenteria, dos de ellos complicados con absceso hepdtico. Este investigador no
solamente encontrd amibas en las ulceraciones coldnicas, sino que ademas pudo
observar que éstas se ubicaban en la profundidad de las ulceraciones intestinales y

en los abscesos hepdticos, incluso llegé a encontrarlas en las paredes y en los



capilares. Fue el primere en mostrar al pardsito en preparaciones con procedimientos

tintoriales.

En 1886 Esteban Kartulis publicd sus observaciones en 150 pacientes egipcios
con disenterfa, en los cuales demostrd la presencia de amibas. No logrd reproducir la
enfermedad en forma experimental mediante inoculacién en congjos o en
conejillos de indias, Como consecuencia de 1a publicacién de estas investigaciones
se alargd altn mds la polémica acerca de si la amiba era o no el agente causal de la
disenteria. No obstante, en 1887 la tenacidad cientifica de Kartulis lo llevé a
continuar sus estudios y a demostrar la presencia de amibas en un grupo de 20
enfermos que padecian de lo que hasta entonces se conocia como absceso hepatico

tropical.

En tanto aparecian las publicaciones de Koch v Kartulis, Jaroslav Htava, que
trabajaba en Praga, informé haber encontrado también amibas, semejantes a las
descritas en la literatura, en 60 casos de disenterfa; asimismo, informd que habia
inyectado por via rectal beces contaminadas del paciente con el parsito, con lo que
habia logrado reproducir el padecimiento en dos de 17 perros. El articulo de Hlava
aparecio en checo y se presentd en forma de compendio en alemén, por el propio
Kartulis, en 1887. Desafortunadamente, en dicho escrito se tomd la palabra
uplavaci, que en checo significa en “disenteria,” como el apellido del autor del
articulo v como un hecho curioso, dicho error perdurd en la literatura durante 30
afios; asi aparecié en todas las citas bibliograficas hasta que, en 1938 el inglés

Dobell aclard la confusién (Stillwell, 1955).



En 1890 todavia nadie se atrevia a sefialar a la amiba como agente patdgeno, Ese
mismo afio William Osler observd el primer caso de absceso hepitico en los Estados
Unidos de América, en un médico de 29 afios de edad que residfa en Panamé. En
dicho paciente se demostraron amibas en las materias fecales, pero el propio Osler
dud6é de la posible relacién etiopatologica del parasito y en su escrito dice,
textualmente: "no es posible hablar con certeza de una relacidn de causa- efecto en
vista de que el pardsito se ha llegado a demostrar en casos donde no existe lesion
alguna”. Si bien es cierto que la publicacion de Osler no aportd un beneficio directo
al conocimiento de la enfermedad, si tuvo, indirectamente, un papel transcendente,
toda vez que despert6 el interés de un sin niimero de investigaciones por esta
parasitosis, lo que propicié la aparicion de un nuirido grupo de publicaciones,
algunas de las cuales resultaron fundamentales, como la de Simon, quien demostrd
por primera vez la presencia de amibas en el esputo de un paciente con absceso

abierto a bronquios.

De todas estas investigaciones, la de més trascendencia fue la publicada por
William Councilman, profesor asociado de patologia de Johns Hopkins ¥ Henry La
Fleur, quienes reconocieron a la amibiasis como entidad patoldgica definida,
ocasionada por un germen especifico al que dieron el nombre de Amoeba
dvsenteriae. Tales autores consideraron que esta designacidon resultaba més
adecuada que la de Amoeba coli introducida por Losch, Ademds se debe mencionar
que Counciiman v La Fleur indicaron la posibilidad de que en un momento dado

pudieran existir otras especies de amibas en el intestino grueso.

En 1893 se publicd en Europa otro hallazgo de gran importancia, fruto de los

estudios de dos investigadores alemanes, Quincke y Ross que pusieron de



manifiesto la existencia de otra especie de amiba distinta de la patogena - hasta
entonces conocida - cuyo citoplasma contenia en sus vacuolas material de desecho,
-pero que no podia fagocitar eritrocitos. Los autores llegaron a demostrar
experimentalmente que dicha amiba no era capaz de producir lesiones. Esta especie
corresponde a la que hoy conocemos como Entamoeba coli. Sin embargo, a pesar
de todas estas investigaciones, la patogenicidad de la amiba no se encontraba igual
de clara para todos los estudios del tema, y habia quienes consideraban, inciuso, gue
todas las especies del pardsito que habitan el intestino son o pueden convertirse en
patogenas. No fue sino hasta 1913, gue se demostré medianie un estudio de
experimentacién en humanos voluntarios, que la inoculacién de quistes de
Entamoeba dysenterice 2 unos y de Enfamoeba coli a otros, ocasionaba la
enfermedad a los primeros, en tanto que la contaminacién resultaba inocua cuando
se utilizaba la segunda especie. Otro hecho casi simultaneo con los anteriores, que
vino a sorprender a los investigadores, fue ¢l hallazgo de Shiga, en 1898, v
confirmado dos afios después por Flexner, de un nuevo agente causal en la

produccion de la disenteria en el hombre.

Los estudios acerca de la Entamoeba histolytica llevaron a los investigadores a
encontrar olras especies de amibas. De esta forma, Von Provazed descubric la
fodamoeba butschlii y Hartmarnni \a Entamoeba minuta, considerada  esta altima
durante muchos afios como una subespecie de la hisiolytica. La Endolimax nana fue
descrita por Wenyon y O° Connors en 1917, en tanto que el hallazgo de la
Entamoeba  fragilis fue hecho por Jeeps y Dobell en 1918, aunque los
protozodlogos dudan en aceptar a esta filtima como una amiba. En 1913 Kuenen y
Swellengrebel informaron que la Ertamoeba histolytica tiene tres fases en su cicio

de vida: la invasora propiamente dicha, la comensal o minuta v la cistica tetrdgena.
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En tanto existian ain ciertos grupos en querella, unos discutiendo aspectos
taxondmicos y otros el comensalismo de las especies amibianas, se continuaban
realizando investigaciones transcendentes acerca del diagnostico de la enfermedad.
En 1938, Faust desarroll6 la importante técnica del sulfato de cinc, con el propdsito
de concentrar las amibas en la materia fecal. Diez afios més tarde, Ritchie introdujo

la técnica de sedimentacion con éter,

Los primeros intentos por cultivar la Entameeba histolytica estuvieron a cargo
de Musgrave Clegg en 1925, en medios con agar sangre que contenfan una sola
especie de bacterias. A pesar de éstos y otros intentos que a principios de siglo se
hicieron para cultivar el protozoario, no fue sino hasta 1925 cuando Boeck y
Drbohlav lo lograron en un medio donde la amiba se desarrollaba facilmente,
aungue en asoclacidn con bacterias (Boeck v Drbohlav, 1925). Finalmente,
Diamond logrd producir medio axénico que ha permitido el desarrollo del parasito
en cultivo libre de contaminacion, hecho que ha favorecido notablemente los
estudios experimentales y el mejor conocimiento de la Entamoeha histolytica
(Diamond, 1961).

A vpesar del descubrimiento de los procedimientos encaminados a la
concentracion del parasito en la materia fecal v de la introduccidn de técnicas de
tincion destinadas a reconocer las diferentes especies de Enfamoeba, el diagnodstico
de la enfermedad amibiana llegaba a tener -y en ocasiones todavia es asi- un alto
grado de dificultad. Por ello, a partir de 1914 se introdujeron varias pruebas
serologicas orientadas al diagndstico de la amibiasis invasora. Izar encontrd una
reaccion de fijacion de complemento, mediante el empleo como antigeno de un

extracto acuoso de heces que contenian el pardsito. Mds tarde, Craig utilizarfa



extractos alcohdlicos, en tanto Stone empleaba antigenos obtenidos del lavado de

quistes {Thompsoen, 1968).

Uno de los problemas con los que atin se tropezaba entonces, era la presencia de
bacterias que interferian con la produccion de antigenos amibianos puros. En 1942,
Rees logré un indudable progreso al enconfrar una reaccion de fijacion de
complemento con antigenos de E. hAistolytica cultivada en medio con una sola
especie bacteriana. Finalmente, en 1970, Morris, Powell v Eisdon-Dew introdujeron

fa prueba de aglutinacion del latex { Morris, 1970).

Todos estos estudios serolégicos, destinados al diagndstico de la amibiasis
invasora, pusieron de manifiesto que los anticuerpos aparecen Unicamente como
resultade del contacto con la amiba, cuando ésta ha traspasado la pared intestinal y
circuia por el organismo del huésped. Los estudios resultan negativos cuando el
pardsito se encuentra confinado en la luz intestinal. Los anticuerpos, como apuntd
Elsdon-Dew (1976), persisten durante largos periodos y producen reacciones

positivas atn cuando la infestacion activa haya dejado de existir (Sargeunt, 1978).



CLASIFICACION TAXONOMICA DE E. histolytica
E. histolytica pertenece a:

Especie. histolytica.

Genero. Entamoeba.

Familia: Endamoebidae.
Orden:  Amoebida.
Subclase: Gymnamoebia.
Clase: Lobosea.
Superclase: Rhizopoda
Subphylum:  Sarcoding.
Phylum: Sarcomastigophora,

(Martinez-Palomo y col., 1997)

La E. histolytica puede existir en dos formas: trofozoitoy quiste {Ravdin, 1995).

TROFOZOITO.

El Trofozoito de £. histelytica tiene una forma muy variable, su contorno puede
ser redondo, irregular o alargado, aerobio facultativo de 10-40 pn de didmetro, muy
activo, pleomorfico, su citoplasma carece de algunos organelos que se encuentran en
la mayoria de los eucariontes como son el citoesqueleto estructurado, microtibulos
citoplasmaéticos, mitocondrias, aparato de Golgi, sistemas de lisosomas primarios y
secundarios. Se alimenta por fagocitosis y digestion intracelnlar de nutrientes
{Martinez- Palomo, 1987). Fig.1



Figura 1 Trofozoito de Ertamoeba histolytica (250X)



QUISTE.

Los quistes son formas redondas o ligeramente ovaladas, de 8-20 um de
didmetro, los cuales, en muestras sin tefiir, se pueden ver como cuerpos hialinos con
pared refringente, no son méviles y no emiten seuddpodos. Su citoplasma contiene
vacuolas con glucégeno v cuerpos alargados obscuros muy refringentes, de
extremos redondeados. El quiste inmaduro tiene un solo nicleo, de la tercera parte
de su didmetro aproximadamente, mientras que ¢l quiste maduro infectante poses

cuatro nicleos mas pequefios (Martinez-Palomo, 1989).

L.a pared de los quistes mide entre 125-150 nm de grosor vy estd compuesto por
elementos fibrilares de 2 a 3 um de didmetro, que forman una red compacta
constituida a su vez de varias capas concéntricas, La principal caracteristica
estructural del quiste es la presencia de una capa de quitina que le confiere al
pardsito resistencia al medio ambiente y a fa accion de los jugos gastricos a su paso

por ¢l estémago.

Los quistes son una forma de resistencia de la £ histolvtica, ya que pueden
sobrevivir fuera del huésped por semanas 0 meses en un ambiente himedo (Chavez
y col., 1978). Fig.2



Figura 2. Quiste de Entamoeba histolytica (3880X)



CICLO DE VIDA.

El ciclo de vida de E. histolytica es relativamente sencillo. La infeccion se inicia
con la ingesta de quistes (los cuales son capaces de resistir el pH gastrico)
provenientes de agua o alimentos contaminados con materia fecal. En el intestino
delgado ocurre la exquistacién, que consiste en ia division dei quiste cuadrinucieado
que da origen a ocho nicleos, la division continia y emergen ocho trofozoitos. Los
trofozoitos van al intestino grueso para colonizarlo, ahi se alimentan de bacterias y
restos celulares. Finalmente, los trofozoitos pueden enquistarse completando el
ciclo. (Ravdin, 1995), Fig.3

Quiste

Tntasting
delgado

——® Exquistacion

No infectivo

No infective



EPIDEMIOLOGIA.
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La amibiasis es una enfermedad cosmopolita, generalmente asociada a pafses de

condiciones socioecondmicas pobres, habitos poco higiénicos y malnutricion. El

parasito infecta a 500 millones de personas en todo el mundo excluyendo la

poblacidn de China de las cuales sélo el 10 % resulta en casos de colitis amibiana o

absceso hepatico, provocando entre 40, 000 v 110,000 muertes en el mundo (Walsh,

1986). Tabla. 1

PREVALENCIA E INCIDENCIA DE LA AMIBIASIS EN EL. MUNDO
1984
CONTINENTE INFECCIONES ¢ ENFERMEDAD | MUERTES

(Colitis y Absceso)

Norte y Sudamérica 95,000000 10,600000 13-30000

Asia 300,000000 20-30,000000 20-50000

Africa 85,000000 10,000000 10-30060

Europa 20,000000 106000

]

Fuente: Walsh, J.A. Arch.Inv.Méd. (Méx) 1986;17 (suppl).385-389.

La amibiasis ocupa el tercer lugar a nivel mundial, como causa de muerte, entre

las  enfermedades parasitarias, superada
esquistosomiasis (Walsh, 1986).

Unicamente por

fa malaria ¥



La amibiasis invasora es uno de los principales problemas de salud en ciertas
regiones de Africa, Asia y América latina (Sepllveda, 1979). En México, la
amibiasis constituve un problema de salud puiblica, debido al nimero de enfermos
gque ocasiona, se estima que el 27% de la poblacion esta infectada con el parasito y

ocupa el quinto lugar como causa de muerte. (Gutiérrez, 1986; Gutidrrez 1987).

Estudios recientes han puesto de manifiesto dos diferentes especies de Entamoeba
que son morfologicamente idénticas E. dispar originalmente descrita por Brumpt en
1925, que es ia especie de portadores asintométicos v £. histolytica que tiene la

capacidad de invadir igjidos y causar enfermedad sintomatica,

La existencia de estas dos especies fué sugerida por estudios mediante
zimodemos (patrones de movilidad electroforética de isoenzimas de los parasitos)
asociandolos con enfermedad sintomatica invasiva (E. Aistolytica) o con portadores

en estado asintomdtico (£, dispar).

Investigaciones subsecuentes sobre RINA v DNA indican claramente diferencias
genéticas entre E. dispar y E. histolytica, también se demostré la existencia de
diferencias antigénicas entre ambas cepas (Ravdin, 1993). Estudios seroldgicos en ia
ciudad de México indican que arriba del 9% de la poblacion estin infectados por E.
histolvtica. Altos niveles de infeccién amibiana los encontramos en la India, Sur y
Oeste de Africa, lejano oriente v dreas de Sur v Centroamérica. La prevalencia de
infecciones amibijanas depende de habitos culturales, edad, asinamiento, nivel de

sanidad v estado socioeconomico {Caballero y col.,, 1994).



AMIBIASIS.

La organizacion mundial de la salud define a Ia amibiasis: “como [a condicidn
de portar el parasito E. histolytica con ¢ sin manifestaciones clinicas” (WHO
Rulletin, 1969). L2 amibiasis puede ser agrupada como: asintomética, sintomaética
sin evidencia demostrada de invasion tisular y sintomdtica con evidencia de invasién
tisular (Ortiz-Ortiz, 1994).

AMIBIASIS INTESTINAL.

Es la forma mas frecuente de amibiasis, los sintomas de esta enfermedad son
inespecificos ¥ de poco valor en estudios epidemioldgicos, menos del 1% de los

casos con amibiasis invasora intestinal resulta en infecciones mortales.

La amibiasis intestinal invasiva puede causar lesiones en el colon que van
desde pequefias y leves, hasta lesiones miiltiples. La localizacién de las lesiones
amibianas es célica con predominio en el ciego y en el colon sigmoides, rara vez
en ei ileon y apéndice cecal. La mayoria de las lesiones se multiplican y se hacen
mas profundas. Las amibas pasan directamente a través de los tejidos pudiendo ser

la cansa de una perforacion intestinal (Martinez-Béez, 1979).
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ABSCESO HEPATICO.

El Absceso hepético amibiano (AHA) es una pequefia masa redonda u oval de
células hepaticas pardo grisaceas. Al aumentar el tamafio, el centro se vuelve
liquido, la pared se engrosa y el contenido se transforma en una masa viscosa de
cotor rojizo, formada por células hepaticas autolisadas, globulos rojos, grasa vy
otros. Bl AHA puede ser tnico o miltiple, agudo 6 crénico. Puede presentarse en
cualquier edad, predominandc en adultos entre 20 ¥ 60 afios; es 13 veces maés
frecuente en hombres que en mujeres v 10 veces mas frecuente en adultos que en
nifios. El AHA se debe a la presencia de amibas en el higado, las que llegan ahi por
el sistema porta a partir de ulceraciones intestinales, donde aparentemente inducen

una pobre respuesta inflamatoria.

La amibiasis pulmonar aunque €s menos frecuente ocupa el segundo lugar
después del absceso hepatico, se debe a invasion directa. El absceso pulmonar a

menudo da origen a una infeccion bacteriana secundaria (Brown y Col., 1975).

INMUNIDAD.

El desarrolio de la enfermedad involucra varios factores fanio del huésped
como de la amiba; del primero se ha considerado la susceptibilidad, el estado
nutricional y Ia microflora intestinal. Por parte de la amiba, los mecanismos propios
que atiliza para dafiar la mucosa intestinal considerada como la primera barrera de

defensa contra el pardsito. Al ocurrir esta serie de eventos, entran en juego por parte
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del huésped una serie de mecanismos humorales y celulares que son relevantes en la

resistencia a la infeccion.

INMUNIDAD HUMORAL.

El curso de la respuesta inmune en la amibiasis intestinal se ha caracterizado por
una respuesta local transitoria de fipo secretora, dada principaimente por el
fenémeno de adherencia, colonizacidn y en ciertos casos la penetracion de las
amibas virulentas a la mucosa intestinal, su migracion a otros Organos con la
subsecuente produccién de anticuerpos a este nivel (Kretschmer y col., 1994). No se
ha establecido con certeza el tiempo gue transcurre entre la infeccidn con la E
histolytica v ta apariciéon de una respuesta local de anticuerpos. Se ha observado la
presencia de coproanticuerpos en el 80 % de los pacientes con disenteria amibiana
{Martinez-Cairo v col., 1979), cuyos titulos disminuyen después de ires semanas
hasta un 55%; por otra parte, se ha determinado que los anticuerpos séricos se
incrementan  significativamente, sin embargo, los titulos no correlacionan con
la severidad de la enfermedad. Esto se ha visto de igual manera en individuos con
antecedentes de absceso hepdtico amibiano, donde los titulos de anticuerpos

permanecen elevados por un largo periodo atn después de curado el padecimiento.

Por otro lado el suero de individuos testigos ¢ infectados (con altos titulos de
anticuerpos) son capaces de lisar trofozoitos de cepas no virulentas in vitro, por la
activacion del complemento por sus dos vias, clasica y alterna. Las cepas virulentas

de E. histolytica son resistentes a lisis mediada por complemento.
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Existe una respuesta de IgA secretora contra la E. hisiolvtica durante la
amibiasis invasora como lo prueba la presencia de anticuerpos en el calostro y la
saliva. Los trofozoitos de E. Aistolytica son capaces de degradar a la IgA secretora
humana, lo que podria representar un mecanismo de defensa del parédsito (Kelsall,
1993; Martinez-Palomo, 1997).

México ha sido considerado como una zona altamente endémica en donde se

encuentran anticuerpos anti-E. Aistolytica en personas de todas las edades,

INMUNIDAD CELULAR.,

La inmunidad celular parece desempefiar un papel protector en la amibiasis como
lo sugiere 1a respuesta celular obtenida en los modelos animales, la depresién de
estas respuestas resulté en un incremento de la mvasividad y se comprobd que la
proteccidn por vacunacion antes de la infeccidon se debia a una respuesta inmune
celular. Durante la amibiasis invasora aguda se suprime la respuesta inmune
mediada por celulas especificas para ta amiba, como lo demuestra la anergia a las
pruebas cutdneas con el antigeno amibiano, pero se hace positiva durante la
recuperacion, lo mismo ocurre con la prucba de inhibicién de la migracién de
macréfagos (MIF) (Ortiz- Ortiz v col, 1975). Asimismo, se ha encontrade
disminucién en ¢l namero de linfocitos T de ayuda (CD4), aumento en el nimero de
linfocitos T citotdxicos {CD8) y disminucion ¢n la respuesta proliferativa de
linfocitos T a antigenos amibianos (Salata v col., 1986), La relacidn T4/T8 es menor
en pacientes con AHA que en individuos sanos, pero una vez que se curan, los

niveles de linfocitos T4 se restablecen, asi como sus respuestas celulares contra £,
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histolytica (Salaia y col., 1986). Hamsters sensibilizados con antigeno amibiano
desarrollan una respuesta inmune celular y al igual que los humanos con amibiasis

invasora, son positivos en las pruebas seroldgicas.

INTERACCION IN VITRO ENTRE LAS AMIBAS Y LAS CELULAS
INFLAMATORIAS.

La E. histolytica exhibe propiedades citoliticas potentes cuando entran en
estrecho contacto con células in vifro. Bstd caracteristica constituye un recurso Gtil y
confiable para valorar la virulencia de la cepa (Mértinez-Palomo, 1982). Como
resutnid Ravdin, la interaccién de E. histofytica con células blanco eucaridficas
sigue tres ctapas esenciales, que son: adherencia, citdlisis y al final fugocitosis
(Guerrant v col., [981). La adherencia estd mediada por una lectina (adhesina)
inhibitoria N-acetil Galactosamina (GalNAc), la adherencia también se puede inhibir
por las citocalasines B y D, asi coma por log blogueadores de los canales de calcio
bepridil y 8-dietilaminoacetal trimetoxybenzoato hidrocloruroe (TMB-8), lo que
indica la necesidad del funcionamiento intacto de los microfilamentos amibianos del
Ca™ intracelular libre (Ravdin J, 1986). En contraposicién a los resultados
obtenidos de los primeros estudios con la lectina de adherencia inhibitoria de
citrotiosa, esta adhesina GalNAc inhibitoria parece estar relacionada con la
virulencia amibiana. El efecto citoletal resultante constituye un fenémeno
extracelular muy complgjo; se trata de un mecanismo molecular que ain es motivo
de cierta controversia. La destruccidn de las células blanco adherentes también se
puede inhibir por medic de las ciiocalasinas B y D, bloqueadores lentos de los
canales de Ca’"y Na™ (Verapamil y bepridil) lo que indica que los iones de Ca'™"

amibianos y la funcién de microfilamentos de las amibas son esenciales no solo
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para la adherencia sino también para destruir z las células blanco (Ravdin v
Guerrant, 1982). Los efectores finales del proceso citolitico pueden inducir enzimas
hidroliticas y proteoliticas dependientes de temperatura y pH, secrecion de
citotoxinas, fosfolipasa A, proteincinasa C y la liberacion de un discutible lisosoma
activo de superficie, una sustancia citoletal adn no identificada (Martinez-Palomo,
1986). La concutrencia de neutréfilos intensifica notablemente fa destruccion
amibiana de las células blanco Jn vifro a través de productos neutrofilicos no
oxidativos liberados después de su propia destruccién. Por (ltimo, la fagocitosis de
las células dafiadas puede ¢ no ocurrir, una propiedad amibiana que también se
correlaciona con la virulencia de la cepa, ya que las clonas no fagociticas de E.
histolytica no wivieron la capacidad de inducir absceso hepdtico amibiano (AHA) en

animales de experimentacidén {Orozco y col., 1983).

La confrontacion de E. Zistolytica con leucocitos, constituye uno de los
encuentros mas interesantes tanto para los inmundlogos como para 1os amebodlogos,
pues ambas c€lulas son enemigos equiparables en tamafio, forma y funciones
bésicas. Locomocidn, quimiotaxis, adherencia, citdlisis y fagocitosis se encuentran
en la E. histolytica vy en los leucocitos de manera similar (Kretschmer, 1986). Tal
vez la inferaccidn mds importante sea la de E. Aistolytica con los fagocitos
neutréfilos polimorfonucleares (PMN) de seres humanos y de otros mamiferos, que
por lo comun. constituyen la primera linea de defensa de las células inflamatorias.
Los primeros estudios in vitre revelaron que la confrontacion de estas dos células,
primero provocéd la quimiotaxis de los neutrdfilos hacia las amiba, Trabajos mas
recientes han mostrado que los trofozoitos amibianos completos, los
homogeneizados amibianos, las fracciones de membrana plasmdtica v sus
sobrenadantes resultaron ser factores quimiotdcticos efectivos para los neutrdfilos

humanos (Salata y col.,1988). Por otra parte, ni la fraccion soluble centrifugada de
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un sonicado amibiano ni el liquido sobrenadante de £. Aistolytica intacta cultivada
en medios axénicos, contiene quimiotaxinas detectables para los neutréfilos
humanos (Kretschmer vy col., 1985; Salata y co0l.,1988). La actividad de las
quimiotaxinas peutrofilicas disminuye por efecto del tratamiento dcido y de la
protedlisis y parece estar relacionada con la virulencia. Desafortunadamente, no hay
informacion en cuanto a Ia quimiotaxis de las amibas hacia los neutréfilos o sus
productes, aungue se ha mencionado quimictaxis amibiana hacia el medic TYI-S8-33
fresco, el complemento (C5a), las bacterias completas, el 4cido N-acetil-
neuraminico v los lisados de eritrocitos humanos. La respuesta quimiotactica de las
amibas se inhibe mediante citocalacina B y coichicina, a pesar de la carencia
demostrable de microtibulos ciloplasmaticos en la E. histolytica, v aumentd
inesperadamente mediante preincubacién de amibas en suero inmune antiamibiano o
también en suero normal, una observacion que justifica estudios posteriores

(Rosenbaum y Wittner, 1987).

Después de que el neutrofilo se adhiere a la amiba virulenta extiende sus
pseudépodos y los ancla con firmeza al pardsito. Sin embargo uno o dos minutos
después de este comienzo, la motilidad, la actividad de superficie v la apariencia
general del leucocito empieza a cambiar dramaticamente; se inicia una
desgranulacion rapida y extensa que pronto convierte al leucocito en una vesicula
inmovil, redonda y casi vacia con sélo unos cuantos granuios adheridos a su pared
celular interna, que por algan motive logra resistir la disolucion durante més de siste
horas. Después de este lapso, algunos de los neuiréfilos muertos son fagocitados.
Todos estos eventos ocurren bajo condiciones anacrobias estrictas, sin modulacién
ciclica de mucledtidos y, més importante todavia, sin pérdida aiguna de Ia viabilidad
amibiana (Ravdin y Guerrant, 1982). Ni siquiera 3000 neutrdfilos por amiba

virulenta, ni la presencia de anticuerpos antiamibianos o del complemento en la
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reaccion impidieron que la amiba virulenta destruyera los leucocitos. En realidad,
el suero inactivado por calor promueve la adherencia entre el neutréfilo y la amiba
més que la adhesina inhibitoria GalNAc. Sélo cuando se utilizan cepas menos
virulentas o de plano amibas no patdgenas (E. moshkovski), 0 cuando las amibas
virulentas se atenian mediante un pretratamiento de emetina o de GalNAc, calor o
envejecimiento, el neutrofilo es capaz de destruir a las amibas, v solo si la
proporcion neutrbfilo:amiba es superior a 200:1. Muy pocos neutrofilos se dirigen
hacia las amibas atenuadas de dichos experimentos y la destruccion extracelular es
independiente de aunticuerpos y del complemento, es de caricter no oxidative, va que
los neutrofilos de un paciente con enfermedad granulomatosa crénica vy los
neutréfilos normales tratados con catalasa o superoxido dismufasa se desempefian
igualmente bien (Ravdin vy Guerrant, 1982). Por o anierior, parece ser que el
neutréfilo, la cétula fagocitica por excelencia, tan efectivamente sensible al auxilio
opsonico de los anticuerpeos y del complementao en ofras circunstancias, constituye,
a pesar de su imicio umpresionante un efector ceiular defensive sumamente
inadecuado cuando se enfrenta a la £. histolytica. Debido a la incompetencia de los
neutréfilos hacia la . Aistolytica, no es de exfrafiar que los anticuerpos contra las
amibas, los amplificadores naturales de la funcion neutrofilica, tengan tan pobre
reputacion en la defensa contra la amibiasis (Harries, 1982). Las amibas son
resistentes y pueden incluso suprimir la funcidn efectora mas potente de los
neutrofilos, es decir, fa actividad oxidativa, mediante una fraccidn de proteina
soluble que se descubrié que inhibe la quimioluminiscencia inducida por N-formil-
metionil-leucil-fenilalanina (IMLP) o cimosano (Salata y Ravdin, 1986). Los
neutréfilos no sélo se sobreponen a las amibas si no que ademas contribuyen
sustancialmente a producir dafio al hospedero con su destruccidn y liberacidn de
elementos no oxidativos {esto es, proteasas neutras, catepsinas, lisozima etc), como
lo sugieren estudios tanto in vitro como ir vive. (Salata y Ravdin, 1986). De algiin

wodo, las amibas logran resistiv  incluso los efectos potencialmente dafiinos de
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dichos granulos neutrdfilicos no oxidativos, a través de mecanismos que ailn se
desconocen. A los eosindfilos normales humanos confrontados in vitro con amibas
virulentas, dificilmente les va mejor que a sus contrapartes newtrofilicos, incluso
ante [a presencia de anticuerpos antiamibianos y de complemento. Las amibas salen
nuevamente ilesas de esta confrontacion (Lopéz Osuna; Kretschmer, 1989).
También se ha observado que los eosindfilos son victimas de la fagocitosis por las
amibas in vive. Los eosindfilos activados con fMLP son capaces de destruir amibas
virulentas. Por Gltimo, los basofilos de pacientes con absceso hepético amibiano son
aproximadamente 100 veces mdas propensos a liberar su confenido histaminico
después de la exposicion al antigeno amibiano, en comparacion con los basofilos

testigos (Gil Recasens y col., 1984)

Hablemos ahora de la interaccién entre la E. histolvtica y los leucocitos
efectores asociados a la inmunidad mediada por células, esto es, los linfocitos
citoliticos y los FM (macrofagos y monocitos). Estas confrontaciones tienen un
interés particular debido a todos los argumentos en favor de la existencia de
inmunidad protectora, que en la amibiasis han ocasionado de algin modo un
estado de inmunidad mediada por células (Kretschmer, 1986). Se afirma que la
interaccion iz vifro entre las amibas virulentas y linfocitos de pacientes que se han
recobrado del Absceso Hepatico Amibiano culmina con la lisis de las amibas (Landa
y col,, 1976). Lo conirario ocurre cuando los linfocitos se obtienen de testigos
normales o de pacientes gue empezaban a padecer de AHA agudo. En estos estudios
no s¢ requirid del contacto enire las células y se argumentd que el sobrepadante de
dichos linfocitos estimulados con antigenos amibianos es igualmente efectivo. Se
han obtenido resultados semejantes al utilizar linfocitos, células peritoneales y
células esplénicas de hdmsters inoculados por vias infradérmica o intrahepética con

amibas vivas (Ghadirian y Meerovitch 1982). El principal inconveniente de estos



28

estudios es que los linfocitos no estdn altamente purificados y la presencia de
Fagocitos Monucleares aiin cuando hayan sido poco cuantiosos, puedan explicar en
forma apropiada estos resultados; los linfocitos proporcionaron esencialmente a las
linfocinas armadoras. Ademds, un efecto linfocitico directo seria muy improbable, a

menos que intervinieran células asesinas naturales (NK) (Orozco y col., 1983).

Recientemente, los linfocitos inmunes de fenotipo T8 expuestos al antigeno
amibiano soluble v los linfocitos T no inmunes altamente purificados estimulados
con fitohemaglutinina (PHA) antes y durante la interaccidn con las amibas, fie
capaz de destruir a las amibas virulentas i virro. De otro modo, todas las demaés
combinaciones (linfocitos inmunes no estimulados, insuficientemente estimulados o
linfocitos no inmunes adecuadamente estimulados) mueren ante la actividad
citolitica amibiana (Salata v col, 1987). También, se ha encontrado que los
sobrenadantes de linfocitos estimulados inhiben la sintesis de proteinas amibiana en
lugar de lisar las amibas. Por Glimo, la citotoxicidad celular dependiente de
anficuerpos (CCDA), que resuita activa conira parisitos, no parece ser efectiva

contra la E. histolvtice (Wiedermann y col., 1984).

La interaccién in vitro de E. hisiolytica virulenta y algunas versiones de
Fagocitos Mononucieares humanos normales no activados, culminan con la lisis de
estas células independientemente de la presencia de suero y dependiente del
confacto, sin dafio en la viabilidad amibiana (Salata y col., 1983). El efecto citolitico
de las amibas sobre los FM resistentes tuvo la mitad de intensidad en comparacion
con el efecto sobre las células PMN en la migma serie de experimenios. Esta menor
susceptibilidad mas de los FM a la citolisis amibiana permanece esencialmente sin

explicacién, pero puede reflejar la afinidad de unos cuantos macrdfagos
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inesperadamente activados para destruir algunos de los pardsitos, o puede resultar
por la disminucién de los encuentros entre las células mononucleares y ¢l parésito,
originados por sustancias antiquimiotactinas producidas por las amibas.
Nuevamente, el suero inmune antiamibiano no logrd que estos lencocitos invirtieran
el efecto o incluso resistieran o disminuyeran la accion litica de las amibas (Salata y
cal, 1983). Por olra parte, los macrdfagos activados con lectina o linfocinas
producidas por proteinas solubles amibianas, tuvieron la capacidad de destruir a las
amibas en un proceso celular inmunoldgico no especifico, dependiente del contacto
y del tiempo pero independiente de suero, con una reduccidon concomitante de la
viabilidad de los macréfagos. Los pardsitos resultaron destruidos en proporciones
entre macréfagos v amibas tan baja como 10:1 y la destruccién avmentd con
incrementos iguales hasta llegar a ser superiores a 100:1. Estos indices son
comparables a los que se requieren en la muerte de células tumorales por los
macréfagos (Sharma y col., 1978). La adherencia de los macréfagos activados a las
amibas fue un proceso independiente de suero y resultd mas efectiva que la
adherencia de otras células mononucleares al parésito. La adicion de GalNAc no
previno la muerte de los macrofagos activados. En realidad, mientras méas amibas
resultan destruidas mayor es la cantidad de macrofagos que mueren en el proceso, lo
cual hace pensar que después de ser viclimas de la lisis por los macréfagos
activados, las amibas liberan productos toxicos que se vuelven lesivos para los
macrofagos. Esto significa que la actividad citolitica amibiana dependiente de
contacto no es la responsable de la poca sobrevivencia de los macrofagos observada
en los andlisis con una relacion alta entre macréfagos v amibas, en donde resultaron
destruidas mds amibas, a diferencia de la lisis minima de los macrdfagos encontrada

en donde las relaciones es baja entre macréfagos y amibas.
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Por Gltimo, la catalasa, pero no la superdxido dismutasa, inhibe la desiruccion
de las amibas por los macréfagos activados, cuando se obtuvieron de un paciente
con enfermedad granulomatosa cronica, aunque fueron capaces de destruir amibas
resultaron menos eficientes que los macréfagos activados de individuos normales
(Salata y col., 1985). Esto significa que tanto los mecanismo dependientes de
procesos oxidativos como los independientes de éstos, participan en la destruccion
de las amibas por los macrdfagos activados. Ademas, las amibas son sensibles al
H,0, pero no al ién superdxido. Murray v colaboradores ya habian sefialado en un
sistema libre de fagocitosis que los trofozoitos amibianos virulentos son muy
susceptibles a tales moléculas de oxigeno reducido (Murray v col., 1981). Afin no
se sabe por qué las amibas tienen la capacidad de resistir los efectos oxidativos de
los neutrdfifos con mas éxito que los macréfagos activados. Los macrofagos de
pacientes con AHA agudo también se pueden activar in vitro por medio de
linfocinas obtenidas de lectina para destruir amibas virulentas (Salata y col., 1985).
El interferon gamma puede constituir una linfocina apropiada para lograr dicha
activacion de macrofagos con propdsito de destruir a las amibas virulentas in vivo,
ya que los linfocitos inmunes expuestos a proteina amibiana solubie produjeron
significativamente més interferén gamma que los linfocitos normales (Salata y col,,
1985). Pérez Tamayo vy colaboradores descubrieron que una cepa virulenta de £.
histolytica resultd eliminada en cuatro horas por macrofagos peritoneales obtenidos
de ratas inmunizadas con antigenc amibiano y de animales control, los primeros
con relacién entre macrdfagos y amibas tan baja como 1:1, los Gltimos con relacion
de s6lo 30:1 (Peréz Tamayo v col., 1986). Aun cuando la rapider del efecto impulsd
a los autores a tener cautela er cuanto a la conclusion de que los linfocitos inmunes
en la mezcla estaban produciendo linfocinas armadoras al exponerlos a los antigenos
amibianos, esta explicacion por lo menos resulta probable, Al utilizar macréfages de
calostro humano expuestos a cepas de E. hisfolytica tanto virulenta como no

virulenta, en una proporcién de 30:1, se observd lisis similar de las amibas por los
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macrofagos. Después de cuatro horas de incubacién se encontrd  40% en la
viabilidad de las amibas virulentas v de las no virulentss, sin disminucién
significativa de la viabilidad de los macréfagos durante ese periodo (Rocha y col.,
1986).

Estos resuitados sugieren que el macrofago activado es una céluta efectora habil en
contra de trofozoitos de E. histolytica virulenta, que puede resultar esencial en la
defensa contra la amibiasis invasora. La confrontacién entre amibas y macrofagos
constituye un fendémeno reciproco complejo, pues en el proceso también mueren
muchos macréfagos, ain cuando el macréfago parece convertirse, aunque por un
pequefio margen, en el vencedor. Esto contrasta con la superioridad de las amibas
virulentas en su confrontacién iz vitro con neutrofilos y eosindfilos (Ravdin y col.,
1982; Lépez y col., 1989). Los productos toxicos liberados por las amibas que han
sufiido lisis parecen ser los responsables de los macréfagos muertos, mis que un
efecto citopatico dependiente de contacto directo con las amibas vivas. Esto también
contrasta con la forma en que las amibas virulentas destruyen a los neutrdfilos
(Ravdin y col., 1982). El dafio de los macrofagos después de haber destruido a las
amibas también puede contribuir a la escasez de elementos celulares inflamatorios

tardios en las etapas avanzadas de la invasion amibiana (Kretschimert, 1986).

Al parecer, la E. histolytica posee mecanismos para evadir o modificar la
accidn agresiva de los macrdfagos, tales como el factor termoestable de bajo peso
molecular, que inhibe tanto in vitro como in vive la locomocidén de los monocitos
humanos, pero no la de los neutrofilos humanos, a través de un receptor que
contiene manosa y que se haya sobre la membrana de los monocitos (Kretscmer,

1985). El mantener distantes a los monocitos puede no s6lo alterar fa rama aferente
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de la inmunidad mediada por células, sino que al reducir los encuentros entre la
amibas y los macrofagos puede impedir los efectos destructores sobre las amibas.
Este mismo factor deprime la explosién metabblica de los macrdfagos mediada por
quimioluminiscencia. Ademas, los fagocitos monoenucleares de hamsters revelan la
actividad fungicida deprimida cuando se obtiene durante Ia amibiasis invasora
{Capin y col., 1980).

La funcion in vive de los macrofagos en la amibiasis también se ha empezado a
estudiar. El blogueo de los macrdfagos con silice o mediante suero antimacrofago
aumenta la probabilidad de inducir AHA experimentalmente, incrementa el tamafio
de los abscesos ¥ promueve la disminucion de las amibas hacia otros tejidos en
cobayos y hamsters. La estimulacion de los macréfagos con el Bacilo Calmette

Guérin (BCG) tiene efecto opuesto (Ghadirian y col., 1980).

La resistencia del hospedero a la amibiasis invasora en ratones nu/nu depende de
macréfagos y no de la funcién de las c¢élulas T. Por ultimo, la esplenectomia en
hémsters aumenta el tamafio de los AHA asi como la diseminacién de las amibas a

lugares distantes {Ghadirian y col., 1981).

Asi en resumen, de todos los leucocitos analizados, el macrofago activado
parece ser el (mico que bajo condiciones apropiadas posee superioridad in vitro
citolitica y fagocitica sobre E. histolytica. Por limitada que fuera esta superioridad,
puede ser crucial en el conirol y la prevencion de la amibiasis invasora. Los
eosindfilos activades con fMLP podrian tener rendimiento similar al de los

macrofagos activados.



33

La inflamacién que acompaiia a la amibiasis invasora particularmente la hepatica es
peculiar. En los estadios tempranos existe un intense infiltrado de
polimorfonucleares neutréfilos (PMNn), y algunos eosindfilos (PMNeos), en tanto
que conforme avanza la lesién lo que predomina es la necrosis acompafiada ahora
s6lo de un escaso infiltrado de células mononucieares (Pérez-Tamayo y col., 1971).
Esta escasa inflamacion tardia pudicra estar relacionada con otro evento notable en
la amibiasis invasora: La regeneracion perfecta sin trazas de cicatrizacion de los
organos y te}idos (piel ¢ higado) afectados que se observa en 10s casos curados. Esta
escasa inflamacion tardia puede deberse a varios factores. Una posibilidad seria que
la amiba, o alguno de sus productos, interfieran con el reclutamiento tardio de
monocitos, inhibiendo de alguna manera su locomocion hacia el foco inflamatorio.
En los sobrenadantes de cultivos axénicos de E. histolyvtica se ha idemificade un
factor de peso molecular bajo (583 daltones), termoestable que posce propiedades
anti-leucociticas (no citotdxicos) evaluadas fundamentalmente in vitro. En cdmaras
de Boyden el factor inhibe la lacomocion (aleatoria, quimiocinética y quimiotactica)
de los FM, pero no la de los polimorfonucleares (neutréfilos v eosindfilos) humanos
(Krestschmer y col., 1985). Este factor se ha designado FILM (factor inhibidor de la
locomocion de monocitos humanos), interacciona con los monocitos a través de un
receptor que contiene manosa {Krestschmer y col., 1991). En el citoplasma, el FILM
provoca un aumento selectivo en el AMPc citoplasmico, (Rico v col., 1995) asi
como un incremento significativo en el nimero de microtdbulos pericentriolares
{Giménez-Scherer y col., 1987). Es de gran interés para el presente trabajo, el hecho
de que el FILM es ademas capaz dec inhibir, la explosion respiratoria oxidativa
provocada por la fagocitosis de particnlas de zimosdn tanto en FM como PMNn
humanos, sin dafiar a las células (Rico y col., 1992). Recientemente Chadee v eol.
demostraron que en los macréfagos del ratdn los reactivos intermediarios de

nitrégeno [RNI (Gxido nitrico)] son los principales responsables de 14 destruccion



34

de la E. histolytica (Jin ¥y col, 1992). Esta molécula tiene gran interés por la
versatilidad de sus funciones, aunque existen reservas de su relevancia en la especie
humana (Schoedon y col., 1995). Cabe decir que en estudios recientes, los RNI
(6xido nitrico) humanos tienen relevancia en las funciones liticas (Bose y col,
1993).

OXIDO NITRICO (NO).

El NO es un radical libre (con un electron no pareado) altamente reactivo, tiene
una vida media de pocos segundos y se combina rapidamente con otros radicales
libres (Vallance y col.,, 1994; Beckman y col., 1993). En sistemas bioldgicos se
descompone a nitritos y nitratos; esta reaccién es catalizada pot metales de
transicién como el fierro. Se produce a partir del aminoacido L-arginina y ox{geno
en una reaccidn catalizada por la enzima sintasa de oxido pitrico (NOS) (Moncada y
col., 1993),

Puede reaccionar con oxigeno molecular para producir didxido de nitrégeno
{NOz) o con superdxido para formar peroxinitritos ONOQ™ El NO es producido en
grandes cantidades durante la defensa del huésped y en reacciones immunologicas.
En la literatura se encuentran actuaimente reportes que involucran varios aspectos de
procesos biologicos v patologicos en donde participa el NO. Dos aspectos de la
generacion de NO son de particular interés: (1} El papel del NO como una molécula
citotoxica que contribuye a la armadura antimicrobiana de los fagocitos y (2) el
papel de NO como un vasodilatador de inflamacion y mediador de choque séptico

(Schoedon y col., 1993). Existen por lo menos tres formas diferentes de NOS. Una
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de ellas estd presente en células endoteliales, otra forma de NOS se expresa en las
neuronas, en donde el NO actia como un modulador importante en la funcién
sinaptica. La tercera forma de ¢sta enzima, inmune o inflamatoria puede ser inducida
en macrofagos activados (iNOS), en donde el NO y sus productos de reaccién
contribuyen a la muerte de parasitos intracelulares y a la inhibicién de virus como,
vaccinia y herpes simple cuando se encuentran en macréfagos de raton (Klein v col.,
1997).

En 1987, se demostrd que las células de mamiferos pueden sintetizar NO, un
afio después se sugirié que las células se comunicaban con otras a través del NO. La
produccidén y eficacia del éxido nitrico como una molécula inmune efectora ha sido
demostrada en modelos murinos. Se ha intentado demostrar la produccion de éxido
nitrico en fagocitos mononucleares humanos pero existen reportes contradictorios,
Hunt y col., demostraron que tos monocitos a macrdfagos son capaces de producir
NO. Por otro lado también se ha visto que los FM son capaces de secretar productos
citotéxicos que incluyen los reactivos intermediarios de oxigeno (ROI) y reactivos
intermediarios de nitrégeno (RNI). (Nathan y col. , 1987). Estos dos oxidantes
inorgénicos producidos independientemente se han implicado en la citotoxidad de
macrdfagos hacia células tumorales (Ding y Nathan 1988). Los monocitos producen
RO via NADPH oxidasa v mielioperoxidasa (Babior, 1984). Los RNI se forman
por la oxidacion de un nitrdogeno de la L-arginina a través de una enzima
dependiente de Ja NADPH que produce un radical con nitrdgeno central NO

(Marletta y col., 1988; Iyengar v col., 1987).
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OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL.

Ampliar el conocimiento sobre la respuesta del organismo frente a E. histolytica

v sus mecanismos de evasion.

OBJETIVO ESPECIFICO.

El presente trabajo tiene por objeto evaluar si el FILM afecta la produccion de
reactivos intermediarios de nitrdgeno [RNI (NO)] en FM humanos activados con
thlFN-y, thTNF-a y LPS, en la misma forma en que es capaz de abatir, si no es que
practicamente cancelar, la génesis de reactivos intermediarios de oxigeno [ROI (H;O»,
‘0, 0H)).

HIPOTESIS

El FILM, ademas de inhibir la transduccién de la sefial quimiotactica en
movimiento vectorial, pertuba los fendmenos metabdlicos preparativos de la

fagocitosis y la génesis de 6xido nitrico en FM humanos.
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ESQUEMA GENERAL DE TRABAJO

Obtencion de células premonociticas
humana (U-937)

Incubar a 37°C cambiar el medio C/48hrs

Estimular con PMA 10 ng (diferenciacion a
macrdfagos 8 X 10%cel/pozo)

Obtencién de fagocitos mononucleares de
sangre petiférica con ficoll hypaque
(Método de Boyum)

Incubar 2 hrsa 37°C
(3 X 10° cellpozo)

Eliminar las células no adheridas

Incubar a 37°C por 7 dias (macrdfagos)

Estirulacion con thINF-y, rhTNF-o, LPS asi
como con FILM o su péptido sintético

Se colectan sobrenadante a las 24, 48 y 72hrs

Determinacion de oxido
(método de Griess NOy)
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ESQUEMA GENERAL DE TRABAJO

Obtencion de células premonociticas
humana (U-937}

' Incubar a 37°C cambiar el medio C/48hrs

Obtencion de fagocitos mononucleares de
sangre periférica con ficoll hypaque
(Método de Béyum)

Ingubar 2 hrsa 37°C
(3 X 10° cel/pozo)

Eliminar las células no adheridas

L

) Incubar a 37°C por 7 dias (macréfagos)

Estimular con PMA 10 ng (diferenciacién a

macréfagos 8 X 10%cel/pozo)

Estimulacidn con thINF-y, thTNF-¢, LPS asi
como con FILM o su péptide sintético

Se colectan sobrenadante a las 24, 48 v 72hrs {

| Determinacion de dxido
| (método de Griess NOy)
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MATERIAL Y METODO

OBTENCION DEL FILM

Fl sobrenadante de 72 hrs (fase semi logaritmica de crecimiento) de cultivos
de 2.0 a 2.5 X 10° E. histolytica HMI-IMSS (proporcionado por fa Dra. Cecilia
Ximenez, del Departamento de Medicina Experimental de la Facultad de Medicina
UNAM) fué cosechado por centrifugacion a 200 x g por 5 min a 4°C, y filtrado a
través de membranas de Millipore ® de 0.45 um (Millipore Corp., Bedford MA.,
USA). Se reunieron 1[50 ml de este sobrenadante los que se filtraron
escalonadamente a través de filtros Amicon XM50, PM30, PM10, UM2 y YCO5
(Amicon Corp., Lexington MA, USA). Para obtener 75 ml del material con
moléculas menores de 1000 daltones. Este material fué cromatografiado a 4°C en
una columna {90 X 18cm) de Sephadex G-15 (Pharmacia, Uppsala, Suecia) eluida
con solucion salina de fosfatos 0.01 M, pH 7.4 (SSF). La fraccion entre 478-645
daltones (Kretschmer v col, 1985) fué colectada, llevada al volumen original,
filtrada nuevamente a través de una membrana Millipore de 0.45um y almacenada a

-70 °C en alicuotas de 1.5 ml hasta su uso.

PREPARACION DE CELULAS.

Aislamiento de fapocitos mononucleres (FM). Las células se obtuvieron de

sangre periférica heparinizada de donadores no fumadores sanos. La sangre se
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diluy6 1:2 con medio de RPMI-1640 (Con L- Glutamina , Buffer HEPES 25mM,
Bicarbonato de sodio y rojo de fenol) La muestra se colocod sobre un gradiente
de Ficoll - Hypaque con una densidad 1.077 en tubos de poliestireno (17 X
100mm} (Falcon Oxnard, CA., EEUU) posteriormente se cenfrifugd a 400 x g
durante 30 min a 20°C, Las células de la interfase se lavaron dos veces y fueron
resuspendidas en RPMI-1640 suplementado con 10 % de suero fetal bovino (SFB;
Gibeo, Grand Istand, NY). Los tubos fueron centrifugados a 200 x g por 10 min a
4°C. El paquete celular se rtesusupendiéo en RPMI-1640 completo (10% de suero
fetal, 2mM Glutamina, 1% de piruvato, 100 u/ml de penicilina y 100 mg/ml de
estreptomicina). Se determind la viabilidad por exclusion de azul tripano. Las
células mononucleares se colocaron en placas de 24 pozos de poliestireno (132 X 88
mm, volumen por pozo 3.4 ml, 4rea de cultivo 1.9 em?®) (Nunc Brand Products
Naperviile IL) con una concentracién de 3 X 10° cel/ml y se incubaron 2 hrs a 37
°C con 5% de CO, para permitir la adherencia de los monocitos. Después de este
tiempo se retiré el sobrenadante con una pipeta pasteur eliminando asi las células no
adherentes y se completd nuevamente el volumen de cada pozo a un ml. Las placas
se incubaron a 37°C durante 7 dias revisiéndolas y cambiando el medio de cultivo

cada 48 hrs permitiendo de esta manera la maduracién de monocitos a macrofagos.

Células U-937 (premonocitica). La linea celular U-937 fue obtenida de American

Type Culture Collection (ATCC; Rockville, MD) aisladas originalmente de un
paciente con linfoma y ha sidoe clasificada como una linea celular monobléstica. Esta
linea celular premonocitica fue cosechada en botellas de 25 cm con cuello angulado
de poliestireno con capacidad de 50 ml (Nun Brand Products Naperville, IL) en 5 ml
de medio RPMI-1640 completo a 37°C con 5% de CO;. Se dejaron hasta lograr una
confluencia de células, cambiande el medio de cultivo cada 48 hrs. Cuando el

namero de células fue el adecuado, se colocaron en tubos de 50 mi, se lavaron dos
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veces con RPMI-1640 completo 200 x g por 10 min a 4°C. Las células se ajustaron
y se colocaron en placas de 24 pozos (Nunc Brand Products Naperville, IL) a una
concentracién de 8 X 10°, se les estimulé con 10 ng PMA (Phorbol 12-Myristate
13- Acetate) para diferenciarlas a macréfagos. Las placas se incubaron a 37°C con

5% de CO,, 2 las 48 hrs se estimularon de la misma manera que los FM.

Estimulacion de FM v células U-937. Se activaron in vitro con thIFN-y (Interferon

gama 100U/pozo) rhTINF-a (Factor de Necrosis Tumoral alfa lng/pozo), LPS

(Lipopolisacérido 10ng/pozo) (Wang y col., 1994), asi como con el inhibidor FILM
y su péptido sintético (10ug/pozo) se obtuvieron los sobrenadantes de 24, 48 y 72
hrs y se guardaron a -70°C para medir el 6xido nitrico en forma de nitritos. En
algunos experimentos se agregé LPS como un doble estimule 48 hrs después de la

primera estimulacion y los sobrenadantes se obtuvieron 24 hrs mas tarde (72 hrs

totales).

Determinacion de NQ. [a concentraccidn de NO medido como nitritos se

determiné en placas de cultivo de 96 pozos de fondo plano (Nunc Brand products

Naperville, [1.) de acuerdo al método de Griess (Ding v Col., 1988).

ElI NO se determiné en 100ul de las muestras adicionando 50ul de sulfanilamida
al 1%, S0pl de N-1- naftiletilen diamina dihidrocloruro 10 min, después se midio la
absorbancia a 560 nm en un lector de Elisa (Dynatech MR 5000). Como estandar sc

usd una curva de nitrito de sodio (1.56-100 yM).



Analisis Estadistice. Los experimentos fueron analizados mediante una prucba
de Fischer (F) para un analisis de varianza y dependiendo de ella se utiliz6 la prueba

de “U” de Mann Whitney o la “T” de Student.
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RESULTADOS

Se determiné Ia produccion de oOxido milrico en macrofages humanos
estimulados con rhIFN-y, thTNF-a as{ como con el FILM y su péptido sintético en
sobrenadantes de 24, 48 y 72 hrs, cuando estas células fueron estimuladas por
rhiFN-y hubo un aumento en la produccién de NO el cual se detectd desde las 24
hrs alcanzande un maximo a las 72 hrs (0.0847, 0.126, 0.427 pM) cuando se
comparé con las células en reposo. Cuando las células se estimularon con rhTNF-a
Ia produccién de NO fue menor, sin embargo la producciéon méxima también se

alcanz6 a las 72 hrs (0.066, 0.172, 0.229 uM).

El FILM v el peptido sintético son capaces de inducir la produccion de NO por
si mismos Grafica 1. Puede observarse que la mejor respuesta se¢ dio a las 72 hrs

razdn por la cual los siguientes ensayos se determinaron en este tiempo.

Para evaluar el efecto del FILLM y del péptido sintético sobre la produccion de
NO, los macrdfagos se estimularon con rthIFN-y + FILM o rhiFN-y + péptido
sintético ¥ los resultados se compararon con la produccién de NO en macrofagos
estimulados con rhlFN-y a las 72 hrs. El FILM y el péptido sintético inhiben el
50% de la produccion de NO (0.427, 0.230, 0.231 pM). Cuando se estimuld con
thTNF-a + FILM o thTNF-o + péptido sintético se observé una inhibicién de 27%
en la produccion de NO (0.229, 0.167, 0.169 M) Gréfica 2. Estos resultados

pueden deberse a que el thTNF-« no es el mejor estimulador de la produccion de
NO.
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En algunos experimentos se utilizé thIFN-y + LPS (lipopolisacarido de E. Coli
B4:0111) para detectar cantidades mayores de NO. El segundo estimulo se colocé a
las 48 hrs después del rhIFN-y y se observo un aumento en la produccion de NO en
los macréfagos activados de esta forma, al compararse con aquellos activados con

un solo estimulo (0.427 - 0.550 uM).

A pesar de éste incremento en la produccién de NO de los macrdfagos activados
con doble estimulo rhiFN-y + LPS, la inhibicién causada por el FILM o por el
péptido  sintético no se ve mas clara que cuando se usa solamente un estimulo

rhiFN-y (0.550, 0.298, 0.340 uM) Grafica 3.

Cuando los macrdfagos se estimularon con rthINF-o + 1L.PS como segundo
estimulo se observd un incremento en la produccidon de NO a las 72 hrs

(0.229-0.507uM) por lo que la inhibicion lograda por el FILM o el péptido sintético

se ve mas clara Grafica 4.

Los mismos ensayos se realizaron en una linea celular premonocitica humana
13-937 con ¢l objeto de comparar la produccion de NO y determinar en forma mas
clara el efecto del FILM y el péptido sintético. Se determiné la produccién de NO
en células U-937 estimuladas de la misma manera que los macr6fagos obtenidos de
sangre periférica y se colectaron sobrenadantes de 24, 48 y 72 hrs. Los resultados
obtenidos en esta linea celular, estdn representados en la Grafica 5 y no difieren de

los datos encontrados en macréfages humanos.
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Resultados similares se obtuvieron cuando las células se estimularon con

rhTNF-a Gréafica 5. El FILM y el péptido sintético son capaces de estimular la
produccion de NO.

Para evaluar el efecto del FILM y del péptido sintético sobre la produccion de
NO en células U-937 se usaron sobrenadantes de 72 hrs de células estimuladas con
thlFN-y, thiFN-y-+ FILM y rhIFN-y + péptido sintético (0.449, 0.310, 0.247 uM)
Grafica 6.

Los valores obtenidos con la estimulacién de rhTNF-¢, thTNF-o + FILM o

thTNF-a + péptido sintético fueron {0.267, 0.177, 0.199 M) Grafica 6.

Utilizando LPS como segundo estimulo en las células U-937 se obtuvo un
aumento cuando se colocd en células estimuladas con rthTNF-a (0.207-0.338 uM)
mostrando claramente la inhibicion en la produccién de NO provocada por el FILM
y por el péptido sintético Gréafica 7, al agregar LPS a las células estimuladas con
thiIFN-y fa produccion de NO permanecié en la misma proporcion, por lo que al
probar el efecto del FILM o del péptido sintético se vié la misma inhibicidn que

cuando se usd un solo estimulo Grafica 8.
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DISCUSION

Al efecto inhibidor del FILM sobre Ia locomocion [aleatoria, quimiocinética y
guirniotactica de los FM (kretschmer v col., 1985)], asi como }a inhibicion de los
reactivos intermediarios de oxigeno (ROI) (generacién de O, H,0, pero sobre todo
OH y oxigeno singuleto) nuestros resultados agregan la capacidad de inhibir la
génesis de reactivos intermediarios de nitrégeno (RNI) en macrofagos humanos asi

como en una linea celular premonocitica U-937.

La capacidad de E. histolytica de inhibir la génesis de RNI en macrdfagos
humanos a través del FILM podria ser de relevancia bioldgica, aunque se sabe que
los macrofagos activados son capaces de lisar a E. histolytica virulenta, utilizando
tanto mecanismos oxidativos como no oxidativos (Salata y col., 1987), sin embargo,
en estudios recientes con macréfagos murines Chadee y col., demostraron que la

lisis E. histolytica se debe principalmente a los RNI més que a los ROL

La mayoria de los estudios que involucran a los RNI han sido realizados en
macréfagos murinos. En estudios recientes se demostré que en macréfagos humanos
obtenidos de sangre periférica si hay produccion de NO; aunque las concentraciones
enconltradas son bajas. Los macréfagos humanos expresan la enzima iNOS cuando
han sido estimulados y activados apropiadamente. Qutayba y col., postulan la
posibilidad que las citocinas proinflamatorias presentes en el sitio de inflamacion,

podrian inducir a los FM ir sific a producir NO usando la via de la enzima iNOS.



59

Los Fagocitos Mononucleares humanos carecen de arginasa, ¢ actividad del
ciclo de la urea no metabolizan a la L-arginina por csia via. Se sabe gue carecen
también de los sistemas enzimaticos requeridos para la sintesis de BH4., un factor
esencial para la sintesis de NO. (Hay BH4 exdgeno pero no es suficiente para la
sintesis de NO} (Schneemann y Schoedon., 1995). Por Northern no se ha podido
detectar el mRNA de iNOS, después de estimular macréfagos humanos con LPS o
thIFNy mientras que en macrofagos de rata o ratdn si. Cuando se usa RT-PCR si se
detectan cantidades pequefias de mRNA de iNOS después de la estimulacion con
LPS/hIFN-y (estimulos inflamatorios) en monocitos purificados de sangre

periférica (Chesrown y col., 1994)

En conclusién, la sintesis de NO en humanos es mds restringida que en otras
especies de mamiferos, tales como rata y raton, ademds no todos los tejidos

humanos disponen de actividad de INOS.

Las dos citocinas probadas como estimulo aumentaron la produccién de NO en
macrdfagos humanos. El LPS tuvo solamente una influencia sinergistica marginal
sobre la produccidn de nitritos. El thIFN-y fu¢ ¢l mejor estirnulador empleado. Los
FM son capaces de usar la via de la iNOS para producir NO mostraron la presencia
de mRNA de iNOS cuando se estimulan monocitos/macréfagos humanos, con LPS
o con rhiFN-y (Reiling y col., 1994). La iNOS se ha descrito en macrofagos murinos
(Xie y col,, 1992). Sin embargo, se ha reportado que en monocitos/macréfagos

humaneos son capaces de producir NO (Hunt y col., 1992; Martin y col., 1993)
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La diferenciacion de monocitos a macréfagos se acompafia de cambios
morfoldgicos v funcionales, Denis {1991} reportd la acumulacion de nitritos en el
medio de cultivo de macr6fagos humanos, después de tratamientos prolongados con
citocinas o infeccion por micobacterias., estos resultados son consistentes con los
obtenidos por que muestran produccién de nitritos en macrdéfagos humanos

infectados por bacterias (Mufioz-Femandez y col., 1992).

Hay evidencia que indican que ¢l NO puede jugar un papel importante en la
inflamacién aguda como en la crénica. El tratamiento con inhibidores de Ja NOS,
reduce el grado de inflamacidn en ratas con casos agudos (Talenti y col., 1992), hay
reportes que sugieren que los inhibidores de NOS protegen contra algin dafio

{Buckberg y col., 1992; Qury y col., 1992)
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CONCLUSION

El FILM vy su péptido sintético inhiben la produccion de NO en macréfagos
humanes asi como en la linea celular U-937 por lo que podemos considerar al

FILM como uno de los mecanismos de evasion utilizado por E. hisiolytica en contra
del huésped.

Los RNI son 105 mas importantes para la destruccién de E. histolytica.

El rhIFN-y resulté ser el mejor estimulador para la produccién de NO en las

condiciones estudiadas.

El thTNF-o necesité la ayuda del LPS para marcar la inhibicién lograda por
ThIFN-y.
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APENDICE 1

MATERIAL.

Botellas de cultivo de 25 cm con capacidad de 50 m} (Nunc Roskilde, Denmark).
Cubre bocas.

Criotubos de 2 ml (Nunc Roskilde, Denmark).

Camara de Neubauer (Hausser Scientific, USA).

Gradilla para tubos.

Gradilia para criotubos (Fischer).

Gradilla para microtubos (Fischer).

Marraz erlenmeyer aforado, varios tamafios (Pyrex).

Micropipeta de 100, 500 v 1000 i (Costar).

Micropipeta de 10y 50 ul (Costar).

Pinzas (miliipore, Inc., Bedford, NA).

Pipetas seroldgicas de 10 v 5 ml (Pyrex).

Pipetas pasteur (Kimble).

Puntas para micropipetas de 100 y 1000ul (Robbins).

Probetas de vidrio 100 y 500 ml (Pyrex).

Placas de cultivo de 24 pozos {(Nunc Roskilde, Denmari).

Placas para Elisa fondo plano de 96 pozos (Nunc Roskilde, Denmark).
Tubos de 2 ml (Eppendorf geratebau Netheler and Hinz Hamburg, Germany).
Tubos de 50 v 10 mi (Falcon Labware, Franklin Iakes, NJ).

Vaso precipitade de 250 ml (Pyrex).



EQUIPO.

Autoclave {Interamericana de equipos S.A).

Balanza analitica (Mettler).

Balanza granataria (Mettler P1000).
Centrifuga de mesa refrigerada (Hettich).
Campana de flujo laminar (Veco).
Congelador de -35 ¥ -70 °C (Reveo).
Incubadora para cultivo (Reveo)
Microscopio invertido (Carl Zeiss).
Micoscopio dptico (Carl Zeiss).
Potencidometro (Corning).

Refrigerador (American Refrigeration).

Lector de Elisa con filtro de 560nm (Dynatech).

REACTIVOS.

RPMI-1640 suplementado.

Cloruro de Amonio.

Ficoll- Hypaque.

Solucion Crioprotectora con RPMI.
Suero fetal Bovino al 10 %.
Glutamina.

Estreptomicina,

Gentamicina.

Piruvato de sodio.
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hiFN-y .

LPS.

PMA.

DMSO.

rhTNF-c.

Reactivo de QGriess (1% de sulfanilamida, 0.1% N-1 nafiiletilen diamina
dihidrocloruro en 5% de HPQ 4cido fosférico).

Nitrito de Sodio.

FILM (Factor inhibidor de la locomocién de monocitos humano).

Péptido sintético (sintetizado con }a misma secuencia que el FILM).
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APENDICE 2

PREPARACION DE REACTIVOS.

MEDIO RPMI-1640 SUPLEMENTADO (Sigma Chemical Co.St

Louis, MO) Reactivo comercial. Seguir las instrucciones del proveedor.

Suero fetal 10% 50 m!
Estreptomicina y penicilina 100 w/ug ml 5mi
Gentamicina 2mg/100 mi 1 ml
Piruvato de sodio 1 % S5ml
FICOLL-HYPAQUE

Ficoll- Hypaque 400 (Sigma) 9.0 gr
H,0O destilada 100 mi
Hypaque al 50% (winthrop) 28 mi
Densidad 1077

Pesar 180 gr de Ficoll y disolverlo en 2000 ml de agua destilada.

Agregar 560 mi de Hypaque y por ultimo agregar 260 m! de agua destilada y
checar L.R. 1.3580



SOLUCION CRIOPROTECTORA CON RPMI-1640.

Suero fetal 50 %
DMSO al 10 %
RPMI-1640 at 40%

RWhTNF-o (Factor de Necrosis Tumoral)
Concentracion final 1 ng/pozo

RhiEN-y (Interferon gama)

Concentracion final 100 uw/pozo

LPS (Lipopolisaciride de E. coli B4 6.111)
Concentracion final 10 ng/pozo

PMA (Phorbol 12-Myristate 13-acetate)
Concentracion final 10 ng/pozo

Reconstituir en DMSO en (. 1mg/ml.
Almacenar en alicuotas (20t a -20°C).

Nota: La alicuota que se usa no se congela de nuevo.
Diluir la solucién Stock en PBS estéril.

Usar el PMA a una concentracién final de 10 ng/m!

CLORURO DE AMONIO { NH,CI).
NH,Cl

KHCO,

EDTA

H;0O, desionizada
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25ml

S5ml

20 ml

[0ul

10ul

10ut

10ud

Pesar

829%¢
1.001 g
0.038¢g
1000 m!
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GLOSARIO

Amiba parésito extracelular que vive en los tejidos del huésped y que produce

lesiones.

Cultivo axénico cultivo que contiene solamente una especie de microorganismos.

FILM factor inhibidor de la locomocion de monocitos producido por E. histolytica.

IFN-a es una proteina producida por células en infecciones virales.

LPS endotoxina de la pared celular de algunas bacterias gram negativas que puede

actuar como mitégeno de células B.

Linea celular células generadas mediante el crecimiento continuo ir vifro de un

cultivo celular.

Movilidad aleatoria movimiento basal de las células no influenciado por estimulos

externos, y que ocurre en todas las direcciones,
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MIF linfocina que es capaz de inhibir la migracion de los macréfagos.

Oxido Nitrico molécula citotoxica producido por macréfagos murinos y humanos

activados contra E. histolytica y otros parasitos.

Quimiocinesis es el cambio en aumento o disminucion en intensidad (velocidad) de
la movilidad aleatoria, por la presencia de estimulos homogeneamente presentes en

el medio (sin formacién de gradientes).

Quimiotaxis movilidad celular donde la direccion de la tocomocién se ordena
vectorialmente a lo largo de un gradiente de substancias (atractantes o repelanies)

presentes en el medio.

Radical libre especic quimica que contiene uno o mas electrones desapareados ya

sea por perdida o ganacia de ellos.

Radical de oxigeno s¢ produce durante las reacciones de varias moléculas
directamente con el oxigeno por ejemplo el superdxido, peroxido de hidrégeno etc.

Estos radicales aniones se producen ademas por células del sistema inmune.
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Radical de nitrégeno incluyen nitritos, nitratos, oxido nitrico y dioxido de
nitrogeno, los cuales tienen un papel importante en acciones carcinogénicas, anti-

tumorales y anti-microbianas.

RT-PCR es una técnica extremadamente sensible que permite detectar el mRNA. Es
utilizada en el diagndstico rapido y preciso de infecciones producidas por bacterias,
hongos y virus, particularmente aquellos microorganismos dificiles de detectar por

analisis microbiologico.

rhTNF-y citocina liberada por macrofagos activados que estin estructuralmente

relacionados con la liberacion de linfotoxinas por células T activadas.

Zimodemo poblaciones similares respecto a los patrones electroforético de enzimas

especificas (zymos = enzima, demos = poblacién).
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% IFECTO DEL FACTOR INHIBIDOR DE La LOCOMOCTEN 5% MONGCITOS (FILM) SOBRE T~
FRODUCCION DE OXIDO NiTRICO {NO}EN MACROFAGOS HUMANDS.

Rizo Rosilio G, Leandro Zaragozz £%, Giménez Scherer JA, Kreschmer RR Unided de Investigacion Medice en Inmunclogia M.
€z Pediatriz, C M.N Sigle XXI *Universidad del Valle de México, D.F

INTRODUCCION: Los reactivos intermiediaries de nitrogeno (RNL NG, NG, y NO;) han mostrado fecientemente ser Un tmportanie — quizas
el principal - agente itico usado por macrofagos murings contra Enramoebe histolytica e wiirs En nuestro laborator:o. per olra parte, hemos
indenttficado un pentapéplice (factor inbibidor de la locomocidn de monociios humanos (FILM)) {secuencia idenuficadz Confidenciahidag de
petenie México, ELIA) termoestable, con pese molecular de 583 Da producido por £ histolytica en cultives axénicos ¥ aue, sin dadar a las
célulzs, tamnbién cancela Iiteralmenie ta produccion de reactives intermed;anos de oxigeno (ROJ e H,0;, -OH. -0} pero ahora en monocitos y
poilmorfonucicares neutrofilos humanos, mas no en 20smafilos

CEBIETIVS: Determner el cfecie del FiLM y up analogo sinwnuco sobre la produccion de RNI {{ende nitnico (NOV producico por
meerblazos humenos actvagas por medio de tFN-y y TNF-a, estimuladares reconocdos de la produccion de NO

BIATERIAL ¥ METODO: Las celulas se obtuvieron de sangre pertferica de paciente sanos Log mononucleares se separaron primerc por .n
grdiente Ficoll-Hypagae con unz 5 | 077 Les células ue 12 imnterfase se favaron ¥y s¢ resuspendicron en RPMI-1640, se los determung
vicbilidad por exclumién de 2zu) r1pgne ¥ se colocaron en canudad de 3X10° cel /poza Desputs de 2 hrs de incubacidn a 37° Cy 3% de CO..
oz eliming ef sobredante con 1as celulas ne adheridas {linfocitos) y se agrego medio RPMI-1640 suplementzdo nindiendo esie paso G 15 x 10°
(maneciios. Las placas se meubaron durants stete dias nara permur la aduracian Q¢ MOPOCHOS & macrdfagos  Las celulas se esirnylaron
23013 con iFN-Y o TNF-a {100 ufpozo o bien ! ny/pozo, “eSpEClivemeaie} 251 como oon los eventuzics nfibidores, o FILM ¥ un analoge
dnidico {#01w/p0z0 en cada caso) Lz procuceidn de NO {gn forma de NOy) se micio mediante la reaceion de Criess en sabranadentes
oblemdos 2 las 24, 48 ¥ 72 hrs ce moubacer Como eSURO0S se Slizaron macrofages cultivados sm estimulo ZIZUAD, ¥ OLINS enpuesios
colemente 21 FILV o asu enéloge smiétco

JASUVLTADOS: Cuendo fos macrofagos se estimularon con IFN-y hubo un incremento significative (p< 005) 2 las 2¢, 48 y 72 b
00990013y 0 <31 uM rEspeciivamente coando s COmpararon Gon los tesiigos (0. 037,0 040 y 0 041 M 3 La estumuiacion por ThFog fue
Uze menor ¥ se ohservd saio aias 48 v 72 hrs (0054, O VI8, QIS M respectivamente} Ei FILM y su analogo solos, ssumulen z los
masrofagos ea forma similar 2l TNF-a FL rosible efecto act FIEM (y su andlogo s.ntetico) sapre la procuccion de MO en mecréfagos se
estudié exclustvamente uitlizando cullivos de 72 hrs (méxima produceion NG} El FILM. as’ como su andlogo s.ntdtico, son capaces de 1 bir
czroximadamente ef 50% de fa TESpUENA que Ay con aNEey (0431uM ;0258 w90 03), pero aparentemente no afecta la exXigaa
Freduecidn de NO 1aoveda por TN -o

CDNCLUSIONTS: Bl Sl daprime [a procuccidn de NO subsecusnie a s cstrmulacidn con INFry 2unque no ian VIGOTOSATEIIC COME Sue'e
Cezrimur la respuesta de los ROT EL FILM v su analoge narecen noscer una discreta cavacidad de mducir 12 orocucc.on de NO o macréd.agos,

eazapareble £ 3 0ébe irduce on cug se ‘ogre con NFer Sate efecta s 2rharge oo ooults o} SRt hICoT Qi TLLM vy anainga) sobee in
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INFLAMYIATION AND INFLAMMATORY DISEASES (4913491 5 \iO.\S..‘?A VoAt
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PLATELET LELLGEYTE In
PAT il Dla .
¥ Howams P I Mullikey, 11 Logan, AD Cemetis, P Lopnoss, § Golérmag,
IG Coplond, anl # F MeDeaga, Cnsvermity of anzoas, Tuesoa, AZ, 15724

We previcly ~eporial st wahemrn repaiusson wycy © o 1o b
dinletie hear Polpnorprocucicar komyus (PMMN:] mey entnbuie v exeesziva
reperfuzion wiury by sequesisning, 4 the sucrosuciw st and releatag rorelve anynen
fract (ROS)  Addiwcaally diabeoe platleys mry execerfats the wlemmeliy
fesponis 3 enhanting PROY ROS peoducoon [ tus sy, we mxeasurnd plotescss
leukocyis interesteans frum Type 1 dichene peuenls (n = 9) and anpmatched moa-
diabetie cubpenis (= 14) W azsensod plateet-leuk ooyie Leracaga, 1 abalz blood
uti g fow ad Yeonesemd meden
wetly plsteiess (FIFC-GPR) wad leukocysa (LDS-
731 We olte mesiured ROS pocucien, roa PN
waing the probie DOFH-DA, We oborved £ signfesns
cleviven i plasich-lukagre wierctoar wd PMM
ROS producion wa blood frea type U caabets pabeau
(P U3} Fuuncrmore, ROS podection. correlosd
s ficandy wath e pacenas of praleket-bediocyte
supopate foroaten (PG 05, we Gpuel  Thew
rosuhs suygest tat platzlot-loukocyte intorscuont are <lavated typo 11 diabetic bicad
n the: these wlemncbon: may contribute to cnhanood szvopail ROS preduczon,
Urder csgumsiznces of lakocye wRuesiue, exemzive PN ROS producuca 1
Bpe ai diabebs palons may Goninbuis o exceiive mucrovascaler and orgen wury
Supponiad by NIH HL 59639 ang Amencan Hean Axndtabon  Pro-Doctarn!
Felleship
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THE INTERACTION OF HEMOLYSIS AND HEMORRMAGE

ON OXIDANT LEVELS AND TISSUE DAMAGE IN THE RAT
A Cawuty, AV Delgago, S0 Menigbe W »in JS Army
Tuntitute of Surgicar Resesreh Fo Sam houston TX 78234

Transfwwn of ztores blood hes beey reported te werease afetion rote
< clective surgery patieass, multipie orzan fulyre ar traema patieats, aad
zronreence of cincer 1a paitaperative pelierts Hemalysw o 15-dey siored
T o s been ceporied Lo o appraximtely 1 5% We nwessed toe eSect of
1 4% hemolvzis on hemorrhags L og & mansesws, caroud arlery-catnotes cod
ot uodel  Approximaicly 55% of the blood volume wee bemorrbaged and
revifused 2T later wih and withewt 15% hemolys PhN: solted from
ireaud rale 23 2, 6, and 24 b pesthemorrhaye produced tneressed Levels el
aralants e comporsd 16 waizested et Serum Uwer eroyme {~57T rad LD}
e tals recerenag hemolyzed blood were sovated g compared W coatrols oz §
T pusthomocrhage Bocy weghis of troaien rats w cooteast 16 untreated retg
e ceaard Seiow pro-hemorrhage weFh by poctbemorrbage doy 5 and sleyed
decrersed weti] the end of e Tduy study A barde-ling ngmbicant incrosse
wn anoriality (00 05) was oscerved 1n weates rats (2 of 7 died} dunag ke
Paa-heniorrhage penod 23 cor pered £ none of tas URtiga.ed rats Previous 1n
vito Sudier demiosst-ated that low levels of free bemoglabia intressed mine
exde produclion oy Mtiied bumep PMN: wiLh concommulant cyloiamc
efedtz 1 noighvoriag als We PrOBRE LAl sime Mochodst o accoual
for Lre incresse oxidant wod tisue darraze oberved s study and the
riereanet mortelity and morb.dity cxocaten with blosd tranefus aa

BT

MICRATION OF DENDRITIC CELL (DC) PRECURSORS TO
THE LLNG IS IMPATRED IN CRi8 MUTANT MICE
E 8 Schoeeberger, g Vo, B LcB zag, M Doerschul. Mase Ceoerz)
hoop end Harverd 5B Pub Health, Becio, MA

Bone marpow demved DG Precirsos @ ogals va t2c blood cireaz to oo
e eal lwsues W adept thew secting fonet oa To deatfy faetors ‘mpag-
Yl thelr mgrsuce wothe lung, 63 week o hotizt mice deficicel ia
B sctin, Puaclocan, ZfPzaiect g, Z/P-smiect1z/ICAM-1 ar CD13 and they
‘empec.rvr conteols {kuadly proveed by Dr AlLBezuder, Beylor College of
Medic ae} were examimed DCs, DOTOCY s and matroplige were ideaifea
18 froze welions of lungs fom § e g3 by unsmusctaing w.th MSfrie
WP C slaes (1) 2ad MOMA-2 {mooocyicfmatronlage) mAbs Tac pumber
ol IC and monoeytes fmrmropiger por cm? o7 Lveoiar s ue 2nc per o o]
wrwoy 2ad ¥esgus penimwters vece delermined morphometseally, OF thee
5enotypes the rumders of UG acd MOMA-Z+ colls were ioor coly w Ch1g
mulent s by 67 zad 40% n alveolor w iz, 40 2zd 55% zround aaretayc
wnd 28 2pd 50%, voas, “mpacitvely {p <005 compared with wild {yne muce)
A'thouga dCAM-L mulen. muce showed g Lrzad wward ower aumbers of DC
o the lungs, the difforenes da not pesch statutice] signfcaoce. Thene dala
Feagest 1B CDLS-macstod sabemon 4 coquired for cmigraties of DG pro
cursarz Lo the lung  Howeves, the defact o DC emgre.on = ooy partial,
fugR=nag tha, CULE adepeadent CRITLL0s Al OCCLIT, poesibly wavolve
g VLALNTAM-L Sediied sdbestn Tha sbecace of & ¢ gafern: defort
in [CAM-| wutesl rawe IR that oiher allernatively spliced forms of
HCAM-1 s rocognisa COUL/CD1E o thar ter CR1I/CRE omolex = reo.
eRlang aaes What bas Tl Sujetees by NI grand 9i3875: cod

HL82466

4914

HICH GLLUCOSE ATTSNUATES INSULIM-S TINLLAT
CHEMONINESIS [N NORMAL HUMAN NELTROPH
CRANULOCYTES THRGUGH PROTIIN AINAST ©
FeA Qldenbor="? ard T Selids (b "Depasta ene al Gy ol Coll
Baology, Ures Univeruity, 3 501 87 Uinea, Swncren
lafertous Diseazen BOST, Wash gter
Lova, MO EIL10

The tneressed tenslivily o6 sefoctions n ditheies haz by boen o,
ated willycharges 12 Redlophil fLucton Bowever, whle mcat 2wt |y g
focised 5a Lhe rnvolvement of Wrpecplycen aon e dfect se neutragtal fy s
tan, kaowledgs on Lhe roke of 1y i as 2 regllatar of ceutreplul oot i
scaaiy. In the pressal work, syt (160 Ll sl rulted © ¢ toc e .
normtal auman neutrophils ia the presence f § nyvt O gluvose but vacs oif Lo
UG (160 sl /i) wes torally inlobited By ~zreasing el cooe conct e s
ton from 5 to 18 mb D-Jlucose 1€ was tested whiter L etfect ¢f gocone o
medicted by 1mc-ease Peotetn waanse C (PAT) activ ¢y Acliealian af RSN
i phorbol 12-niyratale 13-acetate (FALA) 8 40100 a5 domemcle el '
manioited geutrophul ocomoiien 1a the shsence of crudir Subspte al eo
ceatrenons of PMA {0 ! end §5 aM) inkruitad Uy checasneie e flees ol L)
sUfml 1aula w o dosedependert way  Tae speaiic PHC b ibior s
dolymaleus,de [GF 108200} did nor alect (he azuba s e aved G,
o2 2t 5w glucoce but rewtored tie chemosinelic wec. of ol wUfnd
zultn ot 1§ mM glucoze These resul therelore sugdey that glucieeniucs !
PKC-astivniios way meodate tne nhiliory etleca of high g weose Lovels o
wsulin-atimuliied themokinens 1 norinal human nevicephils
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Duman THE Upesgulanss Py Endexhelize MHC
Saxesson Recwis Hamaa T Cells e I
Cumerd HumanMows Model  Napov leifzy S Sehe wer
2 2o Cooere Tolis Meleeslu Cud lagy Sover Ceau e
Moweuler Medicine Y eie Universig School 5 Medic be hew Pven C7 06510

We hiva deve

Cliss 1B Selogin 2mt VEAM |

Tt sicrovessels v 3

ey foo

3 wive modts W EIAMINE At 2R poalae
ienermipouer i imuncdegient SCIDMeige muse ogited wrd prp dcie s
TR luaed wilh human panphersl bl moeenuticar celly (hoPB MC) We foung thar

SEDLEAOUS rerombiann’ pooine Inereron-y rpIFN 1L bue ot humaa LEN 1. Radled
lesho vt indlusiion ol uorevatesl £ derags 57 5 g ke ol e 2L =AU
TR Fspant the wole ouce of PUEN-y would be Gerved ‘rom pig ‘Daaenger
kﬁzﬁ;‘;“:" g sk G phall Ik tarlors of chinigal rekovzaos © determare  f
oeber humen prondiammaicey cptekinet, such 1 TN, ctuld cliest 2 pmaler respoase

SCTVoa pe mucet were eapralicd with ol thicanets 15 14ih e ‘omar werk s ste
reeotitifad wnth 3 1 10" BaPRMC tp The prefls war e wrageeT Iy wirt
varott Gnct of MTNF ovay ot day, ad Marsed ther 1 weck Hrsteiogie anr
MRS, NG chalyas was perforred 37 @ bunded ORI ub f 4 wmIQuARUL. e
Wy waks (0-3)

Higher doces of TN (10 000 and 3 000 UJ rewtud 1n 4 gr ficam hpary
thrombiass af iy micravericls n the sbaence of HUPBMT whortas Lywer descs (4 000
=04 200 U} haet e P Cdepermicnt alfect. Furiner 313173 wes pefomed 1 L 000
FaTHF- et mecasuused FOSnenls Compaied to sl rested Sonasls Homon ©0)
cclls wore reeruiiad 10 g N grafl {1 § 20 L v BT 264 peD8S] VHE claag f 2
SO I0a0 L, Eweom{ls =0l vids I e A TAM L 0 v LG zR e

-2 P D vasoulor encothelisl 2l ©ipretiion figmtfice nly ecvased (pelA5) MO clas
u expretiicin el but Gad net echugve TLGSheel sgneficrncs (254 2062 1 | 9 20+
L) Parzlies v vaiea suadice LHRT ZOTING SOMUE endouhtlial tells domonsaue) nim L
WP Rueutin of pra VHC sod wdhesiod molecula by m—NT

Hugnan wrduces a marred Lprsgulanon of g crdothelid adhesica ~ouce e
2rd & e Todat e 1 MHC gabgens tezuling a0 hurman T oecl Aficanon o
Y 0 g zenognife Thip phenorent oecLe 1a the sheence of ezpgenous imlFh v
with pateany oevinous mplie.tons for clingesl 2endanspluataser
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TREZ MONOKCYTZ LOCCHOTION MEISITORY rAC70R [ QI S|
ZRO0DUCED 3Y fnygmpedy dlgehie; NHISITS MITRIC OXDE [ O )
FRODUCTION I FINTr STRHULATID HUMAN MACRQPEAGIS 2 3
Eriaioe, £ 2 a0d F Unodm Zonmge Unit of Secot, Rz svasngl Padure
Fecn, ON-Supka 3001, DWSS, Wésen, D ¥ C P 03070

£ Alzolice pooduss . pratipeads (WO (MW 534 Dntoa et tne el ey
mﬂkﬁ&a&hﬂ;&.m&ammumwm o hamee
[esemyas (MF) b el thet of acecrepan 1ad SUSEL, ol ey bataens KaADe) 2
PMAL, o ae . A sparmony bark (Renctiee Chpis aermaduois £R00) of ok
WP 2t Bturipar PMN, feding b saly Tt ecs et af U cve. f ervo Mo
@mmamdw:kﬂm-ﬁm 2 tunor REBk thin wasdews of 16k
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PARTICIPACION EN CONGRESOS

Leandro Zaragoza F, Rico RosilleG, Gimérez Scherer JA, Kretschmer RR. Efecio
del Factor Inhibider de Iz Locomocion de Monocitos (FILM) Sobre la Produccidn
de Oxido Nitrico (NO) en Macrdfagos Humanes, VI Reunién Nacicnal de

Investigacion Médica Caxtepec Mor México DF. 1998,

Kretschmer RR, Rice G, Lesndre Zaragoze E. The monocyie Locomotion
Inhibitory Factor (MILIF) Produced By Entamoeba hisiolyitica Tnnibits Nitric Oxide
(NG} Producciion in rhiFN-y Stimuiated Human Macrophages. American Society

for Biochemisiry and Moiecular Biology. San francisco USA 1999,

Leandro Zaragoze ¥, Rico Rosilio G, Giménez Scnerer JA, Kretschmer RR. Er
FILM Deprime la Produccidn de Oxido Niirico (NC) enn Macréfagos Sumancs. XKiX

Jornada de Investigacidon Hospital de pediatria CMN Siglo XXI, México D.F. 1999,

<&

Vege Robleds G3, Leandr

Zearzgoze H, Rice Rosillo G. Funcidn oxidativa del

=

neviréiilo modificada por Eniemoeba histolvtica en presencia de Zn. Depto de
2l Tg

Medicing Experimental, Jaculiad Medicine UNAM, Depto de Inmunologia, I de

diatria CMIN, México D.F. Enviado a nublicacidn.
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PRODUCCION DE OXIDO NITRICC (NC) EN MACROFAGOS HUMANOS.
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Rice Rosillo G, Leandro Zaragoza E*, Giménez Scherer JA, Kretschmer RR. Unidad de Investigacién Médica en Inmunologia H
de Pediatria, C.MLN. Siglo XXI *Uriversidad del Valle de Méxco, DF

IRTRODUCCTION: Los teactivos intermediarios de mitrdgeno (RNI NO, NG, y NG») han mostrada recientemente ser un importante ~ quizis
¢l pnnerpal ~ agente linco vsado por macrofagos murinos conira Entamoebe fustolytica in vitro  En nuestrg laboratorio. por otra parte, hemos
indenuficado un pentapépuido (factor inhibidor de la locomocién de monecitos humanos (FILM)) (secuenciz 1denuficadz Confidenciahdad de
paiente Méxien, EUA) termoesiable, con peso molecular de 583 Da producido por £ Ausrolytica en cultivas axénices y gue. sim daflar a las
cdlulas, también cancela lteralmente [a produccion de reactives interrmedianios de oxigeno (ROFre HaO,, -OH. -0y pero ahora en monocitos y
poltmerfonuclearcs neutrofilos humaros. mas no en eosinofiles

DBIZTIYO: Detwerminar ol efecto del FILM 4 un anabogo sinicticy scbre Ya producesion de RNI ({6s:do mitnco (NOY producido por
meréfages iumanos activades por medio de IFN-y y TNF-a, estimulagdores reconocidos de fa produccidn de WO

WATERIAL ¥ METODO: Las células se obtuvieron de sangre pertférica de paciente sanos  Los mononucleares se sSpararon primero por un
predicnte Ficoli-Hypaque con una § ' 077  Las células de la iaterfase se lavaron y se resuspendieron en RPMI-164C, se les determino
viabihidad por exclusién de azul tripano y se colocaron en cantidad de 3X10° cel /pozo Despues de 2 hrs de mncubacion 2 37° C y 3% de CO,.
sz eliming el sobredante con las celulas no adhendas {Linfociios) v se agregé medio RPMI-1640 suplementado nndiendo este paso § 15 x 10°
tmohocitos  Las placas seineuberon durante siete digs parz permine 13 maduracion de monocitos a macrGfagos  Las celelas se estimularon
chora con IFM-y 0 TNF<z (100 w/pozo o bier | ng/pozo. respectivamenie) asl como con 105 evenivates inhiordores. e FILM ¥ un analogo
vintduea  (10p/hozo en cada caso) La produccion de WO {en forma o2 NO;) se mudio meaante Iz reace:idn ce Griess en sobrenadantes
ohtenidos 2 las 24, 48 ¥ 72 hrs de incubacton  Como ieshges se utilizaron macrdfagos cultvados sin eslimulo alguno, v otros expuestos
colemente al FILM o & sd analogo sintetico

RESULTADDS: Cugnde los macrofagos se estmularon con [Fhey hubo un mcremento sigmficanvo {p< 003} a s 24, 248 ¥ 72 hrs
(0.099,0 018 ¥ 0 437 uhM respectivameme) cuando s compararon con [0 testiges (0.037,0 040 y 0041 uM ) La esutrulacion por TNF .o fué
lge menor y s¢ observd solo a las 48 v 72 hrs {0.054. 0 178, 0 191 ubd respectivamente). Bl FILM y su ardloge solos, esumulan a log
meerhfages cn forma similar 2l TNF-a £l posible efecto def IiLM (y su andlego s.ntetico) sobre la produccron de NO en macréfagos se
estudit exclusivamente vulizando cultivos de 72 hrs (maxima preduccion NCY - Bl FILM, 25 como su analogo sintetico, son capaces de iphibr
oproximadamente ¢l 50% de la respuesta que aay con INFov (0431uM |, 0258 M, p<005), pero aparcatemente no afecta la exigua
preduceion de NO wducida por TNF-a

CONCLUSIONEZS: Ei FILM deprime la produccidn de MO subsec.srts o la esiimalation con TNF-y aungue o 140 Vigorosaments ¢Omo sutie
Ceprimir le respuesta de los ROT EL FILM v su analogo parcetr poseer una ¢usereta capacidad de inductit fa procucoion de MO em macrotagos,
solarabie a lz débl rouceion aue se logra cor MFea Lst T &5 SWTaTR0 NG 0CULe i tiegto imniidor ael FILM (v su analago? sobre 1a
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EL FILM DEFRIME LA PRODUCCION BE OXIDO NITRICO (NO) EN MACROFAGOS HUBANOS
*leandro Zerarpza K., Rito Roullo G, Giménez Scherer JA, Kretchmee RR. Unidad de Invesngsadn
Fddin en Jamanotogla, H. de Pediatrin CRIN. SigloX X1, * Uniwersided del Valle de péxico,

INTRODUCCION Eni. b2 hstolphca  pred un peplida (FILM) (583Da} con propiedades
antinflzmatorias que, 816 dafinr 4 bas céhalas, inbibs b !o;omocmn  vatre de moneditos humanos (FM) pero no 1a de
leucecitos pohmoztonucicares noumdfiles y eosmdfilos (PMIN), ¥ cancela et csiethdo respirateno (Reactivos
latermediarios de Oxigens (ROD) dz EM y PMN pevtrdfilos, s no de cosmnéfitos

Irvive ¢l FILM setarda el amiba de Fid humenos on ventanas de Rebuek € inhibs fa seaccidn de hapersensibibiiad por
contecto ol DNCB o cobayoa Les venctives imermedinsios de nitrégeno (RNl NO, NO, y NOy} han mostado
recicatemente ger un Importanic agaite litco wsedo por mecrdlfnges mwrinos contra £ hustolyieca i vitre

OBJELEVO. Datennines el afccio d2l FILM ¥ un andlogo sintéticio sebre Ja produccidn de RNI {dxido altnco
{NOY) produtide por ma<rdlegos humenas solvados con IFN-y, un canotide estimulsdor 42 la produccidn de NO

MATERIAL ¥ METODO, Lo1 FIM 22 obluvieren de sengre perifénes humana por medio de on gredienie de
ceninfugecion con Frooll-Hypeque con aa densidad de 1,077, se peadaeron 6n RPMI-1840 con 10% de suero
feral boving y #¢ colecaron en plzeas de 249 pozas o uan concentracrdn de Ia10* celipoze Despuds de 2 horas de
incubacidn, t2 elimind el rolrenzdente e las ¢élulas ao edharidas y s complero el val a un il con el mismo
medio de cultive, Las plecas 25 incuberon dusznie 7 dias prra pasindtir 1a maduretdn de bos monccitos 2 macrofagos
Las eflulas g¢ estumularey con 100 vipozo de [FN-y 25l como coa los eventuales whididores, FILM y un andlogo
sintéiico (10ug/pozo) La produccitn de HO ¢ rdis medianle la rezecién de Griess en sobrenadanies abtenidos a
123 24, 48 y 72 hes de ancubacién,

RESULTADOS Laproducaitn de dxido nitrco $¢ incremento dicz veces despuds de b estmulzcion con - 1IFN-y (
G431+ 0.00pM/paro) El NOY g2 radujo (5<0.05) spy 4 & Ba mited medinnte Ia 2dicidn de FILM
( 0 258 3 0 037uM/poxa) o de eu eatlogo sianétco (03115 0.017 piviipora). ’

CONCLUSION E| FILM deprame In produccidn de MO subrecucnte o la estimulacién con tiFM-y sunque re tan
vigorosamenie como euzle deprin® In mapueata de los ROL El FILM ¥ su endloge parccen poseer uns discreta

pecided @2 mdutir b produccita ¢z NO e macrdfapes | Este efecto sin embergo no ogulia ¢l efecto inubider det
FILM (¥ su ondlogo) £otre o vigeroea gredeceltn de NQ fograds con rhlFN-y.
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INFLAMMATION AND INFLAMMATORY DISEASES (4913421 )
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PLATELET-CSOKOCYTE INTERACTIONS ARZ INCREASID IN
PATICNTS W TATYZE [ DIABETES.
IY Mokana, P I Mubrkey, 1] Logaa, A D Gimata, P Lepance, § Goldinae,
1G Copuland and PE McDomagh Unvernty of Anzons, Tutson, AZ, $5724
We previausly reporiad thar srbecug-reperiunon wiicy 1 execsrhated 1o the
drabete heart Polymorpronucley wukocyus (PWNG) mey ccatnbute o exoesavn
reperfusica tjury by sequaiienng o the imerteytalat gn aad roleasng reicnve oxygea
spanes (ROS)  Addbonally, dizbsac plalche woy suecerbale 50 wbammatery
rmpoase by maancng PRI ROS productios ln tay study, we mcasured placiels
Te ooy inerasuions fe Type U fuabetic patients (4« 9} ang sge-mbchod niae
Soabetut subjests (a4 = 14) We rsersad plolcket-loulnoyus wntersctions 4 wheug bloced
wirg fow cyuwscuy wd Quorecent machay w
sdentfy plowcicu {FITC-GPIY) tod leukomyi (LDS-
51 We alse manared ROS producuion from PHON:
uting the probe DCFH-DA, We thecreed 1 sigacficant
devavon n plucict-ledkocrc wiarwtons md PMN
ROS producuca va bhood (rom type U disbetic petsants
(Peu ) Funermoes, R0S produchion correialed
angnfie meily wath the perteninge of paela-lepsys -
agureges fonziace (POGS, sec fgwel  These o
reaully supscat tuat platcio-loukocyic wlerscuons we clevaled ta typa 7 dlabetic Slood
o GOl these ursclong may coatnbuls o chuaced asuropht KOS preduchon
Urder eue of lakecyts extegsve PN ROS producticn s
tipe il disbetic pauenld ey buic 40 excemyivg lar and ofzen wjury

Suppoaed by MIH HL 35535 and Amencan Hean Asocisnon Pro-Dociors)
Fellowshup
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THE INTERACTION OF HEMOLYS!S AND HEMORRHAGE
ON OXIDANT LZVELS AND TISSUE DAMAGE IN THE RAT

A Cuwdy, A Y Delgado, E G Mowmbe, 308 G, Goodwin US Afray
Lottt of Surgies! Remaarch Fuo Sam Howton TX 78234

Transfunon of stured blood has been reparted Lo mcrcase nfeclion rates
tu clective surgery patiens, mulbiple orgas fadure 11 trauma patizacs, aad
recurrence of cencer o pralopecative palienis  Hemalyya o I-dey stor=e
Tuewd het bean reported to be approximately | 5% We asoessed the efcct of
I 5% lemolynis en hemorshage using @ consiows, carotid ariery-cotheterized
it modde!  Apuromimately 55% of the hiood voiume waz bemorrheged and
rmnfused Tk later wnl amd without 1 5% Lemolysis  PMN: wolated fom
weeated ratz 2z 2, 6, and 24 h posthemorrhage preduced ncressed levels of
grulants as compared ta usirented cats Seruen bver enzymes {(AST sad LB
i rats escaiving hemelyzed blood were clevated a3 compered 1o controls 2t §
b pustliemorshage Body weizbts of treated rats w conteest 16 Lotreated f2lo
ses reneed ‘oclow pre-bemorrbage weighls by podliemorrkage day 5 and staysd
decrenzed unil the end of Whe T<day study A borderline signiicant imcreide
wenarta iy (pal 08} was observed 12 trested fata {2 of 7 dicd] dunag the
oost hemorrhage pered 3 tompared Lo sone of the untizated rats Previous 1m
¥iLeG Jtudict Gemondtrawed that Waw levcls of free Demoglobin iacrezsed Utk
orede productioc by sctivbied bumes PMN: wilh concomm,teni cylotoxic
effects in neghooniog cells We propoee thin same mechutaum to nccount
wor the increans oxidhat sod t2ue damage observed 1o thu study snd the
increased mortabty end morbidity zzsocated wth blood transfusion
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MIGRATION OF DENDRITIC CELL {DC} PRECURSORS TO
THE LUNG 13 IMPAIRED IN CDI8 MUTANT MICE
EE Sdmu;cbcr-:er. Q Vu, M Doerschut. Moss Geners?
Huep and darvard Sch Pub dealtk, Boston, MA

Oaae morpore desived DO precursors mugrate vu the blood stresm to oo
mphersl teguos o Loopt thes tentiaw fu To sceanly [actare .mpor-
tant @ ther muTeuos @ othe luog, 58 weet ¢l ruiant 1 ce defewst 1z
Sacectin, Tozalechin, Ef Poselectin, EfPosiect 2/1CAM-1 o CD1E and ther
repective comires {kindly provided by Dt ALBecudes, Beplar Codege of
Vedicine) were zamuned  DCz, mococyier aod mucrophager wete rdeatified
1 [orez sectoas of fuags fram § muce/group by .mmungeracny with M$/ 117
(MFG tlzss 1]} aad MOMA-? {moacytes/macrophages) mhbs The puliber
of DC and monacytet/mazuptiges per cm? of elveolar Lutue and per &= of
aurwsy 20d veneds pesimciert wert delermunsd morplomeineally Of thesa
geraiypa, the numbers of DO and MOMA-24 colls wepe 2z aniy @ SDI8
~utast @mice by 67 and {1% in aleeoler walls, 40 and 55% around wrways
and 15 azd 0% yo.as, reepectoely (5 <005 compared wikh wild type muce)
Althougn {CAM-! mutant muce chowed o trend toward lower 2umbers of DC
woine g, Lbe 4ervace da bol roacs stabwticed cignficante Theng data
ruggest thed COlEmecutod ackemion w requires for cmigraioz of DO pre
cursors ato the wrg. dowewer, the defeet = DO emgraten w oaly portal,
supzmtiag tnat CDIE independent tamngratdn swis occur®, Poesibiy vy
10 YLA4/YCAM-1 medaned adbosan Tue wboencs of @ sigrificant Gelec,
1w ICAM-l mulant cuer syggests ther ether diecnatieely cplicsd forms of
"Cakeys caa peoeguze COLL/CDIS or that toe TD1/CD.E complex 18 reer
oghuz “g hgends otber thaa JJAM-1 Supported by NiH sren.s HL3S781 zed
HLs2454
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HIGH GLUCOSE ATTENUATES INSULIN.STINJLATED
CHEMOQXINESLS IMN NORMAL HUMAN NEJTROFHIL
CRANULOCYTES THROUCH PROTE.N K NASEC
2.4 Oldenborg’ T 2nd J Seubn! "Departuie it of tu.slegy i Cell
Brology, Umei University, 3 501 87 Urnea, Sweden TPresedt adioress
[ofectians Dueasen 3051, Wasrangion Ynventiny 600 S Euchd v 32
Lows, MO €110

The ‘nereased senzuvity 1 ¢ factieas a Jubetes har fucy, heon sewa
ated wikrchange? wt peutrophil function Fowever, while miwl s.wbisn v
focused oo the invalvement of liyperglycers & 1n tindfactivz eutrophil ML
tion, kpowledge on the rolc of 1wt a3 2 regilacer of neutreshul functon o
ccanty I the prasent work, .aaul n {108 pU/ 1) stinabtad chepukines
so;mal buman seutrophils in the presence of 5 M Dagluctme but ths et ot
wnsuln (150 pU/ml) wee totally intubited by irsteas) 3 o gocoss doncein b
tion from § o 15 mb Dglucose [l was tested wheter tha cffect of glucuse o
medinted by 106recss n proteta kmase C [FRCY activity Activation ol 17
wiih paorbol 12-miyruiaie 13adetate {PAA) AL G100 ad doseruepemn Ly
whibited aeutropau! locomotién 1o the absence of inzuna Sulaplicoal o
ceotratiana of PMA (0] and 08 nM) inhubited toe ciewokinetic sfves uf L)
woftnl inrubin W & domedependent way Tie specific PECwo Hibutor ba
celylmaleimede {GF 100203X) € not allect Jhe s 2l aled Cuelive,
pefd 1 5 mi glucose bul restores tie chemokinetie LHect of "84 w7 sl o
suln 2l 1S mM glucose Thess resuler therefore suggon, that glucimdsmatiuca!
PHC-2ctvation oy medizle the inhubitery viests of high glooose Tovels v
rozula-stmulated chemokinests 1 potnal Buiran aru.roptuls

451 6

Humaa TNF Upeeguer Pig Endothe 1l WMHC Clur . L Selecun ang ¥OAM L
Expression Roorutts Human T Cells and lnewret Pig Sk Gk Muroweusels o 3
Chumens onure Model  Navey U Mopoleq lefGry S Sghoboee DR A
Lerohy fordan §Boher opd Geaepe Teluty. Moletu'sr Cudiodiolory Bower Centar fur
Molecuier Madicing, Yele Univers oy Schoed of Medictne hew Haver CT 06510

W bave doveloond mn w1 vove ekl @ riamine humaa ol Rne
smerssponsas 1 ammunidefioent STIDRGge Muce mapald =ath g st e
reconsututed with Suman penphart! Sleed moncoud'sar caili (haPB MO W found St

porting IRl ¥ {rpiFt y} bul ot human 1N Y sulaled
Seabogyus liates wd macpvastuly domage of ;g skin gl la g i fo-Ruman
orgey mnsplia e sole souce of pIFN-y would e donved [rom pip passcnges
Skt ™ ety within the 270fl 1t g harlone of clinica, rlovicer 1 dowoming f
caver humaa peennflzmmatory cyloaka sucn 15 TNT could elicu 3 upilar responic

SCTMaize mice ware engraftod with sples-Une crets prg tRin sed four werks "de?
roastuieg wikh 3k Q0 bePBMO 1p The prafis wene apenod invadermally wun
vanows docs of “BINT, owiry oha day, aod harvesied afr | owesk  Rapclogic =
Lamurcstataung snalyss wis performed Yy 1 undad Chacve WIRG L wemigunlsive
i seake (O-3)

Higher doses of fATHF 110 000 end 3000 V) resused W #pnuieanl inpedv nd
thrombas.s of prg icroveiicls 1 e shiange of BLPBMC whemas ower dosc (1 00
2ed 300 U bt 2 MPBMCdcpenden effare Further analvis wis par'acmed an § 00 1.
ATNF-frealad Mcedbiutod rtipnts cotipared 10 talinc-troited coonrsdy Mumar CD3 7
cells were rocruied 103 pig sk (Rl (1 P04 ¥va 07 208 pe0 03] MHC claas 1 (25
TIatve 10202 F leana (2540 1 2x 85 20 9) and WCAM1 (3 50 vi ¢ B 204
Y hatial cell ngasficantly screased [ped 05 ML elag
W expression (Cased St did noc beiugve sathcal ngnicaace (154 202 v 1% 204
pe02) Prreliel 11 virg sLadies UHRg POCTINE DOTUE endauiznal (2l Gamntnagiad Dim b
wort gusauan, of prg MRS and sdhesion molecule. by PN

Aumen THF induses 1 markad wpeezulatioa of gy zadodbs’ whctior molatua
0 8 e Bdat ermase i MAS aa e, resuling o buman Tocell inflrohon anl
ipury of pig teROprEfs Ths sazers 1n e sbsence of txogenous B1Th -
with porenal smieous Implicalions (¢ Cunica] 2EACU EhEp anom
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TED MONOCYTE LOCOMOTION DNHIBITORY 7ZACTOR [ MUI )
FRODUCED DY fGpererhs Hlaplwice NEIRITS NITRIC OXIDED ( NO )
FRODUCTION IX rD¥P STOMULATID HUMAX MACKOFPEACIS 3 2
Eoirbmer, LR and B Toode Tamear, Unit of Smest, Ras. lmvmassd Potaznc
Fop., ChO¥-Su5k 20C, MBS, Mexxn, D, F, € P 03020

E alzobyien moduems & pridapeptade (WLTF) (MW 534 Dalon) s wecasdlameassy
properten Witheo! bamuag the eelle, 4 doaisc the e e Roomooe o humee
octtyes (MP) I ot that o Scutropbal and coRnmil polymarpboaudlenr bekotyta
PO, 238 Soems U meoptany burm (Reacve Oruzes Lvarmedaes (RO0; o e
P 2o poutrephl MM, pencg acw ocly Lhe mwsophls of tur efem Jn vheo MLT
ey the arval of moncanclew Yeukecytes 1 bumen Rouck Bug wandows wad 1z
olat bypaumatmiy nemens o DNCE = nwoor s We aow sudied & <loct o
MLIP wmom MO peedinon Bmetis

2 o

RAMD in buman, T~
Sumleed MP, mres INT 8ppcar 1 be oo ladiag Iy Solotides munse MF ouse m
Ehlmadvice Poiphen] dumag Woed MP weorr odtsal by pracuent coatndugaios
oo surended 1o RPRI-1EMOW FBS for 2 7 doy matunton {macropbeges) el
2hor whach 15 % 10° MPavell { 10 @8 ) wers chalencod with 150 piwell *™F 7 thooe, &
rod puik WLF (oblasef fy oowfugenos, ulrefilianse and chromsopmipty &
aperaszany Dusds of zstucslly Frown Zaipodeies M.l DMSS) o 2 synibhad o
Gk 1giwell 2O producion whs Deausd w2 NO; by We wodonsstar mebed o
Gz, Tha tmfold Lormie 1o 2O podcten bl (NP ssulaaes [0 430 2 Q04D
Pl § {3 % pem ) was foduced (2 €005 ) .o sbout Al by e addpoa of V2T
I35 * 0 037 phthenll } o 2 oymihots conmruct { & 131 + 0 0.7 phitwei] | Tr ot
¥ 2o A2 Hrma] L bt eascellios of WP AD: poodocion by ML Lader meperable
oo eoediueos, Yo rppest 10 e EESugh 1 mHOINAs po DG Ornsog (RENANIT

e by Shlssgdier o conic bom defease meclanicms { COMATYT grust 120874
s )
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Zine: As a modifier of Emtamocha histolytica activity upeon the human

neulrcphil respliratory burst

Glorz B, Vege-Robledo’, Zrika Leandro?, Guadaiupe Rico?

epartamento de Medicina Expenimental, Facultad de Medicina, Universidad
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munoiogia, Hospital de Pediatria, Centro Wédics Sigio XX, instifute Mexicano
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