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Resumen

E. histolytica produce un pentapéptido termoestable Met-GIn-Cys-Asn-Ser, con un peso
molecular de 581 Da, que /n vitro inhibe la locomocién de los fagocitos mononucleares (de ahi
el nombre asignado originalmente: Factor Inhibidor de la Locomocién de Monocitos humanos

(FILM)).

Este factor anti-inflamatorio aislado y descrito en nuestro laboratorio posiblemente proviene de
un péptido mayor o una proteina que se fragmenta por la accién de una proteasa tipo tripsina /
serina. El FILM también cancela la explosién respiratoria medida por quimioluminiscencia (ROI:
H,0,, 05, OH'), y la produccién de éxido nitrico (RNI: NO) en monocitos y neutrofilos humanos,

todo ello sin afectar la viabilidad celular. Los eosindfilos no son afectados por el FILM.

El FILM /n vivo retrasa el arribo de leucocitos mononucleares en camaras de Rebuck en la piel
humana; en cobayos y gerbos, inhibe la hipersensibilidad retardada cutanea por contacto al 1-
cloro-2-4 dinitrobenceno (DNCB) y abate la expresién de moléculas de adhesién VLA-4 en

monocitos y VCAM-1 en el endotelio vascular.

Es posible que E. histolytica utilice este factor anti-inflamatorio en su beneficio, inhibiendo la
fase tardia de la inflamacion. Este factor podria contribuir a la escasa inflamacion tardia que se
observa en la amibiasis invasora (higado, piel), y quizas por ello es sequida de una perfecta

regeneracion, sin cicatrizacion de los 6rganos afectados.

Tantos efectos del FILM sobre una cantidad enorme de células llevoé a considerar una accion
sobre la red de citocinas (pro-inflamatorias y anti-inflamatorias), como uno de los principales
mecanismos de accidn. Por lo que se midid la expresion de IL-6, IL-10, IL-12, TNF-a, TGF-B, e
IFN-y en el proceso inflamatorio que ocurre después de un traumatismo agudo controlado

(contusion y/o fractura) en las tibias derechas de ratas Wistar, seguido de la aplicacion



intramuscular de Tenoxicam (3 mg/Kg/dia IM) o de FILM (0.1 mg/ Kg/dia IM) sacrificandose a

los animales a 24 y 48 horas para realizar después un corte del musculo en el area lesionada.

Encontrandose que el tratamiento con FILM que se administrd para tratar la inflamacién que se
produjo después de una contusion proporciond el perfil de citocinas esperado (aumento en la
expresion de IL-6, IL-10, e IL-12 y disminucion de la expresion de IFN-y, TNF-a, y TGF-B) y
en la inflamacion tratada con FILM después de una fractura se obtuvo aumento en la expresion
de IL-6, IL-12 y TNF-a y disminucion en la expresion de IFN-y, TGF-, e IL-10.

El FILM comparado con el tenoxicam en el modelo de contusién aumenta la expresion de IL-10
principal citocina anti-inflamatoria; y en el modelo de fractura se comportan de manera similar.
Concluyendo que FILM aumenta la expresidn de las citocinas anti-inflamatorias y disminuye la

expresion de las pro-inflamatorias.



1. INTRODUCCION

1.1. INFLAMACION

La inflamacion es una reaccion vascular y celular inespecifica fundamental en una respuesta
protectora del organismo, cuya funcidon es proteger al organismo de la causa inicial del dano
(organismos, toxinas, lesiones, etc.) y de las consecuencias de los mismos (células y tejido
necrotico). Este proceso esta en relacion estrecha con la reparacion del tejido, que en caso de
ser una reparacion por fibrosis, puede conducir a cicatrizacion anormal que limita la funcién o

movilidad de los 6rganos afectados (1).

En la respuesta inflamatoria participan el plasma, las células circulantes (neutrdfilos, monocitos,
eosindfilos, basofilos, linfocitos y plaquetas), las células del tejido conectivo (cebadas,
fibroblastos, macrofagos y linfocitos), los vasos sanguineos y los componentes extracelulares.
La respuesta inflamatoria se divide en fase aguda y fase cronica. La fase cronica es de
duracién larga e histolégicamente se asocia con la presencia de linfocitos, células plasmaticas,
proliferacion de vasos sanguineos y con la destruccion del tejido. La fase aguda por el contrario
es de duracién corta (minutos, horas o pocos dias) y sus caracteristicas principales son:

exudado, proteinas plasmaticas y migracion de leucocitos (predominantemente neutrdfilos).

Existen tres efectos principales en la fase aguda: 1) alteracion del calibre vascular que conduce
a un incremento en el flujo sanguineo; 2) cambios estructurales en la microvasculatura que
permiten a las proteinas plasmaticas y leucocitos salir de la circulaciéon y 3) la migracion de los
leucocitos al foco del dafio, determinadas por la unidon de moléculas de adhesion y por

mediadores quimicos (2,3).

Una vez extravasados, los leucocitos migran hacia el sitio del dafo; gracias a la quimiotaxis los
neutrdfilos son los primeros leucocitos que encontramos en los tejidos lesionados, producen

citocinas pro-inflamatorias que activan a los fibroblastos y queratinocitos locales y se comportan
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como unidades defensivas, después de fagocitar tejidos dafnados y bacterias, mueren y son

eliminados por los macréfagos (1).

La fagocitosis y la liberacion de enzimas por los neutréfilos y macréfagos/monocitos
(considerados como fagocitos profesionales) constituyen dos de los principales beneficios

derivados de la acumulacién de leucocitos al foco inflamatorio (4).

Los monocitos son atraidos hacia el tejido dafiado mediante diferentes factores como
fibronectina, colagena, elastina, trombina y factor de crecimiento transformante beta (TGF-B),
iniciando su migracion en la inflamacién aguda y a las 48h constituyen el tipo celular
predominante. Una vez en el espacio extravascular, se adhieren a la matriz extracelular gracias
a los receptores de las integrinas y por la expresion del factor estimulante de colonias-1 (CSF-1)
se diferencian a macréfagos, incrementando su tamario celular, sus enzimas lisosomales, su
metabolismo general, por lo que adquieren una mayor capacidad para fagocitar bacterias
residuos de tejido necrdtico y destruir microbios ingeridos. Las sefiales de activacién incluyen
citocinas secretadas por linfocitos T sensibilizados, por ejemplo, interferén gamma (IFN-y),
endotoxinas bacterianas y otros mediadores quimicos. Después de su activacion, los
macréfagos secretan una amplia variedad de productos bioldgicamente activos que son

mediadores de destruccion tisular, proliferacion vascular y fibrosis (5).

Los macréfagos constituyen una de las principales fuentes de citocinas como el factor de
necrosis tumoral alfa (TNF-a), el factor de crecimiento derivado de las plaquetas (PDGF), la
interleucina 1 (IL-1), el TGF o/p y el factor de crecimiento de fibroblastos (FGF) entre otras.

Estas citocinas estan implicadas en la cicatrizacion y favorecen la proliferacion de fibroblastos,
la sintesis de colagena y la persistencia de los macrofagos la cual se debe a estimulos
quimiotacticos, incluyendo el C5a, y quimiocinas (producidas por macréfagos y linfocitos

activos) (6).



Las células que desencadenan la respuesta inflamatoria, en las primeras 48h, son los
neutrofilos, que son sustituidos por los macréfagos que permanecen entre el quinto y séptimo

dia, posteriormente arriban los fibroblastos para originar la cicatrizacion de la herida.

La inflamacion es regulada por una variedad de factores solubles, los cuales se pueden clasificar
dentro de cuatro grupos principales: 1) metabolitos inflamatorios lipidicos como el factor
activador de plaquetas (PAF) y los numerosos derivados del &acido araquiddnico
(prostaglandinas, leucotrienos), los cuales son generados por fosfolipidos celulares; 2) tres
cascadas de substratos/proteasa solubles (cascada de coagulacion, sistema del complemento y
cianinas), los cuales generan numerosos péptidos pro-inflamatorios; 3) dxido nitrico (ON), un
potente vasodilatador enddgeno y 4) un grupo de polipéptidos derivados de células, conocidos
como citocinas, los cuales en gran parte orquestan la respuesta inflamatoria, por ejemplo, ellos
son los principales determinantes de la integracion del infiltrado celular, del estado de
activacién celular y de respuestas sistémicas a la inflamacion. Muchas citocinas son
multifuncionales. Son moléculas pleiotrdpicas que muestran sus efectos de forma local o
sistémica de manera autocrina o paracrina. Las citocinas se encuentran involucradas dentro de
extensos sistemas que involucran interacciones sinérgicas asi como antagdnicas y exhiben

efectos reguladores tanto negativos como positivos en varias células blanco (7).

Aunque una variedad de células pueden liberar citocinas, los principales productores son las
células T cooperadoras (Ty) y los macréfagos. Las citocinas liberadas a partir de estos dos tipos

celulares activan una red completa de células interactivas (8).

Las citocinas que participan en la inmunidad natural o en mecanismos de dafio tisular,
conducen a las células efectoras de la inflamacién a reaccionar de forma inespecifica en
respuesta hacia un antigeno, con participacion minima o nula de anticuerpos especificos. Las
células T que producen este tipo de respuestas, se conocen como células T del tipo Th1l o pro-
inflamatorias y se distinguen de las tipo Th2 o anti-inflamatorias, porque estas Ultimas producen

primordialmente las citocinas que regulan la inflamacién con especificidad inmunolégica. En el



caso de una respuesta inmunoldgica se activan ambos tipos de células pero tiende a existir
predominio de una de las dos formas de respuesta, ya que los dos tipos celulares producen

citocinas que pueden inhibirse mutuamente (9,10).

1.2. CITOCINAS

Las citocinas son proteinas de bajo peso molecular (generalmente <20,000 kDa) que son
producidas por los leucocitos y otros tipos celulares. Las citocinas se caracterizan por el
pleiotropismo, o la habilidad de actuar sobre diferentes tipos celulares; redundancia, muchas
citocinas son capaces de realizar la misma funcién; y pueden inducirse unas a otras, lo cual
lleva a producir cascadas de citocinas. La produccion de citocinas ocurre en pequenos estallidos
durante las fases efectoras de la respuesta inflamatoria o inmune y esta intimamente regulada,

debido al potencial de destruccién tisular mediado por citocinas (11).

El papel prominente de algunas citocinas, por ejemplo, en la inflamacién, en la inmunidad y en
la respuesta del huésped contra agentes infecciosos, indica que las redes de citocinas sirven de
manera rapida y eficiente para la movilizacion de las respuestas del huésped cuando se
necesita. Al mismo tiempo, estas redes de citocinas necesitan ser reguladas, y por lo tanto, la
red de citocinas anti-inflamatorias se activa para prevenir dafio al tejido y efectos sistémicos,

los cuales estan asociados con altos niveles de citocinas pro-inflamatorias (12).



1.2.1 PROPIEDADES DE LAS CITOCINAS

Para conocer mas de las citocinas analizadas en este trabajo, describiremos algunas de sus

caracteristicas:

Interleucina 10 (IL-10)

La IL-10 es una importante citocina anti-inflamatoria y es una de las mas potentes. Esta
citocina es una proteina de 35 kDa, producida por la subpoblacion Th2 de las células CD-4,
células B, monocitos, keratinocitos, y células del epitelio bronquial. La IL-10 inhibe la expresion
de moléculas del complejo mayor de histocompatibilidad clase II, la sintesis de dxido nitrico
(ON) de los macrdfagos y la translocacién del factor nuclear-xB (NF-xB) después de la
estimulacion con lipopolisacaridos lo cual causa desregulacién de receptores de TNF-a (13). La
IL-10 suprime la produccion de la IL-1 o, IL-1 B, TNF-o, IL-6, IL-8, IL-12, IL-18, factor
estimulador de colonias de granulocitos y macréfagos (GM-CSF), factor estimulador de colonias
de granulocitos (G-CSF), factor estimulador de colonias de macrdéfagos (M-CSF), proteina 1 alfa
inflamatoria de macrdéfagos (MIP-1a), sobrerregula la activacion de células T expresadas y
secretadas (RANTES), factor inhibidor de leucemia (LIF) y sobre ella misma. La IL-10 también
inhibe la sintesis de gelatinasa y colagenasa (14). Ademas se puede detectar en las primeras
48 h y entre tres a cinco dias, se encuentra en el 46% de las sepsis que no llegan a shock y en

el 81% de los pacientes en shock séptico (15).



Interleucina 6 (IL-6)

La IL-6 es una citocina de 21-kDa producida por una variedad de células que incluyen
fibroblastos, células endoteliales, fagocitos mononucleares, neutréfilos, hepatocitos, linfocitos B
y T. El receptor de IL-6 estd compuesto de dos cadenas, una cadena alfa (gp80; CD26)
especifico para IL-6 y una cadena beta (gp130) compartida con otros miembros de la familia de

IL-6, que incluyen a IL-11, oncostatina M, LIF, el factor neutrdfico ciliar y la cardiotropina (16).

IL-6 puede ser inducida por TNF-o. e IL-1. Estimula el crecimiento de células T activadas,
ademas, conjuntamente con IL-10 e IL-1, constituyen potentes inhibidores de la produccién de
TNF-a por las células mononucleares periféricas (17). Al ser una citocina dual, pero con efectos
anti-inflamatorios sus niveles estaran incrementados en un estado de respuesta compensadora

anti-inflamatoria (18).

La produccion de IL-6 por varios tipos de células se relaciona con diversas funciones como la
respuesta inmune, la produccidn hepatica de reactantes de fase aguda, mediacion de la fiebre y

proliferacion de progenitores hematopoiéticos (19).

Xing y colaboradores utilizando un ratén knockout para IL-6, (20) identificaron un componente
anti-inflamatorio en relacion a la accion de IL-6 en respuestas inflamatorias agudas (local y
sistémica) provocadas por exposicion del pulmén a toxinas de manera local o sistémica.
Demostrarén que IL-6 es relevante en el control de la extension de las respuestas inflamatorias
agudas (locales y sistémicas), particularmente del nivel de citocinas pro-inflamatorias en

compartimentos locales y sistémicos.

En general, en un huésped normal, IL-6 suprime el nivel de citocinas pro-inflamatorias sin
comprometer el nivel de las citocinas anti-inflamatorias (20,21). Los niveles normales de IL-6

alcanzan un pico maximo entre 24 y 48 h, después de una lesion (22).



Interleucina 12 (IL-12)

IL-12, previamente conocida como factor estimulante de células asesinas naturales (NKSF) y
factor de maduracion de linfocitos citotdxicos (CLMF), fue aislado originalmente del virus
Epstein-Barr transformante de células B. Es un heterodimero compuesto de dos subunidades de
35 y 40 kDa. Los DNAs complementarios (0 cDNAs) para ambas subunidades fueron clonados
en 1991 (23). Sus actividades bioldgicas incluyen aumento de células T citotdxicas, generacion
y activacion celular del asesino activado de linfocinas (LAK), aumento en la citotoxicidad natural
de las células asesinas naturales (NK), induccién de células T activadas, proliferacién de células

NK, induce la produccion de IFN-y por medio de células NK y de células T (23-25).

IL-12 se produce principalmente por células fagociticas en respuesta a bacterias, parasitos, o
por formas de bajo peso molecular del componente de la matriz extracelular acido hialuronico

demostrado recientemente. TGF-B inhibe la produccion de IL-12 (26-28).

IFN-y aumenta la capacidad de los polimorfonucleares para producir IL-12, incrementando
probablemente la produccion de IL-12 dentro de los tejidos inflamados (29,30). La induccién de
IL-12 por IFN-y es un mecanismo de retroalimentacion positiva para aumentar la produccién de
IL-12. También debido a que IL-12 es la citocina responsable de la diferenciacion de las células
T cooperadoras 1 (Th1) las cuales son productoras de IFN-y (31), el efecto potencializador de
IFN-y sobre la produccion de IL-12 se observa cuando el IFN-y se agrega de manera simultanea
al estimulo (por ejemplo el lipopolisacarido), pero es mas efectivo cuando las células

productoras son estimuladas por varias horas en presencia de IFN-y (32,33).



Factor de crecimiento transformante beta (TGF-p)

TGF-B es miembro de una gran superfamilia y existen 3 isoformas TGF-B1, B-2 y B-3, las cuales
comparten numerosas actividades reguladoras que influyen sobre el desarrollo, reparacién de

tejidos, defensa del huésped, inflamacién y tumorogénesis (34-37).

TGF-B como una molécula inmunoreguladora que surge de manera natural, promueve el
proceso inflamatorio manteniendo, la adhesién, el reclutamiento y la activacion de las células
no activadas. Por otra parte, TGF-B es un poderoso inmunosupresor y contribuye en la fase de
resolucion de la respuesta inflamatoria y reparacion de la herida. El balance entre estas dos
actividades opuestas es crucial para mantener la homeostasis inmunolégica en el huésped, asi

como también para proporcionar mecanismos de defensa sin lesionar al huésped.

Cuando hay lesion o dafio al huésped, las plaquetas, una fuente rica en TGF-B, secretan
granulos en el sitio de infeccidn, liberando TGF-B al ambiente local. A bajas concentraciones
(femtomolar) TGF-p actia como quimioatractante (38), reclutando células inmunes, incluyendo

monocitos, linfocitos, células NK, neutrdfilos, y fibroblastos al sitio de lesion.

Los monocitos/macréfagos activados, linfocitos, neutrdfilos, y fibroblastos sintetizan y liberan
TGF-B y la autoinduccion de TGF-B sirve para amplificar la respuesta inflamatoria, reclutando

células adicionales a la region y amplificando la cascada de citocinas (39).

Ademas suprime la produccion de una gran variedad de citocinas inflamatorias y quimiocinas,
que estan involucradas en atraer fagocitos mononucleares y que son esenciales para finalizar la
respuesta inflamatoria e inducir el proceso de reparacion (40).

TGF- B regula la supresion y diferenciacion de las células T reguladoras, participa en respuestas
para la reparacion que lleva a la deposicion de la matriz y la reconstruccién del tejido, y esta
involucrado en la eliminacién de células apoptdticas (es sintetizado, liberado y activado en

respuesta a estas células) (41).
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Interferén gama (IFN-y)

IFN-y, interferon tipo II, interferon inmune fue descubierto a principios de los 60’s como un
producto de las células mononucleares estimuladas por un mitdgeno, capaz de interferir con la
infeccion por virus en cultivos celulares. Después se encontré que era indistinguible de la

linfocina llamada factor activador de macréfagos (MAF) (42,43).

Las células asesinas naturales producen IFN-y debido a su interaccion con células blanco
(células tumorales, células infectadas con virus) y puede ser incrementado por ciertas citocinas,
en particular por IL-12. La produccién de IFN-y por las células T es resultado de la activacion,

seguida de la interaccidn del receptor de células T antigeno-especificas con su ligando.

La produccién de IFN-y por poblaciones de células T activadas policlonalmente podria ser
potencializada o inhibida por otras citocinas. IL-12 es tipicamente potencializadora e IL-10

tipicamente inhibidora.

IFN-y actia de manera sinérgica con TNF-a el cual ejerce efectos sobre las células endoteliales
y fagocitos mononucleares que llevan a la inflamacion. En particular TNF-o. causa liberacion de

factores procoagulantes, prostaglandinas, proteasas, citocinas y quimiocinas.

El IFN-y muestra un pico fugaz en el SIRS de origen séptico, facilmente detectado en los

sujetos previamente sensibilizados a una endotoxina. Se detectan interferén a, B vy v, la tasa de

IFN-y es la mas confiable (44).
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Factor de Necrosis Tumoral alfa (TNF-a)

El gen que codifica para TNF-a se localiza en el brazo corto del cromosoma 6, entre el loci de
HLA clase I y clase II (45). La transcripcion de este gen en monocitos, macréfagos y células T
lleva a la secrecion de un mondmero de proteinas soluble de 17kD que se combina
subsecuentemente para formar un trimero de 51kD, la forma activa del ligando de TNF-a
(46,47).

Hay dos receptores transmembranales para TNF-a identificados en muchos tipos de células:
una proteina de 55kD (p55) y una proteina de 75kD (p75) (48,49). Los trimeros circulantes de
TNF-a se unen a dos o tres receptores de TNF-a lo que lleva a un cruce y transduccién de sefal
(50,51). Ambos receptores de TNF-o. p55 y p75 sufren una ruptura enzimatica por la cinasa C
en la superficie membranal liberando proteinas de union solubles que aumentan la actividad de
TNF-a. a bajas concentraciones (debido al incremento en la vida media de TNF-o. por su

liberacion tan lenta) e inhiben la actividad de TNF-a a concentraciones mas altas (52-54).

Después de unirse a sus receptores de membrana, la citocina proinflamatoria regula multiples
efectos bioldgicos incluyendo reclutamiento de neutrdfilos a los sitios locales de inflamacion,
induccion de edema, activacion de la coagulacion e inducciéon en la formacion de granuloma

(55,56).

Aunque muchos tipos de células producen TNF-a, la fuente principal de esta citocina son los
monocitos y los macrdéfagos. TNF-o. induce un ndmero de cambios pro-inflamatorios en las
células endoteliales, incluyendo la produccién de citocinas, la expresion de moléculas de
adhesion, liberacion de substancias procoagulantes, la induccién de iNOS (inductora de o6xido

nitrico sintasa) (56); asi como de prostaglandinas.
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1.3. ANTI-INFLAMATORIOS NO ESTEROIDEOS (AINES)

Quimicamente son un grupo heterogéneo de compuestos que en su mayoria son acidos

organicos. Poseen propiedades anti-inflamatorias, analgésicas y antipiréticas (57).

Mecanismo de accion.

Sus acciones anti-inflamatorias derivan de su habilidad para inhibir la produccién de
prostaglandinas. La principal enzima involucrada en la sintesis de prostaglandinas es la
prostaglandina G/H sintasa, también conocida como cicloxigenasa o COX. Esta enzima convierte
el acido araquidénico (AA) en intermediarios inestables PGG, (prostaglandina G2) y PGH,
(prostaglandina H,) y lleva a la produccion de tromboxano A, (TXA;) y una variedad de

prostaglandinas estables (57).

Existen dos formas de ciclooxigenasa, la ciclooxigenasa 1 (COX-1) y la ciclooxigenasa 2 (COX-
2). COX-1 es la isoforma constitutiva principal se encuentra en muchas células y tejidos
normales mientras que las citocinas (IL-1 y TNFa principalmente) y los mediadores
inflamatorios que acompafan a la inflamacion inducen la produccién de COX-2. Sin embargo,
COX-2 también se expresa constitutivamente en ciertas areas del rifion y el cerebro y se induce

en células endoteliales (57).
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1.3.1 CLASIFICACION DE LOS AINES

Tabla 1.

Clasificacién de los AINES segin su mecanismo de accién

Inhibidores no selectivos de la COX (inhiben COX-1 y COX-2).

Derivados del acido salicilico: aspirina, salicilato de sodio, acetilsalicilato de lisina.
Derivados del para-aminofenol: paracetamol, proparacetamol, fenazopiridina.
Derivados de las pirazolonas: metamizol, propifenazona, fenilbutazona, oxifenbutazona.
Derivados del acido propidnico: ibuprofeno, naproxeno, fenoprofeno, ketoprofeno.
Derivados del acido acético: indolaceticos, pirrolacéticos, fenilacéticos, naftilacéticos.
Derivados del acido endlico (oxicams): tenoxicam, piroxicam, pivoxicam.

Derivados del acido antranilico (fenamatos): acido mefenamico, acido meclofenamico.

Inhibidores selectivos de la COX-2.
Oxicams: meloxicam

Sulfoanilida: nimesulida

Indolacéticos: etodolaco

Coxibs: celecobix, refecobix, etoricobix

Fuente: Farmacologia Basica y Clinica, Velazquez P.L (58).
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1.3.2 Derivados del acido endlico (oxicams): Tenoxicam

Se introdujeron a finales de los afios setenta como AINES de semivida larga, lo que permite una
sola dosis diaria (58). Entre ellos se encuentra el tenoxicam (4-hidroxi-2-metil-N-2-piridinil-2H-

tieno[2,3-e]-1,2-tiazina-3-carboxamida 1,1-dioxido) (Figura 1) (59).

OH
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HM 8] HM O
HO N/ — HO N’f
é:l:l éf'ﬂ
5 HG

N
s \,3

tenoxicam 5-hydroxtenoxicam

Fig. 1. El Tenoxicam es metabolizado en los humanos principalmente por hidroxilacion dando el metabolito inactivo 5-

hidroxi-tenoxicam (59).

Su vida media es de 60-75 h. Sufre metabolismo hepatico. Se excreta por el rifion el 66%, el
resto por la bilis. Su volumen de distribucion es de 0.15 I/kg. Posee una biodisponibilidad del
100% (60,61).

Entre sus efectos adversos se encuentran los siguientes: Nauseas, diarrea, estrefimiento,
vertigo, cefalea, prurito, elevacion de creatinina, elevacién de la bilirrubina, baja de
hemoglobina, granulocitopenia, trombocitopenia, hipertension, edema, palpitaciones, trastornos

de la visién y fotosensibilidad entre otros.
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ANTECEDENTES

1.4. AMIBIASIS

Parasitosis producida por Entamoeba histolytica (E. histolytica), protozoo caracterizado por su
forma irregular, debido a la emision de prolongaciones citoplasmicas conocidas como
seuddpodos. La forma infectante de este microorganismo es el quiste, el cual se excreta con las
heces y se transmite mediante la contaminacién fecal de manos, alimentos, bebidas y fomites,
de tal manera que es ingerido, y en el intestino da lugar al trofozoito, responsable del dafio que

se presenta en esta enfermedad.

La infeccidon generalmente compromete al colon, pero puede extenderse hacia otros érganos
por via hematdgena, tales como el higado, y con menor frecuencia, a los pulmones y cerebro

(62).

E. histolytica causa anualmente un estimado de 50 millones de casos de amibiasis invasiva
alrededor del mundo, en su mayoria en forma de disenteria amibiana, pero ocasionalmente
complicaciones extraintestinales serias, principalmente absceso hepatico amibiano (AHA). Se ha
puesto atencidén especial a las caracteristicas inflamatorias inusuales que acompafian a esta

enfermedad en humanos y animales de experimentacién (63).

1.5. FACTOR INHIBIDOR DE LA LOCOMOCION DE LOS MONOCITOS (FILM)

En el absceso hepético amibiano llama la atencion la escasez de elementos inflamatorios en los
estadios avanzados (64). Para explicar este fendmeno se han propuesto fundamentalmente dos
hipétesis, que no resultan necesariamente excluyentes: la “citolitica” y la “antimigratoria”.
Segun la primera, la amiba destruiria los leucocitos conforme éstos fueran arribando al tejido
infectado (65). La hipotesis “antimigratoria” propuesta por Pérez-Tamayo sugiere que F.
histolytica podria producir y liberar factores capaces de inhibir el arribo de los leucocitos al foco

de la infeccion (64). La falta de estos elementos inflamatorios tardios pueden, a su vez, estar
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relacionados con la ausencia de tejido cicatricial y en consecuencia con la perfecta regeneracion
del paréngquima hepatico. En relacion con esta segunda hipétesis, Kretschmer y col.,
demostraron que en el sobrenadante de cultivos axénicos de E. histolytica se encuentra un
factor capaz de inhibir /n vitro la locomocién (aleatoria, quimiocinesis y quimiotaxis) de los
fagocitos mononucleares (FM) humanos, y no la de los polimorfonucleares humanos (PMN) por
esta razdén al factor se le dié el nombre de factor inhibidor de la locomocidon de monocitos

(FILM) (Figura 2) (66).
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Fig. 2. Efecto del sobrenadante (SN) de cultivos axénicos de E. histolytica sobre la quimiotaxis de: A) monocitos
humanos y B) polimorfonucleares humanos. El SN del cultivo de E£. histolytica ejerce un efecto dosis dependiente (ml)

sobre la quimiotaxis de monocitos humanos pero no sobre la de los polimorfonucleares (66).

El FILM /n vivo inhibe en forma dosis-dependiente la locomocién de los FM, pero no la de los
leucocitos polimorfonucleares, como lo revelaron los estudios con camaras de Rebuck en

voluntarios humanos (66).

El efecto bioldgico del FILM sobre la quimiotaxis de FM puede cancelarse inhibiendo la sintesis

de proteinas en los FM mediante cicloheximida. El FILM es una molécula de 765-478 Da (Figura

3), termoestable y que almacenada a -70°C no pierde su actividad bioldgica (67).
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El FILM se purifico a partir de sobrenadantes de cultivos de amibas ultrafiltrado por Sephadex
G-15, la actividad bioldgica del FILM se detectd entre los 765-478 Da (Figura 3) (67). Esta
fraccion fue sometida a HPLC de fase reversa, se obtuvieron 5 picos, y solamente uno mostrd
actividad bioldgica (Figura 4), este pico se concentré de nuevo por HPLC, se sometid a
espectrofotometria de masas y finalmente se secuencid por la técnica de degradacion de
Edman, con la que se obtuvo la estructura primaria del factor: Met-GIn-Cis-Asn-Ser de 581Da

(68, 69).

Los estudios posteriores revelaron que los monocitos que resultan inhibidos por este factor
muestran un aumento de microtubulos asociados al centriolo, lo que sugiere una congregacion

excesiva de microtUbulos como la causa directa de la reduccion de la locomocion (70).

El FILM se ha detectado también en el extracto soluble y en el paquete de redispersion de
amibas sometidas a lisis lavadas exhaustivamente y procesadas segun el método de Aley y col.,
(71), lo que sugiere que el FILM es producido por las amibas, hecho comprobado con estudios
de cisteina marcada radiactivamente donde se verificd que el FILM se sintetiza de novoy no por

ingestion-digestion y regurgitacion de algun componente del medio (72).

El factor inhibidor puede absorberse con FM y recuperarse subsecuentemente por elusion acida
(pH=3.0), lo cual sugiere una interaccion dinamica y reversible entre el FILM y su receptor
sobre la membrana de los FM. Los PMN absorben el FILM sélo parcialmente, mientras que los

linfocitos no lo hacen (73).
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Fig. 3. Cromatografia por Shephadex G-15 del sobrenadante del cultivo de £. histolytica y medio axénico. La actividad

bioldgica se detectd en el SN del cultivo de £. histolytica entre los pesos moleculares sefialados (67).

El tratamiento del FILM con peryodato no modifica su efecto inhibidor sobre la quimiotaxis de
FM. En cambio, el tratamiento de los FM con concanavalina (ConA) o con peryodato cancela o
al menos disminuye importantemente el efecto inhibidor, lo que sugiere que el FILM no
contiene carbohidratos con grupos vecinales OH-OH u OH-NH,, mientras que él o los receptores
si los contienen. Cuando el ensayo de la quimiotaxis inhibida por FILM se realiz en presencia
de diversos carbohidratos, solo se observd disminucién significativa de la inhibicién usando D-
manosa, 4-0-B-galactosil-D-manosido y manana, pero no con otros carbohidratos (incluyendo

glucosa y fucosa) (74).

El FILM /n vivo, retrasa el arribo de leucocitos mononucleares en camaras de Rebuck en la piel
humana (66); en cobayos y gerbos, inhibe la hipersensibilidad retardada cutanea por contacto
al 1-cloro-2-4-dinitrobenceno (DNCB) (75) y abate la expresion de moléculas de adhesion VLA-4

en monocitos y VCAM en el endotelio vascular (76).

Ademas el FILM cancela la explosion respiratoria medida por quimioluminiscencia (ROI: H,0,,

0,, OH") y la produccién de éxido nitrico (RNI:NO) en monocitos y neutréfilos humanos, todo

ello sin afectar la viabilidad celular (77, 78). Los eosindfilos no son afectados por el FILM (79).

19



El efecto del FILM sobre la expresion de citocinas pro y anti-inflamatorias en linfocitos T CD4*
humanos reveld que inhibe la expresion de IL-1B principal citocina proinflamatoria, pero

aumenta la expresién de IL-10 que es el prototipo de las citocinas anti-inflamatorias (80).
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Fig. 4. Cromatografia por HPLC de la fraccién 765-478 con la actividad

bioldgica El pico 2 inhibid la quimiotaxis de los FM (68).

Un péptido sintético con la misma secuencia del FILM (obtenido de American Peptide Company,
INC.) reprodujo el efecto bioldgico del FILM nativo (FILMn), por otro lado, un pentapéptido con
los mismos aminoacidos pero en diferente posicion (GIn-Cis-Met-Ser-Asn) (“scramble”) carece

de los efectos bioldgicos mencionados (68).

Mediante estudios de la estructura electronica, de sus propiedades estructurales vy
fisicoquimicas a nivel Hartree-Fock, se identifico la estructura quimica espacial y el sitio reactivo
mas probable en el FILM. Los resultados geométricos, estructurales y de orbitales destacan la
presencia de un grupo farmacéforo — ....Cis-Asn-Ser — en la secuencia del FILM, el cual podria

ser relevante e imprescindible con respecto a la actividad anti-inflamatoria (Figura 5) (81).
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Fig. 5. El estudio de la isosuperficie del potencial electrostatico destaca la presencia de una mayor densidad electrénica

en el segmento del grupo farmacéforo que esta constituido por los aminoacidos  ....Cis-Asn-Ser (81).

La proteina que origina al FILM no se conoce todavia, sin embargo, una blisqueda en el genoma
amibiano en el Instituto Sanger (The Sanger Institute Research) (82) reveld la existencia de tres
secuencias candidatas de nucledtidos que pueden originar el factor con los siguientes nimeros
de acceso: FEnt394b09.plc; Ent639c05.glc; Entl1747a0l.plk, esta Ultima es la que mas
probablemente de origen al FILM. Por otro lado, se encontrd en el GenBank (National Center For
Biotechnology Information, NCBI) (83) que la secuencia de aminoacidos (Met-GIn-Cis-Asn-Ser) del
FILM presenta un 100% de homologia dentro de 28 secuencias de proteinas distribuidas en 46
especies (Drosophila melanogaster, Mus musculus, Sandfly fever naples virus, Criptosporidium

hominis, Homo sapiens entre otras).

Tantos efectos del FILM sobre una cantidad enorme de células llevo a considerar una accion

sobre la red de citocinas (pro-inflamatorias y anti-inflamatorias), como uno de los probables

mecanismos de accion.
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2. Fundamento Teorico

La inflamacion es la reaccion del organismo frente a la invasion por un agente infeccioso, ante
un estimulo antigénico o simplemente en lesiones fisicas como las contusiones o las fracturas.
Es una respuesta en la que se produce un desplazamiento de leucocitos y moléculas
plasmaticas hacia las regiones de la infeccién o de lesidn tisular, estas funciones bioldgicas son
reguladas por una amplia red de citocinas. La lesién dispara una cascada inflamatoria a través

del incremento en la expresion de citocinas.

El factor inhibidor de la locomocién de monocitos (FILM), un pentapéptido con propiedades
anti-inflamatorias, podria  contribuir regulando la inflamacion observada después de un
traumatismo, a través de los efectos que ejerce directamente sobre los monocitos o
indirectamente, modulando la produccidon y/o expresion de citocinas involucradas en el

reclutamiento de células mononucleares al foco inflamatorio
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3. Planteamiento del problema

Las citocinas son sustancias activas que interfieren de forma muy importante regulando el
proceso inflamatorio. El FILM posee propiedades anti-inflamatorias selectivas sobre los
leucocitos. Los efectos del FILM sobre la inflamacion podrian estar causados por un efecto
directo sobre las células efectoras como lo sugieren los estudios /in vitro, (inhibicion de la
locomocion de los monocitos y la explosidn metabdlica) pero también indirectamente a través

de su efecto sobre la red de citocinas, disminuyendo el estado inflamatorio.
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4. Objetivos

4.1. General

Analizar el efecto del factor inhibidor de la locomocién de monocitos (FILM) sobre la expresion
de citocinas (IL-6, IL-10, IL-12, TNF-o, TGF-B e IFN-y) en el proceso inflamatorio que ocurre

después de un traumatismo agudo controlado (contusion y/o fractura).

4.2. Particulares

I) Evaluar si el FILM afecta la expresion /n situ de citocinas pro y anti inflamatorias

producidas después de una contusion en ratas Wistar.

II) Evaluar si el FILM afecta la expresion /n situ de citocinas pro y anti inflamatorias

producidas después de una fractura en ratas Wistar.

21



5. Hipotesis

Debido a los efectos comprobados del FILM tanto in vivo como in vitro los cuales se relacionan
con el proceso inflamatorio, este afectara la expresion de citocinas pro- inflamatorias sin dafiar
la expresion de aquellas anti-inflamatorias, con lo cual disminura la inflamaciéon que se genera

debido a la produccion de una fractura o de una contusién
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6. Diseiio de la investigacion

Estudio: experimental longitudinal prospectivo

6.1. Poblacion

Ratas Wistar machos adultos jévenes sanos de 200-300 g de peso

6.2. Criterios
Inclusién: Ratas Wistar machos jévenes sanos

Exclusién: Ratas con mas de 300 g de p