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INHIBICION DE LA DERMATITIS ALEGICA POR CONTACTO 

(DAC) POR EL FACTOR INHIBIDOR DE LA LOCOMOCION DE 

MONOCITOS (FILM)Y PEPTIDOS SINTETICOS 



LORENA DIAZ /BARRA. INHIBICIÓN DE LA DAC POR FILM 

RESUMEN 

La E. histofytica tiene varios mecanismos capaces de neutralizar las defensas del 

cuerpo. Uno de ellos es la producción de un factor inhibidor de la locomoción de 

monocitos (FILM) identificado en nuestro laboratorio. Esta molécula afecta, entre 

otras, la locomoción y la explosión oxidativa de los monocitos, células fagociticas 

que predominan en la inflamación tardía. 

El FILM es un penta.péptido que es capaz de inhibir la dermatitis alérgica por 

contacto (DAC) • al dinitriclorobenceno (DNCB) en los cobayos - modelo 

representativo de i.'.fla;,.,a·CiÓn tardía. 

En el presente tráb;,¡,jo evall.Íamos E!I E!fec:to .i ... hibitorio de c:u>;"t~o análog'os sintéticos 

con distintos grados d.;; ;;;emeja;:.;.;;á al ~ILM sobre ia DAC eri' ros (;obE.yos ..•.. · 

Se hicieron diluci6hes progrel>iv~~ 1 ;1 O ~~ ~dl péptid.; para obtener las dosis 

1 ooo, 1 oo, 1 o, Y 1 µgtml que se designaron eón un.número de. código. 

1 'T\C::C' ~'C;Í:.:r 

d-~~-- ' 

\ 
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Los cobayos se sensibilizaron con una solución de. 1 Omg/ml. de DNCB, quince días 

después los animales se retaron con. una dosis ·de DNCB 200. veces menor a la 

dosis vesicante sobre una inyección. i;;fr'3~érri:iiC:S d;,; un·a muestra codificada, del 

FILM como control negativo y de solución:.!;ialina 'isotónica (SSI) como control 

positivo. Las reacciones se evalua/o;; a'.: las. 4í:{ h~rás y se clasificaron como 

positivas (eritema e induración.·;;,:·. !5_mr11.) ·c. c:;;.mo. n~ga'Íivas, también se evaluaron 

las medidas de los diámetros pro,:;;.~diC.: ·· 

'. ":~·.~...-,·~::>~'···. 

Dos de los cuatro pépi:rc:l~s-, (iciE,',.;t¡fi.;..Ci.;s ·como .1 y. 4) reproducen. el -efecto 

inhibitorio del FILM nai:._;r'3t;;;;¡,¡.;, ía' DAC .• Lá aperturá parcial del código muestra 

que estos son penta~~pti~i~;?A\<>'- . - -

--:;"' --:.·::S2:~: ::/-~~;~;>.:·.· 
· ... 

- :- ,·.· 

Los dos péptido to¡¡,;1,.;,E.nt~ dishÍlio;~I FÍLM (pro ~Gí;;:...: Glri '--é3lri·.;,v .. 1 - Gin -

Gin - Gin) no túviero..; ninguna acC:ión 10; qu'e d.,;m,'.;E,!;;tra q..;E, el .efecto es 

especifico~ 



LORENA D{AZ /BARRA. INHIBICIÓN DE LA DAC POR FILM 

CAPITULO 1 

·r; ~TI~ J\ TI j!J 

3 

rr1:::~1~ r.nw 
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GLOSARIO. 

AMIBIASIS.- Actualmente la amibiasis es ocasionada solamente por cepas de 

E. histolytica· con poder patógeno. Sólo una parte de los individuos infectados 

desarrolla slntomas, a esta enfermedad se le conoce con el término de amibiasis 

invasora. :Al. grupo de. individuos infectados asintomáticos se les considera 

portadores de f:!; f?istofytica. 

AMINOÁCIDO.- 'constituidos por un carbono cuaternario unido a un radical amino 

("NH) y a un grllp~'c;,;;boxilo ("COOH). - · 

AMPc.-

enzimática 

ciclasa que fo~~ .;,;· ,,¿;;;l~Ótie!o' clclicci}c:i¿ea sÚ vez '1eti~a a· ,a enzima. fosforilasa 

y desempeñan imp;;rt.iiñtes.fúncionesc0mo.meinsajerci"intraé:e1ú1ar. '· 
\~·: __ ;·:/~~:. -~;L' >',~-.'.-~;·, ·_-_-., - ~,-J;~· _,.. ,._,. -· ·:-< ·, .:;~_;,: .:~·:-. - -:~:::· 

CULTIVO AXE~;I~~--: ~;ed:o'de i¿ltivo liLe de bacterias, <(en. oposi~ión a 

medios monoxénicos que. contienen bacterias u organismos vivos como uno de 

sus componentes). 
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DERMATITIS ALÉRGICA POR CONTACTO.- (DAC). Erupción cutánea 

provocada por la exposición a un irritante primario o a un antígeno sensibilizante, 

induce memoria inmunológica en ciertos linfocitos tras la primera exposición. Ante 

una segunda exposición se··- genera: 'iú1éi' ·"respuesta consistente en eritema 

(enrojecimiento) e induración (endurecimiento). 

2,4- DINITROCLOROBENCENO.- (DNCB). Sustancia sintética, inexistente en 

la naturalez'3, efe bajo p.,;sc, m~1e6u1ar; altamente reactiva, irritante y sensibilizante. 

Forma enlaces · dinitréífenil~proteicos con diversas sustancias de los tejidos, 

induciendo respue~t.;¡s tip;; hapt,;;~.;- acarreador. 

Entamoeba que se encuentra frecuentemente en el 

intestino del ho¡..;t;';.i,,:d°i:fncl~··¡)Üede' causar la disenteria amibiana. Aunque muchos 

enfermos son a~írit6~áti·6.:;;.·;. puede invadir los tejidos y producir especialmente 

amibiasis hepática.;~;: . ······ 

/·"~~. 
,?:;,;!_:; 

FAGOCITOS . ..: :.Tipos': d~.' leucocitos (macrófago o monocito y micrófago o 

polimorfonuclear) e:«~í'1 Jr,·~·c;:;,,µ03c;:idÉicf de.fagoCitosis muy desarrollada, forma parte 

FAGOCITOS1s>· Proceso ··por el qué ciertas células engloban e ingieren 

partículas, microorganismos y restos celulares. 

l, 
' 
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FILM.- (Factor lnhibidor de .la Locomoción de. los Moriocitos). Pentapéptido 

producido por E. histolytica, cepa patógena HM-1 en cultivo.·axénico, asl como por 

otras amibas. Es· capaz de· inhibir quimiotaxis'.' qui;.,:,iocinesis 'y ,.¡:,ovÍlidad ·de los 

monocitos humanos. (Identificada en ; la Únicl~d, d.;' lnv~stfgaciÓn Médica en 

Inmunología del Centro Médico Naci;;,na~ ;iglo·.xX'r)~: 
::-" ,.':', . >. ~<·:- ·-, .. ;,:'< 

HIPERSENSIBILIDAD : RETARDAD:~_.?· ~Lcció¡:, inmunitaria mediada por 

células con edema, eritema .· y un' infiltrado eelular que son máximos 24, 48 y 72 

horas después de 1á pr~:,;o~qiÓ,:, ce>;;' 'E!1 anti9Ein~. 
"'?;-,·;-,..',•'~' ,, ,:, -~ .. -:<f~:~~' ;,;~;~: .· ~ 

INFLAMACION . .'. '. Re.a¿ci~n ·~r~~~~t~:i' ~'~restaurad()r.;, .. d~I. c~erpo; puede. ser 

aguda o crónica. sús signos soíl 'enrojecimiento' c'iut>Cir>. :·tumor <hinchazón> calor y 
" ...... - " ; '. ' ~ ..... ·-· .... . ,, , - . ·- . ' . '. . . "-. . .· . . 

dolor. Puede, o rio;·tener Uri'dimiloneili:e'inmür161ógico 'asoCiai:la.· 
,., - ~~_.'.:~· :\:~\~~ : ... ·:--. -... '--.~-''.):: :·'._':~,~~.~:; ~;<::-~;!~ -~1 :::· -~):;!y" ./~-\~;_ . -- ·." _::. ~~- _'._;-

<:.~~ ' ~~-~~' ·t~< ~~3::~·x·_-.:,• ,-,•·,_ - /N __ ::> '}<~~~-- --,• '' ~ ~-.--.. ;::• ·_?'._::;;· __ <--:\; ," '• ' 
LOCOMOCION~ CELULAR:.:.' Movilidad. 'de\ células. '.La, moJirié:r..lé:I pu_ede ser 

espontánea (movimi;;,nto···;:¡¡e.;.tcrlo);'. niC.vilidad~aLJ~erítada' µ~·~o· no. direccional 

(quimiocinesis) o niaviÍicl.:.cl al:iriíe'ntacla y clire66ional (qu;,;:,]C,íaxls'): Lbs 1éJcocitos y 

las amibas se mueven' por e,,;;i;;iónde J~C> () ,nti; ~i,,Jc:IÓpod6.;. 

f TT"-· :-- ·;r .~:;--i 

LI1·'-'.~~ .'':':~ ,)'.:.iGEN \ 
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MACRÓFAGO.- Fagocito mononuclear que deriva de los. monocitos de la 

médula ósea y desempeña papeles importantes· en la in.munidad celular 

{fagocitosis, fagocitosis inmune, presentación.'de antígenos· y producción de 

mensajeros inmunológicos). 

MONOCITO.- Tipo de leucocito, sin gránulos {bajo microscopia de luz) de 

función principalme;,te fagocftica, presente en sangre. Al pasar de la sangre a los 

tejidos madura a mácrófago .. 
: '· . 
. ;.·:' 

PÉPTIDo.~·co~n~LJe~tofbn,.{a°d()po/áinino'\'hidCls, c~ando son'docCl~ f6~an un 

:~~:::::~:iaqura:~;:~:~w~:::,;i~~=~:~~j,ºt~;:;é;~:o!~di:~;~p:~:::. y e:c~ 
Cuando son muchos amin¡,ácid()s, coristituyen· l;;s prÓt~fnas ....• 

1 
~: \ 
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QUIMIOCINESIS.- Movilidad celular aumentada en intensidad· pero no 
+•', ' -_ ;-. - --- .... 

direccional. caúsada·por ~ri'a-conc0ntraci~n uniforme-de_':J,~~ -~ustS~ci_a atractante. 

«. :' ·:::.:_·-::;.·:·· ;-·'.< ··:-?'·-'~·:>"- :-;~ ... ~::·é·-. .:'<~~-~:<::> ' 
QUIMIOLUMINISENCIA:~ Liberación .. de e;.;;,,rgÍ~ Íurninosa :¡:,br una .reacción 

química, . se empl;,,~ .~~'0,6· ._;~~ f;;hna para medi~ eÍ. est~llldo. r;;,spirátorio en las 

células fagocfticas'.',,_' ··:; / · 

, .:' . •. -: ' ."" ~. - : ' . '; , 
QUIMIOTAXIS.C ·. MigráciÓ;, .·· a lo largo . : de un gradiente de 

concentración dé :~,.;~',sustan6i;,; química~ P~oceso m.,;dia;.;te el. cual los. fagocitos 

son atrafdos a la ,;;,;.;i;::;d~d'de los p;;.tÓgenos invasores. 
' . . . ~, '. •,' . , ' - -

- _L_:: 

SOLUCIÓN-SALINA 'isoTÓNl.CA.- (SSI). Solución amortiguadora dé-fosfatos 

pH= 7.4, libre de pirógén.as'• · 

UL TRACENTRIFUGACIÓN.- Centrifugación a alta velocidad .que puede ser 

empleada para identificación analftica de proteínas de diversos. coeficientes de 

sedimentación o como técnica preparatoria para separar· proteínas de formas y 

densidades diferentes. 
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UL TRAFIL TRACIÓN.- Filtración de soluciones o de suspensiones a través de 

membranas de.poros graduados de tamaño extremadamente pequeños ( hasta de 

0.22 µm). 

ZIMODEMOS.- Patrones de movilidad electroforética de isoenzimas de los 

parásitos. 
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CAPITULO 2 

,-----~~-.-J 
\Jb'.:. .. - - .\ 

,...-- -----~----'---------------
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INTRODUCCION. 

AMIBIASIS. 

El término amibiasis incluye a todos los casos humanos de infección por 

Entarnoeba histolytica. Sólo una parte de los individuos infectados tienen síntomas 

imputables a la penetración del parásito, a esta enfermedad se le conoce =mo 

amibiasis invasora. Al grupo de. individuos infectados asintomáticos se les 

considera portadores de E. histolytica. 

La amibiasis sintomática es u,:;a enfe,:,,,edad intestinal, y .cuando se vuelve 

extraintestinal generalmente'·afect~··alhígado: Déiacuerdo con·su sintomatología, 

la amibiasis intestinal pl.Jede:p,;<'.:)ci¡:;¿ir~Júr,.;,·i,;:,::;,plia variedad de alteraciones 
' . .,· . ,. . -.¡'' 

anatómicas. Las correspondientes .. a.C::uádros·cfínicos·bien definidos se =nocen 

como colitis ulcerativa; a~ibi~~.;'.·:·_,:,,';,i9~;;,1brl -;~6;:.i.;o o disentería amibiana, 

ameboma o glanuloma amibfarló; ·.;-apt:;'r1'::licitis'amlbiana. La amibiasis hepática se 

caracteriza por J_a- 'pr~s~~~-i~>id·~ \'·:~-~~·-,.:«:;~-'::_>:~é~;, .é'_~~as grandes de necrosis o 

"abscesos". Ademá;;; 1a'.an:,ibi~·5¡~;e:ictr~irlt;a~tinal puede afectar a casi todos los 

órganos del cuerpo; ,la~ localizacio.ñe;,; ~¡¡;;tintas· al intestino y al hígado son muy 

raras y generalmente; oc.urren. en sujetos ~r.,;·vemerÍte parasitados (8). 
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La infección por E. hist~lytica se considera un p~oblema grave en la población 

mundial, que afecta de manera''principáÍ.Íos--',;.;.1ses eri .de!sarrollo, entre ellos 

México. La mayoría de los casos· corresponden· a·· portadores sanos y solo una 

mlnima_ pa.rte presenta invasión tisula~_;":-:.:.é·.,,: ·-·• 

Las diferencias epidemiológicas [(50ox1o6_'¡11ie'cl~d-os,:· 50x106 enfermos y solo 
_ .. - . .,,..:,-,. ·-· - :-.-· 

1x105 de estos últimos con irivasiórÍ·,,··amibiana extraintestinal (hlgado) 

(GUTIERREZ, 1997)], sugieren qu.;, ,,;·,:'iri~,;siÓ¡., -eXtraintestinal sea un evento 

aleatorio bastante infrecuente o alta~.,;.;¡:,;t_selectiv~ •. o que existencian de casos 

de amibiasis invasora hepática, doiidé_está'''seinic;ia pero no progresa gracias a la 

capacidad del huésped para oponerse 'a 1-;;:· invasión. 

~-;._\_· -

' >·- .. _,,: . 
Estudios serológicos en la· Ciudad - de· México indican que- arriba ·del-_ 9%. de la 

población está infectada por E. histolytica./México se considera Ú,.;o de _ros -~_aises 
más afectados por amibiasis invasora, .especialmente por la gravedad y frecu_encia 

de los abscesos hepáticos amibianos: Seguramente no es accidente que la cepa 

más virulenta jamás encontrada, la HM1-IMSS (de la que se o.btuvo el FILM): haya 

sido aislada en este país (8). 



13 

LORENA D{AZ /BARRA. INHIBICIÓN DE LA DAC POR FILM 

AMIBAS. 

Probablemente Ja primera descripción de las llamadas amibas, correspondió a Jos 

microrganismos que c;:ambiaban de_ forma que refiere RClsel Van Rosenhof en 

1755, a Jos que llamó "El pequeño proteo". En 1839 se crea el género Amoeba y 

diez años después _se· da ac"c0nócer Entamoeba gingivalis con el nombre de 

Amoeba gingivalis. Per6<es h~,;ta 1875 en que Aleksandiovich Losch publica el 

estudio ·oE.sarrollC> ma .. i\to" Ci.:. a;;.:,ibiasis en el intestino grueso", donde describe a 

Amoeba ;,olí, ~uk firi.,"1,:,,~,.;t.;, d.;,spliés se designa _como Entamoeba histolytica. 
(1 O). . ·;··~- -

La E. histolytica, ~~ un pr~tozoa;i: p~~u.;,~~ ~~0-~0µ) -~ especialmente a_naerobio o 

más precisamente micro!"erobio.'éste prÓtozoai-io ." pE.queño y frágil, . sensible a 

ligeros cambios de, te~peratl.lra..-e.s ~pa~_de,coloriizar '31 irt!e .. Íino grueso de un 

porcentaje consid,;;r;.ble, d~ -,~ po'bra:~iófl ,;,-..;;:;.ji.,;i.-A~~mái., J;;·;;-¡:.;~ristancias aún .. ' ·' . . . . ..... , . - --,; -· .. ·.,. ·. ,. . -;· 

desconocidas pu;,,de :. in,vadir_._._ la : : múco~•· · intestinal: y .• jeventualmente destruir 

=::;::d::t11E~Jt~:i;~~~~~~J!rf?~t~fili~~~:;:·: 
locomoción de 10.; mo;,6c¡to~' (FILM), ~~.iCii~n~6 ;é:6"n! é°x"it~ 1a.; respuestas de 

defensa molecular_ y· celul,;~ ,dei,' hui;;spE.d _hÚ~·;¡,;;ci/A.t.;:;e.~o.; que la infección 

invasora sea deteríida·· por tra.tarTiieri"tO-·ac.eCUBd-o. ei pr_O~ozoario continuará su 

actividad destructiva hast.ii q~e el ~u.i>.;¡:;ed ~~~r;..: Ca); -

·y;:_~··.:.~~ : . ; . \! . -····1 
FALLi~ ,,,,, ._,~,1uEN \ 
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La existencia de dos especies fue sugerida por estudios mediante zimodemos, 

asociándo ciertos zimodemos con e-nteím.;dad '. .. ~i~~c;,máli~ =:- in·~~Si~'a· y otros con 

portadores asintomáticos. 

En 1997 se recomendó formál~ente agrÜpar.los zimodemos no pátógen.o~ en una 

nueva especie E.dispar reserv.arido: :.eL termin.o •de':~: histÓIYtica •sólo para los 

zimodemos patógenos.. ... . ,,, •. ..;~ .. • .· :: •.··. ·,. 

Actualmente se acepta que exi~ten dos espeCies 'de• Entamoeba> ;~~i¡;'tin~uibles 
morfológicamente; una p;.tÓgE>'na:''é ¡;¡;to/Ytica . 
11). - > ~~ ~' ··. ·-

El ciclo vital dé. E.· histolytica es sencillo ya que; a diferencia de otros protozoários 

patógenos, ca~ece dÉ> etapa sexuaÍ o de huéspedes inte~ediarios. 

' ······.·.' \ > ' ·. ···. ' ·. ·· .. ·. • . 
La forma vegetatii.:., ~;~~~fowí-to: mide de 20µ o SOµ: vive en I;. luz inte;_tinal y se 

reproduce en forma' bina~ia:'. El frot~zolto ernpi.;,za a cambiar, pierde su forma 

irregular y se hace .. sfé~j¡;,~ ;.I tiE>mpo que ap1uE>.;e ~na p.;.;.;,d quistica, el cambio 

del trofozolto concluye c,on .la, formación.· de· un. quiste maduro de 1 O a 12µ de 

diámetro con 4 núcleos (1 O) 

1 T;~··--·.-. 

LB'~ ·~ 

,- ... .... .... 1 
·', 1 \' 

-.~·---~-~"'! J 
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Los quistes pueden sobrevivk fuera del hospedero semallª". o meses si el medio 

es húmedo. La p·ared de· quitina del quiste 'confiére protección contra la acción 

destructivade acid.;;z gá~trica: · L 3 -- . .. x{;; .... 
",_ ·' . 

Una vez que se ingiere el q.:Íistl;; m'adu~Ó. este d.;,sC>iende al t1.d).; dige~tivé,; .hasta el 

intestino, inicia/:;¡,¡ proc.;;.;;.:, de· desenq¿ist~,:;.;i.;;ntoé É1'de;s~nq¿istanÍi.;;nto produce 

un metaquiste cuadrinucleado; qué a trav_é:s de' uná .. serie compleja c:i'e divisiones 

nucleares y citoplásmicas;;rigina.la formaéión de ocho trofozoftos mononucleares 

(2). 

Al alcanzar el intestino grueso, estas formas móviles se nutren•- de_ bacterias y 

partículas alimenticias: 

Algunas amibas no ·enquistadas son eliminadas por las_ heces, pero su: vida 

exterior es efifl_ler~;\r:t;~.~~e:-e:~··,~¡ a~~i~':1-t~.-~ a_~,:,:c~.".1~?º-~Ueran-.i~g.~~.ida~·-vivas no 
sobrevivirán al vii.je ácido por '1á' pÓ;ción sUp.;,riór del t~b,;: dig'e'stivo. Otros 

trofozoitos sin embargo:,¡.;, enquistan ll al salir. con hec:!es y posteriormente ser 

ingeridos, completan este simple pero muy exitoso ciclo vital.-
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El ciclo vital de la E. histolytica (como el de E. dispat') no requiere de una etapa de 

invasión tisular. En la gran m>:.yorfa d~ los casos, las amibas viven como pacíficos 

comensales en el colon· (anÍibÍa:¡;is: i~minal)c·, E!'· algunos casos .sin.· embargo, el 

parásito invade la . mucosaºhntestinal> (anÍ_ibiasis invasora intestinal). primero 

adhiriéndose al epitelio a través de u·n ligando con carácter de lectina·. 

,. /··:;; .. : .. :"¡ 

Penetran en . otras:~ ~.pas y· ·~v;ntualmente algunos trofozofto,; ."eventualmente 

entran al torrente.,. circulatorio y pueden originar las formas · invasoras 

extraintestinales" d;,,
0 

la amit:iiasis, en primer término al absceso del hfgado, al que 

llega por la vena porta (2). 

RESPUESTA INMUNE GENERAL. 

El sistema inmunológico, tal y como se concibe actualmente, es un sistema 

complejo que incluye la participación de multitud .. de. cé.lulas ·y factores solubles, 

que interaccionan entre ellos para conformar un ·sentido biológico defensivo. En 

general, y de manera simple, la respuesta biológica defensiva frente a la agresión 

reúne tres componentes: inflamación, inrriu-~idád natural, e inmunidad 

especifica. Las dos primeras forman parte de lo que es calificado como 

Inmunidad innata (inespecffica); la últimá forma parte de la Inmunidad 

adaptativa (especifica). 

1 
l.J·\: 

:;, ·-.. -.... -
· ;, 
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La Inmunidad innata se caracteriza por la ausencia de reconocimiento especifico 

de un antígeno dado. En estas respuestas están implicadas las células 

encargadas de eliminar a Jos agentes agresores sin necesidad de reconocimiento 

especifico del antígeno agresor. Estas células han nacido con el aprendizaje 

adecuado para distinguir lo propio de lo extraño sin necesidad de mecanismos 

complejos de reconocimiento, y con la ausencia de memoria posterior para el 

mismo antígeno dado. El sistema monocito-macrófago y toda la serie de 

polimorfonucleares (neutrófilos, eosinófilos y basófilos), junto a un tipo especial de 

linfocitos denominados NK (natural Killer; asesinas naturales) son los elementos 

estructurales de esta respuesta innata. 

En la respuesta adaptativa o especifica, se encuentran implicados los linfocitos T 

y B. Los anticuerpos· producidos por los linfocitos B (respuesta inmune humoral) 
',' ' ·- . -- -·, .. 

reconocen los ·antlgerios .. -extracelulares, mientras que las ·células T (respuesta 

inmune célular) sC>1() : pu.i.de reconocer fragme;~tos ''. antigénicos que les sean 

presentados en asociación con moléculas codificadas por el complejo principal de 

histocompatibilidad. 
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ENCUENTRO DE LA E. histolytica CON EL SER HUMANO Y SU SISTEMA 

INMUNOLÓGICO. 

:_-_( ~·:: ,~ ' . ' 
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Una vez.invadida.la mucosa aparecen respuestas inmunes celulares y humorales 
-- . . 

bien definidas: Estas pueden· inicialmente comprender exclusivamente las células 

inflamato.rias qJe-~e_acum..;1..-n en.el sitio de la invasión, sobre todo aquellas que 

se encuentran,.;¡:, los §6rdes ele" las Úlceras amibianas, donde ocurrirá el primer 

contacto real entrí?aritfg.enosamibianos y'las células de la red inmunológica. 

---:.-" ..... ;:-- ,., .., -~; \, 

La amiba que Í1egá)~1.1 torrente• ciicul~t6rio ··se. enfrenta c;,,ri_ .;I' sistema del 

complemento,·. activándolo , ya/s§a a tra\lés ·.de_.· inmunoglobulinas especificas 

preformadas o a· t~~~é';; de'Í_; 'vi>,> ~Jt~n..-:· en .:.us¡;;ncÍ~ 0de a;,ticÚ'.'rpos c-i f)): El viaje 

por el torrente -~~ri'!;JJ1~.;;º"".~e~'ur..-;;.;.;;,1;o e,~- de ~.j;t.; dÚr,;.ciÓ;:.;; y.;.'q.:.-;. l.;s· amibas 

pronto quedarán afrapád~s·de aÍ~;,;,..-· mane~a _;,n los ,."i;,us(:,iéfes hépaticos: Aquí 

convergerán . las':· res~~~e-~t~s, .• ce1Jiares>: humorales,. el. ~.c:c:irr;ple~ento . y la 

coagulación. . .. c.c .•. ~<···~;,;c- ;·»'·' :·····.·-··· .• ·.•.··_· __ .. ~.-_'.·.·,·. (. ·. ~· ·· , ... . >~\-'' ~-'.~:·?~ ~·~- ... , . .,. 

Sigue siendo teE~ S,J ~s~:~ulaciÓ;,, hasta ~~.; Jj~t~':;crn~titLe un .. ~equisito 
esencial la e~i~te~-~¡~ _·d~·--_~Sta~-~-·de- i:_~~~-~~sU·p~~~i~~: P'.cl_~~-- q~;~ -~-~~-~~_v_i~a la -amiba 
en el huésped. Algun6s aiito;"'.;. _han Jl;_,,gado .; seftal;;¡; ~ue la inv ... siÓn del hlgado 

por la amiba debe· ser precedida y _acompañada· ,.de algún grado de 

inmunosupresión (14). 
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El resultado de. la interacción de las amibas luminales o las invasoras con los 

elementos efectores de la respuesta inmune ·(anticuerpos secretores y circulantes, 

complemento; .. linfocitos citotoxicos, lifoquinas y leUcocitos ·efectores) dependerá 

de los poderes destructivos de estos elementos· y de la eficiencia de los 

mecanismos de evasión que logren desarrollar las amibas. 

RESPUESTAS INMUNE HUMORAL Y CELULAR EN AMIBIASIS. 

RESPUESTA INMUNE HUMORAL. 

In vitro los anticuerpos tienen efectos sobre el parásito, el cual a su vez posee 

mecanismos para evadirlos y además emerger del proceso, al menos 

temporalmente, en estado de susceptibilidad disminuida a la ulterior a=ión de 

anticuerpos. 

Se carece de una. idea clara sobre los efectos que ejercen los anticuerpos 

sistémicos·in vivo,_ ya que son_ escasos los experimentos de inmunización pasiva 

realizados hasta la fecha. A.unque. la reputación protectora de los anticuerpos 

humorales en otras er.fermed·a·d.;;; infecciosas, es clara, especialmente virales y 

bacterianas. no se·con~i<:!~-~a ·¿na b~·rrera infalible en la amibiasis. 
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Lo que está más allá de toda duda es el indiscutible valor colateral de los 
anticuerpos en el serodiagnósti~Ó-y fa 'seroepidemiofogfa de fa amibiasis.: 
El primero, desde fuego, c6nlleva algÓn v;;¡lor'ada~botivó en el e~tudio más amplio 

; - • • • ' '• r '• < ~- ' • • ' ' O •' • ., '• • • • '• •• ¡ '• • 

de la palabra, ya que un diagnostiC() má~ ten!prano y preciso c0n9u'?'> aun mejor 
tratamiento y, por ende,' a mejores probabilidades de'sóbrevida; ·, < ·:·;>· 

No ae po- ~' •• m~•o~.;1:: ;~~LiJíL'(S /ri,p;~o~a de •• 

~;:~:~::i::::::;7:3:;y;:jf:1t~Egu~jfEi~~;~:~~t!if~;:~i~;:E::~: 
(24). 

,,_, ____ ·:::,:·:::_: 
.. -<;";~' -.. -·· 

"··; _ _:·,··., 

RESPUESTA INMUNE'CELULAR::"(;: -
'. :,,t ':\/-~\ -.;-·-.-· 

.·:,- .. -:_ 

\•' __ 
·_. 

- ' ' '-' ___ ,.. .·,:~: .. ·,- . 

- -'c~"="-:i: -~. --,~· ·º ->-::_ -~, ':-_ -· .- : ... \"'. 

El proceso_ cíe. penetraciórl;;:;ntestinal :de las amibas. e; de difusión. c:i'3 a·ntigenos 
amibianos __ sub(;E,1~1~~'3Ei~.:~tquEi ._7j¿.e,9;;;n., iin ':~- p~~er:: ia~ ' i~p~r:i .. lltei '. en el 
establecimiento_ de resp~estas humorales -l()~le:"!_podría~ tener un papel similar 

en el establecimiento de las:respuestas:inmur;ie_s :celula_r~s- !~cales contra la 
E.histofityca. Las_ amibas se ._encuentran_ en la periferia de· fas· úlceras intestinales 
donde podrlan esiablecer contacto 'con céÍ¿rás -- funcionáies de. fa red celular 
inmunológica (17). 
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La incidencia relativamente alta de hipersensibilad retardada documentada en 

sujetos sanos (20%) y en pacientes con recolitis amibiana (47.1 %) en áreas en fas 

que fa amibiasis es endémica, ·(22)' sugiere que existe, igualmente, inmunidad 

celular local. 

La evidencia a fa~or de la·.;,xist~ncia de respuestas inmunes celulares sistémicas 

en la amibiasis, si bfen no· tan abundante como en el caso de la inmunidad 

humoral, es suficiente para aceptar su existencia en forma indiscutible (32). 

COMPLEMENTO. 

El sistema del complemento es una serie de enzimas plasmáticas, proteinas 

reguladoras y proteinas capaci;~ de nsa'r cé1u1a~. que actúan .;;, ca~cad.i. y cuyo 
- . . . . . ·:' ·. -,. :· ; . /, ·. - ·:.: .. , '• :·' .... . ·.~ . 

principal lugar de. síntesis. es el higado., El sistema del complemento, tiene dos 

componentes, la activa~iÓn de ia, vfa clásÍ.:,.;.,á tr~vés de C1; C4 , y C2 y la 

activación de la vf .. ;,ltern .. tiv'~; i,, traC.és del .factC:.r o; C3 y el factor B, conducen a 

la escisión y activación de 'C:3 (6). 

Th0iS CON 
FALLA DE Oru<.iEN 
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La E.histofytica es capaz de activar el sistema del complemento. Este efecto se 

debe a la activación de la vía alterna del sistema del com~1.,;1l1'e.:.to. En presencia 

de anticuerpos también se activa la vra clásica, lo qUe co,:,d~~ .; ¡:., rápida muerte 

del trofozofto y a la inhibición del crecimiento amibia.no ;(,·.~itro.(25). . 

La activación del complemento por cualquiera •cie." la :'do~ vías genera factores 

solubles que amplifican y modulan el proces'o inflamatorio. 

Las amibas capaces de evitar la activación.·~~¡ '6bl11plerriento por la vfa alterna son 

también capaces de invadir .el, int7,.tiÍl.o,. 11 .. g:..~ al {~¡~~nte sa.:.gufneo y asentarse en 

los sitios extraintesti~al~s: -~i.~nÍ~ª-~::·'qüé::·._: .. ,~-~? .. __ -~~a~ .'ami~_ianas- _q~e -~_cth~an·· el 

complemento por la vfa alt~r~;;, ·,;~\,E,riI;n}.r;'.;;;t~ad~s ;;;,uy temprano e,:; s~~ intentos 

invasores (19-23). ~ • \ •: y··''">:/ .... 
. L~Y .... 

- ;,;o·:: '·· \ -~:_?:.:/·· _.,.., ' -

El sistema del co~pJeme:ntC.es bru,;Íal eri:1á resistencia del huésped a muchas 

infecciones, incluyenc:íc::>;._a19unas p·éi~: i>.rótoz_oarios, Pero sobre todo en las de 

diseminación sang.Úfnea .(p: ej;: Paludismo) ·y es concebible que el complemento 

tenga un papel limit.;,nte en l.; diseminación .. 

.. l 
' .. -. ·•·•1 1 

---"~·'.:_j 
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Asl, el sistema del complemento podrla ser un obstáculo importante para la 

diseminación· de .la. E.histofytica por la vla sangulnea; un· obstác.116 ·para el cual. 

por otra parte, aÍgunas amibas han desarrollado . .;·,:; forma' ;.electiva mecanismos 

eficaces de evasió,:;. Esta habilidad vent;,,jos,;.. d~ ¡,;. a,y;it;ii'·'~e" perderla cuando el 

huésped adquiere anticuerpos especlficos que permite·,; la ·activación del 

complemento por la vla clásica. 

La resistencia del huésped a las enfermedades parasitarias puede ser no sólo de 

índole inmunológica. 

MECANISMOS DE EVASION DE LA E. histo/ytica. 

Los mecanismos de evasión de la respuesta inmune inflamatoria por parte 

de la E. histofytica deben ser extensos, ya que han conducido a una relación 

huésped - parásito normalmente balanceada. 

La E. histofytica podría evadir los elementos tardíos dei"proceso inflamatorio 

mediante la producción de ·sustancias anti-inflamatorias .• en· particular aquellas 

capaces de inhibir· la locomoción de · 1as ·células'· mononucleares (FILM) y así 

mantener a distancia estos elementos _celulares. ·E;.to~ en su ·momento, podría 

permitirle a la amiba . permanecer ina.lterada en. los tejidos: Finalmente, cuando 

ocurre la confrontación de los fagocitos PMN y las a.mibas, éstas parecen emerger 

esencialmente victoriosas, como resultado de su superiorida~. 

Í!t:L 7•cc ·.·~7:-_~-f 
----:-:.::~~~~!Yil 
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Se ha sugerido que la variación antigénica puede lograr ·que los anticuerpos ya 

adquiridos resulten irrelevantes, y. que los cambios en ·el repertorio antigénico de 

la E. histolytica hacia antígenos "bloqueiadorés" pudieran ser la base del paso de 

comensalismo a virulencia.-_-

Las amibas pueden,· acfe,:;,á~; in.duC:ir· un estado· de· supresión de la inmunidad 

celular que permitirá l.,; inv.:i'sió'n tis;_.lar (a). 

operan in vivo Sin embargo las 

observaciones clínicas y ' epidemiológÍcas, sugieren que algunos de estos 
', . ' ' 

mecanismos d_e e~asió-n, po~rrci'n esta·r· operando en la amibi8sis clínica. 

EL FILM. 

La amibiasis invasora se asocia con una escasa respuesta inflamatoÍia tardía y, 

quizás en consecuencia, . con un. proceso. cicatrical particularmente . débil, lo que 

permite una regeneración perfecta ·del Órgano afectado, si el tratamiento es 

exitoso. Los monocitos' cor1'stitu~e·,:,··.;l .elemento celular que vincula funcionalmente 

ambos procesos (inflamación ~· cieatri:Z:ación). 
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La E. histofytica cultivada · en medio'· axénieo produce un factor soluble, 

termoestable y de . bajo peso m61e'c.'.ilar que . i'nhibe ·. iri,portantes. funciones 

leucocitarias, el factor· inhibicÍ<lr ~e ·í~:1C>~6~C>c;ión ·d.." monocitos·. (FILM): Su efecto 

es particularmente manifiesto.,sob·~~·11o#'(macr6fagos que .son los fagocitos, 

predominantes en la : fase. t"'rdl.;, ··~:le. Í;;; t inflamación. El FILM inhibe en estos 

fagocitos, pero no en los ·µ¡;¡i,ii6r.fo~ucle.,ires (PMN), la locomoción celular, y 

aumenta los microtúbulc>s pe~i6é~t~iC:>i¡¡,res: 

El FILM abate.· igua'1;1Ti~E~t .... la:'.:·~1plosi6n respiratoria asociada a la fago~itosis y 

aumenta selecti;,¡¡,,:,,¡;,¡.,t;:;'.~ ;;;:\i,,l",d'. .'Esto.s últimos dos efectos son sin embargo 

demostrables tant() e,.; fé>g;,"C:itC.;; rnoncmucleares como en PMN. 

La importancia y ia magnit..;d ¡j;;_ ias alteraciones inducidas por el FILM en las 

funciones de 1C:.s fa.gocitos in.;,.itro, .obligan a estudiar una po!3ible traducC:ión in vivo 

de las mismas. 
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HIPERSENSIBILIDAD. 

.. . . 

Las reacciones intlamatorias con participaC:ión de leucocito.s mononucleares y no 

sólo por anticuerpos se han denominado reacciones de _hiJ?e.rsensibilidad 

retardada. 

El término retardada ;,e ha utilizado para disti;;gUir l ... resplJE;st,; ciliular secundaria 

que aparece 48 a 72 horas después de la ex~osÍción al .lr{trgen.:, (:¡;,,·la respuesta 

de inmediata que se observa generalment,; e';;· la
0i -~ ~ 2; h;,~¡;., siguientés a la 

provocación con el antlgeno y que se inicia por Í~ lib.;r;;,,ciÓn de ":lediadore~ de los 

basófilos o los anticuerpos preformados. 

Los acontecimientos celulares que dan lugar a la 

hipersensibilidad retardada se centra alrededor 

(predominantemente células T colaboradoras del tipo TH1 

y TNFJ3) y los macrofagos. 

clásica 

de las 

respuesta 

células 

de 

T 

que secretan IFNy, IL-2 

En primer lugar, las respuestas inmunitarias e inflamatorias locales en el lugar del 

antígeno extraño aumenta la expresión de moléculas de adhesión en las células 

endoteliales, promoviendo la acumulación de linfocitos en el tejido. 
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CAPITULO 3 

rr;:;;r···· . .-,~.-.• ~ 
.1 .' •.• ·'·' : : !"'.: 

FAT f./ .. . --. T 

- .. ,;._¡ ~ . - -· - ~-~.:::.f.}_ j 
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA. 

La amibiasis por E.histolyti~a es Lln proble~a mundial grave. El parasito infecta a 

500 millones de personas por año, prO\f()Cando ._en_tre 50 mil ? 100 mil muertes 

(36). 

. ",;•''.· . . : . :- ~ . -

E.histolytica utiliza m~ci.r;isr'rio~ d~ E.~~sión, uno ci~:e.iiC:,s'E.~' la,~roduc~ión de un 

~=~~~~~;:tr]~~~;.~ti~!·~:~J;~~º~,~~~~r~í~~ii1ifü·:vt;n1~!~:-~l~6:7::t:: 
· ·· · ·:)L'' ''.'.'. <.· ·> ,;,_';_:.:. · __ ._ .. ·· m}? .,, 

_r_.~~ ·~ ·~·.>' ;~~~~~ .<,}:.<~. -~. ,_ ; " 0:' 

~1h:1i~~n pr;:Llfd¡f H6i:f ;¡.!;f~if;i~!~~l1~:~~-~"0:~;~~~~~ªr~::i:;t;~~ :: 
modificación d"' lo~;'núélé()tl~()~ C:r~,!ic<:).i./~_e\.~itC:.e.sqLleleto (20-25): Esto permite 
suponer efectos relevantes alfFILM,~sob.re'la~respuesta inflamatoria in vivo. La 

inhibición de todas éstás:Jlí'n'éio~e;;;_~é' ic)s macrofagos deberlan reflejarse en la 

reducción de la inflamación tirc;tia'qué está 'dominada por estas células . 
. ·-·--~·;.-:· ,- __ -,_::.< 

. ~~- .-­

Para determinar la J'.>OS_ible'~elevancia.del FILM en_la patogenia de la amibiasis y 

en Ja evolución de IS reSPuesta··inflaÍncÍtoria a Ja misma. es necesario el estudio in 
- . - . - ' '. 

vivo. Conviene por ello disponer d~ un modelo animal. en el que se pueda inducir 
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focos inflamatorios con un componente tardío claramente identificable. La 

hipersensibilidad por contacto a antígenos sintéticos como el dinitroclorobenceno 

(DNCB) en cobayos (16), es un modelo ·sencillo y poco traumático para evaluar la 

inflamación tardla. (33). 

Por otra parte el FILM a sido purificado y secuenciado lo que ha permitido su 

slntesis. Si el proceso ha sido c:Orrecto puede postularse que el análogo sintético 

idéntico al FILM reproducirá sus efectos, mientras que péptidos distintos no lo 

harán. 

Disponer del FILM sintético ·aporta grandes ventajas (control preciso de dosis, 

exclusión de afros factc;reO:. e,,:; el medio axénico de cultivo, etc.) Pero primero es 

necesario verificar .su capacidad de sustituir al FILM natural. 
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CAPITULO 4 

f ?~r-~7< t·1r5:··· 

lf.fil~1L __ . . 
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HIPOTESIS GENERÁL. 

' - ' ' , . .- ' 
:;... Los efectos del FILM ·natural serán reproducidos por su análogo sintético 

idéntico. PépÚdos no_~.,;Jacionados río reproducirán 1C>sefectos d;.I FILM. 

:;... Un péptido sintético_ idéntico al FILM reproducirá Jos efectos de este sobre Ja 

DAC al DNCB e~ Jos'~ob;.yC>s: 
-·-: --"' 

HIPOTESIS NULAS.:~ 

;¡;... Los efectos del _FJ{M natural no serán reproducidos por su análogo sintético. 

31 

;;... Los efectos-del FILM natura_I serán reproducidos aún por péptidos sintéticos no 

relacionados. 
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LORENA DIAZ /BARRA. INHIBICIÓN DE LA DAC POR FILM 

OB.JETIVOS GENERALES DE LA LINEA DE INVESTIGACIÓN. 

' Estudiar los mecan.ismo·;; ",.nti~iriflamatorios de E.histolytica 

' Estudiar los efectos anti-inflamatorios del FILM. 

OB.JETIVO GENERAL DE LA TESIS. 

;;o. Reproducir el efecto del FILM por medio de péptidos sintéticos 

OB.JETIVO ESPECIFICO. 

;;.. Reproducir los efectos del FILM' sobre la··oAC por medio de cuatro péptidos 

sintéticos con secuencia de aminoácidos idénticas, similares o distintas al 

FILM. (en un estudio en ciego): 

33 
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CAPITULO 6 

,.-:.'" _.., .1 
---;~1 
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MATERIAL 

REACTIVOS. 

DNCB ( 1- chloro- 2, 4 - Dinitrobenzene) (Sigma Chemical Co •. USA) 

Péptidos (American Peptide comp.) 

. ' ' "« ' 

FILM natural (Donados po~·la Dra. lnge Becker 

Hospital Geneia1 d.;, Mé~ico .SSA ¡ 
.:, . ''.:.':}, .:': '-··.:. ~: ' 

ssr. (Solución salina isotónica amortiguada de fo~tato;., libre'cl¡; pirógerios). 

Crema depiladora-

·- ~.~~:_I:--~-.-_.=---~~--~-.:·-~, . 
(Preparada .;,,.,·Farmacia los 

Angeles) 

TEST'.~:; r•:··::· 

FALL1\ 
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MATERIAL DE TRABAJO. 

Filtros (Whatman # 2 W & R Balston Limited Inglaterra) 

Centriprep 3 y 1 O (Tubos concentradores Amicon lnc. USA ) 

Micropore 

Jeringas (1 mi) 

Agujas 

Gasas 

Criotubos (Corning 1.Bml) 

" ______ j 



37 

LORENA DIAZ /BARRA. INHIBICIÓN DE LA DAC POR FILM 

APARATOS. 

Balanza analítica 

lnmovilizadores (diseñados por ingeniería biomédica IMSS) 

Rasuradora eléctrica 

Pipeta semiautomática (1 O µI). 

Ultracongelador 
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ANIMALES 

- Cobayos machos cepa Harley - 300 gr. peso -(Bioterio Centro Médico Nacional 

Siglo XXI IMSS). 

SEGURIDAD PERSONAL 

Bata 

Cubre boca 

Guantes (el DNCB provoca ta,mbién sensibilización en la piel humana). 
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CAPITULO 7 
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METODO. 

LUGAR. 

El estudio se realizó en la Unidad de Investigación Médica en Inmunología, del 

Hospital de Pediatría, y en el Bioterio del Centro.Médico Nacional Siglo XXI, del 

Instituto Mexicano del Seguro Social en México, D. F. 

DISEÑO. 

Estudio experimental abierto, prospectivo, longitudinal comparativo y con registro 

en forma estandarizada de sus.·efectos. Realizado en ciego .hasta el final del 

proyecto. 

. .. ,, 
;:"i:j 
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CRITERIOS DE INCLUSION/EXLCUSION. 

Se consideraron como criterios de eliminación; la falta de sensibilización al DNCB 

o presencia de enfermedad concurrente que pudiera anergizar al cobayo. (Fig. 1). 

Fig.1 Cobayo desnutrido con deficiencia en crecimiento corporal y reducción de movilidad e 
inmunidad debido principalmente a la falta de vitamina comparado con un cobayo bien nutrido 
de la misma camada. Ambos fueron rasurados 15 dfas antes 

1 
l--~ .. 

f";"'J7""J. 
, ¡ .. 
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TAMAÑO DE LA MUESTRA 

Se utilizaron 120 animales, que incluían testigos· negativos,. positivos, FILM y 

péptidos, cada concentración de cada péptido fu_e aplicada't;m tres lotes de cuatro 

animales {12 animales por grupo experimental); Cüandoel tamaño del animal lo 

permitió se aplicaron dosis de dos péptidos junto con los testigos negativos y 

positivos. {Fig. 7) simultáneamente. 

PREPARACION DE ANIMALES. 

Se utilizaron cobayos macho, albinos.de.tipo Harley.{cavia aperea).de pelo corto 

de más de 300 gr. de peso. {Figura 2). Los animales se. identificaron mediante 

circulación auricular {Anexo ·IJ). El dora.Cl.'deÍ animal se rasuró con rasuradora 

eléctrica y se depiló con crema depilador.,;.du~ante.15 min.utos, retirada totalmente 

mediante lavado suave con~ gasa húmeda para evitar. cortes· epidérmicos que 

cambiaría Ja vía de ~picütaneá a i~t~.,,;dém1iea •. No ·se ob,."ervaron rea=iones al 

depilador {Fig. 3). 
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Fig. 2 Cobayo macho albino tipo Harley (Caviea aperea) pelo corto de más de 300gr. de peso 

Fig. 3 Dorso del cobayo rasurado y depilado 
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PREPARACION DE REACTIVOS. 

- Dosis vesicante: 1Cl~gf..,:,·I de DN.CB en acetona/aceite de oliva 4:1 

- Dosis r~to:.o.os'm,g/mÍ d;, DNCB en acetona/aceite de oliva 4:1 ( 200 veces 

menor a la d~si~ "E;si"'3nte). 

PÉPTIDOS. 

Se hicieron dilucibnes progresivas 1:10d~ cada péptido en SSI libre de pir6genos 

para obtener las'dosi's de 1000, 100,'.-io ~ 1cµgtm'1 ~ue se ·ciesignaron con un 

número de código:, Para el péptido 4 se hicie,ron_ diluciories adiciomdes de 0.1, 0.01 

y 0.001 µg/ml. 

f TESIS CON 
1 l?t- ~ 1 • 1v,; n::i-.1r:TfNi i__:!::~:.-; ).' ,._: .. : __ ._~ .:.':.:.~~-.r:_ •. __ .. 
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El FILM se obtiene de cultivos axénicos de E. histolytica cepa patógena HM-1de 

72 horas ( en fase de crecimiento logarítmico) conteniendó:1.x·1a~:amibas/ml. El 

sobrenadante se obtiene por centrifugación, decantación :Y.filtra-¿·i·ó~;: ~ara este 

estudio se semipurificó por ultracentrifugación (centripef:i .1 O cipo ·'y 3()00 da) el 

FILM se encuentra en la fracción menor de 3000 da. 

....... ' 

La determinación de la coílcentración de~ FILM .;n la muestra aplicada se hizo 

mediante el método· cie Lowry se hic·i.;ron determinaciónes por duplicado de dos 

alícuotas de dos• lotes .d<;>I FILM.·:·se.en~ontró una concentración de 7.75 µg/ml 

(±2.03) de proteína: 

i: .. .,1.'1 <;0N 
'Fl\LU\ Dt .__,.uuRN 
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SENSIBILIZACION 

·. . ·-

24 horas después de· la. preparaci~n de. los animales 'se. sensibilizaron al DNCB, 

mediante la aplicación de o:osrt11 de la c:Ío~i.i ;,.;;si~nte (1 o mg/rnl de DNCB en 

acetona/aceite de oliv~ .4:1) irri~; .. g,.¡.,;do .. ~ndii'c¡;cf;;¡; pap;;,l,filt;~ tipo Whatman 

del núme.ro 2 con un diárn .. t~o d~ srt1rt1' f a~ti'irid.; a un' par~he epicutáneo ( cu rita 

transparente). fij .. do ;¡;¡ ci;:;;:,;~'. ci;;1,anírt1~1 y t,¡;fi .. ~zacia":con ba~das circulares de 

Micropore. (Fig. 4). Posteriorrrie~te los animal;,._; se ~olocaron en inmovilizadores 

24 horas para evitar el desprendimiento del parche (Fig. 5). 

La sensibilización exitosa se manifestó cuando los animales presentaron 

vesiculación además de eritema e induración a las 48 horas (fig. 6). 

Fig. 4 Cobayo con parche epicutáneo 

Afianzado con bandas micropore 
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- ~~-- . . 
~ - ' .. -

Fig. 5 lnmovilizador. diseño para limitar la movilidad del cobayo. 

Cuenta con adaptadores para suministro de agua. 

:~-' .. · ;.".: 
---~---.··· 

Fig. 6 Cobayo sensibilizado, presencia de eritema e induración a las 48 hrs. Se observa 

pigmentación amarilla debido a la concentración de DNCB. (El estimulo irritativo induce el 

crecimiento acelerado del pelo). 

ns;:~ ,.,, .:-:-----i 
1_ l"i~Li:,f\ _ _c-~é:"__::"·.:J.µE~LJ 
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RETO. 

Quince días después de la sensibilización, Jos animales se retaron con 0.05 mi de 

Ja dosis reto de DNCB (0.05 mg/ml) aplicadas con el mismo esquema, en zonas 

en las que simultáneamente se aplicó en ciego intradermicamente 0.05ml de una 

de las cuatro concentraciones (1, 1 O, 1 00 y 1 000 µg I mi) de cada uno de los 

péptidos. En otras zonas del dorso se aplicó solución amortiguadora de fosfatos 

pH. 7.4 (SSI) como testigo positivo, cuando el tamaño del animal lo permitió se 

utilizo FILM natural como testigo inhibido. (Fig. 7). 

Fig. 7. Cl.lbayu con cuutro zonas cxpcrirncntalcs 

------------¡ 
l FAI.L~~~~. · ---=~.-u 
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INTERPRETACION. 

Las observaciones se realizaron en ciego primero por dos observadores 

independientes y luego en común para evitar la introducción de posibles sesgos 

de observador. Los resultados se expresaron como porcentajes de respuestas 

positivas y como diámetro promedio. Se. consideró una respuesta positiva a la 

presencia de eritema e induración mayores a 5mm de diámetro (limite niás 

frecuente utilizado para. definir la positividad), el diámetro promedio . se calculó 

como media entre el diám.;tro mayor y el diámetro perpendicular a este e,;,presado 
-:··.-· ,_ .-.- -. ,' 

en mili metros. se realizaro.n lecturas de 24, 48 y ocasionalmente. a las 72_ horas. 

La lectura principal túe ~ Í~; 4.shoras cuando las respuestas aid.:;;'.,;¿~n s~ ¡,.;~ximo 
y es a ese tiempo _~~e'.¿or~~s~-;,nden 1;:,s resultados que se p~eseriÍ:;;,.,:;;: . -· 

·- -¡- ~::.:_·'..o;,~-----_:-, J-'· -

Aunque el criterio para cieC::idii positi;,idad fue 1·a .;;XtensiÓn de la respuesta también 

se califico por su i;,t;;nsicl ... d. segú~ la escala anexa. 
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REACCION INTERPRETACION COMENTARIOS 

Ausente Negativa Piel normal 

Muy Leve Negativa Cambio muy ligero. no 

detectado en forma 

consistente por los 

observadores. 

Leve Positiva Cambio ligero pero detectado 

en forma consistente por los 

observadores. 

Moderado Positiva Enrojecimiento visible a un 

metro de distancia. 

Intenso Positiva Enrojecimiento intenso 

microvesiculación visible. i 
1 
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EN EL DORSO DEL COBAYO 
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CAPITULO 8 
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RESULTADOS 

En las figuras 8 y 9 se observan reacciones epidérmicas al DNCB en presencia de 

modificadores (péptidos sintéticos, FILM, SSL). 

Las lecturas tomadas de ·cada péptido sintético en sus cuatro dosis (1, 1 o. 1 00 y 
1000 µg/ml) y microdosis del péptido 4, fueron recopiladas en un formato especial 

que permitió la individualización e identificación de cada medición experimental.. 

l1FST~ r-:r ... -..~ 

FALLA lY, _ .. _., 
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Fig. 9 

Fig. 8 
Reacciones ep1dermicas, 48 horas después 
de la aplicación de DNCB (reto) en zona con modificadores 
Zona izquierda inferior ; entema intenso 
Zona izquierda superior : errtema moderado 
Zona derecha infenor : ausencia de entema 
Zona derechosupenor: eritema leve 

Respuesta positiva, presencia de eritema e induración a ras 48 hrs. 

(zona derecha) 

Respuesta negativa, ausencia de eritema e induración a las 48 hrs. 

(zona izquierda) 

I y¡;-i:;;.; -:-·:·;;.¡ --¡ 
T-¡f~·~ ~ 

U!~~--L::_.:.~::~'-dillj 
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RESULTADOS POR GRUPO EXPERIMENTAL. 

La aplicación de la dosis de reto de DNCB sobre SSI produjo una respuesta positiva en 

100% de los casos son un diámetro promedio de 11.6 mm (± 0.530). muy por encima 

del umbral de los 5 mm.(Fig. 1 O y 11 ). 

p 
o 
R 
e 
E 
N 
T 
A 
J 
E 

12 

10 

B 

6 

4 

2 

o 
SSI FIL.M PEPTIDO 

1 
PEPnDO 

3 
PEPnDO 

4 

Fig. 1 O. Efectos del FILM de la amiba y de Jas cuatro dosis de los cuatro pépt•dos sintéticos en la o..:..c al 

DNCB en los cobayos. Porcentaje de respuestas positivas observados a las 48 horas La r::.~.~era 

columna corresponde al testigo positivo (DNCB/SSI). La segunda columria representa 1a inh1o•c•ón 

condicionada por el FILM natural (control negativo ONCB/FILM) y las S•guientes representa- los 

resultados con las dosis 1. 1 O. 100 y 1000 pg/ml de los péptidos sintéticos 1 a .::. respectivamente. 
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Fig. 11 Efectos del FILM de Ja amiba y de las cuatro dosis de Jos cuatro péptidos sintéticos en la DAC al 

DNCB en los cobayos. Diámetro promedio a las 48 hor-as. La primera columna con-esponde al testigo 

positivo (DNCB/SSI). La segunda columna representa la inhibición condicionada por el FILM natural 

(control negativo DNCB/FILM) y las siguientes representan los resultados con las dosis 1, 10, 100 y 

1000µ9/ml de los péptidos sintéticos 1 a 4 respectivamente. 

En presencia del FILM intradérmico las respuestas positivas se redujeron al 

20% y el diámetro promedio a 3 (± 0.775) mm, con una significancia de p> 0.000 0001 

(Xi cuadrada) y p < 0.000 05 (t de student) respectivamente, comparando con el 

testigo positivo. 
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RESUL TACOS POR PEPTIDOS SINTETICOS 

El análisis ·de l<;>s .v.;,lorf9s de los péptidos sintéticos en sus cuatro dosis y en relación 

con los testigos positivo y negativo mostró que: 

Las cuatro· dosis< del péptido sintético 1 inhiben· significativamente respecto al. testigo 

positivo en ªi;"bits''.\formas de ev~iuación'. La . positividad de la. resplJf9sta se inhibe 

dependiendo de.Íá.~:!'6~i~·e,:; ,80-91% (actÍvidád residual del 9~20%) «¡;·.;,, 6: Óoo 0001). 

El diámetro pr¡,l"Tif9cii6 ~~. r.;d~~ .. ?'nt;.;2:1.Y1~3e· . .:Ol"TI ( ci'3P.e,r;·,Í;eiil'cio ci~< la dosis) y 

p<0.000 05. Al compara'r con el f'.ILM:. nif;gur'ia de 1á;' C,.iatro ~osis (en ambas formas de 

evaluación), se separó significáti~,;¡:;:;;,;;1.;i d~l FILM:·CFig'.-1 Oy 1;1 )f ' . . 

, ~>~:=~~ .-:•.',-·. ·:~'O -.·c~0~: e:¿~ - 1\:' .. 
-·~--~·:·.~-~~-.-.:· ... >-· ~~~'<;:: .. _.,.-

Los péptidos sintéticos 2 y 3·.·,;c:(·i;,,pid~r;: •. 1a~: resplJesta,.· positivas al DNCB y 

resultaron comparables al te;.-tig'6" ¡;6,.iti-íc> .. (p >o.os,'.en amba .. evaluaciones), 

demostrando la carencia de acti~Ú:iad·i~hibit6ria .. de estos péptidos. Se.observó a alguna 

respuesta negativa sólo en.fonTiá. oC:Ssio-ríai. 
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El Péptido sintético 4: presenta u.na inhibición hasta de un 55% (o una actividad 

residual del 45%), y reduee el diá.r:ru3tr~ W.omedio a 3.7 (± 1.22) mm (Fig .. 1 O y 11 ). 

En la dosis óptim,;, (1 o ¡.;9,n,r) difi;,re.:ci~i testlgo pC>liitivo P. < o.ooo ooo 1 y p < 0.000 05 

respectivam.;;nte y no difi¡iÓ signifi~tiva~e.,;1;. del FILM.> i 

:; . .'-"·:::'.(: ,,;·.~< •., :, 

Las dosis de .1 y 100 µg/~I ci¡fi;¡.,;e~;·del ~~:~igC> positivo (p :;,, o'.02) yno del FILM. La 

dosis de 1 ooo 'tJe ,int~rm;.dia y difiere t;;,ntC> del te~tigC> po~itillC:. ~orno. del FILM. . . . •·. ;:; ; .... : . . .·.· .. . .. .. .. ·· .. 

Por esto se d~ci~ió am~li~~·el rango de. dosis estudiado:.del péptido 4 .. No se 

aplicaron concentr;,,ciolle~ de 1 ci 000 .. µg/ITI1 . o may.;~es p.:;~ ii,.;:;it,;!1tes té.,.nicas, 

particularmente p-c:;f·C::;.~bio's .;;,; l~den:-idad, ca .... cteri;.tic:as de l .. ;..:;¡LJciÓn a inyectar y 

por significar un CÓnsurno''de. material demasiado altó' respeeto a ·la cántidad disponible 
(limitada por los c0;t6~}'. .· .· . . . . 

. . . ' . 
En cambio se evalU:a;o'!o~();.is·;.,enores (0.001._0.01 y 0:1 µg/ ..... í)/E~ .este rango al diluir 

el péptido se perdÚ1 'el _,;teC::to inhibitorio. Para el péptÍd.;:4 se obtuvo i.ma curva dosis 

respuesta aparentemente. en ~u· (que será analizada en 1a discusión) (Fig. 12). 
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Figura 12. Inhibición de la DAC al DNCB por el péptido 4. Porcentaje de respuestas positivas y 

diámetro promedio en la curva dosis respuesta ampliada. Las primeras dos columnas representan el 

DNCB/SSI (testigo Positivo) y la inhibición con el FILM natural DNCB/FILM (testigo negativo). 

-------
'T<:'~;:,3 ('(Yi'J f 

¡_:_ .. ,'.', ~'--~L!: __ _shJ.GE_.N_j 
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RESUL TACOS ESTADISTICO. 

PBS 
FILM 

PBS 
FILM 

PBS FILM 

PEPTIDO 1 

1 10 100 1000 

P< 0.00005 P< 0.00005 P< 0.00005 P< 0.00005 P< 0.00005 

...-- N.SIG N.SIG P<0.00005 N.SIG 

PEPTIDO 2 

PBS FILM 1 

P<0.00005 P<0.02 

.....-- N.SIG 

10 

N.SIG 

P<0.0002 

100 1000 

N.SIG N.SIG 

P<0.005 P> 0.00005 

Tabla. 1. Valores de probabilidad ("P .. ) para los péptidos 1 y 2 en diámetro promedio ("t" 

Student) 
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PBS 
FILM 

PBS 
FILM 

PBS FILM 

PBS FILM 0.001 

P<0.00005 N.SIG 
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PEPTIDO 3 

1 

PEPTID04 

0.01 0.1 

N.SIG N.SIG 

10 100 1000 

10 100 1000 

P<0.0002 P<0.00005 P<0.001 N.SIG 

Tabla 2. Valores de .. P .. para los péptidos 3 y 4 en diámetro promedio ("t" student ). 
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PBS 
FILM 

111111 P<0.000 0001 

INHIBICIÓN DE LA DAC POR FILM 

PEPTIDO 1 

1 10 

P<0.000 0001 

N.SIG 

P<0.000 0001 

N.SIG 

PEPTIDO 2 

100 

P<0.000 0001 

N.SIG 
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1000 

P<0.000 0001 

N.SIG 

PBS FILM 1 10 100 1000 

PBS P<0.000 0001 P-0.000335 P-0.006459 P-0,000335 P-0.00053 

FILM lllllllllllllllllli:~P~0~.~0~0~2~6~9~0~~p::o~.~0~0~0~1~3~0~:::r~P~0~.0~0~2~6~9c=::J~p:=o~.0~0~0~3~7'.'.:=::::J 

Tabla 3. Valores de "P" para los péptidos 1 y 2 en porcentaje de respuestas positivas 

("F" Fischer, "Xi"). 

TESTS 0.0F 
FALLA JJ.~: ·~~~LJEN 
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PBS 
FILM 

PBS 

PEPTID03 

PBS FILM 1 10 100 1000 

•••••• P-0.000 000 1 P-0.000028 P-0.006459 P-0.0769 P-0.0769 

P<0.005628 P 0.000135 P 0.000032 P 0.00032 

FILM 0.001 

P<0.000 0001 N.SIG 

N.SIG 

0.01 

PEPTID04 

0.1 10 100 1000 

N.SIG N.SIG N.SIG P<0.000 001 P<0.000 001 P<O 000 001 

P<0.00013 P<0.0001 P=0.0056 N.SIG N.SIG N.SIG 

Tabla 4. Valores de .. P" para los péptidos 3 y 4 en porcentaje de respuestas positivas 

( .. F .. Fischer, "Xi"). 
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CAPITULO 9 

TEST~ rr1 i'T 

FALLA Li~ ._,._,_0JiN 
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DISCUSION. 

Los resultados, expresados en la forma más general, indican que dos péptidos 

sintéticos, los identificados como 1 y 4 son capaces de inhibir la DAC a un nivel 

comparable al del FILM, y que otros dos péptidos sintéticos, los identificados como 2 y 

3 carecen de ese efecto. 

Los análisis estadlsticos no mostraron diferencias al comparar, los.·péptidos 1 y 4 entre 

si y con· el FILM. La"s ligeras diferencias .en la·•actiV:id~d i,:,hib.itoriá, distan bastante de 

ser significativas, por lo que; las rn._;est~_;s del FILM ~atur .. I y ~e 7stos péptidos deben 

ser considerada.; eq.l.livalent~s ;;;~;no dif;;,~eí'.ltes" (aunqu~ n.:. n.;i::es.,-riamerite idénticas). 

De acuerdo· .;.1 pri,:,;;jp'ió ~;.tcií::ir;.ti6o·d~/qu',;; "faÍÍar en 'd.;_mostrar diferencia" no implica 
·. '_-_:-,,'.--,'o''·-·f:,_:.._; ,-'o--.'L- ·~.~~-· .. ~ ; -.' 

necesariamente ~de"1o'S1:íar-_igU~td8d¿.~ _/;::_:;:· 
;.-. -... ' '.~--:· - > ,- : 

·;:_. 

Sin olvidar lo anteriÓr p"uede señali;lrse que el péptido 1 inhibe_ claramente en todas sus ·- . , __ -. ~- - -'. - '• --. . - - .- __ -_ .- -- , .' ' ' . 

-- • • 1 

El péptido 4 mostró mayor variación entre .sus distintas dosis, estas diferencias no 

fueron significativas; excepto para I~ dosis de 1000 µg/ml que tuvo sorprendentemente 

un efecto significativamente menor al de las dosis más pequeñas y al FILM. 

f'fYi\í ) 

--~ .:i.!J~N j 
I TE~ ... ;T;:( 
LfAf¿.:, . : 
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Por esto se realizó un análisis mas extenso, se probaron diluciones de ·o.1 a 0.001 

µg/ml de ¡-o cual, resultó que al diluir el péptido se pierde su efecto irl-hibidor obteniendo 

una cu~a-do;.is respuesta, lo que permite situar la dosis inhibitoria só, e,.;tre 0.1 y 1 

µg/ml, do~ci.,;: el efecto inhibitorio máximo ocurrla can I;;. 'éfi:)~i;. dé- 1ó µg/ml, -

notablemente cercana a la concentración de 7.75 µg/ml,'cleterrninad'3 para.;., FILM en 

las preparaciones-;usadas en este estudio - . No hay ·aun· --una ·.;xpli~ció-n definitiva 

sobre la p~Ídida del efecto inhibitorio con la dosis mayor. Podrla deberse a '1a aparición 

de un segundo efecto'de sentido contrario (pro-inflamatorio), quizá por elvolum-en, o a 

un efecto de - .. s~t.::.r~ciÓn-,' ... ~in· excluir una variación 

necesariam"e~t~ í~'cj~Cid_O de animal~s ex~erimentales . . --- - ·-·, 

aleatoria debida :·_al _número 

DOS PÉPTIDOS:z;J~~~'ICOS REPRODUCEN EL EFECTO DEL FILM. 

La deducción experimental de cual de los péptidos sintétiéos_ correspondía al FILM 

hubiera sido casi automática si un péptido hubiera inhibido y los otros tres no, caso en 

el cual, el primero serla el FILM y los otros tres serian péptid.;.; t~~tigo di~tintos. 
Sin embargo - los resultados experimentales, a pesar· ·.:i.;- 'clit~remcÍas pequ..-ñas no 

significativas, indican que, no sólo uno, sino dos péptidos_ reprodujeron el efecto del 

FILM. 
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Esto abre varias posibilidades: 

a) Son muydistfntos pero el efectC> inhibitorio es "inespecffico" 

b) Los dos. lotes d.;, múestra, c:()rrespo;:,den >;_ .. •una dUplicación del mismo péptido 

sintético 

e) Los dos son distintos pero C0-n suficiente semejanz;¡, al FILM 

d) Uno es el FILM iintético y.;,¡ ot~; .C,n~ptldo ..;:,Üy parecido 

CODIGO DE SECLÍÉNCIA: 

Sin abrir el cÓdigc:> 561.; és "PC>Sible .;,ncluir que ciertos péptidos sintéÚcos son capaces 

de inhibir la DAC .en fonna comparable ai FILM de. E.h . . 

::~;.;:~::1~:ªs:~~Jn~ieL~x~~1~vurT~~jª~~~.~t~irt:PeeJ;::r:~~:~;..c~~~6e7;~:1:: 
de este estudio. 

Esta apertura permitió saber que los péptidos inhibidores 1 y 4 no son idénticos, ya que 

difieren entre si en un sólo aminoácido. Al igual que el FILM, son pentapéptidos y uno 

de ellos, sin especificar cual, es idéntico al FILM. 
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Por otro lado los. péptidos 2 y 3, carentes de efecto resultaron ser tetrapéptidos y 

completamente distirltos ál F_ILM. 

Los experimentos re'.;1í;...dos in vivo co~fi~an la: Ca~acidad ciE.1 FILM natural de inhibir 

la DAC Ei~ cc:>t.a'Y.ós? El ·c¡~;.'.ciC::.s dé ,.,;~ 'p'en~apéptic:Íc:>s .;¡~téticos• reproduzC:an el efecto 

del FILM natÚral/prc:)pórciona confirmaCÍÓn ácÍiciÓnal cfel efecto. 
·, _;: ·.'.. : . .·.... :,.:~: · .. 

APER~ÚRA .DEL ~ODl~O ;," .• 
Al abrir el c6digo'.~s;pb~ibl~:~r1ci~i;.~¿~~; p~~¡~;;~.;i~~é¡i.,6i~~ntido.a1Fl~M (Met-Gln-

Cys-Asn-Ser) identificado corno péptido 4. repro'd';_,ce'0'1 ·efecto inhibitorio del FILM y que 

:~::n~:~i::d~ t:~et,·~CVf p~~áf~~te.r:,t~~;fii&~J!;;,e1:;r~¡~¿~~J>..iri-se.r> identificado 

Por otro lado los tetr.;,péptidos (Pró-GÍn~Gln-Gln y vaí.:'G1n~G1r1~GLn) no tiene efecto 

inhibitorio. 
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MIMETISMO MOLECULAR. 

Los péptidos 1 y 4 tienenel mismo número de aminoácidos (cinco) y comparten entre si 

cuatro de cinco aniinOác~dOs-en .. las mismas p~siciones. 

::~:.· .. :_: :· ":-" ·.". ''" - . 
La igualdad en el núm.ero de aminoácidos y·su gran homología (80o/a); puede explicar el - -- . . . . 

que dos de ros pentápéptidos sintéticos reproduzcan el efecto del FILM. 

El cambio dé ~n6.' de. io;:, aminoácidos en Jos pentapéptidos, puede explicar las 

pequenas_ diferen¿ias:'·:quE! J:i.;nen estos, en actividad, lo que ,;ugiere un .mimetismo 

molecular. 

JNHIBICION LOCAL' 

La inhibición del FILM y los pentapéptidos es local, ya que sólo. se presenta en. zonas 

en las cuales se aplicó "alguno de es'tos;: bajo-eL reto con DNCB, p._;diElndo observar 

simultáneamente · r~~-P-~~-s~~~-- -~6Si1:i~S~----~-e~:·'·~.r9~.n~~ ::2~"~ d_el -d~rs~' ~~r ~ism:c; animal. 

expuesto al DNCB sin modificador:y elimina finalmente Ja posibilidad.de que el efecto 

se debiese a otros factores presentes enel. m .. dio de cultivo axénico. 
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PRUEBAS EN ESPECIE ANIMAL. 

Estas son las ·pri~eras pruebas realizadas, que documentan el efecto del FILM sobre 

las células fagocoiticas e inflamación en una especie distinta a la humana. 

''."" 

:_.'.' .: -.. ~:- : . ' . . -

Lo que apoya la. posibilidad de que los efectos 'ciel; FILM demostrados in vitro se 

traduzcan en ~~~ -~f~cc-ión significatiV~· d-~ :·¡~ ~~S~t..;~-~ta _ i'nflSITí~toí-ia inmune tardía. 

"·':<:> ·/~~~~-; ·- _;.·_ 
··" - •";.<' 

-··, .. 

POSIBLE RELEVANCIA DE. LA,INVESTiGACION. ,. 

La E. histolytica ti¡,;n~ ~~~h~s ,;:;;;;~~¡~¡.¡,~~ b~ra e;,i;iciir .. las defensas del organismo, la . ·- ·-.,.-· .- '---=--·-- --,--·- -,.-,, ·-·~-,-_,. __ ,-,__~- _. ___ ,_, __ . ' ... _,_,· - . ·-·-· -·- ·- -
producción del fa~or inh}bid()r de. la loeo0oción de los monocitos es. sólo una de ellas. 

Una de las funciones J~.·~ste .facto~. parece 

respuesta inflama'toria tardl;,.· (mon.;citós. ). 

ser la de ·paralizar a las células de la 

lf}~~'.rf~ ,· ¡r-.r.;· 

FAI.LA 
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La DAC es una prueba de esta inflamación tardía, como proceso total, la medida de la 

intensidad de la inhibición demostrada en este estudio, hace ·del FILM uno de los 

mecanismos potenciales importantes para explicar la escasa inflamación· crónica en la 

amibiasis. 

La demostración de la actividad anti-inflamatoria del FILM, y especialmente de la 

actividad de los péptidos sintéticos, lleva a la consideración de su potencial como 

eventuales medicamentos anti-inflamatorios de características peculiares como su 

efecto diferencial sobre monocitos , ¡;'MN y eosinofilos. 
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CAPITULO 10 
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CONCLUSIONES. 

ANTES DE ABRIR EL CODIGO. 

:... Sólo dos de los 4 péptidos sintéticos reproducen el efecto inhibitorio del FILM sobre 

la DAC y lo h°ac~rí en forma dosis - dependiente. 

APERTURA PARCl.Á:LDEL CODIGO 

{los péptidos 1 y-4-~c;ll- pentapéptidos - los péptidos 2y 3 son tetrapéptidos) 

·:3~,'.·:·;,_·;.'..::; 
:... Los péptidos inhibidores resultaron ser pentapétidos y por lo menos uno de ellos 

idéntico al FILM.'·.<· 

:;.. Los péptidos no inhibidores resultaron ser tetrapéptidos totalmente distintos al FILM. 

APERTURA DEL''coolGO. 

{el péptido ;clé,:,f:;cc> ;~_~1 4) 
,,,,, 
,. -·','•' 

:;.. El péptido'sintétfcb'iclériücei al FILM (Met-,- Gin - Cys -Asn - Ser) identificado como 

péptido 4 reproduc~";j efecto inhibitorio del FÍLM. en ;,,ste modelo 

- Inhibe en forma dosis dependiente. La . inhibición es significativa desde la dosis 

1 µg/ml y alcanza su máximo con la dosis de 1 Oµg/ml. 

1 'TE ~~ 1 S r~ r? "tt;T 

U!?:LLL_ ~~-~_:. ";-~G&N 
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:.- El análogo sintético que difiere en un solo aminé:'.ácido (Met.:__: Pro'.... Cys - Asn -

Ser) también reproduce el efecto inhibitorio d~l.FILM:'E,;te efecto essignificativo en 

las cuatro dosis probadas ( 1- 1000mg/1Tll ), ié)( V .~;: \ .. , :~ 
,. "~- ·:'·: Í.';'•' •:.::: :.~ .. " .· <<::~ 

:.- No hubo diferencias estadrsti.;...~. ~ig.nificaiiva; entre, el FILM• natural, el FILM 

sintético y el péptido casi idé'"!tiC:C>; a pe~.."r cÍ~ que ei último pare~e tener un efecto 

ligeramente mayor. 

:.- Los dos péptido,; t,;tali.ierii~ distintos (Pro- Gin - Gin - Gin y Val -Gin - Gin - Gin) 

no tienen efecto i¡:,hibitorio. 
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ANEXONo. I 

PRESENTACIONES FORMALES DE ESTE ES~UDIO 

Díaz lbarra L, Giménez Scherer J. A., Rico Rosillo G., Fernáll(jez' diez J. y Kreschmer 

R. R. Efecto in. vivo de péptidos similares al FILM (factor inhibidor de. la locomoción de 

los monocitos) .. Jornadas de Investigación Hospital de. Pedi;;;itrla CMN Siglo XXI, México 

D. F. Marzo 1998. 

Diaz lbarra L., Gimén.;.:z sc¡,.,rer. J'. !"-; Rico R?~i¡¡.; G: i:=.;.rr1~r.'<:I-.;~ ore~ J. y Kretschmer 

R. R. Reproducción de los efectos in vivo def FILM 'é!e Entarrioeba'histofytica mediante 

péptidos sintéticos:·x11;'cor1~r.;~º Nacionar de ln,:;;un.oÍo~r.f·x.,;i·a~~ \leri:.'cruz. Marzo 
1998. . •. ,. "". ·····~. . ..... ,> ·::·~ .¡·: '.'> ...... ' 

.·;:,. :.<.'·;·: ·. ·.. ·. •,' ,.,, 
"•.•~ ~~>;· ~:··:1·": V·. t<•;>:·:,<~• ,· 

·····.·:. >;:.' 
oiaz lbarra L:, Gi.:nene;¿ Scherer J. A, Rico Rosillo G:; Fei'rnandez Drez:.i. y Í<rei:schmer 

R. R. El FILM dé' Enti."moeb'á histofytica, su construido ~intétic~:idén'tiéo:\;.' u.i construido 

sintético análo~o. ·J~-hibe la dennatitis alergica por .~OrÍÍ:~·:ci·¡;·. :á·f dÍnitiO cl~robenceno. 
Jornadas de Investigación, Hospital de Pediatría CllÍIN Siglo XXI, México D: F:, Marzo 

1999. 
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LORENA D{AZ /BARRA. INHIBICIÓN DE LA DAC POR FILM_ 

Giménez Scherer J. A., Díaz lbarra L., Rico Rosillo G., yernández Diez J .. y 

Kretschmer R. R. La illhibición .de la dermatitis alergica por contacto por el FILM de E. 

histofytica es. reproducida por su análogo sintético .. x1v·,congreso Nacional de 

Inmunología, Gu;,.,:¡ajÜátc;;·Ma~o 2ooó. 

E., Villa J., Rico Rosillo G .• 

Fernádez Diez J. y Kretschmer R'. R., Aéé:fón~·del fa.ciar inhibidoi' de la locomoción de 

los monocitos (FILM). de E. histofytic'a ~,.; 'ia e,;,presión ··.de 1'as adhesinas de la 

inflamación tardía (VCAM-1 y VLA-4) .. R~viita' Latino Americana de Microbiologia, 

Octubre 2000. 
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LORENA D{AZ /BARRA. INHIBICIÓN DE LA DAC POR FILM 

Juan Antonio Giménez Scherer. Erika Arenas, Lorena Díaz, . Guádalupe Rico, Jorge 

Fernández and Roberto Kretschmer. Effect of MonocYte:LocC>"motion lnhbitory Factor 

(MLIF) Produce by Entamoeba histo/ytica onthe Expres~ionof.CeHÁdhesiO:n Molecules 

(CAMs) in the Skin of Guinea Pigs. Archives of Medica! Re;;~ª~~~· 31 (2000) ·s92-S93. 
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I\\ 1111 1 O .llE\IC\Ml DEL SE!;t.ll!U S!H:l.IL 
11!1'1'11~11111'1111\TllJ~(l,JllO\ltllllO\~(IO\ü\IGIO\\I 
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l.íl( rn I\ \ "º (l[ rEPTIDOS SL\T[Tl(OS SL\llLIRl:S .4.l FILM 1 r.-.CTOR l~lllBIDOR DEL\ 
\.OfO\h)['¡()\ or l.OS ~IO~OCITOS) 

111.H. 111 ... RR.~ L', ctm~n SCJl[R[R J A.., RICO ROSIU.O c .. F[R.<jÁND[l oirt J. ' 
l\Rf.TSflt.\lrllRR 

t;~'!D~ll Dt l.Wt'itJG,o.CJó~ M[DICA EN l~Ml!NOl..OCiA, HOSPITAL Dt PtDIATRi>., 
COORDl'iACIÓ~ DE 1.wc.mCACIÓ~ MtDICA, (MN SIGW XXL L\ISS l' 'UNl\'ERSIDAD DEL 
n11rnr.mx1co 

füROnt:CCIO.~. El í1'1G1 m.'u~1dor de !1 locomocl6n de 1Cl1 llUIOOlOI ( fllM ) pr001.1:1do p:11 f.tlumcdla 
IY~0~!1•u. c1 u.i ~u;ir.J~~ de a1n.•.'.h111 ai.n no 10Ul1001tt dilucib!I. que W\il:c la dcm1'14is alél¡.ia por 
cor.ti..10 (OA()ald.nitrocloll'h:Detno (DNCB)ul°'tublyo1 
OB.JF.Tl\'O, f"11!,¡: el efecto 11\.'ubnooo de twtlO f'l'•bk11.'lilc[t'S L1nltli001 dcl fll.M IOOll 11 OAC en k!1 
rohlyo1 

MATERIAL\' METODO; 1) Scruobdlllo.iM Se K1111bt~Ultltl llll11Ulcs, cdiJ)'O'I ~de 1i¡ofúiley r mis de 
JOO r;i &: roo. mt'll1L'11C Lt 1~1ac16n ( 24 tu 1de1111 f'&ldic c¡.'IClldneo de Ptd filw Y.'!lllllllft l'2 Unp!qNdo 
CClllUIUsolocilm&lOmtllnlócDNCB,tdin:l.lp.ddqlilldldcldono 5elo1CCJJMidcnrl:lllCIUibiliudo&,los 
1n11:11ks que ~l'UltlCI 1-tSiailxt6~ b) P.l!o Q.iira duJ dap.a!s de la smsibiliOOón lol lllimalcs K rawn 
mi:d<JmlCl&f'old.ll11&:DSOl200VttrJlllCMl'll.libi11t1Wbilul.att,lpliadlcaidinism:il!lttoda,u10N1cn 
IUi;"JCl,mu!llror11:Y11!C1Clf'h~~'OO!ICOOJml,deU111&QlllJ!l~{l,IO,ll))rll))J 
~¡/1rJ}deC>1.i11:..,&:kl!Mttt1~(idalliÍadMpot1111~¡o) Cminblmlr.ienlc1C1pld•ltsU¡o 
rnr11-o ( m.¡cn • lil!ll(l6n u!iN ii.-t~a a1r1ioruW, rll 7 • ( SSIF ll fJi llr.m cuoa te: inlli'W 11 DAC 
~Ll:lltfl!.MM:i:u;o:irlQ.'tJ(<IOOlD&!ti>n) t)lr.1~6n.Sca:wmdaapxiti111r11~di:trirt1111c 
md~'Y.16n m1¡ort1ilcS~ Sir.r:i1lnUhoo1lotl?'lulados,~11ona!a,1Cwlut.":lllltll'l!anlcllpn.chtde ,, 
RF.~ULTADOS· ll'l p!~i.bl ldcnufoill con lM nlllflUl)I 2 7 J na ltldal'Oll dmo Wlibttono al¡ww:i El 
r'ri•d.ll1rllubt6CludJOO'Y,&lu¡'flld¡l1&:DACm1ojccl~&OOl'mlll1Ci<ttJllll1wdas,micnln1 
qoc d fif1!1~ t 1t1,'lib16crcrt H%7 ~.de lu pnchls, a pwr 6c llail'aNlcióedc: 1011&/ml. La DAC 
n1cMo0r1lconSSlf11cmpn:focpouti11.mwuqucllDACainfU.Ma:mirinfiado11unprcfuc:ncpri11 
DJSCUStos \" cosausmsr..s. ul'(l & '"' ~ utl!IDdos ¡ 1 ¡ ~i.a dLVIClllC el cfeao inhi\itono dd 
FIU.llilbn:LIDAC.ui111toqucM(4)p.a.'tCCC/tlttllllldft1oinhibdocioll'(lÓCr1do P&rlfiricsdetsll~K 
1bn6f'!l'Vl11on.i!~.1ccldd1go Los~~ly4ionpcn1.1~ia,~6limtur1~idos Los~IJ~ 
d1ficttnsólacnclro1d110nÚl:'COdo!i,11Ctdobtc pdLNcndpfptidcl7¡l111&miNtt1d~4.ES101ravhadol 
prn1111o!Ula liln dc in1ati PJCl coní11m111cl p:;dcr uWbilOriodc DAC p:w pw del AL\! Nlml r 1!m llftbtn el de 
d.'.11Jn1lotJ111ntfo1.11t (l~)'IJDl'OfdíonJoúlllC)1llS6P·M900t) 

(J) 
~ d? 

-------------~·~--....... 
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L-02 

RH,IO"tll/t(hJ' Lll Lt llt\Fli~h L"'ll"[ 
1'11~11\tl. ,.,¡¡ L..!!!i!.fil.l.. 1" IUTO'° lhLIO 
1 ~ntoJ11 Alt•~ ... \l \hrtH•U lt~rtiJu, 1,\ (,)hU ~blJ.;niJ~. 

¡; !.¡..:: H(.,111' 1 \t.irt00Íofno1 IJN4.M t~[fllT,1,(ALA E.do Jt 

\ttticn li4, CIS\'l.ST4.\' trs Ap 1~·1000 "n.:o DF Elpm¡m11odd 
prmn1c111h1¡ofotJ11cm•r.lf11t11111and1futn..111tnlimpuc111dc 

1M1(u<rf"ll md111;>d1 cn 1n1nt<n.» iSclpJo (IOJ y 1/11(10 UGI. t11 n1onu 

1nm~n11JJ..i1loc1l7111Jtm1omcn1c CM trofollll10I de E. ii11o~b li¡ldo1 

\<'fl ¡ly1111kkh1J.i (Gn) lo1 ntonu tmbocrGll 4 1nm~n1tai:K111C1 

M:m1n1ln con Gf1 \~I 10' ctl1) p.lf 111 -.u 0111, m:111. 111t11¡-n1lonul e 
1r.!1&mu1.tul11 r K U.:SIÍICllUll J d1u ik1puC1 dt 11 ~11irr.1 dom Se 
!lblu11tm11 moutm de 1.utro, y dt W'ltrntdct dt in!nlinot dclpdo) 
Jo'l<noX1111h:hcl11ohi'Jdcll~mdc111hc11Up01&1111an11hapor 

lUSI\ t P'Jf lnmunolilol ti fll!l'Ól'I de pro1ti11U &1111bi11101 ftCOnOCidu 
PfcJ..lmÍlllllltnlttlltP'Jf&nllCllUJ!OtÓCd1fcmi1t11"11Ípoi.Encoi.ln/llMq11t 
u111111 Uemw:iu e11 l1 rt1pucsu de Mhcuttpol e11tn: ID 1 IG, y1 q11t t11 

dlDprcJonurJLartpucstadel&.'"'IOl17Uq11Ce11cl\GnopttibiiirJLa 
rt1pucsu de ninpno de lo& 111:1 ikllip.ll wliWM (l&A, l¡G e l1MJ El 
1rJh1i1pw1nmunob:icrMllnlq11tu11kftd1fm11twcniresutn1,in1cs11110 
Jclga.lo y '1'1C"' tn el fll!l'Ól'I de proltinu q\IC IOll lflConocidu 
¡wtJ.lm1llllllalla!ICJ'IOl'ltll~&d1fermlct11ohpot.Úlllldal1!$C11 

coo¡11t1roUl.!1U11!1rtii0111!11xióndclart1puct11inmurcinra:11d 
.l;>oy1ao por C01t.1.C1t HSl·PM 

L-04 1 L·i~(U~OGE.,1CUHD DE UNA CEPA ATE~Rl..IJ)A 
DE .'WM<trilf r,p.li QL1: E.X PRESA EL IPrTOPO 

[;,'\!\J~OOOML'1A.,TE DEL ESl'OROZOITO DE ~1111 
/.I!ofWll-. F .. '1 SU Sl1PF..RflCIL 
P.ll!!·l'éru._f. llua1.1-Yq<Z. $

1
• Vcp·Putda, M

1
., L'mu, "'{. 

S1111ot·Al¡ulnt&l, L1. Whu1, .'i.
1
., Goru.ilcz·Uonill.a, C

1 
'ut\lll KC'lpul 

,11 ln/f\lúlo,i¡, Ccnllu MNoca º1.1 b:i', IMSS \ni.ti. (Mio. ~ ).\.1. lMSS 
1t\wJt!ldCdCINVISTAV,IP~ 
l..11tC00'&'.11~ttecOOií1c.1'-.tlrpitoro1nnnin.~11W111Jthnfix1!018Jt 
l•["Jl1in.t•utl:T\!f''fJ"1lhCJ(CSP)J.P /•1•1Jlll"""'.(NA.\'P)futll\l(ru..la 
rnrlr!bm1J.1pSTll enT11rpooqurccM1uru1rl111cU'(OJtf1p-olc1N 
,:.:r:imtn.'Uuu:r.1l'r.'í(JtS l)-ph1yLWJfllll",.uC1E. rol1L11JO~{iv.1 

u¡ia Jtfit1rr.~ m 11 f''llN Cinr-:i en s /)1'~1 n l})JI (11111 Ujll lttn~ 
,\J"-':.,,JtoD)yt1'.SJ'.>rh1C\t"~llCSP(qucc('(ll!f!ic1n~rn1Y 

m<:i,...._lf;'ll el ifl'lt que .:r..:1f1a t""'1 ll CSP) Sr t.llT'¡"l:it.l ~uc !u ¡rpu \,(ll\ 

t1¡,:o Je f1f"CU: 11 p!•'lt.~.1 tn 1u 1~¡'frfa1c l':'llJ1Y11c f:U,l)~ & 
u1on_..,\f'\f~111 e kll/T"1.1n .. r:e1:.n~ t1•:11(r1rn.:11 L ... ~!'""'" 1M11J111ili c.>11 
1 ,d1l1\J·\;p\l\J:,.\.\1'r<rw:n11:,>n•~! .. ..e'T'J••lí'-C1Jcm.ir..~r11I 
i'..:l>L:J rn cJU.1)'1\ J.c • .-.~ .. ~Jr .... ~n.:i/"1(11 l.,'\ 11·"""'º .rvr:.iru:~ cJ!l ~ 

/\f~' C\1n,~ pSll l:O. \."1' ;- •!.i¡cror 1.1~!"1 :--111!t"1 .!<- L'U,(lltlJ"ll Gat 
¡,,, t¡<l( f..e11•1 •lil1'<JIHl.~h {.O\\¡ lf!Y '{'JI f•['ff\.I ~: L"·h~f~l r~ rl C11'"''' 
,r,l.:mu1.11 1 ~vc 1,:, •• 1,¡..,., .. ,Jd &11l'!!1Nncr.t¡¡11n ll¡1ncn;.,,nJc 11 

•C\j'~r.111 .r.11.;~r,.,., :c_.>rnk..:;,11 ''l'I,.....¡,,., ~n ~o1.1r.1.1':H1 bl:11n~·· 

lJJ 
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Hosvttabdt1diatría·-- --

tSa/;!1J¡{¡,~¡{¡,ts..QS -·· . . .... 

Jornadas M N.tmuq,idt 
Inl'tsfl&aaJn E1fon11ma 

1111 

1 
¡ 

fü) 
l\l'iS 

INSTITllTO MEXIC.ANO IJEl.SEGllHO SOCIAi. 
1111',J'll '' 111 1'1111.\ 1111.\ l'I NllHI MI 111111 N~l IUN~I \ll,l 11 \U % fu> 

[L f"JLM DE Cnttll!otba hu1oly11Ct, SU CONSTRUIDO SINTCTICO IDENTICO \' UN CONTRUll 
SINTETICO ANALOCO, INlllBEN LA DERMATITIS ALERCICA POR CONTACTO AL DINITI 
CLORO DENCENO 
Pin lbur1 L', Ciml11u Sfhmr JA, Rico Rotlllo C, fmhdn Dltlr 7 Krrtuh1cr R R. Ualchd 
lrl'n1ic1cida Mtdie1 ra l11munolof(1, 11. dr Prdi11rf1, Coordiud61 dr lnt11lr1clh Mfdia, 'Sr:nklo 
P1tolofb, ll. dr Onrolofh, CMN SicloXXI IMSS 7 1U11i•mlchd dd V11lr dr Mhko. 

l~'TRODUCCION: El ímor inhibidor de lt locomoc:i6n de los rnonocilos hLlllllllOI ( fll.M ) poducida 1 
Ú!Ja111arba ~Ulol)'tica u 11~ penllptptido ( secuct1Ci1 coníidcnci.il por patente Mc1icG • EUA ) que Inhibe 
drmu1i1i1 1ll1¡a r-x contJclo ( DAC ) al dinitroclorobenwio ( ONCB ) en ku cobayos. Se postula que 
corutn.iidositut1icoconnlJ1«1Knciadcberla rqm!ucirtlcícaodclflLM,mialtruqutton.Stnlidotdifcrtn 
dcl¡(nwcmdcu!dmo 

OBJETIVO: Estudiu ti cf«10 int11bitorio sob<? ta DAC, de watra constniido11in~1ieo1 cori distinto l/ldo 
1imilirudcondFILM . 

MATERIAL Y MtTODOS: los cobt)'OS St la!Sibilinron mtdilntt la J;l!icu:i6n por 14 h1, de un pan 
tpicutincodt:papclfüuoWha.tmanl2~coaun.asol11ei6ndclOai¡/mldcDNCBa11U1Cna-llCGtc 
oliva{ 411 ). (i.¡inc.c diu dtsputs los u.mies 1e rtUtllQ ricdianb: b apliaciondccm pudleqilatln 
cot1tcnicndo \1111 dosis de DNCB ]00 WW menor 1 b dosis vtWntt, sobre IN iiyfu~ lnbldbmica de: 1) 1 
•-(colif<W)dcmudc"""11doio(l,IO,IOOolOOO"'lml)dcal¡wodcloi--Wdoi; 
ALM o; t)dc soluci6a uliN iiol6niu.{ SSI ~ Lu rcaa:ioncs 1e tnhiaton 1 taso boru.y 1etluiíaron u. 
positivu ( ai1cm.a t induración~ 3mm) o como MCatiYU. Tambi611e cnlu&roa lu medidas & bs diltnet 
pooiedio&i!icWrt1puest11.losrtS11IWos1ewlir:&ronmillstiamcnkpor11 ,rishcr,UdcMIM-Whilnt 
1dt:Sllldcn!I(~~~ •. 

.r:· 
RESULTADOS: 
Efecto de lados is del O 111 /ml de loscorutruidot 1inlt!icos sobR b DAC 
Madifn&o.- %ittsp.pesitim(tlrntn) Tlmlfi.DdclartSritS11.mm!ic.c.) 
SSI 100'• IU(IO.S) 
nlJI 20~.· l~(IOl)' 

Con1truldol lQ'/,• 1.IUU)' 
Coruuuidol 11% 11.S(ilJ) 
C-;&,l 11% ll(tUJ 
Conitruldo4 45%1 l.1(il.9l• 
'~O.~lnSSlpcrono1ignific.11irntn!rcsl 

DlSCUSIO:-i: Los ru~haOOs (con la do111 mosirlda pero tunbitn COll lu dcmts do1i1) indiwlquc dosdt 
Miro C011Jlrwu/1n son capam de uV11bi1 la DAC. A~uc c1 coru1111ido 1 parm lft m11 inhibidor que 
con11ni"ida 4, lu d1fmn<in entre tllo1 y con el ílLM no a!wun l Kf 1i¡nií1u11vu la secuencia uw dd Fii 
y de los conwu1do1 se dmonoccn por ttcomtndtci6n legal Una 1pcn11r1 limitJda del c6d110 de idcn1ií1m 
1ndte1 sin tmbugo quf lo1 co111tru1do1 iM1b1dorc1 que dtfimn rntrc si m 1111solo1minolcidoll)'4)son,to1111 
F/U{ pcn!lf(?11do1 r UllO de clla1 C1 tdtnhco al FILM Los con11r11idoi 1 y J, Wtnln de dtcto, IOl'l tciraplph 
compkUrTl(nl( d11Mla111 FILM, lo que c1tlu}C que el cíctto il\lubldOf 10 un dctto inupccmco 

CONCLUSIO.'iF.S: Do1 con1tru1do1 ( tdcn11fic1001 como 1 1 4 ) rtproducu el dttro inhibid« dtl FILM 1'1111 
1obl"cl1DAC la1pcrt1111p11c11ldtlc6d•101nd1t1quces1os1onpcn!lplfllidoi{unonidlnlitoyrlo110dlfim 
í11Mfnun1olo1m1Mic1do),~1:11bo1wnacrno1 
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SBP • CONACYT 
Comtjo NJc~I dt OenciJ y TKnolosr~ 

ACC!ON DEL FILM DE fn!1mo1b1 hls/olyt1r:1 EN LA EXPRESION DE LAS 
AOHESIHAS DE LA INFLAMACION TAROIA (VCAM·1 Y VLA•J. 
Gun~nez J, Olu l, Arenu E , Villa J . R1to G. Ftmirldez J '. y Kretschme1 R 
Proyec111JJS5P-M 
UnWlad de !n~Ht.gac'6n M~ie.a en lnmunologl1, Coord111m~n de lnve1!1J1ci6n 
Meca H Ce Ped11trl1 y 1Ser'11CIO de P1tol09l1. H Onco!og!a, CMN S9!0 XXI. 
IMSS '-1~11co O F ,l.lbl(() 

INTROOUCCICiN El h~o ~e la respuesia 1nr.1m1t()n(J lflmu~olOg<a depende de 
<Mlosleucoci101pved1nm9rar11focode111lecoón Elp!'ocesoesgviadopor1a 
1~i..enc11 de in:eracc10r.es moiecu\Jres de 11 e11ud1 de lu 1d~es1nn P1r1 que 
ics rncnocf.os m"ren al !e¡~o inhmldo y rulan la fm t1rdl1de11 inllarnao6n u 
rurldal'!'en111 11 ll'lteraw6n reeeptor<antrarreeep!or entre VCAJ.4-1 y V\.A-4 l• 
VCA~.1lCD1C6) es una 1dhe11na C:t !11upe!fam1h1 de ta11nmunoglobut.nu, 1e 
ei~•eu en las tt•uiu endotel11:u induod1 POI' ta inn1m1oOn. V\.A-4 u una 
1~!e;11na ton1Mu!rv1 en kl1 monootos y es un f'lelerocllmero oon un1 Cld!lla 114 (CD 
~s1 l y ur.a C, !CO 29) En 1a 1m1b11111 inmora la respuesta 111ham11ona tardia es 
es~ec.a·men~e e1igu1 Entamoeba /lis/olyfic1 prOOuce un factor Qve inhibe 11 
loc~moc.On celular en los monOO!os Ademh in~be In vlu del esta~dG respiratorio 
~ C'el 01>d1> nltnco y 1~er¡ el AMPc y kls mcrotilbolClS ., vrtro Des~nldo CCtTIO 

f~:ror rnl!1brj(¡/ ~ la b:omoCJón de kls monootos (FILM) {Kretsctvne1 R. et 11. 
1SB2J. 111h1tie tarrMn 11 r.~am1ci00 1Jrdl1 il vi'l'Q (Gn*iez J. et 11, 1997) Su 
pur 1fit1c'°"Y muenc1100n inclocaron qve e1 un pen!1p6plido. b que pemMliO 
s0n:e~ur p~pMos (~nticos y d~erentes El ob:e!ivo del traba¡o u ev1lu1r el efedo 
Cel FILM sobre e1pres<>n de las l<lhe11nas de 11 inhm1c'6n tard!a. tspedfamen1e 
la ~are:a VCAM· f y l/LA-4 ba¡o la h1pO!es11 de q'Jl'I 1! FILM '"lflt111u eitiresiOn 

MATERIAL y MtTooos Se. combir.6 la inhitlic~n de la Cel'!N!1!1S ·~rga por 
c.onta:1o 1ld1Mroclorobenceno(ONCB) con ir.munohis!oqulr:ia Los cobayos se 
se~s1Mzaron con un parcl'le eP<Utho con 10 mg /mi de ONCB pot 2~ Mrn 15 
aias ~espues se retaron cori un parche epiOJ!.lneo con una do11s de ONCB 200 
1msmenor.sot11euna1rty«ei6nintradtrmieJdeFILM.deuncons1r.ridosin!~!ico 
<:!n:<ooiHerente PBSonada Al1148horuseeY11uOm1ttClScbpicamen1eyse 
!Oo""O tl>0~111 de 11 p11I E1tu 11 proeeuron p1r1 H-E y para inmvnol'lit!OQ11lmie& 
to~ an\icue!f!OS monoclonales con1ra lu 1df\es1n11. y un ltgundo anticuerpo 
ico¡¡:;¡do a ~eiou~au (OAKO) tu biops1u fueron evalu1d11 en forma Oeo• y 
U"11c~a~T.~a'.•~1 

RESULTADOS Y DISCUSIÓN Macroscóp(amente. !u inyKCIOnes del FILM 
ra:Jra1 o el Stilttico 1nMiieron eO'Jli tas respues'Js posrtrvas 11 ONCB. y 1ed1Jieron el 
d1imeiro promedoo de respuesta de 116 mm 1 3 y 3 7 rMI (p e 000005) 
M1croscóp1camente d•sm1111fieron e1 inf1ttr1do 1nn&matono ludio (monoo!ClS y 
lm!oc11os) y los t1mb1CS cu!intes mundarios 1 la 11n1ml00n Con 
1nrnu110111stoqulrr.a se er,contró que l/CAM-1, ausente en reposo. 1p11eOO en la 
ct'ulas endotel.ales en 11 r'lnamaoón {•H) y se 1p1gó en pruenda de FILM. 
nat:.ira1 o sint~t:co. H l•s dos tadenu de V\J..-4 (C029 y C049d) prewnlH en los 
mo~ocitos en repa~ (•y .. ¡, se volvieron intensamente poUrvu en la inMamaoón 
¡ ... y tt 0

•). y se •PaQaron en ~restncil de FILM(· r t) Ad1C10nalmente se 
encontró que CD29 se e1presO tambr6n en ~lu!u endo!e!i1Je1 en inhm1o6n y 1e 
apago en presencia del FILM y que en las Gtlulu epodtrmas 11 er¡ires10n de 

)! 

.... _________________ _ 
~ 

~ 
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LORENA D[AZ /BARRA. INHIBICIÓN DE LA DAC POR FILM 

ANEXONo.11 

IDENTIFICACION DE COBAYOS POR SU CIRCULACION AURICULAR. 

La identificación én a:n·i,fél1~s :ele. laboratorio es necesaria para evitar los riesgos de 

confusión durante.el proceso de estudio. 

Para evitar .Y. su.perElr:'los, problemas . encontrados e~· los· métodos ·°'tradicionales 

empleadosal. inicio.: del estudio se des_arrollo_:"ur;i)~étoclo.~araía .. identificación 

rapida, sen"éma;· económica y'rio agresiva ó mÚtila;:;ié para el "animal_;·;:· .. : 
·. «·:;'.',~ r~; ·:·.:··:1/r· ··,:::·- -·· .. ·_,-<e .. ~ 

Este método consiste él1 el registro de. los p .. tro6es ci~cul .. torios ele, ÍEl"cn:ej~; La red 

venosa de la oreja del cobayo, vista desd.;,_ei iaciri;;;~p.;·~ió'rclE!;;.;;.t~:'tiE.l1e el p~trón 

~n::::r:~e:~:~a::~:· s:Ob~~ae;:s;a;:~c~irJi!:;,:2~;:~t~!füi~~¡i;f:rJ!:;a~=~ 
resulta la combinación de varios patrones simpies'.;1~ 'é¡u"'"8E;!;,:;,'ji:"' rél ";cle..;"tiftcación 

individual y permanente de cada animal~ ·:;" :·,: i} ':~;~.!,:c ... ;;;;,~;s<;.;; ·.· "°"~ ... 
,. ,-.,_.'·''" 'i~'.!':-·~· . "'-.>~~ ,_ .'"_·';,"!";:'::·-- ~;,s,\f{i~-~~··',':'.- ;_ 

La descripción detallada del método. esta .en proceso para sÜ' publicaC:ii;,n: 
•' (_;·":_ ::: ¡; •. : 

El método de identificación po/ cir~·Ül~;;,¡Ón ~.Jri
0

c.:..1a~ p~sibl"';;,E!nte alcanza su 

funcionamiento óptimo cuand'o•' se aplicél: a g~LÍpos medianos (5-50 animales 

albinos circulación claramente . visibÍe), · é¡Le ; ~e~án mantenidos por periodos 

mayores de una semana~ 

TEST<:: ..-.--~·: 

"FALLA UG ·..,J..~ .... 1EN 
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