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RESUMEN

La E. histolytica tiene varios mecanismos capaces de neutralizar las defensas del
cuerpo. Uno de ellos es la producmén de un factor inhibidor de la locomocién de
monocitos (FILM) |dent|f'cado en nuestro laboratorio. Esta molécula afecta, entre
otras, la locomocién y la explosnén oxidativa de los monocitos, células fagociticas
que predominan en la' inflamacioén tardia.

El FILM es un pentapéptldo que es capaz. de |nh|b|r Ia dermatltls alérgica por

contacto (DAC) :al: dlmtrlclorobenceno (DNCB) en'los~cobayos —~ modelo.

representativo de éh ta rdia

En el presente trabajo evaluamos
con distintos grados de semejanza al FILM sobre.la DAC en los cobayos

| efecto inhibitorio de cuatro anélogos smtétlcos

Se hicieron d||u¢|ones progreS| péptldo para obtener Ias dosis

1000, 100, 10, Y 1 pg/ml que se desngnaron con un numero de cédlgo
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Los cobayos se sensibilizaron con una soluclén de 10mg/ml de DNCB qumce dias
después los animales se retaron con una dosns de DNCB 200 .veces menor a la
dosis vesicante sobre una |nyecc:én \der a muestra codificada, del
FILM como control negativo y: de’ solucné alina - |soténlca (SSI) como control
positivo. Las reacciones se evavluaron ailas 48: horas y se clasrf'caron como

)Y o como: negatlvas. tamt:nén se evaluaron

positivas (eritema e mduractén z
las medidas de los dlémetros promedlr

secuencia Mé
efecto inhibito'r

GIn

— GIn) no’ tuvne on nmguna accl
especifico. S Lt
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-

GLOSARIO.

AMIBIASIS.' Actualmente la amibiasis es ocasionada solamente por cepas de
E. h/stolytlca con poder patégeno Sdélo una parte de los individuos infectados
desarrolla slntomas. a: esta enfermedad se le conoce con el término de amibiasis
grupo de ‘individuos infectados asintomaticos se les considera

invasora.
portadores de E.

stolyt/ca.

AMINOACIDO.

Constltundos por un carbono cuaternario unido a un radical amino
(NH)ya un grup carboxulo  (COOH). .

CULTIVO AXE ulti
medios monoxenlcos que »ontlenen bacterlas u organlsmos vivos como uno de

sus componentes)‘
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DERMATI'flS ALERGICA POR CONTA'CTO." (DAC). . Erupciéon cutanea
provocada por la exposncxén a un irritante prlmarlo © a un antigeno sensibilizante,
induce memorla mmunoléglca en cxertos Imfocttos tras la primera exposicién. Ante
5 respuesta consistente en eritema

una segunda exposncnén se genera
(enrqecumlento) e induracién (endurec:myiento).

2,4- DINITROCLORO ENCE N? V(DNCB) Sustancia sintética, inexistente en
r le ular, altamente reactiva, irritante y sensibilizante.

1a naturaleza. de bajo e

Forma enlaces os” con’ diversas sustancias de los tejidos,

induciendo respuestas tipo \apteno- acarreador.

Protozoarlo que se encuentra frecuentemente en el
'de causar la disenteria amibiana. Aunque muchos
_puede invadir los tejidos y producir especialmente

Entamoeba his
intestino del ho
enfermos son:

FAGOCI;I;QSIS, éue’ 'ciertas células engloban e ingieren

particulas, microorganismos y restos celulares.

Proceso - pdr el.
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FILM.- (F'actor Inhibidor de la Locomoc:én de los Monocxtos) Pentapéptrdo
producudo por’ E. _histolytica, cepa patégena HM 1 cultlvo axénlco. asi como por

INFLAMACI
aguda o crénic
dolor. Puede, ‘o nc

d - puede ser

are cmnal-
os letcocitos v
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MACROFAGO.- Fagocito mononuclear que denva de Ios monocntos de  la
papeles’ lmportantes en la |nmun|dad ‘celular

medula - 6sea y desempeiia
presentacnén de antfgenos y produccuén de

(fagocitosis; " fagocitosis inmune,
mensajeros inmunologicos).

(bajo m:croscopfa de qu) de

MONOCITO Tlpo de leucocnto, Hsm grénulo'
funcion prmcnpalmente fagoci 'ca presente en sangre Al pasar de Ia sangre a los

tejidos madura a macréfago

PEPTIDO.-jCompuesto}formado'por'aminoécido cuando:son pocos ,form‘a;ﬁ‘Un‘ :
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d oelular : aumentada : en mtensadad pero no
centramén unlforme de una sustancla atractante

QUIMIOCINESIS.-  Movili

dlrecc:onal causada por una o

|beraclén de  energia. luminosa ‘poriuna; reaccion
e estallldo resplratorno en - las

QUIMIOLUMIN SENCI
quimica, se rh

células fagoc

Io ; largo de un ‘ gradlente de -

QUIMIOTAXIS Migracién orlentada a;
concentramén de una sustanma qulmlca VProceso medlante ‘el cual los fagocntos

son atraidos a Ia vecm ad e los patégenos mvasores.

SOLUCION: SALINA. SOTONICA- (SSI) Solucién amortuguadora de fosfatosv
pH=7.4, Ilbre de p|régeno‘ T R

ULTRACENTRIFUGACION.— Centrifugacion a alta’ velocidad qué puede ser
empleada para |dent|f'ca<:|on analitica de proteinas de dxversos coeﬁcnentes de
sedimentacion o como técnica preparatoria para separar protemas de formas Yy

densidades diferentes.
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ULTRAFILTRACION. Flltracm‘m de soluciones o de" suspenS|ones a través de
membranas de’ poros graduados de tamaﬁo extremadamente pequeﬁos ( hasta de
0.22 pm). E : :

ZIMODEMOS.—,'Patrones de movilidad electroforética de iscenzimas de los
parasitos.
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INTRODUCCION.

AMIBIASIS.

E! término amibiasis incluye a todos los casos humanos de infeccion por

Entamoeba histolytica. Solo uné parte de los individuos infectados tienen sintomas
imputables a la penetrac:én del parésnto a esta enfermedad se le conoce como

amibiasis invasora. ' Al 'grupo ‘de individuos infectados asintomaticos  se’ les

considera portadores de E. histolytica. .

La amibiasis sintomatica . es una enfermedad mtestlnal y cuando se vuelve

uerdo_con’su sintomatologia,
s.variedad - de alteraciones

la amibiasis |ntest|nal_

raras y generalmente ocurren en su;etos gravemente parasitados (8).
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La mfeccnén por E. hlstolytlca se’ cons:dera un’ problema C ave‘e‘h la poblacion
;mundlal que afecta de manera pnnc:pal los Aalses»en desarrollo entre ellos

'Méxxco. La mayoria de los’ casos corresponden a: portadores sanos y solo una

mlmma parte presenta |nvas:én tnsular

50x10° enfermos y solo
1x10° de estos dltimos COn, ioT amibiana  extraintestinal (higado)

(GUTIERREZ 1997)], sugie‘ren "que ainv snén extralntestmal sea un evento

de amibiasis invasora hepétlca d‘
capacidad del huésped para opon rse:

Estudios seroldgicos en Ia Cnudad de Méxnco indican que: arnba _del: 9% de la‘

pobiacién esta infectada por E. hl

Méxlco se considera uno de’ los palses .

mas afectados por amnblas:s mvasora especnalmente por, la gravedad y frecuencxa'
de los abscesos hepaticos amxbxanos Seguramente no es accndente que Ia cepa :

mas virulenta jamas encontrada Ia HM1 IMSS (de la que se obtuvo el FILM) haya

sido aislada en este pais (8)
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AMIBAS.

Probablemente la primera desprip_cién“de las llamadas amibas, correspondié a los
microrganismos‘qde cambiavba‘n' de forma que refiere R&sel Van Rosenhof en
1755, a Ios que Hamo “EI pequeﬁo proteo En 1839 se crea el género Amoeba y
diez afios. después se da a cb )cer Entamoeba gingivalis con el nombre de
Amoeba glng/valls. Pero es’hasta 1875 en que Aieksandiovich Losch publica el
estudxo “Desarrollo masivo de amlblaS|s en el intestino grueso”, donde describe a
ue ﬁnalmehte 'desp 'és se desngna como Entamoeba h:stolyt/ca

Amoeba co/

epltehos de
rasito utiliza

huésped : humano.:z A menos que Ia infeccidn

defensa molecula: y: celular .del
el protozoarlo ‘continuara su

invasora sea detemda’ por tratamlento adecuad
actividad destructlva hasta que el huésped muera (8) 3
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L.a existencia de dos especxes fue sugenda por estudlos medlante znmodemos,
) otros con

asociando ciertos zumodemos con enfermedad smtométnca nvasiva’
portadores asmtométncos.: : :

En 1997 se recomendé formalmente agrupar los'zimodemos no patégenos en’una

zimodemos patégeno

Actualmente se acept tinguibles
morfoléglcamente: una spar.(Anexo

).

CICLO DE VIDA.

E! ciclo vntal de E h/sto/yt/ca es sencnllo ya que.

a dlferenCIa de otrcs protozoarlos
patégenos carece de etapa sexual o de huéspedes |ntermed|ar|os. ,' - ; '

del trofozoito concluye on Ia forrnacrén de un quxste maduro de 10 a 12u de

diametro con 4 nucleos (1 O)
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mana ‘o meses si el medio
proteccxén co tra la accnén

Los qunstes pueden sobrevnvnr fuera del hospedero
es humedo. La pared de‘qumna delquste conf
destructiva’ de aci :

igestivo, ha:sta el

sobreviviran a!: ;aje ééldo por la porcnén 'supenor’ l tubo d|gestlvo' Otros
s con heces y posterlormente ser

trofozoitos sin embargoAs 2 )
ingeridos, completan este snrnple pero muy exnoso C|clo vntal S
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El ciclo vital de la E. hlstolytlca (como el de E. d/spar) no requnere de una etapa de
invasion tisular. En la gran mayoria de los casos. Ias amlbas vnven como paclﬁcos
umlnal): En algunos casos sm embargo. el
(amlblaSIS lnvasora mtestlnal) pnmero

comensales en el colon (amlblaSI
parasito mvade la mucosa intestinal
adhiriéndose al epntel:o a ‘través' de un gando con carécter de’ lectlna

Y. eventualmente algunos trofozoitos eventualmente
|rc latono vy pueden - orlgmar . Ias formas rnvasoras
Ia arnxbuasus. en primer término al’ absceso del higado. ‘al que

Penetran en ot

entran al: 'to
extramtestmale

llega por la vena porta (2)

RESPUESTA INMLINE GENERAL.

El sistema. inmunolégico, tal y como se concibe actualrhente. es un sistema
complejo que-incluye la participacion de multitud de células y factores 'solubles,
que interaccionan entre ellos para conformar un: sentldo bloléglco defensivo. En
general, y de manera simple, la respuesta blolégu:a defensnva frente a la agresidon
retine tres componentes: inflamacién,: lnmunldad natural e inmunidad
especifica. Las dos primeras forman’ éartey »de lo que es calificado como

Inmunidad innata (inespecifica); fa’ gltima forma parte de la Inmunidad

adaptativa (especifica).
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La inmunidad innata se éaracteriza por la ausencia de reconocimiento especiﬁco‘
de un antigeno dado. En estas respuestas estan implicadas las células
encargadas de eliminar a los agentes agresores sin necesidad de reconocimiento
especifico del ahtigeno agresor. Estas células han nacido con el aprendizaje
adecuado para distinguir lo propio de lo extrafio sin necesidad de mecanismos
complejos de reconocimiento, y con la ausencia de memoria posterior para el
mismo antigeno dado. E! sistema monocito-macréfago y toda la serie de
polimorfonucleares (neutrdfilos, eosindfilos y baséfilos), junto a un tipo especial de
linfocitos denominados NK (natural Killer; asesinas naturales) son los elementos

estructurales de esta respuesta innata.

En la respuesta’ édaptaﬁvé o especifica, se encuentran impliéados los linfocitos T
y B. Los antlcuerpo produc:dos por los lmfocntos B (respuesta inmune humoral)

’ Ias'células T (respuesta
les sean

reconocen los antlgen S extracelulares mlentras qu >
inmune célular) “solo puede reconocer fragmentos anrlgénlcos que
presentados en asoma 6n con moléculas codlﬁcadas p r eI complejo prmcnpal de

hxstocompatlblhdad.
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ENCUENTRO DE LA E. hlstolytlca CON EL SER HUMANO Y SU SISTEMA
INMUNOLOGICO.

Una vez. mvadlda la mucosa aparecen respuestas inmunes celulares y humorales
: nlcualmente comprender exclusivamente las células
en el si o de ia invasién, sobre todo aquellas que
ulceras amibianas, donde ocurrira el primer
y Ias células de Ia red mmunologlca

se encuentran

contacto real e

activéndblo y:

complemento. it

convergeran
coagulacion.

Sigue S|endo & »urj\v:;'e_quisito
esencial la exis -

en el huésped. Algu
por la amiba,  debe-
inmunosupresiéﬁ (‘i4). i
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El resultado de la mteraccnén de las amlbas lummales o las invasoras con los
elementos efectores de la respuesta inmune (antlcuerpos secretores y circulantes,
complemento, Ilnfocnos citotoxicos, lifoquinas 'y leucocntos efectores) dependera
de los poderes destructivos de estos elementos y de la- eficiencia de los
mecanismos de evasion que logren desarrollar las amibas.

RESPUESTAS INMUNE HUMORAL. Y CELULAR EN AMIBIASIS.

RESPUESTA INMUNE HUMORAL.

In vitro los anticuerpos tienen efectos sobre el parasito, el cual a su vez posee
mecanismos para evadirlos y ademas emerger del proceso, al® menos
temporalmente, en estado de susceptibilidad disminuida a la uiterior-accidn 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.inmunizacion pasiva

realizados hasta la fecha Aunq‘e: 1a" reputacidn protectora de los anticuerpos
feccnosas. es clara, especnalmente virales y

humorales en otras enfem1 dades
bacterianas, no se conS|dera na barrera mfahble en la amibiasis.
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respuesta inmune. secretora

pronunciamientos defi

donde podrfan establecer contacto ‘con células" funclonales de 1a red celular
inmunologica (17) g : )
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La incidencia relatlvamente alta de hlpersenSIbllad retardada documentada en
sujetos sanos (20%) y en pac|entes con recolms amibiana (47.1%) en areas en las
que la amibiasis es endémlca (22) suglere que existe, igualmente, inmunidad

celular local.

La evidencia a favor de 1a emstencta de respuestas inmunes celulares sistémicas
en la amublasus “si’ bien 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: enznmas plasmétlcas proteinas

reguladoras y proteinas capace de‘ llsar'células que ctuan en cascada y cuyo
igado‘ El S|stema ‘del complem tlene dos

principal lugar de. smtesns es el
componentes, la. actwacuén de la via’® clésu:aa tr
activacion de la vta alternatlva a través del factor D C3y el fac(or B conducen a

la

la escision y actlvactén de C3 (6)

TEsiS OO
FALLA DE UniGEN
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La E.histolytica es capaz de activar el sistema del complemento ’Este efecto se
debe a la activacion de Ia via alterna del sistema del complemento. En presencia
de anticuerpos también se activa la via clasica, lo que conduce a 1a réplda muerte
del trofozoito y a la inhibicion del crecimiento amlblano i » E :

La activacién -del complemento por cualqunera e’la’ dos v s genera factores

solubles que amplifican y modulan el proceso mﬂa atorlo :

Las amibas capaces de evutar la actnvacuén ‘del complemento por la via alterna son

también capaces de mvad:r el mtestmo Ilegar al torrente sangulneo y asentarse en
las’: cepas amlblanas que actlvan el

los sitios extralntestmales, mlentras ‘que
compiemento por la via altern se verian frustradas’ muy' emprano en sus lntentos

invasores (1 9-23)

El sistema_del_complem _résistencia ‘del huésped.a muchas
s, Pero sobre todo en:las:de

infecciones, inclu

diseminacion sang

tenga un papel limitante e : 'diser"h'i“rialc'i»éﬁ.\{‘
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Asi, el S|stema del complemento podrla ser un obstéculo |mportante para la
dlsemlnacaén de la Ehlstolytlca por la via sangufnea, ‘un obstéculo para ‘el cual,
por otra parte, algunas amlbas han desarrollado en forma electlva rnecémsmos
eficaces de evasnén:’ Esta ‘habilidad" ventajosa d"' e erderta cuando el
huésped adqu:ere antlcuerpos especlf'cos que permrten o la act‘xvacnén del

complemento por la via clésma

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

indole inmunolégica.

MECANISMOS DE EVASION DE LA E. histolytica.

Los mecanismos de evasidén de la respuesta inmune mﬂamatona por parte
de la E. histolytica deben ser extensos, ya que han conducidoa una relacién

huésped - parasito normalmente balanceada.

La E. hlstolyt/ca podria evadnr los elementos tardios del proceso inflamatorio
i partlcular aquelias
u Ieares (FILM) y asi
'su momento, podria
dos. Flnalmente, cuando

mediante ia producclon de sustancuas antl-mﬂ
capaces de |nh|b|r la Iocomomén de las cé
mantener a dlstanc1a estos elementos celulares ‘Esto

permitirle a la amiba: permanecer malterada en Iosk
ocurre la confrontaclén de los fagocitos PMN y las am bas. éstas parecen emerger

esencialmente victoriosas, como resulitado de su supenondad@g&mca.
e ——
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Se ha sugerido que la vanac:én antlgémca puede Iograr que los antlcuerpos ya
adquiridos resulten |rrelevantes y que los cambios en el repertorlo antigénico de
la E. histolytica hacia antlgenos "bloqueadores pud|eran ser la base del paso de

comensalismo a v:rulencla -

Las amibas phedén,' a ;éStédd\dje" s-._lhresién de la inmunidad

celular que permitira la

las

cani mos operan 'in vivo sin embargo

EL FILM.

La amibiasis |nvasora se asocla con una escasa respuesta |nﬂamatona tardia vy,
lo que

quizas en consecuencua con un proces mcatncal partlcularmente débil,

permite una regeneraclén perfect del rgano afectado si ‘el tratamlento es

exitoso. Los monocnos constxtuyen eI el mento celular que vincula funcionalmente

c iCatrlvz'a'Cic”_‘n).

ambos procesos (ln amactén yi
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La E. hlstolyl:ca cultlvada en medlo axémcov produce- un factor ‘soluble,
termoestable y de | qu>e 'nhlbe |mportantes funciones
;Ieucocltanas, el factor inhibl n de monocntos (FILM): Su efecto
es partlcularmente ma; fies créfagos que :son: los - fagocitos,
nﬂamac:én. El FILM |nh|be en . estos
Oc!eares (PMN). la locomocion celular, y

predommantes en la fa
fagocitos”’ ‘pero no, er)‘ o!

aumenta los microtabul

a explos:én resplratorla asociada a la fagocrtosxs Y
Estos aGltimos dos efectos son sm embargo

aumenta selectwame ite el 'AMP
demostrables tanto en ‘agocitos | mononucleares como en PMN.

itud de las alteracuones mducldas por el FILM en Ias
|gan a estudlar una posnble traduccnon in vivo

La lmportancna ylam g
funciones de los fagocltos II1 wt

de las mismas. .
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HIPERSENSIBILIDAD.

Las reaccrones mflamatonas con part:cnpacuén de Ieucocntos mononucleares y no
‘sélo por antlcuerpos se han denomlnado reacc:ones de hlpersens1bl/ldad

retardada

El término retardada se ha utlllzado para dlstlngulr Ia resp esta celular secundana

que aparece 48 a 72 horas después de 1a expos:c:én al. antigeno dev Ia respuesta
S|guaentes a:la

jédores de los

basofilos o los anticuerpos preformados

Los acontecimientos celulares ' que dan: lugar- a  la clés:ca réspuésta ‘de

hipersensibilidad retardada se centra alrededor .de, | células T

(predominantemente células T colaboradoras del tipo TH1 que secretan lFNy, IL-2.

y TNFpB) y los macrofagos.

En primer lugar, las respuestas inmunitarias e inflamatorias locales en el lugar del
antigeno extrafio aumenta la expresién de moléculas de adhesion en las células

endoteliales, promoviendo la acumulacién de linfocitos en el tejido.

FALL/.
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CAPITULO 3
PLANTEANTZITO DEL PROSLEMA
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA.

La amibiasis por Eh/sto/ytlca es un problema mundlal grave. El parasxto mfecta a
500 millones de personas po aﬁo pro ocando entre 50 mil.a’ 100 mll muertes

(36).

E.histolytica utiliz
¢
funciones  leuco

factor soluble,

monacitos (FILM)
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focos inflamatorios con un oomponente tardio claramente identificable. La
hipersensibilidad por contacto a antigenos sintéticos como el dinitroclorobenceno
(DNCB ) en cobayos (16), es un’ modelo sendillo y poco traumatico para evaluar la

inflamacion tardia. (33).

Por otra parte el FILM a ‘sido":p'u‘ ficado y secuenciado lo que ha permitido su
sintesis. Si el proceso ha sidb cbri'écto puede postularse que el analogo sintético
idéntico al FILM reproducrré sus efectos, mientras que péptidos distintos no lo

haran.

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

exclusiéon de otros factores en el medio axénico de cultivo, etc.) Pero primero es

necesario verlﬁcar su capacldad de sustltunr al FILM natural.
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CAPITULO 4

r]
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HIPOTESIS G‘ENVE‘RALV.,; ‘

> Los efectos del FILM natu I serén reproduc:dos por su anélogo smtéhco
Idéntlco Péptldo

o relacr nados no reproducwén Ios efectos del FILM

HIPOT’ESI‘S PARTICUL

ntlco al FILM reproducuré los efectos de este sobre la

DAC al DNCB en'los obayos

HIPOTESIS NU

> Los efect@é de! FILM riratq‘xiavylrné sleyénl répfodﬁcidds por su analogo sintético.

=

> los efectos del FILM natural serén reproductdos aun por péptldos smtétlcos no

relac:onados.
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CAPITULO 5
DB IETIVDT

Lﬂ:%
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OBJUETIVOS GENERALES DE LA LINEA DE INVESTIGACION.

> Estudiar Iosymécan" mos ant iriﬂématoriqs de E.histolytica

> Estudiar los efectos anti-inflamatorios del FILM.

OBJETIVO GENERAL DE LA TESIS.

> Reproducir el efecto del FILM por medio de péptidos sintéticos

OBJETIVO ESPECIFICO.

> Reproducir los efectos del FILM sobre Ia"‘DiAC‘p‘or‘ medio de cuatro peptidos
sintéticos con secuencia de aminoacidos idénticas, similares o distintas al

FILM. (en un estudio en ciego). - -
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CAPITULO 6
MAT=ZRIAL

TREN
| FALL
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MATERIAL.
REACTIVOS.

= DNCB ( 1- chloro- 2, 4 — Dinitrobenzene ) (Sigma Cherﬁical Cé.» USA)

» Péptidos » (American Peptxde i:brVnp'.‘)f'; .

nge Becker
.SSA)

= FILM naturat : (Donéd§s p_qr_'la.[:)'ra.',v
. Hospital General de Méxi

birégehas). :

«  SSI. (Solucién salina isoténica amonig'uadé"d‘e'foéfai

= Crema depiladora- 3 '_ EE ,(Pféparédé en _Fan"nacia los
: ' ... Angeles’) i
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MATERIAL DE TRABAJO.

= Filtros

- Cen't‘lb'iprep 3 y 10
= Micropore

= Jeringas (1 rr"nl)i :
= Agujas

= Gasas

= Criotubos (Corning 1.8mt)

(Whatman # 2 W & R Balston Limited Inglaterra)

(Tubos cohcentra;joreé ‘Amicon Inc. USA )
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APARATdS;

- Balan‘%ak 55;:&@ '
- |nmov§!i2ad¢i'é§ ’ (d_iéeﬁados por ingenieria biomédica IMSS)
- Rasura'do"r’a‘él‘é.vctri‘c"a :

= Pipeta semiautjprriuética (16 [THN

- Ultracongeladbr’ .
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ANIMALES

- Cobayos machos cepa Harley - 300 gr. peso —-(Bioterio Centro Médico Nacional
Siglo XX1 IMSS). )

SEGURIDAD PERSONAL

= Bata

= Cubre boca

=  Guantes (el DNCB provoc,a'tavn"rbién sensibilizacion en la piel humana).
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METODO.

LUGAR.

El estudio se reallzé en la Unidad de Investlgaclén Médxca en lnmunologia del
‘Hospital de Pedlatria y en el Bioterio del Centro Médlco Nacnonal S:glo XXI del

Instituto Mexucano del Seguro Soctal en MéX|co, D F

DISENO.

Idngiiudihél oompa/rétivo,y’ con registro

Estudio experirﬁehtéﬂ ébierto;, ‘p'rospAe'g:tiv'o,
Realizado en ciego ‘hasta el final del

en forma estandarizada’ de’sus’efectos.

proyecto.
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CRITERIOS DE INCLUSION/EXLCUSION.

Se consideraron como criterios de eliminacion; la falta de sensibilizacion al DNCB
o presencia de enfermedad concurrente que pudiera anergizar al cobayo. (Fig. 1).

Fig.1 Cobayo desnutrido con deficiencia en crecimiento corporal y reduccién de movilidad e
inmunidad debido principalmente a la falta de vitamina comparado ¢on un cobayo bien nutrido
de la misma camada. Ambos fueron rasurados 15 dias antes
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TAMANO DE LA MUESTRA

Se utilizaron 120 animales, que |ncluian testlgos negatlvos. posmvos FILM y
péptidos, cada concentracion de cada péptldo fue apllcada en tres lotes de cuatro
animales (12 animales por grupo experlmental) Cuando el tamaﬁo del anlmal lo
permitic se aplicaron dosis de dos péptidos Junto con los test:gos negat:vos Y

positivos. (Fig. 7) simultaneamente.
PREPARACION DE ANIMALES.

Se utilizaron cobayos macho, alblnos de tnpo Harley (cavxa aperea) ‘de pelo corto
de mas de 300 gr. de peso. (Flgura 2)‘ Los anlmales se. |dentlﬁcaron mediante
circulacion auricular (Anexo Il) El dorso‘del animal se rasuré con rasuradora
eléctrica y se depilo con crema deplladora durante 15 mlnutos retlrada totalmente
mediante lavado suave con gasa humeda para wtar cortes epidérmicos que
cambiaria la vla de epxcutanea a mtradérrmca No se observaron reacciones al

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

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

DINITROCLOROBENZENO (DNCE)

. NCB en acetona/acelte de ol:va 4: 1
g/ml ‘d DNCB en acetona/acelte de ollva 4 1 ( 200 veces

- Dosis ves:cant
- Dosis reto. 0 05"
menor ala dosrs vesncante)

PEPTIDOS.

cada péptld‘ en SSI llbre de plrégenos
pg/rnl que se desngnaron con un

numero de cédlgo Para el péptldo 4 se hlcueron dllucaones adlcuonales de 0.1,'0.01

y 0.001 pg/ml..:
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El FILM se obtiene de cultivos axénicos de E. h/stolytlca cepa atége a HM 1de
72 horas ( en fase de crecimiento logaritmico) conteniendo 1" [o)s amlbas/ml El
sobrenadante se obtiene por centrifugacion, decantacnén y f'Itrac:lén. para este
estudio se semipurificé por ultracentrifugacién ’(centrlpep 210 00 3000 da) el
FILM se encuentra en la fraccion menor de 3000 d’a;r : :

DETERMINACION DE LA CONCENTRACION'DEL F’lLM‘

La deterrninacién'de la coﬁbéntracién del: FILM en Ia muestra aplicada se hizo
mediante el método “de. L wry. seyhuc:eron etermmaclones por duplicado de dos
FILM Se encontré una ‘concentracion de 7.75 pg/mi

alicuotas. de dos lotes'
(+2.03) de proteina. _




46

LORENA DIAZ IBARRA. INHIBICION DE LA DAC POR FILM

SENSIBILIZACION

24 horas después de;l’a’; Sre]
mediante la aplicaciéq d

Mlcropore (Flg 4) Posterlorrnente los anlmales ‘se colocaron en mmovnllzadores

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

La sensibilizacion exitosa se manifestd cuando los animales presentaron

vesiculacion ademas de eritema e induracion a las 48 horas (fig. 6).

% IR
Fig. 4 Cobayo con parche epicutaneo
Afianzado con bandas micropore
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Fig. 5 Inmovilizador, disefio para limitar la movilidad del cobayo.
Cuenta con adaptadores para suministro de agua.

Fig. 6 Cobayo sensibilizado, presencia de eritema e induracién a las 48 hrs. Se observa
pigmentacion amarilla debido a la concentracibn de DNCB. (El estimulo irritativo induce el
crecimiento acelerado del pelo).
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RETO.

Quince dias después de la sensibilizacion, los animales se retaron’ con 0.05 mi de
la dosis réto de DNCB (0.05 mg/ml) aplicadas con el mismo esquema, en zonas
en las que simultaneamente se aplicé en ciego intradermicamente 0.05ml de una
de las "‘cuatro concentraciones (1, 10, 100 y 1000 pg / mil) de cada uno de los
péptidos. En otras zonas de! dorso se aplicd soluciébn amortiguadora de fosfatos
pH. 7.4 (SSl) como testigo positivo, cuando el tamario del animal lo permitié se

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

Fie. 7. Cobayo con cuatro zonas experimentales
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INTERPRETACION.

Las observaciones se realizaron en ciego primero por dos observadores
independientes y luego en comun para evitar la introduccién de posibles sesgos
de observador. Los resultados se expresaron como porcentajes de respuestas
positivas y como diametro promedio. Se. considerd una respuesta positi\}avé la
presencia de eritema e induracién mayores a Smm de diametro (limite mas
frecuente utilizado para def’mr la posmwdad), el diametro promedlo se calculé

ref pdesfé tambié&n
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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 consistenté por los
o‘bsér\)adoresb. :
Moderado Positiva’ " 2| Enrojecimiénto’ visible a2 un
metro de distancia.
Intenso . Positiva - i Enrojecimiehto' intenso

microvesiculacién visible. {
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SENSIBILIZACION

RASURADO
ELECTRICO

——
RETIRAR COLOCAR IMPREGNAR

COJIN DEL FILTRO CON DNCB

CURITA WHATMAN 10ML

DEPILACION
15 MIN.

\\
@ %\
H
— —

LAVADO
AGUA CALIENTE
CON GASA HUMEDA

24 HORAS

APLICACION DEL
PARCHE CENTRADO
ENEL DOZSO DEL COBAYO

AFIANZAR
CONBANDAS
DE MICROPORE

24 HORAS
DISPOSITIVO
DE RESTRICCION

&,
3

V4

X

RETIRO DE
PARCHE

.
I

g 3

REGISTRO
VESICULACION
24 y 48 HORAS
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24 HRS.

RASURADO Y APLICACION MARCADO
DEPILADO. INTRADERMICA
DE MODIFICADORES l

COLOCAR AFIANZAR .
DOS FILTROS POR 24 HORAS

PARCHE DISPOSITIVO
DE RESTRICCION

RESPUESTA SEGATIVA
LECTURAS

24 Y 48 HORAS HESPCE

A POSITIVA
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CAPITULO 8
RESULTADOS

>

i

i,_
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RESULTADOS

En las figuras 8 y 9 se observan reacciones epidérmicas al DNCB en presenma de
modificadores (péptldos sintéticos, FILM, SSl.). :

Las lecturas tomadas de ‘cada péptido sintético en sus cuatro dosns (1 10,100 y
1000 pg/mi) y mucrodos:s del péptido 4, fueron recopiladas en un forrnato especial
que permitié la |ndnvnduallzac16n e identificacion de cada medlcmn expenmental
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Fig. 8 Reacciones epidermicas, 48 horas después
de la aplicacion de DNCB (reto) en zona con modificadores
Zona izquierda inferior ; eritema intenso
Zona izquierda superior : eritema moderado
Zona derecha inferior : ausencia de eritema
Zona derechosuperior: eritema leve

Fig. 9
Respuesta positiva, presencia de eritema e induracién a las 48 hrs.

(zona derecha)

Respuesta negativa, ausencia de eritema e induracién a las 48 hrs.
(zona izquierda)
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RESULTADOS POR GRUPO EXPERIMENTAL.

La aplicacién de la dosis de reto de DNCB sobre SSI produjo una respuesta positiva en
100% de los casos son un diametro promedio de 11.6 mm (+ 0.530), muy por encima

del umbral de los 5§ mm.(Fig. 10y 11).

12 —

o

me»-HzmOoa07v
o
!

5|
1 P

L AT

ssit FILM PEPTIDO FEP;"DO ) PEPTIDO PEPTIDO
7 3 E

sintéticos en la DAC al

Fig. 10. Efectos del FILM de la amiba y de las cuatro dosis de los cuatro péptdgos
La gr.mera

DNCB en los cobayos. Porcemajé' de respuestas positivas observados a las 48 horas
La segunda columra representza la inhioicidn
los

columna corresponde al testigo positivo (DNCB/SSH).
condicionada por el FILM natural (control negativo DNCB/FILM) y las siguientes representz—

resultados con las dosis 1, 10, ;lOO’y 1000 ug/mil de los péptidos sintéticos 1 a 4 respectivameante.
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186 —4—

D 1a
I 12 T
A
M 1w
E L
T 6.
R "
o &

2 sl

° : i 1 b

ssiI FiLM PEPTIDO PEPTIDO PEFTIDO PEFrino
] 2 3 4

Fig. 11 Efectos del FILM de la amiba y de las cuatro dosis de los cuatro péptidos sintéticos en la DAC al

DNCB en los cobayos. Diametro promedio a las 48 horas. La primera columna corresponde al testigo
positivo (DNCB/SSI). La segunda columna representa la inhibicion condicionada por el FILM natural
(control negativo DNCB/FILM) y las siguientes representan los resultados con las dosis 1, 10, 100 y
1000ug/ml de los péptidos sintéticos 1 a 4 respectivamente.

En presencia del FILM intradérmico las respuestas . positivas se redujeron al
20% y el diametro promedio a 3 (+ 0.775) mm, con una significancia de p> 0.000 0001
(Xi cuadrada) y p < 0.000 05 (t de student) respect'ivamentey, 'comparando con el

testigo positivo.
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. RESULTADOS POR PEPTIDOS SINTETICOS

El anéllsts de Ie os - valores de los péptidos sintéticos en sus cuatro dosis y en relacion

con los testlgos posntlvo y negatlvo mostré que:

demostrando la carencna de actlvndad mhlbltorla de estos péptldos Se observé aalguna

respuesta negatlva sélo en’ forma ocasnonal
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EI Pepudo suntetlco 4 presenta una mhlbtc:én hasta de un 55% (o una actividad

residual del 45%) y reduce el dlémetro promedlo a3, 7 (t 1.22) mm (Flg 10 y 11).

Por esto se decxdré ampliar- el rango de dosts estudlado del péptldo 4. No se
10 000 pg/ml o mayores-/ po Ilmltantes técmcas,

aplicaron concentraclones d
partlcularmente por.cambios’ en. Iaden dad caracteristrcas de’la solucién’ a myectar Yy
mo dei materlal demasnado alto respecto a la cal lda d;sponlble

por sngmf'car un co
(limitada por los y

En este rango al dllull’

En cambio ée éval n dosus menores (0 001,.0.01 y o. 1 p.g/ml
el péptido se perdla el efecto mhnbltono Para el péptldo 4 se obtuvo una curva dosis
respuesta aparentemente en U" (que seré anallzada en la dlSCUSIén) (Flg 12)
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15 _F

D

I

A

M

E
T
R
(@]

sSI FILM 0.001 O.D; 0.1 1 10 100
120

g 100

R RO
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EI o0

T +0

A

J
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° _J

Figura 12. Inhibicion de la DAC al DNCB por el péptido 4. Porcentaje de respuestas positivas y
diametro promedio en la curva dosis respuesta ampliada. Las primeras dos columnas representan el
DNCB/SSI (testigo positivo) y la inhibicion con el FILM natural DNCB/FILM (testigo negativo).
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RESULTADOS ESTADISTICO.

PEPTIDO 1
PBS FILM 1 10 100 1000
PBS P< 0.00005 |P< 0.00005[P< 0.00005 |P< 0.00005
FiLM N.SIG NSIG P<0.00005 |N.SIG
PEPTIDO 2
PBS FILM 1 10 100 1000
PBS N.SIG N_SIG NSIG
FiLm P<0.0002 |P<0.005 P> 0.00005

Tabla. 1. Valores de probabilidad (“*P") para los péptidos 1 y 2 en diametro promedio (“t”

Student)
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PEPTIDO 3
PBS FILM 1 10 100 1000
eBS N.SIG N.SIG N_SIG N.SIG
FILM P< 0.00005 | P<0.02 P<0.00005 | P> 0.00005
PEPTIDO 4
PBS FILM 0.001 0.01 0.1 1 10 100 1000
PES N.SIG N.SIG P<0.0002 | P<0.00005 | P<0.001 | N.SIG |
FILM : !
P<0.005 |P<0.001 |N.SIG N.SIG N.SIG [ NSIG |

Tabla 2. Valores de “P” para los péptidos 3 y 4 en diametro promedio (“t" student ).

o i

ye 5
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PEPTIDO 1
FILM 1 10 100 1000
PBS F=0.000 0001 | P<0.000 0601 | P<0.000 0007 | P<0.000 0001 | P<0.000 G001
FILM 5 PN N.SIG N.SIG NSIG N.SIG
PEPTIDO 2
PBS FILM 1 10 100 1000
PBS F=0.000 0001 | P=0.000335 | P=0.006459 | P=0,000335 |P=0.00053
FILM F=0.002690 |P=0.000130 |P=0.00266 | P=0.00037

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

(“F" Fischer, “Xi").

TESIS OO
FALLA DE LiuUEN
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PEPTIDO 3
1 10 100 1000
PBS P=0.000028 |P=0.006459 [P=0.0769 P=0.0769
Fitm | P<0.005628 |P=0.000135 |P=0.000032 |P=0.00032
PEPTIDO 4
PBS FILM 0.001 0.01 0.1 1 10 100 1000
PBS [REEENE £<0.000 0001 [N.SIG _[N.SIG [NSIG [NSI6 P<0.000 001 | P<0.000 001 | P=0000 001 |
FILM AN.SIG | P<0.00013 | P=0.0001 | P=0.0056 | N.SIG [Nsic [NSIG |

Tabla 4. Valores de “P” para los péptidos 3 y 4 en porcentaje de respuestas positivas
("F" Fischer, “Xi").
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DISCUSION.

Los resultados, expresados en la forma mas general, indican que dos peptidos
sintéticos, los identificados como 1 y 4 son capaces de lnhtbnr la DAC a: un nivel

comparable al del FILM, y que otros dos péptidos smtétlcos, los |dentrﬁcados como 2 4

3 carecen de ese efecto

Los anéllsns estadistlcos no. mostraron dlferent:las al compara’ : os peptldos a y 4 entre
si y con-el FILM Las Ilgeras’ d|ferenCIas en 1a actlwdad »hlbltona dlstan bastante de

ser s:gmficatlva
ser consxderadas
De acuerdo’ al >
necesariaméﬁté !

Sin olvidar lo ant

mente entre SI.~ La curva dosis
studlado. el efecto mhlbltono esta

dosis, a niveles
respuesta, no es tipica’pues en-el rango‘d dosi

presente y es ya mtenso desde la dosns menor.

El! péptido 4 mostrd mayo‘r‘vyanaci‘éﬁ énfreﬂ sds distinfas dosis, estas diferencias no
fueron significativas, excepto para Ia dOSIS de 1000 pg/ml que tuvo sorprendentemente

un efecto sngnlf‘catlvamente rnenor al de Ias d05ls més pequenas y al FILM.
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Por esto se reallzé un analisis mas extenso, se probaron dllucuones de 0 1°a 0.001

una curvka‘dosxs respuesta lo que penmite situar la dosns lnhl‘ c
prg/ml, donde el efecto inhibitorio maximo ocurria con I
cana a la concentracion de 7.75 pg/ml determn ada- para el FILM en
una expllcac:én' det‘ nitiva

notablemente

las preparacwne sadas en este estudio - .
sobre la perdlda del efecto |nh|bxtorlo con la dosis mayor. Podrla deberse a la apancnén
de un segundo efecto de sentldo contrano (pro-xnﬂamatorlo) qu:zé por el volumen oa
n exclunr una variacién aleatorla deblda fal numero

un efecto g!e s tu

necesariamente re cxdo de ammales expenmentales

DOS PEPTIDOS SINTETICOS REPRODUCEN EL EFECTO DEL FILM.

La deduccnén expenmental de cual de los péptidos slntétlcos correspondia al FILM
hubiera sido casi autométlca si un péptldo hubiera mhnbldo y los otros tres no, caso en

el cual, el prlmero ser[a el FILM y los otros tres serian péptldos testlgo dlstmtos.
e dlferenmas pequeﬁas no

Sin embargo los resultados experlmentales .a; pesar
significativas, indican que, no soélo uno, sino dos péptldos reprodu;eron el efecto detl

FILM.
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LORENA DIAZ IBARRA. .

Esto abre vériaé p‘osibilidédesf‘

a) ‘Son n;xu)k:;distinté;s o¢ hlbltorlo es:
b) Los 605‘ iqtés n :

sintético o : :
c) Los dos son’ dlstmtos pero con suficiente semejanza al FILM

d) Uno es el FILM (smté ] el'otro n peptldo muy parecudo

orr'e'sbéndé’ri‘ a phcaclén del mismo péptido

'CcODIGO DE SECUENCIA

APERTURA 'PAhc AL DEL CODIGO

de este estudio.

Esta apertura permitid saber que los péptidos inhibidores 1 y'4 no son idénticos, ya que
difieren entre si en un sélo aminoacido. 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 péptldos 2 y 3 carentes de efecto resultaron ser tetrapéptldos y

completamente dls ‘ntos al FILM

Los experlmentos realizados 'inr_vivo confirman’| capacldad det ,FILM natural de inhibir

Ia DAC en cobayos El que dos de’los pentapéptldos smtétlcos reproduzcan el efecto

el pentapeptldo que
como péptido 1 tamb

Por otro lado los tetrapéptldos (Pro—Gln-Gln Gin'y VaI-Gln-Gln GLn) no tlene efecto

inhibitorio.
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MIMETISMO MOLECULAR.

Los péptidos 1y 4 tlenen el mlsmo numero de amnnoécndos (cmco) Y comparten entre si

cuatro de cinco ammoémdos en Ias mismas pos:cmnes

ammoécndos y su gran homologia (80%) puede expllcar el
ntétlcos reproduzcan el efecto del FILM. X a :

ammoémdos en: los pentapéptldos puede expllcar las
q'u"eA;tlenen_‘estos. en actlvndad, Io que suglere un _mimetismo

La igualdad enrel:
que dos de los pe:
Et cambxo de un
pequenas dlferen as,

molecular.

INHIBICION LOCAL:

La inhibicién del FILM yllos pentapéptldos es Iocal ya que sélo se’ presenta en: zonas
en las cuales se aphcé alguno de estos":bajo el reto con DNCB pudlendo observar
zona del dors ',del mlsmo animal.

sumulténeamente respu St 's posmvas en algun
expuesto al DNCB sun rnodnf‘cador Y ellm na Fnalmente [EY p05|bllldad de que el efecto

se debiese a otros factores presentes en el medlo de cultlvo axénlco.
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PRUEBAS EN ESPECIE ANIMAL.

Estas son Ia pnmeras pruebas realizadas, que documentan el efecto del FILM sobre

las células fagocmcas e mﬂamacusn en una especle dlstlnta a Ia humana.

‘dernostrados in vitro se
toria inmune tardia.

posbnhdad de que Ios ef ct's
ion sngmficatlva delar

Lo que apoya
traduzcan. en uA

POSIBLE RELEVANCIA DE LA INVESTIGA ION

dir_las defensas del organismo, la

La E. histolytica t
' nocién de los monocitos es sélo una de ellas.

produccion del fact

Una de las funclones de este factor, parece ser la de parallzar a Ias células de la

respuesta mﬂamatona ”ardia (kmonocnos ).
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La DAC es una prueba de esta inflamacion tardia, como proceso total 1a rﬁédida de la
intensidad de Ia inhibicién demostrada en este estudio, hace’ del FILM uno de los

mecanismos potenciales importantes para explicar la escasa mﬂamac:én créonica en la

amibiasis. """

La demostracnon de la actividad anti-inflamatoria del FiLM, y espeaalmente de la

actividad de’ los péptidos sintéticos, lleva a la consideracién de su potenc:al como
eventuales medicamentos anti-inflamatorios de caracteristicas peculiares .como. su

efecto diferencial sobre monocitos , PMN y eosinofilos.
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CAPITULO 10
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CONCLUSIONES,

ANTES DE ABRIR EL CODIGO.

> Sdlo di;s de'lés Aﬁlsp'éptidos sintéticos reproducen el efecto inhibitorio del FILM sobre
la DACy lo hécéﬁ en forma dosis — dependiente.

APERTURA PARCIAL DEL CODIGO
{los péptidos 1 y 4 son ‘pentapeptldos — los péptidos 2y 3 son tetrapéptidos)

>~ Los péptudos mhlbxdores resultaron ser pentapétidos y por lo menos uno de ellos
idéntico al FILM

> Los péptidos no inhibidqrés resultaron ser tetrapéptidos totalmente distintos al FILM.

APERTURA DEL C
(el péptido idént

-~ EI pepndo slntenco ldéntlco al FILM (Met— Gln - Cys = Asn Ser) identificado como
peéptido 4 reproduce el efecto |nh|b|tor|o del FILM en este modelo

* Inhibe en forrhé' dosis dependiénte. La vinhibici'én es éigniﬁcativa desde la dosis

1npg/ml y alcanza su maximo con la dosis de 10ug/mil.
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>

‘f

El analogo sintético que drf'ere en un solo ammoéc:do (Met 4vPro VCyﬁ — Asn -
Ser) también reproduce el efect i i ste ef cto es sngnlf'catlvo en

las cuatro dosis probadas (1-1

el FILM

No hubo dlferenclas estadrstlcas signifi catlva
sintético y el péptldO casu |déntlco a besar de que: el ultimo parece tener un’ efecto

ntre.'e FILM natural

ligeramente mayor.

Los dos péptldos totak

distintos (Pro — Gin — GIn - GIn y Val —GIn — Gin — GIn)
no tienen efecto mhlbltono. S e ! g )
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ANEXO No. |

PRESEN;I'ACIONES FORMALES DE ESTE ESTUDIO

Diaz Ibarra L. Glménez Scherer J. A., Rico Rosillo G., Fernéndez dlez J. y Kreschmer
R. R. Efecto ln wvo de péptldos similares al FILM (factor in bxdor de la Iocomoctén de
los monocntos) Jornadas de lnvestngacnén Hospltal de Ped tria CMN Slglo XXI Meéxico

D. F. Mar_zo‘ 1998,

J.y Kretschmer

Diaz Ibarra L.;
olyt aﬂmedlante

R. R. Reproduc
péptidos sintético:

sintético anélogo, |nh|be la dermatitis alerglca por contacto al dlmtro clorobenceno
Jornadas de lnvesngacxon. Hospital de Pediatria CMN Slglo XXI Méx-co D: F:, Marzo

1999.

BN
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Gimeénez Scherer J. A.. Dlaz lbarra ‘L., R:co Rosnllo G. 'Fernéndez Diez J.. y
Kretschmer R. R La mh:blcnén de la dermatms alerglca por’ contacto por. el FILM de E.

histolytica es reproduc:da por: su anélogo smtétlco.‘ XlV‘»’Congreso Naclonal de

lnmunologia Guanajuato Marzo 2000

Arenas E., Vllla J R:co Ros:llo G Fernandez

1er. Congreso de
“lat Salud.' Veracruz,

, Villa' 4., Rico Rosillo G..

Fernadez Diez J. y Kretschmer R" R., Accidén eI factor mhlbldor de la Iocomoc:on de
los monocitos (FILM) de' E.’ hlstolytlca e - ! S Ias adhesnnas de la
inflamacion tardia (VCAM- 1 y VLA-4) Rev:sta
Octubre 2000. : :

atmg Amencana de Microbiologia,

a———
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Juan Antomo Glménez Scherer, Erlka Arenas, Lorena Dlaz Guadalupe Rlco. Jorge
Fernéndez and Roberto Kretschmer Effect of M' nocyte ocom tl - : i
(MLIF) F’roduce by Entamoeba hlsto/ytlca on the Ex ress on f Cevl Adhes Molecules
(CAMSs) in the Skin of Guinea Pigs. Archives pf‘Medl I Research731 ‘(2000) 892-893.




e

fozin o seowmtt

el

>

r:-vl

B ,
Tem o

Reunidn Académica

VR
Reunién dé;Enfermeria

]6 ol 20de Marso

L3 NSTITUTO MEXICANO DEL SEGUR0 SOCAL

()

IMSS

LEFCTO 1N VIVO BE PEPTIDOS SINTETICOS SIMILARES AL FILM { FACTOR INNIBIDOR OE LA
LOCOMACION BF 1,05 MONOCITOS) ; ;

UIAZ IRARRA L°, GIMENEZ SCHFREN J A, RICO ROSILLO C. FERNANDEZ DifZ J, v
KRETSCHMERR AL

UNIDAD OF INVESTIGACION MEDICA EN ISMUNOLOGIA, HOSPITAL DE PEDIATRIA,

COORDINACION DE INVESTICACION MEDICA, CMN SICLO XKL IMSS Y *UNIVERSIDAD DEL
VALLF DE MEXICO

INTRODUCCION: EI facor nsubudor de 1a Yocomoeadn de los monccaias (FILM } producido por Enmocha
Tusolytic, 8 wn pentapépuds de estctun 2 ho Tolmente dducidada, que tehbe 1o dermatiis wérgica por
corxto (DAC hal duntroclorotenceno { DNCB )ea lot cobayos

ORIETIVO: Estula: el efecto tiubrions de cuao poubles andloges uinittioos del FILM 10brs 1 DAC en foy.

cobayot

MATERIAL ¥ METODO: ) Sensibilizacrtn, S¢ senubiliaron animuls, cobayos maches de tipa Harley y mis de
300 g de peso, meduaste e aphicacidn { 24 hs ) e wn parche epioutin ée papel filire Whatan 7 impregrado
08 una golucidn 6e 10 mg / ml e DNCB, sabre U picl depilaca del dors, Stio e consideraron sensibilizados, dos
animales Que peesentara vesiculacidn, b) Reo. Quince duas despuls de 13 sensibilizacién bos animales s¢ retaron
mediamte wra 45 dc DNCR 200 veces menor 4 [ dosit sensibilizante, iplicads coa el mismo método, ea torat en
s que 1 aplich inrasdem ), de wa {1,10, 100 y 100
Kefml ) de eatauno de hon cuatro pépradon { identifieados por wn obdigo } Conunlateraimente ie splich va testigo
posiirvo { DNCB + salucitn mlina fsotdnica amotiguada, pH 7.4 ( SSIF J) Ea lgunor cams s inhibsd la DAC
motuzac FILM semnnficato ( € 1030 Dation ) ¢ Interpretacibe: Sc considers positiva ra Fespucsta de eritema ¢
nduraabn sayores d $1 S mm o b 48 hocas Los resultados, provisionales, & analizason meduanie la pruchs de

1

RESULTADOS: Les pdpissos idcnuficasos con hos nimerot 2 y ) 60 rrvelarn eleza inhibitorio lpwo Bl
P 1 indubtd can e 100% de Las pruchas de DAC en fodo ¢l espectro de concearacioncs wilaadas, mienias

Qe ol péprdo 4 b erere 25% y 30% ¢ las pruchas, o partir & b concenacide e 10 g 7 L La DAC
modficats con SSIF wermpre o potiva, en o que  DAC con FILM semipurifcado siempre fut begatint
DISCUSION ¥ CONCLUSIONES: Una de fos plpudos ulizador { 1 ) rependuce cla-umense ¢ efocto intitorio del
FILAS o DAC, e o que ko (4} e generunlco bt roderno P s de e peencin sc
1008 provisionatmanie el g Los péptdos 1y § son pratapéptidos, ks oums dos son exrapéptidon. Los péptidon | y 4
dificren shlo en el sicus mimers dos, sendo &nte prodna en e plpei | glatamina en e plpoido ¢, Exos resados
Prensionles son e inerés pues confirman f podet inbitoria 42 DAC por pane del FILM matinal, y shocs Lambin el e
s anflogos sinieicos ( 1payado por el fondo Conacyt J136P-M3G8 )
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L-02
RRLOSSEZACWS DE La RESPUISTA INMLSE
INEISNTENAL asTs f HIBTOLYRICA, BN MATON (BALBC)
A Fewndu Al AN Mamines Hutado, M Chaver Maldonada,
£ Lupez Revdlay | Mortno Fremros UNAM ENEP IZTACALA Edo de
Meaico Jidy CINVESTAV (PN Ap (47000 Mexwo DF Et propdsto def
presente 1nbajo fue determirar s exisian deereocrns en ln respuetta de
asiicuerpot nducade e miestinas delgado (10 y gruesa (IG), en ratones
wwmmiador lacaly sistémicamente con Uofotaitos de £ Mistolics fijudos
con ghawabiehido (GFT} Lo tones tecibieron & inmunizaciones
semantles con GFT (32 107 celn} por Ly viss onal, secal wirapenioncal ¢
amusculy y 1 wenficra 7 dus detpots de la ultima dovs e
obtavieron muestras & 1uro, y B contenidor de mtestinog delpsdo y
pueso Se wnshad el 180iipo e la resputsts de anticuerpos ush amib por
ELISA y por amunoblot ef [airdn de procinas amibianos econcidas
predominantemente por anlicuerpos de difarentes isotipos. Encontramos que
enisten diferenciay en la respoests de anicuerpos entre IDy G, yaqueen
€110 peeoming La repucsta de TgA micntrta que en ¢l 1G o prodomind fs
respucsia de ninguno de Yot tes isoripon snalzads (1A, 15G ¢ IgM) £1
aedlisis por inmunobot mastrd que existen diferencial entre suero, intesting
Jlgado y grueso en el paudn & proteinas que soa mconociday
peedominantementz por aalkuerpas de diferentes isofipos. Esion datos en
Conpunto indican n egi onde lt inmune i

« Agoyado por CONACYT 3483-PY

Lo INMUNOGENICIDAD DE UNA CEPA  ATENUADA

DE Salmenclle hphi QUE EXFRESA EL EPITOPO
INMUNODOMINANTE  DEL ESFOROZOMO DE Pamadem
flciparum EXSU SUPERFICIE
Ruzbine F., lwaYee, §', Veprudes, M, Camn, M,
Santon- Argancas, L. laban, A%, Gonailez-lorsll, €', UMIL Hosprsl
& nfrctobapa, Cantro Medao “La Raa’, IMSS UM, CMb, Sedo AN, 1SS
o e Bad Cel CINVESTAY, IPY
Larecuencis que codlics pen el rtopo tvmuneslomure e findocitos B de
la peolina cutumspeeatodia {CSP) de P fulrpurum, (NANPY fut wertada
en el plasmida pST1 ) en I eon que codifica par e ask cnco e s proterns
e membrara cxiama Ul de § ph y anaformada en £ colt U2 furs
cepa defcserte en la potna Cropi), n § by CVDAS ura expa wemaala
3, 4r0D) y en § ph CVDRUCSP (que contene imicgado e w
cruanowens ol gene que ndifica para 1 CSP) Se campeab Gue Las cepas son
s & oy B e e s sperioe sdane ey &
ctollaeoments ¢ nmueiecin- tvslerencie Loy nevees wmmisdes con
B el UI302-pSTH BANE prewentaron aatueron sapaies e recomner ab
ABorescenan Loy ta0es avhaniados oo
10 0508 e RSP Gue

paasta en ensayen de
Npm CVIr8 pSTUN 5
bt e fotsun gtk con 1 Cepa e exprend 22 astigeno 1 ¢! ceonol
del anngens e crtic en I genenscon de o
o5 exrealo en aTeakne baenans
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TURIAL B PEIATRIA CENTHEMTIMOO NATTONAL SILTO AR \C

EL FILM DE Entemords bistolytics, SU CONSTRUIDO SINTETICO IDENTICO Y UN CONTRUIL
SINTETICO ANALOCO, INHIBEN LA DERMATITIS ALERGICA POR CONTACTO AL DINITI
CLORO BERCEND

Diat fburra L*, Giminer Seherer J A, Rico Ronilio G, Feradnder Diez I y Kretschmer R R Unidad
{avesrigacida Medicn en lamunclopla, I, de Pedintris, Coordinacién de laventipacida Midies, *Servicle
rmn,x. H. de Oncologén, CAIN SigloXXI IMSS y *Universidnd del Valle de Mitko,

INTRODUCCION: El factor inhibidor de ln locomocidn de los monacitos humanas { FILM ) producida |
Entamoeba hutolyica e un pestapépiido { socuexis confidencial por patente Merico » EUA ) que inhibe
deamutiis altagica por contscto { DAC ) al dinitroclocobenceno { DNCB ) en s cobayos. S¢ postula que

construido sintético ton exta secvencia deberfe. reproducie ¢l efecto del FILM, mientras que construides diferen
deben carecer de al efecto

OBJETIVO: Estudiar ¢l efecto inhibitorio sobre Ia DAC, de cuatro constridos sindticon con distinta grado
similivod con el FILM.

MATERIAL ¥ METODOS: Los cobyns se sensibilizaron meditate ls aplicacid por 24 s, d¢ un pan
epikutines de papet filtro Whatman ¥ 2 impregraso coa wu solucida 6¢ 10 mg / ml de DNCB en acetons- aceite
oliva { 471 ). Quince dias despuls bos animales ¢ retaron mediantz b aplicscion dz otro parche epcutin
contenicndo unk dosis d¢ DNCB 200 veces menor & la oris vesicante, bobre i inyeccidn intndérmica de: 1)
awestr (codificads) de ena de cuaro dosis ( 1, 10, 100 0 2000 g / ) de alguna 6 bos cuatro eonstruidos;
FILM o; c) de solucida ralina Tsotdaica { SS1 ). Las rescciones s¢ evahuaron n las 8 horas, y se ¢lasificarcn co
posithvas ( eritemu ¢ induracit 2 Smm)ownox;mnt TunM: wmhnm las medidas de ks ditmet

promoedio & dick L pory ,F:MU&Mm-Whm
tde Student segtn estrviese ndicado,
- -
RESULTADOS:
Efecto de ha dosts deld g / mi de los construidon sintéticon sobre 1a DAC
Modificador %Resp. positivas (25 mm) _ Tamaho de b respuesa, mm{t e ¢ )
] 100% 118(405)
] W 008y
Construido | 0% 16
Construido 2 1% [[F1i353]
Construido ) % 12{213)
Comtruido ¢ .5 3I(439)

* p<0.00005 v1 §51 peru na significalivas entre 31

DISCUSION: Lax resulados (on ta dosit mosteada pero tambien con bas demis dosis) indiean que das de
cuatro construidos 301 capaces de iahibir la DAC. Aunque el constuido | parece ser mis inhibidor que
constrido &, hay diferencias entre ellos y con et FILM no aleanzan a sef significativas. Lu secuencia exacta del FII
¥ de los construidos se desconocen por recomendacidn Tegal. Una apertura Limitadu def codigo de Mentificac
ndica i embargo que oy comstruidos inbibidores que difieren entee 5 en un sofo aminodcido{1yd) son, com:
FILM, pentapépindas y uno de ellas es idéntico a} FILM. Los construidos 1y 3, carentes de electo, son tetrapdpti
completamente dustinton al FILM, lo que excluye que ef efecto inhibidor sea un efecto inespectiico.

CONCLUSIONES: Dos construidos { 1dennficados como 1 y 4 ) repeoducen ef electo inhibidor del FILM mat:
sobee 13 DAC La apertura purcial del codigo indica que estos 5o penlapdpiides { una es ideniica y el oiso difiere
FILM en un sola aminoicida ), y ambos 300 actives
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Responsables de Proyecto
de Investigacion en
Ciencias de la Salud
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S0P« CONACYT

Consejo Nacional de Clencia y Tecnologla

ACCION DEL FLM DE Entamoste Histolytica EN LA EXPRESION DE LAS
ADHESINAS DE LA INFLAMACION TARDIA (VEAM.1 ¥ VLAM).

Gmbner J, Olaz L, Aenas E, Vile S, Rco G. Famindez Iy Kretschmer R
Proyecto 1356P-M

Unidag de Investgacén Méda en nmundiogla, Coordinacdn de Investigacitn
Meaca H ge Pediatrla y 'Servicio de Patologla. H Oncaloga, CMN Sigle XXI,
1MSS Menco D F Mexco

INTROOUCCION El &ct ¢ la respuesta infamatons inmunoidgiea depende de
Gut los leucoclos puadan migrat ol foco da infeccién. I proceso es guiado por Ia
secuenca de nieracciones moleculares o l cascada da las adhesinas. Para que
1es menoctas meren al tapdo wismado y realicen la fase tarda de fa infamacién o5
[ ' wieracudn racept plor entre VCAMA1 y VA4 La
VCAM.1 {CD 106) e3 una adhesina Co Tn Supedaminy de las inmunogiobutings, se
e1p'esa en las cé'ulas endoteiiales nducida por fa inflamscién. VLA es uns
1nieging conshiuliva en log manocitos ¥ e un haterodimerg con una cadans a, (CD
453) y ura §, {CO 29) En la amibiasis invasora Iy respuesta nflamatodia tardia es
tspecamente exqua Entamosbe hitlolica produce un factr que inhibe la
locomocdn celular en koS monocios. Ademis ihbe las vias del extatida respiratorio
¥ Cel oxdo nlinco y atera el AMPC y Yos microtibutos i1 vt Designado como
factor whixdor da In locomocktn de los monacitos (FILM) {Kretschmes R, o 3l
1582), inhise también ln flamacién idls in vivo (Giménez J. el a1, 1997} Su
purficacdn y secuenciain indicaron Que b un pentapéplido, %o que permitd
sintebar peptides enticos y darentes El abjativo def trabapo es evahuar el efeclo
CelFILM sobre expreséin de las achesinas de la inflamacién agia, especifcamente
13 pare;a VCAM-1y VLA bajo la hrpdtesis de qua of FILM ahearty su expresion,

MATERIAL Y METODOS. Se combund ta inhiticdn de la cermauts airgca por
w@ntazty at {ONCB) con i istoqul Los cobayes s&
$6281DI123r0N con un parche epicutdneo con 10 mg il de ONCB por 24 hacas 15
@ias Cespues se tetaron con un parche epicutined con una dogis de DNCE 200
veces menor, solite una inyecc:dn intradérmica de FILM, de un consiruido sintético
<nico o ¢erente, PBS o nada A las 48 horas e evalud macroscopicamente y s¢
100 Dopa de la piel Eatas b procenaton pera H.E y purs inmunohistoquimica
€O anicuemos monocknaies conira las adhesinas, y un sequndo anticverpo

copiado 3 recondasa (DAKO) Las bopsias fusron evaluadas en forma cega ¥
secuantiatvg

RESULTADOS Y DISCUSION Macroscopeamente, tay myecones del FILM
Falural o &l $nitico nhideron 60% las respuestas postvas 21 DNCB, y reduieron ¢l
tdmetro promeda de respuesta de 116 mm & 3 y 37 mm {p « 0.00005)
Wieroscopicaments dsmauyeron ¢l infitrado inflamatono Lardio (monocites ¥
lnfocos) ¥ los cambics cudneos secundatos @ la infamacin Con
inmunohistoquimica se enconr que VCAM.1, susente en reposo, apsrecd en s
las endotelales en fa inflamacion (++4] y se apagh an presencia de FILM,
nalural o smieteo, ) Las dos cadenas de VLA {CO29 y CO4S0) presentas an kos
ManoCios en 1ep0sa [+ y ++), 3¢ volvieron inlensamente posdivas en la infamacidn
{++¢ y #0002} ¥ 5 3pagaron en presencia de FILM {- ¥ 1). Adcionaimente s&
encontid que CD2 se exprasd también en colulas endotetales en inflamacitn y 1e
1pago en presenca del FILM ¥ que en las oéldas epaérmicas I expresitn de

n
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¥ ACCION BEL FACTOR INHIBIGOR DE LA LOCOMOCION DE LOS MONOCITOS (FILM) OF.
Fatemocke hivelstica EN LA EXPRESION DE La§ ADMESINAS DE ADHESINAS (NVOLUCRADAS N
EAINFLAMACION TARDI & (VCAM-1 ¥ VLA4)

Guntoes Schergr 33, Biot Ibarra L, Arenes Gorela E, Villa ), Rico Reallio G, Fernindra.Dice J, Kretschmer 8. 1

dedmvct il en Inmunalogis W de Pediairla y Servico de Paiologla, CUN Siglo XNY, Cirvd  Imestmnin
Wedu WSS Uotica DF

ARIFTONGE Caatuar o dfect del FILM de £ haiolica sobre la cxprendn de g addeinas invoheradss en by
ot trd [VCAM-Ly VLA4)

MATHRIAL ¥ METOROS Inhdxstn ¢ 1s dermatity alisgea por comacto 8! dintsachorobenceno {ONCU) ¢
menhiaguimaa Lot cobiyot, sensibiitados (veicylizador) con v puche cpm‘mm ] m;’mlk DNCU It
reaon 1§ duas deypuds ton cnd dots de ONCB aplicads pobre l piel
T n watato, o PBS. A ludI K
33 honnd f piel Lat Bropran i processron pars K€ y part inmunoperanidans con doble sncuerpo contrs VCAM. 1
10D y 1 cadeas o4 (CD494) y DI {CD29) de a contramacepios VLA,

RESLATANNS §) FILM notonl y ol consimundo idenisca inbibieron mactoscpicamente 6% de Les repuesuas at DNUI,
txane ol damem de hag respuryet Se 114630 y )7 mem (p) 00S)espectivamemne Microwdpicamentc
Samnantron el in‘irada nflamatong rdio y los cambuos cutkwos secundarion Inmusohisioquimicamente i encantry
0 17710n s exgrendn {nducida por W nflemacidn) de VEAM:| on las cthulus endocelales (3¢ 2 0) y W de bk G
3kt S VLA consitutivts en low monaxiton (1 4 0y #) Nt loa tomstruidon no relacionadon, mi ¢ PBS afecuson ls
igava 8 [INCB

CONCELSONES, €1 TIM aatunl y unttica whiden W expeesion de YCAM-1 y de VLA Exto podvis comnbur o
wrm malcaicac d¢ g wdhennag y 19 nfumacion tarda, A enigut en s ambany myuons

W ISDLLCHON DE INMUNIDAS PROTECTORA CONTRA EL ABSCESO HEPATICO AMIBIANO
EATERIMENTAL (AHAE) MEDIANTE EL PACTOR INHISIDOR OE LA LOCOMOCION OF
MONGCITOS (FILM) PRODUCIDO POR Eatemorbt Mltotytics,

Corgtmn ' Tano ', Arelans J', FeradadraDiee I, libusi A", Laper Gvas M', Kretschmer R', kol
It e 10 Iomancingia, Haspral de Padiasia, ‘Depotamenis ¢ Poclogia, Hupwal de imviogis

"o dad . imverigacuie Wedics en Inmundquiniia, Hospual de Expecianlades, 'Cenvo Medics Nacional Blo $A1
WS Vo B

OUERS O 111ILM &3 un airgoptpruda aanaflimatono producda por 1a Enramordd hutodpce {F, Matolice) on coliv
Ltrca yue e oiros efecion whibe Ly locomacitn de monocrion humanct de sanfre perifirice (e aM bu nomre fukr
Wb e g pmacuan e womocum FILMY Este fctor podnt contnbuit 4 Fcass reaccidn flumstors e e ¢
AT 13 um s 1000 1 Qe 8 T4 VL CTIE A refemeracion de Tor Begurcn afctadon {higado, piet) sbaervada
s 3¢ un e cuions No ubemor, 1m embargo, b ¢f ILM 3¢ produce o ctia in ey D acere ol LM podrs
9 v facor e evasdn de 1 amia e 3 1 respuess nlumasorie de Budaped o el imoniamon indce mmenidad

AHAE e FILM. KLH
HATEAIAL  METODAS ¢ s mespercsmen s s mchs s 0y B cox 61 e e
ela 111 $2 0 400 vg de compio FILM- KLH ¢ e 6 Freund, kgues e 4os

del cemz ¢j0 FILM. KLH o8 dpwvanie incomplets k rm Suse dlas despots, & indujo of AHAE por inocelacioe
s 14 10" ofozoito de £ Asiaes HMIIMSS

5 iyt con gl o H 14 (8F5) 0 con dyoune e Feed (complt e
e L anmy Jdiuy

st unns ¥ DISCUSION. Siete dc ot AHAE 4 4 dls pocriomy
1t e smbs Cuatr de diez {478 e Ton ferdo inyeciadan con 100 g de FILM- KLU afcron de AHAEL
merun 4 ringumg 10%]de S8 e ebon nacutados con 50 uf ¢ FILM-KLH desamsliron AHAE. S emburg, o mecve
11005 geebon nocylados con adyuvanie e Frrund s, R0 prosniaron AHAE. Con mipn esulados no podencs denifcar
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Effect of the Monocyte Locomotion Inhibitory Factor (MLIF) Produced by
Entamoeba histolytica on the Expression of Cell Adhesion Molecules
(CAMs) in the Skin of Guinea Pigs
Juan Antonio Giménea Scheres, Eika Arents,? Lorena Diaz® Guadalupe Run.
Torge Fenndader? 1ad Roberto Kretschmer®
Ml gt eyl N b Fbare

s M b bopos w1433 Watws (i Wiems

o

Ty Wands: [aswmarhy Moisipica, Ahenson nchucvier MLF.
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e aimmairy actions, MLIF w0 found in v
wadely the Moea o D e weroncier ey com-
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ANEXO No.ll

IDENTIFICACION DE COBAYOS POR SU CIRCULACION AURICULAR.

La identificaci es‘ e Iaboratono es necesaria para ewtar Ios rlesgos de

confusién durant so de estudlo.
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