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molécula neuroprotectora a nivel experimental.

Maria Guadalupe Rico Maria Guadalupe Rico
Doctora en Ciencias Biomédicas. Estudié Biologia, Maestria 'y

Doctorado en la UNAM. Investigador Titular hasta 2007 en el IMSS. H
Actualmente pertenece a la Division de Investigacion, Facultad de M Od e l OS expe r' m e nta l es
Medicina, UNAM. Premios: Eduardo Liceaga y von Behrig Kitasato, H P4
Academia Nacional de Medicina; Medalla Alfonso Caso, UNAM; d e ' nf|a mac '0 n
Investigador Nacional, CONACYT. ° M e ~
cicatrizacion con el FILM

El factor inhibidor de lalocomocion de
||| ||| monocitos y TGF-B: estudios in vivo e in vitro

editorial académica espanola

978-3-659-01523-6




Maria Guadalupe Rico

Modelos experimentales de inflamacion y cicatrizacion con el
FILM






Maria Guadalupe Rico

Modelos experimentales de
inflamacion y cicatrizacién con el FILM

El factor inhibidor de la locomocion de monocitos
y TGF-: estudios in vivo e in vitro

Editorial Académica Espanola



Impresion

Informacién bibliografica publicada por Deutsche Nationalbibliothek: La Deutsche
Nationalbibliothek enumera esa publicacién en Deutsche Nationalbibliografie; datos
bibliograficos detallados estan disponibles en internet en http:/dnb.d-nb.de.

Los demas nombres de marcas y nombres de productos mencionados en este libro estan
sujetos a la marca registrada o la proteccién de patentes y son marcas comerciales o
marcas comerciales registradas de sus respectivos propietarios. El uso de nombres de
marcas, nombre de producto, nombres comunes, nombre comerciales, descripciones de
productos, etc. incluso sin una marca particular en estas publicaciones, de ninguna manera
debe interpretarse en el sentido de que estos nombres pueden ser considerados ilimitados
en materias de marcas y legislacion de proteccion de marcas y, por lo tanto, ser utilizadas
por cualquier persona.

Imagen de portada: www.ingimage.com

Editor: Editorial Académica Espafiola es una marca de
LAP LAMBERT Academic Publishing GmbH & Co. KG
Heinrich-Boécking-Str. 6-8, 66121 Saarbriicken, Alemania
Teléfono +49 681 3720-310, Fax +49 681 3720-3109
Correo Electronico: info@eae-publishing.com

Publicado en Alemania

Schaltungsdienst Lange 0.H.G., Berlin, Books on Demand GmbH, Norderstedt,
Reha GmbH, Saarbriicken, Amazon Distribution GmbH, Leipzig

ISBN: 978-3-659-01523-6

Imprint (only for USA, GB)

Bibliographic information published by the Deutsche Nationalbibliothek: The Deutsche
Nationalbibliothek lists this publication in the Deutsche Nationalbibliografie; detailed
bibliographic data are available in the Internet at http:/dnb.d-nb.de.

Any brand names and product names mentioned in this book are subject to trademark,
brand or patent protection and are trademarks or registered trademarks of their respective
holders. The use of brand names, product names, common names, trade names, product
descriptions etc. even without a particular marking in this works is in no way to be
construed to mean that such names may be regarded asunrestricted in respect of
trademark and brand protection legislation and could thus be used by anyone.

Cover image: www.ingimage.com

Publisher: Editorial Académica Espafiola is an imprint of the publishing house
LAP LAMBERT Academic Publishing GmbH & Co. KG

Heinrich-Bécking-Str. 6-8, 66121 Saarbricken, Germany

Phone +49 681 3720-310, Fax +49 681 3720-3109

Email: info@eae-publishing.com

Printed in the U.S.A.
Printed in the U.K. by (see last page)
ISBN: 978-3-659-01523-6

Copyright © 2012 by the author and LAP LAMBERT Academic Publishing GmbH & Co. KG
and licensors
All rights reserved. Saarbriicken 2012



Co-autores

Dra. Gloria Bertha Vega-Robledo

Investigador de Carrera

Profesor Titular de Inmunologia en Pre y Posgrado
Departamento de Medicina Experimental

Facultad de Medicina, UNAM.

Dr. Raul Silva-Garcia

Investigador Asociado, Unidad de Investigacion Médica en Inmunologia,
Hospital de Pediatria, Centro Médico Nacional Siglo XX1, Instituto Mexicano
del Seguro Social.

Profesor de Biologia Molecular, Universidad del Valle de México, México,
D.F.

Dr. Juan Antonio Giménez-Scherer

Investigador Asociado, Unidad de Investigacion Médica en Inmunologia,
Hospital de Pediatria, Centro Médico Nacional Siglo XXI, Instituto Mexicano
del Seguro Social.

Profesor de Inmunologia, Universidad del Valle de México, México, D.F.

Dr. José Juan Antonio Ibarra Arias

Docente-Investigador, Facultad de Ciencias de la Salud, Universidad
Anahuac, México Norte. Estado de México.

Centro de Investigacion del Proyecto Camina, A. C., México, D. F.

Dr. Carlos Riera Kinkel
Servicio de Cardio Cirugia Hospital de Cardiologia, Centro Médico Nacional
Siglo XXI, Instituto Mexicano del Seguro Social.


ZULE
Highlight


DEDICATORIA

Este libro es dedicado con todo carifio a la memoria del Dr. Roberto
Kretschmer Schmid, tutor, Médico ejemplar, amigo inolvidable e Investigador
de la Unidad de Investigacion Médica en Inmunologia del Centro Médico
Nacional, Siglo XXI, México, D. F. Su recuerdo perdurara en el ambito de la

ciencia, la cultura y la musica.



iNDICE
Co-autores
indice

1.- Introduccién
1.1Inflamacion y cicatrizacion
1.2 Curacion de herida
1.3 Hemostasia
1.4 Inflamacion
1.5 Proliferaciéon y migracion
1.6 Angiogénesis y epitelizacion
1.7 Sintesis de colagena y matriz extracelular
1.8 Contraccién y remodelacién

2.- Modelos experimentales de inflamacién y cicatrizacion
2.1 Generalidades
2.2 Modelos in vivo de inflamacion
2.3 Modelos de hipersensibilidad retardada por contacto
2.4 Modelos de cicatrizacion
2.5 Cicatrizacion en piel
2.6 Cicatrizacion en cavidades
2.7 Lesién en apex de corazén

2.8 Lesion de las vias de conduccion nerviosas

3

10

11

12

16

17

19

19

21

23

23

24

24

25

26

27



3.- Modelos in vitro
3.1 Amibiasis
3.2 Reaccion inflamatoria en amibiasis
3.3 Amibiasis y FILM
3.4 Efectos bioldgicos
4.- Material y métodos
4.1 Sintesis de los métodos utilizados
4.2 Vias de administracién
4.3 Modelos inflamatorios en animales
4.4 Modelos para cicatrizacién en animales: piel
4.5 Modelos en cavidades corporales
4.6 Modelos en corazén y sistema nervioso
4.7 Inhibicién de cicatrizacién en pericardio
4.8 Animales con adyuvante
4.9 Inmunizacién
4.10 Modelo in vivo del efecto del FILM
Determinacion de concentracién y expresion de TGF-3
Cuidado de los animales
Obtencion de médula espinal
Extraccion de mRNA total

Sintesis de DNA

30

30

31

31

34

35

35

36

36

37

38

39

39

40

40

41

41

42

42



PCR Tiempo Real

Método estadistico

4.11 Modelo in vitro del efecto del FILM
Cultivo celular: FM

Cultivo celular: U-937 y MRC-5

Disefo experimental

TGF-B8

Analisis estadistico

5.- Consideraciones éticas

6.- Resultados

6.1 Hipersensibilidad por contacto

6.2 Cicatrizacién cutanea en cobayos

6.3 Inhibicion de adherencias intraperitoneales
6.4 Inhibicién de adherencias pericardicas

6.5 Determinacién de TGF-f3 en suero

6.6 Determinacion de la expresion de TGF-8

6.7 Determinacion de TGF- en sobrenadantes de células

6.8 Determinacion de TGF-3 en animales con AF

6.9 Estudio macroscopico

7.- Discusion

8.- Conclusiones

43

44

44

45

45

46

46

46

47

47

48

48

49

49

49
50

50

51

59



9.- Agradecimientos
10.- Bibliografia
11.- Figuras

11.1 Figura 1

11.2 Figura 2
11.3 Figura 3

11.4 Figura 4
11.5 Figura 5
11.6 Figura 6
11.7 Figura 7
11.8 Figura 8

11.9 Tabla 1

61

62

69

70
70

71

72

73

74

74

75



INTRODUCCION

INFLAMACION Y CICATRIZACION

Los seres vivos inevitablemente enfrentan el riesgo de heridas producidas
por el contacto con un medio ambiente hostil y por luchas con otros
organismos, sean predadores mayores o parasitos de menor dimension. A lo
largo de la evolucién los organismos desarrollaron mecanismos para
enfrentar ambos riesgos, muchas veces coincidentes.

Los vertebrados, incluidos el ser humano y los animales de experimentacion
como la rata, el ratdn, el cobayo, también conocido como conejillo de indias y
el Jerbo, tienen poderosos y muy complejos mecanismos defensivos que se
engloban en los procesos para la curacion de heridas y en la respuesta
inflamatoria-inmunoldgica.

Aunque estudiadas por separado, ambos procesos interactuan
armoniosamente. Definir si el proceso de curacion de heridas es la parte
inicial de la respuesta inmune o si la segunda es so6lo un componente
destacado de la primera es una discusion necesaria solo en ciertas
condiciones. En esta presentacion seguiremos un enfoque ortodoxo donde la
respuesta inflamatorio-inmunolégica es un componente intermedio de la
secuencia de curacion de heridas, entre la hemostasis inicial y la
cicatrizacion final.

Es precisamente esta situacion intermedia la que multiplica la relevancia de
las células encargadas de realizarla. Estas células son los leucocitos, que de
una manera muy general se dividen sus tareas en una respuesta inflamatoria
rapida o aguda, encarnada por los leucocitos polimorfonucleares (PMN) y
una respuesta inflamatoria tardia, encarnada por los linfocitos y los
monocitos o macréfagos. Las ofras estirpes, eosindfilos y basofilos

desempefan funciones mas especializadas.



Los linfocitos, desarrollaran la respuesta y la memoria inmunoldgicas
propiamente protegiéndonos de nuevas agresiones por sustancias u

organismos especificos previamente confrontados.

Los macréfagos o grandes fagocitos, desempefian funciones mas discretas
pero claves, al fagocitar y presentar las sustancias extrafias a los linfocitos
para la respuesta inmune propiamente. Ademas limpian el lugar de
materiales de desecho, incluidos materiales extraios como tierra y tejidos
propios muertos o dafiados. Esta labor de limpieza prepara el terreno para la
reconstruccion, en las dos etapas de la cicatrizacion, que seran lideradas por
los fibroblastos. Sin embargo el enlace inflamacién-cicatrizacién no es
espontdneo o automatico. Durante esa transicion los monocitos y los
linfocitos deben generar un amplio nimero de sefiales para, por una parte
atraer primero y activar después a los fibroblastos, y por otra para enviar
sefiales de apagado para limitar y extinguir el proceso inflamatorio en

desarrollo.

La vida y la curacién de heridas, son muy complejas, y cuando los procesos
inmuno-inflamatorios van dirigidos a defenderse de algun parasito no es
sorprendente que el organismo parasito trate de neutralizar los mecanismos
de defensa del hospedero, generando una co-evolucién de muchas facetas.

Es aqui donde aparece el “Factor Inhibidor de la Locomocion de los
Monocitos” (FILM) del cual hablaremos ampliamente mas adelante y la
relacién con Entamoeba histolytica (E. histolytica), no sin antes dar un ligero
esbozo de la relacién entre ambos. E. histolytica es un protozoario que
normalmente vive asintomaticamente en la luz del intestino del ser humano.
En ciertas circunstancias pasa al interior del cuerpo, alli se inicia una batalla
entre los leucocitos y el parasito. Pocas amibiasis intestinales se transforman

en invasoras extraintestinales, particularmente hepaticas. Sin embargo, entre



50 000 y 100 000 muertes anuales atestiguan la capacidad de la amiba para
superar a su hospedero. Los trofozoitos de E. histolytica pueden ser
encontrados en el absceso hepatico amibiano (AHA) rodeados de
hepatocitos muertos. Los monocitos y linfocitos se acumulan formando un
anillo en el borde del absceso pero sin poder llegar a entrar en contacto con
las amibas, como si algo los mantuviera paralizados. Esta imagen
microscopica es contraria a los abscesos tipicos ante otros microrganismos
en el higado o en otros 6rganos.

Esta inflamacién atipica fue sefialada ya por Councilman y Lafleur desde
1895y permanecio, corroborada, pero inexplicada, por muchos afos (1).
Hacia 1974 Brandt y Pérez Tamayo propusieron la teoria anti-migratoria,
postulando algun factor todavia hipotético que inhibiera la movilidad de los
leucocitos de la inflamacion tardia (2). La inhibicion de los leucocitos de la
inflamacion tardia podria ademas evitar la generacion de sefales para iniciar
la cicatrizacion y explicar asi la ausencia de cicatrices posteriores al AHA.

En un experimento planteado por el Dr. Roberto Kretschmer en 1985, y
disefado originalmente para buscar factores de amiba que fueran atractantes
para los leucocitos de movilidad rapida (PMN y monocitos), se encontrd
sorpresivamente un factor que inhibia la locomociéon de los monocitos en
camaras de Boyden (un tubo en U con dos compartimientos separados por
un filtro) (3). El seguimiento de ese factor (vide infra) en los medios de
cultivos axénicos de E. histolytica llevo a la identificacion del FILM (4). Ahora
sintetizado y probado, encontrandose que el péptido sintético es capaz de
reproducir los efectos del FILM amibiano facilitando el desarrollo de nuevos
estudios. Los estudios realizados, incluyendo los que se presentan a
continuacion han permitido aumentar la comprension de la patologia de la
amibiasis extraintestinal humana, que fue la motivacion original, permitiendo
explicar por ejemplo la inflamacion atipica y la restitucion del higado por

regeneracion sin escaras de cicatrizacion. Una vez identificado este factor



“inventado” por la amiba, surgio la inquietud de si seria posible aprovecharlo

como un eventual medicamento anti-inflamatorio de propiedades selectivas.

La escasa inflamacion tardia caracteristica de la amibiasis extraintestinal es
un fendmeno que entra perfectamente dentro del campo de la inmunologia.
Todos los datos que se fueron obteniendo del FILM, lo sefalaban como un
factor relevante en este campo del conocimiento cientifico. Sin embargo la
inflamacion crénica es seguida por la cicatrizacion. La interrupcion de las
sefales de enlace podria cortar la activacién de esa etapa, sugiriendo un
papel para el FILM en ella. Dos estudios apoyaron la posibilidad de esta
segunda esfera de actividad del FILM. El factor afecta la expresion de mas
genes relacionados con cicatrizacion en la linea fibroblastica MRC-5 que
genes relacionados con la inflamacion en la linea U-937 que es
promonocitica. Ademas y destacadamente, en el Gene Bank aparece la
secuencia del FILM en una molécula que interactua con el receptor tipo tres
de fibroblastos y no, pese a una busqueda sistematica, en lineas
leucociticas.

Como la cicatrizacion excesiva puede ser un problema también aqui el FILM
podria resultar atil, por lo que a continuacidon se recapitula el proceso de
curacion de heridas en su sentido mas amplio y que incluye inflamacion y

cicatrizacion.

Curacion de heridas

Independientemente del tipo y de la magnitud de la pérdida de tejido, la
curacién de una herida ocurre en fases que se sobreponen en el tiempo y no
pueden ser excluyentes. Las lesiones demandan energia y sintesis proteica
por las necesidades locales de la misma, por lo que producen un estado de
hipermetabolismo sistémico y catabdlico. El proceso de curacién o

reparacion de una lesion esta dividida en tres fases: Fase inicial: hemostasia
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e inflamacion; Fase intermedia: proliferacion, migracion, epitelizacion,
granulacién y angiogénesis); Fase final: sintesis de colagena, contraccion y

remodelacion tisular (5, 6).

Hemostasia

Después de una herida lo primero que ocurre es la hemorragia, y la curacion
de la misma se da por una hemostasia. Es el proceso a través del cual se
evita la pérdida sanguinea en el sitio de dafio vascular. Inmediatamente hay
vasoconstriccion, favorecida por serotonina, tromboxano y endotelina que
son secretados por células endoteliales y plaquetas. Las plaquetas activadas
por substancias como colagena y trombina, aumentan la expresién de
moléculas de adherencia, lo que les permite fijarse a la colagena, expuesta
por la ruptura de vasos sanguineos, y agregarse para formar un coagulo, que
se refuerza por la adicion de fibrina. La formacion de la fibrina es la
consecuencia de la activacion de la cascada de coagulacion por sus dos
vias, la intrinseca y la extrinseca. Se establece una red formada por fibrina,
vitronectina y fibronectina, procedentes del suero, de las plaquetas, de los
fibroblastos y de las células endoteliales; éstos elementos facilitan la unién y
la migracién de células (5,7).

Activacion de plaquetas. Las células participantes liberan ademas,
substancias inflamatorias y citocinas. Las plaquetas en particular, al ser
activadas degranulan y enriquecen el medio con factor de crecimiento
epidérmico (EGF), fibrindgeno y factor von Willebrand, que contribuyen a
controlar el sangrado. Son la principal fuente de factor transformante de
crecimiento (TGF) B, que inicialmente favorece la inflamacién, pero en breve
regula la respuesta inmune, frena la inflamacioén y favorece la angiogénesis y
la cicatrizacion. Otros elementos provenientes de las plaquetas como
fibronectina, histamina, factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF),

son elementos quimioatractantes que inducen la llegada de fibroblastos,
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células endoteliales, neutrdfilos y macrofagos, células asesinas naturales
(NK) y miocitos.

Formacién del coagulo. En la coagulacion participan factores que circulan
como proenzimas, al activarse, se inicia una serie de reacciones en cadena,
que se generan en la superficie celular para formar trombina, que es la
enzima efectora central de éste sistema.

Un modelo propuesto por Hoffman y col. considera a las células como
elementos esenciales en el proceso de formacién del coagulo; las superficies
celulares poseen elementos que las capacitan para dirigir y regular el
proceso (8). Se activa mediante la interaccion de superficie celular, factor
tisular y factor VIl, en tres fases simultaneas: inicio, amplificacion y
propagacion.

La trombina convierte al fibrinégeno en fibrina que atrapa plasma, plaquetas

y eritrocitos para formar el coagulo.

Inflamacion

La inflamacion es una reaccion vascular y celular inespecifica fundamental
en una respuesta protectora. Esta respuesta de defensa, actia como un
mecanismo homeostatico para adaptar al organismo a circunstancias
anormales. El proceso es complejo y se presenta como respuesta tanto a
infecciones como a una diversidad de estimulos generadores de lesion tisular
(téxicos, traumaticos, isquémicos, autoinmunes, etcétera).

La respuesta inflamatoria es benéfica si es breve y se localiza en el sitio del
dafo; por el contrario se torna patogénica si tiene una extension o duracién
excesivas (9).

La inflamacién tiene como objetivos: localizar el proceso, remover el agente
causal y reparar el area dafada.

Este proceso esta en relacién estrecha con la reparacion del tejido, que en
caso de ser una reparacion por fibrosis, puede conducir a cicatrizacién que

limita la funcién o movilidad de los 6rganos afectados (10).
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En la respuesta inflamatoria participan el plasma, las células circulantes
(neutrdfilos, monocitos, eosindfilos, basofilos, linfocitos y plaquetas), las
células del tejido conectivo (cebadas, fibroblastos, macréfagos y linfocitos),
los vasos sanguineos y los componentes extracelulares. Entre las principales
moléculas reguladoras del proceso, secretadas por las células participantes,
se encuentran mediadores de la inflamacion: histamina, serotonina,
bradicinina, eicosanoides (prostaglandinas, tromboxanos y leucotrienos).
Citocinas: tempranas o de “alarma”: IL-1, IL-6, factor de necrosis tumoral
(FNT) son las conductoras del proceso; quimioatrayentes: IL-8, proteina
quimioatractante de monocitos (MCP), RANTES; inductoras de la respuesta
linfocitica: IL-2, IL-4, IL-12, IL-18; generadoras de células en médula 6sea:
IL-3, IL-11, factor estimulante de colonias de granulocitos y macroéfagos
(GMCSF); supresoras: IL-10, TGFB (11).

La inflamacién por su extension puede ser local o sistémica y por su duracion
aguda o cronica. La fase aguda es de duracioén corta (minutos, horas o pocos
dias), se lleva a cabo en la microcirculacién y se caracteriza por el paso de
proteinas plasmaticas y leucocitos de la sangre a los tejidos, El proceso es
regulado por moléculas que actuan directamente sobre las diferentes
poblaciones celulares ubicadas en el entorno del area infectada o lesionada.

Por la accién de quimioatractantes como IL-8, C5a, histamina, leucotrieno
B4, lipopolisacaridos, restos de fibrina o colagena, las areas lesionadas
reclutan, ademas de células de la circulacion, a las que se encuentran en
reposo adheridas a la pared endotelial. Inicialmente llegan neutrdfilos,
caracteristicos de inflamacion aguda, y posteriormente en un lapso de 24 a
72 horas participan monocitos, fagocitos y linfocitos. Las células tisulares
adyacentes (cebadas, fibroblastos, queratinocitos, etcétera), son de las
primeras en llegar, en ser activadas y en promover la inflamacion.

La vasoconstriccién presente al inicio de una lesion vascular, va seguida

rapidamente por vasodilatacion, inducida principalmente por las substancias
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inflamatorias: histamina, bradicinina, ftriptasa, e icosanoides, que son
secretadas desde los primeros segundos por los mastocitos locales y las
células endoteliales activadas; aumenta el flujo de sangre en el area
inflamada lo que genera elevacion de la temperatura y enrojecimiento local
(calor y rubor). La dilatacion vascular permite el paso de liquido y proteinas
sanguineas, éstos al acumularse producen edema (tumor). La distension
tisular, la accién de la bradicinina y el estimulo que lo anterior ejerce en las
terminaciones nerviosas, originan el dolor, ultima de las cuatro
manifestaciones clinicas cardinales de la inflamacién, descritas por Celsius.

Los neutréfilos producen citocinas pro-inflamatorias que activan a los
fibroblastos y queratinocitos locales y se comportan como unidades
defensivas, después de fagocitar tejidos dafiados y bacterias, mueren y son
eliminados por los macréfagos (10). La fagocitosis y la liberacion de enzimas
por los neutréfilos y macréfagos/monocitos (considerados como fagocitos
profesionales) constituyen dos de los principales beneficios derivados de la
acumulacion de leucocitos al foco inflamatorio (12). Si el agresor persiste o el
proceso no limitdé el dafio, la inflamacién aguda, inicialmente local, se

transforma en sistémica o cronica.

La fase cronica, por otro lado es de mayor duracién e histolégicamente se
asocia con la presencia de linfocitos, macrofagos, células plasmaticas,
proliferacion de vasos sanguineos y del tejido conectivo ademas de estar
relacionada con la destruccion del tejido por las células inflamatorias y el
intento de reparacion por sustitucion de tejido conectivo (angiogénesis y
fibrosis). Los monocitos son atraidos hacia el tejido dafiado mediante
diferentes factores como fibronectina, colagena, elastina, trombina y TGF-p,
iniciando su migracioén en la inflamacién aguda y a las 48 h constituyen el tipo
celular predominante. Una vez en el espacio extravascular, se adhieren a la

matriz extracelular gracias a los receptores de integrinas, y por la expresion
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del factor estimulante de colonias-1 (CSF-1) se diferencian a macréfagos,
incrementando su tamafio celular, sus enzimas lisosomales, su metabolismo
general, por lo que adquieren una mayor capacidad para fagocitar bacterias
residuos de tejido necrético y destruir microbios ingeridos. Las senales de
activacion incluyen citocinas secretadas por linfocitos T sensibilizados por
ejemplo interfferon gamma (IFN-y), endotoxinas bacterianas y otros
mediadores quimicos. Después de su activacion, los macréfagos secretan
una variedad amplia de productos biolégicamente activos que son

mediadores de destruccion tisular, proliferaciéon vascular y fibrosis (13).

Los macréfagos son un componente central en la inflamacion crénica y
constituyen una de las principales fuentes de citocinas como el factor de
necrosis tumoral alfa (TNF-a), el factor de crecimiento derivado de las
plaquetas (PDGF), la Interleucina 1 (IL-1), TGF o/ y el factor de crecimiento
de fibroblastos (FGF) entre otras. Estas citocinas estan implicadas en la
cicatrizacion y favorecen la proliferacion de fibroblastos, la sintesis de
colagena vy la persistencia de los macréfagos la cual se debe a estimulos
quimiotacticos, incluyendo el C5a, quimiocinas (producidas por macréfagos y
linfocitos activos) y factores de crecimiento derivados de plaquetas (PDGF)
(14).

La importancia del macréfago radica en la produccion de sustancias
biolégicamente activas, algunas son téxicas a las células (metabolitos del
oxigeno) o a la matriz extracelular (proteasas), la produccién de citocinas, de
factores quimiotacticos, y otras que causan proliferacion celular. Lo anterior
hace al macréfago una célula eficiente en la defensa del huésped; sin
embargo, también puede causar dafio al tejido cuando son activados
inapropiadamente, donde la destruccién tisular es caracteristica de la
inflamacion crénica. La destruccion tisular persistente dafa la estructura del

estroma y a las células del parénquima, como consecuencia, hay intentos de
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reparar el dafo con tejido conectivo, produciendo fibrosis y cicatrizacion
(7,10).

Las células que desencadenan la respuesta inflamatoria, en las primeras
48h, son los neutréfilos, que son sustituidos por los macréfagos que
permanecen entre el quinto y séptimo dia, posteriormente arriban los
fibroblastos para originar la cicatrizacién de la herida.

El proceso inflamatorio llega a su término al desaparecer el estimulo,
simultdneamente actuan el cortisol, la proteina C reactiva y las citocinas IL-
10 y TGF-B (11) para limitar la respuesta e inhibir la actividad de IL-1, IL-6 y
FNT. TGF-B promueve la angiogénesis y aumenta la produccion de fibrina y
colagena, lo que culmina con la reparacion del tejido dafiado. Las células T

reg Fox-P3 también participan en la limitacion de la inflamacién (15).

Si el proceso inflamatorio se vuelve crénico, a la exacerbacion de los eventos
sefialados se sumara la destruccion celular y el depdsito de fibrina en los
sitios inflamados. Esto llevara a la limitacion o pérdida de la funcion, asi
como al dafo que un proceso, como el descrito puede producir al

mantenerse activo durante un lapso prolongado.

Proliferacion y migracion

Para que se lleven a cabo estos procesos se requiere de energia, sintesis
proteica y anabolismo. Cuando la lesién tiene 4 dias, los fibroblastos son las
células fundamentales del proceso. Estos se encuentran en el tejido sano
perilesional y son atraidos por citocinas de la fase temprana, migran hacia la
herida. Los fibroblastos son fuente de otras moléculas que reclutan mas
fibroblastos y células musculares lisas entre otras. Para conseguir la
migracién de las células hacia la herida, es necesario que se adhieran a la

fibronectina, a la fibrina y a la vitronectina. Las citocinas y los factores de
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crecimiento regulan la migracion de las células encargadas de la

reconstitucion de tejidos y vasos.

Entre las citocinas que regulan la funcidn de los fibroblastos encontramos:
factor quimiotactico para los fibroblastos (FQF), factor de crecimiento
insulinoide (IGF), TGF-B, factor de crecimiento epidérmico (EGF), péptidos

de colagena y fibronectina (5,7,10).

Angiogénesis y epitelizacién

La formacién de nuevos capilares de una red vascular preexistente es de
vital importancia en procesos fisiolégicos (embriogénesis, cicatrizacion) y
patolégicos (aterosclerosis, cancer). Simultaneamente principia la
proliferacion de fibroblastos.

En procesos reparativos ésta neoformacion vascular permite la llegada de
nutrientes requeridos para soportar el aumento del metabolismo celular y la
eliminacion de restos tisulares. El tejido de granulacion posee vasos
sanguineos que lo proveen del oxigeno necesario para estimular la
reparacioén y el crecimiento vascular.

Hay factores pro y anti-angiogénicos en el fluido de las heridas que
promueven o inhiben ésta neoformacion.

La migracion de células endoteliales y la formacion de vasos se produce
gracias a los cambios que ocurren en la matriz y en las paredes de los vasos,
facilitado todo ello por los factores que secretan las propias células
vasculares. Entre estos factores se encuentran el factor de crecimiento
vascular endotelial (VEGF) estimula la produccion de especies reactivas de
oxigeno-ROS; el factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF), recluta
pericitos para cubrir el exterior de los vasos recién formados; la
angiopoietina; el TGF-B, estimula a los fibroblastos para producir colagena y

libera enzimas como colagenasa y estromelisina, que degradan a la matriz
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extracelular dafiada, es pro y anti-inflamatoria y, disminuye la respuesta
inmune; el factor de crecimiento de fibroblastos 2 (FGF2) que es un potente
estimulante angiogénico, el factor de crecimiento de fibroblastos acido/basico
(FGF a/b), y el factor de crecimiento de queratinocitos (KGF). Este proceso
se altera si hay exceso de inflamacion, muerte tisular, exudado o mala
perfusion.

Simultaneamente da inicio la formacién del tejido de granulacion con el
predominio de los fibroblastos. Estas células son estimuladas por citocinas,
de manera importante TGF, cuya disponibilidad y liberacion es regulada por
la proteina LTBP4 (proteina unidora del TGF) en fibroblastos normales, la
citocina actua a través de la via Smad (5). Al ser activados por el TGF, los
fibroblastos  proliferan y secretan elementos que integran la matriz
extracelular de soporte inicial, como fibronectina, acido hialurénico,
proteoglicanos y colagena, cuyas fibras constituyen las estructuras a través
de las cuales se desplazan las células participantes en la regeneracién
tisular.

En la epitelizaciéon el tejido granular permite que una herida abierta se
reepitelice. Al existir pérdida de la epidermis, los queratinocitos son las
primeras células que migran y proliferan en el sitio de la lesion. Si la
membrana basal esta integra, los queratinocitos se desprenden de ella y
penetran en la base de la herida. Si la membrana esta dafada, la
reepitelizacion se logra a través de queratinocitos ubicados en anexos de la
piel como foliculos o glandulas. Las células epiteliales necesitan tejido viable
para migrar y participar, se superponen al hacerlo y al adherirse a la
membrana basal la conforman; estas células continlian su recorrido a través
de la herida. Las células epiteliales fagocitan restos tisulares para poder
migrar y los queratinocitos disuelven el coagulo y restos de la membrana

basal (16), lo que le permite desplazarse por la ECM depositada por los
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fibroblastos. Las células de los bordes de la lesion proliferan y migran un

maximo de 3 cm, todo el proceso puede durar de 3 a 5 dias hasta meses.

Las citocinas que controlan este proceso son: EGF, TGF-a/B, IGF, FGF y
KGF (6,7).

Sintesis de colagena y matriz extracelular

Esta fase se caracteriza por la sintesis de proteinas de matriz y colagena, en
donde los fibroblastos activados producen factores de crecimiento como el
FGF y sintetizan colagena, en forma de precolagena. Su produccién depende
de varios factores como aminoéacidos, hierro, vitamina C y A, zinc, cobre y
0..

En la sintesis de la colagena participan: FGF, EGF, TGF-B (estimulante
potente de su sintesis e inhibidor de la actividad de las proteasas), PDGF
que influencia la expresiéon de TGF-B y la sintesis de tejido de granulacion.

La matriz intersticial esta formada por los fibroblastos y otras células. Los
proteoglicanos, como el acido hialurénico es el principal componente de la
matriz que la hace mas rigida en los estadios iniciales de la cicatrizacién y
disminuye su concentracién con la maduracion de la misma. La fibronectina
tiene un papel fundamental en el proceso de cicatrizacion; es un
componente primario de la matriz provisional, mientras que la elastina marca
la diferencia entre la piel normal y la cicatrizada (6). El proceso se puede

alterar por disminucion en la irrigacion y malnutricién.

Contraccién y remodelacién

Los fibroblastos transformados en miofibroblastos, que se caracterizan por
poseer pseuddépodos potentes, son capaces de proporcionar un soporte
mecanico resistente al unir fibronectina y colagena con lo que da inicio el

proceso de contraccion de la cicatriz. La contraccion es el proceso de cierre
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por movimiento de los bordes de la lesién hacia el centro. EI mecanismo es
por generacion de fuerzas de elementos contractiles de los fibroblastos. Con
la contraccion se liberan colagena y proteoglicanos, asegurando un nuevo
tejido en el lugar afectado. Las citocinas que participan son: TGF-f que
facilita la contraccion y la diferenciacion hacia miofibroblasto, el PDGF que
estimula la contraccion por un mecanismo TGF-B dependiente, FGF que
estimula la contraccién e IFN-y que inhibe el proceso. EI TGFB es una
citocina que participa importantemente en las diferentes fases de la
regeneracion tisular y la cicatrizacion; se expresa constitutivamente en
muchas células como son las 6seas, placentarias, del iris del ojo, eritrocitos,
linfocitos, eosindfilos, macréfagos. La plasmatica proviene principalmente de
las plaquetas, se sintetiza como un precursor inactivo, que debe de ser
activado (a pH acido), para unirse a sus receptores especificos (16), su
produccién es muy estable y participa ademas el crecimiento celular (17), la
respuesta inmune y la tolerancia (18), e induce angiogénesis y cicatrizacion,
aumentando el depdsito de colagena (19).

Con la contraccion disminuye el tamafio de la herida, que puede reducirse
entre 40 y 80%; en ésta etapa el cierre de la herida se acelera. La ruptura de
la matriz provisional frena la migracion, proliferacion y diferenciacion de los
fibroblastos. Esta etapa finaliza cuando los miofibroblastos ya no se

contraen y mueren por apoptosis.

La remodelacion es la etapa final de la reparaciéon de una lesion, en ella el
tejido de granulacion es convertido en tejido conectivo maduro, resistente y
con frecuencia en una cicatriz.

Para conseguir el remodelado de la cicatriz entran en juego numerosas
enzimas del grupo de las metaloproteasas con actividad colagenolitica,

conocidas como metaloproteasas de matriz (MMP). Entre ellas encontramos:
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MMP1 (colagenasa intersticial 6 metalopeptidasa), MMP2 (gelatinasa A)
MMP3 (estromelisina) y la hialuronidasa (6, 10).

Durante ésta fase la fibronectina desaparece gradualmente y el acido
hialurénico y otros glicosaminoglicanos son reemplazados por
proteoglicanos. La colagena tipo Il es reemplazada por otra mas resistente
que es la tipo I; las fibras se reorganizan y se ordenan a lo largo de lineas de
tension. Los fibroblastos y los macréfagos son eliminados por apoptosis y
disminuye la actividad metabdlica en el sitio de la lesién.

El proceso de reparacion de una herida finaliza con una cicatriz totalmente

madura y una disminucion de células y vasos sanguineos (21).

Si bien el TGF-B disminuye la inflamacién, puede favorecer el proceso
fibrotico. Estudios in vivo han confirmado que el TGF- exdgeno incrementa
el tejido de granulacién, y la formacién de colagena; por lo que, el aumento
en los niveles de TGF-3 se asocia con ambos, el proceso reparativo normal o

la fibropatologia.

MODELOS EXPERIMENTALES DE INFLAMACION Y CICATRIZACION

Generalidades

Existe un amplio numero de modelos experimentales, en distintas especies
de animales de laboratorio que permiten evaluar inflamacién, inmunidad y
cicatrizacion. Cada modelo tiene ventajas y desventajas, que varian en
funcion de las preguntas que se busca responder y la informacion disponible.
El origen amibiano del FILM y su identificacion inicial como la actividad
inhibitoria de un sobrenadante de cultivos de amibas sobre los monocitos, asi
como el grado de similitud de las respuestas estudiadas con el humano, la

disponibilidad de reactivos y los modelos previamente utilizados resultan
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determinantes tanto en la metodologia como la especie animal a elegir, no

siempre la misma, para cada grupo experimental.

Las especies animales elegidas

Los animales de laboratorio mas utilizados son el raton y la rata. Sin
embargo ambas especies son resistentes a la amibiasis y ademas su
respuesta de hipersensibilidad cutanea por contacto no es equivalente a la

humana.

El cobayo o conejillo de indias es la especie paradigmatica para evaluar la
respuesta inflamatoria expresada como hipersensibilidad cutanea retardada
por contacto. Ademas es sensible a la infeccion amibiana lo que lo hace el
modelo ideal para el estudio in vivo de los efectos anti-inflamatorios del FILM.
Sus dimensiones y caracteristicas también ayudan y permiten adaptar el
modelo para experimentos de cicatrizacion cutanea y en cavidades. La
mayor limitacién esta en la disponibilidad de anticuerpos marcadores
especificos, aunque como roedor, muchas moléculas disefiadas para el ratén

o la rata pueden interactuar con las moléculas equivalentes en el cobayo.

El Jerbo (Meriones unguiculatus) algo mayor a un ratén, es susceptible a
desarrollar abscesos hepaticos amibianos, lo cual lo vuelve ideal para el
estudio de esta variante patolégica de la amibiasis. Protocolos previos (22)
en este modelo, produjeron varias de las observaciones que motivaron el
analisis del efecto modulador en la interaccion adyuvante de Freund vy el
animal. Proporcionando al mismo tiempo modelos adecuados para el estudio

de inflamacion y cicatrizacion.

Aunque el raton no es el mejor modelo ni de amibiasis ni para

hipersensibilidad, el ensayo en el ratéon de los modelos probados en cobayo y
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jerbo resulta inevitable cuando se quieren analizar los procesos a nivel
molecular debido al amplisimo nimero de reactivos especificos disponibles
para esta especie, y permite ademas obtener, con los ajustes y precauciones
correspondientes, informacion en otra especie de los observaciones en
cobayo o jerbo.

La rata tampoco resulta el modelo ideal ni para amibiasis ni para inflamacién
tardia. Pero también puede ser adaptada para verificar los efectos
encontrados en otras especies. Particularmente en respuesta peritoneal al
adyuvante de Freund, pero sobre todo es el modelo de referencia prexistente

para los estudios de lesidn traumatica de la médula espinal.

Por esta razén el estudio en las cuatro especies, a pesar de las limitaciones

que implica, es necesario dentro de la evaluacion sistematica del FILM.

A) Modelos in vivo

Modelos de inflamacion y cicatrizacién

Existe un amplio numero de modelos in vivo, utiles muchas veces en
humanos y animales, para el estudio de inflamacién y cicatrizacién, en forma
integral o sobre los aspectos de interés para cada investigacion particular. A
continuacion se comentaran aquellos que han sido de interés para las
investigaciones del FILM producido por la amiba.

Modelos de inflamacion; Hipersensibilidad retardada cutanea por
contacto

Existe un amplio numero de modelos y variantes para estudiar la inflamacioén
in vivo. Un modelo experimental antiguo, pero aun util y vigente es el de la
hipersensibilidad retardada cutanea por contacto a distintos irritantes, entre

ellos y clasicamente el di-nitro-cloro-benceno. Una dosis grande o
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sensibilizante del irritante se pone en contacto con la piel y dos semanas
después se aplica en otra parte de la piel del animal otra dosis, esta vez
menor de la sustancia (dosis de reto). Esta genera si la respuesta es positiva
un area de enrojecimiento (eritema) y engrosamiento endurecido (induracion)
entre 24 y 72 horas posteriores al contacto, que luego desaparecen. La
inyeccion intradérmica de las sustancias en estudio, bajo la zona donde se
aplicara la dosis de reto permite evaluar el efecto modulador de ésta. El

cobayo es el animal ideal para este tipo de pruebas.

Modelos de cicatrizacion

El enfoque basico para el estudio experimental de la cicatrizacion incluye
activarla por algun mecanismo (herida, traumatismo, corte, irritacion,
quemadura, infeccion etc.) y evaluar el efecto de alguno de los distintos
agentes moduladores. Se puede explorar el proceso como un todo o de
componentes, vias o tiempos selectos.

Desde el punto de partida del estudio del FILM interesarian los modelos
donde la transicion inflamacion-cicatrizacion fuera muy importante, o por el

contrario casi ausente.

Cicatrizacion en piel; herida quirdrgica limpia en piel

La incisiébn de la piel como parte de una cirugia es habitual, tanto en
medicina humana como en veterinaria. Se busca que sea lo menos
traumatica posible e incluye procedimientos para favorecer su cierre como
son la aposicion correcta de los bordes de la herida, puntos de sutura o
bandas adhesivas. También se conocen sus eventuales complicaciones, por
exceso (cicatrices excesivas), insuficiencia (dehiscencia) o infeccion.
Disponer de productos que permitan evitar una cicatrizacion excesiva, en los
casos que puede ser prevista, sin caer en efectos de inhibicidén excesiva que

generen separacion, desgarro o infeccién de la zona serian muy utiles. Las
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incisiones quirurgicas pueden ser subdivididas en dos grandes grupos.
Segun haya o no remocion tisular. La realizacion de una biopsia en
sacabocado vy la incision lineal simple son ejemplos de ambas situaciones. El
efecto del FILM, como de cualquier otro modulador de cicatrizacion puede
ser evaluada mediante su adicién controlada en estos modelos, que por sus
caracteristicas inducen una respuesta inflamatoria muy suave y una

cicatrizacion dentro de los cauces normales de la curaciéon de heridas.

Cicatrizacion en cavidades; adherencias peritoneales

Los procesos de cicatrizacion también ocurren en las cavidades corporales,
donde el roce entre las capas de un peritoneo lastimado puede generar
adherencias entre distintas estructuras. Las adherencias ocurren después de
muchas cirugias, pero son mas frecuentes, graves e intensas en condiciones
de irritacién excesiva con una inflamacién intensa o persistente. Las
adherencias como consecuencias de peritonitis quimicas o infecciosas son
frecuentes y pueden llegar a generar molestias y complicaciones graves y/o
que requieran solucién. A diferencia de las cicatrices quirurgicas “limpias”
estas cicatrices secundarias a un proceso irritativo llevan a una inflamacién
muy intensa y prolongada que es la desencadenante también de una

cicatrizacion muchas veces excesiva, en intensidad y extension.

Evitar la formacion de adherencias excesivas cuando son previsibles es
también un problema médico cientifico en evolucion, y cuya solucion seria de
utilidad practica.

Los modelos de estudio incluyen la administracion medida de un activador de
la inflamacién cicatrizacion en presencia o ausencia del factor modulador que
se desee probar. El adyuvante de Freund es una preparacion que se ha
utilizado como inmunoadyuvante inespecifico en muy diversos esquemas

experimentales. Sus caracteristicas, su efecto pro-inflamatorio y, a través de
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la inflamacion, sus efectos en la cicatrizacion pueden ser analizadas vy
moduladas en presencia de reguladores de uno o ambos procesos.

Lesion fisica en el apex del corazén

Las condiciones del corazén y la cavidad pericardica representan una
situacién excepcional bajo la perspectiva de las respuestas inflamatoria y
cicatricial. Comparten con otros tejidos la capacidad de generar ambas
respuestas pero la movilidad permanente del corazén con el inevitable roce
de las hojas parietal y visceral del pericardio, genera una estimulacion
extrema de ambos procesos. El resultado puede comprometer la vida del
paciente. Ya sea en forma directa, por ejemplo en el sindrome
pospericardiotomia, que corresponde a una reaccion inflamatoria normal
pero extraordinaria, o también por la formacion de adherencias cardio-
parietales que pueden limitar y deformar la movilidad cardiaca. El efecto
indirecto mas notable es la generacién de intensas y resistentes adherencias
que complican las cirugias de reintervencion en el corazén, y cuya

prevencion seria de gran utilidad.

Paraddjicamente, a partir de este escenario, y bajo la premisa de que la
neovascularizacién que ocurre en la cicatrizacion podria ayudar a restituir la
circulacion en casos de isquemia cardiaca, se disefio el modelo de
cicatrizacion por pericardiotomia. Este en esencia es operar, abrir el
pericardio, cerrarlo y suturar.

Puede reforzarse con un estimulo abrasivo, al frotar ligeramente el apex
cardiaco con una lima para ufias. Este procedimiento es suficiente para
generar un proceso inflamatorio-cicatricial intensisimo. Desafortunadamente
la neovascularizacion no fue suficiente para corregir la isquemia cardiaca. En
cambio permiti6 un modelo adecuado para tratar de inhibir la cicatrizacién
mediante la aplicacion de algun procedimiento anticicatrizacion. Este modelo

hace factible el estudio del FILM como regulador de estos procesos.
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Lesion traumatica de las vias de conduccién nerviosas

La Lesion Traumatica de Médula Espinal (LTME) es una enfermedad que
ocasiona alteraciones estructurales y funcionales con secuelas sobre las
funciones a nivel neural, que van desde un bloqueo transitorio de la
conduccion eléctrica hasta la falta total de la misma, dependiendo del grado
de lesion. Después de la LTME hay destruccion del parénquima medular y un
proceso neurodegenerativo cronico que se inicia por los mediadores
inflamatorios y otras sustancias que incrementan la necrosis y la

desmielinizacion.

Durante la respuesta inflamatoria se llevan a cabo diferentes eventos.
Inicialmente existe un incremento en la permeabilidad vascular y la liberacion
de lipidos con la consiguiente activacién de la via de los eicosanoides y del
factor activador de plaquetas. Se liberan IL-1, IL-2, IL-6, TNF-a, IFN-y y
también pequefios péptidos como la bradicinina, y aminas como la histamina
6 5 hydroxytriptamina, al incrementarse la sintesis de prostaglandinas,
tromboxanos y leucotrienos, se altera el flujo sanguineo y favorece la
agregacion plaquetaria lo que trae como consecuencia el fendmeno de
isquemia (23). Uno de los fendmenos mas importantes que se lleva a cabo
después de una LTME es la migracion de un gran numero de células
inflamatorias residentes (células de la microglia) y de aquellas reclutadas de
la periferia (macréfagos, linfocitos, etc.). La infiltracion de dichas células es
indistinguible de la que se lleva a cabo en tejidos periféricos lesionados y es

tipica de las fases tempranas de la lesion.

La respuesta inmune desarrollada después de una LTME involucra dos
etapas de infiltracion celular. La primera por células PMN y predomina

durante las primeras horas. Los neutréfilos aparecen en la pared de las
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venas y vénulas adyacentes a la lesién en las primeras 3 a 4 horas. La
segunda etapa de infiliracion celular se caracteriza por la presencia de
macroéfagos, aparecen en los primeros dos dias y alcanzan un pico de los 5 a
7 dias post-lesidn, donde la microglia activada y los macréfagos sanguineos
extravasados constituyen la mayoria de células inflamatorias presentes en el
sitio de lesién (24), participando importantemente en los procesos
desarrollados después de la lesién liberando citocinas, quimiocinas,
neurotoxinas (25,26), diferenciandose en una célula reactiva o fagocitica
capaz de funcionar como células presentadoras de antigenos y de secretar
factores de crecimiento e intermediarios reactivos del oxigeno (ROI) y de
nitrégeno (RNI) como él éxido nitrico (NO) , afectando la expresiéon de una
gran diversidad de genes como las proteincinasas, factores de crecimiento y
revascularizacion, entre otros, todos ellos, involucrados en la reparacién del

tejido lesionado (27).

A pesar de que se confieren efectos benéficos a la respuesta inflamatoria,
después de una LTME, esta respuesta puede ser la responsable de la
necrosis del tejido lesionado y circundante (28-30), ya que juega un papel
importante en la generacion de ROl y NO, mismos que dafian en forma

importante el tejido neural.

En modelos animales de ratén se han detectado niveles elevados de mRNA
de TGF-B en tejidos isquémicos entre 1 a 6 horas después del inicio del
proceso, y permanecen elevados 15 dias después de la isquemia. Esta
expresion parece coincidir con la infiltracién de monocitos y macréfagos y
con la proliferacion microglial en los tejidos dafiados (31). Algunos estudios
experimentales han tratado de dilucidar el efecto neuroprotector del TGF-3
en el infarto cerebral isquémico. La sobreexpresion de TGF-B confiere una

proteccion cerebral en modelos experimentales de infarto cerebral, también
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se ha demostrado su efecto neuroprotector cuando se administra antes de la
isquemia (32). Se ha propuesto que el TGF- puede ser neuroprotector como
consecuencia de un bloqueo de la apoptosis o por su participacion en la
recuperacion del infarto isquémico y esta presente en la fase de recuperacion
de algunas enfermedades del SNC (33). Por otro lado, el TGF-3 controla la
proliferacion y la diferenciacion celular en la mayoria de las células, ademas,
modula la angiogénesis y la generacion de nuevos vasos, facilitando
procesos de neuroreparacion, que incluyen fendmenos de neurogénesis y
sinaptogénesis, los cuales se han descrito en la reorganizacion de la

vascularizacion cerebral después de la isquemia (34).

Se han administrado directamente en el sitio de la lesion diferentes farmacos
neuroprotectores para disminuir el dafio del tejido neural (glucocorticoides,
metilprednisolona, NG-nitro-L-arginina metilester (inhibidor de la sintasa de
NO) entre otros, o farmacos antagonistas (MK-801, 2,3-dihidroxy-6-nitro-7-
sulfamoilbenzo-quinoxalina), sin embargo, estos también pueden tener
efectos negativos.

A la fecha ninguno de los farmacos ni de las estrategias mencionadas ha
logrado dar resultados clinicos satisfactorios, por lo que la investigacion

continua para encontrar una mejor terapia neuroprotectora.

B) Modelos in vitro

Como modelos in vitro se realizaron cultivos celulares de fagocitos
mononucleares obtenidos de donadores sanos y de lineas celulares U-937
(premonocitica) y MRC-5 (fibroblastos pulmonares humanos), que fueron
agrupadas como ceélulas tratadas con FILM, PMA (phorbol 12-miristate 13-

acetate), FILM+PMA o sin tratamiento.
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AMIBIASIS

E. histolytica es un protozoario con capacidad fagocitica, citolitica y
proteolitica. Fue descubierto en 1875 por el médico Fedor A Lésh en ulceras
del colon de un paciente con disenteria. Las principales manifestaciones

clinicas de la infeccion amibiana son la colitis y el absceso hepético.

En la mayoria de los individuos infectados, E. histolytica vive como comensal
y solamente en un pequefo porcentaje de éstos, el parasito causa
enfermedad al invadir la mucosa del colon, esta invasion provoca una colitis
inflamatoria, la cual puede determinar la diseminacion del parasito al higado
y producir AHA. Los factores que permiten la aparicién y subsiguiente
resolucién de la amibiasis invasora son multiples y probablemente se
relacionen con el balance entre los mecanismos patogénicos del parasito y
los mecanismos de defensa del huésped, tanto inmunolégicos como no

inmunolégicos (35).

Reaccién inflamatoria en la amibiasis

La reaccion inflamatoria que acompafia a la amibiasis invasora por E.
histolytica es atipica en varios aspectos (2). A pesar de que en las fases
tempranas se observa una inflamaciéon aguda muy intensa, que contiene
algunos eosindfilos, en los estadios avanzados, sobre todo en el AHA, llama
la atencién la escasez de reaccion inflamatoria tardia. La escasa reaccion
inflamatoria tardia, podria contribuir a la igualmente inusitada regeneracion
hepatica que ocurre, sin traza de tejido cicatricial, en los individuos que se

recuperan gracias al tratamiento médico.
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El AHA por lo general consiste de dreas masivas de necrosis compuestas de
material granular eosinofilico y necrético con restos nucleares, pocos
leucocitos, pocas amibas o ninguno de éstos Ultimos (36). Histolégicamente,
la formacion de AHA después de la inoculacion intraportal de amibas
virulentas en el hamster incluye tres etapas: reaccién inflamatoria aguda,
formacién de granuloma y necrosis progresiva. La destruccion de las células
no resulta del contacto directo con los trozofoitos amibianos, sino que esta
mediada por la lisis de los leucocitos PMNneutréfilos (PMNn) que liberan

productos citotéxicos dafiando a los hepatocitos (37).

Amibiasis y el factor inhibidor de la locomocién de monocitos (FILM)

En el absceso hepatico amibiano llama la atencién la escasez de elementos
inflamatorios en los estadios avanzados (2). Para explicar este fenémeno se
propusieron fundamentalmente dos hipotesis, que no son excluyentes: la
“citolitica” y la “antimigratoria”. Segun la primera, la amiba destruiria los
leucocitos conforme éstos fueran arribando al tejido infectado (38). La
hipétesis “antimigratoria” propuesta por Pérez-Tamayo sugiere que E.
histolytica podria producir y liberar factores capaces de inhibir el arribo de los
leucocitos al foco de la infeccion (2). La falta de estos elementos
inflamatorios tardios pueden, a su vez, estar relacionados con la ausencia de
tejido cicatricial y en consecuencia con la perfecta regeneracion del
parénquima hepatico. En relacion con esta segunda hipotesis, Kretschmer y
col., (3) demostraron que en el sobrenadante de cultivos axénicos de E.
histolytica, pero no en el sobrenadante de cultivos de E. dispar (39), se
encuentra un factor capaz de inhibir in vitro la locomocion (aleatoria,
quimiocinesis y quimiotaxis) de los monocitos humanos (FM), y no la de los

PMN humanos (Figura 1).

Efectos bioldgicos del FILM
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La notoria escasez de reaccion inflamatoria tardia en las lesiones avanzadas
de la amibiasis invasora causada por E. histolytica fue descrita por
Councilman y Lafleur (1). Igualmente sorprendente, y quiza relacionada con
esta escasa inflamacion tardia, es la regeneracion perfecta, sin cicatrizacion
de los d6rganos afectados (higado, piel etc.), que se observa en los pacientes
después de un tratamiento médico exitoso (2). Por otra parte, debe sefalarse
que se observa una intensa reaccion inflamatoria temprana (aguda) que
incluye ademas de PMNn, algunos eosindfilos en contacto directo con el
parasito invasor (37). Se desconoce la causa de este atipico progreso de la
reaccion inflamatoria en la amibiasis.

E. histolytica, pero no asi, E. dispar (39) produce un pentapéptido (FILM:
Met-GIn-Cis-Asn-Ser), anti-inflamatorio que inhibe in vitro la locomocién
(aleatoria, quimiocinesis y quimiotaxis) de FM, pero no la de PMNn y
eosindfilos, (de aqui su nombre) (3,4). ElI FILM también inhibe la produccion
de reactivos intermediarios de oxigeno (ROI: H,O,, O,,, OH’) y la produccion
de oxido nitrico (RNI: NO) en FM y PMNn (40), sin afectar a los eosindfilos
(41). In vivo el FILM retarda el arribo de leucocitos mononucleares en
ventanas de Rebuck aplicadas a la piel de voluntarios humanos sanos e
inhibe la hipersensibilidad retardada cutdnea por contacto al 1-cloro-2,4-
dinitrobenceno (DNCB) en cobayos (42), abatiendo la expresiéon de la
integrina VL-4 en FM y su ligando endotelial VCAM-1 en células endoteliales
y queratinocitos reactivos en cobayos. Estudios en proceso sugieren que el
FILM es capaz de reducir y / o retrasar la cicatrizacion, fendmeno que sigue
a la inflamacion, mediante senales originadas en parte por los monocitos

tanto en la piel del cobayo como en modelos peritoneales en jerbos (43).

El FILM inhibe la expresion inducida por PMA de MIP-1a, MIP-18, 1-309 y su

receptor CCR-1, NOS-2 sin afectar su expresion constitutiva (44), y modula
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la expresion de otros genes relacionados con la inflamacién, por ejemplo IL-1
e IL-10 (45,46).

En estudios realizados con coldgena marcada (C ') (47), se observé que la
colagenasa amibiana (trofozoitos de mas de 42 h de cultivo) favorece la
invasion del parasito y digiere (en un lapso de 24 h) mas a la colagena tipo |
que a la lll (en una cicatrizacién normal primero se estimula la produccion de
colagena lll y para su etapa final la de tipo I), lo que podria contribuir a

disminuir la formacioén de una cicatriz.

La amiba durante su trayecto inicial invasivo libera factores que destruyen
tejidos y producen inflamacioén. Simultdneamente otros factores del parasito
disminuyen esta respuesta inflamatoria, lo que conlleva a la ausencia de

cicatriz cuando el proceso se cura con el tratamiento anti-amibiano.

Un péptido sintético con la misma secuencia del FILM y un analogo que
diferia en el aminoacido de la posicion dos reprodujeron el efecto bioldgico
del FILM nativo (FILMn), por otro lado, un pentapéptido con los mismos
aminoacidos pero en diferente posicién (GIn-Cis-Met-Ser-Asn) (“scrambled”)
carece de los efectos biologicos mencionados (4).

Con lo mencionado anteriormente podemos indicar que la respuesta
inflamatoria/cicatricial es multifactorial por excelencia, tanto genética como
bioquimicamente y con los efectos que se conocen del FILM en este
fenédmeno, a continuacién podemos citar los modelos in vitro e in vivo donde
este ha sido empleado.

Por todo lo anterior resulta de interés conocer los efectos del FILM sobre los
procesos de inflamacion tardia y cicatrizacién en modelos animales en vivo
asi como la determinacioén de la expresion del TGF- in vivo e in vitro por ser

una molécula clave entre ambas etapas de la curacion de heridas.
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MATERIAL Y METODOS

Sintesis de los métodos utilizados

Los estudios del FILM, que aqui se presentan, son parte de la secuencia de
los estudios sobre este factor publicados en revistas internacionales
indexadas. El interés se ha ido desplazando de la caracterizacion y
determinaciéon de su accion sobre los monocitos y por extensién sobre la
inflamacion crénica in vivo, hacia la cicatrizacién y el control genético de
ambas.

También ha pasado de querer identificar su papel bioloégico en la interaccion
humano amiba, y la posibilidad de obtener una vacuna, hacia la posibilidad
de utilizarlo como un farmaco util para la humanidad, como modulador de
inflamacioén o cicatrizacion, tanto en general (hipersensibilidad por contacto,
cicatrizacion cutanea) como en situaciones mas especificas, entre las que
estan la inflamacion y cicatrizacion excesivas o inoportunas en cavidades
corporales (adherencias peritoneales, sindrome pospericardiotomia) y
lesiones traumaticas en sistema nervioso, donde la inflamacion podria

dificultar la regeneracion ideal (lesion traumatica de médula espinal).

Factor inhibidor de la locomocién de los monocitos (FILM)

El factor fue originalmente obtenido por ultrafiltraciéon en la fraccion menor de
10, 000 Daltons de los sobrenadantes de cultivos axénicos de E. histolytica
HM-1 IMSS. Una vez identificado y verificadas la equivalencia de sus efectos
se ha remplazado por el factor sintético y probado en dosis de 0.001 a 1000

pg/ml con efectos 6ptimos entre 1y 200 ug/ml segun el modelo empleado.

El FILM (Met-GIn-Cis-Asn-Ser) con pureza de 96% se obtuvo de American
Peptide Co., Sunnyvale, CA, USA. El péptido se disolvié a una concentracion

de 2 pg/ml en amortiguador salino de fosfatos (PBS) pH 7.4. Todas las
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soluciones de trabajo se probaron para endotoxina (LPS <0.3 pg) usando el
ensayo de Limulus (Amoebocyte Lysate Endosafe KTA Charles River
Endosafe INC, Charleston, SC, USA) y se guardé a -70°C hasta su uso.

Vias de administracion

Variaron segun los experimentos especificos, subcutanea para la inhibicién
de la hipersensibilidad por contacto, cutanea para modulacién de
cicatrizacion en piel. Intraperitoneal, en solucidon o emulsiéon con adyuvante
de Freund. Intracardiaca para la regulacién de la cicatrizacion pericardio y
para LTME el factor se aplico directamente sobre el sitio de la lesién

producida por el impactador.

Especies Utilizadas

Se eligieron inicialmente al cobayo por ser susceptible a la amibiasis y el
modelo ideal y clasico para evaluar hipersensibilidad cutanea por contacto y
el jerbo por su susceptibilidad a la amibiasis y la posibilidad de inmunizarlo. Y
posteriormente se fueron ampliando los estudios. En esencia inflamacion in
vivo se estudio en cobayos vy jerbos (y sin resultados adecuados en ratén y
rata). Cicatrizacion cutanea en cobayo, cicatrizacion peritoneal en jerbo,
cobayo y rata. Los modelos en corazén y sistema nervioso se realizaron en

rata.

Modelos inflamatorios en animales: hipersensibilidad por contacto

En estos estudios el procedimiento fundamental fue la sensibilizacion de los
animales con dinitroclorobenceno (DNCB) por contacto epicutaneo y su reto
quince dias después con dosis de reto menores de DNCB (cuatro zonas en
cobayos y dos en jerbos), bajo las cuales se aplicé una inyeccidn subcutanea
de 0.05 ml de FILM natural o sintético, sus posibles analogos y diversos

testigos. Las lecturas se realizaron a las 24 y 48 horas del reto.
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Modelos para cicatrizaciéon en animales

Al estudiar cicatrizacion surge inmediatamente la imagen de una herida
quirurgica, limpia, poco traumatica, cuidada y con ayuda para favorecer el
cierre progresivo de esa solucion de continuidad. Pero existe también otra
secuencia de cicatrizacibn muy distinta. Esta es la que se da por una
irritacién quimica o fisica prolongadas y que a través de un proceso
inflamatorio intenso activan un proceso cicatricial, que a pesar de ser
fisioldgico, es también generalmente inoportuno y de resultados excesivos y
ectdpicos. Son buenos ejemplos las adherencias peritoneales secundarias a
peritonitis. La cicatrizacion puede activarse desde dos origenes extremos.

Por un corte o por un golpe o irritacion quimica.

Modelo en piel. Resolucion de heridas quirurgicas

En piel se estudio, en cobayos, el efecto del FILM ante dos modelos que
reproducen situaciones que ocurren normalmente en cirugia. Una herida
quirargica lineal de 20 mm, y una biopsia en sacabocado circular. Con
aplicacion o no de FILM al momento del acto, realizado con las medidas de
cuidados pertinentes y seguidos por 18 dias, hasta mas alla de su curacién

completa.

Modelos en cavidades corporales. Adherencias peritoneales

Otro tipo de cicatrizacion observado con alta frecuencia es la formacion de
adherencias peritoneales secundarias tanto a intervenciones quirurgicas
como a procesos irritativos infecciosos o de origen quimico. Herida “quimica”,
modelo en peritoneo. Para estudiar el efecto del FILM sobre este tipo de
cicatrizacion se partié de un modelo desarrollado para un estudio previo del
FILM. Dicho estudio buscaba inducir inmunidad en jerbos contra el FILM.
Como este es un pentapéptido y posiblemente se comportara como un

hapteno, se inicid6 con un esquema clasico de inmunizaciéon apoyada por
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adyuvante de Freund (AF) en tres dosis intraperitoneales cada 7 dias y
concluyendo con el reto por inoculacion intraportal de 100 000 trofozoitos de
amibas siete dias después. El estudio de inmunizacién posteriormente derivo
a un esquema de antigeno polimerizado, sin adyuvantes. Sin embargo el
modelo de FILM + adyuvante y sus indispensables controles de FILM y
Adyuvante por separado, generaron observaciones inesperadas:

Por una parte, la capacidad de estimular la inmunidad del adyuvante, parecia
ser a través de la induccion de una peritonitis quimica persistente, inductora
de respuestas inflamatorias y cicatriciales masivas, presentes aun ocho
semanas después. Ante una reaccion tan fuerte no resulté sorprendente que
el AF solo produjese inespecificamente una proteccion del 100% al reto con
amibas. Mientras que ademas constituyé el grupo con mayor mortalidad
“espontanea’.

En este entorno, llamé la atencion que el grupo con AF y FILM, (que también
tuvo una proteccion al 100% contra el reto amibiano) presentaba una
respuesta inflamatoria-cicatricial, pero mucho mas leve, que el grupo con AF

solo.

Con pequefios ajustes este modelo en jerbo fue adaptado como un modelo
de inhibicion de la cicatrizacion y adherencias intraperitoneales. Utilizando al
adyuvante como irritante quimico y ensayando al FILM como inhibidor de la
reaccion. A partir de este modelo los estudios variaron las dosis, los
esquemas de sensibilizacién y se amplié el estudio a cobayos y luego a
ratas. Destinado a un analisis esencialmente morfoldgico, el modelo también
permitid realizar analisis bioquimicos, con TGF-B, como se detalla mas

adelante.

Modelos especiales en corazén y sistema nervioso
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Dos condiciones donde la cicatrizaciéon excesiva puede producir mas dafo
que beneficio se encuentran en corazon y sistema nervioso. En el primero, la
simple apertura del pericardio origina una intensisima reaccion inflamatoria y
cicatricial que compromete la recuperacién de los pacientes humanos y
generalmente ocasiona adherencias tan resistentes que son un grave
problema en situaciones de cirugia cardiaca que requiere dos o mas tiempos.
La inflamacioén en el sistema nervioso es también muy compleja pero hay
situaciones que son tanto muy frecuentes como de caracteristicas bien
definidas. La lesion traumatica de médula espinal, termina muchas veces en
paralisis de los segmentos distales al nivel de la lesion, en humanos (por
ejemplo accidentes en automovil) y en otros mamiferos. La capacidad de
regeneracion del sistema nervioso, limitada pero presente parece ser
obstaculizada por el proceso inflamatorio primero y cicatricial después que

ocurren en el lugar donde las fibras nerviosas deberian poder reconectarse.

Modelo de inhibicién de la cicatrizacion en pericardio de ratas

Se utilizdé el modelo de induccion de adherencias pericardicas por
pericardiotomia. Este modelo fue disefiado originalmente para inducir
adherencias pericardicas en la esperanza de que la neoformacién vascular
en la cicatriz pudiera mejorar la circulacién en zonas isquémicas del corazén.
El modelo no funcioné para ese propdésito pero proporcioné un sistema para
ensayar técnicas para inhibir la formacion de adherencias pericardicas. El
modelo consiste esencialmente en operar a la rata, abrir el pericardio, pasar
tres veces una lija suave en el apex del corazoén, agregar o no las sustancias
en estudio. Cerrar la cavidad y la pared toracica, mantener al animal en las
mejores condiciones y sacrificarlo al décimo dia. En este momento la herida
ya ha cicatrizado correctamente pero la cavidad pericardica presenta una
intensa reacciéon que incluye adherencias extensas e intensas. El FILM se

aplicé a dosis de 50 ug/ml en un volumen total de 0.1ml en una dosis Unica al
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momento de la operacién. Se tomaron fotos de la cavidad pericardica, las
cuales fueron evaluadas en forma ciega por cuatro investigadores

independientes.

Animales con adyuvante de Freund

Se utilizaron 24 animales, se alimentaron con tabletas de Purina y agua
estéril ad libitum. Se hicieron cuatro grupos con 6 animales cada uno, y se
inocularon por via intraperitoneal para incrementar los niveles de TGF- de
acuerdo al siguiente esquema:

Grupo A: Ratas con PBS (control negativo).

Grupo B: Ratas con AF (control positivo).

Experimentales:

Grupo A: Ratas con FILM

Grupo B: Ratas con AF + FILM

Inmunizacién

Se inoculdé adyuvante completo de Freund al dia “cero” (AFc), seguido de
adyuvante incompleto de Freund los dias siete y catorce (AFi). Con o sin
dosis de FILM (50 ug), en las tres ocasiones.

Los animales se mantuvieron por ocho semanas, después de las cuales se
obtuvo sangre por puncion intracardiaca, las ratas se anestesiaron con una
inyeccion intramuscular de ketamina (60 mg/kg) y xilazina (10 mg/kg).
Posteriormente se sacrificaron por sobredosis de los mismos anestésicos
(48,49). Al comprobar su muerte se hizo la diseccién para evaluar:
hemorragia, inflamacién peritoneal y cicatrizacién asi como presencia de

bridas, adherencias y vasos de neoformacion.
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Las muestras de sangre tomadas a los animales se centrifugaron a 1500 rpm
por 15 min y los sueros se almacenaron en tubos Eppendorf a -70°C para la

determinacion de TGF-B.

Modelo in vivo del efecto del FILM en LTME

Los animales se anestesiaron con una inyeccion intramuscular de ketamina
(60 mg/kg) y xilazina (10 mg/Kg). Treinta minutos después, y previa asepsia
de la region toracico-lumbar, se hicieron dos cortes longitudinales y se realizo
una laminectomia a nivel de la 9% vértebra toracica hasta exponer la médula
espinal. La LTME se hizo mediante una contusion. Para la contusion, se dejo
caer un cilindro de 10 g de una altura de 25 mm (lesién moderada) sobre el
sitio expuesto, utilizando el impactador (Universidad de Nueva York NYU,
USA), que produce una lesiéon por contusion en la médula espinal bien
calibrada (50). Inmediatamente después y, en el sitio de la lesion se
depositaron 50 pl de la solucion de FILM. Los animales se suturaron, primero
el musculo con hilo Dexon (ETHICON, Brasil) absorbible, y después la piel
con hilo de nylon. Los animales sin LTME se evaluaron al dia siguiente,
colocandolos en una superficie para observar el movimiento de sus

extremidades y verificar que la laminectomia se realizé en forma adecuada.

Grupo experimental: determinacién de concentraciéon y expresion de
TGF-8

Se realiz6 un experimento de 27 ratas, 9 para cada grupo.

Grupo A: Ratas sin lesién y sin tratamiento

Grupo B: Ratas con LTME + administraciéon de PBS

Grupo C: Ratas con LTME + administracién de FILM

Los animales se sacrificaron a las 3 hrs, 7 y 10 dias, se obtuvo el suero para
determinar el TGF-B por el método de ELISA y la médula espinal para

determinar la expresién del mRNA mediante PCR tiempo real.
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Cuidado de los animales con lesion

Los animales con LTME se colocaron sobre camas con aserrin y agua
filtrada, se cambid diariamente hasta el término del estudio. La vejiga fue
evacuada con ayuda de un masaje en el abdomen, dos veces al dia (mafiana
y tarde), hasta que se logré la funcidén normal de la miccion. Todos los
animales se revisaron cuidadosamente para evitar infeccién en el tracto
urinario u otro signo de enfermedad sistémica, durante los primeros diez dias
y también cuando se presentd hematuria, después de este periodo,
recibieron tratamiento con enrofloxacina 64 mg/Kg/dia en el agua
(PARFARM, México).

Determinacion de TGF-B por la técnica de ELISA en suero de ratas
sometidas a LTME

El TGF-B se cuantificé en el suero obtenido de los animales con lesiéon y
tratados con FILM o PBS, los valores se compararon con los obtenidos de un
grupo control de animales sin lesion y sin tratamiento.

Para la determinacion del TGF- se empled el método de ensayo enzimatico
inmunoabsorbente (ELISA). Se utilizd un equipo comercial, y se siguieron los
protocolos sugeridos por el fabricante (Biosource International, Inc. Camarillo
California, USA).

Determinacion de la expresion de TGF- 8 por la técnica de PCR tiempo

real en médula espinal de ratas sometidas a LTME

Obtencién de la médula espinal

A las 3hrs, 7 y 10 dias posteriores a la lesion, se anestesié a cada animal via
intramuscular con ketamina (60 mg/kg) y xilacina (10 mg/kg), se coloco en
posicion dorsal, se realizé un corte en la piel y se expuso el area de

contusion. Se cortdé el musculo a los lados del sitio de la lesion y las apofisis
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espinosas de las vértebras, se expuso mediante laminectomia 1cm de la
medula espinal (0.5 cm caudal y 0.5 cm craneal del sitio de lesion) y se retird
con cuidado del canal vertebral y el tejido se coloc6 en 1 ml de Trizol
(Invitrogen, USA).

Extraccion de mRNA total

Las médulas obtenidas y mantenidas en trizol se homogenizaron por 10 s a
mediana velocidad (PRO 200, Bio-Gen Series, PROScientific. Oxford, CT,
USA) y se agreg6 220 ul de cloroformo (SIGMA, CA, USA) a cada uno de los
tubos, se homogenizo por vortex y se centrifugaron a 10000 rpm durante 15
min a 4°C, se obtuvo el sobrenadante, se agregé 500 pl de isopropanol
(SIGMA, CA, USA) y se dejo reposar a -20°C de 30 a 60 min, se centrifugd a
10000 rpm por 15 min a 4°C. Se eliminé el isopropanol y se adiciond 1 ml de
etanol al 80%, las muestras se centrifugaron a 6000 rpm por 5 min a 4°C, se
elimind el alcohol y se calentaron a 45°C por 3 min. Se dejaron a temperatura
ambiente por 10 min, se adicionaron de 20 a 50 ul de agua inyectable a
45°C, se homogeniz6 el mRNA total. Se determiné su concentracién y
pureza a 260/280 nm en un espectrofotdmetro (Nanodro 2000c, Thermo
Scientific; Wilmington, DE, USA) y se visualizé su integridad mediante un gel

de agarosa al 1.8%.

Sintesis de cDNA

A 2 ug del mRNA total se agregaron 1 ul de Oligo dT, 1 pl de dNTP’s 10 mM
y agua a un volumen final de 13 pl. La mezcla se calentd a 65 °C por 5 min.
Posteriormente se agregaron 4 pl de Buffer de reaccion 5X, 1 yl de DTT 0.1
M, 1 yl de RNAsa OUT Recombinant RNAsa Inhibidor y 1 yl de Enzima
Super Script (Invitrogen, USA), se mezclé y se incubo a 25 °C por 5 min,

posteriormente a 50 °C por una h y se inactivo a 70 °C por 15 min, a la
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mezcla se le agregd 1 pl de RNAsa H y se incubo a 37 °C por 20 min,

finalmente se almacend a 4 °C hasta su uso.

PCR Tiempo Real (PCR- TR)

La expresion semicuantitativa del gen de TGF-B se realizé por duplicado
mediante PCR-TR (LightCycler FastStart® DNA Master PLUS SYBR Green 1
(Roche, Applied Science, Mannheim, Germany) en un volumen de 10 pl.
Para determinar la expresion semicuantitativa de TGF-f3, se utilizd6 como gen
constitutivo la hipoxantina guanina fosforribosil transferasa (HPRT). Cada
gen se amplific6 mezclando 2.5 pl del cDNA sintetizado anteriormente, 0.5 pl
de cada uno de los primers especificos (izquierdo/derecho); tamafio del
amplicon y la entrada al Genebank fueron:

TGF-B: CCCAACCCCAGCTCCAAGCG / CAGCCACTCTGCGGTGCCTC /
132pb / NM_013174.1;

HPRT: AAGCTTGCTGGTGAAAAGGA / CAAAGCCTAAAAGACAGCGG /
192pb / NM_012583.2

2 ul de la mezcla de reaccion y 4.5 ul de agua, esta reaccion se coloco en el
equipo de PCR Tiempo Real (LightCycler 2.0, Roche, Applied Science,

Mannheim, Germany) bajo las siguiente condiciones.

Paso Ciclos Condiciones
Preincubacion | 1 95°C 10 min
Amplificacién |45 95°C 10s
Cuantificacion 60°C 10s
72°C 7s
Disociacion 1 Curva de|95°C O
disociacion 65°C 1 min
95°C 0
Enfriamiento | 1 Enfriamiento 40°C 30s
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Método estadistico para el analisis de resultados de la determinaciéon de
la concentracion de TGF-f3 por ELISA y la expresion del gen por PCR-TR
Se realizé un analisis estadistico de todos los grupos y se verificd la
distribuciéon de los datos bajo la curva de normalidad. Se aplicé la prueba
estadistica paramétrica de analisis de varianza si los datos mostraron una
distribucién normal o bien, la no paramétrica de Kruskal-Wallis si los datos no
mostraron una distribucién normal en aquellos experimentos con mas de dos

grupos, y se us6 la U de Mann-Whitney cuando solo hubo dos grupos.

El andlisis para la expresion del gen se llevd a cabo mediante la
identificacion de los productos de PCR-TR, que se confirmé mediante las
curvas de disociaciéon. Las concentraciones relativas se calcularon por el
método de Ct [doble derivada) (numero de ciclos en el que se inicia la
amplificacion exponencial del templado)] obteniendo un promedio de los
valores de cada muestra, asi como un promedio de los genes seleccionados
el cual se compard con la expresion del gen constitutivo HPRT utilizado,
asignando un valor de 1 para normalizar la expresién bajo el siguiente
esquema donde Delta 1 (D1) es la razén de la expresién del gen problema
sobre el gen constitutivo de los grupos experimentales sin tratar o tratados y
delta 2 (D2) es la relacién de D1 de los grupos tratados sobre D1 de los

grupos no tratados, aplicando la siguiente formula tenemos.

Cp del gen problema (con FILM)/Cp gen constitutivo (con FILM)
%de expresién =
Cp del gen problema (sin tratar)/Cp gen constitutivo (sin tratar)

MODELO in vitro DEL EFECTO DEL FILM

Cultivo celular: FM
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Las células se obtuvieron a partir de muestras de 15 ml de sangre
heparinizada de adultos sanos en ayuno, y no fumadores. Las células
mononucleares se aislaron con un gradiente de Ficoll Hypaque® (6 = 1.077)
(Nycomed Pharma AS, Oslo, Norway) por el método de Bdéyum (51).
Brevemente: Sobre 3 ml de la solucion de Ficoll Hypaque se colocaron 10 ml
de sangre diluida 1:1 en solucién salina de fosfatos (SSF). Se centrifugaron a
400 x g por 40 min a 20°C, al cabo de los cuales las células de la interfase se
recogieron y se lavaron 3 veces con SSF. El conteo y la viabilidad de las
células obtenidas se realizdé en camaras de Boyden utilizando el colorante de

azul tripano: Los FM obtenidos se usaron para los ensayos in vitro.

Cultivos y estimulacion de células: Lineas celulares U-937 y MRC-5

Las lineas celulares premonocitica U-937 (American Type Culture Collection,
ATCC, No. CRL-1593.2) y de fibroblastos MRC-5 (American Type Culture
Collection, ATCC No. CCL-171) se propagaron en botellas de 25 cm? de
poliestireno con RPMI-1640 o medio minimo esencial de Eagle (MME) libres
de endotoxinas (In Vitro, Life Technologies, Eggenstein, Germany)
respectivamente, suplementados con: L-glutamina 2mM, bicarbonato de
sodio 1.5 g/L, glucosa 4.5 g/L, HEPES 10mM, piruvato de sodio 1.0 mM, y
suero fetal bovino al 10% libre de endotoxinas (FBS, Gibco BRL Life
Technologies, Grand Island, NY). Las células se mantuvieron a 37°C / 5%
CO..

Disefio experimental
Disefio experimental para los tres tipos celulares (FM, U-937 y MRC-5):
a) Sin tratamiento [medio RPMI o MME (constitutivo)]
b) Tratadas con PMA (inducido)
¢) Tratadas con FILM
d) Tratadas con PMA+FILM
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Se cultivaron 1x10° de cada uno de los tipos celulares en 2 ml de RPMI-1640
6 MME en placas de 24 pozos, las células se incubaron a 37°C durante 24
hr / 5% de CO, con FILM (50ug/10° células), con PMA (10ng/10° de células),
con PMA + FILM, o sin ningun estimulo (RPMI-1640 6 MME solos).

TGF-8

El TGF-B se cuantific6 en los sobrenadantes de los FM, células U-937 y
MRC-5 estimuladas con el FILM, PMA, PMA + FILM o sin estimulo.

Para la determinacion del TGF- se empled el método de ensayo enzimatico
inmunoabsorbente (ELISA). Se utilizé un equipo comercial, y se siguieron los
protocolos sugeridos por el fabricante (Biosource International, Inc. Camarillo
California, USA).

Analisis Estadistico

Ademas de las determinaciones de estadistica descriptiva, se emplearon las
pruebas para comparacion de grupos, segun el estudio en particular y la
naturaleza de las variables consideradas. Incluyendo estadistica no
paramétrica como Xi cuadrada y prueba de Fischer. También pruebas de
estadistica paramétrica incluyendo las pruebas “T” de Student y “U” de
Mann-Whitney. En todos los casos se eligié para el andlisis, p < 0.05 como

nivel de significancia.

Consideraciones éticas

Para realizar el proyecto se siguieron las normas institucionales de la ley de
salud, de la declaracién de Helsinki y otras aplicables. Se tomé una muestra
de sangre venosa a personas que previamente leyeron y firmaron la carta de
consentimiento informado, misma que fue autorizada por el comité de ética.
Ademas, se tomaron en cuenta los lineamientos establecidos por el

reglamento de la Ley General de Salud en materia de Investigacion para la
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Salud (Titulo séptimo: De la investigacion que incluya la utilizacion de
animales de experimentacion) y la Norma Mexicana para la Produccion,
Cuidado y Uso de los Animales de Laboratorio (48,49). Los estudios forman
parte de proyectos de investigacion, revisados y aprobados, sea por el
Comité Local de Investigacion del Hospital de Pediatria del Centro Médico
Nacional Siglo XXI, y/o por la Comision Nacional de Investigacion Cientifica
del IMSS.

RESULTADOS

Modelo de hipersensibilidad por contacto al DNCB en cobayos y jerbos

Los estudios de inflamacién in vivo en cobayos, mostraron un efecto inhibidor
del FILM sobre la respuesta de hipersensibilidad cutanea por contacto al
DNCB, presente a las 48 horas. La inhibicion fue producida tanto por el FILM
natural como por el sintético y estuvo ausente en pentapéptidos no
relacionados (“scrambled’).

En jerbos se encontré el mismo fendmeno, aunque la respuesta positiva es
menos intensa y aparente en esta especie. Rata y ratdbn generaron
respuestas de hipersensibilidad positivas esporadicas y débiles,

insuficientemente objetivas para permitir la evaluacion del efecto inhibidor.

Modelo de cicatrizacién cutanea en cobayos

El efecto del FILM en las dos variantes de este sistema puede resumirse en
un retraso de un dia en el proceso normal de cicatrizacion comparado con
las regiones testigo contralaterales en los mismos animales. Las incisiones
longitudinales cuyos bordes quedaron yuxtapuestos ya habian iniciado su
fusion a las 24 horas (48 en el grupo con FILM). Las biopsias en
sacabocado, circulares se contrajeron en forma lenticular (48 horas FILM y

24 horas en el testigo) y fueron reduciendo sus dimensiones en pocos dias.
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A las dos semanas todas las incisiones habian cerrado completamente,
tenian las mismas caracteristicas, no hubo reapertura de heridas ni tampoco
evidencias de infeccion local o sistémica en los animales. El retraso de 24
horas en la contraccién de la herida por la biopsia en sacabocado en
presencia de FILM sugiere un posible efecto de este sobre los

miofibroblastos, un subtipo particular de fibroblastos.

Modelo de inhibicion de adherencias intraperitoneales, en jerbos,
cobayos y ratas

La inyeccion intraperitoneal de AF origind una intensa reaccién inflamatoria
cicatricial que macroscopicamente se manifesté como la presencia de un
material amarillento, grueso, adherente, tanto libre en cavidad peritoneal
como incluido en la pared abdominal por debajo de un epitelio neoformado.
Estas placas podian formar puentes entre asas intestinales, entre si y con
otras estructuras. También podian estar presentes bajo la capsula hepatica y
formando engrosamientos en el diafragma. La evolucion de este proceso se
detect6é tanto en sacrificios tempranos, 4 6 10 dias, como tardios 4 u 8
semanas. La coadministracion del FILM junto con el AF redujo sin eliminar
completamente, la intensidad de esta reaccion en los grupos estudiados
(Figuras 2, 3).

Modelo de inhibiciéon de adherencias pericardicas en ratas

Al sacrificar al dia 10 a las ratas del grupo testigo positivo, (cirugia y triple
toque en el apex cardiaco) su cavidad pericardica mostraba estar reducida
por la presencia de grandes masas de un material amarillento, grueso, denso
y adherente que formaba adherencias variables, en posicion y firmeza que
podian envolver completamente al corazén. Posterior a la recuperacion de la
anestesia, las ratas tuvieron una conducta normal. En el grupo experimental

con FILM, la imagen cambié por la desaparicion de esas gruesas
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adherencias, la desaparicion de los puntos de adherencia y de las masas
gruesas y densas de tejido inflamatorio, aunque sin embargo se presenté
una serie de membranas libres, delgadas y transparentes de caracteristicas

semejantes a capas de pericardio (Figura 4).

Determinacion de TGF-f3 en suero de animales con LTME

Debido a la participacion del TGF- con la remodelacién celular se determind
la concentracion del mismo en animales con LTME moderada. La figura 5
muestra la concentracion de TGF- en el suero de animales tratados con
FILM y en animales controles tratados sdlo con PBS, a las 3 horas, 7 y 10
dias posteriores a la LTME. El analisis estadistico mostré una diferencia
significativa entre ambos grupos, en todos los tiempos estudiados. La

concentracion de TGF-B fue mayor a los 10 dias en ambos grupos (Figura 5).

Determinacion de la expresion de TGF- 8

En la figura 6 podemos observar la expresion relativa de TGF- 3, en los
animales tratados con FILM hubo una diferencia p < 0.01 alas 3 hy p <0.05
alos 7 y 10 dias cuando se compararon con el grupo de PBS y con el grupo

basal (laminectomia, sin lesion y sin tratamiento) (Figura 6).

TGF-B en sobrenadantes de células
Las células U-937 y los FM tuvieron una produccién semejante de TGF-3 en
todos los grupos experimentales. El FILM indujo un pequefio aumento en la

produccién de TGF-p, sin que este fuera significativo.

Cuando los fibroblastos MRC-5 se cultivaron en medio MME sin estimulo
sintetizaron 266 + 19.2 pg/ml de TGF-B. Al ser estimulados con FILM
produjeron 286 + 17.2 pg/ml. Al estimular las células con PMA la produccion

de TGF-3 aumentd (324 £ 20.3 pg/ml), y al agregarles simultaneamente PMA
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y FILM, se obtuvieron 284 + 19.6 pg/ml de TGF-f, cantidad similar a la
producida solamente con el FILM.

La concentracion del TGF- producida por las células MRC-5 fue significativa
cuando se comparé con la produccion de las otras dos lineas celulares, pero

no lo fue cuando se hicieron comparaciones entre los diferentes grupos.

Determinacion de TGF-B en suero de animales inmunizados con
adyuvante

En la tabla puede observarse el valor basal de TGF-B que corresponde al
grupo control 7298 pg/ml el cual se eleva a 8989 pg/ml en el grupo con AF;
con el FILM se alcanzaron valores de 13710 pg/ml y de 12666 pg/ml cuando
se agreg6 ademas de FILM, el AF. El incremento en el TGF-B en los grupos
inoculados con FILM y con AF+FILM fueron significativos al compararse con

el grupo control (Tabla 1).

Estudio Macroscépico

Los datos macroscopicos obtenidos a las ocho semanas coinciden con los
resultados de produccién de TGF-3, en donde vemos que el grupo control no
fue totalmente negativo, ya que las inyecciones con PBS, fueron capaces de
inducir la produccion de TGF-$ en suero y una ligera inflamacion peritoneal.
En el grupo con AF se puede observar una intensa inflamacion,
vasodilatacion, peritoneo hemorragico, nédulos y adherencias. En el grupo
con FILM hay vasodilatacion, inflamacion menos intensa que, peritoneo
discretamente hematico, fibras adherentes y formaciones neovasculares. En
el grupo de AF + FILM se observd una reaccion inflamatoria cicatricial con
depodsitos de material blanquecino, peritoneo cianético, fibras adherentes,
neoformacion vascular e incluso circulacion colateral, que en ocasiones

formaron puentes. La reaccidon mas intensa correspondié a los animales
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inoculados con AF (Figura 7) y la menos intensa a los animales que solo se

les inoculd FILM (Figura 8).

DISCUSION

Los resultados presentados en este estudio, junto con los producidos por
investigaciones previas y en paralelo sobre el FILM sefalan que este
pentapéptido podria resultar relevante en dos vertientes. Por una parte en la
comprension de la interaccidon amiba-humano, su patologia, manejo, curaciéon
y eventualmente su prevencion. Por otro lado también es de interés su
potencial como herramienta al servicio de la medicina o la ciencia. Ya que
podria servir como instrumento para entender mejor procesos biolégicos
como la inflamacioén, la cicatrizaciéon y sus sistemas de regulacién intra e
intercelulares y genéticos.

Finalmente sus propiedades podrian aprovecharse como un potencial
farmaco modulador de la inflamacién y/o cicatrizacién, por ejemplo en casos
de fibrosis y cirrosis hepaticas, adherencias posteriores a la cirugia o

limitacién del dafo traumaticos en la médula espinal.

Sin embargo para esta vision integral se requiere un enfoque con
aproximaciones desde panoramicas hasta estudios muy especializados,
celulares, moleculares y genéticos, Estos estudios involucran la necesidad
de combinar investigaciones a distintos niveles. Tanto en animales
experimentales que, como organismos integros, permiten ver las respuestas
integrales aunque no permitan juzgar el papel de cada célula o molécula
particular. Como el trabajo en poblaciones celulares de sangre y o cultivos,
que permiten apreciar los papeles y respuestas especificos de cada estirpe.
Sin excluir las determinaciones de concentraciones moleculares en sangre o

en sobrenadantes, ni el estudio de la expresién génica e incluso de
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evaluacion del comportamiento molecular a través de modelos

computacionales.

Efectos del FILM en el enfoque integral in vivo

Esta es la aproximacién mas panoramica, en individuos completos, con toda
la complejidad de las interacciones celulares inmunitarias o no y las
cascadas moleculares asociadas a la inflamacion.

Los estudios in vivo sefalan, primero, que los efectos anti-inflamatorios del
FILM son de un tipo y magnitud que permiten su expresion objetiva en los
animales experimentales, en forma topograficamente circunscrita. Asi la
inhibicion de la hipersensibilidad retardada cutanea por contacto al DNCB, en
la que participan esencialmente los leucocitos agranulociticos, monocitos y
linfocitos, constituye evidencia in vivo, de que los efectos inhibidores del
FILM documentados in vitro, sobre la locomocion, la fagocitosis y las
funcionalidades citoesquelética y energética, son suficientes para alterar la
evolucién de la respuesta inflamatoria tardia como proceso integral in vivo.
Los hallazgos son también consistentes con que un gradiente de FILM, como
factor soluble liberado o desprendido de la amiba pueda ejercer un efecto
inhibidor de los leucocitos inflamatorios que los mantenga a suficiente
distancia para permitir el desarrollo de la amiba, sin provocar una
inmunosupresion sistémica, y explicar asi las caracteristicas de la pobre
inflamacion tardia que se observa en la amibiasis invasora humana.

Los experimentos in vivo de cicatrizacion con el FILM muestran efectos de
este.

Retrasan, sin impedir, la cicatrizacion cutanea en un modelo “limpio” poco
estimulante de la inflamacién y reducen, también sin impedir, la cicatrizacion
en modelos inflamatorios muy intensos en las cavidades corporales. Sin que
se observen datos de inhibicion excesiva como serian infecciones o

reapertura de las heridas.
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Los hallazgos de las evaluaciones in vivo de la respuesta cicatricial apuntan
a un efecto modulador de la cicatrizacion. Posiblemente un efecto adicional
al efecto anti-inflamatorio. El “apagado de los leucocitos de la inflamacion

tardia” por el FILM permitiria asumir que al cortar las sefales de transicion
inflamatorio cicatriciales, este segundo proceso no se llegara a iniciar. Pero
este mecanismo solo no es suficiente para explicar el retraso de la
cicatrizacion cutanea en un modelo de corte quirurgico donde el estimulo
inflamatorio es minimo y donde la cicatrizacion se desarrolla hasta reparar la
herida. El efecto del FILM, via monocitos, tampoco explica muy bien el hecho
de que la reduccion de las adherencias y cicatrizacion peritoneal sean
claramente detectables hasta a ocho semanas. Especialmente si asumimos
que la vida media del FILM en el cuerpo debe ser corta por eliminacion
debido a su pequefio tamafio o degradacién/inactivacion debido a su
naturaleza peptidica. Todo lo cual hace mas factible que exista un segundo
efecto del FILM sobre los fibroblastos, la colagena o las moléculas
coordinadoras de la cicatrizacion. Los hechos de que la secuencia genética
del pentapéptido aparezca en una molécula adaptadora del proceso de
cicatrizacion y de que el FILM afecte la expresion de mas genes en las
células fibroblasticas MRC-5 que en las monociticas U-937 también son
consistentes con un efecto directo sobre la cicatrizacién. Este hipotético
segundo efecto del FILM sobre la cicatrizaciéon también seria consistente con
la observacion de la curacion del AHA donde la regeneracion es
practicamente perfecta, sin cicatrizacion, a pesar de que, en el borde del
absceso, aunque lejos de las amibas, se forma un anillo de infiltrado

mononuclear que, en principio, deberia inducir la encapsulacién del absceso.

En conjunto los resultados in vivo y las observaciones de la patologia

humana sugieren que el FILM, mas que un efecto “de novo”, lo que haga sea

53



modular las cascadas de sefales propias del huésped a niveles intra y
extracelulares. ;Donde? Eso es todavia un misterio, a nivel intracelular las
vias de NF-kB y MAPK parecen ser fundamentales. A nivel extracelular,

TGF-B parece ser un buen candidato.

Efectos intracelulares moleculares y genéticos

El FILM participa en una multiplicidad de efectos a distintos niveles del
fenomeno inflamatorio, esto sugiere que su accion biolégica es diversa y
altera la expresion de sefiales pro y antiinflamatorias de las células que

participan en el proceso.

El FILM induce la translocaciéon del homodimero p50/p50, que abate la
transcripcion de genes inflamatorios en el sistema NF-kB, y regula la sintesis
de IL-1B en las vias ERK, JNK, y NF-kB con mayor participacion de la p38,
por lo que se considera que el FILM actia a través de estas vias de

sefalizacion (52).

Los fibroblastos participan en los procesos inflamatorio y cicatricial,
intervienen en la respuesta inmune y secretan TGF-B, GM-CSF, TNF,
interferén B, y las interleucinas IL-1, IL-5, IL-6, IL-8, IL-11 (19) ademas de
mediadores lipidicos.

El TGF-B inhibe la degradacion de la colagena, es quimiotactico para los
fibroblastos y los induce a sintetizar proteinas de la matriz extracelular
incluyendo colagenas tipos | y lll, fibronectina, vitronectina, tenascina y

proteoglicanos (53).

Se ha demostrado que el FILM altera en fibroblastos de la linea celular MRC-
5 diferentes grupos de genes, entre otros, factores de crecimiento, genes

involucrados en angiogénesis, proliferacion y diferenciacion celular, sintesis y
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degradacion de matriz extracelular y del desarrollo de tejidos, todos ellos
participan en las etapas finales del proceso de remodelacién y cicatrizacion
(54). Entre los genes que mostraron una disminucion de expresion en células
MRC-5 tratadas con FILM, y que pertenecen a la familia de TGF se
encuentran BMP-RIA, BMP-7. Entre los que aumentaron su expresion estan
Activin B, Activin RIB y Activin RIA, los cuales también pertenecen a la
familia TGF-B. La mayor parte de los genes afectados en estas células

participan en la via de senalizacion NF-kB.

Los valores obtenidos de TGF-B en las células MRC-5 (s6lo con MME),
muestran que la produccion constitutiva de la citocina es superior a la
encontrada en las otras lineas celulares estudiadas. El FILM y el PMA

aumentaron su produccion.

Las células de la linea celular U-937 y los monocitos de sangre periférica
produjeron cantidades similares de TGF- en respuesta a la exposiciéon con
el FILM. Esta produccion es mayor si se compara con la produccién
constitutiva de estas células (sélo con RPMI), lo que puede ayudar a que
disminuya la inflamacion y la secuela cicatricial en pacientes con absceso
hepatico amibiano tratados, ya que se ha demostrado que el aumento en los
niveles de TGF-B se asocia con el proceso reparativo normal y sélo
cantidades muy elevadas y persistentemente producidas inducen fibrosis.

El efecto que tiene el FILM sobre la expresion de genes que participan en la
sintesis/degradacion de matriz extracelular, vasculogénesis y angiogénesis,
sugiere que los fibroblastos experimentan una continua remodelacion vy
tienen un papel importante durante la reparacién (55,56), el FILM ejerce un
equilibrio en estos procesos de proliferacidon/remodelacién de los fibroblastos

y quizas otros tipos celulares que participan en el proceso de cicatrizacion.
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Otros estudios han mostrado la produccion constitutiva de TGF-f3 en algunas
lineas celulares (RBL-2H3, MLA-144). Cuando estas lineas celulares se
estimularon con PMA mas ionoforo de calcio, solamente se liber6 una

pequena cantidad adicional de TGF-f3 (57).

Las vias que participan en la transcripcién de TGF-f son P38 MAPK, ERK y
JNK, mientras que la translacién requiere la activacion de Rho GTPasa,
P13K y Akt (58). Para la produccion y liberacion de citocinas existen la via
constitutiva y la inducible, sin embargo ésta ultima se puede suprimir
selectivamente por agentes farmacoldgicos (57). Los resultados de nuestro
estudio sugieren que la produccién constitutiva de TGF-B se conservd
cuando las células de las tres lineas celulares se estimularon con FILM o con
PMA. A este respecto, podemos suponer que el mecanismo involucrado en
la produccion de TGF-B es estrechamente regulado, por esta razén ni la
dosis usada de PMA, ni la de FILM fueron capaces de estimular su
produccion. Al respecto, otros estudios han mostrado que la produccion de
TGF-B en diversas circunstancias es muy estable (59).

En pacientes que curan de absceso hepatico amibiano, es probable que la
cantidad de proteinas de la matriz (fibrina, colagena) disponible sea
suficiente para la regeneracion del tejido, pero no para que se forme una
cicatriz, el FILM producido por la amiba puede actuar sobre estas proteinas
aumentando su destruccion, o bien regulando la produccion de TGF-f para
disminuir la cicatrizacion. Sabemos que el FILM participa en las vias de
sefializacion NF-kB y MAPKs con lo cual puede alterar la expresion y
producciéon de moléculas involucradas en la respuesta inmune (inflamacion,
cicatrizacion, quimiotaxis). Existen ademas datos que sugieren una

polarizacion hacia Th2 en la respuesta celular (45).
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Se ha sugerido que los macrofagos juegan un papel importante en la
regeneracion optima del higado en estudios in vivo. En estadios tempranos e
intermedios del absceso hepatico amibiano se secreta abundante TGF-8 lo
que promueve la proliferacion de hepatocitos y de otras células no
parenquimatosas, a su vez la baja produccion en los estadios tardios puede
disminuir su efecto estimulatorio sobre las células productoras de fibras de
colagena, lo que le permite tener un papel regulatorio en el proceso de

regeneracion hepatica (60).

Los monocitos son células clave en el proceso de inflamacion tardia y
participan en la cicatrizacion (61), el FILM, al actuar sobre ellos puede reducir
la intensidad de las sefiales de activacién enviadas a los fibroblastos, células
que participan importantemente en la regulacion de la cicatrizacion.
Experimentos en paralelo en un modelo en jerbos (43) mostraron que el
FILM inhibié parcialmente la respuesta inflamatoria cicatricial en peritoneo,
inducida por la inyeccion intraperitoneal de AF. Este cambio morfoldgico fue
visto aun ocho semanas después del reto y se manifesté como depdsitos de
material blanco-amarillento, que podian formar ndédulos y algunas
adherencias. Este fendmeno tuvo menor intensidad al inyectar el AF

simultaneamente con el FILM.

La reaccion peritoneal al AF y su atenuacion inducida por el FILM también se
ha observado en cobayos en condiciones experimentales equivalentes. En
este estudio, con el modelo de rata, el aumento in vivo del TGF-$ inducido
por el FILM correlaciona con los experimentos in vitro en donde también
hubo un aumento de la citocina en las tres estirpes celulares estimuladas con
el FILM.
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En el grupo tratado con AF el proceso inflamatorio y fibroso fue mas severo
que en los otros grupos estudiados, probablemente debido al potente efecto
inflamatorio del adyuvante, estos cambios inflamatorios se originaron en
etapas tempranas, y aun ocho semanas después la produccion de TGF-8
sérico fue similar a la del grupo control, cuya respuesta inflamatoria fue
minima y sin alteraciones vasculares o cicatriciales. En los grupos con FILM
y AF + FILM también hubo cambios inflamatorios y fibrosos pero en menor
grado, en estos dos grupos los niveles de TGF-B encontrados podrian
suprimir la inflamaciéon a través de las citocinas inflamatorias y promover
entre otros los procesos de cicatrizacion, fibrosis y angiogénesis, algunos de

los cuales estuvieron presentes en el area afectada.

Se han sefialado varias vias intracelulares sobre las cuales el FILM ejerce su
accion originando su efecto antiinflamatorio. Son necesarios mas estudios
para conocer exactamente el papel regulatorio del TGF-3 en el proceso de la
regeneracion hepatica y conocer si el FILM participa en la sefalizacion
intracelular a través de otras vias como la Smad involucrada en la produccion
del TGF-B.

En cuanto a la recuperacion motriz se ha demostrado que la administracion
directa en el sitio de la lesibn de algunos farmaco propuestos como
neuroprotectores como el acido propionico-4-alfa-amino-3-hidroxi-5-
metilisoxazol/keinato (AMPA/Kainato) y el N-metil-D-aspartato (NMDA),
pueden atenuar el dafio ocasionado por una lesion. La aplicacion directa del
FILM favorecié esta recuperacion, lo que posiblemente indica que hubo una
regeneracion del tejido neural. EI FILM tiene un efecto neuroprotector,
promueve la expresion de TGF-B, ayuda a la remodelacién celular y a su

conservacion, como puede verse por los datos de la recuperacion motriz.
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En experimentos previos, aplicando el FILM en el sitio de la lesion, se
demostré la inhibicién de adherencias pericardicas y de peritoneo asi como
disminucién de la hipersensibilidad retardada en cobayos.

Algunos estudios han tratado de dilucidar el efecto neuroprotector del TGF-3
que incluyen los fendmenos de neurogénesis y sinaptogénesis, los cuales se
han descrito en la reorganizacion de la vascularizacion cerebral después de
la isquemia (30). Nuestros resultados mostraron que en el grupo tratado con
FILM el TGF- B aumenta significativamente en comparacion con los animales

tratados con PBS.

CONCLUSIONES

El uso del FILM en modelos inflamatorios in vivo muestra que los efectos
encontrados in vitro sobre leucocitos, y destacadamente en la movilidad de
los monocitos, pero también en las cascadas moleculares inmunolégicas
son de magnitud suficiente como para inhibir la respuesta inflamatoria como

un todo, al menos en forma localizada.

En la piel El FILM retrasa la cicatrizacién cutdnea (en el esquema utilizado)
sin impedir su desarrollo hasta el cierre de las heridas. En peritoneo, el FILM
reduce parcialmente la formacién de adherencias peritoneales y sus
consecuencias. Aunque esta por determinarse si impide la transicién de
inflamacion a cicatrizacién o si inhibe la fase proliferativa o incluso si estimula
la fase de reabsorcién. En pericardio, el FILM reduce, parcialmente, la
formacién de adherencias pericardicas, con lo que ayuda a reducir la
inflamacion en el periodo postpericardiotomia temprano y la formacion de

adherencias residuales gruesas a largo plazo.
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En sistema nervioso, el FILM promueve la expresion de TGF-B, citocina que
puede generar un efecto neuroprotector en este tipo de lesién, por lo que
representa una estrategia farmacolégica para disminuir los dafos

ocasionados por una LTME.

Relevancia del FILM en la amibiasis y como farmaco potencial.

El conocimiento de los fendmenos producidos por el FILM, permite
considerarlo como un elemento relevante en la patologia de la amibiasis, y
consecuentemente en sus tratamientos. Sus propiedades permiten explicar
la pobre respuesta inflamatoria tardia, la ausencia de leucocitos
mononucleares enfrentando a la amiba, y el desarrollo progresivo del
absceso hepatico. También es posible explicar a través de él y sus efectos la
ausencia de cicatrizacién, que permite al higado, recuperarse por
regeneracion sin el obstaculo de cicatrizacion excesiva como es el caso

desafortunado de algunas hepatitis virales.

El FILM visto como medicamento también presenta un potencial multiple:

El efecto modulador de la inflamacion del FILM, particularmente intenso
sobre los monocitos, pero que no mata a los leucocitos ni genera
inmunosupresion sistémica, permite proponerlo como un inmunorregulador
de la repuesta inflamatoria inmunolégica. Por otra parte, al retrasar la
retraccion de las heridas, el FILM convierte en un potencial regulador de la

cicatrizacion cutanea excesiva por ejemplo en quemaduras.

Al reducir las adherencias peritoneales sin impedir la cicatrizacién podria ser
un mecanismo auxiliar para evitar esta complicacion de la cirugia. Ese mismo
efecto, en pericardio, permitiria atenuar la intensidad de la reaccién
pospericardiotomia, que es una complicacion temporal pero grave. Ademas

de reducir la dureza y/o grosor de las adherencias pericardicas lo cual
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facilitaria las cirugias cardiacas que deban realizarse a mas de un tiempo

quirargico.

La aplicacion del FILM en las lesiones de médula espinal en el momento
adecuado podria coadyuvar a la reduccién del dafio y eventualmente a una
recuperacion mas exitosa de las estructuras directa o indirectamente
danadas por la lesién medular.

También cabe considerar que su pequefio peso molecular, su composicion y
su capacidad de prevenir la respuesta contra el mismo, hacen poco probable

la generacion de anticuerpos, inmunidad, o reacciones contra él.
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Figura 1. Cromatografia (Sephadex G-15) del sobrenadante de cultivos
axénicos de E. dispar y E. histolytica, y su correspondiente medio axénico
solo. (A) Cultivos en medio axénico YI-S. (B) Cultivo de E. histolytica en
medio axénico TYI-S33. E. dispar no crece en este medio. Como resultado,
este cultivo no puede ser probado para E. dispar.
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Figura 2. Regulacion de las adherencias peritoneales por FILM. A) Peritoneo
normal en jerbos: érganos libres y peritoneo lustroso y transparente. B)
Respuesta a la aplicacion de adyuvante de Freund: multiples adherencias y
reaccion inflamatoria y cicatricial. C) Respuesta a la aplicacion de adyuvante
de Freund junto con FILM: la reaccién es mucho mas reducida.

A B

Figura 3. Reaccion intraperitoneal en cobayos. A) Respuesta a la aplicacion
de adyuvante de Freund: presencia de material adherente incluso con vasos
neoformados. B) Respuesta a la aplicacién de adyuvante de Freund junto
con FILM: aspecto mucho mas cercano a lo normal.
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Figura 4. Inhibicion de la reaccion inflamatoria cicatricial en pericardio de
rata. A) Testigo positivo, operacién sin modificadores: hay una intensa
reaccion con multiples adherencias. B) Efecto de la combinacion de FILM y
sello de fibrina: Las dos capas del pericardio aparecen totalmente limpias y
libres. C) Efecto del FILM solo: el componente denso y grueso ha
desaparecido, pero persisten membranas transparentes.
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Figura 5. Determinacion de la concentracion de TGF-B en el suero de
animales con LTME vy tratados con FILM (200ug) o PBS después de la
lesion. La concentracion de TGF-8 se midié en el suero a las 3 horas, 7y 10
dias. El TGF-B fue mayor en animales tratados con FILM que en aquellos
que se trataron con PBS, (p<0.05).
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Figura 6. Expresion relativa por PCR Tiempo real de TGF-3. Se determind la
expresion relativa por PCR-TR de TGF-B en mRNA total de médula espinal a
las 3 horas, 7 y 10 dias después de una LTME moderada, la expresion
relativa de TGF-B en animales tratados con FILM, inmediatamente después
de la lesién, tuvo una diferencia significativa, Kruskal- Wallis (**p < 0.01 a las
3hy*p<0.05alos 7y 10 dias) en comparacion con el grupo de PBS y el
grupo basal.
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Figura 7. Estudio macroscépico en el grupo con AF. Vasodilatacion e
inflamacion intensa, peritoneo hemorragico y adherencias.

Figura 8. Estudio macroscépico en el grupo con FILM. Vasodilatacion e
inflamaciéon menos intensa, fibras adherentes y formaciones neovasculares.

74



Tabla 1
TGF-B en el suero de ratas inmunizadas

Inmunizacién pg/ml

PBS*® 7298

Adyuvante de Freund® | 8989

FILM® 13710

Adyuvante de Freund + | 12666
FILM¢

2 PBS (control), ® Adyuvante de Freund,

®Factor inhibidor de la locomocion de monocitos
Analisis estadistico: NS no significativo (a vs b; ¢ vs d);
p <0.02 (avsc;avsd); p<0.05(bvsc;bvsd)
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