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INTRODUCCIÓN

INFLAMACIÓN Y CICATRIZACIÓN

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 parásitos de menor dimensión.  A lo

largo de la evolución los organismos desarrollaron mecanismos para

enfrentar ambos riesgos, muchas veces coincidentes.  

Los vertebrados, incluidos el ser humano y los animales de experimentación

como la rata, el ratón, 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 curación de heridas y en la respuesta

inflamatoria-inmunológica.  

Aunque estudiadas por separado, ambos procesos interactúan

armoniosamente. Definir si el proceso de curación de heridas es la parte

inicial de la respuesta inmune o si la segunda es sólo un componente

destacado de la primera es una discusión necesaria solo en ciertas

condiciones. En esta presentación seguiremos un enfoque ortodoxo donde la

respuesta inflamatorio-inmunológica es un componente intermedio de la

secuencia de curación de heridas, entre la hemostasis inicial y la

cicatrización final.

Es precisamente esta situación 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

rápida o aguda, encarnada por los leucocitos polimorfonucleares (PMN) y

una respuesta inflamatoria tardía, encarnada por los linfocitos y los

monocitos o macrófagos. Las otras estirpes, eosinófilos y basófilos

desempeñan funciones más especializadas. 



8

Los linfocitos, desarrollaran la respuesta y la memoria inmunológicas

propiamente protegiéndonos de nuevas agresiones por sustancias u

organismos específicos  previamente confrontados.  

Los macrófagos o grandes fagocitos, desempeñan funciones más discretas

pero claves, al fagocitar y presentar las sustancias extrañas a los linfocitos

para la respuesta inmune propiamente. Además limpian el lugar de

materiales de desecho, incluidos materiales extraños como tierra y tejidos

propios muertos o dañados. Esta labor de limpieza prepara el terreno para la

reconstrucción, en las dos etapas de la cicatrización, que serán lideradas por

los fibroblastos. Sin embargo el enlace inflamación-cicatrización no es

espontáneo o automático. Durante esa transición los monocitos y los

linfocitos deben generar un amplio número de señales para, por una parte

atraer primero y activar después a los fibroblastos, y por otra para enviar

señales de apagado para limitar y extinguir el proceso inflamatorio en

desarrollo.

La vida y la curación de heridas, son muy complejas, y cuando los procesos

inmuno-inflamatorios van dirigidos a defenderse de algún parásito no es

sorprendente que el organismo parásito trate de neutralizar los mecanismos

de defensa del hospedero, generando una co-evolución de muchas facetas. 

l cual hablaremos ampliamente más adelante y la

relación con Entamoeba histolytica (E. histolytica), no sin antes dar un ligero

esbozo de la relación entre ambos. E. histolytica es un protozoario que

normalmente vive asintomáticamente en la luz del intestino del ser humano. 

En ciertas circunstancias pasa al interior del cuerpo, allí se inicia una batalla

entre los leucocitos y el parásito. Pocas amibiasis intestinales se transforman

en invasoras extraintestinales, particularmente hepáticas. Sin embargo, entre
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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 hepático 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

microscópica es contraria a los abscesos típicos ante otros microrganismos

en el hígado o en otros órganos.   

Esta inflamación atípica fue señalada ya por Councilman y Lafleur desde

1895 y  permaneció, corroborada, pero inexplicada, por muchos años (1).

Hacia 1974 Brandt y Pérez Tamayo propusieron la teoría anti-migratoria, 

postulando algún factor todavía hipotético que inhibiera la movilidad de los

leucocitos de la inflamación tardía (2). La inhibición de los leucocitos de la

inflamación tardía podría además evitar la generación de señales para iniciar

la cicatrización y explicar así la ausencia de cicatrices posteriores al AHA. 

En un experimento planteado por el Dr. Roberto Kretschmer en 1985, y

diseñado originalmente para buscar factores de amiba que fueran atractantes

para los leucocitos de movilidad rápida (PMN y monocitos), se encontró

sorpresivamente un factor que inhibía la locomoción de los monocitos en

cámaras de Böyden (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 llevó a la identificación del FILM (4). Ahora

sintetizado y probado, encontrándose 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

continuación han permitido aumentar la comprensión de la patología de la

amibiasis extraintestinal humana, que fue la motivación original, permitiendo

explicar por ejemplo la inflamación atípica y la restitución del hígado por

regeneración sin escaras de cicatrización.  Una vez identificado este factor
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como un eventual medicamento anti-inflamatorio de propiedades selectivas. 

La escasa inflamación tardía característica de la amibiasis extraintestinal es

un fenómeno que entra perfectamente dentro del campo de la inmunología. 

Todos los datos que se fueron obteniendo del FILM, lo señalaban como un

factor relevante en este campo del conocimiento científico. Sin embargo la

inflamación crónica es seguida por la cicatrización. La interrupción de las

señales de enlace podría cortar la activación 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 expresión de más

genes relacionados con cicatrización en la línea fibroblástica MRC-5 que

genes relacionados con la inflamación en la línea U-937 que es

promonocítica. Además y destacadamente, en el Gene Bank aparece la

secuencia del FILM en una molécula que interactúa con el receptor tipo tres

de fibroblastos y no, pese a una búsqueda sistemática, en líneas

leucocíticas. 

Como la cicatrización excesiva puede ser un problema también aquí el FILM

podría resultar útil, por lo que a continuación se recapitula el proceso de

curación de heridas en su sentido más amplio y que incluye inflamación y

cicatrización.  

Curación de heridas
Independientemente del tipo y de la magnitud de la pérdida de tejido, la

curación de una herida ocurre en fases que se sobreponen en el tiempo y no

pueden ser excluyentes. Las lesiones demandan energía y síntesis proteica

por las necesidades locales de la misma, por lo que producen un estado de

hipermetabolismo sistémico y catabólico. El proceso de curación o

reparación de una lesión está dividida en tres fases: Fase inicial: hemostasia
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e inflamación; Fase intermedia: proliferación, migración, epitelización, 

granulación y angiogénesis);  Fase final: síntesis de colágena, contracción y

remodelación tisular (5, 6).

Hemostasia
Después de una herida lo primero que ocurre es la hemorragia, y la curación

de la misma se da por una hemostasia. Es el proceso a través del cual se

evita la pérdida sanguínea en el sitio de daño vascular. Inmediatamente hay

vasoconstricción, favorecida por serotonina, tromboxano y endotelina que

son secretados por células endoteliales y plaquetas. Las plaquetas activadas

por substancias como colágena y trombina, aumentan la expresión de

moléculas de adherencia, lo que les permite fijarse a la colágena, expuesta

por la ruptura de vasos sanguíneos, y agregarse para formar un coágulo, que

se refuerza por la adición de fibrina. La formación de la fibrina es la

consecuencia de la activación de la cascada de coagulación por sus dos

vías, la intrínseca y la extrínseca. 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 unión y

la migración de células (5,7).    

Activación de plaquetas.  Las células participantes liberan además, 

substancias inflamatorias y citocinas. Las plaquetas en particular, al ser

activadas degranulan y  enriquecen el medio con factor de crecimiento

epidérmico (EGF), fibrinógeno y factor von Willebrand, que contribuyen a

controlar el sangrado. Son la principal fuente de factor transformante de

regula la respuesta inmune, frena la inflamación y favorece la angiogénesis y

la cicatrización. 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, neutrófilos y macrófagos, células asesinas naturales

(NK) y miocitos.    

Formación del coágulo. En la coagulación 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 formación del coágulo; las superficies

celulares poseen elementos que las capacitan para dirigir y regular el

proceso (8). Se activa mediante la interacción de superficie celular, factor

tisular y factor VII, en tres fases simultáneas: inicio, amplificación y

propagación.  

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

y eritrocitos para formar el coágulo.

Inflamación
La inflamación es una reacción vascular y celular inespecífica fundamental

en una respuesta protectora. Esta respuesta de defensa, actúa como un

mecanismo homeostático para adaptar al organismo a circunstancias

anormales. El proceso es complejo y se presenta como respuesta tanto a

infecciones como a una diversidad de estímulos generadores de lesión tisular

(tóxicos,  traumáticos, isquémicos, autoinmunes, etcétera).  

La respuesta inflamatoria es benéfica si es breve y se localiza en el sitio del

daño; por el contrario se torna patogénica si tiene una extensión o duración

excesivas (9).   

La inflamación tiene como objetivos: localizar el proceso, remover el agente

causal y reparar el área dañada.

Este proceso está en relación estrecha con la reparación del tejido, que en

caso de ser una reparación por fibrosis, puede conducir a cicatrización que

limita la función o movilidad de los órganos afectados (10).
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En la respuesta inflamatoria participan el plasma, las células circulantes

(neutrófilos, monocitos, eosinófilos, basófilos, linfocitos y plaquetas), las

células del tejido conectivo (cebadas, fibroblastos, macrófagos y linfocitos), 

los vasos sanguíneos y los componentes extracelulares. Entre las principales

moléculas reguladoras del proceso, secretadas por las células participantes, 

se encuentran mediadores de la inflamación: histamina, serotonina, 

bradicinina, eicosanoides (prostaglandinas, tromboxanos y leucotrienos). 

-1, IL-6, factor de necrosis tumoral

(FNT) son las conductoras del proceso; quimioatrayentes: IL-8, proteína

quimioatractante de monocitos (MCP), RANTES; inductoras de la respuesta

linfocítica: IL-2, IL-4, IL-12, IL-18; generadoras de células en médula ósea:

IL-3, IL-11, factor estimulante de colonias de granulocitos y macrófagos

(GMCSF); supresoras: IL-

La inflamación por su extensión puede ser local o sistémica y por su duración

aguda o crónica. La fase aguda es de duración corta (minutos, horas o pocos

días), se lleva a cabo en la microcirculación y se caracteriza por el paso de

proteínas plasmáticas y leucocitos de la sangre a los tejidos, El proceso es

regulado por moléculas que actúan directamente sobre las diferentes

poblaciones celulares ubicadas en el entorno del área infectada o lesionada. 

Por la acción de quimioatractantes como IL-8, C5a, histamina, leucotrieno

B4, lipopolisacáridos, restos de fibrina o colágena, las áreas lesionadas

reclutan, además de células de la circulación, a las que se encuentran en

reposo adheridas a la pared endotelial. Inicialmente llegan neutrófilos, 

característicos de inflamación 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 inflamación. 

La vasoconstricción presente al inicio de una lesión vascular, va seguida

rápidamente por vasodilatación, inducida principalmente por las substancias
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inflamatorias: histamina, bradicinina, triptasa, 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 área

inflamada lo que genera elevación de la temperatura y enrojecimiento local

(calor y rubor). La dilatación vascular permite el paso de líquido y proteínas

sanguíneas, éstos al acumularse producen edema (tumor). La distensión

tisular, la acción de la bradicinina y el estímulo que lo anterior ejerce en las

terminaciones nerviosas, originan el dolor, última de las cuatro

manifestaciones clínicas cardinales de la inflamación, descritas por Celsius. 

Los neutrófilos producen citocinas pro-inflamatorias que activan a los

fibroblastos y queratinocitos locales y se comportan como unidades

defensivas, después de fagocitar tejidos dañados y bacterias, mueren y son

eliminados por los macrófagos (10). La fagocitosis y la liberación de enzimas

por los neutrófilos y macrófagos/monocitos (considerados como fagocitos

profesionales) constituyen dos de los principales beneficios derivados de la

acumulación de leucocitos al foco inflamatorio (12). Si el agresor persiste o el

proceso no limitó el daño, la inflamación aguda, inicialmente local, se

transforma en sistémica o crónica.

La fase crónica, por otro lado es de mayor duración e histológicamente se

asocia con la presencia de linfocitos, macrófagos, células plasmáticas, 

proliferación de vasos sanguíneos y del tejido conectivo además de estar

relacionada con la destrucción del tejido por las células inflamatorias y el

intento de reparación por sustitución de tejido conectivo (angiogénesis y

fibrosis). Los monocitos son atraídos hacia el tejido dañado mediante

diferentes factores como fibronectina, colágena, elastina, trombina y TGF- ,

iniciando su migración en la inflamación 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 expresión
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del factor estimulante de colonias-1 (CSF-1) se diferencian a macrófagos, 

incrementando su tamaño celular, sus enzimas lisosomales, su metabolismo

general, por lo que adquieren una mayor capacidad para fagocitar bacterias

residuos de tejido necrótico y destruir microbios ingeridos. Las señales de

activación incluyen citocinas secretadas por linfocitos T sensibilizados por

ejemplo interferón gamma (IFN- ), endotoxinas bacterianas y otros

mediadores químicos. Después de su activación, los macrófagos secretan

una variedad amplia de productos biológicamente activos que son

mediadores de destrucción tisular, proliferación vascular y fibrosis (13).

Los macrófagos son un componente central en la inflamación crónica y

constituyen una de las principales fuentes de citocinas como el factor de

necrosis tumoral alfa (TNF- ), el factor de crecimiento derivado de las

plaquetas (PDGF), la Interleucina 1 (IL-1), TGF / y el factor de crecimiento

de fibroblastos (FGF) entre otras. Estas citocinas están implicadas en la

cicatrización y  favorecen la proliferación de fibroblastos, la síntesis de

colágena y la persistencia de los macrófagos la cual se debe a estímulos

quimiotácticos, incluyendo el C5a, quimiocinas (producidas por macrófagos y

linfocitos activos) y factores de crecimiento derivados de plaquetas (PDGF)

(14).  

La importancia del macrófago radica en la producción de sustancias

biológicamente activas, algunas son tóxicas a las células (metabolitos del

oxígeno) o a la matriz extracelular (proteasas), la producción de citocinas, de

factores quimiotácticos, y otras que causan proliferación celular. Lo anterior

hace al macrófago una célula eficiente en la defensa del huésped; sin

embargo, también puede causar daño al tejido cuando son activados

inapropiadamente, donde la destrucción tisular es característica de la

inflamación crónica. La destrucción tisular persistente daña la estructura del

estroma y a las células del parénquima, como consecuencia, hay intentos de
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reparar el daño con tejido conectivo, produciendo fibrosis y cicatrización

(7,10). 

Las células que desencadenan la respuesta inflamatoria, en las primeras

48h, son los neutrófilos, que son sustituidos por los macrófagos que

permanecen entre el quinto y séptimo día, posteriormente arriban los

fibroblastos para originar la cicatrización de la herida.  

El proceso inflamatorio llega a su término al desaparecer el estímulo, 

simultáneamente actúan el cortisol, la proteína C reactiva y las citocinas IL-

10 y TGF- -1, IL-6 y

FNT. TGF-

colágena, lo que culmina con la reparación del tejido dañado. Las células T

reg Fox-P3 también participan en la limitación de la inflamación (15).  

Si el proceso inflamatorio se vuelve crónico, a la exacerbación de los eventos

señalados se sumará la destrucción celular y el depósito de fibrina en los

sitios inflamados. Esto llevará a la limitación o pérdida de la función, así 

como al daño que un proceso, como el descrito puede producir al

mantenerse activo durante un lapso prolongado.

Proliferación y migración
Para que se lleven a cabo estos procesos se requiere de energía, síntesis

proteica y anabolismo. Cuando la lesión tiene 4 días, los fibroblastos son las

células fundamentales del proceso. Estos se encuentran en el tejido sano

perilesional y son atraídos por citocinas de la fase temprana, migran hacia la

herida. Los fibroblastos son fuente de otras moléculas que reclutan más

fibroblastos y células musculares lisas entre otras. Para conseguir la

migración 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 migración de las células encargadas de la

reconstitución de tejidos y vasos.  

Entre las citocinas que regulan la función de los fibroblastos encontramos: 

factor quimiotáctico para los fibroblastos (FQF), factor de crecimiento

insulinoide (IGF), TGF- , factor de crecimiento epidérmico (EGF), péptidos

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

Angiogénesis y epitelización
La formación de nuevos capilares de una red vascular preexistente es de

vital importancia en procesos fisiológicos (embriogénesis, cicatrización) y

patológicos (aterosclerosis, cáncer). Simultáneamente principia la

proliferación de fibroblastos. 

En procesos reparativos ésta neoformación vascular permite la llegada de

nutrientes requeridos para soportar el aumento del metabolismo celular y la

eliminación de restos tisulares. El tejido de granulación posee vasos

sanguíneos que lo proveen del oxígeno necesario para estimular la

reparación y el crecimiento vascular. 

Hay factores pro y anti-angiogénicos en el fluído de las heridas que

promueven o inhiben ésta neoformación.   

La migración de células endoteliales y la formación 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 producción de especies reactivas de

oxígeno-ROS; el factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF), recluta

pericitos para cubrir el exterior de los vasos recién formados; la

angiopoietina; el TGF-

libera enzimas como colagenasa y estromelisina, que degradan a la matriz
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extracelular dañada, 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 ácido/básico

(FGF a/b), y el factor de crecimiento de queratinocitos (KGF). Este proceso

se altera si hay exceso de inflamación, muerte tisular, exudado o mala

perfusión. 

Simultáneamente da inicio la formación del tejido de granulación con el

predominio de los fibroblastos. Estas células son estimuladas por citocinas, 

la proteína LTBP4 (proteína unidora del TGF) en fibroblastos normales, la

citocina actúa a través de la vía Smad (5).  Al ser activados por el TGF, los

fibroblastos  proliferan y secretan elementos que integran la matriz

extracelular de soporte inicial, como fibronectina, ácido hialurónico, 

proteoglicanos y colágena, cuyas fibras constituyen las estructuras a través

de las cuales se desplazan las células participantes en la regeneración

tisular.

En la epitelización 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 lesión. Si la

membrana basal está integra, los queratinocitos se desprenden de ella y

penetran en la base de la herida. Si la membrana está dañada, la

reepitelización se logra a través de queratinocitos ubicados en anexos de la

piel como folículos o glándulas. 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 continúan su recorrido a través

de la herida. Las células epiteliales fagocitan restos tisulares para poder

migrar y los queratinocitos disuelven el coágulo 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 lesión proliferan y migran un

máximo de 3 cm, todo el proceso puede durar de 3 a 5 días hasta meses. 

  

Las citocinas que controlan este proceso son: EGF, TGF- / , IGF, FGF y

KGF (6,7).

Síntesis de colágena y matriz extracelular
Esta fase se caracteriza por la síntesis de proteínas de matriz y colágena, en

donde los fibroblastos activados producen factores de crecimiento como el

FGF y sintetizan colágena, en forma de precolágena. Su producción depende

de varios factores como aminoácidos, hierro, vitamina C y A, zinc, cobre y

O2. 

En la síntesis de la colágena participan: FGF, EGF, TGF- (estimulante

potente de su síntesis e inhibidor de la actividad de las proteasas), PDGF

que influencia la expresión de TGF- y la síntesis de tejido de granulación. 

La matriz intersticial está formada por los fibroblastos y otras células. Los

proteoglicanos, como el ácido hialurónico es el principal componente de la

matriz que la hace más rígida en los estadios iniciales de la cicatrización y

disminuye su concentración con la maduración de la misma. La fibronectina

tiene un papel fundamental en el proceso de cicatrización; 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 disminución en la irrigación y malnutrición.

Contracción y remodelación
Los fibroblastos transformados en miofibroblastos, que se caracterizan por

poseer pseudópodos potentes, son capaces de proporcionar un soporte

mecánico resistente al unir fibronectina y colágena con lo que da inicio el

proceso de contracción de la cicatriz. La contracción es el proceso de cierre
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por movimiento de los bordes de la lesión hacia el centro. El mecanismo es

por generación de fuerzas de elementos contráctiles de los fibroblastos. Con

la contracción se liberan colágena y proteoglicanos, asegurando un nuevo

tejido en el lugar afectado. Las citocinas que participan son: TGF- que

facilita la contracción y la diferenciación hacia miofibroblasto, el PDGF que

estimula la contracción por un mecanismo TGF- dependiente, FGF que

estimula la contracción e IFN- que inhibe el proceso.

citocina que participa importantemente en las diferentes fases de la

regeneración tisular y la cicatrización; se expresa constitutivamente en

muchas células como son las óseas, placentarias, del iris del ojo, eritrocitos, 

linfocitos, eosinófilos, macrófagos. La plasmática proviene principalmente de

las plaquetas, se sintetiza como un precursor inactivo, que debe de ser

activado (a pH ácido), para unirse a sus receptores específicos (16), su

producción es muy estable y participa además el crecimiento celular (17), la

respuesta inmune y la tolerancia (18), e induce angiogénesis y cicatrización, 

aumentando el depósito de colágena (19).

Con la contracción disminuye el tamaño 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 migración, proliferación y diferenciación de los

fibroblastos.  Esta etapa finaliza cuando los miofibroblastos ya no se

contraen y mueren por apoptosis. 

La remodelación es la etapa final de la reparación de una lesión, en ella el

tejido de granulación 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 colagenolítica, 

conocidas como metaloproteasas de matriz (MMP). Entre ellas encontramos: 
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MMP1 (colagenasa intersticial ó metalopeptidasa), MMP2 (gelatinasa A)

MMP3 (estromelisina) y la hialuronidasa (6, 10). 

Durante ésta fase la fibronectina desaparece gradualmente y el ácido

hialurónico y otros glicosaminoglicanos son reemplazados por

proteoglicanos. La colágena tipo III es reemplazada por otra más resistente

que es la tipo I; las fibras se reorganizan y se ordenan a lo largo de líneas de

tensión. Los fibroblastos y los macrófagos son eliminados por apoptosis y

disminuye la actividad metabólica en el sitio de la lesión.  

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

madura y una disminución de células y vasos sanguíneos (21).    

Si bien el TGF- disminuye la inflamación, puede favorecer el proceso

fibrótico. Estudios in vivo han confirmado que el TGF- exógeno incrementa

el tejido de granulación, y la formación de colágena; por lo que, el aumento

en los niveles de TGF- se asocia con ambos, el proceso reparativo normal o

la fibropatología.

MODELOS EXPERIMENTALES DE INFLAMACIÓN Y CICATRIZACIÓN

Generalidades
Existe un amplio número de modelos experimentales, en distintas especies

de animales de laboratorio que permiten evaluar inflamación, inmunidad y

cicatrización. Cada modelo tiene ventajas y desventajas, que varían en 

función de las preguntas que se busca responder y la información disponible. 

El origen amibiano del FILM y su identificación inicial como la actividad

inhibitoria de un sobrenadante de cultivos de amibas sobre los monocitos, así 

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 metodología como la especie animal a elegir, no

siempre la misma, para cada grupo experimental. 

Las especies animales elegidas
Los animales de laboratorio más utilizados son el ratón y la rata. Sin

embargo ambas especies son resistentes a la amibiasis y además su

respuesta de hipersensibilidad cutánea por contacto no es equivalente a la

humana.  

El cobayo o conejillo de indias es la especie paradigmática para evaluar la

respuesta inflamatoria expresada como hipersensibilidad cutánea retardada

por contacto. Además es sensible a la infección amibiana lo que lo hace el

modelo ideal para el estudio in vivo de los efectos anti-inflamatorios del FILM. 

Sus dimensiones y características también ayudan y permiten adaptar el

modelo para experimentos de cicatrización cutánea y en cavidades. La

mayor limitación está en la disponibilidad de anticuerpos marcadores

específicos, aunque como roedor, muchas moléculas diseñadas para el ratón

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

El Jerbo (Meriones unguiculatus) algo mayor a un ratón, es susceptible a

desarrollar abscesos hepáticos amibianos, lo cual lo vuelve ideal para el

estudio de esta variante patológica de la amibiasis. Protocolos previos (22)

en este modelo, produjeron varias de las observaciones que motivaron el

análisis del efecto modulador en la interacción adyuvante de Freund y el

animal. Proporcionando al mismo tiempo modelos adecuados para el estudio

de inflamación y cicatrización.

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

hipersensibilidad, el ensayo en el ratón 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 amplísimo número de reactivos específicos disponibles

para esta especie, y permite además obtener, con los ajustes y precauciones

correspondientes, información en otra especie de los observaciones en

cobayo o jerbo.  

La rata tampoco resulta el modelo ideal ni para amibiasis ni para inflamación

tardía. 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 lesión traumática de la médula espinal.

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

que implica, es necesario dentro de la evaluación sistemática del FILM.  

A) Modelos in vivo

Modelos de inflamación y cicatrización
Existe un amplio número de modelos in vivo, útiles muchas veces en

humanos y animales, para el estudio de inflamación y cicatrización, en forma

integral o sobre los aspectos de interés para cada investigación particular. A

continuación se comentarán aquellos que han sido de interés para las

investigaciones del FILM producido por la amiba.

Modelos de inflamación; Hipersensibilidad retardada cutánea por
contacto
Existe un amplio número de modelos y variantes para estudiar la inflamación

in vivo. Un modelo experimental antiguo, pero aún útil y vigente es el de la

hipersensibilidad retardada cutánea por contacto a distintos irritantes, entre

ellos y clásicamente 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 área de enrojecimiento (eritema) y engrosamiento endurecido (induración)

entre 24 y 72 horas posteriores al contacto, que luego desaparecen. La

inyección intradérmica de las sustancias en estudio, bajo la zona donde se

aplicará la dosis de reto permite evaluar el efecto modulador de ésta. El

cobayo es el animal ideal para este tipo de pruebas.   

Modelos de cicatrización
El enfoque básico para el estudio experimental de la cicatrización incluye

activarla por algún mecanismo (herida, traumatismo, corte, irritación,

quemadura, infección etc.) y evaluar el efecto de alguno de los distintos

agentes moduladores. Se puede explorar el proceso como un todo o de

componentes, vías o tiempos selectos.  

Desde el punto de partida del estudio del FILM interesarían los modelos

donde la transición inflamación-cicatrización fuera muy importante, o por el

contrario casi ausente.

  

Cicatrización en piel; herida quirúrgica  limpia en piel 
La incisión de la piel como parte de una cirugía es habitual, tanto en

medicina humana como en veterinaria. Se busca que sea lo menos

traumática posible e incluye procedimientos para favorecer su cierre como

son la aposición 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 infección.  

Disponer de productos que permitan evitar una cicatrización excesiva, en los

casos que puede ser prevista, sin caer en efectos de inhibición excesiva que

generen separación, desgarro o infección de la zona serían muy útiles. Las
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incisiones quirúrgicas pueden ser subdivididas en dos grandes grupos. 

Según haya o no remoción tisular. La realización de una biopsia en

sacabocado y la incisión lineal simple son ejemplos de ambas situaciones. El

efecto del FILM, como de cualquier otro modulador de cicatrización puede

ser evaluada mediante su adición controlada en estos modelos, que por sus

características inducen una respuesta inflamatoria muy suave y una

cicatrización dentro de los cauces normales de la curación de heridas.    

Cicatrización en cavidades; adherencias peritoneales
Los procesos de cicatrización 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 cirugías, pero son más frecuentes, graves e intensas en condiciones

de irritación excesiva con una inflamación intensa o persistente. Las

adherencias como consecuencias de peritonitis químicas o infecciosas son

frecuentes y pueden llegar a generar molestias y complicaciones graves y/o

estas cicatrices secundarias a un proceso irritativo llevan a una inflamación

muy intensa y prolongada que es la desencadenante también de una

cicatrización muchas veces excesiva, en intensidad y extensión. 

Evitar la formación de adherencias excesivas cuando son previsibles es

también un problema médico científico en evolución, y cuya solución sería de

utilidad práctica. 

Los modelos de estudio incluyen la administración medida de un activador de

la inflamación cicatrización en presencia o ausencia del factor modulador que

se desee probar. El adyuvante de Freund es una preparación que se ha

utilizado como inmunoadyuvante inespecífico en muy diversos esquemas

experimentales. Sus características, su efecto pro-inflamatorio y, a través de
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la inflamación, sus efectos en la cicatrización pueden ser analizadas y

moduladas en presencia de reguladores de uno o ambos procesos. 

Lesión física en el ápex del corazón
Las condiciones del corazón y la cavidad pericárdica representan una

situación 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 corazón con el inevitable roce

de las hojas parietal y visceral del pericardio,  genera una estimulación

extrema de ambos procesos. El resultado puede comprometer la vida del 

paciente. Ya sea en forma directa, por ejemplo en el síndrome

pospericardiotomía, que corresponde a una reacción inflamatoria normal

pero extraordinaria, o también por la formación de adherencias cardio-

parietales que pueden limitar y deformar la movilidad cardiaca. El efecto

indirecto más notable es la generación de intensas y resistentes adherencias

que complican las cirugías de reintervención en el corazón, y cuya

prevención sería de gran utilidad. 

Paradójicamente, a partir de este escenario, y bajo la premisa de que la

neovascularización que ocurre en la cicatrización podría ayudar a restituir la

circulación en casos de isquemia cardiaca, se diseño el modelo de

cicatrización por pericardiotomía. Este en esencia es operar, abrir el

pericardio, cerrarlo y suturar.  

Puede reforzarse con un estimulo abrasivo, al frotar ligeramente el ápex

cardiaco con una lima para uñas. Este procedimiento es suficiente para

generar un proceso inflamatorio-cicatricial intensísimo. Desafortunadamente

la neovascularización no fue suficiente para corregir la isquemia cardiaca. En

cambio permitió un modelo adecuado para tratar de inhibir la cicatrización

mediante la aplicación de algún procedimiento anticicatrización. Este modelo

hace factible el estudio del FILM como regulador de estos procesos.  
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Lesión traumática de las vías de conducción nerviosas  
La Lesión Traumática 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

conducción eléctrica hasta la falta total de la misma, dependiendo del grado

de lesión. Después de la LTME hay destrucción del parénquima medular y un

proceso neurodegenerativo crónico que se inicia por los mediadores

inflamatorios y otras sustancias que incrementan la necrosis y la

desmielinización.  

Durante la respuesta inflamatoria se llevan a cabo diferentes eventos.  

Inicialmente existe un incremento en la permeabilidad vascular y la liberación

de lípidos con la consiguiente activación de la vía de los eicosanoides y del

factor activador de plaquetas. Se liberan IL-1, IL-2, IL-6, TNF- -

también pequeños péptidos como la bradicinina, y aminas como la histamina

ó 5 hydroxytriptamina, al incrementarse la síntesis de prostaglandinas, 

tromboxanos y leucotrienos, se altera el flujo sanguíneo y favorece la

agregación plaquetaria lo que trae como consecuencia el fenómeno de

isquemia (23). Uno de los fenómenos más importantes que se lleva a cabo

después de una LTME es la migración de un gran número de células

inflamatorias residentes (células de la microglía) y de aquellas reclutadas de

la periferia (macrófagos, linfocitos, etc.). La infiltración de dichas células es

indistinguible de la que se lleva a cabo en tejidos periféricos lesionados y es

típica de las fases tempranas de la lesión.  

La respuesta inmune desarrollada después de una LTME involucra dos

etapas de infiltración celular. La primera por células PMN y predomina

durante las primeras horas. Los neutrófilos aparecen en la pared de las
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venas y vénulas adyacentes a la lesión en las primeras 3 a 4 horas. La

segunda etapa de infiltración celular se caracteriza por la presencia de

macrófagos, aparecen en los primeros dos días y alcanzan un pico de los 5 a 

7 días post-lesión, donde la microglía activada y  los macrófagos sanguíneos

extravasados constituyen la mayoría de células inflamatorias presentes en el

sitio de lesión (24), participando importantemente en los procesos

desarrollados después de la lesión liberando citocinas, quimiocinas, 

neurotoxinas (25,26), diferenciándose en una célula reactiva o fagocítica

capaz de funcionar como células presentadoras de antígenos y de secretar

factores de crecimiento e intermediarios reactivos del oxígeno (ROI) y de

nitrógeno (RNI) como él óxido nítrico (NO) , afectando la expresión de una

gran diversidad de genes como las proteincinasas, factores de crecimiento y

revascularización, entre otros, todos ellos, involucrados en la reparación 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 generación de ROI y NO, mismos que dañan en forma

importante el tejido neural.

En modelos animales de ratón se han detectado niveles elevados de mRNA

de TGF-

proceso, y permanecen elevados 15 días después de la isquemia. Esta

expresión parece coincidir con la infiltración de monocitos y macrófagos y

con la proliferación microglíal en los tejidos dañados (31). Algunos estudios

experimentales han tratado de dilucidar el efecto neuroprotector del TGF-

en el infarto cerebral isquémico. La sobreexpresión de TGF-

protección 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- e ser neuroprotector como

consecuencia de un bloqueo de la apoptosis o por su participación en la

recuperación del infarto isquémico y está presente en la fase de recuperación

de algunas enfermedades del SNC (33). Por otro lado, el TGF-

proliferación y la diferenciación celular en la mayoría de las células, además, 

modula la angiogénesis y la generación de nuevos vasos, facilitando

procesos de neuroreparación, que incluyen fenómenos de neurogénesis y

sinaptogénesis, los cuales se han descrito en la reorganización de la

vascularización cerebral después de la isquemia (34).

Se han administrado directamente en el sitio de la lesión diferentes fármacos

neuroprotectores para disminuir el daño del tejido neural (glucocorticoides, 

metilprednisolona, NG-nitro-L-arginina metilester (inhibidor de la sintasa de

NO) entre otros, o fármacos 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 fármacos ni de las estrategias mencionadas ha

logrado dar resultados clínicos satisfactorios, por lo que la investigación

continúa 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 líneas celulares U-937

(premonocítica) y MRC-5 (fibroblastos pulmonares humanos), que fueron

agrupadas como células 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 fagocítica, citolítica y

proteolítica. Fue descubierto en 1875 por el médico Fedor A Lôsh en úlceras

del colon de un paciente con disentería. Las principales manifestaciones

clínicas de la infección amibiana son la colitis y el absceso hepático.  

En la mayoría de los individuos infectados, E. histolytica vive como comensal

y solamente en un pequeño porcentaje de éstos, el parásito causa

enfermedad al invadir la mucosa del colon, esta invasión provoca una colitis

inflamatoria, la cual puede determinar la diseminación del parásito al hígado

y producir AHA. Los factores que permiten la aparición y subsiguiente

resolución de la amibiasis invasora son múltiples y probablemente se

relacionen con el balance entre los mecanismos patogénicos del parásito y

los mecanismos de defensa del huésped, tanto inmunológicos como no

inmunológicos (35). 

Reacción inflamatoria en la amibiasis
La reacción inflamatoria que acompaña a la amibiasis invasora por E.

histolytica es atípica en varios aspectos (2). A pesar de que en las fases

tempranas se observa una inflamación aguda muy intensa, que contiene

algunos eosinófilos, en los estadios avanzados, sobre todo en el AHA, llama

la atención la escasez de reacción inflamatoria tardía. La escasa reacción

inflamatoria tardía, podría contribuir a la igualmente inusitada regeneración

hepática 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 áreas masivas de necrosis compuestas de

material granular eosinofílico y necrótico con restos nucleares, pocos

leucocitos, pocas amibas o ninguno de éstos últimos (36). Histológicamente, 

la formación de AHA después de la inoculación intraportal de amibas

virulentas en el hámster incluye tres etapas: reacción inflamatoria aguda, 

formación de granuloma y necrosis progresiva. La destrucción de las células

no resulta del contacto directo con los trozofoítos amibianos, sino que está

mediada por la lisis de los leucocitos PMNneutrófilos (PMNn) que liberan

productos citotóxicos dañando a los hepatocitos (37).  

Amibiasis y el factor inhibidor de la locomoción de monocitos (FILM)
En el absceso hepático amibiano llama la atención la escasez de elementos

inflamatorios en los estadios avanzados (2). Para explicar este fenómeno se

propusieron fundamentalmente dos hipótesis, que no son excluyentes: la

leucocitos conforme éstos fueran arribando al tejido infectado (38). La

-Tamayo sugiere que E. 

histolytica podría producir y liberar factores capaces de inhibir el arribo de los

leucocitos al foco de la infección (2). La falta de estos elementos

inflamatorios tardíos pueden, a su vez, estar relacionados con la ausencia de

tejido cicatricial y en consecuencia con la perfecta regeneración del

parénquima hepático. En relación con esta segunda hipótesis, 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 locomoción (aleatoria, 

quimiocinesis y quimiotaxis) de los monocitos humanos (FM), y no la de los

PMN humanos (Figura 1). 

Efectos biológicos del FILM
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La notoria escasez de reacción inflamatoria tardía en las lesiones avanzadas

de la amibiasis  invasora causada por E. histolytica fue descrita por

Councilman y Lafleur (1). Igualmente sorprendente, y quizá relacionada con

esta escasa inflamación tardía, es la regeneración perfecta, sin cicatrización

de los órganos afectados (hígado, piel etc.), que se observa en los pacientes

después de un tratamiento médico exitoso (2). Por otra parte, debe señalarse

que se observa una intensa reacción inflamatoria temprana (aguda) que

incluye además de PMNn, algunos eosinófilos en contacto directo con el

parásito invasor (37). Se desconoce la causa de este atípico progreso de la

reacción inflamatoria en la amibiasis.  

E. histolytica, pero no así, E. dispar (39) produce un pentapéptido (FILM: 

Met-Gln-Cis-Asn-Ser), anti-inflamatorio que inhibe in vitro la locomoción

(aleatoria, quimiocinesis y quimiotaxis) de FM, pero no la de PMNn y

eosinófilos, (de aquí su nombre) (3,4). El FILM también inhibe la producción

de reactivos intermediarios de oxígeno (ROI: H2O2, O2
-, OH ) y la producción

de óxido nítrico (RNI: NO) en FM y PMNn (40), sin afectar a los eosinófilos

(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 cutánea por contacto al 1-cloro-2,4-

dinitrobenceno (DNCB) en cobayos (42), abatiendo la expresión 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 cicatrización, fenómeno que sigue

a la inflamación, mediante señales originadas en parte por los monocitos

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

El FILM inhibe la expresión inducida por PMA de MIP-1 , MIP-1 , I-309 y su

receptor CCR-1, NOS-2 sin afectar su expresión constitutiva (44), y modula
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la expresión de otros genes relacionados con la inflamación, por ejemplo IL-1

e IL-10 (45,46).

En estudios realizados con colágena marcada (C 14) (47), se observó que la

colagenasa amibiana (trofozoítos de más de 42 h de cultivo) favorece la

invasión del parásito y digiere (en un lapso de 24 h) más a la colágena tipo I 

que a la III (en una cicatrización normal primero se estimula la producción de

colágena III y para su etapa final la de tipo I), lo que podría contribuir a

disminuir la formación de una cicatriz.  

La amiba durante su trayecto inicial invasivo libera factores que destruyen

tejidos y producen inflamación. Simultáneamente otros factores del parásito

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 análogo que

difería en el aminoácido de la posición dos reprodujeron el efecto biológico

del FILM nativo (FILMn), por otro lado, un pentapéptido con los mismos

aminoácidos pero en diferente posición (Gln-Cis-Met-Ser- scrambled

carece de los efectos biológicos mencionados (4). 

Con lo mencionado anteriormente podemos indicar que la respuesta

inflamatoria/cicatricial es multifactorial por excelencia, tanto genética como

bioquímicamente y con los efectos que se conocen del FILM en este

fenómeno, a continuación 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 inflamación tardía y cicatrización en modelos animales en vivo

así como la determinación de la expresión del TGF- in vivo e in vitro por ser

una molécula clave entre ambas etapas de la curación de heridas. 
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MATERIAL Y MÉTODOS

Síntesis de los métodos utilizados
Los estudios del FILM, que aquí 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 caracterización y

determinación de su acción sobre los monocitos y por extensión sobre la

inflamación crónica in vivo, hacia la cicatrización y el control genético de

ambas.  

También ha pasado de querer identificar su papel biológico en la interacción

humano amiba, y la posibilidad de obtener una vacuna, hacia la posibilidad

de utilizarlo como un fármaco útil para la humanidad, como modulador de

inflamación o cicatrización, tanto en general (hipersensibilidad por contacto, 

cicatrización cutánea) como en situaciones más especificas, entre las que

están la inflamación y cicatrización excesivas o inoportunas en cavidades

corporales (adherencias peritoneales, síndrome pospericardiotomía) y

lesiones traumáticas en sistema nervioso, donde la inflamación podría

dificultar la regeneración ideal (lesión traumática de médula espinal).  

Factor inhibidor de la locomoción de los monocitos (FILM)
El factor fue originalmente obtenido por ultrafiltración en la fracción 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

μg/ml con efectos óptimos entre 1 y 200 μg/ml según el modelo empleado.  

El FILM (Met-Gln-Cis-Asn-Ser) con pureza de 96% se obtuvo de American

Peptide Co., Sunnyvale, CA, USA. El péptido se disolvió a una concentración

de 2 μg/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 guardó a -70°C hasta su uso. 

Vías de administración
Variaron según los experimentos específicos, subcutánea para la inhibición

de la hipersensibilidad por contacto, cutánea para modulación de

cicatrización en piel. Intraperitoneal, en solución o emulsión con adyuvante

de Freund. Intracardiaca para la regulación de la cicatrización pericardio y

para LTME el factor se aplicó directamente sobre el sitio de la lesión

producida por el impactador.

Especies Utilizadas
Se eligieron inicialmente al cobayo por ser susceptible a la amibiasis y el

modelo ideal y clásico para evaluar hipersensibilidad cutánea 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 inflamación in

vivo se estudio en cobayos y jerbos (y sin resultados adecuados en ratón y

rata). Cicatrización cutánea en cobayo, cicatrización peritoneal en jerbo, 

cobayo y rata. Los modelos en corazón y sistema nervioso se realizaron en

rata. 

Modelos inflamatorios en animales: hipersensibilidad por contacto
En estos estudios el procedimiento fundamental fue la sensibilización de los

animales con dinitroclorobenceno (DNCB) por contacto epicutáneo y su reto

quince días después con dosis de reto menores de DNCB (cuatro zonas en

cobayos y dos en jerbos), bajo las cuales se aplicó una inyección subcutánea

de 0.05 ml de FILM natural o sintético, sus posibles análogos y diversos

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

Al estudiar cicatrización surge inmediatamente la imagen de una herida

quirúrgica, limpia, poco traumática, cuidada y con ayuda para favorecer el

cierre progresivo de esa solución de continuidad. Pero existe también otra

secuencia de cicatrización muy distinta. Esta es la que se da por una

irritación química o física prolongadas y que a través de un proceso

inflamatorio intenso activan un proceso cicatricial, que a pesar de ser

fisiológico, es también generalmente inoportuno y de resultados excesivos y

ectópicos. Son buenos ejemplos las adherencias peritoneales secundarias a

peritonitis. La cicatrización puede activarse desde dos orígenes extremos. 

Por un corte o por un golpe o irritación química.

Modelo en piel. Resolución de heridas quirúrgicas  

En piel se estudio, en cobayos, el efecto del FILM ante dos modelos que

reproducen situaciones que ocurren normalmente en cirugía. Una herida

quirúrgica lineal de 20 mm, y una biopsia en sacabocado circular. Con

aplicación o no de FILM al momento del acto, realizado con las medidas de

cuidados pertinentes y seguidos por 18 días, hasta más allá de su curación

completa.

Modelos en cavidades corporales. Adherencias peritoneales
Otro tipo de cicatrización observado con alta frecuencia es la formación de

adherencias peritoneales secundarias tanto a intervenciones quirúrgicas

modelo en peritoneo. Para estudiar el efecto del FILM sobre este tipo de

cicatrización se partió 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 inició con un esquema clásico de inmunización apoyada por
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adyuvante de Freund (AF) en tres dosis intraperitoneales cada 7 días y

concluyendo con el reto por inoculación intraportal de 100 000 trofozoitos de

amibas siete días después. El estudio de inmunización posteriormente derivó

a un esquema de antígeno 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, parecía

ser a través de la inducción de una peritonitis química persistente, inductora

de respuestas inflamatorias y cicatriciales masivas, presentes aún ocho

semanas después. Ante una reacción tan fuerte no resultó sorprendente que

el AF solo produjese inespecíficamente una protección del 100% al reto con

amibas. Mientras que además constituyó el grupo con mayor mortalidad

En este entorno, llamó la atención que el grupo con AF y FILM, (que también

tuvo una protección al 100% contra el reto amibiano) presentaba una

respuesta inflamatoria-cicatricial, pero mucho más leve, que el grupo con AF

solo. 

Con pequeños ajustes este modelo en jerbo fue adaptado como un modelo

de inhibición de la cicatrización y adherencias intraperitoneales. Utilizando al

adyuvante como irritante químico y ensayando al FILM como inhibidor de la

reacción. A partir de este modelo los estudios variaron las dosis, los

esquemas de sensibilización y se amplió el estudio a cobayos y luego a

ratas. Destinado a un análisis esencialmente morfológico, el modelo también

permitió realizar análisis bioquímicos,  con TGF-

adelante. 

Modelos especiales en corazón y sistema nervioso
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Dos condiciones donde la cicatrización excesiva puede producir más daño

que beneficio se encuentran en corazón y sistema nervioso. En el primero, la

simple apertura del pericardio origina una intensísima reacción inflamatoria y

cicatricial que compromete la recuperación de los pacientes humanos y

generalmente ocasiona adherencias tan resistentes que son un grave

problema en situaciones de cirugía cardiaca que requiere dos o más tiempos. 

La inflamación en el sistema nervioso es también muy compleja pero hay

situaciones que son tanto muy frecuentes como de características bien

definidas. La lesión traumática de médula espinal, termina muchas veces en

parálisis de los segmentos distales al nivel de la lesión, en humanos (por

ejemplo accidentes en automóvil) y en otros mamíferos. La capacidad de

regeneración 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 deberían poder reconectarse.  

Modelo de inhibición de la cicatrización en pericardio de ratas
Se utilizó el modelo de inducción de adherencias pericárdicas por

pericardiotomía. Este modelo fue diseñado originalmente para inducir

adherencias pericárdicas en la esperanza de que la neoformación vascular

en la cicatriz pudiera mejorar la circulación en zonas isquémicas del corazón. 

El modelo no funcionó para ese propósito pero proporcionó un sistema para

ensayar técnicas para inhibir la formación de adherencias pericárdicas. El

modelo consiste esencialmente en operar a la rata, abrir el pericardio, pasar

tres veces una lija suave en el ápex del corazón, agregar o no las sustancias

en estudio. Cerrar la cavidad y la pared torácica, mantener al animal en las

mejores condiciones y sacrificarlo al décimo día. En este momento la herida

ya ha cicatrizado correctamente pero la cavidad pericárdica presenta una

intensa reacción que incluye adherencias extensas e intensas. El FILM se

aplicó a dosis de 50 μg/ml en un volumen total de 0.1ml en una dosis única al
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momento de la operación. Se tomaron fotos de la cavidad pericárdica, 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 vía intraperitoneal para incrementar los niveles de TGF-

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

Inmunización   

adyuvante incompleto de Freund los días siete y catorce (AFi). Con o sin

dosis de FILM (50 μg), en las tres ocasiones. 

Los animales se mantuvieron por ocho semanas, después de las cuales se

obtuvo sangre por punción intracardiaca, las ratas se anestesiaron con una

inyección 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 disección para evaluar: 

hemorragia, inflamación peritoneal y cicatrización así como presencia de

bridas, adherencias y vasos de neoformación.  
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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

determinación de TGF- .

Modelo in vivo del efecto del FILM en LTME
Los animales se anestesiaron con una inyección intramuscular de ketamina

(60 mg/kg) y xilazina (10 mg/Kg). Treinta minutos después, y previa asepsia

de la región torácico-lumbar, se hicieron dos cortes longitudinales y se realizó

una laminectomía a nivel de la 9a vértebra torácica hasta exponer la médula

espinal. La LTME se hizo mediante una contusión. Para la contusión, se dejó

caer un cilindro de 10 g de una altura de 25 mm (lesión moderada) sobre el

sitio expuesto, utilizando el impactador (Universidad de Nueva York NYU, 

USA), que produce una lesión por contusión en la médula espinal bien

calibrada (50). Inmediatamente después y, en el sitio de la lesión se

depositaron 50 μl de la solución de FILM. Los animales se suturaron, primero

el músculo con hilo Dexon (ETHICON, Brasil) absorbible, y después la piel

con hilo de nylon. Los animales sin LTME se evaluaron al día siguiente,

colocándolos en una superficie para observar el movimiento de sus

extremidades y verificar que la laminectomía se realizó en forma adecuada.   

Grupo experimental: determinación de concentración y expresión de
TGF-
Se realizó un experimento de 27 ratas, 9 para cada grupo.

Grupo A: Ratas sin lesión y sin tratamiento

Grupo B: Ratas con LTME + administración de PBS

Grupo C: Ratas  con LTME + administración  de FILM

Los animales se sacrificaron a las 3 hrs, 7 y 10 días, se obtuvo el suero para

determinar el TGF-

determinar la expresión del mRNA mediante PCR tiempo real.  
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Cuidado de los animales con lesión
Los animales con LTME se colocaron sobre camas con aserrín y agua

filtrada, se cambió diariamente hasta el término del estudio. La vejiga fue

evacuada con ayuda de un masaje en el abdomen, dos veces al día (mañana

y tarde), hasta que se logró la función normal de la micción. Todos los

animales se revisaron cuidadosamente para evitar infección en el tracto

urinario u otro signo de enfermedad sistémica, durante los primeros diez días

y también cuando se presentó hematuria, después de este periodo, 

recibieron tratamiento con enrofloxacina 64 mg/Kg/día en el agua

(PARFARM, México).  

Determinación de TGF-
sometidas a LTME
El TGF- se cuantificó en el suero obtenido de los animales con lesión y

tratados con FILM o PBS, los valores se compararon con los obtenidos de un

grupo control de animales sin lesión y sin tratamiento.

Para la determinación del TGF-

inmunoabsorbente (ELISA). Se utilizó un equipo comercial, y se siguieron los

protocolos sugeridos por el fabricante (Biosource International, Inc. Camarillo

California, USA).

Determinación de la expresión de TGF- por la técnica de PCR tiempo
real en médula espinal de ratas sometidas a LTME

Obtención de la médula espinal 
A las 3hrs, 7 y 10 días posteriores a la lesión, se anestesió a cada animal via

intramuscular con ketamina (60 mg/kg) y xilacina (10 mg/kg), se colocó en

posición dorsal, se realizó un corte en la piel y se expuso el área de

contusión. Se cortó el músculo a los lados del sitio de la lesión y las apófisis
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espinosas de las vértebras, se expuso mediante laminectomía 1cm de la

medula espinal (0.5 cm caudal y 0.5 cm craneal del sitio de lesión) y se retiró

con cuidado del canal vertebral y el tejido se colocó en 1 ml de Trizol

(Invitrogen, USA).  

Extracción 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 agregó 220 μl 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 4ºC, se obtuvo el sobrenadante, se agregó 500 μl de isopropanol

(SIGMA, CA, USA) y se dejó reposar a -20ºC de 30 a 60 min, se centrifugó a

10000 rpm por 15 min a 4ºC. Se eliminó el isopropanol y se adicionó 1 ml de

etanol al 80%, las muestras se centrifugaron a 6000 rpm por 5 min a 4ºC, se

eliminó el alcohol y se calentaron a 45ºC por 3 min. Se dejaron a temperatura

ambiente por 10 min, se adicionaron de 20 a 50 μl de agua inyectable a

45ºC, se homogenizó el mRNA total. Se determinó su concentración y

pureza a 260/280 nm en un espectrofotómetro (Nanodro 2000c, Thermo

Scientific; Wilmington, DE, USA) y se visualizó su integridad mediante un gel

de agarosa al 1.8%. 

Síntesis de cDNA
A 2 μg del mRNA total se agregaron 1 μl de Oligo dT, 1 μl de dNTP´s 10 mM

y agua a un volumen final de 13 μl. La mezcla se calentó a 65 ºC por 5 min.

Posteriormente se agregaron 4 μl de Buffer de reacción 5X, 1 μl de DTT 0.1

M, 1 μl de RNAsa OUT Recombinant RNAsa Inhibidor y 1 μl de Enzima

Super Script (Invitrogen, USA), se mezcló y se incubo a 25 ºC por 5 min,

posteriormente a 50 ºC por una h y se inactivo a 70 ºC por 15 min, a la
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mezcla se le agregó 1 μl de RNAsa H y se incubo a 37 ºC por 20 min, 

finalmente se almacenó a 4 ºC hasta su uso.

PCR Tiempo Real  (PCR- TR)
La expresión semicuantitativa del gen de TGF-

mediante PCR-TR (LightCycler FastStart® DNA Master PLUS SYBR Green 1

(Roche, Applied Science, Mannheim, Germany) en un volumen de 10 μl.

Para determinar la expresión semicuantitativa de TGF- como gen

constitutivo la hipoxantina guanina fosforribosil transferasa (HPRT). Cada

gen se amplificó mezclando 2.5 μl del cDNA sintetizado anteriormente, 0.5 μl

de cada uno de los primers específicos (izquierdo/derecho); tamaño del

amplicón y la entrada al Genebank fueron:

TGF-

132pb / NM_013174.1;  

HPRT: AAGCTTGCTGGTGAAAAGGA / CAAAGCCTAAAAGACAGCGG / 

192pb / NM_012583.2

2 μl de la mezcla de reacción y 4.5 μl de agua, esta reacción se colocó en el

equipo de PCR Tiempo Real (LightCycler 2.0, Roche, Applied Science,

Mannheim, Germany) bajo las siguiente condiciones. 

Paso Ciclos Condiciones

Preincubación 1 95ºC 10 min

Amplificación 45

Cuantificación

95ºC 10 s

60ºC 10 s

72ºC    7 s

Disociación 1 Curva de

disociación

95ºC    0

65ºC   1 min

95ºC    0

Enfriamiento 1 Enfriamiento 40ºC   30 s
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Método estadístico para el análisis de resultados de la determinación de
la concentración de TGF- -TR
Se realizó un análisis estadístico de todos los grupos y se verificó la

distribución de los datos bajo la curva de normalidad. Se aplicó la prueba

estadística paramétrica de análisis de varianza si los datos mostraron una

distribución normal o bien, la no paramétrica de Kruskal-Wallis si los datos no

mostraron una distribución normal en aquellos experimentos con más de dos

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

El análisis para la expresión del gen se llevó a cabo mediante la

identificación de los productos de PCR-TR, que se confirmó mediante las

curvas de disociación. Las concentraciones relativas se calcularon por el

método de Ct [doble derivada) (número de ciclos en el que se inicia la

amplificación exponencial del templado)] obteniendo un promedio de los

valores de cada muestra, así como un promedio de los genes seleccionados

el cual se comparó con la expresión del gen constitutivo HPRT utilizado,

asignando un valor de 1 para normalizar la expresión bajo el siguiente

esquema donde Delta 1 (D1) es la razón de la expresión del gen problema

sobre el gen constitutivo de los grupos experimentales sin tratar o tratados y

delta 2 (D2) es la relación 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 expresión = -------------------------------------------------------------------------------      

                     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

(Nycomed Pharma AS, Oslo, Norway) por el método de Böyum (51).

Brevemente: Sobre 3 ml de la solución de Ficoll Hypaque se colocaron 10 ml

de sangre diluida 1:1 en solución 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 realizó en cámaras de Boyden utilizando el colorante de

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

Cultivos y estimulación de células: Líneas celulares U-937 y MRC-5
Las líneas celulares premonocítica 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 cm2 de

poliestireno con RPMI-1640 o medio mínimo 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%

CO2.   

Diseño experimental
Diseño 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)

c) Tratadas con FILM

d) Tratadas con PMA+FILM  
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Se cultivaron 1x106 de cada uno de los tipos celulares en 2 ml de RPMI-1640

ó MME en placas de 24 pozos, las células se incubaron a 37°C durante 24

hr / 5% de CO2 con FILM (50μg/106 células), con PMA (10ng/106 de células), 

con PMA + FILM, o sin ningún estímulo (RPMI-1640 ó MME solos). 

TGF-
El TGF- se cuantificó en los sobrenadantes de los FM, células U-937 y

MRC-5 estimuladas con el FILM, PMA, PMA + FILM o sin estímulo.

Para la determinación del TGF-

inmunoabsorbente (ELISA). Se utilizó un equipo comercial, y se siguieron los

protocolos sugeridos por el fabricante (Biosource International, Inc. Camarillo

California, USA).

Análisis Estadístico
Además de las determinaciones de estadística descriptiva, se emplearon las

pruebas para comparación de grupos, según el estudio en particular y la

naturaleza de las variables consideradas. Incluyendo estadística no

paramétrica como Xi cuadrada y prueba de Fischer. También pruebas de

Mann-Whitney.  En todos los casos se eligió para el análisis, 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 declaración de Helsinki y otras aplicables. Se tomó 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. 

Además, se tomaron en cuenta los lineamientos establecidos por el

reglamento de la Ley General de Salud en materia de Investigación para la
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Salud (Título séptimo: De la investigación que incluya la utilización de

animales de experimentación) y la Norma Mexicana para la Producción, 

Cuidado y Uso de los Animales de Laboratorio (48,49). Los estudios forman

parte de proyectos de investigación, revisados y aprobados, sea por el

Comité Local de Investigación del Hospital de Pediatría del Centro Médico

Nacional Siglo XXI, y/o por la Comisión Nacional de Investigación Científica

del IMSS.

RESULTADOS

Modelo de hipersensibilidad por contacto al DNCB en cobayos y jerbos
Los estudios de inflamación in vivo en cobayos, mostraron un efecto inhibidor

del FILM sobre la respuesta de hipersensibilidad cutánea por contacto al

DNCB, presente a las 48 horas. La inhibición fue producida tanto por el FILM

natural como por el sintético y estuvo ausente en pentapéptidos no

scrambled

En jerbos se encontró el mismo fenómeno, aunque la respuesta positiva es

menos intensa y aparente en esta especie. Rata y ratón generaron

respuestas de hipersensibilidad positivas esporádicas y débiles, 

insuficientemente objetivas para permitir la evaluación del efecto inhibidor.  

Modelo de cicatrización cutánea en cobayos
El efecto del FILM en las dos variantes de este sistema puede resumirse en

un retraso de un día en el proceso normal de cicatrización comparado con

las regiones testigo contralaterales en los mismos animales. Las incisiones

longitudinales cuyos bordes quedaron yuxtapuestos ya habían iniciado su

fusión 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 días. 



48

A las dos semanas todas las incisiones habían cerrado completamente, 

tenían las mismas características, no hubo reapertura de heridas ni tampoco

evidencias de infección local o sistémica en los animales. El retraso de 24

horas en la contracción 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 inhibición de adherencias intraperitoneales, en jerbos,
cobayos y ratas
La inyección intraperitoneal de AF originó una intensa reacción inflamatoria

cicatricial que macroscópicamente se manifestó 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 podían formar puentes entre asas intestinales, entre si y con

otras estructuras. También podían estar presentes bajo la cápsula hepática y

formando engrosamientos en el diafragma. La evolución de este proceso se

detectó tanto en sacrificios tempranos, 4 ó 10 días, como tardíos 4 u 8

semanas. La coadministración del FILM junto con el AF redujo sin eliminar

completamente, la intensidad de esta reacción en los grupos estudiados

(Figuras 2, 3). 

Modelo de inhibición de adherencias pericárdicas en ratas  
Al sacrificar al día 10 a las ratas del grupo testigo positivo, (cirugía y triple

toque en el ápex cardiaco) su cavidad pericárdica mostraba estar reducida

por la presencia de grandes masas de un material amarillento, grueso, denso

y adherente que formaba adherencias variables, en posición y firmeza que

podían envolver completamente al corazón. Posterior a la recuperación de la

anestesia, las ratas tuvieron una conducta normal. En el grupo experimental

con FILM, la imagen cambió por la desaparición de esas gruesas
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adherencias, la desaparición de los puntos de adherencia y de las masas

gruesas y densas de tejido inflamatorio, aunque sin embargo se presentó

una serie de membranas libres, delgadas y transparentes de características

semejantes a capas de pericardio (Figura 4). 

Determinación de TGF-
Debido a la participación del TGF-

la concentración del mismo en animales con LTME moderada. La figura 5

muestra la concentración de TGF-

FILM y en animales controles tratados sólo con PBS, a las 3 horas, 7 y 10

días posteriores a la LTME. El análisis estadístico mostró una diferencia

significativa entre ambos grupos, en todos los tiempos estudiados. La

concentración de TGF-

Determinación de la expresión de TGF-
En la figura 6 podemos observar la expresión relativa de TGF-

animales tratados con FILM hubo una diferencia p < 0.01 a las 3 h y p < 0.05

a los 7 y 10 días cuando se compararon con el grupo de PBS y con el grupo

basal (laminectomía, sin lesión y sin tratamiento) (Figura 6).

TGF-
Las células U-937 y los FM tuvieron una producción semejante de TGF-

todos los grupos experimentales. El FILM indujo un pequeño aumento en la

producción de TGF-

Cuando los fibroblastos MRC-5 se cultivaron en medio MME sin estímulo

sintetizaron 266 ± 19.2 pg/ml de TGF-

produjeron 286 ± 17.2 pg/ml. Al estimular las células con PMA la producción

de TGF-
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y FILM, se obtuvieron 284 ± 19.6 pg/ml de TGF-

producida solamente con el FILM. 

La concentración del TGF- -5 fue significativa

cuando se comparó con la producción de las otras dos líneas celulares, pero

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

Determinación de TGF-
adyuvante
En la tabla puede observarse el valor basal de TGF-

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 agregó además de FILM, el AF. El incremento en el TGF- grupos

inoculados con FILM y con AF+FILM fueron significativos al compararse con

el grupo control (Tabla 1). 

   

Estudio Macroscópico
Los datos macroscópicos obtenidos a las ocho semanas coinciden con los  

resultados de producción de TGF- que el grupo control no

fue totalmente negativo, ya que las inyecciones con PBS, fueron capaces de

inducir la producción de TGF-

En el grupo con AF se puede observar una intensa inflamación,

vasodilatación, peritoneo hemorrágico, nódulos y adherencias. En el grupo

con FILM hay vasodilatación, inflamación menos intensa que, peritoneo

discretamente hemático, fibras adherentes y formaciones neovasculares. En

el grupo de AF + FILM se observó una reacción inflamatoria cicatricial con

depósitos de material blanquecino, peritoneo cianótico, fibras adherentes, 

neoformación vascular e incluso circulación colateral, que en ocasiones

formaron puentes. La reacción más intensa correspondió a los animales
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inoculados con AF (Figura 7) y la menos intensa a los animales que solo se

les inoculó FILM (Figura 8). 

DISCUSIÓN

Los resultados presentados en este estudio, junto con los producidos por

investigaciones previas y en paralelo sobre el FILM señalan que este

pentapéptido podría resultar relevante en dos vertientes. Por una parte en la

comprensión de la interacción amiba-humano, su patología, manejo, curación

y eventualmente su prevención. Por otro lado también es de interés su

potencial como herramienta al servicio de la medicina o la ciencia. Ya que

podría servir como instrumento para entender mejor procesos biológicos

como la inflamación, la cicatrización y sus sistemas de regulación intra e

intercelulares y genéticos.  

Finalmente sus propiedades podrían aprovecharse como un potencial

fármaco modulador de la inflamación y/o cicatrización, por ejemplo en casos

de fibrosis y cirrosis hepáticas, adherencias posteriores a la cirugía o

limitación del daño traumáticos en la médula espinal. 

Sin embargo para esta visión integral se requiere un enfoque con

aproximaciones desde panorámicas 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 íntegros, 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 específicos de cada estirpe. 

Sin excluir las determinaciones de concentraciones moleculares en sangre o

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

computacionales. 

Efectos del FILM en el enfoque integral in vivo  
Esta es la aproximación más panorámica, en individuos completos, con toda

la complejidad de las interacciones celulares inmunitarias o no y las

cascadas moleculares asociadas a la inflamación.

Los estudios in vivo señalan, primero, que los efectos anti-inflamatorios del

FILM son de un tipo y magnitud que permiten su expresión objetiva en los

animales experimentales, en forma topográficamente circunscrita. Así la

inhibición de la hipersensibilidad retardada cutánea por contacto al DNCB, en

la que participan esencialmente los leucocitos agranulocíticos, monocitos y

linfocitos, constituye evidencia in vivo, de que los efectos inhibidores del

FILM documentados in vitro, sobre la locomoción, la fagocitosis y las

funcionalidades  citoesquelética y energética, son suficientes para alterar la

evolución de la respuesta inflamatoria tardía 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

inmunosupresión sistémica, y explicar así las características de la pobre

inflamación tardía que se observa en la amibiasis invasora humana. 

Los experimentos in vivo de cicatrización con el FILM muestran efectos de

este. 

estimulante de la inflamación y reducen, también sin impedir, la cicatrización

en modelos inflamatorios muy intensos en las cavidades corporales. Sin que

se observen datos de inhibición excesiva como serían 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 cicatrización. Posiblemente un efecto adicional

al efecto anti-

transición

inflamatorio cicatriciales, este segundo proceso no se llegara a iniciar. Pero

este mecanismo solo no es suficiente para explicar el retraso de la

cicatrización cutánea en un modelo de corte quirúrgico donde el estimulo

inflamatorio es mínimo y donde la cicatrización se desarrolla hasta reparar la

herida. El efecto del FILM, vía monocitos, tampoco explica muy bien el hecho

de que la reducción de las adherencias y cicatrización peritoneal sean

claramente detectables hasta a ocho semanas. Especialmente si asumimos

que la vida media del FILM en el cuerpo debe ser corta por eliminación

debido a su pequeño tamaño o degradación/inactivación debido a su

naturaleza peptídica. Todo lo cual hace más factible que exista un segundo

efecto del FILM sobre los fibroblastos, la colágena o las moléculas

coordinadoras de la cicatrización. Los hechos de que  la secuencia genética

del pentapéptido aparezca en una molécula adaptadora del proceso de

cicatrización y de que el FILM afecte la expresión de más genes en las

células fibroblásticas MRC-5 que en las monocíticas U-937 también son

consistentes con un efecto directo sobre la cicatrización. Este hipotético

segundo efecto del FILM sobre la cicatrización también sería consistente con

la observación de la curación del AHA donde  la regeneración es

prácticamente perfecta, sin cicatrización, a pesar de que, en el borde del

absceso, aunque lejos de las amibas, se forma un anillo de infiltrado

mononuclear que, en principio, debería inducir la encapsulación del absceso.

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

de novo
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modular las cascadas de señales propias del huésped a niveles intra y

extracelulares. ¿Dónde? Eso es todavía un misterio, a nivel intracelular las

vías de NF-

TGF-

Efectos intracelulares moleculares y genéticos
El FILM participa en una multiplicidad de efectos a distintos niveles del

fenómeno inflamatorio, esto sugiere que su acción biológica es diversa y

altera la expresión de señales pro y antiinflamatorias de las células que

participan en el proceso.  

El FILM induce la translocación del homodímero p50/p50, que abate la

transcripción de genes inflamatorios en el sistema NF-

de IL- -

por lo que se considera que el FILM actúa a través de estas vías de

señalización (52). 

Los fibroblastos participan en los procesos inflamatorio y cicatricial, 

intervienen en la respuesta inmune y secretan TGF- -CSF, TNF, 

-1, IL-5, IL-6, IL-8, IL-11 (19) además de

mediadores lipídicos. 

El TGF- a colágena, es quimiotáctico para los

fibroblastos y los induce a sintetizar proteínas de la matriz extracelular

incluyendo colágenas tipos I y III, fibronectina, vitronectina, tenascina y

proteoglicanos (53).  

Se ha demostrado que el FILM altera en fibroblastos de la línea celular MRC-

5 diferentes grupos de genes, entre otros, factores de crecimiento, genes

involucrados en angiogénesis, proliferación y diferenciación celular, síntesis y
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degradación de matriz extracelular y del desarrollo de tejidos, todos ellos

participan en las etapas finales del proceso de remodelación y cicatrización

(54). Entre los genes que mostraron una disminución de expresión 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 expresión están

Activin B, Activin RIB y Activin RIA, los cuales también pertenecen a la

familia TGF-

participan en la vía de señalización NF-

Los valores obtenidos de TGF- -5 (sólo con MME), 

muestran que la producción constitutiva de la citocina es superior a la

encontrada en las otras líneas celulares estudiadas. El FILM y el PMA

aumentaron su producción.

Las células de la línea celular U-937 y los monocitos de sangre periférica

produjeron cantidades similares de TGF-

el FILM. Esta producción es mayor si se compara con la producción

constitutiva de estas células (sólo con RPMI), lo que puede ayudar a que

disminuya la inflamación y la secuela cicatricial en pacientes con absceso

hepático amibiano tratados, ya que se ha demostrado que el aumento en los

niveles de TGF-

cantidades muy elevadas y persistentemente producidas inducen fibrosis. 

El efecto que tiene el FILM sobre la expresión de genes que participan en la

síntesis/degradación de matriz extracelular, vasculogénesis y angiogénesis, 

sugiere que los fibroblastos experimentan una continua remodelación y

tienen un papel importante durante la reparación (55,56), el FILM ejerce un

equilibrio en estos procesos de proliferación/remodelación de los fibroblastos

y quizás otros tipos celulares que participan en el proceso de cicatrización. 
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Otros estudios han mostrado la producción constitutiva de TGF-

líneas celulares (RBL-2H3, MLA-144). Cuando estas líneas celulares se

estimularon con PMA más ionóforo de calcio, solamente se liberó una

pequeña cantidad adicional de  TGF-

Las vías que participan en la transcripción de TGF-

JNK, mientras que la translación requiere la activación de Rho GTPasa,

P13K y Akt (58). Para la producción y liberación de citocinas existen la vía

constitutiva y la inducible, sin embargo ésta última se puede suprimir

selectivamente por agentes farmacológicos (57). Los resultados de nuestro

estudio sugieren que la producción constitutiva de TGF-

cuando las células de las tres líneas celulares se estimularon con FILM o con

PMA. A este respecto, podemos suponer que el mecanismo involucrado en

la producción de TGF-

dosis usada de PMA, ni la de FILM fueron capaces de estimular su

producción. Al respecto, otros estudios han mostrado que la producción de

TGF-

En pacientes que curan de absceso hepático amibiano, es probable que la

cantidad de proteínas de la matriz (fibrina, colágena) disponible sea

suficiente para la regeneración del tejido, pero no para que se forme una

cicatriz, el FILM producido por la amiba puede actuar sobre estas proteínas

aumentando su destrucción, o bien regulando la producción de TGF-

disminuir la cicatrización. Sabemos que el FILM participa en las vías de

señalización NF-

producción de moléculas involucradas en la respuesta inmune (inflamación, 

cicatrización, quimiotaxis). Existen además datos que sugieren una

polarización hacia Th2 en la respuesta celular (45). 
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Se ha sugerido que los macrófagos juegan un papel importante en la

regeneración óptima del hígado en estudios in vivo. En estadios tempranos e

intermedios del absceso hepático amibiano se secreta abundante TGF-

que promueve la proliferación de hepatocitos y de otras células no

parenquimatosas, a su vez la baja producción en los estadios tardíos puede

disminuir su efecto estimulatorio sobre las células productoras de fibras de

colágena, lo que le permite tener un papel regulatorio en el proceso de

regeneración hepática (60). 

Los monocitos son células clave en el proceso de inflamación tardía y

participan en la cicatrización (61), el FILM, al actuar sobre ellos puede reducir

la intensidad de las señales de activación enviadas a los fibroblastos, células

que participan importantemente en la regulación de la cicatrización. 

Experimentos en paralelo en un modelo en jerbos (43) mostraron que el

FILM inhibió parcialmente la respuesta inflamatoria cicatricial en peritoneo,

inducida por la inyección intraperitoneal de AF.  Este cambio morfológico fue

visto aún ocho semanas después del reto y se manifestó como depósitos de

material blanco-amarillento, que podían formar nódulos y algunas

adherencias. Este fenómeno tuvo menor intensidad al inyectar el AF

simultáneamente con el FILM. 

La reacción peritoneal al AF y su atenuación 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-

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 más severo

que en los otros grupos estudiados, probablemente debido al potente efecto

inflamatorio del adyuvante, estos cambios inflamatorios se originaron en

etapas tempranas, y aún ocho semanas después la producción de TGF-

sérico fue similar a la del grupo control, cuya respuesta inflamatoria fue

mínima 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-

suprimir la inflamación a través de las citocinas inflamatorias y promover

entre otros los procesos de cicatrización, fibrosis y angiogénesis, algunos de

los cuales estuvieron presentes en el área afectada. 

Se han señalado varias vías intracelulares sobre las cuales el FILM ejerce su

acción originando su efecto antiinflamatorio. Son necesarios más estudios

para conocer exactamente el papel regulatorio del TGF-

regeneración hepática y conocer si el FILM participa en la señalización

intracelular a través de otras vías como la Smad involucrada en la producción

del TGF-

En cuanto a la recuperación motriz se ha demostrado que la administración

directa en el sitio de la lesión de  algunos fármaco 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 daño ocasionado por una lesión. La aplicación directa del

FILM favoreció esta recuperación, lo que posiblemente indica que hubo una

regeneración del tejido neural. El FILM tiene un efecto neuroprotector, 

promueve la expresión de TGF-

conservación, como puede verse por los datos de la recuperación motriz. 
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En experimentos previos, aplicando el FILM en el sitio de la lesión, se

demostró la inhibición de adherencias pericárdicas y de peritoneo así como

disminución de la hipersensibilidad retardada en cobayos.  

Algunos estudios han tratado de dilucidar el efecto neuroprotector del TGF-

que incluyen los fenómenos de neurogénesis y sinaptogénesis, los cuales se

han descrito en la reorganización de la vascularización cerebral después de

la isquemia (30). Nuestros resultados mostraron que en el grupo tratado con

FILM el TGF- 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 inmunológicas

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 cicatrización cutánea (en el esquema utilizado)

sin impedir su desarrollo hasta el cierre de las heridas. En peritoneo, el FILM

reduce parcialmente la formación de adherencias peritoneales y sus

consecuencias. Aunque está por determinarse si impide la transición de

inflamación a cicatrización o si inhibe la fase proliferativa o incluso si estimula

la fase de reabsorción. En pericardio, el FILM reduce, parcialmente, la

formación de adherencias pericárdicas, con lo que ayuda a reducir la

inflamación en el periodo postpericardiotomia temprano y la formación de

adherencias residuales gruesas a largo plazo.
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En sistema nervioso, el FILM promueve la expresión de TGF-

puede generar un efecto neuroprotector en este tipo de lesión, por lo que

representa una estrategia farmacológica para disminuir los daños

ocasionados por una LTME.

Relevancia del FILM en la amibiasis y como fármaco potencial. 
El conocimiento de los fenómenos producidos por el FILM, permite

considerarlo como un elemento relevante en la patología de la amibiasis, y

consecuentemente en sus tratamientos. Sus propiedades permiten explicar

la pobre respuesta inflamatoria tardía, la ausencia de leucocitos

mononucleares enfrentando a la amiba, y el desarrollo progresivo del

absceso hepático. También es posible explicar a través de él y sus efectos la

ausencia de cicatrización, que permite al hígado, recuperarse por

regeneración sin el obstáculo de cicatrización excesiva como es el caso

desafortunado de algunas hepatitis virales.  

El FILM visto como medicamento también presenta un potencial múltiple: 

El efecto modulador de la inflamación del FILM, particularmente intenso

sobre los monocitos, pero que no mata a los leucocitos ni genera

inmunosupresión sistémica, permite proponerlo como un inmunorregulador

de la repuesta inflamatoria inmunológica. Por otra parte, al retrasar la

retracción de las heridas, el FILM convierte en un potencial regulador de la

cicatrización cutánea excesiva por ejemplo en quemaduras. 

Al reducir las adherencias peritoneales sin impedir la cicatrización podría ser

un mecanismo auxiliar para evitar esta complicación de la cirugía. Ese mismo

efecto, en pericardio, permitiría atenuar la intensidad de la reacción

pospericardiotomía, que es una complicación temporal pero grave. Además

de reducir la dureza y/o grosor de las adherencias pericárdicas lo cual
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facilitaría las cirugías cardiacas que deban realizarse a más de un tiempo

quirúrgico.  

La aplicación del FILM en las lesiones de médula espinal en el momento

adecuado podría coadyuvar a la reducción del daño y eventualmente a una

recuperación más exitosa de las estructuras directa o indirectamente

dañadas por la lesión medular. 

También cabe considerar que su pequeño peso molecular, su composición y

su capacidad de prevenir la respuesta contra el mismo, hacen poco probable

la generación de anticuerpos, inmunidad, o reacciones contra él.
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Figura 1. Cromatografía (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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  A    B    C

Figura 2. Regulación de las adherencias peritoneales por FILM. A) Peritoneo
normal en jerbos: órganos libres y peritoneo lustroso y transparente. B)
Respuesta a la aplicación de adyuvante de Freund: múltiples adherencias y
reacción inflamatoria y cicatricial. C) Respuesta a la aplicación de adyuvante
de Freund junto con FILM: la reacción es mucho más reducida. 

  A      B

Figura 3. Reacción intraperitoneal en cobayos. A) Respuesta a la aplicación
de adyuvante de Freund: presencia de material adherente incluso con vasos
neoformados. B) Respuesta a la aplicación de adyuvante de Freund junto
con FILM: aspecto mucho más cercano a lo normal.
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Figura 5. Determinación de la concentración de TGF-
animales con LTME y tratados con FILM (200μg) o PBS después de la
lesión. La concentración de TGF-
días. El TGF- con FILM que en aquellos
que se trataron con PBS, (p<0.05).  
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Figura 6. Expresión relativa por PCR Tiempo real de TGF-
expresión relativa por PCR-TR de TGF-
las 3 horas, 7 y 10 días después de una LTME moderada, la expresión
relativa de TGF- con FILM, inmediatamente después
de la lesión, tuvo una diferencia significativa, Kruskal- Wallis (**p < 0.01 a las
3 h y *p < 0.05 a los 7 y 10 días) en comparación con el grupo de  PBS y el
grupo basal. 

3 horas 7 días 10 días
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Figura 7. Estudio macroscópico en el grupo con AF. Vasodilatación e
inflamación intensa, peritoneo hemorrágico y adherencias. 

Figura 8. Estudio macroscópico en el grupo con FILM. Vasodilatación e
inflamación menos intensa, fibras adherentes y formaciones neovasculares. 
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Tabla 1 

TGF- en el suero de ratas inmunizadas

Inmunización    pg/ml
PBSa 7298

Adyuvante de Freundb 8989

FILMc 13710    

Adyuvante de Freund +
FILMd

12666

a PBS (control), b Adyuvante de Freund,  
c Factor inhibidor de la locomoción de monocitos
Análisis estadístico: NS no significativo (a vs b; c vs d);
p <0.02 (a vs c; a vs d);  p <0.05 (b vs c; b vs d)
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