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Titulo del Estudio: RESPUESTA INFLAMATORIA Y DE FASE AGUDA EN EL
ABSCESO HEPATICO AMIBIANO MEDIANTE EL
ESTUDIO DE LEUCOTRIENOS B4, C4, EAYD4 E
INTERLEUCINA 1 BETA, INTERLEUCINA 6 Y FACTOR
DE NECROSIS TUMORAL ALFA.

Numero de paginas: 129 Candidato para el grado de Doctor en
Cienclas con especlalidad en Quimica

Biomeédica.

Area de Estudio: Ciencias de la Salud

Propdésito y Método del Estudio: El absceso hepatico amibiana se caracteriza
por la destruccién de tejido en las zonas invadidas por los trofczoitcs
dando una respuesta inflamataria y de fase aguda caracteristica. Se ha
propuesto que esta respuesta puede ser regulada por varios
mecanismos entre los cuales las citlocinas y los leucotrienos pueden
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estar involucrados. Masta la fecha no se cuenta con una evidencia que
demuestre como estos mediadores regulan la respuesta inflamatoria en el
absceso hepatico. Una estrategia que podria aportar pruebas directas acerca
de la participacion de estos mediadores, es realizar la determinacion de los
niveles de las tres citocinas principales reguladoras de la respuesta de fase
aguda asi como la determinacion de leucotrienos. De esta manera los objetivos
del presente trabajo fueron evaluar a nivel sistémico los niveles de IL-6, IL-1f y
FNT« en suero de pacientes con AHA por €l método de ELISA y la separacién
e identificacién del LTB4, LTC4, LTD4 y LTE4 en orina de pacientes con AHA
por cromatografia de liquidos de alta resolucion y conocer el grado de
significancia estadistica de los resultados. Nuestros pacientes fueron evaluados
durante |a fase clinica aguda y periodo de post-recuperacion. Se determiné
también la cancentracién de 5 proteinas de fase aguda: TRF, CER, HPT, PCR y
C3 por nefelometria para demestrar una respuesta de fase aguda. Se estudid a
la par un grupo de sujetos sanos sin antecedentes de proceso inflamatorio
alguno coma grupo control.

Contribuciones y Conclusiones: Se encantré diferencia estadisticamente
significativa en la mayoria de las proteinas de fase aguda asi como en las
citocinas estudiadas en la fase aguda de la enfermedad con respecto al grupo
past-recuperacion y al grupo control, La IL-6 puede ser el principal mediador de
la RFA observada por la estimulacion positiva de PFA como la PCR , CER y
HPT y a la vez existe una inhibicién de TFR y C3 en este grupo de pacientes.
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Entre las 3 cilocinas estudiadas la IL-8 se encontrd significativamente mas
elevada que la IL-1f y el FNTa en la fase aguda. Los niveles de citocinas en la
mayorta de los grupos de estudio, no presentaron relacién estadisticamente
significativa con las PFA y los leucotrienos. Para el analisis de los metabolitos
del acido araquidénico en muestras de orina con el método de CLAR-FR se
obtuvieron resultados: rapidos, reproducibles, sensibles y con buenas
porcentajes de recuperacién. La presencia del leucotrieno quimiotéctico (LTB4)
en 30/49 pacientes con AHA indican que estos podrian estar involucrados en
las alteraciones quimiotacticas reportadas en la fase inicial del AHA. La
participacion de los LTS en el AHA es determinante ya que en 42/49 (85.7%) de

este grupo de pacientes se datectd al menos un leucotrieno.
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CAPITULOI
INTRODUCCION

1.1 LA RESPUESTA INFLAMATORIA

La respuesta inflamatoria es un proceso fisiopatdlogico que involucra la
migracién de elementos formes de la sangre y proteinas al tejido afectado. Este
procesoc se caracteriza por: dolor, calor, infiltrado celular y disminucion de la
funcidn. Las fases vascular y celular en el proceso inflamatoric san controladas
por diferentes mediadores que actian en su amplificacién ", Los sistemas
efectores humaorales y celulares: el sistema del complemento, el sistema cinina-
calicreina, el sistema de coagulacidn y fibrinolitico son partes fundamentales en
este proceso ('3

La respuesta inflamatoria aguda es inducida durante una infeccién o
lesion por factores liberados en el sitic daflado y puede progresar a |a fase
cronica. La respuesta inflamatgria es un proceso altamente complejo y bien
organizado. Las células del sistema fagocitico mononuclear se encuentran en el
centro de ésta organizacidn y dirigen las diversas fases de la respuesta
inflamatoria 5!,

Las etapas tempranas de |la respuesta inflamatoria estan requladas por
los neutrdfilos. Estas células y otros tipos celulares del sistema inmune son
atrapadas en un coagulo de fibrina al mismo tiempo que |a lesidn sana y se
elimina al organisme invasor. Durante la fase aguda de la respuesta

inflamatoria, |0s fagocitos mononucleares inactivos en el tejido son activados



por sustancias que se originan en el sitioc de la inflamacién (i.e. interferén
gamma). También existe una proliferacidn localizada de fagocitos
manonucleares en el tejida y un infilrado de monocitos de la sangre '3,

La capacidad de las células para migrar hacia los tejidos durante el
proceso es controlada en parte por interacciones especificas entre los
monocitos y el endotelic vasculac a traves de las moléculas de la superficie
celular conocidas como integrinas. Estas moléculas son expresadas
especificamente en (as células que se encuentran en el sitio de [a inflamacién
en respuesta a otras sustancias generadas durante el proceso inflamatario ',

Algunos factores derivades del suero, de bacterias, de parasitos y de
linfocitos B y T pueden aumentar la velocidad de migracién y controlar fa
orientacién y el movimiento de los fagocitos mononucleares en una direccion
especifica (quimiotaxis) !, Los factores quimiotacticos estimulan a un gran
nimero de monocitos para su migracion y e infiltracién en el tejido. Los
monocitos se mueven hacia el sitio de lesion o infeccidn, lo cual sugiere un
mayor gradiente de concentracién de los factores quimiotécticos en esa zona.
Una vez que los monocitas dejan la circulacidn, ocurren alteraciones en su
morfologla y caracter(sticas histoquimicas celulares; las células se canvierten
asi en macréfagos y asumen funciones especificas en el tejido en e cual
residen. Cuando los macréfagos son atraldos al sitio de la inflamacion por
factores quimiatacticas, otras sustancias (i.e, linfocinas y enzimas proteoliticas)

al parecer funcionan para retener a |0s macréfagos en el sitic de la

inflamacion-S!,



Finalmente, durante la fase crénica de la respuesta inflamatoria, los
monocitos y los linfocitos predominan sabre log neutrdfilos. Los fagacitos
mononucleares eliminan las células muertas 0 aganizantes, como loa neutrdfilos
y sintetizan y excretan factores que “limpian” la lesién e inducen la

neovascularizacion y el crecimiento de células nuevas '/,

1.2 LA RESPUESTA INFLAMATORIA EN EL ABSCESO HEPATICO
AMIBIANO

La amibiasis es una parasitosis causada por el protozoario Entamoeba
histolytica. Afecta al 10% de la poblacién mundial en su prevalencia®”. El 10%
de los sujetos infectados presentan cuadre clinico. La mortalidad por la
infeccidn se calcila en alrededor de 100,000 personas a! afio. En el 10% de
los individuos infectados el parasito invade la mucosa intestinal y puede
diseminarse a ofros drganos, de los cuales el higado es el drgano
principalmente afectado con la formacidn de abscesas®?.

El absceso hepatico amihiano (AHA) es la complicacién extraintestinal
mas frecuente de la amibiasis invasora en México. Clinicamente se caracteriza
por: dolor en el drea hepética, con fiebre alta, ndusea, vémitos y en algunos
casos diarrea o disenteria. A |a exploracién fisica existe hepatomegalia dolorgsa
y en algunos casos ictericia moderada. Los estudios de laboratorio muestran
leucocitosis, anemia normocitica-narmocromica, elevacion de la fasfatasa
alcalina e hipoalbuminemia y en algunos casos existe elevacion de la bilirrubina

conjugada; ademas hay anticuerpos antiamibianos en el suero de casi el 100%
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de estos pacientes ™. Histopatologicamente las lesiones amibianas muestran
infiltrado celular variado indicando la participacién activa del sistema inmune. La
mayoria de las descripciones histopatolégicas se refieren a casos de autopsia,
con la descripcion de estadios avanzados, caracterizados por necrosis y
destruccion extensa de la glandula hepatica. La amibiasis intestinal aguda es
acompafiada por una inflamacién hemorragica generalizada de la mucosa
intestinal del colon, con edema pronunciado e infiltrado de neutrdfilos y
egsindfilos. También en (a amibiasis hepatica el tejido hepatico viable que rodea
el abscesa puede contener infiltracién de neutréfilos y eosindfilas &9,

Se han empleado diversas especies de animales para |a produccion
experimental de lesiones hepalicas; Tsulsumi y cols. reportaron en hamsters,
extenso infiltrado de células polimorfonucleares (PMN) rodeando a los
trofozoitos de Entamoeba histalytica en la fase inicial de la formacion del
absceso. El resultado de este estudio involucra tres fases consecutivas:
inflamacién aguda, formacion de granuloma y necrosis progresiva {'?. En el
AHA en el humano, la respuesta inflamatoria y de fase aguda se caracteriza
por fiebre, leucocitosis e incremento en la sintesis de protelnas de fase
aquda'*®. La respuesta inflamatoria es regulada por diversos mediadores
activos que se liberan en tejidos locales e incluyan productos deé metabolismo
de fosfolipidos (metabolitos del acido araquidénica) y mediadores polipetidicos

0 citocinas 108 cuales lienen efectes fisioldgicos amplios y variados!'+12



1.3 LAS CITOCINAS

Las citocinas regulan el crecimiento, la motilidad, la activacién y la
diferenciacion de diversos tipos de células™. Se ha estudiado el papel de las
citocinas como mediadoras de la respuesta inflamatoria en diversas
enfermedades parasitarias™'®, La participacién en la patogenia y en la

proteccion del hospedero ha sido definida en las enfermedades causadas por
plasmodium, trypanosomas y leishmanias 1719

Las citocinas como (a interleucina € (IL-6), Intereucina 1 (IL-1) y el
Factor de Necrosis Tumoral a (FNTw) son los mediadores mas impartantes en
la sintesis de proteinas de fase aguda en el hepatocito®®. |a secrecién de
estas protelnas plasmaticas constituye una respuesta a la infeccién y sefiala la
presencia del proceso inflamatorig®*%),

El FNT« también conocido como caquectina y el FNT@ también conocido
como linfotoxina son dos proteinas estrechamente relacionadas. Estas
moléculas se unen al mismo receptor de superficie celular, sin embargo su
efecto es diferente. El FNTPes producido por neutréfilos activados, los
linfocitos T y los B, las células NK, las células endoteliales, las células de
musculo liso y por algunas células trasformadas mientras que el FNTa es
producido par los linfocitos, macrofagos, queratinocitos, fibrablastos vy
astrocitos. El FNTa humano es un polipéptido de 157 residuos de aminoacidos
con un peso molecular de aproximadamente 17 kDa bajo condiciones

desnaturalizantes 3"



El FNTa es una citocina que tiene efectos pleiotrdpicos y parece tener
un papel clave en el fendmengo inflamaltorio al ejercer su accidén en las células
inflamatorias y endoteliales'*'?. Se ha reportado el incremento de FNTa en el
plasma de pacientes con diversas infecciones bacterianas y parasitanias. Los
niveles  plasméaticos elevados de FNTa que han sido detectados en
pacientes infectados con prondstico pobre sugieren un papel patogénico
de esta citacina *%9,

La IL-6 es una prateina multifuncional producida por las células linfoides
y na linfoides y por células normales y transformadas: células T,
monocitos/macrdfagos, fibroblastos, hepatocitos, células endoteliales, células
de mieloma y carcinomas. La produccion de IL-6 por estas células puede ser
regulada positiva 0 negativamente por una variedad de sefiales induyendo
mitogenos, estimulacidn antigémica, lipopolisacaridos, IL-1, FNT y virus. En
base a sus actividades |a IL-6 también es conocida con diversos términos
como: interferdn beta, protelna de 26 KDa, factor-2 estimulador de células B,
factor de crecimiento hibridoma/plasmacitoma, factor estimulante del hepatocito,
factor diferenciador de células T citotdxicas y factor inductor de granulocitos
macrofagos 73,

La secuencia del cONA de IL-6 en el humano predice una proteina de
212 residucs de amino4cidas con dos sitios potenciales de N-glicosilacion®?, La
vanedad de actividades descritas para la IL-6 sugiere que ésta juega un papel
importante en la mediacidn de la respuesta inflamatoria y de la respuesta

inmune iniciada por infeccién. El incremento de los niveles plasméticos de IL-6



ha sido reportado en pacientes con infecciones , en  enfermedades
autoinmunes y neoplasicas“®*%,

La IL-1 es el nombre que se designa a dos proteinas, IL-1a e IL-1p las
cuales san productos de distintas genes que reconocen el mismo receptor de la
superficie celular. Con excepcion de los queratinacitos de la piel, de algunas
células epiteliales y de ciertas células del sistema nervioso central, la IL-1 na es
producida constitutivamente. En respuesta a estimulos inflamatorios:
endoloxinas microbianas y agentes infecciosas se cbserva un incremento
dramatico en la produccion de IL-1 por macréfagos y diversas células
implicadas en el proceso inflamatorio. La IL-1a € [L-18 son polipéptidos
estructuralmente relacionados que muestran un 25% de homoiogia en su
secuencia de aminoacidos. Estas proteinas son sintetizadas como precursores
que subsecuentemente se fragmentan en protelnas con un pesc molecular de
aproximadamente 17.5 KDa “+49),

La IL-1 posee una variedad de actividades bialdgicas. En el higada inicia
la respuesta de fase aguda con un incremento en la sintesis de proteinas
hepaticas y disminucibn de la produccion de albamina. La produccidn
prolongada de IL-1 ha sido implicada en una variedad de condiciones
patoldgicas entre las que se incluyen sepsis, artntis reumataide, lenfermedad
inflamatoria del intesting, diabetes mellitus dependiente de insulina y

arteriosclerosis %%



1.3.1 Las citocinas en ¢l absceso hepitico amibiano

En un periodo de 12 a 24 hrs después de una infeccion el higado
responde a la exposicién a citocinas iniciando una respuesta de fase aguda
hepatica con sintesis de aminoacidos y medulacion de la glucogénesis.
Subsecuentemente las mismas citocinas influencian la respuesta inmune contra
el organismo invasor®l, La sefial de incremento de la sintesis hepatica de
proteinas de fase aguda es derivada de macrdfagos en el sitio de inflamaci6n(s
%), Este factor estimulador del hepatocito (IL-6) es idéntico al factor estimulador
de la célula B que es secretado por monocitos activados en conjunto con (L-1y
FNTS¢),

Las funciones reguladoras de {as citocinas en el AHA son escasamente
conocidas; no obstante, en la infeccién por parasitos la respuesta del hospedero
depende de m'tiples factares®®

Los niveles plasmatlicos e in vitro de FNTa e IL-8 producidos por células
mononucleares de pacientes con AHA se determinaron recientemente por
medio de técnicas de bioensayo®™. Asimismo, se ha descrito un incremento en
la expresian y secrecion de citocinas quimicatractantes e inflamatorias i vifro
en cultivos de células epiteliales y células del estroma. La produccion de IL-8,
GRO« e IL-6 se ha asociado en respuesta a infeccion por E. histolytica %,

En un estudio retraspectivo en suero de padentes con AHA @ se

encontrdé ausencia sistémica de FNTa e IL-1p; estos hallazgos han sugerido

una paricipacion de estas citocinas en el fenémeno quimiotactico alterado que
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se observa en el AHA®. También se ha considerado como factor
determinante en la inmunagsupresidn transitoria observada en esta enfermedad
parasitaria *°.

Estas citocinas comparten una gran variedad de funciones bioldgicas y
su sinergismo en el proceso inflamatorio se ha descrito en diversos modelos
animales. Tanto el FNT como la IL-1 tienen funciones antiproliferativas in vitro
para los hepatocitos de ratones y de humanos. Es posible que su ausencia
confiera una ventaja homeostatica para el tejido hepdtico danado®,

Las citocinas coma IL-1,IL-6 y FNT son consideradas como los
principales mediadores de la inducciébn de proteinas de fase aguda por el
higado. Estas sustancias regulan la respuesta inmune especifica a los

protozoarios parasitos (%34

La ausencia sistémica de FNTa observada en estos pacientes confirma
las observaciones previas en pacientes con colitis amibiana o0 AHA y se sugiere
la accién de un mecanismo “regulador paraddjico” presente en pacientes con
AHA'*®)_ En estos casos, durante la etapa aguda del proceso inflamatorio

ocurre una destruccion importante tisular con inflamacion.

Se ha demostrada que la rhiL-6 regula la sintesis de protelnas de fase
aguda en los hepatacitos humanos y al comparar la accion de ésta con IL-1a y
FNTB scbre el hepatocito, sélo la IL-6 induce esencialmente el mismo espectro
de protelnas de fase aguda que se observa en los humanos durante un estado
inflamatorio@ 2 Esto podria explicar la respuesta alterada de las proteinas de

fase aguda descrita en los pacientes con AHA.
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1.3.2 Analisis de las citocinas

Los métodos actualmente en usa para el andlisis de IL-1f estan basados
en la estimulacion dasis-<dependiente de la incorporacion de timidina tritiada en
timocitos estimulados por fitohemaglutinina y en (a proliferacién de la linea
celular murina D10 de células T cooperadoras. Estos ensayos son prolongados
y no se distingue entre IL-1a e IL-1p. Los métodos para la deteccion de FNTa
estan basados en el efecto citolitico del FNTa en lineas celulares sensibles
como la L929. Estos ensayos requieren de 3 a 4 dias para realizarse y no son
especlficos para FNTa humano, mientras que los métodos para la deteccién de
IL-6 estdn basados en los efectos mitogéniccs de esta citocina en lineas
celulares apropiadas como B9, linea hipridoma de células B de ratdn, o en
T1165.85.2.1, una linea celular de ptasmocitoma de ratén. Estos bioensayos
consumen gran cantidad de iempo y no san altamente especificos para IL-6.
Las inmuncensayos Quantikine para IL-6 y Quantikine HS para IL-18 y FNTa
son un ensayo de ELISA en fase sélida que mide especificamente IL-6, IL-1p ¥
FNTa humana en un tiempo promedio de 5 hrs. La sensibilidad reportada de
estos inmunoensayos es de hasta 0.70 pg/mL., 0.10 pg/mL y 0.18 pg/mL

respectivamente para cada citocina %%,
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1.3.3 Analisis de las citocinas por ELISA

Los métodos de ELISA de alta sensibilldad para la determinacién de
citocinas emplean un anticuerpo monaclonal especifico para cada citocina
(FNTa y IL-1p) unidos a las microplacas. Estos sistemas cuentan con un
sistema de amplificacién en el cual |la fosfatasa alcalina desfosforila la reduccion
del fosfato dinucleétido adenina nicotinamida, NADPH (sustrato) al dinucledtido
adenina nicotinamida reducido, NADH. El NADH, se utiliza como un cofactor
especificc que activa un ciclo redox conducido por un sistema enzimatico
secundario constituido por alcohol deshidrogenasa y diaforasa. En la reaccién
catalizada por (a diaforasa, el NADH reduce una sal de tetrazolio (vicleta de
yodonitrotetrazolio —INT- ) produciendo formazan de color intenso y NAD+. El
NAD+ se reduce por etanol, en una reaccidn catalizada por |la alcohol
deshidrogenasa para generar NADH que se reincorpora al ciclo redox. La
reduccion de la sal de tetrazolio cuya evidencia es la cantidad del producto
coloreado formado, es proporcional & la cantidad de citocina unida en la etapa

inicial (Fig. 1) ®"%,
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* = Producta final colareado NADPH
Pi Q:&Fosfatasa alcalina
NAD
Acetaldehido Violeta de INT

Alcohol deshidrogenasa
Diaforasa

Etanol Formazan*
NAD+

Figura 1. Sistema amplificador de los métodos de ELISA de sensibilidad

alta para las citocinas

1.4 LAS PROTEINAS DE FASE AGUDA

Este grupo de protelnas presenta la propiedad comin de mostrar
aumento de su concentracion en respuesta a situaciones de estrés o de
inflamacidn, que se producen en las infecdanes, en las lesiones tisulares, en la
cirugla, en los traumatismas u otras necrosis tisulares &%)

En el humano durante una reaccion de fase aguda, la protelna C
reactiva y el amiloide A, son las proteinas que muestran un incrementa

acentuado en los niveles plasméaticos (aumentan de diez a mil veces). Las
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concentraciones plasmaticas de fibrinégeno, a1-antiquimiotripsina, haptoglobina
(HPT) y la al-antitripsina aumentan de dos a diez veces, mientras que la

albimina y transferrina (TRF) disminuyen®%.

La haptoglobina se combina con la hemogiobina que se libera durante la
lisis de los eritrocitos para mantener el hierro corporal y los depdsitos proteicos.
Los complejos hemoglobina-HPT son captados por el sistema fagocitico
meanonuclear tisular, donde la hemoglobina es degradada a globina y heme. El
heme posteriormente se transforma en hiemo y bilirubina. La HPT presenta dos
cadenas pesadas y dos cadenas ligeras ligadas por enlaces disulfuro,
conformando una estructura similar a la estructura bésica de las
inmunaglobulinas. La HPT normal (tipo 1-1) da lugar a una especie molecular
unica de peso molecular 100,000. Los individuos heterocigotos (1-2) presentan,
ademds de |la HPT tipo 1-1, una serie de multimeros por medio de enlaces
disulfuro intermoleculares a través de la cadena ligera duplicada. La HPT tipo 2-
2 se conforma por una serie de distintos multimeros, dado que la cadena ligera
tipo 2 tiene un peso molecular diferente de la cadena ligera tipo 1 .

La HPT sérica aumenta en respuesta al estrés, a la infeccién, a la
inflamacién aguda © a la necrosis tisular, debido probablemente a la
estimulacion de su sintesis. Durante un episodio hemolitico, las
concentraciones de HPT disminuyen a medida gue los complejos de
hemoglobina son eliminados de la circulacion. Este efecto se incrementa
durante la hemdlisis masiva, en quemaduras térmicas o en la anemia hemolitica

autoinmune. Asimismo, constituye una determinacidn atil para el seguimienta
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seriado de los pacientes que presentan una tasa uniforme y lenta de hemdlisis;
tales coma pacientes portadores de prétesis valvulares, portadores de
hemoglobinopatias y los que presentan traumatismos por ejercicio fisico. Las
concentraciones bajas de HPT pueden acompafar hepatopatias cuando la
capacidad de sintasis hepatica se ve alterada *+*".

La transferrina es una beta-globulina (siderofilina) que transporta iones
férricos. Estos son llevados de los depdsitos de hierro de la ferritina en la
mucosa O espacio intracelular a la meédula ésea. Ahl |08 precursores de
eritrocitos presentan receptores de TRF en sus superficies celulares. La TRF
esta formada por 687 amincacidos y tiene un peso melecular estimado de
79,850 Da. El andlisis de la secuencia de aminoacidos muestra que la TRF
tiene dos dominios homologos que pueden haber surgido de la duplicacién
contigua en un gen transferrinico ancestral. En esta protelna cada dominio
presenta un locus para Ia fijaciéon del hierro. En el suero normal, la TRF se halla
en concentraciones de 200 a 400 myg/dl y se define como la capacidad de
fijlacion del hierro (CFH). Los niveles de TRF aumentan al doble del nivel
normal o a niveles superiores en respuesta a un déficit fémrico de corta
evolucidn. La TRF es una especie molecular Gnica, con movilidad electroforética
fiia y puede presentar la apariencia de una paraproteina en casos de déficit
acentuado de hierro. Debe esperarse cierta deficiencia de hierro y elevacion de
la TRF en Ia gestacion. La administracidn de hiemro a pacientes deficitarios
aumenta la saturacion, produciéndose a continuacién una normalizacion de los
niveles de TRF. La saturacién crénica aparece en la hemocromatosis idiopatica

y en la hemosiderosis transfusional. En estas condicicnes, el hierro no puede
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desplazarse con normalidad para su eliminacion pues existe CFH no saturada.
Esto favorece los trastornos del depdsito que también se presenta en la
deficiencia congénita de TRF. La TRF puede restringir el crecimiento bacteriano
que requiere hierro mediante la formacion de quelatos de hierro. La pérdida de
proteinas puede contribuir al desamollo de una anemia hipocrémica %,

La ceruloplasmina (CER) es una proteina que migra en la fraccion de
alfa-2-globulina. Aunque se sabe que es una proteina fijadora del cobre, su
funcién precisa es desconocida. Es sintetizada en el higado, tiene un peso
molecular de 132,000 Da. y estd compuesta por una cadena polipeptidica. Si
bien, su concentracidon es inferior en €l momento del nacimiento, los niveles
séricos oscilan entre 20 y 40 mg/dl en |0s adultos normales. Existen elevaciones
al doble de su valor promedio en el curso del tratamiente anticonceptivo y
durante la gestacion © en una situacién de respuesta de fase aguda. Cada
molécula de CER puede fijar 6 atomos de cobre que le dan un tinte azulado a la
proteina y una coloracidon verde al plasma cuando hay concentraciones
élevadas. En (as alteraciones genéticas del metabalismo del cobre coma la
enfermedad de Wilson y el sindrome de Menkes, [as concentracicnes de CER
sérica estdn fuertemente disminuidas, sobre tcdo, en los portadores
homocigotos. Las disminuciones de CER, se presentan también en Ila
insuficiencia hepatica y en los sindromes de pérdida de proteinas ®+

Otro componente critico de la respuesta inflamatoria es la generacién de
la anafilotoxina C3a por la ruptura especifica del fercer componente de

complemento durante la activacién del mismo. EI' C3 del complemento es una

glicoproteina compuesta de cadenas a y §. Durante la activaciéon del
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complemento la cadena a es escindida por su convertasa para formar C3a el
cual tiene una actividad pro-inflamatoria. El resto de la molécula, C3b se
adhiere a la célula blanco para la ulterior formacidn del complejo de ataque a la
membrana celular. Los efectos de C3a son diversos e incluyen contraccion del
musculo liso, incremento de la permeabilidad vascular, liberacidon de histamina
de las celulas cebadas y liberacidn de IL-1 de macréfagos. La actividad
biolégica de esta anafilotoxina en suero esté limitada por una carboxipeptidasa
que remueve un residuo esencial de arginina del carbono terminal. La
disminucién de C3 aparece en trastornos autoinmunes cuando el sistema del
complemento es activado y el C3 se fija a los depésitos de inmunocomplejos en
los tejidos desapareciendo del suero (%4589,

La Proteina C reactiva (PCR) fue descubierta por interaccidn del suerg
con el polisacarido C de Streplococcus pneumaniae. Los pacientes que se
habian recuperado de infecciones neumocécicas presentaban esta reaccion. Se
pusa de manifiesto que la PCR se encuentra también en el suero de pacientes
afectados por ofros trastornos distintos a las infecciones neumocécicas. Esta
proteina aumenta notablemente siempre que existe necrosis tisular. Su peso
molecular oscila entre 118000 Da. y 144,000 Da. y presenta un elevado
cantenido en hidratos de carbono. Su concentracidn sérica en sujetos adultos
es de 470 a 1340 ng/mL. La PCR tiene mucha importancia como reactante de

fase aguda altamente sensible ain a concentraciones bajas (4% 89
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La PCR migra en el grupo gamma durante la electroforesis de protelnas
del plasma y puede formar una banda de aspecto monoclonal independiente en
los pacientes que presentan una respuesta inflamatoria intensa ©+°% %)

Se ha estimado el tiempo de respuesta asl como las cancentraciones
normales y producidas durante el proceso inflamatorio de algunas proteinas de
fase aguda (Tabla I).

Tabla |. Proteinas de fase aguda en enfermedades inflamatorias

Proteina Concentracién  Concentracion en Tiempo
Normal (gr/L) inflamacion aguda de
(griL) respuesta (hr)
PCR 7x10%.10 0.04 8-10
HPT 1.00-3.00 6.00 24
C3 0.60-1.20 3.00 48-72
CER 0.20-0.60 2.00 48-72

Refersncia # 64

1.4.1 Las proteinas de fase aguda en el abscesg hepatico amibiano.

El higado juega un papel predeminante en la sintesis de proteinas
plasméticas: albumina, haptoglobina , transferrina y ceruloplasmina. Los
experimentos clasicos de Miller y cols. han demostrado esta funcién 2.

En el AHA se ha descrito la presencia de una respuesta de fase aguda
caracterizada por fiebre, leucocitosis e incrementa en la sintesis de proteinas de
fase aguda™ ¥, En los pacientss con AHA los niveles de albumina @3 y

transferrina® estan disminuidos. Estos cambios son caracteristicos de




18

enfermedad hepatica ya que el dafio de las células del parénquima hepatico
puede resultar en una disminucion de la sintesis de proteinas séricas y en un
cambio en el metabolismo proteica. Ademas, se ha reportado el incremento de
los niveles séricos de C3 ™ y PCR ®) as( como niveles disminuidos de
albamina™, en los pacientes con AHA. Lo anterior sugiere la presencia de una
reaccion de fase aguda. Estos datos implicarlan que !as citocinas IL-6 y FNTa
pudieran participar en la regulacién de la sintesis alterada de las proteinas de
fase aguda que se observa en los pacientes con AHA.

Las citocinas IL-6, la IL-1 y el FNTa son consideradas como los
mediadores mas importantes en |a sintesis de proteinas de fase aguda en &l
hepatocita®? . La secrecitn de estas protelnas plasmaticas representa una
respuesta a la infeccién durante el proceso inflamatorio presente.

Las cambios en las protelnas séricas (i.e. TRF, ALB, FER) pueden ser
un indicador util en ciertas condiciones fisiopatoldgicas, por o que se han
estudiado los patrones séncos de éstas en diversas enfermedades parasitarias
(i.e. la malaria) ™. Es posible que los patrones séricos de estas protelnas
ayuden a diferenciar el AMA de otras condicicnes hepaticas, especialmente el
cancer primario de higado™. El dafio del parénquima hepatico puede resultar
en una disminucién en la sintesis de proteinas séricas y en un cambio en el
metabolismo proteico. Se ha reportado que la TRF disminuye en la hemélisis,
en la enfermedad hepatica, en la nefrosis y en la inflamacion™. Los pacientes
con AHA presentan disminucién de fa afbumina y de la transferrina®® 74 Estos

cambios son caracteristicos de enfermedad hepatica.
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La HPT es otro de los reactantes de fase aguda que se incrementa
rapidamente durante las infecciones® La inflamacion y el proceso neoplasico
también causan un incremento de esta proteina. Esta es también considerada
como un indicador muy sensible de la persistencia de la enfermedad hemolitica,
Concentraciones significativamente altas da HPT se han reportado en los

pacientes con AHA™,

1.4.2 Andlisis de las proteinas de fase aguda

La haptoglobina puede cuantificarse por medio de la fijacién con la
hemoglabina o por métedos inmunolégicos. Actualmente existen discrepancias
entre estas dos determinaciones al comparar los distintos fenotipos. En el
metodo descrito por Owen y cols. en 1980 la HPT se combina cen
metahemoglobina para formar un complejo HPT-metahemoglobina. El efecto
catalizador (de tipo peroxidasa) mide la oxidacion del guayacol por el perdxido
de hidrégeno, para formar tetraguayacol. La cantidad de HPT se expresa como
metahemog|obina combinada®%

La ceruloplasmina se puede cuantificar midiendo su actividad de oxidasa
en un ensayo colorimétrica can p-fenilendiamina. Se emplea ademas métodos
inmunoquimicos, debido a que la banda que se obtiene es demasiado débil
para ser utilizada en la electroforesis de prateinas®®,

La determinacion de proteina C reactiva se realiza por medio de la

capacidad de esta proteina para precipitar la sustancia C o por métodos
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inmunoldgicos que incluyen: las precipitaciones, el radicinmunoandlisis y el
inmunoensayo enzimaticg'®+%.

La técnica de nefelometria para el andlisis de las proteinas de fase
aguda se ha empleado recientemente en aplicaciones a gran escala, ya que se
dispone de instrumentos automatizados. Este métodc tiene las siguientes
ventajas: utiliza un volumen pequefio de muestra, es rapido, los resultados
estan disponibles el mismo dia y existe una precisién relativamente elevada en
los resultados. Las desventajas son. los costos de los reactivos y la necesidad
de un equipamiento especializada®*7¥, En comparacién con la técnica de
inmunodifusién radial (IDR) que también se emplea para determinar estas
proteinas, ambos métodos tienden a exhibir buena concordancia, aunque la
IDR es una técnica semicuantitativa, a menos que las dreas de precipitacion se
iean por densitometria. La eleccidn del metode a utilizar depende del numero de
las muestras disponibles (un nimero elevado favorece el uso de la nefelometria
y Un numero pequero (a IDR) y de la sensibilidad deseada‘® >,

En la Tabla |l se puede observar la comparacion de la tecnica de IDR y

nefelometria para el analisis de dos proteinas de fase aguda.
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Tabla IIl. Comparacidn de parametros de analisis de dos proteinas de fase

aguda

Parametro TRANSFERRINA HAPTOGLOBINA
IDR NEF IDR NEF

Temperatura 2312°C 22°C 2312°C 22°C

PH 7.4 7.0 74 7.0

Tiempo de

Reaccidn 18 hr. 30 min. 18 hr. 30 min,

Muestra suero suero suero suero

Tamario de

Muestra 5 ul 10 pl Sl 1l

Precisidn

(% CV) 3164% 28% 3.5-83% 2.5%

Ref. Quantiplate. Kaftestad Laboratories. Chaska. MN 55318.

1.5 LOS LEUCOTRIENOS

1.5.1 Metabolitos del acido araquidénico.

Diversos metabolitos del acido araquiddnico han sido considerados
mediadares potentes de la respuesta inflamatoria recientemente. Estos
metabolitos se clasifican en diferentes familias dependiendo de la via
enzimatica que se active. La via de la ciclooxigenasa incluye a las
prastaglandinas y los tromboxanos y en la via de la lipooxigenasa se producen
los leucotrienos (LTs) gue son metabolites formados por la accion de esta
enzima sobre el 4cido araquidénico. La modificacién de este acido graso por
hidroxilacién y oxidacién praduce el compuesto intermediario LTA4 el cual

puede convertirse en LTB4 o LTC4 por una hidrolasa y una glutation transferasa
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respectivamente. E| LTC4 es convertido en LTD4 por remocion de acido
glutdmico por accidn de la enzima gamma glutamil transpeptidasa y finalmente
el LTD4 es convertido a LTE4 al llevarse a cabg una remocion de glicina por
una dipeptidasa (Figura 2) ™ La accién quimiotictica del LTB4 y la accién
microvascular de los cistenil-LTS (LTC4, LTD4 y LTE4) indican el potencial
proinflamatorio de ambos grupos de LTs®#,

En el higado se realiza la sintesis de LTs al menos por tres tipos
celulares: las células de Kupffer, los hepatocitas, [as células cebadas hepaticas
y las células que infiltran al higado en procesos inflamatorios. De éstas, el
hepatocito es el sitio principal de captacidon e inactivacién metabblica® .
Posteriormente estos compuestos son eliminados por la via biliar. La sintesis de
estos mediadores puede alterarse en enfermedades que afectan al higada
como en las hepatopatias agudas y crdnicas asi como en la insuficiencia
hepatica fulminante, en |las cuales se ha determinado una relacién entre la
respuesta inflamatoria observada y la presencia de LTS. En estas condiciones,
las celulas inflamatorias que infiltran al higade también pueden contribuir en la

produccion de LTS %99,
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ACIDO ARAQUIDONICO

Figura 2. Cascada del &cido araquiddnico via lipooxigenasa,

1.5.2 Los leucotrienos en el absceso hepéatico amibiano

Se desconoce el papel gue juegan los LTs en la patogenia y en la
evolucion del AHA. Aunque la patogénesis de esta entidad no ha sido bien
caracterizada, la generacidn de quimioatractantes de leucocitos en el sitio de la
infeccign pudiera representar un papel crucial en la respuesta inflamatona
descrita en ésta infeccion parasitaria. Mufioz y cols. reportaron alteracién de la

guimiotaxis de polimorfonucleares en pacientes con AHA lo cual puede
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relacionarse con la accién de LTB4 y de péptido-LTs que se observan en otros
pracesos inflamatorios que afectan al higado™,

Ha sido reportada la produccion de eicosanoides por parasitos, aunque el
sistema enzimatico del pardsita (nvolucrade en (a biosintesis de estos
mediadores no ha sido identificado. Se ha demostrado que los trofozoitos de E.
tustofytica pueden producir un tipo de eicosanoides in vitrg, sin embargo en
otras parasitosis se ha demostrado la produccidén de LTS: LTB4 y LTC4 en
casos de Schistosoma mansoni®¥) Es posible que ciertos factores tanto del
huésped como del parasito intervengan en la patogénesis y en (a evasion de la
respuesta inmune por fos parasitos.

Los trofazeitos vivas de E. histolytica y las proteinas microsomales de las
amibas producen eicosancides como la PGE2™. Los niveles altos de
prostaglandinas producidas por las células inflamatarias del huésped al ser
estimuladas por moléculas del parasito, pueden actuar localmente reclutando
macréfagos hacia el sitio de inflamacion'® . Los LTs son considerados como
moléculas proinflamatorias debido a su efecto quimiotactico sobre los leucocitos
polimorfanucieares. Asl, los neutrdfilos llegan al sito de inflamacién y
desencadenan una cascada de eventos que contribuyen al estado

inmunopatolégico observable en muchas enfermedades parasitarias®%),

1.5.3 Andlisis de los leucotrienos

El andlisis de estos mediadores de la respuesta inflamatoria incluye

una variedad de técnicas: los bicensayos, los radioinmunoensayos, la
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cromatagrafia de liquidos de alta resolucién en fase reversa (CLAR-FR) y la
cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas o una
combinacion de estas técnicas'® "% Recientemente se ha empleado la CLAR-
FR para la separacién y cuantificacién de los diferentes LTs. Previo al anilisis
cromatografico, es necesana la extraccion de estos compuestos del medio
acugso. Los procedimientos de extraccion involucran una serie de solventes -
extraccion con solventes o adsorcion a resinas unidas a Amberlite XAD-7 o
XAD-8. Usualmente el éter dietllico es utilizado para el LTB4 y otros metabolitos
menos polares del acido araquidénico y Amberlite XAD-8 @ XAD-7 para los
sulfopéptido-LTs! "™+

Se ha introducide recientemente como un procedimiento util la extraccién
rapida empleando las columnas de extraccion de octadecilsilano. La eficiencia
de estas columnas para la extraccion de LTs y otros metabolitos del acido
araquidénico ha sido sefialada escasamente!’” "' En las columnas Sep-Pak
C18B en fase reversa los porcentajes de recuperacion obtenidos para LTB4,
LTC4, LTD4 y la prastaglandina B2 (PGBZ2) oscilan alrededor de §7+20, 39418,
4418 y 87+15% respectivamente y empleando las columnas Sep-Pak de sllica,
los porcentajes de recuperacidn para los mismos compuestos estan alrededor
de 7618, 93112, 86+8 y 8217% respectivamente!''? Estos porcentajes de
recuperacion dependen del buffer en el cual la muestra extraida se aplica a |a

columna.
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1.5.4 La cromatografia en el analisis de los leucotrienos

La CLAR ha tenido una difusion creciente desde comienzos de la década

de los afos '70, y hoy representa una de las herramientas mas empleadas en el
laboratorio analitico moderno, tanto en la investigacién bdsica como aplicada.
Segun definickdn de la Unidn internacional de Quimica Pura y Aplicada
(IUPAC), “ La Cromatografla es un método primariamente utilizado para la
separacion de los componentes de una muestra, en el cual los componentes se
distribuyen en dos fases, una de las cuales es estacionaria, mientras la otra se
mueve” (113—114)‘
La cromatografia se ha clasificado en diferentes modalidades
cromatograficas en funcion de varios parametres: la naturaleza de la fase mévil,
la naturaleza de la fase estacionaria, el fenémeno que ocurre dentro de la
columna y ta cantidad de muestra aplicada. De acuerdo a la naturaleza de la
fase mdvil si ésta es un gas, la modalidad cromatografica se denomina gaseosa
y si es un liquido, cromatografia liquida. A este Ultimo grupo pertenece la
cromatografia de liquidos de alta resolucién (CLAR). En los dltimos anos, ésta
se ha transformado en una de las metodologias analiticas mas ampliamente
utilizadas en el andlisis de sustancias organicas, tanto en los analisis de
muestras de rutina como en el seguimiento de procesos de lineas de
produccion!'>11%)

El rdpido crecimiento de este metodo analitico, se basa

fundamentalmente en la simplicidad con la cual se obtienen por CLAR
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resultados cuantitativos. Actualmente la CLAR es capaz de cuantificar tanto

impurezas en muy bajas concentraciones como macrocomponentes''3),

La CLAR-FR se caracteriza por tener las siguientes ventajas;

+ Pueden separarse compuestos no idnicos, idnicos @ ionizables en la misma
celumna, con la misma fase mévil.

« La fuerza de atraccidn superficie no polar-scluto es debil

» La fase movil predominante es agua, abundante y econdémica

o E| modificador organico predominante, metanol, es asequible en calidad y
precio

» Elorden de elucion es predecible, en funcidn de la hidrofobicidad del analito

s Se necesita poto tiempo para el equilibrio del sistema al realizar un cambio

de fase movil

Como en todo método analitico, existen diversos pasos, a saber: el
muestreo, la preparacién de la muestra, la inyeccién de la muestra, la
separacion cromatografica, la deteccion, la integracién de ia sefial y el célculo
de la concentracién del analito 13119,

Los métodos de CLAR utilizados para el anélisis de los LTs, iniciaimente
utilizaban cramatografias preparativas para su separacién o no permitian la
medicion simultanea del LTB4 y de los cistenil-leucotnenos; luego se repartaran
una serie de meétodos de extraccién combinando columnas de resina XAD y

cromatografia de columna abierta de sllica. Recientemente el empleo de
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cartuchos Sep-Pak para el proceso de extraccion y posterior separacion por
CLAR ha permitido obtener un método sensible y selectivo para el anilisis de
los leucotrienos. La aplicacién de esta técnica analitica para el estudio de LTs
ha sido evaluada por diferentes investigadores permitiendo la separacidn; en
estos casos se requiere la posterior cuantificacién por RIA de los LTs!''¢112)
Esta metodologia se ha empleado en la determinacion de LTs en diversas
enfermedades; sindrome hepatorrenal, asma y en pacientes con cirrosis

hepatica 0,

1.5.4.1.Validacion de un método cromatografico

Una vez desarrolado el método de andlisis, deberd validarse para
demostrar su idoneidad. En un ensayo de validacién deben considerarse los
siguientes parémetros: Selectividad, Linearidad, Precisién, Exactitud,
Sensibilidad y Robustez!('1%'18),

La selectividad se refiere a la propiedad del método de producir una
sefnal medible debida solo a la presencia del analito, libre de interferencias de
otros componentes, en |la matriz de la muestra’"®.

La linearidad se define como |la proporcionalidad entre la concentracién
del analito y su respuesta. Conjuntamente se determina el rango lineal, es
decir, el intervalo comprendido entre la concentracién minima y maxima de
analito para el cual el método ha sido probado y dentrg del cual se puede

efectuar el dosaje por interpolacién de una curva estandar 1%,
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La precision es la medicion del grado de reproducibilidad de un método
analitico bajo condiciones normales de operacion y usualmente se expresa
como % de Desviacién Estdndar Relativa (%DER) 0 % de Coeficiente de
Variacidn (%CV) para un numero de muestras estadislicamente
significativas''¥,

La exactitud corresponde a la diferencia entre el valor obtenido (media) y
el valor verdadero. Se expresa como la recuperaciont' ™),

La sensibilidad de un método analitico carresponde a la minima cantidad
de analito que puede producir un resultado significativo, Los parametros a
definir al evaluar la sensibilidad de un método son los limites de deteccion y de
cuantificacién'¥,

Limite de deteccion del método (LDM)

Este se define como la minima congentracién del analito que puede ser
detectada pero no cuantificada. Este se calcula a partir de la desviacién
estdndar de la respuesta al origen de la ordenada (DE) y la pendiente de |a
curva de calibracion (P) (113,

Limite de cuantificacidn del métedo (LCM) se define como la minima
concentracion del analito que puede ser determinada o cuantificada, en la
matriz y por medio de las condiciones descritas en el LDM. ¢on precisidn y
exactitud aceptables bajo las condiciones operacionales del método! 13

La robustez de un meétodo analitico corresponde a los estudios que

indican el grado de confiabilidad del ensayo ante cambios de variables

comunes!''y).
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1.6 IMPORTANCIA Y ORIGINALIDAD DEL TRABAJO

En la patogenia del absceso hepatico amibiano la respuesta inflamatoria
y de fase aguda juegan un papel fundamental. El estudio de los mediadores:
citocinas y leucotrienos, que regulan este tipo de rgspuestas permitira generar
conocimiento nuevo en torno a la patogeénesis del AHA. En el AHA hay una
regeneracion del tejido hepatico al desaparecer el parasito, la participacion de
estos mediadores en la respuesta inflamatoria descrita en pacientes con AHA,
permitira definir su implicacion en |la regeneracion hepatica y establecer su
participacion en otras condiciones patoldgicas como en las hepatopatias virales
y hepatopatia por alcohol en las cuales |a regeneracién hepatica es parcial.

La implementacidn de técnicas analiicas mas sensibles; la CLAR-FR
para el analisis de LTs, las técnicas de ELISA para citocinas y la nefelometria
para las proteinas de fase aguda, permitira evaluar su aplicacién en otras
hepatopatias y establecer patrones caracteristicos para los mediadores en
diversas hepatopatias.

El establecimiento de la utilidad diagndstica y de medidas terapéuticas
mas efectivas como el posible empleo de antagonistas de las citocinas y de los
LTS en los eventos regulados por estos mediadores podrd ser un planteamiento
resultante de los hallazgos obtenidos con el presente trabajo.

La produccion de LTs durante una respuesta inflamatoria puede ser
regulada por citocinas: el factor estimulante de colonias granulocito-macrofago
(FEC-GM ) y el factor de necrosis tumaoral alfa. La sintesis de LTs se incrementa

en la interaccion de las citocinas con células inflamatorias: neutrdfilo y
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eosindfilo. El estudio de ambos mediadores en el AHA pemitird establecer si

existe asociacion entre estos dos mediadores de |a respuesta inflamatoria.

1.7 HIPOTESIS

* En el absceso hepatico amibiano existe una respuesta de fase aguda por
elevacion de iL-1p, IL-6 y FNTa, asi como una respuesta inflamatoria mediada

por LTB4, LTC4, LTD4, LTE4 y por las citocinas mencicnadas.”

1.8 OBJETIVO GENERAL

Dilucidar la participacion de LTB4, LTC4, LTD4 y LTE4 asl come de [a IL-1(, IL-
6 y FNTa en la respuesta de fase aguda e inflamatoria del absceso hepatico

amibiang.



32

1.8.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

T.-

Determinar las cancentraciones séricas de las citocinas IL-18, IL-6 y
FNTa por la técnica de ELISA en pacientes con AHA durante la fase
aguda de la enfermedad y en el grupo en post-recuperacion, asl como en

el grupo control.

Determinar las concentraciones séricas de las proteinas de fase aguda
HPT, PCR, TRF, C3 y PCR per nefelometria en pacientes con AHA
durante la fase aguda de la enfermedad y en el grupa en past-

recuperacion, asl comeo en el grupo control.

Determinar las condiciones optimas para la separacion € identificacion de

los leucotrienos por la técnica de CLAR-FR

Desarrollar un método analitico para la determinacién de LTB4, LTC4,
LTD4 y LTE4 de orina de pacientes con AHA y grupo post-recuperacién
por la técnica de CLAR-FR.

Relacionar los niveles de [as citacinas IL-1f, IL-6 y FNTa con la sintesis
de las proteinas de fase aguda HPT,PCR, TRF, C3 y PCR en el grupo

con AHA en la fase aguda y grupo post-recuperacién, asl como en grupo

control.
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Correlacionar los niveles de IL-1B, IL-6 y FNTa con los niveles de LTB4,

LTC4, LTD4 y LTEM en pacientes con AHA.

Carrelacionar los niveles de IL-18, IL-6 y FNTa can los niveles de LTB4,

LTC4, LTD4 y LTE4 en el grupo post-recuperacién y correlacionar con

los obtenidos durante la fase aguda del AHA.
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CAPITULO Il
MATERIAL Y METODOS

2.1 REACTIVOS Y SOLVENTES

Los reactives utilizadas se adquirieran a las siguientes compatftias:

Sigma Chemical Co. De St. Louis, Missouri, US:

Estandar de leucotrieno 84

Estdndar de leucctrieno C4

Estédndar de Leucotrieno D4

Estandar de Leucotrieno E4

Mezcla de estdndares de leucotrienos (LTC4, LTD4, LTE4)

Mezcla de estandares de écidos dihidroxileicosatetraenoicos (LTB4, trans-6-

LTB4. trans-6-12-epi-LTB4, (55 6R)-Di-HETE y (5S,6S)-Di-HETE

Behring de México

N Proteina-Standard SY (HPT, TRF, C3, CER)
N/T Proteina-Control SYMH (HPT, TRF, C3, CER)
Antisuero N contra la transferrina humana
Antisuerc N contra (@ haptoglabina humana
Antisuero N contra la ceruloplasmina humana
Antisuero NA contra la C3 humana

Antisuero N latex contra la protelna C reactiva

N Proteina-Standard de PCR



Diluyente N

Tampdn N de reaccién

R&D Systems, Minneapolis, MN, USA:
Inmunoensayo Quantikine para FNTa humana
Inmunoensayo Quantikine para IL-18 humano
Inmuncensayo Quantikine para IL-6 humano
Inmunoensayo Quantikine HS para FNTa humano

Inmunoensayo Quantikine HS para IL-18 humano

Merck de México
Metanol grado CLAR, Merck
Agua grado CLAR, Merck

Productos Quimicos Monterrey
Metanol grado CLAR

Agua grado CLAR

AGA Gas S.A., México
Nitrégeno

Argén

35
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2.2 MATERIAL BIOLOGICO

2.2.1. Suero, plasma y orina de pacientes con AHA

Se utilizé el suerg, plasma y orina de los pacientes con AMA ingresados
durante el perloda de marzo de 1995 a Marzo de 1998 a la sala de Medicina
Interna del Hospital Universitario "Dr. José Eleuterio Gonzélez”, Facultad de

Medicina de la Universidad Autdénoma de Nuevo Ledn.

2.2.2. Suerg, plasma y orina de pacientes can AHA en fase de post-
recuperacion

Se utilizé el suerw, plasma y orina de los pacientes con AHA en fase de
post-recuperacion evaluados a los 2 meses despuds de cuadro agudo durante
el periodo de marzo de 1995 a Marzo de 1898 en la Unidad de Higado del
Depto. de Medicina Intema del Hospital Universitario “Dr. José Eleuterio
Gonzalez" de la Facultad de Medicina de la Universidad Autonoma de Nuevo

Ledn.

2.2.3. Suerg, plasma y orina de sujetos control

Se utilizé el suero, plasma y orina de sujetos sancs sin antecedentes de
proceso inflamatorio recientes evaluados durante el periodo de marzo de 1995
a Marzo de 1998 en la Unidad de Higado del Depto. de Medicina Intema del
Hospital Universitario *Dr. José Eleuterio Gonzalez' de la Facultad de Medicina

de la Universidad Auténoma de Nuevo Ledn.
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23 EQUIPO

El equipo empleado fue el sigulente:

Nefelémetro Behring BN100

Cromatdgrafo Hewlett-Packard 1090 Serie H con detector de arreglo de
fotadiodos

Columna: Hypersil-ODS 100 mm x 2,1 mm D.l. Tamafio de particula de 5
pm(HP)

Equipo para filtrar solventes Millipore

Membranas para filtrar solventes y muestras con tamario de poro de 0,45 um
Potencidémetro Beckman modelo 3500 {(F61 pHmeter) con electrodo combinado
de vidrioc Ag/AgCI

Centrifuga Beckman modelo GPKR

Micrecentrifuga IECmiro-MB centrifugue de intermational Equipment Company
Balanza analitica marca Sartoriuos modelo Ba1105

Micropipetas marca Oxford de volumen variable y puntillas

Cartuchos Sep-Pack C-18 de tamario cldsico y de particulas de 5 um

Agitador Vértex

Computadora Acer View 34e procesador Pentium (Microsoft Word versién 6.0,
Microsoft Power Paint versién 6.0, Statistica y UMAX Scan
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2.4 METODOS

2.4.1 Grupo de pacientes.
Se evaluaron un total de 89 pacientes con AHA de los cuales 49 (40 My
9 F, edad promedio de 36111 afios) reunieron los criterios de inclusidon para el

estudio en la fase aguda y fase de post-recuperacion. Ef diagndstico del AHA se

realizd en base a la historia clinica, el examen clinice, las pruebas biaquimicas,
la prueba de serameba positiva en titulos mayores de 1:512 y/o Westem blot

positivo, |a ecosonografiay la respuesta al tratamiento espscifico.

2.4.2 Grupo Control

Este grupo estuvo integrado por 30 sujetos sanos (20M y 10F, con edad

pramedio de 2534 afios) sin evidencia de proceso inflamatorio reciente.

2.4.3 Criterios de inclusidn

« Pacientes con diagnéstico de AHA por los estudios de gabinete previamente

mencionados.
o Pacientes mayores de 18 afios y menores de 60.
¢ Pacientes con AHA (nico sin complicaciones hepaticas ni extra-hepaticas

+ Carta de congentimiento informado autorizada por el paciente (apendice A)
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2.4.4 Criterios de exclusidn

e Presencia de otra patologia que tenga referencia de alteracién de los
mediadores en estudio o presencia de estado inflamatorio.
e Mujeres en perlodo de menstruacién

¢ No-reunion de criterios de inclusidn

2.5 Determinacion de Proteinas de Fase Aguda.

Las proteinas de fase aguda HPT, CER, TRF, C3 y PCR se determinaron
por la técnica de Nefelometrla empleando un Nefeldmetre BN100 de Behring.
Con esta técnica las protelnas HPT, TRF, CER y C3 contenidas en el suero
humano  reaccionaron con anticuerpos  especificos, formando
inmunocomplejos. Las concentraciones existenies fueron determinadas
cuantitativamente mediante la medicion de la difusion luminosa. La evaluacion
se efectud mediante una curva de calibracidn frazada con la ayuda de
diluciones del estandar de cada protelna. En el caso de PCR las particulas de
poliestireno recubiertas de anticuerpos contra la PCR, se aglutinaron al
mezclarse con las muestras de suero que contienen PCR. La intensidad de la
luz dispersa medida por el nefelémetro depende de la concentracién de PCR en
la muestra, de manera que, por comparacidn con estandares de

concentraciones conacidas, s€ determind el contenido de PCR en la muestra.
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Figura 3. Estrategia para la determinacién de las proteinas de fase
aguda en el suero de los pacientes con AHA, GPR y GC por
nefelometria.

2.6 Determinacion de Citocinas.

Las citocinas FNTa, IL-1p e IL-6 se determinaron por la técnica de
ELISA-sandwich (R&D Systems, Minnesota, USA). Cada kit provee celdas
recubiertas con un anticuerpo manoclonal especifico para la citocina respectiva.
Se adicionaron 200 ulL de la muestra de suero o estandar a cada celda y se
incubd a 37°C. Después se adicioné un anticuerpo conjugado con peroxidasa;
se utilizé como sustrato el peréxido de hidrogeno y como cromégeno la
tetrametil bencidina. La lectura de absorbancia se realizé a 450 nm. Basandose
en las curvas obtenidas para cada citocina se obtuvo l|a concentracion en las

muestras de suero.

Inicialmente se determinaron las concentraciones de IL-13 y FNTa por
ELISA de sensibilidad baja y por los resultados obtenidos con los primeros
pacientes se decidié evaluar a todos los pacientes con AHA, GPR y GC por

ELISA de sensibilidad alta para estas 2 citocinas.
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Figura 4. Diagrama de la estrategia para la determinacion de la IL-18, IL-6 y FNT«
en suero de pacientes con AHA, GPR y GC por la técnica de ELISA.

2.6.1 Preparacion de las soluciones para IL1-B :

Solucién de lavado

Se disolvié 100 mL. del amortiguador concentrado para lavados (solucién
de buffer surfactante con preservativos) que provee el kit de IL-18 en 900 mL de
agua destilada
Solucién de sustrato

Se disolvié el sustrato liofilizado (NADPH con estabilizadores) en 6 mL
del diluyente para sustrato 10 minutos antes de utilizarse.
Solucién amplificadora

Se disolvié el amplificador liofilizado (enzimas con estabilizadores) en 6

mL del diluyente para el amplificador.
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2.6.1.1. Preparacion de los estandares para IL-1p

Se reconstituyo el estandar de IL-18 con § mL del calibradar diluyente
HD6 (suero animal ¢on preservadores) que provee el kit Esto produce una
salucidn patrén de 8 pg/mb la cual se agitd por inversidn por 15 minutos. Se
pipetearon S0Q ulL del calibrador diluyente HDG en 8 tubos; a partr de la
solucién estadndar patrdn se realizd diluciones seriadas de 4, 2, 1, 0.5, 025 y
0.125 pg/mL. El estandar sin diluir se utilizd como el de concentracién mas alta

y la solucién diluyente sirvid coma blanco.

2.6.1.2 Determinacion de IL-1p alta sensibilidacl.

Se adicionaron 100 uL del diluyente HC1C (buffer proteico com
preservadores) a cada celda; se adicionaron 150 pl del estandar o det suero en
estudic a cada celda, se cubrié con una tapa adhesiva y se incubd por 2 hrs. a
temperatura ambiente. Se aspird cada celda y se tavé con buffer; se repiti¢ este
procesg fres veces para un total de 4 favados. El buffer de lavado fue eliminado
invirtendo la placa sobre un papel absorbente. Se adicionaron 200 ulL del
conjugado de IL-1[} a cada celda y se cubrié con una tapa adhesiva nueva, se
incubd 2 hrs. a temperatura ambiente. Se repitié el lavado por 4 ocasiones y se
adicionaron 50 uL de la solucién de substrato a cada celda. Se incubd por 45
min. a temperatura ambiente y se adicionaron S0 ul de la solucidn
amplificadora a cada celda incubandose por 45 min. a temperatura ambiente.

Se adicionaron 50 pL de la solucion de dcido sulfurico 2N para detener la
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reaccidn. Se agitd uniformemente la placa por rotacidn sobre una superficie
plana. Se determiné |a densidad dptica de cada celda a 490 nm. dentro de los
30 min. de que se detuviera la reaccidon, 1@ concentracion se obtuvo por

interpolacion con una curva de calibragion.

2.6.2 Preparacion de las soluciones para IL6
Scolucidn de lavado

Se disolvieron 20 mL del buffer concentrado (buffer surfactante con

preservativos) que praves el kit en 480 mL de agua destilada
Solucidn de sustrato

Se mezclé en volumenes iguales el reactivo A (peréxido de hidrégeno
estabilizado) con el reactiva B (cromdgeno tetrametilbencidina estabilizado) 10

minutos antes de utilizarse.
2.6.2.1 Preparacion de los estandares para IL-6

Se reconstituyd el estandar de IL6 con 5 mlL del calibrador diluyente
RD6F (suero animal con preservativos) que provee el kit. Esto produce una
solucidn patrén de 300 pg/mL que se agitd por inversidn por 15 minutos.
Después se pipetearon 667 ulL del calibrador diluyente en un tubo
correspondiente a una concentracidon de 100 pg/mL y en 5 tubos restantes se
pipetearon 500 ul del calibrador diluyente RD6F. A partir de la solucidn
estandar patron se realizé diluciones seriadas de 100, 50, 25, 12.5,6.25 y 3.12

pa/mb. El estandar sin diluir se utilizé como el de concentracion mas alta (300



pg/mL) y ia solucidon diluyente sirvié como blanca.

2.6.2.2 Qeterminacion de IL-6

Se adicionaron 100 pL del diluyente RD1A (buffer proteico con
preservativos) a cada celda; se adicionaron 100 ul del estandar o del suero en
estudio a cada celda, se cubrid con una tapa adhesiva y se incubd por 2 hrs. a
temperatura ambiente. Se aspird cada celda y se lavd con buffer, se repitid este
proceso tres veces para un total de 4 lavados, El buffer de lavado fue eliminado
invirtiendo |a placa sobre un papel absorbente. Se adicionaran 200 plL del
conjugado de L6 a cada celda y se cubrd con una tapa adhesiva nueva; se
incubd 2 hrs. a temperatura ambiente. Se repitid el lavado por 4 ocasiones y se
adicionaron 200 ul de la solucidn de substrato a cada celda. Se incubd por 20
min. a temperatura ambiente y se adicionaron 50 ul de la solucién de acido
sulfinco 2N para detener [a reaccidn a cada celda. Se agitdé uniformemente la
placa por rotacion sobre una superficie plana. Se determing la densidad dptica
de cada celda a 450 nm. dentro de l9s 30 min. de que s& detuviera la reaccién;

la concentracién se obtuvo por interpolacidn con una curva de calibracion.
2.6.3 Preparacidn de las soluciones para FNTa:
Solucioén de lavado

Se disclvieron 100 mL de! amortiguador concentrado de lavado (buffer
surfactante con preservativas) que provee el kit de para FNTa en 400 mL de

agua destilada.
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Solucion de sustrato

Se disolvié el sustrata liofilizado (NADPH con estabilizadores) en 6 mL

del diluyente para sustrato 10 minutos antes de utilizarse.
Soluclén ampitfiicadora

Se disolvid el amplificador liofilizado (enzimas con estabilizadores) en 6

mL del diluyente para el amplificador.
2.6.3.1 Preparacion de los estandares para FNTa

Se reconstituyd el estandar de FNTa con 1 mL del calibrador diluyente
HD&J (suero animal con preservativos) que provee el kit. Este produce una
soluciéon patron de 32 pg/mL que se agitc por inversidn por 15 minutos.
Después se pipeted 500 pl del calibrador diluyente HDEJ en 6 tubos y a partir
de la solucidn estandar patrén se realizé diluciones seriadas de 16,8, 4,2, 1 y
0.5 pg/mL. El estandar sin diluir se utilizd como el de concentracidn mas alta (32

pg/mL) y la solucidn diluyente sirvid como blanco.
2.6.3.2 Determinacién de FNTx de alta sensibilidad.

Se adicionaron §0 ulL del diluyente HD1-11 (buffer proteice con
preservadores) a cada celda; se adicionaron 200 pL del estandar o del suero en
estudic a cada celda, se cubrié con una tapa adhesiva y se incubé por 3 hrs. a
temperatura ambiente. Se aspiré cada celda y se lavd con buffer, se repitié este
proceso tres veces para un total de 4 lavados. El buffer fue eliminado al invertir

la placa sobre un papel absorbente. Se adicionaron 200 uL del conjugado de

FNTa a cada celda y se cubrid con una tapa adhesiva nueva y se incubd par 2
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hrs. a temperatura ambiente. Se repitid el lavado par 4 ocasiones y se
adicionaron 90 pulL de la solucion de substrato a cada celda. Se incubd por 45
min. a temperatura ambiente y se adicionaron 50 ul de [a solucidn
amplificadora a cada celda incubandose por 45 min. a temperatura ambiente.
Se adiciond 50 ul de |a solucion de acido sulfirico 2N para detener la reaccién
a cada celda. Se agitd uniformemente la placa por rotacibn sobre una
superficie plana, Se determind la densidad dptica de cada ceida a 490 nm.
dentrg de los 30 min. de que se detuviera la reaccion; la concentracién se

obtuvo por interpolacidn con una curva de calibracion.

2.7 Determinacién de Leucotrienos.

2.7.1 Preparacion de las soluciones.

Se empled una mezcla de estandares de acido
dihidroxioeicosatetraenoico {LTB4(22%), trans-6-LTB4 (19%), trans-6-12-epi-
LTB4 (21%). 5S,6R-DIHETE (18%) y 5S,6S-DIHETE (19%)} cuya concentracion
era de 100 ug/mL, una mezcla de estandares de péptide-LTS {LTC4 (33%),
LTD4 (34%) y LTE4 (33%)} con una concentracién de 50 ug/mL y asi como
LTB4 a una concentracién de 99 ug/mL, LTC4 a una cancentracion de 54
ug/mL , LTD4 a una concentracion de S0 ug/mL y el LTE4 a una concentracion
de 55 ug/mL.

A partir de estos estandares se tomaron 10 ul de cada uno y se diluyerﬁn

en 200 ul de metanol; estas soluciones se inyectaron en &l cromatégrafo
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variando las condiciones siguientes: volumen de inyeccion, pH, flujo y
composicidn de la fase moévil hasta encontrar las condiciones ideales de
separacién de estos compuestos tanto para las mezclas como para los

leucotrienos individuales.

2.7.2. Optimizacién de los pardmetros cromatogrificos

Después de establecer las condiciones de deteccion se procedid a
optimizar los parametros cromatograficos de resolucién (R), factor de
capacidad (k') y el factor de selectividad {a) para mejorar la separacién
cromatografica.

La separacion se midid en base a la resaolucidn, la cual se determiné
empleando la siguiente férmula:

R=(t2-11)/1/2 (W1+W2)
El factor de capacidad se obtuvo para evaluar la retencién asi comag para

ajustar la separaciéon con la siguiente farmula:

K= (tn-ta)ito
Siendo tn el tiempo de retencién del pico de interés y to el tiempo del
valumen muerto.
El factor de selectividad se obtuvo del cociente entre los factores de
capacidad de un par de picos.

a= K'2Kk™
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2.7.3.- Seleccién del método de extraccién en fase sélida

Una vez que se establecieron las condiciones de separacion, se procedio
a evaluar el proceso de extraccion. Se compararon dos métodos descritos en la
literatura por Huber y cols. (método 1) y por Uemura y cols. (método 2) . El

diagrama de flujo se muestra en el siguiente diagrama (Fig. 5).

METODO 1 METODO 2
40 ml de orina 4.0 ml de orina
1 mL de metanol acuoso 90% Acidificar
0.5 mmol/L. EDTA pH 4.0 con
-1.0 mmol/l. HTMP acido formico
=20 mmoVL KHCO,

Adicionar 4.0 mL de metanol
pH 6.5 con HCI 0.1M

Congelar a -70 °C por 1 hr.

Centrifugar 10 min a 0°C +
Centrifugar 10 min a 0°C
Extraer en *cphl( c18 *
Extraer con Sep-PaK C18
Eluircon 5 n* metanol 90%
= immol/L HTMP
-0.5 mmol/L EDTA Eluir con 2 ml metanol
llevar a sequedad Lievar a iquodod

Resuspender metanol 30% Resuspender en metanol

v

CLAR

M. Huber ,1990

“

CLAR

M. Uemura ,199%4

Figura 5. Diagrama de los métodos planteados para el proceso de
extraccion de los leucotrienos.
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2.7.4. Soluciones de trabajo para las curvas de calibracién

En base a los estandares de los leucotrienos y tomando en cuenta las
concentraciones normales descritas en orina (LTE4: 0.228 ng/mL; LTD4: 0.258
ng/mL; LTC4: 0.325 ng/mL , LTB4 0.174 ng/mL) se procedid a evaluar las
curvas de calibracién para cada leucotrienc empleando la inyeccién directa de
estos y valorando también el proceso de extraccién a estas concentraciones.
Esto ultimo se valoré en muestras del grupo controd comparando la respuesta

de orina sin adicién del estdndar y con adicién del estandar.

2.7.41. Aplicacion del método seleccionado como el proceso de
extraccion (método 2) en las muestras de arina del grupe control para la
obtencién de las curvas de calibracion.

Se tomo una alicuota de 4 mL de arina de sujetos del GC y se acidificod a
pH de 4.2. A continuacién se adicioné un volumen igual de metanol vy los
estandares de cada leucotrieno a diferente concentracion y se congelé a -70°C
durante una hora; se centrifugd por 15 minutos a 0% y el sobrenadante se
pasd a través de cartuchos Sep-Pak C-18 , los cuales se activaran eluyendo a
través de ellos 5 mL de agua seguida de 10 mL de metanol acuoso al 5§0%. Se
lavé con 20 mL de agua destilada y posteriormente se eluyd con 5 mL de
metanol. El solvente se evaporé con nitrégeno y finalmente, la muestra se
resuspendid en 300 ul de la fase mévil metanol.agua:acido acético pH 5.6

(65/35), y se filtré antes de ser inyectado en el cromatégrafo.
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El analisis por CLAR-FR se realiz6 en un cromatégrafo de liquidos
modelo HP1090 con arreglo de diodos, utilizando como fase estacionaria ODS-
Hypersil C-18. Se emplearon las condiciones establecidas iniciaimente en el
proceso de separacion..

Finaimente se evaluaron los resultados de 5 extracciones a diferentes

concentraciones para cada leucotrieno en 5 matrices distintas.

& —B— |
. EEe|.

— [

Figura 6. Diagrama de la estrategia para la extraccion en fase sélida y separacion
de LTB4, LTC4, LTD4 y LTE4 en orina de sujetos del GC adicionada con
estandares de leucotrienos por la técnica de CLAR-FR.

2.7.5.- Validacién del método
2.7.5.1.- Determinacién de la Linearidad y la Precision del método.
Para determinar la linearidad se realizaron 3 determinaciones para cada
concentracion, especificadas en la curva de calibracién. Se trazé una curva de
regresion lineal para cada analito sin promediar los puntos. Estos calculos

fueron realizados usando el programa de computadora Cricket-Grafics.
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La precisidn se cbtuvd empleando la siguiente formula;
DER=%CV=(DE/X)*100
Donde:
DE: Desviacidn estandar de la muestra

X. Media aritmética de xi mediciones

2.7.5.2.- Sensibilidad

Se establecieron en base a |os limites de deteccidn y los limites de
cuantificacion de la siguiente manera:

Limite de deteccidn del métado (LDM)

Se determiné adicionando los estandares de los leucotrienos a las
muestras de orina del grupa contral por separado asi camo en mezcla de los 4
LTS. El procedimiento completo fué sometido a andlisis incluyendo el
procedimiento de extraccion, Este se calculd a partir de la desviacidn estandar
de la respuesta al origen de |la ordenada (DE) y la pendiente de .la curva de
calibracién (P) de acuerdo a la siguiente formula:

LOM= 3.3*(DE/P)

El procedimiento para la obtencién del LDM siguié los siguientes pasos:

a) Se obtuvo la ecuacion de la curva de calibracidon para cada una de las tres
repeticiones efectuadas a los diferentes niveles de concentracién de los
leucotrienos.

b) Se utilizaron estas ecuaciones para obtener el valor de |a ordenada al origen

(esto es el valor de la*b" o blanco).
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c) Se calculé [a desviacion estandar mediante el uso de los tres valores de“b".
d) Se calculd la pendiente promedio general mediante el uso de las 3p
(pendientes individuales) de las curvas de calibracién obtenidas.

e) Se aplicé la ecuaciéon para LDM

El limite de cuantificacién del método (LCM) se calculd a partir de la DE
y de la P de acuerdo a la siguiente férmula:

LCM=10*(DE/P)

2.7.5.3.- Exactitud

Se seleccionaron 3 estandares de calibracién para cada leucotrieno
cubriendo el rango de trabajo a nivel bajo, medic e intermedio. Se analizé cada
nivel de concentracion, por triplicado. Se calculé a cada nivel de cancentracion
el error individual y promedio; se determind el promedio general y |a desviacién
estandar del error a los tres niveles de concentracion,

% Recuperacién = Cantidad adicionada x 100
Cantidad recuperada

2.7.5.4. Robustez

Dentro de los ensayos de robustez del método de separacién se
consideraron los siguientes factores:

pH: Se realizaron inyecciones de estindares usando los sigiuentes
valores de pH de |a fase mévil: 5.0, 5.3y 59

Composicién de la fase mdvil: Se realizaron determinaciones

disminuyerdoe |la concentracion de metanol 68:28 65:35, 60:40,
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Flujo: Se realizaron delerminaciones usando 0.2 y 0.8 mL/min. en vez de
0.4 mUmin.

Matriz: Se realizaron determinaciones empleando distintas muestras de
orina, incluyendo una muestra de orina de un paciente con shock séptico y

otro con cirrosis hepatica.

2.7.6 Aplicacion del método validado a las muestras de orina de |os tres

grupos de estudio (AHA, GPR y GC).

Se analizaron muestras de orina de pacientes recolectadas par miccién
espontanea en periodo agudo y en post-recuperacidn total, asi como orina del
grupo control. Las muestras se dividieron en alicuotas de 40 mL de orina a las
cuales se les adicionaron 20 mmol/L de EDTA, § mmol de HTMP y argén como
estabilizadores y se congelaron a -70°C hasta su analisis por la técnica de
CLAR-FR antes descrita (Método descrito por Uemura y cols.). Las eluatos
fueron inyectados en un cromatdgrafo de liquides, utilizando como fase
estacionaria ODS-Hypersii C-18, empleando una fase mévil de
metanol:agua:acido acético pH de 5.6 a un flujo de 0.5 mUmin y monitoreando

la sefal & 280 nm,
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2.8 Andlisis estadistico.

Se utilizaron las siguientes pruebas inferenciales: el andlisis de
correlacion multiple, el andlisis de varianza y la prueba de t de Student
pareada para el andlisis de los resultados. Los parametros fueron: ia media y
desviacion estandar para cada leucotrieno, citocina y proteina en los tres
arupos de estudio. Se empled el paquete de computacién Statistica para el

procesamienta de los datas.
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CAPITULO Wi
RESULTADOS

3.1 Canstitucion de 1os grupos de estudio

El grupo total de pacientes en la fase aguda se canstituyd por 49 casos
(40 del sexo masculino (M) y 9 det sexo femenino (F)) con una edad promedio
de 36111 ahos.

El grupo post-recuperacién se constituyd por 40 pacientes después de la
recuperacion total estudiados 2 meses después del alta hospitalaria.

El grupo control se constituyd de 30 sujetos clinicamente sanos (20M y

10F) can una edad promedio de 25¢4 afos.

3.2 Expediente clinico para ingreso al protocolo de investigacion

A todos los pacientes se les completd un expediente clinico para su
ingreso al protacolo. Se valararon las pruebas de funcionamiento hepatico
(PFH), la biometria hematica (BH) y el tlitulo de sercameba por
hemaglutinacién. Los valores promedio de las PFH y BH se presentan en la

tabla I,



Tabla lll, Biometria hematica y pruebas de funcionamiento hepatico en
pacientes con absceso hepatico amibiano en la fase aguda

Prueba x£1DE Prugba xt1DE Prueba xt1DE
| Hb{g/dL) 10.1£1.6 B.T.(mg/dL) 18413 Glob{gidl) 3.8£0.7
Hio(%) 31.044.3 B.D.(mgrdlL) 1.9¢1.4 GGT* 30+23
CMHG(%)  32.0¢14 B.(mgidL) 07:04 ALT 0.3+05
| Leu {mm?)  16,52025,087 P.T (g/dl) 6508 AST* 052038
t Plag.(mm?) 2957774124296  Alb.(g/dL) 26106 F.A* 06106

Hb= Hemoglohina, Hto= Hematocrito, CHHG= Concantracidn media de hemoglobina globiular, Law.= Lavcocitos, Plag
Plaquetas, 8.7.= Blilvutina total, 8.0.s Blliwubina Dlrects, B.1.=Bllirrubina indirecta, P.TsProteinas lotales, Alb=
Albumina, Glob.» Globulinas, GGT= Gam aglutamiltranaferasa AL T=alaninocaminetransferssa,
AST=aspartstosrmimotransferasa, F.A =Fosfatasa glcailna.

* Nimern de veces elavedo del (imite superior normal

La presencia de los signos y los sintomas de AHA durante la fase aguda

en el grupo de pacientes se consignaron en el expediente clinico (apéndice A).

3.3 Determinacién de las proteinas de fase aguda

Se obtuvo una curva de calibracién para cada una de las proteinas
analizadas, posteriormente se prasentan los niveles séricos de las proteinas en
los grupos de estudio (AHA, GPR y GC) y finalmente se resume el andlisis

estadistico de los datos.

3.3.1 Curvas de callbracién de las proteinas de fase aguda
Las curvas de calibracién obtenidas en el nefelémetro BN100 fueron

determinadas con los estandares que se muestran en la tabla |V para cada
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proteina: HPT, CER, C3, PCRy TRF. Se repitid la curva de calibracidén cada 15
determinaciones de cada protelna.

TABLA V. Estandares utilizados para obtener las curvas de calibracién de
las proteinas de fase aguda

HPT CER TRF PCR C3

(@)  (gl)  (gll)  (grll)  (grlL)
ESTANDAR 1 0.601 0.10¢9 0.312 0419 0.145
ESTANDAR 2 0.311 0.053 0.154 0.215 0072
ESTANDAR 3 0.149 0.027 0.079 0.104 0.036
ESTANDAR 4 0.076 0.014 0.038 0.052 0.018
ESTANDAR S 0.038 Q.007 0.020 0.027 0 009
ESTANDAR 6 0.019 0.003 — 0.013 0.005
ESTANDAR 7 camaenn —— ———— 0.007 e

Las curvas de calibracidn obtenidas por estos estandares se muestran en

las figuras 7-11.
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3.3.2 Cuantificacién de las protainas de fase aguda

Se encontré con respecto al GC durante la fase aguda del AHA y en &
GPR los siguientes resultados; para la fraccién C3 del complemento en el grupo
con AHA 15 pacientes presentaron valores disminuidos (31%), 33 pacientes
(67%) tenian valores ncrmales y sdlo un paciente (2%) presentd valores
elevados respecto al GC (VR= 0.8-1.2 gr/l), mientras que para el GPR 7
pacientes segulan teniendo valores disminuidos reduciéndose a un 17 %
comparado con la fase aguda, 31 pacientes seguian normales (78%) y 2
pacientes (5%) presentaron valores elevados respecto al GC (Tabla V), para la
proteina PCR en el grupo con AHA los 49 (100%) pacientes presentaron
valores elevados respecto al GC (VR= 1.9-2.8 gr/L), mientras que para el GPR
22 pacientes se normalizaron (55%) con respecto a la fase aguda y 18
pacientes (45%) segulan presentanda valores elevados respecto al GC (Tabla
V), para la protelna HPT en el grupo con AHA 3 pacientes (6%) tenlian valores
normales y 46 pacientes (84%) presentaron valores elevados respecto al GC
(VR=0.3-1.5 gri/l), mientras que para 8l GPR 20 pacientas se normalizaron en
un 50% caon respecto a la fase aguda (80%) y 20 pacientes (50%) seguian
presentando valores elevados respecto al GC (Tabla V); para la protelna TRF
en el grupo con AHA 40 pacientes presentaron valores disminuidos (82%j), 8
pacientes (16%) ten(an valorgs normales y sdlo un padente (2%) presentd
valores elevados al compararse con el GC (VR= 1.8-3.2 griL), mientras que
para el GPR 2 pacientes (5%) segulan teniendo valares disminuidos comparado
con la fase aguda, 32 pacientes se normalizaran (80%) y € pacientes (15%)

presentaron valores elevados respecto al GC (Tabla VI). La CER en el grupo
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con AHA 3 pacientes presentaron valares disminuidos (6%), 20 pacientes
(16%) tenian valores nommales y 26 pacientes (53%) presentaron valores
elevados respecto al GC (VR= 0.12-0.28 gr/L), mientras que para el GPR 2
pacientes segulan teniendo valores disminuidos (5 %), 36 pacientes se
normalizaron (90%) con respecto a la fase aguda y 2 pacientes (5%)
presentaron valores elevados respecto al GC (Tabla V1).

Se cbservo que todas las proteinas de fase aguda estudiadas
presentaron alteracién con respecto a los valores de referencia establecidos en
el GC, sin embargo la TRF, la HPT y la PCR fueron los reactantes mas

alterados y can mayor consistencia en la fase aguda del AHA.
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Tabla V. Concentraciones séricas de las proteinas de fase aguda C3, PCR
y HPT en sl grupo con AHA, GPRy GC.

No. de C3 griL PCR mgiL HPT grfL

Pac. AHA GPR GC | AHA GPR GC AHA GPR GC
1 086 1.10 169 | 13300 290 270 | 642 107 259
2 080 168 092 | 117.40 260 260 | 652 169 175
3 116 — 1.00( 107.00 — 270 | 913 — 169
4 181 085 083 | 2800 290 270 |[562 140 177
5 095 1.00 1.03 | 34860 610 260 | 652 1.75 288
& 090 083 086 | 2180 2680 260 (726 163 1.10
7 033 112 102 | 12650 420 260 |2.30 120 0.38
8 107 —- 069 | 2200 — 260 |571 — 058
9 058 086 076 | 6610 280 280 | 410 190 043
10 126 143 108 7920 260 260 1199 180 143
11 080 0.83 087 | 11780 350 28 |670 111 092
12 0.80 1.12 1.00 | 209401310 270 (582 070 055
13 051 —- 118 | 10680 — 260 | 492 — 0.79
14 085 096 150 | 11050 290 260 |670 178 102
15 095 0.76 090 | 30120 370 280 |581 230 0.38
16 068 087 1.16 | €4.80 260 270 | 861 272 053
17 093 119 058 | 14500 270 280 [3.37 178 094
18 073 1.42 080 | 10090 280 280 |748 194 0.41
19 102 — 050 | 11810 — 270 | 715 — 0.38
20 041 067 105 | 331.70 420 260 | 357 290 085
21 053 082 075 | 63.10 290 260 | 253 172 0.64
22 084 096 068 | 78.30 3.10 270 | 237 090 0.38
23 162 — 1,16 | 32340 — 280 | 570 — 049
24 080 1.12 1.15 | 10120 270 2860 |223 113 1.21
25 153 — 080 | 40030 —— 260 | 472 — 093
26 068 088 102 | 2050 260 280 | 129 070 0.38




Tabla V. Concentraciones séricas de las proteinas de fase aguda en el
grupo con AHA, GPR y GC.{continuacién)

No. de C3 griL PCR mg/L HPT gril
Pac. AHA GPR GGC| AHA GPR GC | AHA GPR GC
27 105 123 091 | 11420 290 270 | 363 132 038
28 088 092070 | 1470 280 260 | 277 107 194
29 070 1.031.00| 2770 260 280 | 158 053 0.89
30 088 —— 0.81]15190 — 270 | 465 — 142
31 090 156 35920 470 395 193

32 086 143 133.90 2.30 543 270

33 118 115 117.40 2.60 671 1.10

34 095 1.20 126.50 3.00 416 065

35 058 0.98 66.00 2.30 715 120

38 198> |4 81.00 — £23 -

37 080 123 119.00 3.00 7.14 060

38 085 1.10 106.10 2.70 361 1.31

39 096 1.2 67.90 2.60 477 195

40 070  0.87 102.70 3.10 542 2.46

41 073 070 331.00 4.20 298 117

42 101 1.00 93.00 2.30 442 185

43 053 — 78.40 — 129 —

44 085 0.75 100.12 2.80 277 083

45 123 1.00 114.40 3.00 465 167

46 0.82 0.80 29.70 2.30 395 1.24

47 069 065 132.00 2.60 842 2.72

48 102 097 93.20 2.60 562 2.67

49 0.88 067 49.70 2.70 652 2.75

~— No determinado
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labla VI. Concentracionegs séricas de las proteinas de fase aguda TRF y
ER
en el grupo con AHA, GPR y GC.

No. de TRF gril CER griL

Pac. AHA GPR GC AHA GPR GC

1 166 352 283 036 020 0.16
A 110 2.09 3.94 023 017 0.7
3 207 — 245 028 — 0.18
4 358 397 158 027 019 0.18
) 093 277 303 034 015 0.14
6 181 251 1.79 023 017 0.16
T 040 247 248 034 023 0.18
8 183 — 233 032 — 020
9 0.74 381 167 040 024 0.18
10 1.26 209 233 033 027 033
11 120 248 235 028 0.19 0.14
12 114 254 277 025 029 0.18
13 0.78 — 243 026 = 017
14 195 323 209 026 021 017
15 084 277 236 028 028 Q15
16 100 249 292 028 015 083
17 114 196 1.34 0.31 g.13 0.10
18 097 283 273 020 023 017
19 149 — 135 0.24 — 0.21
20 053 298 344 033 017 0.14
21 088 197 232 0.30 0.12 015
22 129 352 188 047 045 0.10
23 148 — 415 054 — 019
24 0897 246 1.30 033 018 020
25 172 — 262 029 — 0417
26 122 248 347 0.33 017 0.16
27 147 253 193 0.26 ¢18 0.16




Tabla VI. Concentraciones séricas de las proteinas de fase aguda TRF y
CER @n 8l grupo con AHA, GPR y GC.(continuacidn)
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No. de TRF griL CER griL

Pac. AHA GPR GC AHA GPR GC
28 277 107 194 024 017 0.18
29 158 053 099 010 0.12 0.14
30 134 — 030 — 0.5
31 141 216 028 0.10

32 1.66 2.14 027 0.18

3 111 AN 011 0.10

34 207 289 0.25 0.18

35 096 197 0.3 0.22

36 181 ——— 038 —

37 183 342 0.22 0.21

38 074 1.79 006 0.23

39 126 397 036 0.20

40 142 311 0.32 0.25

41 195 343 0.32 0.28

42 094 2.3 0.29 0.23

43 100 o= 0.28 =

44 114 2.7 0.22 0.19

45 097 193 032 0.27

46 148 275 0.30 0.24

47 088 210 0.60 0.39

48 129 3.20 0.32 0.25

49 148 297 0.67 0.37

— No determinado




3.3.3 Valores promedio de las proteinas de fase aguda
El valor promedio de cada PFA asi como la existencia de diferencia
estadisticamente significativa en los grupos analizados, se presentan en la

tabla Vil y en la Fig. 12.

Tabla Vii. Niveles de proteinas de fase aguda

PFA AHA GPR GC

griL n=49 n=40 n=30
xt1DE xt1DE xt1DE

HPT * =+ 5.1122.15 1.58+0.67 0.950.67

TRF S 1.3210.52 2.6910.58 2.4840.72

Z3rr 0.890.27 1.01£0.24 0.94+0.24

CER**™ (n=45)  0.2820.07 0.2210.05 0.23+0.08

PCR t‘tQ‘N.

{mg/L) (n=42) 91.83141.98 3.2611.76 2.68+0.08

(") = AHA vs GPR p<0.05, (** }= AHA vs GC p<0,05,(™) = GPR vs GC p<0.05

Se decidid eliminar 4 pacientes en la determinacion de CER y 7 en la
determinacion de PCR para disminuir la dispersion de los resultados ¥
posteriormente aplicar el analisis estadlstico.

Se encontré una alteracién en las 5 proteinas de fase aguda estudiadas,
esto se muestra por una elevacion de la CER, la PCRy la HPT y a la vez una
disminucién de la TRF y la fraccién C3 del complemento en los pacientes con
AHA durante la fase aguda encontrandose diferencia estadisticamente
significativa con respecta al GPR y GC sedalada por (*) y valor de p<0.05; se
abservd que los niveles de estas proteinas regresaban a niveles comparables

con el GC en la fase de post-recuperacion (Figura 12).
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ariL

B GPR
mGC

HPT TRF C3 CER PCR
(*) AHA vs. GPR , (**) AHA vs. GC , (***) GPR vs. GC, p<0.05

Figura 12. Niveles de las proteinas de fase aguda.

3.4 Determinacion de las citocinas

Se obtuvo una curva de calibracion para cada una de las citocinas analizadas,
posteriormente se presentan los niveles séricos de las citocinas en los grupos
de estudio (AHA, GPR y GC) y finalmente se resume el analisis estadistico de

los datos.
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3.4.1 Curvas de calibracion de las citocinas IL1p, IL6 y FNTa
Los estandares utilizados para |as curvas de calibracion se presentan en
la tabla VIlI; en las Figuras 13-17 se presentan las curvas de calibracidn, las

cuales fueron repetidas cada 25 determinaciones para cada citocina.

TABLA VIIl. Estindares utilizados para obtenar las curvas de calibracidn
de las citocinas

Concentracion  IL-6 IL-1pSB  IL-1pSA FNTaSB FNTa SA
(pgfmL}

ESTANDAR 1 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
ESTANDAR 2 3.13 390 0.12 15.60 0.50
ESTANDAR 3 6.25 7.80 0.25 31.20 1.00
ESTANDAR 4 12.50 15.60 0.50 62.50 200
ESTANDAR 5 25.00 31.30 1.00 125.00 4.00
ESTANDAR 6 $0.00 62.50 2.00 250.00 8.00
ESTANDAR 7 100.00 125.00 4.00 500.00 16.00
ESTANDAR 8 300.00 250.00 £.00 1000.00 32.00

SA= sensibilidad alta, SB= sensibilidad baja

D.O%

Deansidad éptica

9.001 -
1 10 100 - 10900

Concentracion de IL-8 (pg/mL)

Figura 13. Curva de calibracién de IL-8
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Figura 14. Curva de calibracién de IL-1p de alta sensibilidad

10 RS 0 VRN 5.F FEIR PR 2 3

Densidad 6ptica

Concentracidn de IL-1f (pg/mL)

Figura 15. Curva de calibracién de IL-1p de baja sensibilidad
Con las curvas de calibracién IL-1p y FNTa obtenidas de los ELISA de

baja sensibilidad no se delectaron niveles séricos de estas citocinas en los

grupos de estudio por lo que se emplearon las ensayos de ELISA de alta
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sensibilidad, los cuales permitieron la cuantificacién de estas dos citocinas

apropiadaments.
10

o1

Densidad éptica

Concentracion de FNTq. (pg/mL)

Figura 16. Curva de calibiracion de FNTa de alta sensibilidad

10

0.9 —

Dengidad dptica

0.01 -
1 19 100 1000

Concenfrackin de FNTa (pg/mlL)

Figura 17. Curva de calibracion de FNTa de baja sensibilidad
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3.4.2 Cuantificacion de las citocinas

La IL-6 estaba elevada en los 49 pacientes (100%) durante la fase aguda
del AHA, en el GPR |os 40 pacientes estudiados seguian presentando valores
elevados con respecto al GC (VR=0.6-1.6 pg/mL) sin embargo estos estaban
considerablemente disminuidos respecta a la medicidn de esta citacina en la
fase aguda del AHA; la IL-1p se encontrd elevada en los 49 pacientes (100%)
durante la fase aguda del AHA con respecto al GC (VR=0.1-0.3 pg/mL) y en el
GPR 28 (70%) pacientes se normalizaren con respecto al GC mientras que 12
(30%) seguian elevados pero considerablemente disminuidos respecto a la
medician inicial en |a fase aguda (Tabla |X); para el FNTa 48 pacientes (94%)
tenian niveles elevados y 3 (6%) eran normales respecte al GC (VR= 0.6-1.4
pg/mL) y en el GPR 6 pacientes (15%) presentaban valores normales
mientras que los restantes 34 pacientes (85%) mostraran valores disminuidos
ccn respecto a la fase inicial del AHA (Tabla 1X).

Se encontré que los niveles séricos de [as tres citocinas estaban
incrementados en la fase aguda de AHA, solamente los niveles séricos de IL-
18 caian dentro del rango establecido coma valor de referencia del GC en la
mayoria de los pacientes del GPR (70%), mientras que para IL€ y el FNT« los
niveles seéricos segulan elevados en el GPR pero considerablemente

disminuidos con respecto a la fase aguda del AHA (Tabla IX).
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Tabla IX. Caoncentraciones séricas de las citocinas en ol grupo con AHA,

GPRy GC.
No.de PIGC IL-6(pgimL) IL-1p(pg/imL)  FNTa(pg/mL)
AHA GPR GC AHA GPR GC AHA GPR GC
1 0 56 09 30 03 03 72 32 20
2 500 30 12 30 01 05 29 24 07
3 600 — 22 24 -— 01 09 -— 04
4 140 38 09 12 01 02 15 25 08
5 280 30 10 19 02 02 50 46 10
6 2000 68 09 24 08 03 75 41 08
7 1750 30 10 23 04 01 82 29 06
8 4400 — 07 26 — 011250 — 12
9 430 31 08 06 01 01 25 01 21
10 510 66 05 28 02 02 100 29 09
11 520 56 09 11 02 02 @8 21 13
12 4450 58 12 23 01 03 270 22 07
13 1500 —- 07 28 -— 05 120 — 09
14 340 38 09 23 16 01 72 28 05
15 3000 120 13 20 02 01 100 19 1.3
16 470 30 08 05 01 01 60 13 09
17 1750 30 09 10 03 02 150 26 14
18 180 120 12 10 04 02 100 25 05
19 490 — 21 06 — 03 45 -— 14
20 3850 30 17 24 08 01 125 25 07
21 260 250 09 10 03 05 30 20 09
22 270 56 07 04 05 03 29 20 12
23 1530 — 16 14 — 01 72 -— 13
24 310 30 08 02 02 04 155 18 08
25 250  w~- 17 04 — 03 120 — 086
26 360 100 23 14 08 02 129 13 2.1
27 330 180 11 05 06 03 138 34 09
28 3000 56 13 26 02 01 117 22 05
29 2200 30 08 06 ©02 03 23 29 14
30 600 - 09 05 — 02 31 - Q7
31 3000 30 14 18 125 51
32 1300 56 08 02 52 24
33 440 30 04 04 70 28
34 3000 68 25 05 86 22
35 2900 30 26 02 69 17
36 1506 -~ 23 = 35 —
37 540 3.1 19 02 45 19
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Tabla IX. Concentraciones séricas de las citocinas en el grupo con AKA,

GPRy GC.
No.de P/IGC IL-6(pg/mL) IL-1B(pg/mL) FNTa(pg/mL)
AHA GPR GC AHA GPR GG AHA GPR GG
39 52.0 56 06 0.2 4.2 1.4
40 160.0 56 1.5 0.1 8.7 1.7
41 36.0 3.0 05 0.1 34 2.3
42 7.0 3.0 19 0.1 5.2 30
43 27.0 —— 0.5 —_ 4.1 —
44 740 3.0 24 04 129 3.1
45 300.0 30 256 02 12.7 27
46 66.0 3.1 1.1 03 2.1 1.3
47 300.0 6.6 26 02 129 2.7
48 6.2 56 0.1 0.1 1.0 1.0
49 33.0 5.6 3.1 0.3 4.7 20

-—= No determinado

3.4.3 Valores promedio de la cuantificacion de las citocinas

El valor promedio de cada citocina asi como la existencia de diferencia
estadistica en los grupos analizados por la prueba t de tudent pareada se
presenta en la tabla X y en la figura18. Se decidié eliminar 9 determinaciones
de IL-6 (>300 pg/mL) y una de FNTa (>125 pg/mL) para disminuir la dispersidn

de los resultados y aplicar el analisis estadistico.

Tabla X. Niveles de citocinas

Citocina AHA GPR GC
pg/mL n=49 n=40 n=30
xt1DE xt1DE xx1DE

|l 2 et n=40 73.0168.0 5724 4 1.120.5

IL-1p* ™ 1.5¢0.9 0.3:0.3 0.210.1
| FNTq” = n=48 7.4+51 2.310.9 1.0£0.4

(*) = AHA vs GPR p<0.0§ Sensibiidad

(™ )= AMA vs GC p<0.08 (L8 = 0.70 pgimL

(**)=GPR vs GC p<0.05 IL-1p = 0.1 pg/mL

FNTa = 0.1 pg/mL
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NIVELES DE CITOCINAS
15774 !
107
pa/mL O
51 B GPR
i BmGC
gk

IL6 IL1p FNTa

1
:
:
F

(") AHA vs. GPR |, (**) AHA vs. GC , (***) GPR vs. GC , p<0.05

Figura 18. Niveles de citocinas en AHA,GPR y GC

Los niveles de IL-6 fueron mayores que los de IL-1p y los de FNTa en los
pacientes con fase clinica aguda del AHA. Estos valores disminuyeron durante
la fase de post-recuperacién pero siguieron siendo elevados con respecto al GC

como se observa en la Fig. 18.
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3.5 Analisis de leucotrienos
3.5.1 Optimizacién de los pardmetros cromatograficos.

Las condiciones cromatograficas iniciales reportadas en la literatura para
el estudio de estos metabolitos permitieron realizar log experimentos cuyos
resultados fueron evaluados para definir si satisfacian o no los requerimientos
del trabajo. Sobre estas condiciones iniciales se realizaron algunas
modificaciones, hasta llegar a establecer las condiciones dptimas para la
determinacion de los leucctriengs, [as cuales se presentan a continuacion;

- Flujo: 0.4 mU/min.

- Temperatura: ambiental

- Longitud de onda de monitoreo: 280 nm.

- Fase estacionaria: columna hypersil-ODS 100 mm x 2.1 mm, D.l.

o pm.
- Fase movil:
Solvente A: metanal (65%)
Solvente B: agua, 4cido acético pH = 5.4 (35%)

La separacidn de los metabolitos del dcido araquiddnico c<on estas
condiciones se puede observar en los cromatogramas de la figura 19 y 20. El
tiempo total de elucién fue de 20 minutos. De los 4 leucotrienos de interés el
LTD4 fue el compuesto con mayor tiempo de retencién (8.3 min.). En el

cromatograma se indica el orden de elucidon de los compuestos y los tiempos de

retencidn caracteristicos.

!
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Figura 19. Cromatagrama de los cistenil-eucotrienos separados por CLAR-
FR. El orden de elucidn fue: LTC4, LTE4 y LTD4. Las condiciones de
elucién son descritas en el texto.
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Figura 20. Cromatograma de LTB4 y sus metabolitos separados por
cromatografia de liquidos de alta resolucion fase reversa. El orden de
elucion fue: trans-6-LTB4, LTB4, trans-6-12-epi-LTB4, (55,6S)DIHETE y el
(5S,6R}DIHETE. Las condiciones de slucién son descritas en el texto.
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La mezcla del LTB4 y sus metabolitos se ulilizd inicialmente para
establecer los parametros ideales para la deteccidn del LTB4. Después se
empled el estandar individual de LTB4 para la optimizacién de los parametros

cromatograficos.

En la tabla X| se presentan los resultados de los parametros
cromatograficos de separacién optimizados. Los valores de l0s coeficientes de
separacion (a) y de resolucién mas bajos se observaron para el LTE4.

Tabla XI. Parametros cromatograficos de separacién

Leucotrieno tr K a R
LTC4 5.27 558 1.20 217
LTB4 6.03 6.53 117 2.27
LTE4 714 7.80 1.15 1.88
LTD4 8.08 $.10 —— oy
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Se determinaron las curvas de calibracién y los Imites de deteccién para
cada uno de los metabolitos analizados. Esto se ejemplifica con el LTE4 coma

se muestra en la Figura 21.

u = Extraccién de! LTE4 de orina
- E " LTE4 13ng
“i‘ ¢
i 39n -
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o A
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Figura 21, Cromatogramas obtenidos para la curva de calibracion del LTE4
separados por cromatografia de liquidos de alta resolucion fase reversa.
Las condiciones de elucién son descritas en el texto.
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3.5.2 Evaluacion de Jos sistemas de extraccion

De los métodos analizados (Fig. 4), se aobtuvo que el método 2 (Pagina
47) fue el que permitid estudiar este tipo de compuestos. Camo se observa en
la Fig. 22, solo se detectd la presencia de LTE4 después de la extraccion por el
métoda 2 (Fig. 22, parte inferior-derecha) lo mismo se presentd para el resto de
los leucotrienos analizados.

En la tabla XIl se presentan los resultados de los porcentajes de
recuperacién obtenidos después de la extraccién en fase sdlida; la estimacion
se realizo por areas.

Tabla Xll. Porcentajes de recuperacidn de la extracidén en fase sdlida
empleando cartuchos SepPack C-18. Estimacion en base areas.

Leucotrieno % de Recuperacidn
LTB4 71
LTC4 80
LTD4 93

LTE4 94
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Figura 22. Cromatogramas obtenidos despues del procesa de extraccién
en fase sdlida de una muestra de orina adicionada con LTE4 y separados
por cromatografia de liquidos de alta resolucion fase reversa. Las
condiciones ds elucién son descritas en el texto.

Después de evaluar |as diferentes candiciones del proceso de extraccién

se obtuvo un porcentaje de recuperacion oscilante entre un 71 a 94% para

cada uno de los metabolitos analizados los cuales se muestran en {a Tabla XIl.
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Figura 23. Espectro de absorcidon del LTB4 y superposicion del espectro

del LTB4 del paciente No. 8 con AHA,

Se empleé la superposicidn de espectres para identificar cada uno de los

leucotrienos como se muestra en la figura 23.
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Figura 24. Cromatogramas obtenidos despues del proceso de extraccion
en fase sdlida y separados por cromatografia de liquidos de alta
resolucion fase reversa. a) Mezcla de estandares de leucotrienos, b)
Paciente con Absceso hepatico amibiano en fase aguda, c) paciente con
absceso hepético amibiano en fase de recuperacién y d) Sujeto del grupo
control. Las condiciones de elucion son descritas en el texto.




3.5.3 Sensibilidad
Este parametro se analizd en funcién del limite de detsccion y el de
cuantificacidn, Los calculos fueron descritos en el capitulo 2 y los resultados se

presentan en la tabla XIII.

Tabla Xill. Limites de deteccidn y cuantificacién obtenidos para el analisis
de los leucotrienos por el método desarroliado.

Leucotrieno Limite de deteccidn Limite de cuantificacidn
ng/ml ng/mL

LTB4 0.810 2.450

LTC4 Q178 0.539

LTO4 0.470 0.790

LTE4 1.890 5.740

En los experimentas que proporcionaron estos datos fueron utifizados 3
puntos arbitrarios incluyendo el limite inferior calculado para la curva de

calibracién (n=3) para cada punta.

3.5.4 Robustez

Los resultados de cada uno de los experimentos realizados se presentan
en la tabla XV e incluyen los pardmetros que se consideraron fundamentales
para el desarrollo e implementacidn del método.
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Los cambios en pH y composicidn de (a fase mdvil influyen fuertemente
en la separacién de este tipo de compuestes. Como se observa en las figuras
20 al hacer pequenas vanacionss de la concentracidn de metanol o disminuir el
pH se mejoraba la resolucidn de los compuestos pero aumentaba el tiempo de

retencion de los mismos.

' ¥J14
w
35
[ & : ! i
1 3 LTC4
5 «f{ y LTES
]
| of 1 1LTo4

o

I = B, F 1

a) metancl:agua:4cido acético (70:30:0.01) b)metanol.agua: 4cido acético (85:35:0.01)

Figura 2§. Cromatograma de las cistenil-leucotriencs separados por
cromatografia de liquidos de alta resolucion fase reversa. El orden de
elucion fue: LTC4, LTE4 y LTD4. Las condiciones de elucién son descritas
en el texto. Efecto de la proporcidn del modificador (metanol) a un pH 54
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Tabla XIV. Resultados de los ensayos realizados para valorar la robuztes

del método.
Factor Maodificacion Observaciones Efectoenla
resclucion
Compasicidnde  Disminucién de % Aumento en No se afecta
|la fase movil metanol los TR de los
compuestos
pH Se probaron los Cambio en TR No se afecta
pHs de 5.0,54y 56
Flujo Se probaron 0.2y 0.8 Aumento y dismi- Ninguno
mbl/min nucian de TR
respectivamente
Matriz Se adiciond lamezcla  No se observaron Ninguno

de estiandares a
orina de diferentes
individugs.

interferencias en
ningdn caso

3.5.5 Determinacidn de los LTS en los pacientes con AHA, GPR y GC

Después de seguir |a estrategia general planteada en la melodologla en

solo 42 pacientes en la fase aguda se detectaron patrones cromatograficos

diferentes encontrandose picos con tiempos de retencidon iguales a los

estandares de leucotrienos analizados y corrobordandose posteriormente con (a8

comparacion de espectros. De los LT estudiados en |a fase aguda del AHA en

30/49 se detectaron LTB4 .en 15/49 el LTC4, en 10/49 &l LTD4 y solo en /49 el

LTE4 como se muestra en la Tabla XVI.
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Tabla XV. Determinacion de leucotrienos en pacientes con AHA,

GPRy GC.
Lr AHA GPR GC
n=49 n=40 n=
LTB4 * = % " .
ND = No detactado (*) = AHA vs GPR p<0.05

(** )= AHA vs GC p<0.05
{**) = GPR vs GC p<0.05

Al anglizar el nimero de leucotrienos que se presentaban en cada
paciente durante la fase aguda del AHA se determind que 7 pacientes no
presentaron sefiales en el cromatograma que indicara la presencia de
leucatrienos, 30 pacientes presentaran 1 lsucotrieno, B pacientes presentaron 2
leucotrienos, € pacientes presentaron 3 lecotrienos y ninguh paciente presentd

seriales de los 4 leucalrienos al mismo tiempa.

3.6 Correlacidn de los niveles de citocinas con las PFA

Al cormrelacianar l0s niveles de las citocinas con los niveles de las
proteinas de fase aguda determinadas en los tres grupos de estudio sdlo se
encontrd una correlacion significativa estadisticamente entre los niveles de IL-6

en AHA vs PCR en AHA (0.56, p<0.05)
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3.1 Correlacién de los niveles de citocinas con los leucotrienos
No se encontré correlacién entre los niveles de las citocinas con la
presencia de los leucotrienos en los pacientes con AHA durante la fase aguda y

en la fase de post-recuperacion.
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CAPITULO IV
DISCUSION

La amibiasis es una parasitosis cosmopolita en su distribucién, causada
por el protozoario enterice, Enfamoeba histolytica. Las frecuencias mas altas se
presentan en el Africa, el Sur de América, en Méxice y en la india. En México
se ha estimado que entre un 10 al 20 % de |la poblacién son portadores del
parasito. Esta prevalencia se ve incrementada con la edad y en las zonas
rurales. Los mecanismos de respuesta inmunitaria en cantra de E. histolytica en
el humano, no han sido establecidos. Los estudios epidemiolégicos indican que
el humano no adquiere inmunidad a partir de la colonizacién intestinal por E.
histolytica %" | ag proteinas amibianas inducen a los linfacitos de los
pacientes a secretar linfocinas que actuan en los macréfagos y propician la
muerte de trofozoitos virulentos de amibas™ %), En el AHA, la complicacién
extraintestinal  mas importante de la amibiasis, exists una respuesta
inflamatoria y de fase aguda representada por diversas proteinas sintetizadas
en el higado 597174

Actualmente se han identificado la |L-1, la IL-6 y el FNT, como las
citocinas reguladoras de esta respuesta®Z® Una de las funciones que
desempefian estas citocinas en el proceso inflamatorio, es la estimulacién del
hepatocito para la sintesis de las proteinas de fase aguda®?® Esta
estimulacion parece ser regulada por el sistema nervioso central. Las proteinas

de fase aguda funcionan como mediadores en los procesos inflamatorios y
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fagocitices, coma inhibidores del sistema mediador y de las enzimas liberadas
por el dafo tisular 0 del macréfago, como moduladores de la respuesta inmune
y en |a formacion de tejido conective elastice y también coma transportadares
de metabalitos ™.,

Para establecer |a presencia de |a respuesta inflamatoria y de fase aguda
en los pacientes con AHA se decidid evaluar § proteinas de fase aguda (HPT,
TRF, CER, C3y PCR)

Se consideraron los criterios de seleccion de un marcador confiable para
la respuesta de fase aguda. Una elevacién rapida y considerable después del
estimulo inflamatorio, vida media corta que permitiera una rapida disminucidn
despues de eliminado el estimulo y la implementacion de un métedo en el
(aboratorio diagnéstico™.,

Se han refendo varios métodos inmunoquimicos para la cuantificacidén
de estas proteinas®®7¥, Se requiere determinar su concentracién exacta, en
base a dos mediciones independientes. La cuantificacién de la concentracién al
medir simultdneamente la maxima velocidad de reaccién (Vmax) y el tiempo
(tVmax) que es requerido para Vmax, permiten trazar una curva de calibracidn
tridimensional, Asi los valores obtenidos al cuantificar una proteina, presentan
un alto grado de exactitud y precision™.

Al comparar la varniable DO en ol tiempo a diferentes concentraciones de
antigeno y con una cantidad constante de anticuerpo, se calcularon diferentes
velocidades de reaccién (DO/min). Para un tiempo determinado, existe una
velocidad maxima de reaccidn. Al relacionar Vmax contra la concentracion, se

glaboré la curva de Heidelberger- Kendall. En esta curva cada punto
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corresponde a un tiempo de Vmax, de ésta forma, es posible diferenciar
claramente los valores en ambos lados de [a curva y obtener sistemas de
cuantificacion para proteinas en rangos amplios de medicion™.,

La determinacion de protelnas séricas de importancia dinica es evaluada
por sistemas cinéticos de turbidimetria con pregramas estandarizados y contral
de calidad que permite una determinacién confiable y répida por lo que fue
seleccionado como método de referencia para la determinacidon de las §
proteinas de fase aguda en los pacientes con AHA estudiados.

El amilode A sénco (AAS) ¥y la PCR cumplen satisfactoriamente los
criterios de respuesta répida, con una elevacién considerable en el plasma®®®,
La PCR es el parametro mas adecuado en el laboratorio, en los casos de
inflamacion®*, para valorar la respuesta de fase aguda, debido a que las
determinaciones diagndsticas para el AAS no estan disponibles. Por otro lado,
aunque la CER es menos sensible y tiene mayor vida media que la PCR, en
algunos casos proparciana informacién adicional™®. Por esta razén se realizd (a
determinacién de esta proteira, en el presente trabajo.

En los pacientes con AHA tanto la CER como la PCR fueron las mas
elevadas de las $§ proteinas estudiadas, confirmando su utilidad como
marcadores de respuesta inflamatoria de fase aguda. Aunque algunas protelnas
son inadecuadas para medir la respuesta de fase aguda pues se consumen
durante la inflamacion, como (o son la haptoglobina, la transferrina y la fraccion
C3 del complemento, la valoracién de estas, proporciond informacién
diagnéstica en los casos en que hay evidencia de consumos selectivos de

protelnas por algun proceso patogénico de la enfermedad™, Lo anterior se
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presentd en los pacientes con AHA durante la fase aguda, los cuales
presentaban valores disminuidos de estas proteinas.

Algunos sintomas de ciertas enfermedades inflamatorias pueden
confundirse con alteraciones funcionales, en las cuales no existe proceso
inflamatorio algune. La valoracion de las proteinas de fase aguda es relevante
para diferengiar y establecer el patrén caracteristico en procesos inflamatorios.
La determinacién de las proteinas de fase aguda en el AHA pemmite
diferenciarlo de otras enfermedades en las que se afecta el higade como en el
carcinoma hepatocelular™.

El marcador utilizado en enfermedades inflamatorias de intestino ha sido
la a—glicoprote/na acida. Los estudios recientes han demostrado que la PCR es
un parametro mucho més sensible y preciso, ademas, su elevacidon correlaciona
con la actividad de la enfermedad y la respuesta al tratamiento™. En los
pacientes con AHA tratados y durante la fase de post-recupsracion, este
parametro disminuy¢$ considerablemente.

Las citocinas y los leucotrienos se han propuesto como mediadores que
regulan |a respuesta inflamatoria y de fase aguda®@*2"<83839883) | 55 cslylag
mononucieares fueron las primeras en mostrar la Hberacién de citocinas®™),
Estas modulan la sintesis de prote(nas de fase aguda por el hepatocito®. La
estimulacion con lipopoligacaridos bacteriancs de células mononucleares y de

macréfagos produce la sintesis y secrecién IL-1, FNTa e IL-6 descritas como
reguladores principales de la respuesta de fase aguda“™®. El FNTa e IL-1p

actuan sobre hepatocitos de ratén®Y, sin embargo sus efectos se hallan
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restringidos a un espectro limitado de proteinas de fase aguda. La IL-6,
identificada como kactor estimutante del hepatacito parece ser el mayor inductor
de la sintesis de prateinas de fase aguda por el hepatocito'®<72

El higado es el principal 6rgano de sintesis de proteinas de fase
aguda®, por lo cual se propuso el estudio de las concentraciones de las 5
proteinas de fase aguda mencionadas anteriormente asl como de la citocinas
I-1p, IL-68 y FNTa en pacientes con AHA. Se planted la existencia de una
correlacion entre la sintesis de estas citocinas con la produccién de las
protelnas de fase aguda en una entidad clinica como el AHA, en el cual hay
dano tisular hepatico. El dafio a las células del parénquima hepético, puede
resultar en una disminucidn en la sintesis de proteinas séricas y un cambio en
el metabolismo proteico'®. En los pacientes estudiados se encontrd una
alteracion de las 5 PFA durante |a fase aguda. En estos pacientes la TRF y la
fraccién C3 se encontraron disminuidas (Tabla V y VI). La HPT, la CER y la
PCR se hallaban aumentadas (Tabla V y VI). Estos cambios, son caracteristicos
de enfermedad hepética. El incremento de las niveles séricos de C3 y PCR en
los pacientes con AHA ha sido desciite™ ¥ En los pacientes con AHA
estudiados se observd una disminucion de la fraccion C3 del complemento can
diferencia estadisticamente significativa con respecto al GPR y GC. Los niveles
de PCR se encontraron con elevacidn estadisticaments significativa en los
pacientes con AHA con relacion a los pacientes del GPR y del GC (Tabla ViII).

Los pacientes del presente estudio presentaban una respuesta de fase

aguda. La sintesis de PFA es regulada por las citocinas, al igual que la
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respuesta inmune especlfica causada por parésitos prolozoariosm'“’.
Inicialmente se obtuvieron valores falsamente negativos de FNTa,en este
grupo de pacientes con el ELISA de baja sensibilidad. Al incrementar la
sensibilidad en las determinaciones del FNTa asi coma de la IL-1§ permitieron
la cuantificacion de estas dos citocinas & nivel sistémica. Se ha descrito que
estas dos citocinas tienen efectos antiproliferativos en las células hepéticas™"'®;
esto sugiere la accion de un mecanismo regulatorio que, de manera paraddjica,
se halla presente en pacientes con AHA. En estos pacientes, durante la etapa
aguda del proceso inflamatorio ocume una destruccion tisular importante e
inflamacién. En contraste, en el presente estudio, los niveles elevados de IL-G,
confirmaron las observaciones previas de Medina y cols. y de Gonzéalez Amaro
y cols. Recientemente se ha descrito el efecto proliferativo de esta citocina
sobre las células hepaticas®!'*1"9 S ha demostrado que la rhiL-6 regula la
sintesis de proteinas de fase aguda en [os hepatocitos humanos. Al comparar la
accion de esta citocina con IL-1By FNTa en el hepatacito, sélo la IL-6 induce
esencialmente el mismo espectro de respuesta en las proteinas de fase aguda
observado en los humanos durante un estado inflamatorio@%9, Lo anterior
podria explicar |la respuesta alterada de proteinas de fase aguda estudiadas en
los pacientes con AHA. La IL-6 fue la citocina que se encontrd con mayor
elevacion entre las citocinas estudiadas en los pacientes durante la etapa
aguda del AHA. Con estos resultados, es posible sugerir que la IL-6 juega un

papel clave en la sintesis alterada de las proteinas de fase aguda estudiadas en
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este grupo de pacientes. También es posible que intervenga durante la
regeneracion hepatica que se observa al desaparecer el agente etiologico.

El mecanismo por el cual la IL-6 actia sobre las células hepaticas es
descanocido. Se ha gbtenido evidencia de la existencia de una gran cantidad de
receptores para IL-6 en las células hepaticas de la rata (1,500 receptores de
IL-6/ céiula) por lo que posiblements en los hepatocitos de humanos fa IL-8
actue por medio de un receptor especifico en la superficie de la célula
hepatica'®®.

Se han empleado una gran variedad de técnicas analiticas para la
determinacién de los metabolitos de écido araquidénico via lipooxigenasa
conocidos coma leucotrienos''® ', El método de la CLAR-FR se ha empleado
para la separacién y cuantificacién de los diferentes leucotrienos!'™ 113 Eg
nocesaria la extraccidn de estos compuestos del medio acuose previo al
andlisis cromatografico "™ 112 gn este estudio se empled la técnica de CLAR-
FR para la separacién de los leucotrienos. Se obtuvieron resultados excelentes
al acoplar esta técnica con la extraccién en fase sdlida. Los procedimientos de
extraccién reportados, involucran un proceso de extraccién con solventes o
adsorcidn a resinas unidas a Amberlite XAD-7 0 XAD-§¢'®12 ysualmente el
éter dietllico es utilizado para el LTB4 y para otros metabolitos menos polares
del acido araquidénico y el Amberiite XAD-8 o XAD-7 son usados para log
sulfopeptido-LT!'®"12 En este trabajo se emplearan los cartuchos Sep-Pak
C18 para el proceso de extraccion y las muestras se procesaron par los dos

métodos descritos (Método 1 y Método 2). Estos procedimientos han sido
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reportados para la extraccion de estos compuestos,. Los resultados fueron mas
satisfactorios con el método descrito par Uemura y cols .

La eficiencia de las columnas de extraccidn de octadecil en fase reversa
para LT y otros metabolitos del 4cido araquiddnico han sido mencionada en
pacos estudios. Metz y cols. , reportaran con el uso de la columna Sep-Pak C18
en fase reversa los porcentajes de recuperacion para LTB4, LTC4, LTD4 y (a
prostaglandina B2 (PGB2) fueron de 57120, 39118, 4418 y B87115%
respectivamente y con el uso de las columnas Sep-Pak de sllica los porcentajes
de recuperacidn para los mismos compuestos fueron 7648, 93112, 8648 y 8227
respectivamente!''?), Estos resultados dependian de la constitucién del buffer
en el cual la muestra era extraida y aplicada a la columna. Luderer y cols.,
reportaron parcentajes de recuperacidn para el LTB4, acido O
hidroxieicosatetraenoico (5-HETE), 12-HETE y la PGB2 de 9812, 77£10, 8819 y
87125 respectivamente empleando [as columnas de extraccidn de octadecil en
fase reversa!'™. Los porcentajes de recuperacién (80-96%) que se obtuvieron
en el presente estudio, fueron aceptables ya que este tipo de compuestos se
determinan a bajas concentraciones. La matriz de orina puede haber tenido
cierta implicacién en la menor recuperacién de los compuestos estudiados
(LTB4, LTC4, LTD4 y LTE4).

Los cartuchos Sep-Pak pueden realizar Ia extraccién de muchos
compuestos polares, de fosfolipidos y de prostaglandinas que coeluyen con los
leucotrienos. Sin embargo en la CLAR-FR, sélo se observan los picos de los

leucotrienos debido a que otros compuestos que pudieran estar presentes,

tienen un coseficiente de extincién molar bajo a 280 nm.
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Los efectos del pH y la composicién de la fase mévil fuaron los factores
que mds influyeron en |a separacién de los LT. La adicién del acido acético a la
fase mévil favorecié el porcentaje de recuperacion y mayor resolucién de las
mezclas de estadndares de peptido-LTS durante la exiraccion y separacién de
los mismos. El 4cido actua aqul como un reactivo par idnico al asociarse con los
grupos aming libres del LTC4, LTD4 y LTE4 incrementando la afinidad de los
LTs al soporte de fase reversa.

La cuantificacian de LTs en pacientes con AHA no habia sido realizada
con anterioridad. El papel de estos mediadores de la respuesta inflamatoria en
pacienies con colestasis y con insuficiencia hepatocelular han sugerido una
participacion importante de los peptido-LTs in vivo en la patogénesis de estas
entidades ciinicas®™®. Se ha descrito un intenso infiltrado de neutrsfilos
durante la formacion del AHA por |10 que se sugiere la participacion de los LTs.
Se ha descrito previamente |a elevacion de la fraccidn C3 del complemento e
inhibicidn de la quimiotaxis de polimorfonucleares en pacientes con AHA, 10
cual podria estar también relacionado con la accidon de los LTs como
mediadares.

Ciertos factores del huésped y del parasito, juegan un papel en la
patogénesis de la formacidn del AHA y en la evasion de la respuesta inmune.
Hasta ahora la participacion de moléculas amibianas en la inmunomodulacién
es desconocida.

Recientemente se ha demostrado que los trofozoitos vivos de E.
histolytica, asl como proteinas microsomales de l|as amibas producen

eicosanoides como la PGE2®) |as moléculas parasitarias que estimulan la
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produccién de eicosanoides na han sido aisiadas o identificadas. Los niveles
altos de prostaglandinas que se producen por las celulas inflamatorias del
huésped al ser estimuladas por moléculas del pardsito, pueden actuar
localmente reclutando macréfagos al sitio de inflamacion™, Los leucotrienos
gson considerados como moléculas proinflamatorias, debido a su efecto
quimiotéctico sobre leucocitos polimorfonucleares. Los neutréfilos llegan al sitio
de inflamacion desencadenando una cascada de eventos ligados que
contribuyen al estado inmunopatolégico abservado en muchas enfermedades
parasitarias.

En este estudic (2 presencia de LTB4 en 30 de 49 pacientes con AHA en
fase aguda indica que este metlabolito con acciones principalmente de
quimiotaxis, podria estar involucrado en los eventos quimiotacticos observados
én los pacientes con AHA. La diferencia en el patrdn cromatografico de los
pacientes sugiere la participacién de los peptido-LTs (LTC4 15/49, LTD4 10/49
y LTE4 3/49) en la patogénesis del AHA. La ausencia en los pacientes en
recuperacion total, indica la desaparicién del proceso inflamatorio regulado por
este ipo de mediadores. En el grupo control no se detecté ninguno de estos
compuestos.

Los resultados oblenidos en el presente estudio y en ofras infecciones
parasitarias y patologias en las que se implica la funcion hepética indican que
los mediadores estudiados, pueden ser responsables de eventos como el
infiltrado inflamatorio y la quimiotaxis alterada.

El presente estudio demostrd que Ilos niveles de (as citocinas

proinflamatarias IL-1B, FNTa e IL-8 estan elevados en los pacientes con AHA
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en fase aguda con diferencia estadisticamente significativa y que estos cambios
son independientes de |os niveles de leucotriencs en la misma fase. No hubo
correlacion entre ambos parametros, lo cual sugiers que eslos dos
mecanismos de la respuesta inflamatoria se encuentran posiblemente
inveolucrados en los eventos descritos durante el AHA. La regulacién de la
produccion de leucotrienos por algunas citocinas como e FNT y la IL-1 se ha
involucrado recientemente en este proceso!'®'2 Falta aun por establecer
cuales son los mecanismos por los que se realiza tal regulacion,

Los fenémenos inflamatorios san modificades en mayor o menor grado
con medicamentos. Estos suprimen el dolor y |a incapacidad funcional que
suelen acompafiar a la inflamacidn. La inflamacién y la respuesia de fase
aguda son una respuesta defensiva y benéfica en sentido tecldgico. Por tanto,
es necesano que el esfuerzo final sea orientado a conocer la causa y a
modular su accién y no sdle a suprimiria como actualmente se realiza con el
uso de medicamentos anti-inflamatorios. Por lo que el conocimiento de los
mediadores de respuesta inflamatoria (citocinas y leucotrienos) en esta
enfermedad parasitaria permitira a futuro establecer nuevas perspectivas
terapéuticas empleando este tipo de mediadores.

El presente estudio pemitié establecer [a participacién de los
leucotrienos y de las citocinas en el AHA a nivel sistémico. A corto plazo las
técnicas especificas de la Biologia Molecular permitiran conocer |a
participacidn de estos metabolitos a nivel local en las células implicadas

durante el proceso inflamatario descrito en el AHA .
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En los pacientes estudiados la mayoria perteneclan a un estrato
socioecondmico bajo (99%) y con una edad promedio de 36 + 11 afos por lo
que se sugiere que |as condiciones sanitarias propiciaron la instalacién de esta
enfermedad en estos pacientes. Esta enfermedad continda siendo un problema
de Salud Publica de los paises en desarrollo como el nuestro por lo que la
investigacion de los mecanismos fisipatolégicos participantes en esta

enfermedad parasitaria permitirA a futuro el control y la emadicacién de la

misma.
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CAPITULO V
CONCLUSIONES

Las proteinas y las citocinas estudiadas durante la fase aguda del AHA
se encontraren alteradas. Hubd diferencia estadisticamente significativa entre
el grupo con AHA en fase aguda con & grupo post-recuperacidn y el grupo

cantral.

Se cuantificaron las concentraciones bajas de el FNTa e IL-1B en los
pacientes al emplear la metadologia de alta sensibilidad. Se encontrd diferencia
estadisticamente significativa al comprar estas citocinas en el AHA con el GPR

y GC.

La IL-6 parece ser el mediador principal de la RFA que se observé. La
estimulacién pesitiva de las PFA: la PCR, la CER y la HPT y a la vez una
inhibicién de la TFR y la fraccion C3 del complemanto en los pacientes con

AHA, puede ser consecuencia directa de tal estimulacidn iniciada por la IL-6.

Se estandarizé un método de CLAR-FR para el andlisis de leucotrienos
en muestras de orina. Los resultados fueron reproducibles y altamente

sensibles.
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La elevacion del leucotrieno quimiotactico LTB4 en 30 de los 49
pacientes con AHA en el presente estudio, sugiere que éste pudiera participar

como agente quimiotactico en la diapédesis descrita en el AHA.

En el 85% de los pacientes (42/49) se detectd al menos un leucotrieno
elevado durante la fase aguda del AHA. Este hallazgo sugiere la participacién

de otros LTs durante el procesa inflamatario.

El proceso inflamatorio ¢e resolvio en el grupo post-recuperacion. Estos
pacientes no presentaron patrones cromatograficos de los LTs, lo cual sugiere

desaparicion de este proceso inflamatorio.

Los LTs y las citocinas participan coma mecanismas independientes en

la regulacion de la respuesta inflamatoria del AHA,
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CAPITULO VI
PERSPECTIVAS

No se han estudiado las células responsables de la elevacién de
citocinas, encontradas en el suero de pacientes con AHA. La expresion de las
interleucinas IL-6, IL1a y FNTP por células de sangre periférica extralda de
pacientes con AHA mediante la técnica de reaccién en cadena de la polimerasa
(RCP) podra determinar si ésta produccidn es a nivel sistémica o a nivel local

en el sitio del proceso inflamatorio.

Los niveles de leucotrienos, citocinas y proteinas de fase aguda pueden
ser investigados en otras entidades patalégicas en las cuales |a regeneracion

hepética es menor y asi definir su participacion en la respuesta del paciente.

La determinacién de leucotrienos para el monitoreo de la evolucién del
proceso inflamatorio @ anafildctico permitira dirigir nuevos tratamientos como el
empleo de antagonistas de los mismos que disminuyan 10s efectos provocados

por estos metabolitos o por los medicamentas actualmente en uso para el AHA.
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CARTA OE CONSENTIMIENTO INFORMADO

FORMA DOE PARTICIPACION VOLUNTARIA EN EL PROYECTO:

" Respuesta inflamatoria y de fase aguds en ¢f Absceso Hepdtico amibianc
mediante el estudio de leucalriencs 84, C4, D4, E4eIL-8,IL-1pyFNT a "

Fecha; I J199_
A QUIEN CORRESPONDA:

Oeclaro libre y voluntariamente que mi nombre as
y que acepto parlicipar en @ste proyecto
de mnvestigacidn que se realiza en 8l Hospilal Universitario "Dr. José E. Gonzalez™
de la UANL cuyo obyetivo es dilucidar {a participacdn de (eucotnenos y
citocinas en |a respuesta inflamatoria y de fase aguda en el Absceso Hepdtico
Ambiana (AHA).

Se me ha expresado que en esla invastigacion ss espera obtaner como beneficio
una profundizacion en el conocimiento de factores clinicos y bioquimicos que
.-permitan nferir los posibles mecanismos implicados en el desamollo de esta
- alteracion

Entendo que estard somstido en dos ocasiones a las siguientes esludios:
venopuncion para extraccidn de 20 ¢¢. de sangre y récaleccion de orina por
miccidn espontdnea durante un dia, asto se realizard durante el padecimiento y
despues de |a recuperacion lotal; lo ¢ual N representa riesgo aiguno para mi
salud

Entiendo que estoy en mi derecho de solicitar cualquier aclaracién y obtener

nformacian sobre la investigacién en cualquier momento del desarollo de esta.

Ademas entiendo que estoy en [a libertad de relirarme en ¢l momento que desee

y s1 tomara esta decision no me afectard en futuros tratamientos que requiera en
el Mospital Universitario.

Entendo que la informacidn obtenida de |3 investigacion serd manejada en forma

confidencial y que en ningun momerto 3@ vialard mi privacidad.
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Ademas, el Hospital Universitario de la UANL. estarg en la disposicidn de
brindarme lratamiento Médico ¢ QuIrdrgicd sin costa, en caso de que resulitara
danado per cualquiera de los procedimienios del proyecto de investigacion y en
cas0 de dafo permanente, \endré derecho a ser indemnizado de atuerdo al dafo

suindg

Paciente

Testigo
Nombre: Nombre:
Direccion Direccidn:
Testigo Investigador
Nambre Nombre: Q ©.B. Pauls Corderg Perez
Dweccidn

Direccion: Skig dg Qtg, 143 Frgec,
it ez La Fam
a. Catarn
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EXPEDIENTE CLINICO

HOSPITAL UNIVERSITARIO

“Dr. Jogé Elmnenio Gomdler” . |

Servicko de Gastroemierologla
Unidad de Higado

PROYECTO: RESPUCITA FLAMATORIA Y O PASE AGUDA EN EL ABICESD HEPATICO

AMIBANO MECUNTE EL E3TUDIO DE LEUCOTRIENGS B4, C4, D4, B4 E LS,
K1 GETA ¥ PNT ALFA

FECHA
No Exp. M.U. . No. Exp. U. de H.

NOMBRE . EUAD

————————
7

oQMICILIO

TEL.

INTERNAMIENTOQ DE A

CITA A CONSULTA EXTERNA ({C# T)

CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO:

ANYECEDENTES
ALCOHOUSMQ
Cantdad

Frecusncia
Duracion

DIARREA

Mayar de 1 mes Menor de 1 mes

OTROS
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MEDICA
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Ooss
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4SICQ

JAtJomen
(hepato
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Torax
(hemidi3irag
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ESTUOIOS OE GABINETE

Tele de torsx

Pigcy simple do abdomen

YSTACRMN

Tamafo de {03) ebscesas:

Numero de sbscesos

Loc3lizacn

COMENTARIOS
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