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11. RESUMEN 

Las quimiocinas son citocinas qulmioatrayentes que actúan a través de la 

activación de receptores de siete dominios transmembranales que se encuentran 

en la superficie de las células. Las quimiocinas participan en procesos del sistema 

inmune mediante el reclutamiento selectivo de leucocitos a sitios de activación y 

diferenciación. Las quimioclnas presentan una estructura conservada que consiste 

de un extremo amino terminal flexible, seguido de 3 hojas J3 plegadas y una hélice 

a en el extremo carboxilo. 

La qulmiocina CCL 13 (MCP-4) es una quimiocina de la subfamilia MCP y 

actúa a través de los receptores CCR1, CCR2 y CCR3. Esta quimiocina atrae 

monocitos, linfocitos T, eoslnófilos, basófilos y células dendrlticas. 

Las regiones de esta quimiocina involucradas en la unión y activación de 

cada uno de sus receptores no han sido descritas. Para abordar este problema se 

sintetizaron péptidos basados en la secuencia primaria de CCL 13. Estos péptidos 

fueron usados para determinar si las secuencias que contienen son suficientes 

para inducir respuestas funcionales en una linea de monocitos. Adicionalmente, 

estos péptidos fueron usados en ensayos de inhibición para determinar si son 

capaces de inhibir la actividad de la quimiocina CCL 13. 

Los resultados obtenidos muestran que el péptido 8, correspondiente a los 

residuos de aminoácido 9-29 en la quimiocina completa; es capaz de inducir 

quimioaxis en las células THP-1. Por otro lado, el péptido 1, correspondiente a los 

residuos de aminoácido 1-18, inhibe la quimiotaxis mediada por la quimiocina 

CCL 13. 

Estos resultados definen al extremo amino terminal (9-29) como candidato 

para participar en la actividad agonista, mientras que los aminoácidos 1-18 pueden 

tener actividad antagonista. 
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111. INTRODUCCIÓN 

a. Las Qulmiocinas. 

El sistema inmune se especializa en la defensa del organismo contra 

patógenos y sustancias foráneas, mediante la actividad de diversos tipos celulares 

y proteínas secretadas. 

Para ejercer su función efectora, dichas células deben dirigirse a los sitios 

de presentación de los antlgenos encontrados por el organismo, ya que para 

montar una respuesta inmune eficiente se requiere la interacción de estos 

componentes celulares y su presencia en los sitios de infección y de inflamación. 

Asimismo, las células progenitoras que dan lugar a varios tipos celulares requieren 

un ambiente de maduración especifico, por lo que estas células requieren 

posicionamientos especfficos según sea el tipo de célula que dará lugar. 

Dentro de las proteínas mediadoras que sintetizan y secretan las células se 

encuentran las citocinas. Las citocinas son proteínas de bajo peso molecular que 

estimulan diversas respuestas de células del sistema inmune. Las citocinas actúan 

al unirse a receptores en células blanco, y su expresión es regulada por señales 

externas. 

Las quimiocinas son citocinas descritas originalmente por su capacidad de 

inducir migración de células del sistema inmune a sitios de inflamación. En la 

actualidad se han descrito otras funciones en las cuales participan, tales como 

desarrollo embrionario, desgranulación de eosinófilos, neutrófilos y basófilos, 

migración de células progenitoras a sitios de diferenciación y activación celular e 

inhibidores de la entrada y replicación del virus de inmunodeficiencia humano 

(revisado en (1-3]). 

Una característica importante de las quimiocinas es que, a diferencia de 

otros quimioatrayentes como C5a (componente del complemento) o fMLP (péptido 

formilado de bacterias), cuyos receptores se encuentran expresados de manera 

uniforme en los diferentes tipos celulares; la activación celular depende de la 
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quimiocina secretada y del tipo celular que expresa el receptor. Esto permite una 

migración selectiva de estas células a diferentes sitios dentro del organismo 

dependiendo de los receptores de quimiocinas que expresan. 

Las quimiocinas actúan a través de la unión a receptores celulares de siete 

dominios transmembranales acoplados a protelnas G (GCPR), los cuales activan 

diferentes vías de señalización intracelulares. 

Las quimiocinas se clasifican en las familias CC, CXC, XC y CX3C según el 

número de aminoácidos que separan a los 2 primeros residuos de cisterna 

conservados. La familia CC no tiene ningún aminoácido intermedio, la familia CXC 

tiene un aminoácido variable, la familia XC (XCL 1, linfotactina) solo tiene una de 

las cistelnas y la familia CX3C (CX3CL 1, fractalcina) tiene 3 aminoácidos 

intermedios. Las quimiocinas se denominan usando el nombre de la familia a la 

que pertenecen, seguido de una L por ligando, y un número (ej. CXCL8, CCL 10) 

[4]. 

Las quimiocinas son sintetizadas como protelnas inmaduras con una 

secuencia· señal de tamaño variable. Esta secuencia es cortada posteriormente 

por proteinasas en los residuos 20-25 para generar una protelna madura de un 

tamaño aproximado de 75 residuos de aminoácido. 

Algunas quimiocinas, como CCL 11 (eotaxina) son glicosiladas en 

aminoácidos especificas, esta modificación puede alterar la actividad de la 

protelna madura. Otra modificación post-traduccional que sufren estas proteínas 

es el corte de su extremo amino terminal por la actividad de metaloproteasas. 

Este corte tiene diferentes efectos según la quimiocina. Las variantes truncadas de 

CCL2 (MCP-1), CCL7 (MCP-3) y CCL8 (MCP-2) pierden su capacidad de inducir 

quimiotaxis[5, 6], mientras que CXCL8 (IL-8) aumenta su actividad 10 veces[?]. 

i. Estructura de las Quimiocinas. 

Las qulmiocinas presentan una estructura terciaria conservada, con un 

extremo amino-terminal desordenado, seguido de 3 hojas fJ plegadas antipara lelas 

Interconectadas con asas, y una hélice a en el extremo carboxilo-terminal. Esta 
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estructura básica ha sido determinada por difracción de rayos X y por estudios de 

resonancia magnética nuclear[B-1 O) (Figura 1 ). Las quimiocinas forman di meros y 

otros multlmeros en solución a altas concentraciones (mayores a 1 mg/ml). Esta 

dimerización forma una interfase cargada positivamente que le permite 

interaccionar con proteoglicanos como el heparán sulfato[11]. Los residuos de 

aminoácido que forman estas interfases varlan en las diferentes quimiocinas. 
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~·~ ..¿~--' •. :f _...-,J 

Extremo carboxilo 

Figura 1. Estructura de la quimiocina CCL 13 (MCP-4). Este modelo fue 
generado a partir de la estructura determinada por cristalografía de rayos X de CCL2 (MCP-1) 
. En amarillo se señalan las hojas py en rojo la hélice a del extremo carboxilo. 
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ii. Receptores de Quimiocinas 

Los receptores de quimiocinas pertenecen a la familia de receptores con 

siete dominios transmembranales acoplados a protelnas G (GCPRs) del tipo A, 

con homologfa con el fotorreceptor rodopsina de bacterias[2] (Figura 2). Estos 

receptores son similares a los de quimioatrayentes como C5a y péptidos 

formilados de bacterias y presentan una estructura caracterizada por siete hélices 

a transmembranales, con un tamaño que varia alrededor de 370 aminoácidos. La 

estructura terciaria de estos receptores no ha sido determinada. Los receptores de 

quimiocinas son modificados post-traduccionaimente mediante procesos de 

glicosilación y sulfatación de tirosinas[12]. La presencia de cisteinas en el extremo 

amino terminal y en las 3 primeras asas extracelulares le permite formar puentes 

disulfuro entre estas regiones para formar el posible sitio de unión con la 

quimiocina. 

Los receptores de quimiocinas utilizan para su nomenclatura la de la familia 

de qulm)oclnas que unen, seguido de una R, que denota receptor; por ejemplo 

CCR y CXCR. Un solo receptor puede ser activado por varias quimioclnas, y una 

quimiocina puede unirse a más de un solo receptor. 

iii. Vias de señalización. 

Los receptores de quimiocinas se encuentran acoplados en su región 

intracitoplasmática a protefnas G heterotriméricas, conformadas por las 

subunldades a, py y. Al Interaccionar el receptor con la quimiocina la subunidad a 

inhibitoria (ex¡) se une a GTP, esta unión la disocia de las otras 2 subunidades. La 

liberación de la subunidad Gpy permite la activación de varias vfas de 

señalización [13, 14]. La subunidad ex¡ es inactivada por la toxina pertussis, de la 

bacteria Bordetella pertussis. Esta toxina actúa mediante la ADP-ribosilación de 

ex¡, previniendo que la proteina G libere GDP y se una a GTP [15]. 

11 



Extremo amino 

Extremo carboxilo 

Porción 
transmembranal 

Figura 2. Estructura de la bacterorodopsina, un receptor para luz de bacterias de 
siete dominios transmembranales acoplado a proteínas G. Estructura tomada del PDB. 
Acceso: 1 AP9 
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Figura 3. Señalización mediada por receptores de quimiocinas. El receptor de quimiocinas activa a las proteínas G 
disociando sus subunidades. Las subunidades activan proteínas que promueven diferentes vías de señalización. Entre las 
respuestas funcionales activadas se encuentran la transcripción de genes, el flujo de calcio y el rearreglo de citoesqueleto. 



La subunidad /Jr activa a la fosfolipasa C/J, que genera dlacilglicerol e 

inositol trifosfato, los cuales promueven respuestas como la liberación de calcio 

intracitoplásmico y la activación de la proteln-cinasa C. 

Otras protelnas activadas incluyen a las cinasas Pyk-2 y FAK, Involucradas 

en el rearreglo del citoesqueleto [16]. 

Por otro lado, los receptores de quimiocinas son capaces de activar vlas de 

transcripción de genes por medio de la activación de la familia de proteln-cinasas 

activadas por mitógenos (MAP cinasas), como la cinasa ERK. Esta activación 

esta mediada por cinasas de la familia src y por la fosfatidil-inositol 3 cinasa 

gamma (Pl3Kr) . 

También se ha descrito la participación de cinasas de la familia JAK (Janus 

Associated Kinase) en la activación de receptores de quimiocinas[17]. Estas 

cinasas activan factores de transcripción STAT, que al ser fosforiladas se 

translocan al núcleo donde promueven la transcripción de varios genes (Figura 3). 

1. Migración. 

El citoesqueleto es un organelo dinámico en la célula que rige los 

movimientos y la forma de la membrana. Los cambios en los patrones de 

polimerización y la formación de fibras de estrés permiten movilizar y orientar a las 

células. 

Las moléculas encargadas de la señalización que regula este proceso 

incluyen a la GTPasa Rho, que activa protelnas de la familia WASp. La activación 

de estas protelnas activa al complejo Arp2/3, que finalmente permite la 

polimerización de protelnas estructurales que forman parte del citoesqueleto, 

como las subunidades de actina [18]. 

Estas vlas son importantes en procesos celulares como la fagocitosis, la 

migración y extravasación leucocitaria y la polarización de la célula, asl como para 

mantener la morfologla celular. 

Los receptores de quimioatrayentes son expresados de manera uniforme en 

la superficie de los leucocitos [19]. Al encontrar un gradiente de quimioatrayente 

las células se polarizan formando un borde que se mueve activamente y una parte 
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posterior. La distribución de receptores de quimioatrayente parece no cambiar al 

estimular la célula, es decir, el borde activo no recluta de manera activa receptores 

para detectar el gradiente quimiotáctico, por lo que otro mecanismo debe ser 

empleado para el movimiento selectivo ya que el quimioatrayente se encuentra 

alrededor de toda la célula. 

Al analizar otras moléculas de señalización para determinar estos 

mecanismos, un estudio comparativo usando al hongo Dictyoste/ium discoideum 

demostró que la distribución de algunas de las moléculas encargadas de la 

transducción de señales mediadas por estos receptores cambia, como la protefn 

cinasa B (PKB) (20, 21]. Esta distribución desigual en moléculas de señalización 

permitirla a la célula determinar hacia dónde se encuentra la mayor concentración 

de quimioatrayente. La distribución homogenea de los receptores de 

quimioatrayente le permitirla a las células cambiar de dirección si el gradiente de 

quimioatrayente cambia de orientación. 

La migración de leucocitos a ~itios de infección e inflamación es un proceso 

selectivo que permite a las células del sistema inmune encontrar patógenos y 

antlgenos dentro del organismo [22]. En este proceso participan tanto moléculas 

de adhesión como quimiocinas (Figura 4). Los leucocitos en el torrente circulatorio 

mantienen interacciones con la pared del endotelio vascular mediante la unión de 

moléculas de adhesión en su superficie llamadas selectinas con los ligandos 

expresados en las células endoteliales (Paso 1 ). Estas interacciones tienen baja 

afinidad, por lo que el leucocito "rueda" mientras avanza por la pared del endotelio. 

Las quimiocinas poseen dentro de su estructura dominios de interacción con 

protefnas de matriz extracelular. Las quimiocinas son secretadas por células 

endoteliales en respuesta a citocinas pro-inflamatorias y se asocian a 

proteoglicanos como el heparán sulfato. Esta asociación es necesaria para la 

formación de un gradiente de concentración que los leucocitos son capaces de 

detectar. 
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Posteriormente, el receptor de qu1rn1oc1nas promueve un cambio en el 

estado de activación de las integrinas del leucocito {Paso 2). La afinidad de las 

integrinas activadas por los ligandos es muy alta, Jo que lleva a la adhesión firme y 

el arresto del leucocito {Paso 3). Una vez adherido, el leucocito secreta proteasas 

que le permiten modificar la matriz extracelular y realizar el proceso de 

extravasación, en el cual atraviesa la pared del endotelio pasando por las uniones 

estrechas de las células endoteliales para llegar a los sitios de inflamación y 

realizar sus funciones efectoras {Paso 4). En este proceso participan 

rnetaloproteasas secretadas por el leucocito que le permiten degradar 

componentes de matriz extracelular, asl corno moléculas de adhesión con 

ligandos en las células endoteliales. 
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Figura 4. Modelo de extravasación leucocitaria en 4 pasos. Los leucocitos en circulación interaccionan con el endotelio ----..1 mediante las selectinas (1 ). Estas células son reclutadas a los sitios de inflamación por medio de la interacción de quimiocinas con 
sus receptores en los leucocitos (2). Esta interacción activa a las integrinas del leucocito. lo que le permite adherirse a la pared del 
endotelio (3) y realizar el proceso de extravasación (4) (Modificado de Luster 1998) 



2. Flujo de calcio. 

Las concentraciones de calcio libre en el interior de la célula son menores a 

10·7 M, mientras que en el exterior de la célula y en el retículo endoplásmico son 

relativamente altas (10"3 M). Cuando una señal exterior abre los canales de calcio 

hay un aumento significativo en la concentración intracelular de calcio, lo que 

activa proteínas dependientes de calcio. 

Para el caso de las quimiocinas, esta respuesta es activada por la 

subunidad Gpy de la proteína G. Esta subunidad activa a las fosfolipasas C/Jz y 

C/JJ. Estas enzimas se encargan de cortar el fosfatidil inositol 4,5 bifosfato que se 

encuentra en la membrana celular. El corte de este lfpido genera 2 productos que 

contribuyen a la transducción de la señal: inositol 1,4,5 trifosfato y diacilglicerol. El 

inositol trifosfato se encarga de liberar las reservas de calcio del retículo 

endoplásmico al unirse a canales de calcio en este organelo. 

La activación de la proteína cinasa C (PKC) por el diacilglicerol se requiere 

para desensibilizar al receptor de quimiocina, así como para algunas respuestas 

como la· liberación de gránulos contenedores de enzimas en neutrófilos [14). 

Los flujos de calcio estimulados por quimiocinas son rápidos (alrededor de 

40 segundos) y poco sostenidos. La estimulación de células por una quimiocina 

las desensibiliza a una segunda estimulación mediada por la misma quimiocina. 

Las concentraciones de quimiocina requeridas para inducir esta respuesta varían 

según el tipo celular y la quimiocina que lo activa. 

iv. Quimiocina CCL 13. 

Dentro de la familia de quimiocinas CC se encuentra la subfamilia de 

quimiocinas MCP y la subfamilia de eotaxinas, con 7 miembros en humanos y 6 en 

ratón [23) (Tabla 1 ). Estas quimiocinas son agrupadas en familias por su alto 

porcentaje de identidad en sus secuencias de aminoácidos (60%) y baja identidad 

con las otras quimiocinas CC (menos del 40%) (Tabla 2). 
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Nomenclatura Qulmlocina Receptores 

CCL2 MCP-1 CCR2 

CCL8 MCP-2 CCR1,2,5 

CCL7 MCP-3 CCR1,2,3 

CCL13 MCP-4 CCR1,2,3 

CCL11 Eotaxina CCR3 

CCL24 Eotaxina 2 CCR3 

CCL26 Eotaxina 3 CCR3 

Tabla 1. Miembros de las subfamilias de quimioclnas MCP/eotaxina en 

humanos. 

hCCL2 hCCL8 hCCL7 hCCL13 hCCL 11 hCCL24 hCCL26 

hCCL2 100 62 71 61 66 42 36 

hCCL8 100 58 56 66 43 44 

hCCL7 100 59 65 46 40 

hCCL13 100 63 48 44 

hCCL11 100 38 40 

hCCL24 100 40 

hCCL26 100 

Tabla 2. Porcentaje de identidad en secuencia de aminoácidos entre las 

quimiocinas humanas de las subfamilias MCP/eotaxina. 

Uno de los miembros de la subfamilia MCP es la quimiocina CCL 13. Esta 

quimiocina fue clonada originalmente usando una sonda derivada de la quimiocina 

CCL 11 (eotaxina) (26] .La quimiocina CCL 13 actúa a través de la activación de los 

receptores CCR1, 2 y 3. Esta quimioclna promueve migración de eosinófilos, 

linfocitos T, células dendrlticas, monocitos y macrófagos, células efectoras que 

participan en procesos inmunes en respuesta a patógenos, alergenos y otros 

antfgenos. Dentro de las respuestas que induce esta quimiocina se encuentran la 

inducción de estallido respiratorio y expresión de CD11 b en eosinófilos, liberación 

de histamina en basófilos y adhesión de monocltos (24]. 
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El homólogo en ratón de la quimiocina CCL 13 (MCP-4) no se ha encontrado 

aún, mientras que la quimiocina murina CCL 12 (MCP-5) no tiene homólogo 

humano. A pesar de que CCL 13 es la quimiocina con la que MCP5 tiene más 

porcentaje de identidad, se nombró a esta quimiocina CCL 12 y no CCL 13 murina. 

El gen humano se encuentra localizado en el cromosoma 17q11.2-12 [25]. 

Esta quimiocina se expresa constitutivamente en tejidos como pulmón, 

intestino delgado y colon, (órganos con alta migración de eosinófilos). Su 

expresión se puede detectar en timo, placenta y corazón [26, 27]. 

Para determinar qué tipo de células expresan CCL 13 y bajo qué estimules, 

se han realizado ensayos en lineas celulares para detectar su expresión. Las 

células endoteliales HUVECs no expresan esta quimiocina de manera constitutiva. 

Las citocinas IL 1-a (interleucina 1 alfa) y TNF-a (factor de necrosis tumoral alfa) 

estimulan la expresión de CCL 13 en estas células. La citocina IFN-y (interferón 

gamma) aumenta moderadamente la expresión esta quimiocina y actúa 

sinergistfcamente con TNF-a aumentando los niveles de expresión [26]. 

Las linea celular de epitelio alveolar A549 y la linea BEAS-28 de epitelio 

bronquial secretan CCL 13 en respuesta a citocinas pro-inflamatorias como TNF-a, 

IL 1-¡3, IFN-y e IL-4 (interleucina 4) [26]. 

Se ha demostrado que existe una subpoblación de células dendríticas 

presentadoras de antlgeno que responden a CCL 13. Esta quimiocina se expresa 

en la pared del endotelio vascular, donde promueve la migración de las células 

para encontrar antlgenos [28]. 

CCL 13 está asociada a enfermedades de tipo inflamatorias, ya que se ha 

detectado un aumento en la expresión de esta quimiocina en pacientes con 

rechazo a transplante de riñón y glomerulonefritis [29], así como en lesiones de 

placas ateroescleróticas, en pacientes con asma y sinusitis alérgica [30-32], lo que 

indica que esta quimiocina puede participar en el desarrollo de dichos procesos 

inflamatorios. 
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b. Funciones de las quimiocinas. 

i. Desarrollo embrionario. 

El estudio de ratones deficientes en quimiocinas y sus receptores ha 

ayudado a identificar su papel en el desarrollo y en la respuesta inmune. Por 

ejemplo, una quimiocina de la familia CXC, CXCL 12 (SDF-1 ), tiene un papel 

importante en el desarrollo embrionario. Esta quimiocina está altamente 

conservada en los organismos en los que se ha descrito: entre las secuencias de 

SDF-1 humana y de ratón sólo hay un residuo de aminoácido diferente. Ratones 

deficientes en esta quimiocina o en su único receptor CXCR4 tienen varios 

defectos durante el desarrollo de órganos como el corazón y el cerebro, por lo que 

estos ratones mueren antes de nacar [33, 34]. 

ii. Migración homeostática. 

La presentación de antfgenos a linfocitos T es el paso inicial de la 

inmunidad adaptativa. Las células T que expresen receptores con afinidad a 

antfgenos procesados y expuestos por células presentadoras de antigeno son 

seleccionadas, permitiendo su proliferación y activación. La expresión de 

quimiocinas y sus receptores durante este proceso permite el encuentro entre las 

células presentadoras y los antfgenos, asl como entre las células T y las células 

presentadoras. 

Las células dendríticas inmaduras son células presentadoras que migran 

constantemente a sitios de encuentro antigénico, como la piel y el intestino. Al 

captar antigenos y procesarlos las células dendriticas maduran y expresan el 

receptor CCR7. Este receptor les permite migrar en respuesta a las quimiocinas 

CCL21 (SLC) y CCL 19 (ELC), expresadas por células endoteliales en los ganglios 

linfáticos [35]. 

Las células T que salen del timo migran a los ganglios linfáticos donde se 

encuentran con células dendriticas (debido a que expresan CCR?). Al llegar a los 

ganglios las células T interaccionan con células dendrlticas por medio del receptor 

TCR (Receptor de Células T), que reconoce al complejo péptido-MHC (Complejo 
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principal de hlstocompatibilidad) en células dendrlticas. Una vez activados, los 

linfocitos T migran a la periferia respondiendo a quimlocinas secretadas en los 

sitios de inflamación para realizar sus funciones efectoras. 

lii. Polarización de linfocitos T. 

Los linfocitos T se clasifican en linfocitos CD4 y CDS, dependiendo del tipo 

de correceptor que expresan. Este correceptor les permite reconocer moléculas 

del complejo principal de histocompatibilidad (MHC) clase 1y11. Los linfocitos que 

reconocen moléculas MHC clase 11 tienen el correceptor CD4 y se denominan 

linfocitos T cooperadores. Los linfocitos T cooperadores se han clasificado según 

el patrón de citocinas que secretan. Los linfocitos TH1 secretan citocinas como IL-

2,IFNy, IL-12 y TNF-a, mientras que los linfocitos TH2 secretan IL-4, 5, 6 y 10. Las 

moléculas encargadas de dirigir esta polarización incluyen a las citocinas IL-12 e 

IFN-y para la inducción de TH-1, mientras que las citocinas IL-4 e IL-13 son 

lmportante.s para la respuesta TH-2. 

Los receptores de quimiocinas que expresan estas subclases de linfocitos 

son diferentes. Las células TH1 expresan preferencialmente los receptores CCR5 

y CXCR3. Los linfocitos TH2 expresan los receptores CCR3, CCR4 y CCRB. Esta 

diferencia en los receptores de quimiocinas que expresan los 2 subtipos de 

linfocitos sugiere que las quimiocinas pueden participar tanto en la diferenciación y 

activación de estas células, como en el reclutamiento de subtipos especfficos de 

linfocitos Ta sitios de infección e inflamación (2, 36]. 

iv. Angiogénesis y angiostasis. 

Las quimiocinas de la familia CXC participan en los procesos de formación 

de vasos sanguineos durante la curación de heridas. Este proceso es dirigido por 

factores angiogénicos, promotores de la formación de vasos, y angiostáticos que 

lo inhiben. Estos factores son altamente regulados; un desbalance se observa en 

enfermedades como psoriasis, artritis reumatoide y crecimiento de tumores. Las 

quimioclnas CXC se subdividen en quimiocinas ELR (Glutamina, Leucina, 

Arginina) y no-ELR, dependiendo de la presencia de esos aminoácidos en el 
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extremo amino. Las quimiocinas ELR son factores angiogénicos capaces de 

inducir la quimiotaxis de células endoteliales, mientras que las quimiocinas no-ELR 

son factores angiostáticos, inhiben la qulmiotaxis y activación de estas células. En 

los procesos inflamatorios y enfermedades crónicas mencionados, se ha 

observado un desbalance en la expresión de estos 2 tipos de quimiocinas. 

Asimismo, en los procesos de formación y crecimiento de tumores se ven 

aumentadas las quimiocinas ELR [2]. 

v. Defensa inmune. 

1. Quimiocinas y VIH. 

El virus del VIH, causante del síndrome de inmunodeficiencia adquirida 

(SIDA); es capaz de infectar varios tipos celulares como macrófagos, neuronas y 

linfocitos T. Existen cepas del virus conocidas originalmente como M trópicas cuya 

célula hospedera son los macrófagos y las cepas T trópicas, que infectan linfocitos 

T. Los mecanismos de restricción de cada cepa por la célula hospedera no se 

conocian. En 1996 se decubrió que los receptores de quimiocinas participaban en 

la entrada del virus de inmunodeficiencia adquirida {VIH) a las células (37, 38]. El 

virus, por medio de la glicoproteina de superficie viral gp120 interacciona con 

varios receptores de quimiocinas, entre ellos CCR5 y CXCR4, facilitando la 

activación de gp41, una proteina que promueve la fusión de las membranas del 

VIH y de la célula hospedera. La importancia de esta interacción se enfatizó al 

encontrar una delación en el receptor CCR5 {t.32) (39]. Los individuos infectados 

con VIH heterócigos para este alelo tienen disminuida la progresión de Ja 

enfermedad. Si el portador es homócigo tiene protección contra infecciones por 

algunas cepas del virus. La expresión de CCR5 por los macrófagos y la de CXCR4 

por linfocitos T explica el tropismo del virus, por lo que la nomenclatura de las 

cepas fue cambiada de M y T a R5 y XR4 respectivamente, para indicar el tipo de 

receptor de quimiocinas al que se une el virus. 

Dado que tanto los ligandos naturales como gp120 se unen a estos 

receptores, Ja unión de uno bloquea Ja interacción del otro. Se sintetizó una 
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variante de RANTES (CCL5), denominada aop-RANTES (aminooxipentano); que 

se une al receptor CCR5 sin activarlo[40]. Al preincubar células que expresan 

CCR5 con esta variante se bloquea la fusión del VIH. Adicionalmente se han 

sintetizado varios compuestos que se unen a los receptores de quimiocinas e 

Inhiben la entrada viral. La ausencia de CCR5 no se ha asociado hasta ahora de 

manera clara con problemas de salud en los individuos L\32, por lo que CCR5 es 

un blanco ideal para el tratamiento del SIDA. La inhibición o el bloqueo de la 

interacción entre gp 120 y los receptores de quimiocinas se ha vuelto una 

estrategia recurrente en la búsqueda de fármacos o grupos de fármacos para el 

tratamiento de el SIDA. 

2. Mimetismo viral. 

Los virus han evolucionado para inhibir o modular la respuesta inmune 

mediada por quimiocinas. Dentro de los mecanismos que los virus emplean para 

modificar ~a respuesta de las quimocinas se encuentran el secuestro de las 

quimiocinas y la slntesis de variantes de quimiocinas y receptores (41]. 

El citomegalovirus humano tiene un gen que codifica para un receptor de 

quimocinas. Este receptor, US28, es capaz de unirse a la quimiocina CCL5 

(RANTES) y al ser expresado en las células infectadas, secuestra a las 

quimlocinas evitando la migración de células efectoras, lo que previene una 

respuesta inflamatoria. 

Por otro lado, el y-herpes virus sintetiza una protefna soluble capaz de unir 

varias quimiocinas de diferentes familias. Esta unión inactiva las quimiocinas y 

evita que se unan a sus receptores. 

El citomegalovirus humano y murino, el Herpesvirus saimiri y algunos 

poxvirus sintetizan variantes de quimiocinas. Estas quimiocinas bloquean los 

receptores inhibiendo la activación mediada por sus ligandos endógenos. Todos 

estos mecanismos le permiten al virus evadir la respuesta inmune mediada por las 

quimiocinas y les permite establecerse en el organismo. 
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3. Defensa contra parásitos. 

Las quimiocinas participan en la defensa inmune contra diversos parásitos. 

Esta participación incluye el reclutamiento de células del sistema inmune a sitios 

de infección, los procesos de diferenciación TH1ffH2, efectos directos de las 

quimiocinas sobre los parásitos y la penetración celular mediada por los 

receptores de quimiocinas [42). 

En enfermedades causadas por parásitos como Trypanosoma brucei, 

Toxop/asma gondii, Entamoeba histolytica y otros, las quimiocinas participan 

mediante el reclutamiento de leucocitos y su activación. Algunas células del 

hospedero secretan quimiocinas en respuesta a Ja infección de estos patógenos, 

Jo que permite Ja migración de células a los sitios de infección para desarrollar una 

respuesta inmune eficiente. 

Por otro lado, Ja secreción de quimiocinas en algunas infecciones (como Ja 

causada por Leishmania donovam) promueve la polarización de linfocitos T en 

TH1 o TH2. Esta polarización se requiere para eliminar de manera eficiente a los 

patógenos. 

Los receptores de quimiocinas participan en la entrada de algunos 

patógenos al interior de Ja célula. El receptor de quimiocinas DARC, conocido 

como antlgeno Duffy; permite Ja entrada de P/asmodium vivax, causante de la 

malaria. Existen individuos que carecen de este receptor de quimiocinas y son 

resistentes a Ja infección por este parásito. 

vi. Ateroesclerosis 

La ateroesclerosis es una enfermedad multifactorial caracterizada por la 

formación de placas o ateromas en Jos vasos sanguíneos. Un modelo generado 

para explicar este proceso sugiere que estas placas son formadas en respuesta a 

daños arteriales debidos a hipercolesterolemia o a estrés de hipertensión. Las 

células endoteliales o de músculo liso; en respuesta a estas lesiones en la arteria, 

liberan quimiocinas que atraen monocitos circulantes. Estos monocitos migran a 

través del endotelio vascular y se diferencian en el espacio subendotelial en 

macrófagos por Ja presencia de citocinas inflamatorias tipo TH1, como fFN-y y 
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TNF-a. Estos macrófagos internalizan lfpidos que encuentran en el espacio 

subendotelial y dan lugar a las células "foam". Estudios clfnicos han demostrado 

que hay un aumento en la expresión de la quimocina CCL 13 (MCP-4 ), junto con 

quimiocinas como CCL2 (MCP-1) y CXCL 1 O (IP-1 O), que atraen monocitos y 

células de músculo liso, presentes en estas lesiones. Ratones que sobreexpresan 

la lipoprotefna B desarrollan ateromas si consumen dietas ricas en llpidos. La 

eliminación del gen para CCL2 (MCP-1) disminuye las lesiones ateroescleróticas 

en estos ratones [43]. La eliminación del gen de el receptor CCR2 tiene un efecto 

similar [44]. 

vii. Asma. 

El asma es una enfermedad crónica de tipo inflamatorio de las vfas 

respiratorias; caracterizada por un infiltrado de células mononucleares, eosinófilos 

y células cebadas en la submucosa; asf como hiperplasia y fibrosis 

subepite.lial[45]. 

·La respuesta asmática puede dividirse en fase temprana y tardla. La 

fase temprana es una respuesta inmediata a un estfmt•lo antigénico o ambiental 

que activa a las células cebadas promoviendo la liberación de mediadores pro­

inflamatorios. La fase tardfa se carateriza por infiltración de varios tipos celulares 

al pulmón y dura tiempos largos. Los macrófagos alveolares y las células 

epiteliales secretan quimiocinas en respuesta a estímulos. Dentro de las 

quimiocinas secretadas se encuentran CCL5 (RANTES), CCL7 (MCP-2), CCL 11 

(Eotaxina) y CCL13 (MCP-4) (31, 32, 46, 47]. Estas quimiocinas pueden reclutar 

eosinófilos mediante su interacción con el receptor CCR3. Durate la fase tardfa del 

proceso asmático participan linfocitos T CD4 cooperadores. Estos linfocitos 

secretan citocinas que activan otras células y amplifican la respuesta inmune. Los 

linfocitos que participan en el asma tienen un perfil de citocinas tipo TH2; como IL-

4, 11-6 e IL-10 entre otras. Estas citocinas tienen varias funciones; como activación 

celular, factores de crecimiento para células cebadas, etc. 

26 



IV. ANTECEDENTES 

La participación de las quimiocinas en las enfermedades y procesos 

inflamatorios llevaron a estudiar los mecanismos por los cuales actúan estos 

quimioatrayentes. El objetivo de estos estudios es determinar el mecanismo 

molecular de la interacción quimiocina-receptor. Una de estas interrogantes es el 

cómo la quimiocina se une y activa a su receptor. La modulación de la actividad y 

expresión de las quimiocinas y sus receptores es un objetivo claro para el 

tratamiento de enfermedades de tipo inflamatorio, cáncer y SIDA. La slntesis 

racional de compuestos de alta afinidad que bloquean la unión de la quimiocina 

con su receptor requiere la determinación a alta resolución de la estructura de 

estas protelnas. 

Las quimiocinas son capaces de formar dimeros y otros multimeros en 

solución a altas concentraciones. Para determinar si las quimiocinas requieren 

actuar en forma dimérica o si los monómeros de las quimiocinas son capaces de 

activar a los receptores se generaron varias mutantes en la interfase del dimero de 

la quimiocina CCL2 (MCP-1). Una de estas mutantes, en la cual se sustituyó el 

aminoácido prolina de la posición 8 por alanina (PBA) no formó dimeros en 

solución, y fue capaz de inducir todas las respuestas funcionales de CCL2 

silvestre, lo que indica que la dimerización no es necesaria para la actividad de 

esta quimiocina [48]. Resultados similares se observaron al usar una proteína de 

fusión (CCL2 fusionada a fosfatasa alcalina) incapaz de formar dímeros [49]. En la 

quimiocina CCL4 (MIP-113) se probaron mutantes con sustituciones similares, 

como PBA, las cuales no forman dlmeros. Estas mutantes tienen una afinidad por 

el receptor similar a la quimiocina normal. 

Sin embargo, en estudios estructurales se ha determinado que el sitio de 

unión a proteoglicanos se forma en la interfase de los dlmeros de varias 

quimiocinas (CXCL 11, CCL2,) lo que indica que la dimerización es necesaria para 

esta interacción. La presentación de quimiocinas en forma dimérica por 

proteoglicanos en la superficie de las células puede ser importante para la 
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formación de un gradiente estable que las células son capaces de detectar [50]. 

Esta presentación puede activar al receptor de otra manera, induciendo 

respuestas que la quimiocina en forma soluble y monomérica no es capaz de 

Inducir. 

Asimismo, existe controversia en cuanto a la relevancia de la dimerización 

de receptores de quimiocinas en su activación. Un grupo de investigación 

demostró que los receptores de quimiocinas son capaces de formar dímeros 

después de ser estimulados con quimiocina [51]. Varios receptores de siete 

dominios transmembranales al activarse se dimerizan, por lo que el mecanismo ya 

se ha descrito para este tipo de receptores. Asimismo, se ha implicado la 

activación de la vfa de señalización de JAK/STAT en la respuesta a quimiocinas 

[17]. Esta cinasa requiere que el receptor al que se acopla se encuentre en forma 

dimérica para poder activarse. La participación de esta vía parece ser critica para 

la función de los receptores de quimiocinas, ya que la inhibición de cinasas de la 

familia JA!< afecta la respuesta a varias quimiocinas [52]. Por otro lado, en 

estudios de transferencia de energía usando quimeras del receptor CCR2 

acopladas a protefna verde fluorescente se demostró que este receptor se 

encuentra formando constitutivamente dímeros u oligómeros. Al adicionar 

quimiocina no se observó cambio alguno en el estado de dimerización [53]. 

En un estudio con las quimiocinas CCL2 (MCP-1 ), CCL5 (RANTES) y CCL3 

(MIP-1a) [54] se encontró que el extremo amino del receptor de MCP-1 es 

encargado de unir a esta quimiocina, sin embargo se requiere la presencia de las 

asas intracelulares de su receptor para la activación, lo que llevó a postular un 

modelo de activación del receptor en 2 pasos, en el cual la quimiocina se une 

primero al extremo amino-terminal del receptor. Esta unión por si sola no es capaz 

de activar el receptor, sino que tiene por objeto aproximar regiones de la 

quimiocina al receptor, en particular el extremo amino terminal. Posteriormente el 

extremo amino flexible de la quimiocina interacciona con el centro del receptor 

formado por las asas extracelulares, lo que activa al receptor (Figura 5). 
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Figura 5. Activación de los receptores de quimiocinas. Modelo propuesto para la activación de CCR2 mediada 
por CCL2 (MCP-1 ). La quimiocina se une al extremo amino del receptor sin activarlo. Posteriormente la 
quimiocina interacciona con la región central del receptor activándolo. (Adaptado de Charo et al. 1996) 



Este modelo fue confirmado posteriormente al estudiar la Interacción de la 

quimiocina CXCL 12 con su receptor CXCR4 usando mutantes que podlan unirse 

al receptor CXCR4 sin poder activarlo [55]. 

Además, al analizar el extremo amino-terminal de las quimiocinas, se 

determinó que es necesario para la activación del receptor. La quimiocina CXCL8 

(IL-8) fue la primera en ser estudiada estructuralmente usando mutantes y 

protefnas truncadas. En estos estudios se encontró que modificaciones en su 

extremo amino terminal tenfan efectos en su capacidad de activar a sus 

receptores CXCR1 y 2, ya que variantes de esta quimiocina sin los 4 o 6 primeros 

aminoácidos pierden la capacidad de inducir quimiotaxis y estallido respiratorio 

[56, 57]. 

In vivo, uno de los mecanismos que pudiera estar participando en la 

generación de protelnas inactivas serla a través de las metaloproteasas de matriz 

extracelular (MMPs). Estas proteasas son capaces de cortar a las quimiocinas de 

varias maneras. Por ejemplo, la quimiocina CCL 13 es cortada en el residuo de 

aminoácido no. 8, generando una protelna truncada que es capaz de unirse a su 

receptor CCR2 sin activarlo, por lo que esta protelna truncada actúa como un 

antagonista [6]. Esta inactivación puede funcionar como un mecanismo de 

regulación de la actividad de esta quimiocina. 

Durante la caracterización inicial de la quimiocina CCL 13 se generó una 

protefna recombinante que contenia una cola de histidinas en el extremo amino 

terminal para su purificación con columnas de afinidad. La proteína con la cola de 

histidinas mostró muy poca actividad comparada con la quimiocina silvestre. El 

corte de esta cola utilizando el factor Xa restituyó la actividad de CCL 13. Esto 

indica que la adición o la eliminación de residuos de aminoácido en el extremo 

amino tiene un efecto pronunciado en la actividad de las quimiocinas (26]. Sin 

embargo, como se mencionó antes, no todas las modificaciones abaten la 

actividad de estos quimioatrayentes, ya que la eliminación de 7 residuos 

aminoácido de CXCL8 (IL-8) da lugar a una quimiocina 1 O veces más potente (7]. 
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Estas diferencias sugieren que Ja actividad de las metaloproteasas es un proceso 

selectivo, con efectos variados de modulación de la actividad de las quimiocinas. 

En estudios de la quimiocina CXCL 12 (SDF-1) se demostró que péptidos 

sintéticos correspondientes a Jos 9 primeros residuos de aminoácido tenlan la 

actividad de la quimiocina completa (quimiotaxis y flujo de calcio), aunque 100 

veces menos potente. Dichos péptidos competian con CXCL 12 por el receptor 

CXCR4 y lograban activar a las células T utilizadas [58]. La dimerización qulmica 

de estos péptidos aumentaba Ja afinidad por el receptor. Por otro lado, la 

sustitución de un sólo aminoácido (P2G) aballa por completo la actividad del 

péptido (Figura 6). 

Los péptidos generados a partir de quimiocinas no son siempre agonistas. 

Estudios realizados con péptidos basados en la quimocina CCL2 identificaron un 

péptido con actividad antagonista. Este péptido, cuya secuencia corresponde a los 

aminoácidos 51-62 de CCL2; es capaz de bloquear la actividad de varias 

quimiocinas, compitiendo por sus receptores [59]. 

Para determinar los aminoácidos de la quimiocina encargados de unirse y 

activar al receptor se realizó un estudio sobre la quimiocina CCL2 (MCP-1) donde 

se demostró que las mutaciones puntuales en los aminoácidos Y13, R24, K35, 

K49 y H66 cambiados por alanina disminuyen la unión a su receptor CCR2 (60]. 

La posición de estos residuos de aminoácido sugiere que la región de la 

quimiocina encargada de unirse al receptor está distribuida a lo largo de Ja 

protelna, y consiste principalmente de aminoácidos básicos. El arreglo espacial de 

estos aminoácidos forma un zureo básico en la protelna, que contacta al extremo 

amino-terminal del receptor CCR2 (Figura 7). 

Adicionalmente, varias mutaciones tienen efecto sobre la quimiotaxis y el 

flujo de calcio mediados por CCL2 (61]. La eliminación del extremo amino terminal 

elimina la actividad de la quimiocina. La sustitución de la tirosina Y13 por una 

alanina genera una quimiocina incapaz de formar dlmeros y una afinidad muy baja 

por su receptor CCR2. La capacidad de CCL2 para inducir flujo de calcio 

disminuye 43 veces en la mutación Y13A. Esta disminución en flujo de calcio se 

explica por la baja afinidad que tiene esta variante por el receptor. Sin embargo, la 
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mutante no es capaz de inducir quimiotaxis a concentraciones de hasta 100 µM, lo 

cual no es explicable por la afinidad de la mutante por CCR2, lo que implica que 

Y13 es más importante para la activación de quimiotaxis que para flujo de calcio 

(Figura 8). 

Se han comparado las estructuras tridimensionales de las quimiocinas 

CCL 11(Eotaxina), CCL? (MCP-3) y CCL5 (RANTES) buscando los residuos de 

aminoácido conservados entre estas quimiocinas que les permiten unirse y activar 

al receptor CCR3 [62]. En este estudio se identificaron 3 residuos conservados, 

un aminoácido hidrofóbico grande (F o Y) en la posición 11, 12 o 13, un 

aminoácido básico (K o H) en la posición 33 o 35 y una prolina en la posición 2, 

que podrían conferir la capacidad de unirse y activar a CCR3 
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Figura 6. Localización del péptido agonista de CXCL 12 en la estructura de la 
qum1ocina. La posición del péptido se señala en color rojo, con su secuencia a un lado. En azul se 
señala el aminoácido prolina 2, esencial para la actividad de este péptido. 
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Figura 7. Localización de los aminoácidos de la quimiocina CCL2 que participan en la 
unión con su receptor CCR2. Los aminoácidos se señalan en rojo. 
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Figura 8. Localización de los aminoácidos de la quimiocina CCL2 que 
participan en la activación de CCR2. Los aminoácidos se señalan en rojo. 
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V. JUSTIFICACIÓN. 

El mecanismo de unión de las quimlocinas con sus receptores aún no se ha 

entendido por completo. El extremo amino terminal de las quimiocinas ha sido 

implicado en los procesos de activación del receptor, y en al menos un caso 

(CXCL 12) se ha demostrado que es suficiente para inducir quimotaxis. Sin 

embargo, las diferentes regiones de las quimiocinas implicadas en la unión de 

cada uno de los receptores y en la activación de cada vla de señalización no se 

conocen. 

Aún no se ha explorado la posibilidad de que, en el caso de quimiocinas 

con múltiples receptores; la quimiocina interactúe con cada uno de sus receptores 

de manera diferente, activando vlas de señalización dependiendo del receptor. 

La quimlocina CCL 13 actúa a través de los receptores CCR1, CCR2 Y 

CCR3. Las regiones de CCL 13 involucradas en la unión y activación de dichos 

receptores no han sido determinadas. La identificación de los aminoácidos 

involucrados en cada uno de estos procesos nos ayudarla a entender mejor el 

mecanismo de interacción de esta quimiocina con sus receptores, determinarla las 

regiones que confieren especificidad por dichos receptores, e identificarla regiones 

blanco para la slntesis de agonistas y antagonistas peptidicos y no-peptidicos. 

La identificación de los aminoácidos involucrados en la activación de los 

diferentes receptores y la determinación de diferencias entre la unión y la 

activación de cada receptor por CCL 13 nos permitirá explicar en parte la aparente 

redundancia del sistema de funcionamiento de CCL 13 sobre sus diferentes 

receptores. 

Adicionalmente, el hallazgo de la expresión de la quimiocina CCL 13 en 

enfermedades inflamatorias como asma y ateroesclerosis nos sugiere la 

importancia de esta quimiocina como efectora, dado el papel central que juegan 

las células atraldas en estos procesos inflamatorios. El conocimiento generado a 

partir de estudios sobre el mecanismo de acción de esta quimiocina permitirla 
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diseñar terapias antiinflamatorias alternativas, que serian importantes para el 

tratamiento de estas enfermedades. 
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VI. HIPÓTESIS 

La quimiocina CCL 13 presenta reglones que pueden participar en diferentes 

respuestas funcionales tales como quimiotaxis, flujo de calcio y desgranulación. 

Las secuencias contenidas en estas regiones pueden activar de manera 

independiente a los receptores. 

Esto permitirla inducir o inhibir diferencialmente las respuestas generadas 

por esta quimlocina. 

VII. OBJETIVOS 

OBJETIVO GENERAL 

Identificar los aminoácidos de CCL 13 Involucrados en la activación 

diferencial de receptores a través del uso de péptldos sintéticos derivados de su 

secuencia primaria 

OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

1) Determinación de actividad agonista: 

Determinar si peptidos sintéticos derivados de CCL 13 son capaces de inducir 

respuestas funcionales, tales como quimiotaxis y flujo de calcio en células 

monociticas 

2) Determinación de actividad antagonista: 

Determinar si los péptidos son capaces bloquear la actividad de CCL 13 a través 

de la ocupación de sus receptores. 
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VIII. MATERIALES Y MÉTODOS 

a. Materiales. 

i. Péptidos sintéticos 

Se usaron péptidos sintetizados en fase sólida con secuencia basada en 

CCL 13 (Peptide Synthesis Unit. MGH, Boston) (Tabla 3). 

Los péptidos se resuspendieron en PBS a una concentración de 50 mg/ml y se 

guardaron a -20°. Se preparó una alícuota con una concentración de 200 nghd en 

PBS (NaCI 137 mM, ~CI 2.7 mM, NaHP04 10 mM y KH2P04 2mM, pH 7) y se 

guardó a 4° para su uso. 

Péptido Aminoácidos Secuencia Punto isoeléctrico/P.M. 

1 1-18 QPDALNVPSTCCFTFSSK 5.82/ 1945.19 

2 19-38 KISLQRLKSYVITTSRCPQK 10.4612349.82 

3 39-57 AVIFRTKLGKEICADPKEK 9.12/2146.58 

4 58-75 WVQNYMKHLGRKAHTLKT 10.46 / 2211.62 

8 9-29 STCCFTFSSKKISLQRLKSYV 9.70 / 2426.87 

9 24-43 RLKSYVITTSRCPQKAVIFR l 1.0l / 2366.85 

10 48-67 KEICADPKEKWVQNYMKHLG 8.1512417.83 

Tabla 3. Secuencia de los péptidos sintéticos. Se muestra el número de 

aminoácidos correspondientes a la quimlocina CCL 13, su secuencia, peso 

molecular (P.M.) y punto isoeléctrico determinado teóricamente. 

ii. Células 

Se usó una linea celular de monocitos humanos THP-1(ATCC; TIB-202). 

Esta linea se mantuvo en cultivo usando medio RPMI (Gibco #31800-022) 

suplementado con suero fetal bovino al 10%, suplementado con piruvato de sodio 

1 mM, 2mM penicilina/streptomicina, aminoácidos no-esenciales (0.1 mM), y P-2 
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mercaptoetanol (0.05 mM). Estas células se mantuvieron a una densidad de 0.2 a 

0.8 millones por mililitro a 37°C con una atmósfera húmeda con 5% de C02. 

iil. Quimiocinas 

La quimiocina liofilizada (Peprotech #300-24) se disuelve en agua 

desionizada estéril a una concentración de 1 miligramo por mililitro. A partir de 

esta solución se hacen diluciones en solución salina balanceada de Hanks (HBSS) 

(GIBCO # 14170-112 ) sin calcio ni magnesio; suplementando con albúmina 

sérica bovina (BSA) (SIGMA# A-1933) libre de endotoxinas a una concentración 

final de 0.5 gramos por litro. Se prepararon concentraciones de 10, 50, 100, 500 y 

1000 nanogramos por mililitro de quimiocina. Antes de los ensayos la quimiocina 

se incuba 15 minutos a una temperatura de 37°C para desgasificar. 

iv. Toxina Pertussis 

La toxina pertussis (SIGMA# P-7208) se disuelve en agua desionizada 

estéril a una concentración de 200 nghil y se mantiene a 4°C. Para inhibir las 

respuestas mediadas por protelnas G, las células se incuban durante 2 horas a 

37° con la toxina a una concentración de 200 ng/ml. 

b. Métodos 

i. Quimiotaxis 

Para determinar el efecto de la quimiocina y los péptidos sobre la migración 

de células se usan ensayos de quimiotaxis. Células cultivadas a una 

concentración de 5 millones por mililitro son marcadas incubando 15 minutos a 

37ºC con el fluoróforo calcelna-AM a una concentración de 0.5 ~1M. Las células se 

lavan 2 veces centrifugando a 1000 rpm por 4 minutos en una minicentrffuga 

Beckman y descartando el medio. En los ensayos de inhibición las células son 

preincubadas con la molécula a probar durante 5 minutos a una temperatura de 

4°C. Los quimioatrayentes se cargan en la parte inferior de una cámara 

modificada de Boyden (Neuroprobe AP48). En la parte intermedia se utilizó una 
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membrana de policarbonato con poros de 5 micras {Neuroprobe PFD5). Las 

células marcadas resuspendidas en HBSS con calcio y magnesio {GIBCO# 

14025076) se cargan en la parte superior de la cámara y se deja a una 

temperatura de 37°C durante 1 Y,, horas. 

Después del tiempo de incubación se desarma la cámara y se raspan las 

células que no migraron con un scrapper (Neuroprobe# P48AP) lavando con PBS. 

La membrana se deja secar al aire y se fija con una solución de metano!. Para 

cuantificar las células que migraron se usó un detector de fluorescencia {FX, 

Biorad) 

ii. Flujo de Calcio 

Espectrofluorómetro 

En los ensayos de flujo de calcio las células son resuspendidas a una 

densidad de 10 millones por mililitro en RPMI con suero al 2%. Para marcar las 

células se utiliza el fluoróforo Fura 2-AM {Molecular Probas# F-1221) a una 

concentración de 5 ftM. Las células son incubadas durante 30 minutos a 37°C en 

obscuridad. Posteriormente las células se lavan centrifugando 5 minutos a 1000 

rpm en una minicentrlfuga Beckman y descartando el medio. Las células se 

resuspenden en buffer de flujo de calcio (KCI 4mM, NaCI 145 mM, CaC'2 1.8 mM, 

MgCl2 0.8 mM, Glucosa al 0.39%, NaP04 0.13% y 25 mM de HEPES) y se 

mantienen en hielo antes de usarse. Para las mediciones se usa un 

espectrofluorómetro AB2 de Thermo Spectronic, usando excitaciones a una 

longitud de onda de 340 y 380 nm y midiendo su emisión a 51 O nm, con lecturas 

cada 0.5 segundos. La relación entre estas 2 lecturas es graficada como 

respuesta de liberación de calcio. Durante los experimentos se mantienen las 

células en agitación con un agitador magnético a una temperatura de 37°. 

Citómetro de flujo 

Las células a una densidad de 1 O millones por mililitro son incubadas con 

una solución con 6 ftg/ml Fura-Red (Molecular Pro bes# F-3021 ), 1 O µg/ml Fluo-3 

(Molecular Probes# F-1242), ácido plurónico (Molecular Probas# P-6867) al 0.1% 
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en RPMI libre de suero durante 45 min a 37°C en oscuridad. Posteriormente las 

células son lavadas con RPMI dos veces centrifugando a 1,500 rpm durante 5 min. 

Las células se incuban 45 min en RPMI sin suero a temperatura ambiente para 

equilibrar. Posteriormente se lavan 2 veces centrifugando a 1,500 rpm durante 5 

min. Las células se conservan a 4°C en RPMI hasta que son utilizadas en el 

citómetro (Becton and Dickinson). Para adquirir las células en el citómetro se 

diluyen en 1 mi de RPMI sin suero a una densidad final de 1.6x106 células por mi. 

Las células se mantienen a 37°C usando un baño. Los resultados se grafican 

calculando Ja relación entre las 2 fluorescencias con respecto al tiempo utilizando 

el software Facsassistant (Becton and Dickinson). 
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IX. RESULTADOS 

Actividad agonista de Jos péptidos sintéticos. 

Inducción de quimiotaxls. 

Para identificar Jos residuos de CCL 13 involucrados en su actividad se 

sintetizaron péptidos con un tamaño de entre 18 y 20 residuos de aminoácido con 

Ja secuencia de CCL 13. 

Para determinar la funcionalidad de los péptidos sintéticos 1-4 en 

quimiotaxis, se usaron diferentes concentraciones de péptido como 

quimloatrayente de células THP-1. Estas células expresan 2 de los receptores de 

CCL 13: CCR 1 y CCR2. Se comparó su actividad con la quimiocina CCL 13 y como 

blanco se empleó HBSS con 0.05% BSA (Figura 9). 

La quimiocina CCL 13 indujo quimiotaxis con un pico de actividad a Jos 100 

ng/ml. En .esta concentración se ha reportado el pico de actividad de CCL f3 en 

células mononucieares [26). 

Los resultados muestran que los péptidos 1(1-18),2 (19-38), 3 (39-57) y4 

(58-75) no fueron capaces de inducir quimiotaxis en las células THP-1, aún 

usando concentraciones 100 veces mayores a las que Ja quimiocina completa 

tiene su pico de actividad (10,000 ng/ml vs 100 ng/ml). 

Para excluir la posibilidad de que el péptido 1 (1-18) (correspondiente al 

extremo amino terminal de la quimiocina) tuviera una afinidad baja por los 

receptores de CCL 13 y por lo tanto requiera más concentración para inducir 

quimiotaxis, se usaron concentraciones mayores de este péptido, desde 50 hasta 

500,000 ng/ml (Figura 1 O). Sin embargo, el péptido 1 no fue capaz de inducir 

quimiotaxis de las células THP-1 a ninguna de estas concentraciones. 

Cabe mencionar que, tanto en este experimento como en los siguientes, se 

obtuvieron variaciones en la actividad quimioatrayente de CCL 13. Estas 

variaciones se atribuyen al estado de los cultivos celulares y al tiempo de vida de 

la quimiocina. 
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Para determinar si los péptidos 8-10 (que sobrelapan la secuencia de los 

péptidos 1-4) tienen actividad quimioatrayente, se probaron en ensayos de 

quimiotaxis con las condiciones empleadas anteriormente. El péptido 8 (9-29) tuvo 

una discreta actividad quimioatrayente sobre estas células (150,000 unidades de 

densidad sobre el blanco, contra 500,000 usando CCL 13), mientras que los 

péptidos 9 (24-43) y 1 O (48-67) no mostraron actividad (Figura 11 ). 

Al comparar las actividades quimioatrayentes de los péptidos 1 (1-18) y 8 

(9-29) en ensayos de quimiotaxis, se observó que el péptido 8 (9-29) generó una 

respuesta quimiotáctica (500,000 arriba del blanco, contra 2, 100,000 usando 

CCL13), mientras que el péptido 1 (1-18) no (Figura 12). 

El mecanismo de acción del péptido 8 (9-29) puede ser mediante la 

activación de receptores de quimiocinas, o mediante un aumento general de la 

movilidad celular (quimiocinesis). Para determinar si la migración inducida por el 

péptido 8 (9-29) es inducida a través de un receptor acoplado a protefnas Ga1 se 

incubaron células THP-1 con toxina pertussis durante 2 horas antes del ensayo 

(Figura 13). La migración inducida tanto por CCL13 como por el péptido 8 (9-29) 

fue inhibida con la toxina. Esto demuestra que la respuesta quimiotáctica 

observada en respuesta a el péptido 8 (9-29) es inducida a través de la activación 

de receptores acoplados a protefna G ya que fue sensible a inactivación por la 

toxina pertussis 

Inducción de Flujo de Calcio 

Estos ensayos se realizaron utilizando el citómetro de flujo (FACS). El flujo 

de calcio se calculó usando la relación entre la fluorescencia emitida por el Fura 

red y el Fluo 3. En estos experimentos se adicionaron los péptidos 1 (1-18), 2 (19-

38), 3 (39-57) y 4(58-75) a una concentración de 2 µg/ml a las células THP-1. Para 

comparar el flujo de calcio se empleó la quimiocina CCL 13 a una concentración de 

1000 ng/ml. Los péptidos no indujeron un flujo de calcio detectable a estas 

concentraciones. En este ensayo la quimiocina mostró una inducción de flujo de 

calcio moderada (Figura 14). 
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Actividad antagonista. 

Inhibición de quimiotaxis en células THP-1 

Para determinar si el péptido 1 es capaz de unirse al receptor sin activarlo, 

ocupando el receptor y antagonizando con la actividad de la quimiocina completa, 

se realizaron ensayos de inhibición de quimiotaxis preincubando las células con 

los péptidos y con la quimiocina CCL 13. Posteriormente estas células se 

analizaron en ensayos de quimiotaxis, usando una sola concentración de CCL 13 

(500 ng/ml). 

Para determinar el tiempo óptimo de incubación con estos péptidos se hizo 

una cinética, en la cual se usó una sola concentración (2 ~1g/ml) del péptido 1 (1-

18) variando el tiempo (10-60 mln) en el que las células fueron incubadas a una 

temperatura de 37°C (Figura 15). 

La quimiocina CCL 13, al ser capaz de unirse a los receptores CCR1 y 

CCR2, inhibió la migración de las células hacia si misma. 

Los resultados mostraron que a tiempos cortos (10 min), el péptido 1 (1-18) 

fue capaz de disminuir la quimiotaxis inducida por CCL 13, sin embargo a tiempos 

más largos no se observó este efecto. Esto se puede deber a que la unión del 

péptido con los receptores y su posterior internalización permitirla el reciclamiento 

de los mismos. 

Estos resultados implican que los tiempos de incubación son' criticas para 

observar los efectos que estos péptidos puedan tener, por lo que se decidió 

realizar los ensayos de inhibición usando una temperatura de 4°C para incubar los 

péptidos con las células para evitar variaciones. Esta temperatura permitirla la 

unión pero no la internalización de los péptidos. Asimismo, se decidió usar un 

tiempo de incubación de 15 min. 

Para determinar si el efecto inhibitorio del péptido 1 (1-18) es dependiente 

de concentración, y si otros péptidos de la quimiocina son capaces de inhibir la 

qulmiotaxis mediada por CCL 13, se usaron diferentes concentraciones del péptido 

1 y el péptido 4 (58-75). Adicionalmente se empleó un péptido irrelevante (de 

lisozima, 11 aminoácidos. Peso molecular 1254.) como control negativo (Figura 
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16). El péptido 1 (1-18) fue capaz de disminuir la quimiotaxis contra CCL 13 

después de ser incubado con las células THP-1. Este efecto aumenta al aumentar 

la concentración del péptido. No se observó este efecto inhibitorio al utilizar el 

péptido 4 (58-75) ni con el péptido irrelevante {px). 
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Inhibición de flujo de calcio. 

La capacidad del péptido 1 para bloquear la quimiotaxis no necesariamente 

implica que otras respuestas mediadas por CCL 13 se bloquean [61]. 

Para determinar si los péptidos 1 (1-18), 2 (19-38), 3 (39-57) y 4 (58-75) 

eran capaces de bloquear el flujo de calcio inducido por CCL 13, se midió la 

respuesta de flujo de calcio en el espectrofluorómetro. Se agregaron los péptidos a 

una concentración de 2 µg/mi a las células THP-1. La quimiocina fue adicionada a 

una concentración de 1000 ng/ml 60 segundos después de la adición de los 

péptidos. Ninguno de los péptidos logró inhibir de manera detectable el flujo de 

calcio en respuesta a CCL 13 (Figura 17). 

Para confirmar que el péptido 1 (1-18) y el 4 (58-75) no pueden bloquear el 

flujo de calcio inducido por CCL 13, se repitió el ensayo anterior utilizando ahora el 

FACS para medir flujo de calcio. Se adicionó el péptido a una concentración de 2 

µg/ml. Posteriormente se agregó la quimiocina CCL 13 a una concentración de 

1000 ng/ml. Finalmente, para comparar la respuesta con otra quimiocina de la 

subfamilia MCP, se adicionó CCL2 (MCP-1) a una concentración de 100 ng/ml. 

Los péptidos 1 (1-18) y 4 (58-75) aumentaron ligeramente la respuesta de flujo de 

calcio inducida por CCL 13. Estos péptidos no tuvieron efecto sobre el flujo de 

calcio inducido por la quimiocina CCL2 (Figura 18). 
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X. DISCUSIÓN. 

Las regiones de CCL 13 requeridas para unirse y activar a cada uno de sus 

receptores (CCR 1, 2 y 3) no han sido descritas claramente. Se ha reportado que 

el extremo amino terminal de esta quimiocina se requiere para activar a sus 

receptores [6]. Como una aproximación inicial se sintetizaron una serie de 

péptidos con la secuencia de la quimiocina CCL 13. Estos péptidos fueron 

empleados en ensayos funcionales de quimiotaxis y flujo de calcio para determinar 

si los aminoácidos incluidos en su secuencia son suficientes para unirse y activar 

a los receptores de CCL 13. 

Nuestros resultados muestran que el péptido 1 (1-18), correspondiente al 

extremo amino terminal de la quimiocina CCL 13, no tiene actividad agonista ya 

que no induce quimiotaxis o liberación de flujo de calcio incluso a altas 

concentraciones. Esta falta de respuesta no se debe a que el péptido tenga una 

afinidad baja para unirse a los receptores CCR1 y CCR2, ya que a altas 

concentraciones no se observa actividad. 

En este punto cabe mencionar que a pesar de haberse usado 

concentraciones altas (500 ¡1g/ml) del péptido, si los aminoácidos encargados de 

conferir alta afinidad por los receptores no se encuentran en este péptido; no se 

detectarla una unión con los receptores, ni una inducción de la actividad. 

Para el caso de CCL2 (MCP-1) y su receptor CCR2, se han identificado los 

residuos Y13, R24, K35, K49 y H66 como aminoácidos requeridos para una unión 

de alta afinidad. De estos aminoácidos sólo se encuentra en el péptido 1 (1-18) el 

residuo hidrofóbico F13 (funcionalmente se ha demostrado que Y13 y F13 son 

intercambiables). Este aminoácido es necesario para la dimerización de la 

quimiocina, asi como para dar una alta afinidad por CCR2. Adicionalmente, la 

mutación de este aminoácido abate la respuesta quimioatrayente (60,61]. 

Este antecedente sugiere que el péptido 1 (1-18) no es capaz de unirse con 

suficiente afinidad para activar a CCR1 o CCR2. Esto implica que se requiere la 

presencia de aminoácidos que se encuentran distribuidos en el resto de la 
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quimiocina. Por otro lado es posible que en Ja proteina completa estos péptidos 

adopten estructuras secundarias que por separado no sean capaces de obtener y 

se requieran para Ja actividad de CCL 13. 

La falta de respuesta de las células al péptido 1 en Jos ensayos de 

quimiotaxis marca una diferencia importante entre esta quimiocina y CXCL 12 

(SDF-1 ), donde un péptido de menor tamaño del extremo amino se une al receptor 

CXCR4 e induce quimiotaxis [58]. Esto implica que en la quimiocina CXCL 12, el 

extremo amino contiene tanto los aminoácidos requeridos para activar a su 

receptor, como los requeridos para unirse con suficiente afinidad. 

La falta de actividad de los otros péptidos (2-4 y 9-1 O) se debe 

probablemente a que carecen de los residuos presentes en el extremo amino 

terminal, necesarios para la actividad de las quimiocinas. Los aminoácidos 

contenidos en estos péptidos pueden estar involucrados en otras actividades de Ja 

quimiocina, como unión a proteoglicanos o dimerización. 

El péptido 8 (9-29) induce una respuesta quimiotáctica pequeña, pero 

reproducible, por Jo que es capaz de activar los receptores a pesar de que este 

péptido no contiene en su secuencia los 8 primeros aminoácidos de CCL 13. Estos 

8 primeros aminoácidos se han descrito como necesarios para Ja actividad de esta 

quimiocina [6]. En este estudio, la quimiocina CCL 13 es digerida por 

metaloproteasas y los productos de esta proteólisis son entre otras, una 

qu1m1ocina que carece de los 8 primeros aminoácidos sin actividad 

quimioatrayente pero capaz de bloquear la unión de CCL 13 con sus receptores. 

La actividad del péptido 8 (9-29) es inhibida por toxina pertussis, Jo que 

indica que la actividad de este péptido es mediada por receptores acoplados a 

proteinas G, y no es un aumento de movilidad celular (quimiocinesis). 

Para confirmar que el péptido 8 actúa a través de los receptores de CCL 13, 

es necesario usar otro tipo de ensayos, como el bloqueo de los receptores CCR1 y 

2 mediante el uso de Ja quimiocina completa, o por medio de anticuerpos dirigidos 

contra estos receptores. 

Al analizar Ja inducción de flujo de calcio, los péptldos 1 (1-18), 2 (19-38), 

3 (39-57) y 4 (58-75) no fueron capaces de inducir movilización de calcio en las 
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células THP-1. Este resultado es consistente con Ja falta de actividad 

quimiotáctica de estos péptidos. 

Falta determinar si el péptido 8 (9-29) es capaz de inducir esta respuesta en 

las células THP-1, ya que el hecho de que se observe actividad quimiotáctica no 

necesariamente se correlaciona con la inducción de flujo de calcio. 

Para clarificar la actividad agonista de estos péptldos también puede 

analizarse Ja activación de las diferentes vias de señalización en Ja célula, para 

determinar si la falta de quimiotaxis o de flujo de calcio se debe a una activación 

parcial o incompleta de las proteinas involucradas en estas respuestas. 

En los ensayos de inhibición, se encontró que el péptido 1 (1-18) puede 

inhibir la quimiotaxis hacia la quimiocina CCL 13 al ser preincubado con las células 

THP-1. Este efecto no se observa al preincubar las células con el péptido 4 (58-

75). 

Este resultado sugiere que el péptido 1 (1-18) es capaz de unirse por si solo 

a al menos uno de los receptores de CCL 13 (CCR1 o CCR2), evitando la unión de 

Ja quimiocina. Por otro lado es posible que este péptido active de manera parcial a 

los receptores desensibilizándolos; lo que evitarla que CCL 13 active 

completamente las vias de señalización requeridas para la quimiotaxis, como 

rearreglo de citoesqueleto. 

Estos datos indican que la falta de actividad quimioatrayente de este 

péptido no se debe a que no pueda unirse a los receptores, sin embargo para 

comprobar esto, es necesario determinar la capacidad de unión de este péptido 

con los receptores de CCL 13 por medio del marcaje radiactivo o fluorescente. 

El efecto inhibitorio de este péptido no se observa en los ensayos de flujo 

de calcio, por lo que es posible que la quimiocina se una de diferente manera al 

receptor al activar las respuestas de quimiotaxis y flujo de calcio. 

Para probar que la quimiocina no esté activando la señalización requerida 

para inducir quimiotaxis, pero si la de flujo de calcio, se pueden determinar que 

vias se activan en estas células bloqueadas con el péptido 1 (1-18) al ser 

estimuladas con CCL 13. 
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Ya que CCL 13 se une a CCR1 y CCR2, la expresión de estos 2 receptores 

en las células THP-1 dificulta determinar por medio de cuál receptor actúan estos 

péptidos. Asimismo, no se realizaron ensayos con células que expresen el 

receptor CCR3, al cual CCL 13 también se une. 

Para resolver esto, se pueden probar los péptidos en células transfectadas 

que expresen solamente uno de los receptores que puede usar CCL 13. De esta 

manera se puede determinar por medio de qué receptor actúan estos péptidos, ya 

sea por medio de su activación o por medio de la unión y bloqueo de actividad. 

El análisis de los péptidos 2-3 y 8-10 en sus respuestas agonistas o 

antagonistas nos ayudará a definir mejor las secuencias de CCL 13 requeridas 

para su función. Hemos definido a Ja región amino terminal (9-29) como probable 

candidato para participar en la actividad agonista, mientras que los aminoácidos 1-

18 pueden tener actividad antagonista. 

La identificación de los péptidos involucrados en estas funciones 

permitirá· ~intetizar nuevos péptidos con modificaciones en su secuencia, Jo que 

servirá para determinar los aminoácidos puntuales que se requieren para la 

inducción de las respuestas de CCL 13. 

Otra aproximación que puede emplearse es el uso de CCL 13 

modificada, ya sea con mutaciones puntuales o con la eliminación de varios 

residuos. 

Finalmente, se pueden emplear estos péptidos en ensayos in vivo, 

usando modelos de inflamación bien caracterizados para determinar si estos 

péptidos tienen efecto sobre el reclutamiento de células que participan en 

procesos inflamatorios. 
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XI. CONCLUSIONES 

1) El péptido sintético 1 (1-18) no tiene actividad agonista al no ser capaz de 

Inducir quimiotaxis o flujo de calcio en células THP-1. 

2) El péptido 8 (9-29) induce quimiotaxis en las células THP-1. Esta actividad es 

bloqueada por la toxina pertussis. 

3) El péptido 1 (1-18) tiene actividad antagonista ya que bloquea la actividad 

quimiotáctica de CCL 13 al ser preincubado con las células THP-1. 

4) Ninguno de los péptidos probados (1-4) son capaces de bloquear el flujo de 

calcio inducido por CCL 13. 
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