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Il. RESUMEN

_ Las quimiocinas son citocinas quimioatrayentes que actlan a través de la
activacién 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 activacién y
diferenciacion. Las quimiocinas presentan una estructura conservada que consiste
de un extremo amino terminal flexible, seguido de 3 hojas B plegadas y una hélice
o en el extremo carboxilo.

La quimiocina CCL13 (MCP-4) es una quimiocina de la subfamilia MCP y
actia a través de los receptores CCR1, CCR2 y CCR3. Esta quimiocina atrae
monocitos, linfocitos T, eosindfilos, basdfilos y células dendriticas.

Las regiones de esta quimiocina involucradas en la unién y activacion de
cada uno de sus receptores no han sido descritas. Para abordar este problema se
sintetizaron péptidos basados en la secuencia primaria de CCL13. 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 inhibicion para determinar si son
capaces de inhibir la actividad de la quimiocina CCL13.

Los resultados obtenidos muestran que el péptido 8, correspondiente a los
residuos de aminoacido 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 aminoacido 1-18, inhibe la quimiotaxis mediada por la quimiocina
CCL13.

Estos resultados definen al extremo amino terminal (9-29) como candidato
para participar en la actividad agonista, mientras que los aminoacidos 1-18 pueden
tener actividad antagonista.




lIl. INTRODUCCION
a. Las Quimiocinas.

El sistema inmune se especializa en la defensa del organismo contra
patdgenos y sustancias foradneas, mediante la actividad de diversos tipos celulares
y proteinas secretadas.

Para ejercer su funcién efectora, dichas células deben dirigirse a los sitios
de presentacién de los antigenos encontrados por el organismo, ya que para
montar una respuesta inmune eficiente se requiere la interacciéon de estos
componentes celulares y su presencia en los sitios de infeccion y de inflamacién.
Asimismo, las células progenitoras que dan lugar a varios tipos celulares requieren
un ambiente de maduracién especifico, por lo que estas células requieren
posicionamientos especificos seglin sea el tipo de célula que dara lugar.

Dentro de las proteinas mediadoras que sintetizan y secretan las células se
encuentran las citocinas. Las citocinas son proteinas de bajo peso molecular que
estimulan diversas respuestas de células del sistema inmune. Las citocinas acttian
al unirse a receptores en células blanco, y su expresién es regulada por sefiales
externas.

Las quimiocinas son citocinas descritas originalmente por su capacidad de
inducir migracion de células del sistema inmune a sitios de inflamacién. En la
actualidad se han descrito otras funciones en las cuales participan, tales como
desarrollo embrionario, desgranulacion de eosindfilos, neutréfilos y basoéfilos,
migracidn de células progenitoras a sitios de diferenciacién y activaciéon celular e
inhibidores de la entrada y replicacién del virus de inmunodeficiencia humano
(revisado en [1-3}).

Una caracteristica 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 activacion celular depende de la




quimiocina secretada y del tipo celular que expresa el receptor. Esto permite una
migracién selectiva de estas células a diferentes sitios dentro del organismo
dependiendo de los receptores de quimiocinas que expresan.

Las quimiocinas actian a través de la unién a receptores celulares de siete
dominios transmembranales acoplados a proteinas G (GCPR), los cuales activan
diferentes vias de sefializacién intracelulares.

Las quimiocinas se clasifican en las familias CC, CXC, XC y CX3C segun el
nimero de aminoacidos que separan a los 2 primeros residuos de cisteina
conservados. La familia CC no tiene ningiin aminoéacido intermedio, la familia CXC
tiene un aminoacido variable, la familia XC (XCL1, linfotactina) solo tiene una de
las cisteinas y la familia CX3C (CX3CL1, fractalcina) tiene 3 aminodcidos
intermedios. Las quimiocinas se denominan usando el nombre de la familia a la
que pertenecen, seguido de una L por ligandc, y un nimero (ej. CXCL8, CCL10)
[4].

Las quimiocinas son sintetizadas como proteinas inmaduras con una
secuencié'seﬁal de tamafio variable. Esta secuencia es cortada posteriormente
por proteinasas en los residuos 20-25 para generar una proteina madura de un
tamafio aproximado de 75 residuos de aminoacido.

Algunas quimiocinas, como CCL11 (eotaxina) son glicosiladas en
aminoacidos especificos, esta modificaciéon puede alterar la actividad de la
protefna madura. Otra modificacion post-traduccional que sufren estas proteinas
es el corte de su extremo amino terminal por la actividad de metaloproteasas.
Este corte tiene diferentes efectos seguin 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[7].

i. Estructura de las Quimiocinas.
Las quimiocinas presentan una estructura terciaria conservada, con un

extremo amino-terminal desordenado, seguido de 3 hojas £ plegadas antiparalelas

interconectadas con asas, y una hélice a en el extremo carboxilo-terminal. Esta



estructura basica ha sido determinada por difraccion de rayos X y por estudios de
resonancia magnética nuclear[8-10] (Figura 1). Las quimiocinas forman dimeros y
otros multimeros en solucién a altas concentraciones {(mayores a 1 mg/ml). Esta
dimerizacién forma una interfase cargada positivamente que le permite
interaccionar con proteoglicanos como el heparan sulfato[11]. Los residuos de
amino&cido que forman estas interfases varian en las diferentes quimiocinas.
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Figura 1. Estructura de la quimiocina CCL13 (MCP-4). Este modelo fue
generado a partir de la estructura determinada por cristalografia de rayos X de CCL2 (MCP-1)
. En amarillo se sefialan las hojas fy 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 proteinas 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 tamafio que varla alrededor de 370 aminoacidos. La
estructura terciaria de estos receptores no ha sido determinada. Los receptores de
quimiocinas son modificados post-traduccionalmente mediante procesos de
glicosilacion y sulfatacién 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 unién con la
quimiocina.

Los receptores de quimiocinas utilizan para su nomenclatura la de la familia
de quimjocinas que unen, seguido de una R, que denota receptor; por ejemplo
CCR y CXCR. Un solo receptor puede ser activado por varias quimiocinas, y una

quimiocina puede unirse a mas de un solo receptor.

iii. Vias de sefializacién.

Los receptores de quimiocinas se encuentran acoplados en su region
intracitoplasmatica a proteinas G heterotriméricas, conformadas por las
subunidades a, B y. Al interaccionar el receptor con la quimiocina la subunidad «
inhibitoria (o4 ) se une a GTP, esta unidn la disocia de las otras 2 subunidades. La
liberacidon de la subunidad Ggy permite la activacion de varias vias de
sefializacion [13, 14]. La subunidad o; es inactivada por la toxina pertussis, de la
bacteria Bordetella pertussis. Esta toxina actia mediante la ADP-ribosilacién de
oy, previniendo que la proteina G libere GDP y se unaa GTP [15).

11
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Figura 2. Estructura de la bacterorodopsina, un receptor para luz de bacterias de
siete dominios transmembranales acoplado a proteinas G. Estructura tomada de! PDB.
Acceso: 1AP9
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Figura 3. Sefializacién mediada por receptores de quimiocinas. El receptor de quimiocinas activa a las proteinas G
disociando sus subunidades. Las subunidades activan proteinas que promueven diferentes vias de sefializacion. Entre las
respuestas funcionales activadas se encuentran la transcripcién de genes, el flujo de calcio y el rearreglo de citoesqueleto.




La subunidad By activa a la fosfolipasa Cf, que genera diacilglicerol e
inositol trifosfato, los cuales promueven respuestas como la liberacidn de calcio
intracitoplasmico y la activacién de la protein-cinasa C.

Otras proteinas 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 vias de
transcripcion de genes por medio de la activacion de la familia de protein-cinasas
activadas por mitégenos (MAP cinasas), como la cinasa ERK. Esta activacion
esta mediada por cinasas de la familia src y por la fosfatidil-inositol 3 cinasa
gamma (PI3Ky) .

También se ha descrito la participacion de cinasas de la familia JAK (Janus
Associated Kinase) en la activacion de receptores de quimiocinas[17]. Estas
cinasas activan factores de transcripcion STAT, que al ser fosforiladas se

translocan al nticleo donde promueven la transcripcién de varios genes (Figura 3).

1. Migracion.

El citoesqueleto es un organelo dindamico en la célula que rige los
movimientos y la forma de la membrana. Los cambios en los patrones de
polimerizacién y la formacion de fibras de estrés permiten movilizar y orientar a las
células.

Las moléculas encargadas de la sefializacién que regula este proceso
incluyen a la GTPasa Rho, que activa proteinas de la familia WASp. La activacién
de estas proteinas activa al complejo Arp2/3, que finalmente permite la
polimerizacién de proteinas estructurales que forman parte del citoesqueleto,
como las subunidades de actina [18].

Estas vias son importantes en procesos celulares como la fagocitosis, la
migracion y extravasacién leucocitaria y la polarizacién de la célula, asi como para
mantener la morfologia celular.

Los receptores de quimioétrayentes 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 distribucién 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 quimiotactico, 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 sefalizacién para determinar estos
mecanismos, un estudio comparativo usando al hongo Dictyostelium discoideum
demostré que la distribucion de algunas de las moléculas encargadas de la
transduccién de sefales mediadas por estos receptores cambia, como la protein
cinasa B (PKB) [20, 21]. Esta distribucion desigual en moléculas de sefializacion
permitiria a la célula determinar hacia donde se encuentra la mayor concentracion
de quimioatrayente. La distribucion homogenea de los receptores de
quimioatrayente le permitiria a las células cambiar de direccion si el gradiente de
quimioatrayente cambia de orientacion.

La migracién de leucocitos a sitios de infeccioén e inflamacién es un proceso
selectivo que permite a las células de! sistema inmune encontrar patégenos y
antigenos dentro del organismo [22]. En este proceso participan tanto moléculas
de adhesion como quimiocinas (Figura 4). Los leucocitos en el torrente circulatorio
mantienen interacciones con la pared del endotelio vascular mediante la union de
moléculas de adhesién 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 interaccion con
proteinas de matriz extracelular. Las quimiocinas son secretadas por células
endoteliales en respuesta a citocinas pro-inflamatorias y se asocian a
proteoglicanos como el heparan sulfato. Esta asociacion es necesaria para la
formacién de un gradiente de concentracién que los leucocitos son capaces de

detectar.
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Posteriormente, el receptor de quimiocinas promueve un cambio en el
estado de activacion de las integrinas del leucocito (Paso 2). La afinidad de las
integrinas activadas por los ligandos es muy alta, lo que lleva a la adhesion firme y
el arresto de! leucocito (Paso 3). Una vez adherido, el leucocito secreta proteasas
que le permiten modificar la matriz extracelular y realizar el procesoc de
extravasacion, en el cual atraviesa la pared del endotelio pasando por las uniones
estrechas de las células endoteliales para llegar a los sitios de inflamacién y
realizar sus funciones efectoras (Paso 4). En este proceso participan
metaloproteasas secretadas por el leucocito que le permiten degradar
componentes de matriz extracelular, asi como moléculas de adhesion con

ligandos en las células endoteliales.
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Figura 4. Modelo de extravasacion leucocitaria en 4 pasos. Los leucocitos en circulacion interaccionan con el endotelio
mediante las selectinas (1). Estas células son reclutadas a los sitios de inflamacion por medio de la interaccion de quimiocinas con
sus receptores en los leucocitos (2). Esta interaccion activa a las integrinas de! leucocito, io que le permite adherirse a la pared del

endotelio {3) y realizar el proceso de extravasacion (4). (Modificado de Luster 1998)




2. Flujo de calcio.

L.as concentraciones de calcio libre en el interior de la célula son menores a
107 M, mientras que en el exterior de la célula y en el reticulo endoplasmico son
relativamente altas (10" M). Cuando una sefial exterior abre los canales de calcio
hay un aumento significativo en la concentracion intracelular de calcio, lo que
activa proteinas dependientes de calcio.

Para el caso de las quimiocinas, esta respuesta es activada por la
subunidad Gfy de la proteina G. Esta subunidad activa a las fosfolipasas Cf; y
Cps. Estas enzimas se encargan de cortar el fosfatidil inositol 4,5 bifosfato que se
encuentra en la membrana celular. El corte de este lipido genera 2 productos que
contribuyen a la transduccion de la sefial: inositol 1,4,5 trifosfato y diacilglicerol. El
inositol trifosfato se encarga de liberar las reservas de calcio del reticulo
endopldsmico al unirse a canales de calcio en este organelo.

La activacion de la proteina cinasa C (PKC) por el diacilglicerol se requiere
para desensibilizar al receptor de quimiocina, asi como para algunas respuestas
como la'liberacion de granulos contenedores de enzimas en neutréfilos [14).

Los flujos de calcio estimulados por quimiocinas son rapidos (alrededor de
40 segundos) y poco sostenidos. La estimulacion de células por una guimiocina
las desensibiliza a una segunda estimulacién mediada por la misma quimiocina.
Las concentraciones de quimiocina requeridas para inducir esta respuesta varian

segun el tipo celular y la quimiocina que lo activa.

iv. Quimiocina CCL13.

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
ratén [23] (Tabla 1). Estas quimiocinas son agrupadas en familias por su alto
porcentaje de identidad en sus secuencias de aminoacidos (60%) y baja identidad
con las otras quimiocinas CC (menos del 40%) (Tabla 2).




Quimiocina

Nomenclatura Receptores
CcCL2 MCP-1 CCR2
CcCL8 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 quimiocinas MCP/eotaxina en
humanos.
hCCL2 | hCCL8 | hCCL7 | hCCL13 | hCCL11 | 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 aminoacidos entre las

quimiocinas humanas de las subfamilias MCP/eotaxina.

Uno de los miembros de la subfamilia MCP es la quimiocina CCL13. Esta

quimiocina fue clonada originalmente usando una sonda derivada de la quimiocina
CCL11 (eotaxina) {26] .La quimiocina CCL13 actiia a través de la activacién de los
receptores CCR1, 2 y 3. Esta quimiocina promueve migracién de eosindfilos,
linfocitos T, células dendriticas, monacitos y macréfagos, células efectoras que

participan en procesos inmunes en respuesta a patégenos, alergenos y otros
antigenos. Dentro de las respuestas que induce esta quimiocina se encuentran la
induccion de estallido respiratorio y expresion de CD11b en eosindfilos, liberacién
de histamina en basofilos y adhesidén de monocitos [24].
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El homologo en raton de la quimiocina CCL13 (MCP-4) no se ha encontrado
ain, mientras que la quimiocina murina CCL12 (MCP-5) no tiene homodlogo
humano. A pesar de que CCL13 es la quimiocina con la que MCP5 tiene mas
porcentaje de identidad, se nombro a esta quimiocina CCL12 y no CCL13 murina.,
El gen humano se encuentra localizado en el cromosoma 17q11.2-12 [25]).

Esta quimiocina se expresa constitutivamente en tejidos como pulmoén,
intestino delgado y colon, (6rganos con alta migracion de eosindfilos). Su
expresion se puede detectar en timo, placenta y corazén [26, 27].

Para determinar qué tipo de células expresan CCL13 y bajo qué estimulos,
se han realizado ensayos en lineas celulares para detectar su expresion. Las
células endoteliales HUVECs no expresan esta quimiocina de manera constitutiva.,
Las citocinas IL1-« (interleucina 1 alfa) y TNF-a (factor de necrosis tumovral alfa)
estimulan la expresion de CCL13 en estas células. La citocina IFN-y (interferén
gamma) aumenta moderadamente la expresidon esta quimiocina y actia
sinergisticamente con TNF-a aumentando los niveles de expresién [26].

Las linea celular de epitelio alveolar A549 y la linea BEAS-2B de epitelio
bronquial secretan CCL13 en respuesta a citocinas pro-inflamatorias como TNF-c,
IL1-B, IFN-y e IL.-4 (interleucina 4) [26).

Se ha demostrado que existe una subpoblacidén de células dendriticas
presentadoras de antigeno que responden a CCL13. Esta quimiocina se expresa
en la pared del endotelio vascular, donde promueve la migracién de las células
para encontrar antigenos [28].

CCL13 esta asociada a enfermedades de tipo inflamatorias, ya que se ha
detectado un aumento en la expresion de esta quimiocina en pacientes con
rechazo a transplante de rifién y glomerulonefritis [29], asi como en lesiones de
placas ateroesclerdticas, 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, CXCL12 (SDF-1), tiene un papel
importante en el desarrollo embrionario. Esta quimiocina estd altamente
conservada en los organismos en los que se ha descrito: entre las secuencias de
SDF-1 humana y de ratén sélo hay un residuo de aminoacido diferente. Ratones
deficientes en esta quimiocina o en su Unico receptor CXCR4 tienen varios
defectos durante el desarrollo de érganos como el corazén y el cerebro, por lo que

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

ii. Migracién homeostatica.

La presentacién de antigenos a linfocitos T es el paso inicial de la
inmunidad adaptativa. Las células T que expresen receptores con afinidad a
antlgenos procesados y expuestos por células presentadoras de antigeno son
seleccionadas, permitiendo su proliferacién y activacion. La expresion de
quimiocinas y sus receptores durante este proceso permite el encuentro entre las
células presentadoras y los antigenos, asi como entre las células T y las células
presentadoras.

Las células dendriticas 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 CCL19 (ELC), expresadas por células endoteliales en los ganglios
linfaticos [35].

Las células T que salen del timo migran a los ganglios linfaticos donde se
encuentran con células dendriticas (debido a que expresan CCR7). Al llegar a los
ganglios tas células T interaccionan con células dendriticas por medio del receptor
TCR (Receptor de Células T), que reconoce al complejo péptido-MHC (Complejo
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principal de histocompatibilidad) en células dendriticas. Una vez activados, los
linfocitos T migran a la periferia respondiendo a quimiocinas secretadas en los

sitios de inflamacion para realizar sus funciones efectoras.

iii. Polarizacion de linfocitos T.
Los linfocitos T se clasifican en linfocitos CD4 y CD8, dependiendo de! tipo

de correceptor que expresan. Este correceptor les permite reconocer moléculas
del complejo principal de histocompatibilidad (MHC) clase | y ll. Los linfocitos que
reconocen moléculas MHC clase |l tienen el correceptor CD4 y se denominan
linfocitos T cooperadores. Los linfocitos T cooperadores se han clasificado segin
el patrén 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 polarizacién incluyen a las citocinas IL.-12 e
IFN-y para la induccién de TH-1, mientras que las citocinas IL-4 e IL-13 son
importantes para la respuesta TH-2.

Los receptores de quimiocinas que expresan estas subclases de linfocitos
son diferentes. Las células TH1 expresan preferencialmente los receptores CCR5S
y CXCR3. Los linfocitos TH2 expresan los receptores CCR3, CCR4 y CCR8. Esta
diferencia en los receptores de quimiocinas que expresan los 2 subtipos de
linfocitos sugiere que las quimiocinas pueden patticipar tanto en la diferenciacion y
activacién de estas células, como en el reclutamiento de subtipos especificos de

linfocitos T a sitios de infeccién e inflamacion {2, 36].

iv. Angiogénesis y angiostasis.

Las quimiocinas de la familia CXC participan en los procesos de formacion
de vasos sanguineos durante la curacién de heridas. Este proceso es dirigido por
factores angiogénicos, promotores de la formacidon de vasos, y angiostaticos que
lo inhiben. Estos factores son altamente regulados; un desbalance se observa en
enfermedades como psoriasis, artritis reumatoide y crecimiento de tumores. Las
quimiocinas CXC se subdividen en quimiocinas ELR (Glutamina, Leucina,
Arginina) y no-ELR, dependiendo de la presencia de esos aminoacidos 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 angiostaticos, inhiben la guimiotaxis y activacion de estas células. En
los procesos inflamatorios y enfermedades crénicas mencionados, se ha
observado un desbalance en la expresion de estos 2 tipos de quimiocinas.
Asimismo, en los procesos de formacién y crecimiento de tumores se ven

aumentadas las quimiocinas ELR [2].
v. Defensa inmune.

1. Quimiocinas y ViH.

El virus del VIH, causante del sindrome de inmunodeficiencia adquirida
(SIDA); es capaz de infectar varios tipos celulares como macréfagos, neuronas y
linfocitos T. Existen cepas del virus conocidas originalmente como M tropicas cuya
célula hospedera son los macrofagos y las cepas T trépicas, que infectan linfocitos
T. Los mecanismos de restriccion de cada cepa por la célula hospedera no se
conocian. En 1996 se decubrié que los receptores de quimiocinas participaban en
la entrada del virus de inmunodeficiencia adquirida (VIH) a las células [37, 38). EI
virus, por medio de la glicoproteina de superficie viral gp120 interacciona con
varios receptores de quimiocinas, entre ellos CCR5 y CXCR4, facilitando la
activacion de gp41, una proteina que promueve la fusion de las membranas del
VIH y de la célula hospedera. La importancia de esta interaccién se enfatizé al
encontrar una delecion en el receptor CCR5 (A32) [39]. Los individuos infectados
con VIH heterdcigos para este alelo tienen disminuida la progresion de la
enfermedad. Si el portador es homdcigo tiene proteccién contra infecciones por
algunas cepas del virus. La expresion de CCRS5 por los macrdfagos 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, la unidn de uno bloquea la interaccién del otro. Se sintetiz6 una
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variante de RANTES (CCLS5), denominada aop-RANTES (aminooxipentano); que
se une al receptor CCRS sin activarlo[40]. Al preincubar células que expresan
CCRS5 con esta variante se bloquea la fusién 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 A32, por lo que CCR5 es
un blanco ideal para el tratamiento del SIDA. La inhibicién o el bloqueo de la
interaccion entre gp120 y los receptores de quimiocinas se ha vuelto una
estrategia recurrente en la bisqueda de farmacos o grupos de farmacos 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 la respuesta de las quimocinas se encuentran el secuestro de las
quimiocinas y la sintesis 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
quimiocinas evitando la migracion de células efectoras, lo que previene una
respuesta inflamatoria.

Por otro lado, el y-herpes virus sintetiza una proteina soluble capaz de unir
varias quimiocinas de diferentes familias. Esta uni6n 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 activacién mediada por sus ligandos endégenos. Todos
estos mecanismos le permiten al virus evadir la respuesta inmune mediada por las

quimiocinas Yy les permite establecerse en el organismo.
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3. Defensa contra parasitos.

Las quimiocinas participan en la defensa inmune contra diversos parasitos.
Esta participacion incluye el reclutamiento de células del sistema inmune a sitios
de infeccién, los procesos de diferenciacion TH1/TH2, efectos directos de las
quimiocinas sobre los parasitos y la penetracidn celular mediada por los
receptores de quimiocinas [42]. 4

En enfermedades causadas por parasitos como Trypanosoma brucei,
Toxoplasma gondii, Entamoeba histolytica y otros, las quimiocinas participan
mediante el reclutamiento de leucocitos y su activacion. Algunas células del
hospedero secretan quimiocinas en respuesta a la infeccién de estos patoégenos, -
lo que permite la migracion de células a los sitios de infeccién para desarrollar una
respuesta inmune eficiente.

Por otro lado, la secrecién de quimiocinas en algunas infecciones (como la
causada por Leishmania donovani) promueve la polarizacion de linfocitos T en
TH1 o TH2. Esta polarizacién se requiere para eliminar de manera eficiente a los
patdgenos.

Los receptores de quimiocinas participan en la entrada de algunos
patdgenos al interior de la célula. El receptor de quimiocinas DARC, conocido
como antigeno Duffy; permite la entrada de Plasmodium vivax, causante de la
malaria. Existen individuos que carecen de este receptor de quimiocinas y son

resistentes a la infeccidn por este parasito.

vi. Ateroesclerosis

La ateroesclerosis es una enfermedad multifactorial caracterizada por la
formacién de placas o ateromas en los vasos sanguineos. Un modelo generado
para explicar este proceso sugiere que estas placas son formadas en respuesta a
dafios arteriales debidos a hipercolesterolemia o a estrés de hipertensién. Las
células endoteliales o de musculo 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

macrofagos por la presencia de citocinas inflamatorias tipo TH1, como IFN-y y
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TNF-a. Estos macréfagos internalizan lipidos que encuentran en el espacio
subendotelial y dan lugar a las células "foam". Estudios clinicos han demostrado
que hay un aumento en la expresién de la quimocina CCL13 (MCP+4), junto con
quimiocinas como CCL2 (MCP-1) y CXCL10 (IP-10), que atraen monocitos y
células de musculo liso, presentes en estas lesiones. Ratones que sobreexpresan
la lipoproteina B desarrollan ateromas si consumen dietas ricas en lipidos. La
eliminacién del gen para CCL2 (MCP-1) disminuye las lesiones ateroescleroticas
en estos ratones [43]. La eliminacién del gen de el receptor CCR2 tiene un efecto

similar [44].

vii. Asma.

El asma es una enfermedad crénica de tipo inflamatorio de las vias
respiratorias; caracterizada por un infiltrado de células mononucleares, eosinéfilos
y células cebadas en la submucosa; asi como hiperplasia y fibrosis
subepitelial[45].

‘La respuesta asmatica puede dividirse en fase temprana y tardia. La
fase temprana es una respuesta inmediata a un estimulo antigénico o ambiental
que activa a las células cebadas promoviendo la liberacion de mediadores pro-
inflamatorios. La fase tardia se carateriza por infiltracién de varios tipos celulares
al pulmon y dura tiempos largos. Los macréfagos alveolares y las células
epiteliales secretan quimiocinas en respuesta a estimulos. Dentro de las
quimiocinas secretadas se encuentran CCL5 (RANTES), CCL7 (MCP-2), CCL11
(Eotaxina) y CCL13 (MCP-4) [31, 32, 46, 47]. Estas quimiocinas pueden reclutar
eosindfilos mediante su interaccion con el receptor CCR3. Durate la fase tardia del
proceso asmatico 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, -6 e IL-10 entre otras. Estas citocinas tienen varias funciones; como activacion
celular, factores de crecimiento para células cebadas, etc.
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IV. ANTECEDENTES

La participacion de las quimiocinas en las enfermedades y procesos
inflamatorios llevaron a estudiar los mecanismos por los cuales actban estos
quimioatrayentes. El objetivo de estos estudios es determinar el mecanismo
molecular de la interaccién quimiocina-receptor. Una de estas interrogantes es el
como la quimiocina se une y activa a su receptor. La modulacién de la actividad y
expresién de las quimiocinas y sus receptores es un objetivo claro para el
tratamiento de enfermedades de tipo inflamatorio, cancer y SIDA. La sintesis
racional de compuestos de alta afinidad que bloquean la unién de la quimiocina
con su receptor requiere la determinacién a alta resolucion de la estructura de
estas proteinas.

Las quimiocinas son capaces de formar dimeros y otros muitimeros en
solucién a altas concentraciones. Para determinar si las quimiocinas requieren
actuar en forma dimérica o si los mondémeros 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 sustituyo el
aminoacido prolina de la posicion 8 por alanina (P8A) no formé dimeros en
solucién, y fue capaz de inducir todas las respuestas funcionales de CCL2
silvestre, lo que indica que la dimerizacién no es necesaria para la actividad de
esta quimiocina [48]. Resultados similares se observaron al usar una proteina de
fusion (CCL2 fusionada a fosfatasa alcalina) incapaz de formar dimeros [49]. En la
quimiocina CCL4 (MIP-1B) se probaron mutantes con sustituciones similares,
como P8A, las cuales no forman dimeros. 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
uniéon a proteoglicanos se forma en la interfase de los dimeros de varias
quimiocinas (CXCL11, CCL2,) lo que indica que la dimerizacidén es necesaria para
esta interaccidbn. La presentacion de quimiocinas en forma dimérica por
proteoglicanos en la supefficie de las células puede ser importante para la
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formacién de un gradiente estable que las células son capaces de detectar [50].
Esta presentacion 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 dimerizacién
de receptores de quimiocinas en su activacién. Un grupo de investigacién
demostrd que los receptores de quimiocinas son capaces de formar dimeros
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
activacion de la via de sefalizacion 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 participacion de esta via parece ser critica para
la funcién de los receptores de quimiocinas, ya que la inhibicion de cinasas de la
familia JAK afecta la respuesta a varias quimiocinas [62]). Por otro lado, en
estudios de transferencia de energia usando quimeras del receptor CCR2
acopladas a proteina verde fluorescente se demostr6 que este receptor se
encuentra formando constitutivamente dimeros u oligbmeros. Al adicionar
quimiocina no se observé cambio alguno en el estado de dimerizacion [53].

En un estudio con las quimiocinas CCL2 (MCP-1), CCL5 (RANTES) y CCL3'
(MIP-1a) [54] se encontré 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 activacién, lo que llevé a postular un
modelo de activacién del receptor en 2 pasos, en el cual la quimiocina se une
primero al extremo amino-terminal del receptor. Esta unién 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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Este modelo fue confirmado posteriormente al estudiar la interaccién de la
quimiocina CXCL12 con su receptor CXCR4 usando mutantes que podian unirse
al receptor CXCR4 sin poder activarlo [55].

Ademas, al analizar el extremo amino-terminal de las quimiocinas, se
determind que es necesario para la activacién del receptor. La quimiocina CXCL8
(IL-8) fue la primera en ser estudiada estructuralmente usando mutantes y
proteinas truncadas. En estos estudios se encontré que modificaciones en su
extremo amino terminal tenlan efectos en su capacidad de activar a sus
receptores CXCR1 y 2, ya que variantes de esta quimiocina sin los 4 o 6 primeros
aminoacidos pierden la capacidad de inducir quimiotaxis y estallido respiratorio
[56, 57).

In vivo, uno de los mecanismos que pudiera estar participando en la
generacién de proteinas inactivas seria 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 CCL13 es cortada en el residuo de
amino&cido no. 8, generando una proteina truncada que es capaz de unirse a su
receptor CCR2 sin activarlo, por lo que esta proteina truncada actia como un
antagonista [6]. Esta inactivacién puede funcionar como un mecanismo de
regulacion de la actividad de esta quimiocina.

Durante la caracterizacién inicial de la guimiocina CCL13 se generd una
proteina recombinante que contenia una cola de histidinas en el extremo amino
terminal para su purificacién con columnas de afinidad. La proteina con la cola de
histidinas mostré muy poca actividad comparada con la quimiocina silvestre. El
corte de esta cola utilizando el factor Xa restituyo la actividad de CCL13. Esto
indica que la adicion o la eliminacidn de residuos de aminoacido en el extremo
amino tiene un efecto pronunciado en la actividad de las quimiocinas [26]. Sin
embargo, como se menciond antes, no todas las modificaciones abaten la
actividad de estos quimioatrayentes, ya que la eliminacién de 7 residuos
aminoacido de CXCLS8 (IL-8) da lugar a una quimiocina 10 veces mé4s potente [7].
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Estas diferencias sugieren que la actividad de las metaloproteasas es un proceso
selectivo, con efectos variados de modulacién de la actividad de las quimiocinas.

En estudios de la quimiocina CXCL12 (SDF-1) se demostré que péptidos
sintéticos correspondientes a los 9 primeros residuos de aminoacido tenfan la
actividad de la quimiocina completa (quimiotaxis y flujo de calcio), aunque 100
veces menos potente. Dichos péptidos competian con CXCL12 por el receptor
CXCR4 y lograban activar a las células T utilizadas [58]. La dimerizacién quimica
de estos péptidos aumentaba la afinidad por el receptor. Por otro lado, la
sustitucion de un sélo aminoacido (P2G) abatia 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
aminoacidos 51-62 de CCL2; es capaz de bloquear la actividad de varias
quimiocinas, compitiendo por sus receptores [59].

Para determinar los aminodacidos de la quimiocina encargados de unirse y
activar al receptor se realizé un estudio sobre la quimiocina CCL2 (MCP-1) donde
se demostrd que las mutaciones puntuales en los aminoacidos Y13, R24, K35,
K49 y H66 cambiados por alanina disminuyen la unién a su receptor CCR2 {60].
La posicion de estos residuos de aminoacido sugiere que la region de la
quimiocina encargada de unirse al receptor esta distribuida a lo largo de la
proteina, y consiste principalmente de aminocéacidos basicos. El arreglo espacial de
estos aminoacidos forma un zurco basico en la proteina, 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 eliminacion del extremo amino terminal
elimina la actividad de la quimiocina. La sustitucion de la tirosina Y13 por una
alanina genera una quimiocina incapaz de formar dimeros y una afinidad muy baja
por su receptor CCR2. La capacidad de CCL2 para inducir flujo de calcio
disminuye 43 veces en la mutacién Y13A. Esta disminucién en flujo de cailcio 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 uM, lo
cual no es explicable por la afinidad de la mutante por CCR2, lo que implica que
Y13 es mas importante para la activacion de quimiotaxis que para flujo de calcio
(Figura 8).

Se han comparado las estructuras tridimensionales de las quimiocinas
CCL11(Eotaxina), CCL7 (MCP-3) y CCL5 (RANTES) buscando los residuos de
aminoacido conservados entre estas quimiocinas que les permiten unirse y activar
al receptor CCR3 [62). En este estudio se identificaron 3 residuos conservados,
un aminoacido hidrofébico grande (F o Y) en la posicion 11, 12 o 13, un
aminoéacido basico (K o H) en la posicién 33 o 35 y una prolina en la posicién 2,
que podrian conferir la capacidad de unirse y activara CCR3
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Figura 6. Localizacion del péptido agonista de CXCL12 en la estructura de la
qumiocina. La posicion del péptido se sefiala en color rojo, con su secuencia a un lado. En azul se
senala el aminoacido prolina 2, esencial para la actividad de este péptido.
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Figura 7. Localizacién de los aminoacidos de la quimiocina CCL2 que participan en la
unién con su receptor CCR2. Los aminoacidos se sefialan en rojo.
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Figura 8. Localizacion de los aminoacidos de la quimiocina CCL2 que
participan en la activacion de CCR2. Los aminoacidos se sefialan en rojo.
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V. JUSTIFICACION.

El mecanismo de unién de las quimiocinas con sus receptores atin no se ha
entendido por completo. El extremo amino terminal de las quimiocinas ha sido
implicado en los procesos de activacién del receptor, y en al menos un caso
(CXCL12) se ha demostrado que es suficiente para inducir quimotaxis. Sin
embargo, las diferentes regiones de las quimiocinas implicadas en la unién de
cada uno de los receptores y en la activacion de cada via de sefializacién no se
conocen.

Aun no se ha explorado la posibilidad de que, en el caso de quimiocinas
con multiples receptores; la quimiocina interactie con cada uno de sus receptores
de manera diferente, activando vias de sefializacion dependiendo del receptor.

La quimiocina CCL13 actua a través de los receptores CCR1, CCR2 Y
CCRa3. Las regiones de CCL13 involucradas en la unién y activacion de dichos
receptores no han sido determinadas. La identificacion de los aminoacidos
involucrados en cada uno de estos procesos nos ayudaria a entender mejor el
mecanismo de interaccion de esta quimiocina con sus receptores, determinaria las
regiones que confieren especificidad por dichos receptores, e identificaria regiones
blanco para la sintesis de agonistas y antagonistas peptidicos y no-peptidicos.

La identificacién de los aminoacidos involucrados en la activacion de los
diferentes receptores y la determinacién de diferencias entre la unién y la
activacion de cada receptor por CCL13 nos permitira explicar en parte la aparente
redundancia del sistema de funcionamiento de CCL13 sobre sus diferentes
receptores.

Adicionalmente, el hallazgo de la expresién de la quimiocina CCL13 en
enfermedades inflamatorias como asma y ateroesclerosis nos sugiere la
importancia de esta quimiocina como efectora, dado el papel central que juegan
las células atraidas en estos procesos inflamatorios. El conocimiento generado a
partir de estudios sobre el mecanismo de accidon de esta quimiocina permitiria

36



disefar terapias antiinflamatorias alternativas, que serfan importantes para el
tratamiento de estas enfermedades.

37



VI. HIPOTESIS

La quimiocina CCL13 presenta regiones que pueden participar en diferentes
respuestas funcionales tales como quimiotaxis, fiujo de calcio y desgranulacion.
Las secuencias contenidas en estas regiones pueden activar de manera

independiente a los receptores.
Esto permitiria inducir o inhibir diferencialmente las respuestas generadas

por esta quimiocina.
Vil. OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL
Identificar los aminoacidos de CCL13 involucrados en la activacion
diferencial de receptores a través del uso de péptidos sintéticos derivados de su

secuencia primaria
OBJETIVOS ESPECIFICOS

1) Determinacion de actividad agonista:
Determinar si peptidos sintéticos derivados de CCL13 son capaces de inducir
respuestas funcionales, tales como quimiotaxis y flujo de calcio en células

monociticas

2) Determinacion de actividad antagonista:
Determinar si los péptidos son capaces bloquear la actividad de CCL13 a través

de la ocupacién de sus receptores.
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VIll. MATERIALES Y METODOS
a. Materiales.

i. Péptidos sintéticos

Se usaron péptidos sintetizados en fase sélida con secuencia basada en
CCL13 (Peptide Synthesis Unit. MGH, Boston) (Tabla 3).
Los péptidos se resuspendieron en PBS a una concentracion de 50 mg/ml y se
guardaron a -20°, Se preparo una alicuota con una concentraciéon de 200 ng/ul en
PBS (NaCl 137 mM, KC! 2.7 mM, NaHPQO,; 10 mM y KHzPO4s 2mM, pH 7) vy se
guardé a 4° para su uso.

Péptido | Aminoacidos Secuencia Punto isoeléctrico/P.M.

1 1-18 QPDALNVPSTCCFTFSSK 5.82/1945.19

2 © . 19-38 KISLQRLKSYVITTSRCPQK 10.46/ 2349.82

3 39-57 AVIFRTKLGKEICADPKEK 9.12/2146.58
58-75 WVQNYMKHLGRKAHTLKT 10.46 /2211.62

9-29 STCCFTFSSKKISLQRLKSYV 9.70 / 2426.87

24-43 RLKSYVITTSRCPQKAVIFR 11.01/2366.85

10 48-67 KEICADPKEKWVQNYMKHLG 8.15/2417.83

Tabla 3. Secuencia de los péptidos sintéticos. Se muestra el nimero de
aminoacidos correspondientes a la quimiocina CCL13, su secuencia, peso
molecular (P.M.) y punto isoeléctrico determinado teéricamente.

ii. Células
Se us6 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

1mM, 2mM penicilina/streptomicina, aminoacidos no-esenciales (0.1 mM), y B-2

TESIS CON
FALLA DE QRIGEN




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 atmésfera hiumeda con 5% de COa.

iii. Quimiocinas

La quimiocina liofilizada (Peprotech #300-24) se disuelve en agua
desionizada estéril a una concentracién de 1 miligramo por mililitro. A partir de
esta solucién se hacen diluciones en solucion salina balanceada de Hanks (HBSS)
(GIBCO # 14170-112 ) sin calcio ni magnesio; suplementando con albumina
sérica bovina (BSA) (SIGMA# A-1933) libre de endotoxinas a una concentracién
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 concentracién de 200 ng/ul 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 concentracion de 200 ng/ml.

b. Métodos

i. Quimiotaxis

Para determinar el efecto de la quimiocina y los péptidos sobre la migracion
de células se usan ensayos de quimiotaxis. Células cultivadas a una
concentracién de 5 millones por mililitro son marcadas incubando 15 minutos a
37°C con el fluoréforo calceina-AM a una concentracion de 0.5 puM. Las células se
lavan 2 veces centrifugando a 1000 rpm por 4 minutos en una minicentrifuga
Beckman y descartando el medio. En los ensayos de inhibicion 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 céamara
modificada de Boyden (Neuroprobe AP48). En la parte intermedia se utilizé 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 cdmara y se deja a una
temperatura de 37°C durante 1 ¥ horas.

Después del tiempo de incubacién se desarma la cdmara y se raspan las
células que no migraron con un scrapper (Neuroprobe# P48AP) lavando con PBS.
L.a membrana se deja secar al aire y se fija con una solucién de metanol. Para
cuantificar las células que migraron se us6é un detector de fluorescencia (FX,

Biorad)

ii. Flujo de Calcio

Espectrofluorémetro

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 fluoréforo Fura 2-AM (Molecular Probes# F-1221) a una
concentraélén de 5 uM. 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 minicentrifuga Beckman y descartando el medio. Las células se .
resuspenden en buffer de flujo de calcio (KC! 4mM, NaCl 145 mM, CaCl> 1.8 mM,
MgCl, 0.8 mM, Glucosa al 0.39%, NaPO4 0.13% y 25 mM de HEPES) y se
mantienen en hielo antes de usarse. Para las mediciones se usa un
espectrofluorometro AB2 de Thermo Spectronic, usando excitaciones a una
longitud de onda de 340 y 380 nm y midiendo su emisién a 510 nm, con lecturas
cada 0.5 segundos. La relacion entre estas 2 lecturas es graficada como
respuesta de liberacion de calcio. Durante los experimentos se mantienen las

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

Citébmetro de flujo
Las células a una densidad de 10 millones por mililitro son incubadas con

una solucién con 6 pg/ml Fura-Red (Molecular Probes# F-3021), 10 pg/ml Fluo-3
(Molecular Probes# F-1242), acido plurénico (Molecular Probes# 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 §
min. Las células se conservan a 4°C en RPMI hasta que son utilizadas en el
citbmetro (Becton and Dickinson). Para adquirir las células en el citometro se
diluyen en 1 ml de RPMI sin suero a una densidad final de 1.6x10° células por mi.
Las células se mantienen a 37°C usando un bafo. Los resultados se grafican
calculando la relacién entre las 2 fluorescencias con respecto al tiempo utilizando

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

Actividad agonista de los péptidos sintéticos.
Induccién de quimiotaxis.

Para identificar los residuos de CCL13 Involucrados en su actividad se
sintetizaron péptidos con un tamaiio de entre 18 y 20 residuos de aminoacido con
la secuencia de CCL13.

Para determinar la funcionalidad de los péptidos sintéticos 1-4 en
quimiotaxis, se usaron diferentes concentraciones de péptido como
quimioatrayente de células THP-1. Estas células expresan 2 de los receptores de
CCL13: CCR1 y CCR2. Se compard su actividad con la quimiocina CCL13 y como
blanco se empled HBSS con 0.05% BSA (Figura 9).

La quimiocina CCL13 indujo quimiotaxis con un pico de actividad a los 100
ng/ml. Eh esta concentracién se ha reportado el pico de actividad de CCL13 en
células mononucleares [26).

Los resultados muestran que los péptidos 1 (1-18), 2 (19-38), 3 (39-57) y 4
(58-75) no fueron capaces de inducir quimiotaxis en las células THP-1, alin
usando concentraciones 100 veces mayores a las que la quimiocina completa
tiene su pico de actividad (10,000 ng/mi 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 CCL13 y por lo tanto requiera mas concentracidn para inducir
quimiotaxis, se usaron concentraciones mayores de este péptido, desde 50 hasta
500,000 ng/ml (Figura 10). 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 CCL13. 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. E| péptido 8 (9-29) tuvo
una discreta actividad quimioatrayente sobre estas células (150,000 unidades de
densidad sobre el blanco, contra 500,000 usando CCL13), mientras que los
péptidos 9 (24-43) y 10 (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 observé que el péptido 8 (9-29) gener6 una
respuesta quimiotactica (500,000 arriba del blanco, contra 2,100,000 usando
‘CCL13), mientras que el péptido 1 (1-18) no (Figura 12).

El mecanismo de accion del péptido 8 (9-29) puede ser mediante la
activacion de receptores de quimiocinas, o mediante un aumento general de la
movilidad celular (quimiocinesis). Para determinar si la migracién inducida por el
péptido 8 (9-29) es inducida a través de un receptor acoplado a proteinas G, se
incubaron células THP-1 con toxina pertussis durante 2 horas antes del ensayo
(Figura 13). La migracion inducida tanto por CCL13 como por el péptido 8 (9-29)
fue inhibida con la toxina. Esto demuestra que la respuesta quimiotactica
observada en respuesta a el péptido 8 (9-29) es inducida a través de la activacion
de receptores acoplados a proteina G ya que fue sensible a inactivacién por la

toxina pertussis

Induccién de Flujo de Calcio

Estos ensayos se realizaron utilizando el citdmetro de flujo (FACS). El flujo
de calcio se calculé usando la relacién 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 concentracion de 2 ug/ml a las células THP-1. Para
comparar el flujo de calcio se empled la quimiocina CCL13 a una concentracién de
1000 ng/ml. Los péptidos no indujeron un flujo de calcio detectable a estas
concentraciones. En este ensayo la quimiocina mostré una induccién de flujo de
calcio moderada (Figura 14).
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Actividad antagonista.

Inhibicién 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 inhibicién de quimiotaxis preincubando las células con
los péptidos y con la quimiocina CCL13. Posteriormente estas células se
analizaron en ensayos de quimiotaxis, usando una sola concentracién de CCL13
(500 ng/ml).

Para determinar el tiempo 6ptimo de incubacién con estos péptidos se hizo
una cingtica, en la cual se usé una sola concentracion (2 pg/ml) del péptido 1 (1-
18) variando el tiempo (10-60 min) en el que las células fueron incubadas a una
temperatura de 37°C (Figura 15).

La quimiocina CCL13, al ser capaz de unirse a los receptores CCR1 y
CCR2, inhibid la migracion 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 CCL13, sin embargo a tiempos
mas largos no se observd este efecto. Esto se puede deber a que la unidn del
péptido con los receptores y su posterior internalizacion permitiria el reciclamiento
de los mismos.

Estos resultados implican que los tiempos de incubaciéon son criticos para
observar los efectos que estos péptidos puedan tener, por lo que se decidid
realizar los ensayos de inhibicién usando una temperatura de 4°C para incubar los
péptidos con las células para evitar variaciones. Esta temperatura permitiria la
unién pero no la internalizacién de los péptidos. Asimismo, se decididé usar un
tiempo de incubacion de 15 min.

Para determinar si el efecto inhibitorio del péptido 1 (1-18) es dependiente
de concentracion, y si otros péptidos de la quimiocina son capaces de inhibir ia
quimiotaxis mediada por CCL13, se usaron diferentes concentraciones del péptido
1 y el péptido 4 (58-75). Adicionalmente se empled un péptido irrelevante (de
lisozima, 11 aminoacidos. Peso molecular 1254.) como control negativo (Figura
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16). El péptido 1 (1-18) fue capaz de disminuir la quimiotaxis contra CCL13
después de ser incubado con las células THP-1. Este efecto aumenta al aumentar
la concentracién del péptido. No se observd este efecto inhibitorio al utilizar el
péptido 4 (58-75) ni con el péptido irrelevante (px).
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Inhibicién de flujo de calcio.

La capacidad del péptido 1 para bloquear la quimiotaxis no necesariamente
implica que otras respuestas mediadas por CCL13 se bloquean [61].

Para determinar si los péptidos 1 (1-18), 2 (19-38), 3 (39-57) y 4 (568-75)
eran capaces de bloquear el flujo de calcio inducido por CCL13, se midi6 ia
respuesta de flujo de calcio en el espectrofluorédmetro. Se agregaron los péptidos a
una concentracion de 2 pg/ml a las células THP-1. La quimiocina fue adicionada a
una concentracion de 1000 ng/ml 60 segundos después de la adicidn de los
péptidos. Ninguno de los péptidos logré inhibir de manera detectable el flujo de
calcio en respuesta a CCL13 (Figura 17).

Para confirmar que el péptido 1 (1-18) y el 4 (58-75) no pueden bloquear el
flujo de calcio inducido por CCL13, se repitib el ensayo anterior utilizando ahora el
FACS para medir flujo de calcio. Se adicion6 el péptido a una concentracion de 2
ng/ml. Posteriormente se agregd la quimiocina CCL13 a una concentracion de
1000 ng/ml. Finalmente, para comparar la respuesta con otra quimiocina de la
subfamilia MCP, se adicion6 CCL2 (MCP-1) a una concentracién de 100 ng/ml.
Los péptidos 1 (1-18) y 4 (68-75) aumentaron ligeramente la respuesta de flujo de
calcio inducida por CCL13. Estos péptidos no tuvieron efecto sobre el flujo de
calcio inducido por la quimiocina CCL2 (Figura 18).
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X. DISCUSION.

Las regiones de CCL13 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 aproximacién inicial se sintetizaron una serie de
péptidos con la secuencia de la quimiocina CCL13. Estos péptidos fueron
empleados en ensayos funcionales de quimiotaxis y flujo de calcio para determinar
si los aminodcidos incluidos en su secuencia son suficientes para unirse y activar
a los receptores de CCL13.

Nuestros resultados muestran que el péptido 1 (1-18), correspondiente al
extremo amino terminal de la quimiocina CCL13, no tiene actividad agonista ya
que no induce quimiotaxis o liberacion 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 ng/ml) del péptido, si los aminoacidos encargados de
conferir alta afinidad por los receptores no se encuentran en este péptido; no se
detectaria una unién con los receptores, ni una induccion 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 aminoacidos requeridos para una unién
de alta afinidad. De estos aminoacidos s6lo se encuentra en el péptido 1 (1-18) el
residuo hidrofébico F13 (funcionalmente se ha demostrado que Y13 y F13 son
intercambiables). Este aminoacido es necesario para la dimerizacidon de la
quimiocina, asi como para dar una alta afinidad por CCR2. Adicionalmente, la
mutacion de este aminoéacido 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 aminoacidos que se encuentran distribuidos en el resto de la
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quimiocina. Por otro lado es posible que en la proteina completa estos péptidos
adopten estructuras secundarias que por separado no sean capaces de obtener y
se requieran para la actividad de CCL13.

La falta de respuesta de las células al péptido 1 en los ensayos de
quimiotaxis marca una diferencia importante entre esta quimiocina y CXCL12
(SDF-1), donde un péptido de menor tamafio del extremo amino se une al receptor
CXCR4 e induce quimiotaxis [58]. Esto implica que en la quimiocina CXCL12, el
extremo amino contiene tanto los aminodcidos 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 9-10) se debe
probablemente a que carecen de los residuos presentes en el extremo amino
terminal, necesarios para la actividad de las quimiocinas. Los aminoacidos
contenidos en estos péptidos pueden estar involucrados en otras actividades de la
quimiocina, como unién a proteoglicanos o dimerizacion.

Et péptido 8 (9-29) induce una respuesta quimiotactica pequefia, pero
reproducible, por lo que es capaz de activar los receptores a pesar de que este
péptido no contiene en su secuencia los 8 primeros aminoécidos de CCL13. Estos
8 primeros aminoacidos se han descrito como necesarios para la actividad de esta
quimiocina [6]. En este estudio, la quimiocina CCL13 es digerida por
metaloproteasas y los productos de esta protedlisis son entre otras, una
quimiocina que carece de los 8 primeros aminoacidos sin actividad
quimioatrayente pero capaz de bloquear la union de CCL13 con sus receptores.

La actividad del péptido 8 (9-29) es inhibida por toxina pertussis, lo 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 actlia a través de los receptores de CCL13,
es necesario usar otro tipo de ensayos, como el bloqueo de los receptores CCR1 y
2 mediante el uso de la quimiocina completa, o por medio de anticuerpos dirigidos
contra estos receptores.

Al analizar la induccién de flujo de calcio, los péptidos 1 (1-18), 2 (19-38),
3 (39-57) y 4 (68-75) no fueron capaces de inducir movilizacién de calcio en las
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células THP-1. Este resultado es consistente con la falta de actividad
quimiotactica 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 quimiotactica no
necesariamente se correlaciona con la induccién de flujo de calcio.

Para clarificar la actividad agonista de estos péptidos también puede
analizarse la activacion de las diferentes vias de sefializacién en la célula, para
determinar si la falta de quimiotaxis o de flujo de calcio se debe a una activacién
parcial o incompleta de las proteinas involucradas en estas respuestas.

En los ensayos de inhibicion, se encontré que el péptido 1 (1-18) puede
inhibir la quimiotaxis hacia la quimiocina CCL13 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 s solo
a al menos uno de los receptores de CCL13 (CCR1 o CCR2), evitando la unidon de
la quimiocina. Por otro lado es posible que este péptido active de manera parcial a
los receptores desensibilizandolos; lo que evitaria que CCL13 active
completamente las vias de sefializacion 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 union de este péptido
con los receptores de CCL13 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 sefializacién 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 CCL13.
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Ya que CCL13 se une a CCR1 y CCR2, la expresién de estos 2 receptores
en las células THP-1 dificulta determinar por medio de cual receptor actuan estos
péptidos. Asimismo, no se realizaron ensayos con células que expresen el
receptor CCR3, al cual CCL13 también se une.

Para resolver esto, se pueden probar los péptidos en células transfectadas
que expresen solamente uno de los receptores que puede usar CCL13. De esta
manera se puede determinar por medio de qué receptor acttan estos péptidos, ya
sea por medio de su activacién o por medio de fa union y bloqueo de actividad.

El analisis de los péptidos 2-3 y 8-10 en sus respuestas agonistas o
antagonistas nos ayudara a definir mejor las secuencias de CCL13 requeridas
para su funcién. Hemos definido a la regidn amino terminal (9-29) como probable
candidato para participar en la actividad agonista, mientras que los aminoéacidos 1-
18 pueden tener actividad antagonista.

La identificacion de los péptidos involucrados en estas funciones
permitird sintetizar nuevos péptidos con medificaciones en su secuencia, lo que
servird para determinar los aminoacidos puntuales que se requieren para la
induccién de las respuestas de CCL13.

Otra aproximacién que puede emplearse es el uso de CCL13
modificada, ya sea con mutaciones puntuales o con la eliminacién de varios
residuos.

Finalmente, se pueden emplear estos péptidos en ensayos in vivo,
usando modelos de inflamacién bien caracterizados para determinar si estos
péptidos tienen efecto sobre el reclutamiento de células que participan en

procesos inflamatorios.
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Xl. 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
quimiotactica de CCL13 al ser preincubado con las células THP-1.

4) Ninguno de los péptidos probados (1-4) son capaces de bloquear e! flujo de
calcio inducido por CCL13.
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