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INTRODUCCIÓN 

,. INTRODUCaÓN 

En nuestro laboratorio se han realizado diversos trabajos encaminados a determinar la 

asociación entre la psoriasis y la proteína de choque térmico de 60 kDa de Streptococcus 

pyogenes (HSP60Sp). Inicialmente se determinó una posible reacción cruzada entre los 

antígenos de la piel psoriásica y la HSP60 del s. pyogenes. Al nivel de respuesta inmune 

humoral, hemos encontrado que los pacientes con psoriasis en placa presentan en sus 

sueros altos título de anticuerpos de la clase IgG que reconocen a esta proteína. Al 

estudiar la respuesta inmune celular, encontramos que los linfocitos T CD4+ y CD8+ de 

pacientes psoriásicos y sujetos sanos se activaron en igual proporción cuando éstas 

células se estimularon con la HSP60Sp. Los linfodtos T CD4+ de los pacientes psoriásicos 

presentaron una tendencia de mayor activación hacia la HSP60Sp; los linfocitos T CD8+, 

de los pacientes se activaron igual que los sujetos sanos hacia la rHSP60Sp 

Al trabajar con biopsias de piel lesionada y no lesionada de pacientes psoriásicos, 

Candno-Gómez en su tesis de maestría encontró la expresión del mRNA de VEGF y FALL-

39 solamente en la piel lesionada de los pacientes psoriásicos. En las biopsias de piel no 

lesionada y de sujetos sanos no se halló la expresión de éstos genes. la expresión del 

mRNA de HIF-1a se observó en 9/10 muestras de piel lesionada y no se detectó la 

expresión de éste gen en las biopsias de piel no lesionada de los mismos pacientes. En las 

biopsias de piel de sujetos sanos se detectó la expresión del HIF-1a en 2/10 de las 

muestras analizadas (12). 

Ye et al, 2003 demostraron la expresión de VEGF y sus receptores en las líneas celulares 

HL-60 y Raji por RT-PCR, EUSA e inmunohistoquímica (102). la línea Raji de linfoblastos 

de células B, fue establecida por R. J. V. Pulvertaf en 1963 a partir de un linforna de 

Burkitt en el maxilar izquierdo de un niño negro de 11 años. 

El primer objetivo de este trabajo fue la expresión y purificación de la proteína 

recombinante (rHSP60Sp). Después se estudió el papel de la rHSP60Sp en la expresión de 

FALL39 y VEGF en la línea Raji. la hipótesis plateada fue que la rHSP60Sp induce la 

sobreexpresión de los genes FALL-39 y VEGF en la línea celular Raji. 



ANTECEDENTES 

11. ANTECEDENTES 

Definición de la psoriasis 

la psoriasis se define como una dermatosis inflamatoria crónica, asintomática, 

caracterizada por placas eritematoescamosas, bien definidas que se localizan 

prinápalmente en codos, rodillas, región sacra y piel cabelluda, pero puede afectar toda la 

superficie cutánea y las uñas. Hay hiperplasia epidérmica y queratopoyesis acelerada. Se 

desconoce la causa, pero parecen influir factores inmunitarios, genéticos, psicosomáticos, 

ambientales y bacteriológicos (4). 

Datos epidemiológicos 

La psoriasis afecta aproximadamente al 2-3% ele la poblaáón mundial. Anualmente, 1.5 

millones de paáentes psoriásicos en los EstadoS Unidos son vistos por los médicos. De 

acuerdo con la Naüonal Psotiasis Foundaüon (NPF), existen 150,000 - 260,000 casos 

nuevos reportados cada año con una edad promedio de 28 años. Además, 

aproximadamente el 5-10% de los padentes podrían desarrollar psoriasis .artrítica, con 

inflamaáón e hinchazón en la manos, pies y articuladones (21). En México, se presenta en 

alrededor del 2% de la consulta dermatológica (4). 

Clasificación de la psoriasis 

Según la edad de presentación, la evoludón clínica y los antecedentes genéticos, la 

psQriasis se dasifica en dos tipos (formas juvenil y del adulto). La psoriasis tipo 1 üuvenil) 

aparece en los pacientes aproximadamente a los 20 años. Presenta antecedentes 

familiares, y su asoáación con el HL.A Cw6 es del 85% y, en menor propordón con los 

antígenos 813 y 817. Este tipo de psoriasis es más generalizada, resistente al tratamiento, 

y más grave. La psoriasis tipo 11 (del adulto) es de aparición tardía, alrededor de los 60 

años, rara vez hay antecedentes familiares, no hay relaáón con el HL.A, la evoluáón clínica 

es benigna (4). 
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ANTECEDENTES 

Cuadro clínico 

La dermatosis es bilateral, con tendenda a la simetría; que predomina en piel cabelluda, 

salientes óseas como codos y rodillas, región sacra, caras de extensión de extremidades; 

en ocasiones afecta ombligo, palmas, plantas, genitales y pliegues de flexión (psoriasis 

invertida). Las lesiones a veces son únicas, pero también pueden ser generalizadas (4). 

La dermatosis está constituida por eritema y escamas que se agrupan en placas de 

bordes netos, de forma y tamaño muy variables; la descamación es blanca, nacarada, de 

aspecto micáceo; puede cubrir toda la placa o parte de la misma. Las lesiones pequeñas 

predominan durante la niñez. En un alto porcentaje de los enfermos puede afectar las 

uñas; se observan erosiones puntiformes (signo del dedal), hiperqueratosis subungueal, 

onicólisis y leuconiquia (4). 

Existen dnco formas reconoddas de psoriasis: placa (también llamada psoriasis 

vulgaris), guttata, inversa, eritroclérmica y pustular. Un padente puede exhibir una o más 

formas al mismo tiempo y la enfermedad puede cambiar de una a otra forma (4, 21). 

Mientras que la apariencia puede variar, cada forma está caracterizada por 

hiperproliferadón epidermal de queratinocitos, diferendadón anormal de queratinocitos e 

infiltración de células inmunes. La forma más común y más estudiada de psoriasis es la 

psoriasis en placa (PP), alrededor del 80% de las personas con psoriasis presentan este 

tipo. La PP aparece en cualquier parte de la piel, principalmente en rodillas, codos, cuero 

cabelludo, tronco y uñas. Este tipo de psoriasis tiende a ser crónica, aunque la remisión 

espontánea puede ocurrir. En la psoriasis guttata (PG), las lesiones psoriásicas están 

presentes en forma de gotas individuales, rojas y pequeñas en la piel. La PG comienza 

como una pequeña lesión (1 mm) en el tronco, frecuentemente asociada con una historia 

precedente de una infección del tracto superior por estreptococo. En la PG las lesiones se 

limpian aproximadamente en 12 semanas, aunque el 70% de los padentes en un año 

desarrollan la forma en placa (PP) que es la forma crónica de la enfermedad, lo cual 

sugiere que los dos tipos dínicos están ligados por factores comunes. La erupción de la 

psoriasis guttata es algunas veces observada en padentes que ya habían presentado 

placas crónicas los otros tipos de psoriasis se presentan en menor frecuenda que la PP y 

la PG (7, 21, 94). 
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ANTECEDENTES 

La piel en la psoriasis 

A escala molecular e histológica, la PP está caracterizada por una marcada 

hiperproliferación de queratinocitos. Existe una pérdida de la capa granular con el 

acompañamiento de pérdida de expresión de loricrina y filagrina. Existe una 

sobreexpresión de otros marcadores de diferenciación tales como involucrina, y TGasa 1, 

así como la expresión de genes tales como el factor inhibitorio de migración relacionado a 

la proteína 8 (MRP-8) Y antileucoproteinasa derivada de la piel (SKALP) que no se 

encuentra en la epidennis nonnal. La expresión de queratinas supra basales normales Kl y 

KI0 está inhibida y reemplazadas por la expresión de queratinas hiperproliferativas K6 y 

K16 (40). Reladonada a esta hiperproliferadón, se presenta un incremento en la expresión 

del receptor de IL-8 (83), citocinas IL-l, IL-6 e IL-8 (7, 18,41), el receptor del factor de 

creámiento epidennal (EGF-R) y sus ligandos (23), factor de crecimiento transfonnante 

a (TGF- a), anfiregulina (40) y la sobreexpresión de IL-13Ral en la piel lesionada de 

biopsias de padentes psoriásicos cuando se compara con biopsias de sujetos sanos (11). 

Se presenta una amplia infiltradón de linfoátos T en las regiones afectadas de la piel con 

linfocitos T CD4+ en la dennis y linfoátos T CD8+ en la epidennis. Estos linfoátos secretan 

dtocinas como IL-2, interferon-y (IFN-y) y factor de necrosis tumoral a (TNF-a), con 

alteración en la proliferadón y diferenciadón de queratinocitos (21). 

Se estima que en la epidennis de un padente psoriásico el ddo celular se efectúa en un 

tiempo de 37.5 hrs. comparado con 152 hrs. en la epidennis normal. La apoptosis es uno 

de los mecanismos que regula y mantiene la homeostasis de los queratinoátos en la piel. 

En un estudio se analizó la expresión de las proteínas asociadas a promover (Fas) o 

reprimir (Bd-2, bcl-x, CD40) la apoptosis, se encontró que la proteína Bcl-x está 

sobreexpresada en las lesiones psoriásicas. La sobreexpresión de ésta molécula en las 

lesiones psoriásicas probablemente inhibe la apoptosis y esto altera la homeostasis 

epidénnica (98). 

En otros estudios se reporta que la prolactina se encuentra aumentada en los sueros de 

los padentes psoriásicos. Esta proteína tiene un efecto proliferativo in vitro sobre los 

queratinoátos humanos (38). El factor de creámiento de los queratinoátos (KGF), el cual 
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ANTECEDENTES 

es expresado por las células estromales, es otro de los potentes mitógenos de 

queratinocitos humanos. En los tejidos psoriásicos, se ha encontrado incrementada la 

expresión de los transcritos del KGF y para el receptor de KGF (KGFR) (28). 

Inmunología de la psoriasis 

Existe una amplia evidencia de que la psoriasis es causada por un defecto en el sistema 

inmune y se ha demostrado que la activación de los linfocitos es un paso importante en el 

proceso de la enfermedad (5). En las lesiones psoriásicas se presentan linfocitos T CD4+ y 

linfocitos T C08+. Los linfocitos T CD4+ aislados de lesiones son preferencial mente 

linfocitos THl los cuales al liberar sus citocinas y factores de crecimiento causan la 

hiperproliferación de los queratinocitos (10, 75). Además, se sugiere la participación de los 

superantígenos bacterianos en la patogénesis de la enfermedad. De suma importancia es 

el hecho de que la intención de las terapias es suprimir el sistema inmune o agentes anti

inflamatorios cuyos blancos son los linfodtos T o sus derivados los cuales han sido 

efectivos en el tratamiento temporal de la enfermedad (21, 69). la cidosporina A es un 

medicamento que se ha utilizado en tratamiento de la psoriasis. la cidosporina A actúa 

inhibiendo la acdón de los factores de transcripción NF-AT (factor nudear de linfodtos T 

activados), AP-3 y NF-lCB para la expresión del gen que codifica la IL-2. Estos factores de 

transcripción son necesarios para los eventos tempranos en la activación de linfocitos T 

mediados por antígenos y la producción de Il-2 (5, 21). El FKS06 (Tacrolimus, Prograf), es 

otro inmusupresivo con un mecanismo de acción similar a la cidosporina. Este bloquea la 

producción de IL-2 y la activación de linfocitos T inhibiendo la acción del factor de 

transcripción NF-AT (5, 21). 

En un estudio se evaluó la capacidad de linfocitos T, provenientes de una lesión y de 

sangre periférica, para producir IFN" TNF-a, IL-2, IL-4 e IL-I0 intracelularmente. la 

síntesis de citocinas fue inducida por activación con PMA/ionomicina (en presencia de 

Brefeldina A, la cual inhibe la exocitosis de éstas citocinas). Después de la estimulación, se 

encontraron altos porcentajes de linfodtos T CD8 y CD4 epidérmicos capaces de producir 

IFN" TNF-a e IL-2; mientras que pocos linfocitos T < 11% expresaron IL-4 e IL-I0. 

Tanto linfocitos T C08+ como T CD4+ fueron capaces de desempeñar funciones efectoras 
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tipo 1 (Te1 y TH1, respectivamente). Este estudio reveló una diferendadón tipo 1 tanto en 

áreas lesionadas como en sangre periférica, lo cual podría indicar un desequilibrio dentro 

de la pobladón de linfodtos T, que contribuye a mantener la activadón inmunológica de 

linfocitos T encontrada en esta enfermedad (6). 

En las lesiones de los pacientes psoriásicos también se encuentran infiltrados de 

neutrófilos que migran del compartimiento vascular dérmico a través de las capas de la 

epidermis al estrato córneo que forman los microabscesos de Munro. El movimiento de 

neutrófilos en el tejido requiere su unión primeramente a las paredes celulares del 

endotelio. En un ensayo de adhesión in vitro demostró que los neutrófilos aislados de los 

padente psoriásicos aumentaban la adhesión y éste aumentó se correladonó con la 

severidad de la enfermedad. Se han identificado varios factores qUimiotácticos en las 

lesiones psoriásicas que podrían ser los responsables de la entrada de neutrófilos a la 

epidermis como la IL-8 (54). 

Antígenos asociados en la patogénesis de la psoriasis 

La naturaleza del antígeno responsable de la producdón de los eventos inmunológicos 

en la psoriasis ha dado pie a diversas líneas de investigación. Una de ellas involucra 

examinar la distribudón de varios receptores de linfocitos T en la sangre y piel de 

padentes psoriásicos. Otras líneas han tratado de identificar el antígeno específico (tanto 

exógeno como endógeno) en pacientes con psoriasis que podrían activar el sistema 

inmune. Se ha sugerido como candidatos a: retrovirus (virus de inmunodefidenda 

adquiri~a 1), superantígenos derivados de bacterias, proteína M estreptocóccica y 

homólogos de queratinas derivados de péptidos, neuropéptidos tales como la sustanda P 

y papiloma virus humano (64). 

Se ha propuesto que cierta secuencia de aminoácidos de la queratina es común con la 

proteína M, el blanco principal de linfodtos T autoreactivos en la psoriasis. Un ejemplo de 

esto, es la K17 que comparte la secuencia ALEEAN con la proteína M (42). 
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Tres líneas principales de investigación indican que la activación de linfocitos tanto 

polidonal como oligoclonal contribuyen en el inicio y persistencia de la psoriasis. Estudios 

en pacientes con psoriasis guttata han implicado al superantígeno exotoxina 

estreptocóccica pirogénica tipo C (SPEC) en el inicio de las lesiones de PG por un 

superantígeno polidonal que dirige la expansión de linfocitos VB2. En contraste, los 

linfocitos T CD8+ intraepidérmicos encontrados en placas psoriásicas crónicas muestran 

una expansión oligoclonal VB consistente con la estimulación de antígeno clásica. Se ha 

visto que la activación de leucocitos de sangre periférica de pacientes psoriásicos por el 

superantígeno enterotoxina B estafilocó<:cica (SES) e IL-2 es suficiente para iniciar las 

lesiones psoriásicas en ratones SCIO (67). 

Sin embargo, dos líneas de investigación demostraron que linfocitos de sangre periférica 

de pacientes psoriásicos respondieron de manera baja a SAgs estreptocóccicos. En el 

primer caso, sugieren la presencia de inhibidores séricos que cohíben espeáficamente la 

respuesta celular de T a los SAgs en los pacientes psoriásicos. En el segundo caso, que los 

SAgs liberados de una infección de s. pyvgenesfocal inducen una activación transitoria de 

linfocitos T, que lleva al desarrollo de una erupciÓn de la piel y subsecuentemente, a una 

anergia temporal de linfocitos T hada estas toxinas (48, 93). 

Las proteínas de choque térmico (HSPs), las cuales están expresadas constitutivamente 

en todas las células, son esenciales para diversos procesos celulares, tales como 

plegamiento de proteínas, protección de proteínas de la desnaturalización o agregación, y 

facilitación del transporte de a través de los canales de la membrana. Una amplia variedad 

de estímulos estresantes tales como el choque térmico, radiación ultravioleta e infecciones 

bacterianas o virales, inducen un incremento en la síntesis intracelular de las HSPs (96). 

En nuestro equipo de investigación se han llevado a cabo diversos estudios que indican 

que las proteínas de choque térmico del Strepáxoccus pyogenes pueden ser antígenos 

inmunodominantes de la bacteria para las células inmunológicas de los pacientes 

psoriásicos. 

Villeda-Gabriel et al en 1998 empleando inmunoftuorescencia indirecta, reportaron que 

la piel de los enfermos con psoriasis es reconocida por un suero de conejo anti- S. 

pyogenes, mientras que esta reacción es negativa en el caso de la piel de los sujetos 
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sanos (95). Por otro lado, Pérez-Lorenzo et al en 1998 reportaron que en el suero de los 

pacientes con psoriasis existen autoanticuerpos que reconocen la piel lesionada de los 

pacientes psoriásicos y no la piel sana de los mismos. Además, estos autoanticuerpos 

presentes en los sueros de estos pacientes perdieron la reactividad hada los antígenos de 

la piel cuando estos fueron inmunoabsorbidos con un extracto proteico total de S. 

pyogenes (74). Recientemente en el 2002, Sánchez-Huerta encontró que estos 

autoanticuerpos también pueden ser inmunoabsorbidos con la HSP60 del S. pyogenes. 

Estos resultados indican una posible reacdón cruzada entre los antígenos de la piel 

psoriásica y la HSP60 del S. pyogenes (80). 

Por otro lado, mediante inmunoelectrotransferenda (JET) y ELISA se encontró que en 

los sueros de los pacientes con psoriasis están presentes altos títulos de anticuerpos que 

reconocen las fracdones proteícas de 14, 60 Y 70 kDa de S. pyogenes (68, 95). Éstas 

fracciones coinddían en peso molecular con las proteínas de choque ténnico del 

Streptococcus pyogenes las cuales se indujeron con choque térmico a 45°C (68). 

Ruiz-González en el 2000 trabajó con la HSP60 del S. pyogenes recornbinante 

(rHSP60Sp) y encontró que los pacientes con psoriasis en placa presentan en sus sueros 

altos título de anticuerpos de la dase JgG que reconocen a esta proteína (78). Ramírez

Reséndiz en el 2001, trabajó con la HSP70 del S. pyogenes recombinante, pero no 

encontró ninguna reladón (77). 

Basándose en los resultados obtenidos por Ruiz-González, Sánchez-Becerra en el 2002 

truncó por PCR el gen que codifica a la HSP60 de S. pyogenes y obtiene cuatro 

polipéptidos recombinantes de esta proteína con peso molecular de 25, 29, 38 Y 46 KDa 

respectivamente. En estos polipéptidos se eliminaron sitios antigénicos para células B y 

células T los cuales fueron detectados teóricamente por dos diferentes programas de 

computadón. B programa para epítopos de B se basa en los sitios más hidrotilicos de la 

proteína y el programa para epítopos de T se basa en la afinidad que tienen los péptidos 

de la proteína para unirse con la molécula HLA-Cw6 el cual esta más asociado con la 

psoriasis. Cuando se trabajó con los polipéptidos antes mendonados y los sueros de 

padentes psoriásicos con alta respuesta hada la rHSP60Sp, se encontró que la región 
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carboxilo-terminal 415-543 Y la región amino-terminal 1-224 de la HSP60Sp son las 

regiones más reconocidas por los antiroerpos de los pacientes psoriásicos (79). 

Pablo Velázquez en el 2003 estudió la activación de linfocitos T C04+, C08+ y linfocitos 

NKT (C094+ y C0161 +) hacia las proteínas de choque térmico de 60 y 70 kOa 

recombinantes de Streptococcus pyogenes (rHSP60Sp y rHSP70Sp) en un grupo de 12 

pacientes con psoriasis y un grupo de 13 sujetos sanos. La activación celular se determinó 

por citometría de flujo mediante la detección de la molérula C069. Como proteína testigo, 

se utilizó la rHSP60 de E. col; (rHSP60Ec). Además, se buscó con polipéptidos 

recombinantes de la HSP60Sp, el epítopo antigénico de esta proteína. No se encontró 

diferencia estadísticamente significativa entre la activación de los linfodtos T C04+ y COS+ 

y linfocitos NKT de los pacientes con psoriasis y de los sujetos sanos frente a la rHSP60Sp 

(p>0.05). Con la rHSP70Sp y la rHSP60Ec tampoco se encontró diferencia entre la 

activación de Hnfucitos T C04+ y TCOS+ de los pacientes y de los sujetos sanos (p>0.05). 

Éstos resultados sugieren que, aparentemente, la rHSP60Sp y la rHSP70Sp no están 

Involucradas en la patogénesis de la psoriasis (70). 

Al buscar el epítopo de la HSP60Sp encargado de la activación de los linfocitos T se 

encontró lo siguiente. Al eliminarse la región carboxilo terminal 415-543 (polipéptido de 46 

kOa) de la proteína, la activación de linfocitos T CD4+ Y T COS+ disminuyó alrededor de un 

50% en los pacientes y sujetos sanos con respecto a la activación observada con la 

proteína completa. En el caso de los linfocitos NKT de pacientes psoriásicos, la respuesta 

celular disminuyó cerca del 20%. Cuando se activaron los linfocitos T COS+ y TC04+ con el 

polipéptido de 38 kDa (del roal se eliminó la región de aminoácidos 350-543) no se alteró 

la activación con respecto al polipéptido de 46 kOa. En el caso de los linfodtos NKT, la 

activación celular fue similar a la observada con la proteína completa. Con el polipéptido 

de 29 kDa (del roal se eliminó la región 263-543), los linfodtos TC04+ de los sujetos 

sanos no se activaron y en las otras subpoblaciones la activación celular disminuyó hasta 

un 90%. Sin embargo, con el poIipéptido de 25 kOa la activación de todas las células en 

ambos grupos de sujetos estudiados se reruperó. Estos resultados sugieren que en las 

regiones de aminoácidos 415-543, 263-543 Y 1-224 de la HSP6OSp, posiblemente, se 

localizan los epítopos para los linfocitos T. 
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Por último Pérez-Lorenzo et al, 2000 estudió la respuesta celular (mediante el método 

de incorporación de timidina bitiada) hacia las proteínas de choque térmico de 60 Y 70 

kDa de Streptococcus pyogenes recombinante en pacientes psoriásicos y en sujetos 

sanos. En este trabajo también se emplearon extractos solubles totales de Streptococcus 

pyogenes antes y después de la inducción de choque térmico (EST37Sp y EST42Sp, 

respectivamente). Cuando midió la respuesta linfoproliferativa con ambos extractos obtuvo 

respuestas mayores que a la respuesta obtenida con la PHA tanto en el grupo de 

pacientes como en el grupo de sujetos sanos. Al emplear ambas proteínas de choque 

térmico recombinantes observó que la respuesta linfoproliferativa de los pacientes con 

psoriasis hada la rHSP70Sp tiene una tendenda a ser mayor que la respuesta de los 

sujetos sanos. No se encontró una diferenda en la respuesta hada la rHSP60Sp entre los 

padentes y los sujetos sanos (73, 74). 

Angiogenésis 

El desarrollo de un suministro vascular es un requerimiento fundamental para el 

desarrollo y diferendadón de órganos durante la embriogenésis, así como en la reparadón 

de tejidos y las fundones reproductivas en los adultos durante el ddo reproductivo de la 

mujer fértil, en el ovario, durante el crecimiento de la red capilar folicular y en la 

formadón de la placenta (29, 30). 

La formación y el crecimiento de los vasos es un fenómeno estrictamente regulado. 

Cuando se ha complementado el crecimiento vascular, la angiogenésis se convierte en un 

procesq patológico que acompaña a la aparidón de enfermedades neoplásicas yno 

neoplásicas (81). 

El proceso de angiogenésis ocurre de una manera general como una serie ordenada de 

eventos: los tejidos lesionados o enfermos producen y liberan factores de crecimiento 

angiogénicos que se difunden a los tejidos cercanos. Los factores de crecimiento 

angiogénicos se unen a sus receptores específicos localizados en las células del endotelio 

de los vasos sanguíneos cercanos preexistentes. Una vez que se da la unión del factor de 
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crecimiento con su receptor, las células del endotelio se activan y envían señales desde la 

membrana celular al núcleo. la maquinaria de las células del endotelio empieza a producir 

nuevas moléculas (otros factores angiogénicos) y enzimas. las enzimas disuelven los 

agujeros diminutos en la membrana del estrato basal alrededor de los vasos sanguíneos 

preexistentes. las células del endotelio empiezan a proliferarse y migran hacia fuera a 

través de los agujeros disueltos hada el tejido enfermo (tumor). En este tejido se 

expresan las integrinas (avb3 y avb5) las cuales sirven como andaje y sostén para ayudar 

el brote del nuevo vaso sanguíneo el cual crece hada delante. También se producen las 

enzimas metaloproteinasas de la mabiz (MMPs) para disolver el tejido delante de la punta 

del vaso que esta creciendo para acomodarlo. Como los vasos se extienden, el tejido es 

reacomodado alrededor del vaso. Las células del endotelio van creciendo hasta enrollarse 

para formar el tubo del vaso sanguíneo. Los tubos de los vasos sanguíneos individuales se 

conectan para formar la red de vasos sanguíneos donde puede drcular sangre. 

Rnalmente, por los tubos de los vasos sanguíneos recién formados se estabilizan las 

células del músculo liso para darles un apoyo estructural yel flujo de sangre empieza (81). 

la remodeladón de la mabiz extraceIular es un regulador importante de la 

neovascularizadón, morfogenésis e invasión vascular. El estado de in ido en la 

angiogenésis se propone que es una degradación proteolítica de la membrana basal 

capilaria por MMPs Y serinproteasas (71, n). Los miembros de la familia de las MMPs 

tienen un papel importante en la angiogenésis (47). El TIMP3 (inhibidor tisular de 

metaloproteinasas-3) es una proteína que se une a la matriz extracelular y es un potente 

inhibidor de la angiogenésis y el crecimiento tumoral (3). TIMP3 es un miembro de la 

familia de inhibidores endógenos de MMP, de la cual existente cuatro miembros 

actualmente (TIMPl hasta TIMP4). En virtud de su actividad inhibitoria de MMP, los 

miembros de la familia de TIMP tienen una fundón potendalmente importante en la 

reguladón de la composición de la mabiz y, por ende, en un amplio rango de procesos 

fisiológicos que induyen el crecimiento celular, invasión, migradón, angiogenésis, 

transformadón y apoptosis. Se ha demostrado que TIMP3 inhibe la angiogenésis mediada 

por VEGF y han identificado el mecanismo por el cual ocurre lo anterior: TIMP3 bloquea la 

unión de VEGF con su receptor VEGFR-2 e inhibe la cascada de señalización y la 
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angiogenésis. Esta propiedad al parecer es independiente de su actividad inhibitoria de 

MMP, indicando así una nueva función para esta célula (76). 

Angiogenésis en la psoriasis 

la angiogenésis esta implicada en la patogénesis de una variedad de enfermedades: 

retinopatías proliferativas, tumores, artritis reumatoide y psoriasis (32). 

la búsqueda de reguladores potenciales de la angiogenésis ha propuesto los siguientes 

candidatos: factor de crecimiento de los fibroblastos ácido (aFGF), factor de crecimiento 

de los fibroblastos básico (bFGF), factor de crecimiento transformante-a (TGF-a), TGF-¡3, 

factor de crecimiento de hepatocitos, factor de necrosis tumoral- a (TNF-a), angiogenina e 

IL-8 (31, 32, 52). 

El trabajo realizado por diversos laboratorios durante las pasadas décadas ha elucidado 

el papel fundamental del factor de crecimiento del endotelio vasrular (VEGF) en la 

regulación de la angiogenésis (24, 25, 26, 27). Evidencia reciente indica que el crecimiento 

de nuevos vasos y su maduración implica una serie de procesos complejos y coordinados 

que requieren una activación secuencial de una serie de receptores por sus ligandos (13, 

85, 86); pero, la señalización de VEGF representa un paso limitante en la angiogenésis 

fisiológica. VEGF también es importante en la angiogenésis patológica, tal como la 

asociada con el crecimiento tumoral (25). 

En los 80s VEGF fue identificada independientemente como factor de permeabilidad 

vascular (VPF) y como factor de crecimiento específico del endotelio vascular (56, 84). la 

clonación molecular de estos genes codificantes para éstas ··dos·· proteínas revelaron que 

las proteínas eran esencialmente la misma proteína codificada por un solo gen (gen 

VEGF). Así, esta proteína se refiere como VEGF, VEGF/VPF o, a veces, VPF. 

El gen VEGF pertenece a una familia que incluyen: factor de crecimiento placental 

(PLGF), VEGFB, VEGFC y VEGFD. En particular, a VEGF también se le denomina como 
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VEGFA el cual es el principal regulador de la angiogenésis normal y anormal, incluyendo la 

asociada con tumores y síndromes intraoculares (87). VEGF se distingue de otros factores 

angiogénicos por las siguientes características: Primero, su lado NH2 terminal es precedido 

por una típica secuencia señal, por lo que VEGF puede ser secretado por células intactas. 

Segundo, sus sitios de unión, que induyen receptores tirosinquinasa flt y flk, los cuales 

están presentes en células del endotelio pero no en otro tipo celular. Por lo tanto, VEGF se 

considera un mitógeno específico para las células del endotelio (92). 

VEGF promueve la angiogenésis en modelos tridimensionales in vitro, por lo que se 

demuestra que existe un potente sinergismo entre VEGF y bFGF en la inducción de éste 

efecto (71). Se ha demostrado también que VEGF promueve la expresión de VCAM-1 y de 

ICAM-1 en células endoteliales. Esta inducción resulta en la adhesión de células NK 

activadas a las células endoteliales, mediadas por interacciones específicas de VCAM-1 e 

ICAM-1 endoteliales con C018 y VlA-4 en la superficie de células NK (60). 

El gen humano VEGFA está organizado en ocho exones separados por siete intrones 

(49). 8 splicing alternativo de exones da corno resultado la generación de cuatro 

diferentes isoformas (VEGFl2l, VEGF165, VEGFl89 Y VEGF206) teniendo respectivamente 121, 

165, 189 Y 206 aminoácidos después de la escisión de la secuencia señal (49). VEGF165, la 

isoforma predominante, carece de los residuos codificados por el exón 6, mientras 

VEGFl2l, carece de los residuos codificados por los exones 6 y 7. VEGF nativa es una 

glicoproteína dimérica de unión a heparina de 45 kDa y es mitogénica para células 

endoteliales (92). 

Existen diversos mecanismos que han demostrado su participación en la regulación de la 

expresión del gen VEGF; entre los que se encuentran la hipoxia, factores de crecimiento, 

diferenciación, transformación y estrógenos (87). la tensión de oxígeno representa un 

papel principal, tanto in vitro como in viliV. la expresión de mRNA de VEGF es inducida 

rápida y reversiblemente por la exposición a una baja p02 en una variedad de tipos 

celulares normales y transformados (61, 89). Bajo condiciones hipóxicas, el factor 

transaipdonal HIFla (factor inducido por hipoxia-1) se encuentra estabilizado y 

translocado en el núdeo. En el núdeo, este factor coopera con otro factor relacionado, 
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HIFlJ3 para activar el gen VEGF via un motif específico HRE (elemento de respuesta a 

hipoxia) (87). La proteína VHL, el producto del gen reponsable de la enfermedad von 

Hippel Undau, se ha demostrado que esta involucrada directamente en la degradación de 

la proteína HIF-la bajo condiciones normóxicas. Así, la pérdida de funciones de VHL 

resulta en la sobreregulación constitutiva del gen VEGF, lo cual sugiere que la alta 

susceptibilidad del cáncer de cerebro y renal en pacientes con VHL, es debida, al menos 

en parte, a la sobreregulación anormal de un factor angiogénico, VEGF (87). 

Los factores de crecimiento tales como factor de crecimiento epidérmico, TGF-a, TGF-J3, 

el factor de crecimiento de queratinocitDs (KGF) y el FGF sobreregulan la expresión del 

mRNA VEGF, sugiriendo que la liberación autocrina o paracrina de tales factores coopera 

con la hipoxia local en la regulación de la liberación de VEGF en el microambiente (27). La 

exposición de queratinocitDs humanos a suero, factor de crecimiento epidérmico, TGF-J3, o 

KGF deriva en una inducdón marcada de la expresión del mRNA de VEGF (33). Il-6 ha 

demostrado inducir significativamente la expresión de VEGF en diversas líneas celulares 

(15). La diferenciación celular ha mostrado un papel importante en la regulación de la 

expresión del gen VEGF (14). 

VEGF se une a dos receptores relacionados a las tirosinquinasas (RTKs), VEGFR-l Y 

VEGFR-2. Ambos VEGFR-l Y VEGFR-2 tienen siete dominios tipo inmunoglobulina en su 

dominio extracelular, una sola región transmembranal y una secuencia consenso 

tirosinquinasa que es interrumpida por un dominio insertado de quinasa (27). VEGFR-l 

(Flt-l) tiene la más alta afinidad a VEGF entre los receptores de VEGF, pero su actividad 

tirosinquinasa es muy débil. Por otro lado, VEGFR-2 (KDR o Rk-l) tiene una débil afinidad 

por VEGF, si,n embargo, su actividad tirosinquinasa es tan fuerte como otro receptores 

tirosinquinasa representativos tales como el receptor de EGF (87). De ese modo, VEGFR-2 

es el principal mediador de los efectos mitogénicos y angiogénicos de VEGF (27). 

VEGF se expresa en una variedad de líneas celulares derivadas de varias malignidades 

hematol6gicas que induyen el linfoma de Burkitt y el mieloma múltiple (37). La expresión 

de VEGF Y sus receptores fue detectada en las líneas celulares HL-6Q y Raji por RT-PCR, 
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EUSA e inmunohistoquímica. En este trabajo también se reportó que la proteína VEGF es 

secretada al microambiente extracelular (102). 

Se ha demostrado que la expresión de VEGF se encuentra incrementada en la piel 

psoriásica. Además, los dos receptores de VEGF (KDR y Flt-1), están también 

sobreexpresados. TGf-.a, una dtosina que también se encuentra sobreexpresada en la 

epidermis psoriásica, induce la expresión del gen de VEGF en el cultivo de queratinodtos. 

Por lo que, Detrnar y sus colaboradores sugirieron que TGF-a regula la expresión de VEGF 

en la psoriasis mediante un mecanismo autocrino, dirigiendo a una hiperpemeabilidad 

vascular y hada la angiogenésis (19). 

Péptidos antimicrobianos (AMPs) 

La existenda de AMPs se conoce durante muchas décadas, pero hasta ahora se ha 

reconocido que su fundón es esendal en la respuesta Inmune. Partidpan primeramente en 

el sistema inmune innato y se usan como primera línea de la defensa inmune por varios 

organismos induyendo plantas, insectos, bacterias y vertebrados. Como efectores de la 

inmunidad innata, los AMPs matan directamente un amplio espectro de microorganismos, 

induyendo bacterias G( +) y G( -), hongos y ciertos virus. Además, estos péptidos 

interactúan con el propio hospedero, desencadenando eventos que complementan su 

papel como antibióticos (35). 

La mayoría de los AMPs son moléculas catiónicas (polares) con regiones de separadón 

hidrofóbica~ y cargadas espadadas. Estas características estructurales son importantes 

para el mecanismo de acción propuesto de los AMPs. Independientemente de sus 

características los AMPs de varias familias difieren en tamaño, secuencia de aminoácidos y 

dertos motifs estructurales (9). Basándonos es sus propiedades químicas, los AMPs 

pueden dividirse en dnco grupos: 1) péptidos lineales carentes de dsteina, a menudo 

formando hélices anfipáticas; ú) péptidos lineales con una alta proporción de ciertos 

residuos como prolina y arginina; iil) péptidos formando espirales con un puente disulfuro; 

M péptidos con dos o más puentes disulfuro, normalmente formando estructuras de hoja-
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13; y, 11 péptidos derivados de moléculas amplias con otras fundones conocidas. 

Basándonos en sus características funcionales, los AMPs pueden dividirse en dos grupos: 1) 

aquellos, como las defensinas, que se acumulan en los gránulos de los fagocitos y ÍI) 

aquellos que son liberados hada los fluidos del cuerpo o capas epiteliales (1). 

Los AMPs son genes-codificados, lo que significa que un gen codifica para un péptido. El 

producto primario traduddo es un prepropéptido consistente en una secuenda señal N

terminal que es el blanco del retículo endoplásmico, un pro segmento, y un péptido 

catiónico C-terminal que tiene actividades antimicrobianas después de la escisión. El pro 

segmento a menudo es aniónico en carga y tiene diversas fundones biológicas que 

induyen el correcto desdoblamiento de la parte C-terminal, tráfico intracelular o la 

inhibidón de la actividad del péptido maduro. El propéptido sufre la escisión durante los 

últimos estados del proceso intracelular o después de la secreción hada el espacio 

extracelular (9, 88). 

Se ha demostrado que los pacientes con psoriasis tienen una baja incidenda de 

infecdones. Esta resistenda a infecciones se ha propuesto que es debido a un incremento 

en los AMPs observada en la piel de estos pacientes (17,22,34,46,82). 

Se han caracterizado dos familias de AMPs en mamíferos principalmente: las defensinas 

y las cateliddinas (82). B nombre de la familia de las cateliddinas se basa en su limitada 

homología a la catelina, una proteína acrónima del inhibidor de la catepsina-L y un 

miembro de la familia de la cistatina de los inhibidores de cistein-proteasa (88). Las 

catelicidinas consisten en un péptido señal N-terminal, un dominio tipo catelina (inhibidor 

catepsina L) altamente conservado en la mitad de la molécula y un dominio antimicrobiano 

menos conservado C-terminal (Rgura 1). Cerca de 30 miembros de la familia de las 

cateliddinas han sido identificados en varios mamíferos; sin embargo, los humanos 

producen solamente una cateliddina llamada hCAP18 (36). 

La familia de las cateliddinas debe ser liberada de su precursor inactivo a través de 

varios pasos proteIíticos. Una vez liberados, éstos péptidos pueden realizar sus fundones 

antimicrobianas tanto como no sean degradados por proteasas. Entre las cateliddinas de 
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mamíferos, la resistencia natural a la degradadón proteolítica la brinda la secuenda rica 

en prolina, un residuo cíclico que se sabe que bloquea el mecanismo de las serinproteasas 

(88). La parte (-terminal, es decir, el dominio antimicrobiano, debe ser escindido por una 

proteasa propiada. Por ejemplo, en el caso de la cateliddina humana hCAP18 es esdndida 

por la proteinasa 3 que libera el LL-37 como un péptido activo después de la exocitosis 

(91). Se llama LL-37 porque comienza con dos residuos de leudna y su tamaño es de 37 

residuos de aa (43). Los péptidos antimicrobianos (-terminales de las catelicidinas tienen 

estructuras variables. Algunas son hélice-a, (como hCAP28/lL-37 y CAP18 de conejo). 

Otros (como PR39 y bactenecinas) son ricos en proIina/arginina, mostrando una estructura 

tipo poIiprolina. Las cateliddinas están guardadas primeramente en los gránulos de los 

neutrófilos de varias especies y pueden ser liberados extracelularmente después de la 

activadón de neutrófilos (1, 16, 103). Sin embargo, hCAP18/LL-37 también se expresa en 

células epiteliales (1, 66), monocitos, célula NK, células B, células Ty¿) (2) Y es indudda en 

queratinocitos en respuesta a inflamadón (8, 34). 

PR-39, un miembro de las cateliddinas pordnas, Induce quimiotaxis y movilizadón de 

ea2
+ en los neutrófilos pordnos (50). hCAP-18/LL-37 es quimiotáctico para los neutrófilos, 

monocitos y linfocitos T humanos (2). La actividad quimiotáctica del LL-37 hada los 

linfocitos T muestra selectividad, debido a que induce la migración de linfocitos TCD4 pero 

no C08 (2). LL-37 induce la movilización de ea2+ en leucocitos (99). La característica del 

lL-37 de indudr la movilización de ea2+ en monodtos se debe al receptor del Ll-37, el 

FPRL1 (formyt peptide receptor-like-1) (99, 100). La interacción de un ligando 

quimiotáctico con su correspondiente ligando resulta en la activación de células blanco, 

implica que LL-37 es un activador endógeno de las células que expresan FPRL1 (101). 
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29-30 aa foI� ... I----- 99-114aa ---•• f04I ... I---12-100aa----I.~1 

,/ Inhibidor de las cistein-
proteasas 

,/ Su dominio aniónico brinda 
electroestabilidad al péptido 
policatiónico, previniendo su 
función antimicrobiana hasta 
el tiempo de su liberación. 

I Efecto anbmicrobiano 
2. Unión y neutralización del 

LPS 
3. Ouimiotáctico para 

linfocitos T y fagocitos. 
4. Sobreregula la expresión 

de HLA-DR en DC 
5. Degranulación de mast 

cells. 

Bovino: Bac5, Bac7, Indolicdina, BMAP27, 2B, 34. 
Borrego: OaDodeA, B, OaBac5, 6, 7. 1 1, SMAP29, 34 
Caballo: eCath 1, 2 & 3. 
Cobayo: CAPII. 
Ratón: mCRAMP 
Rata: CRAMP 
Porcino PMAP37, 36, & 23. PG 1,2, 3, & 4, C 12, PR39 
Humano: LL-37jhCAP IB 

Figura 1. Estructura función y distribución de especies de las catelicidinas. 
Varias cateliádinas has sido identificadas en diversos mamíferos. Todas las catelicidinas 
tienen una estructura primaria que contiene: un péptido señal N-terminal, un dominio tipo 
catelina altamente conservado en la mitad y un dominio antimicrobiano e-terminal 
altamente variable. Se describen las funciones de los dos últimos dominios (Tomado de 
Shinnar et al, 2003 y de Yang et al, 2001). 
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El PR-39 es un péptido de 39 aa compuesto por 49% de prolina y 24% de arginina con 

actividad contra bacterias Gram-negativas (43, 44). El PR-39 se purificó inidalmente del 

intestino del cerdo, pero ahora se ha encontrado en los macrófagos y en otros tipos 

celulares. El PR-39 es secretado como un pre-péptido que rápidamente se corta por el 

extremo N-terminal, dando origen al péptido maduro de 39 aa. El péptido maduro 

presenta una secuencia líder hidroñlica, lo que permite atravesar las membranas de las 

células. Al estudiar la actividad biológica del PR-39, se encontró que induce la 

angiogenésis in ~vo e incrementa los niveles celulares de HIF-1a; el efecto que se le 

atribuye al PR-39 es el de inhibir el sistema ubiquitin-proteosoma, el cual degrada a HIF

la (57). 

En una librería genómica humana, se buscó el gen homólogo con una sonda del PR-39 

del cerdo. Se encontró un péptido antimicrobiano con características parecidas al 

precursor del PR-39. Este gen se encontró expresado en la médula ósea yen testíwlo. 

Este péptido de 39 aa se le nombró FAU.-39, ya que las primeras letras indican sus cuatro 

primeros residuos y el número correspondiente a los subsecuentes 39 aa. Cuando se donó 

el gen del pre-FALL-39 se encontró que codifica para una proteína parecida a la catelina 

con 170 residuos de aa (1). Ambos péptidos, tanto PR-39 del cerdo como el FALL-39 del 

humano, pertenecen a la familia de los péptidos antimicrobianos (43). 

Todos los genes de las catelicidinas hasta ahora caracterizados son compactos y están 

organizados de la misma manera. Contienen cuatro exones, donde los primeros tres 

exones codifican el péptido señal y la proregion catelina. En todos éstos genes, el cuarto 

exon codifica para el péptido antimicrobiano maduro y para los sitios de procesamiento 

(43). 

La comparadón entre PR-39 y FALL-39 revela que el alto grado de conservación no es 

sólo en la región precatelina (exones 1-3), sino también en los intrones 2 y 3 Y las 

primeras 183 pb del promotor (Rgura 2). 
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ANTECEDENTES 

Exón 1 Exón2 Exón3 Exón4 

201 108 72 171 

FAll.-39 n U Il [1 . , 

984 640 141 616 

i 

198 108 i 72 ! 245 

~ [j S Q PR-39 

828 411 148 585 

% Identidad: Exón 1 79% Intrón 1 ns 
Exón 2 82% Intrón 2 72% 
Exón 3 68% Intrón 3 64% 
Exón4 ns 

Figura 2. Comparad6n de la organizad6n del FALL-39 humano y del PR-39 
porcino, ambos pertenecen a la familia de las cateliddinas. Los número indican 
pares de bases (pb). La identidad al nivel de nudeótidos entre diferentes partes de los dos 
genes se muestra en esta figura (Tomado de Agerberth et al, 1995). 
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111. MATERIALES Y MÉTODOS 

GEN Y PLÁSMIDO UTIUZADO 

El gen hsp60Sp que codifica para la HSP60Sp fue clonado en el fago lambda M49 a 

partir de una biblioteca genómica de S. pyogenespor el Dr. Andreas Podbielski (Inst. Med. 

Mikrobiol., FDR). Posteriormente este gen (que se encontraba en un fragmento de DNA de 

aproximadamente 1650 pb) se subclonó por PCR, por el mismo autor; en el sistema de 

expresión del vector pMAlc-2 de 6646 pb de New Englilnd Biolilbs. A partir del plásmido 

pMALc-2::hsp60Sp donado por el Dr. Podbielski, el gen hsp60Sp se subcJonó por segunda 

vez en el vector pPROEX-lfTa (Ruiz-González, 2(00). A este nuevo plásmido se le nombró 

pHSP60Sp. 

INDUCCIÓN DE LA PROTEÍNA RECOMBINANTE 

El plásmido pHSP6QSp se empleó para transformar a una cepa de Escherichiil coIi XL-1 

Blue, la cual se trató con cloruro de calcio 0.1 M, para pasarla en estado de competencia 

para adquirir el plásmido. La transfonnadón bacteriana se realizó a 4°C durante 30 

minutos en un baño de hielo. Posteriormente se dió un choque térmico a 90 s a 4ZOC. Las 

bacterias transformadas se sembraron en placas de agar LB con ampidlina (50 ~/mL), y 

se incubaron a 31lC durante 24 horas. 

Cada una de las colonias que contenían al plásmido recombinante, se pasó, con la 

ayuda de un palillo de madera estéril, a un tubo con 5.0 mL de medio líquido LB con 

ampicilina a una concentración final de 50 ~mL y se incubó en agitación a 31lC durante 

12 horas. Este cultivo sirvió para inocular un matraz con 100 mi de medio LB con 

ampidlina a la misma concentradón. Este cultivo se incubó a 31lC en agitación hasta 

alcanzar una absorbencia de 0.4 a 0.6 a 640 nm. Con la finalidad de indudr la expresión 

de los genes de las proteínas recombinantes, se agregó IPTG (Isopropil-¡3-D-
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tiogalactopiranósido, Researeh Organics Ine.), a una concentración final de 0.6 mM y se 

incubó en agitación durante 4 h más a 3ft. 

Las bacterias se cosecharon por centrifugación a 5000 rpm por 10 minutos y se desechó 

el sobrenadante, obteniéndose así el paquete celular. Una alícuota de 1.0 ml de cultivo se 

analizó en PAGE-SDS al 12.5% para corroborar la inducción de la proteína recornbinante. 

PURIFICACIÓN DE LA PROTEÍNA RECOMBINANTE 

La purificadón de la proteína recornbinantes se realizó de acuerdo a las 

recomendadones del proveedor de la resina Ni-NTA (QlAGEN). 8 sistema de expresión 

procariótico pPROEX-HT de lite Technology utilizado en este estudio, presenta la 

característica ele expresar la proteína recombinante fusionada a una secuenda ele 6 

histidinas las cuales presentan una fuerte afinidad a una resina matriz ele níquel, por lo 

que se utilizó este sistema para la purificación ele la proteína recombinante. 

Una vez que se comprobó la inducdón de la proteína recombinante, el paquete 

bacteriano se resuspendió en 4.0 ml de regulador de lisis (NaH2P04 50 mM, NaCl 300 mM, 

Imidazol 10 mM, 2-mercaptoetanol 5 mM, PMSF 1mM, pH 8.0 - 8.5) Y se sonicó a 180 W 

en un baño de hielo, durante 30 minutos a intervalos de 5 minutos de reposo y un minuto 

de sonicado con pulsos. los restos celulares se eliminaron por centrifugación a 5000 rpm 

a 4°C durante 20 minutos. El sobrenadante rico en proteínas recombinantes se mezcló con 

la resina (Ni-NTA agarose, QlAGEN), la cual se lavó previamente con regulador de lisis. 

La mezcla se incubó en un baño de hielo durante 1 h en agitación constante y se 

empleó para cargar una jeringa de 3.0 ml, que funcionó como una columna. Las proteínas 

que no interacdonaron con la resina se eliminaron en el efluente al vadar la mezcla en la 

columna. Posteriormente se llevaron a cabo los lavados con 8.0 - 10.0 ml de regulador de 

lavado (NaH2P04 50 mM, NaO 300 mM, Imidazol 20 mM, 2-mercaptoetanol 5 mM, 10% de 

glicerol, pH 8.0 - 8.5), para la eliminación de las proteínas que no se unieron a la resina. 
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Para eluir la proteína recombinante correspondiente se utilizaron fracciones de 500 ~l 

de regulador de elución (NaH2P04 50 mM, NaO 300 mM, Imidazol 250 mM, 2-

mercaptoetanol 5 mM, 10% de glicerol, pH 8.0 - 8.5). la presenda de proteínas en las 

fracciones recuperadas durante la lisis, el lavado y la elusión se analizaron en PAGE-SDS al 

12.5% y se cuantificó la concentradón de la misma por el método de Braclford (1976). 

LÍNEA CELULAR RAJI 

la línea celular Raji se cultivó en medio RPMI-1640 (Sigma) suplementado con suero 

fetal bovino (Gitx:o) al 5% y gentamidna (Gitx:o) a una concentradón de 20 Jl9Iml; a una 

temperatura de 31lC y en una atmósfera de 5% de CO2• Se determinó primeramente el 

número de células para detectar la expresión de los genes angiogénicos. 

ENSAYO DE ESTIMULACIÓN 

las células Raji se mantuvieron en medio RPMI-l640 suplementado como se indicó 

anteriormente. Un día antes de realizar el ensayo, las células se lavaron y se 

resuspendieron en medio RPMI-l640 sin suero y sin antibiótico. Al día siguiente, se 

ajustaron las células a 3 millones en un volumen de 500 ~l en tubos estériles de 5 mL. 

las células se estimularon con l~g de rHSP60Sp y con 100 ng/ml de lPS. También se 

realizaron ensayos con poIimixina B (PmB) a una concentración de 10 ~g/ml para 

bloquear el efecto del lPS. En el caso de la PmB se adidona una hora antes del estímulo. 

las células se estimularon a los tiempos de O, 3, 6 Y 9 hrs. Transcurridos estos tiempos, se 

obtuvó el RNA total de las células y después se procedió a realizar el RT-PCR. 

OBTENCIÓN DE RNA TOTAL 

Transcurrido el tiempo de estimuladón, las células se centrifugaron, se eliminó el 

sobrenadante y se les adidonó Trizol (Gibco BRl, lite Technologies), éstas se 
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homogenizaron en Trizol para la obtención del RNA total y se procedió de acuerdo a las 

recomendaciones del proveedor. El botón de RNA se disolvió en agua libre de RNAsa 

(agua OEPC) y la cantidad de RNA se determinó por espectrofotometrÍa a 260 nm. La 

integridad del RNA total se analizó en electroforesis en gel de agarosa al 1%. 

TRASCRIPTASA REVERSA Y REACCIÓN EN CADENA DE LA POUMERASA 

(RT-PCR). 

Reacción de RT. El cONA se sintetizó en 20 ~ de reacción que contenga 3 J.19 

de RNA total, 500 ~M de desoxinudeótidos trifosfato, OTT 10 mM, oIigonudeótido 

pdTIUB a 2.5 ~M, regulador de la primera cadena IX Y MMlV Reverse Transaiptase 200 

U (Gibco). las reacciones se incubaron por 1 h a 42 oc. 

peRo Antes de realizar la PCR con los inidadores diseñados para amplificar los 

genes angiogénicos; se ajustó la cantidad de cONA de cada una de las muestras. Esto se 

realizó con una RT-PCR para la ¡3-actina, hasta lograr obtener la misma intensidad de la 

banda amplificada en todas las muestras. la PCR se realizó en un volumen total de 25 ~I; 

con los oligonudeótidos específicos a una concentración de 25 ~M, específicos para cada 

gen por amplificar, 3~1 de la reacción de cONA (según el resultado de la expresión del la 

p-actina), regulador PCR 1X, Mg02 2 mM y TaqONA polimerasa 1 U. la reacción se incubó 

en un temociclador a 92 oC por 5 min seguido de 35 ciclos a 92°C por 30 s; 57°C por 50s 

y 72°C por 40 s. Rnalmente la reacción se mantuvo a 72°C por 5 min y después a 4 oc. 

los fragmentos amplificados se separaron en un gel de agarosa al 2% y se tiñeron con 

bromuro de etidio. Para evaluar la expresión de mRNA de la ¡3-actina para normalizar la 

cantidad de cONA. la intensidad de la banda amplificada se midió en un aparato de 

Imager Ready (Alpha Innotech Corporation) para obtener la relación FAll-39 o VEGF/P

actina. 
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Los inidadores para el gen FALL39 fueron: 5'- ATG AAG ACC CM AGG AAT GGCC -3' y 

5'- TIT GCC crG crG GGT GAT TITC -3', dando un producto esperado de 513 pb. Para el 

gen VEGF: 5'- ATG AAC TIT crG crG TcrTGG GGTG-3' y 5'-TGG CcrTGG TGA GGT 

TTG ATCC-3', dando un producto esperado de 360 pb. Se amplificó el gen de la l3-actina 

con los iniciadores 5' -GTGGGGCGCCCCAGGCACCA-3 ' y 5 ' -

crCCTTAATTGTCACGCACGATITC-3', dando un producto de 550 pb. En la figura 3 se 

muestra la secuenda y el diseño de éstos inidadores. 
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Exones del gen de VEGF 

5' 3' 

(360 pb) 

Antisentido 

Exones del gen del FALl.-39 

5' 3' 

atgaagacccaaaggaatggccactccctggggcggtg ctgctgggcctggtgatgcctctggccatcattgcc 
caggtcctcagctacaaggaagctgtccttcgtgctatagatggca ggtcctcggatgctaacctctaccgcctcctggacctgg 
accccaggcccacgatggatggggacccagacacgccaaagcctgtgag gtgaaggagacagtgtgccccaggacgacacag 
cagtcaccagaggattgtgacttcaagaaggacgggctggtgaagcggtgta ggacagtgaccctcaaccaggccaggggctcctttg 
acatcagttgtgataaggataacaagagatttgccctgctgggtga~ atctaaagagaagattggcaaagagtttaaaagaa 
ttgtccagagaatcaaggattttttgcggaatcttgtacccaggacagagtccta (513 pb) 

Antisentido 

Exones del gen de la beta-actina 

3' 

ag (550 pb) 
Antisentido 

Figura 3. Diseño y secuenda de inidadores 
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IV. RESULTADOS Y DISCUSIóN 

INDUCCIÓN Y PURIFICACIÓN DE LA PROTEÍNA RECOMBINANTE 

Como el objetivo de este trabajo fue el de estudiar la estimuladón de la línea celular Raji 

frente a la proteína de choque térmico recombinante de 60 kDa de Streptococcus 

pyogenes(rHSP60Sp), entonces fue necesario la expresión y purificación de ésta proteína. 

Para esto, se realizó la inducción de la síntesis (con IPTG) de ésta proteína en la cepa de 

E. col; donde se encontraba el gen donado en un plásmido. Una vez comprobada la 

inducción de la proteína recombinante, se procedió a su purificación mediante la columna 

de Ni-NTA (QIAGEN). En la figura 4 se muestra el análisis de pureza de la rHSP60Sp en un 

PAGE-SOS al 12.5%. 

DETERMINACIÓN DEL NÚMERO ÓPTIMO DE CÉLULAS PARA ANAUZAR 

LA EXPRESIÓN DE LOS GENES ANGIOGÉNICOS 

En la figura 5 se muestran los RNA totales de las células Raji obtenidos de 1, 3 Y 5 

millones de células. Primero se ajustó la cantidad de cONA de cada ensayo realizado. Esto 

,se realizó con una RT-PCR con los iniciadores específicos para la, J3-actina, dando una 

banda amplificada de 550 pb. Estos resultados se muestran en la figura 6. Se probaron 3 

~L de cONA y 3 ~L de una diludón 1:20. Como podemos observar la cantidad adecuada 

fue de 3 ~L de cONA sin diluir; esto se realizó con los cONA de 1, 3 Y 5 millones. 
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Figura 4. Análisis de pureza de la proteína recombinante (rHSP6OSp) en 
PAGE-SDS al 12.5%. Carril 1 marcador de peso molerular; carril 2 proteína de 
choque térmico sin IPTG; carril 3, proteína de choque térmico inducida y carril 4 rHSP60Sp 
purificada. 
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18S 

16S 

tRNA 

Figura 5. Obtención del RNA total. En el primer carril se muestra el RNA total de 1 
millón de células, en el carril 3 se muestra el RNA total de 3 millones de células y en el 
carril 5 se muestra el RNA total de 5 millones de células. En todos los casos podemos 
observar las dos bandas características de 165 y 185 del RNA ribosomal y el RNA de 
transferenda. Esto se realizó en un gel de agarosa al 1%. 
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SOOpb ---

Figura 6. Estandarización del RT-PCR con ~-actina. En el primer carril se encuentra 
el marcador de peso molecular de 100 pb, en los carriles 2,4, 6 se muestran 1, 3 Y 5 
millones de cONA sin diluir respectivamente; en los carriles 3, 5 Y 7 la dilución 1:20 de los 
respectivos cDNAs. En el 9 control positivo (un reamplificado positivo) y en el carrillO, el 
control negativo (sin cDNA, en su lugar se agregan 3 f.tL de agua grado inyectable). 

30 



RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

ENSAYO DE ESTlMULACIÓN 

Para realizar el análisis de la expresión de los genes FALL-39 y VEGF en las células Raji 

estimuladas con la rHSP60Sp y LPS, primero se ajustó la cantidad de cDNA de cada 

ensayo realizado. Esto se realizó con una RT-PCR con los iniciadores específicos para la p
actina, dando una banda amplificada de 550 pb. El criterio de ajuste fue de que todas las 

muestras presentarán la misma intensidad de la banda. 

la cantidad adecuada de células fueron 3 millones, después se procedió a determinar el 

tiempo óptimo de estimulación. Para ello se colocaron en tubos estériles 3 millones de 

células en 500 IlL a 4 tiempos diferentes: O, 3, 6, Y 9 horas de estimuladón. En cada 

tiempo se tenían 3 tubos con las siguientes condidones: el primer tubo era el testigo (sin 

estímulo), el segundo se estimuló con la rtISP60Sp y el tercero con el LPS. Los resultados 

se muestran en la figura 7. Como se observa en ésta figura, el LPS Indujo una 

sobreexpresión de FALl-39 a las O, 3 Y 9 horas (figura 7; panel B, carriles 4, 7 Y 13). En el 

caso de la proteína de choque térmico, se observó una ligera sobreexpresión de este gen 

a las 6 hrs de estimuladón (figura 7; panel B, carril 8). No se observó un cambio en la 

expresión de VEGF con éstos estímulos (figura7, panel e,). 

De acuerdo con los resultados anteriores, se decidió agregar polimixina B (PmB) una 

hora antes de agregar los estímulos en los cuatro tiempos ensayados, para eliminar la 

posible presenda de endotoxina que pudiera inducir la expresión de éstos genes; y a su 

vez, el efecto del LPS en sí. Los resultados se muestran en la figura 8. eomo era de 

esperarse, la PmB disminuyó las intensidades de las bandas en el caso de FALL39 Y VEGF 

de todos los ensayos (figura 8: paneles A, B Y e, carriles 3, S, 7,9, 11 Y 13; tabla). En el 

caso las células estimuladas con el LPS, esta disminución fue más notoria (figura 8: 

paneles A, B ye, comparar carriles 10 y 11; tabla). Pero con la HSP60Sp, no se observó 

esta disminución en ambos genes (paneles B y e, comparar carriles 8 y 9). Esto indica que 

la HSP60Sp está indudendo la expresión de FALl-39 y VEGF. En el tiempo de 9 hrs se 

observó una marcada disminudón de la expresión de los genes (figura 8: paneles B y e; 

carriles 12 y 13; tabla). 

31 



RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

1 CARRILES 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 141 

FALL-39 
SOOpb 

VEGF 
300pb 

SOOpb 

Figura 7. Análisis de la expresión del mRNA de FALL-39, VEGF y tl-actina en la 
línea celular Raji por RT-PCR. Panel A: ¡3-actina, panel B: FAU.-39 y panel C: VEGF. 
Carril 1: Marcador de peso molecular; carril 2: Testigo a O hrs, carril 3: rHSP60Sp a O hrs, 
carril 4: LPS a O hrs, carril 5: Testigo a 3 hrs, carril 6: rHSP60Sp a 3 hrs, carril 7: LPS a 3 
hrs, carril 8: Testigo a 6 hrs, carril 9: rHSP60Sp a 6 hrs, carrillO: LPS a 6 hrs, carril 11 
Testigo a 9 hrs, carril 12: rHSP60Sp a 9 hrs, carril 13: LPS a 9 hrs, y carril 14: control 
positivo de la PCR. 
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I Carriles: 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 

B 
500pb FALL-39 

VEGF 
300pb 

500pb 
~cHna 

Figura 8. Análisis de la expresión del mRNA de FALL-39, VEGF y p-actina, en la 
línea celular Raji por RT-PCR. Panel A: P-actina, panel B: FALL-39 y panel C: VEGF. 
carril 1: Marcador de peso molerular; carril 2: Testigo a O hrs, carril 3: Testigo + PmB a O 
hrs, carril 4 Testigo a 3 hrs, carril 5: Testigo + PmB a 3 hrs, carril 6: Testigo a 6 hrs, carril 
7: Testigo + PmB a 6 hrs, carril 8: rHSP60Sp a 6 hrs, carril 9: : rHSP60Sp + PmB a 6 hrs, 
carrillO: lPS a 6 hrs, carril 11: LPS + PmB a 6 hrs, carril 12: testigo a 9 hrs, carril 13: 
testigo + PmB 9 hrs. En la tabla se muestran las relaciones FALL-39/J3-actina (F/A) y 
VEGF/J3-actina (VlA). Primero, en el aparato Imager reao)t(A1pha Innotech corporation) se 
mide la intensidad de la banda amplificada en pixeles / unidad de área para J3-actina, 
FALL-39 y VEGF. En cada caso, a cada valor se le resta el fondo. Después, se realiza una 
reladón entre FALL-39/J3-actina (F/A) y VEGF/J3-actina (V/A). 
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En la psoriasis ocurren tres fenómenos muy importantes: la hiperproliferación de 

queratinocitos, el aspecto inmunológico y la angiogenésis. Actualmente se desconoce el 

antígeno desencadenante de esta dermatosis, pero se sabe que antígenos del 

Streptococcus pyogenes pueden estimular linfocitos T de pacientes con psoriasis. 

Como se mencionó anteriormente la angiogenésis es la generación de nuevos vasos 

sanguíneos (81). la angiogenésis es un fenómeno que en condiciones normales se 

encuentra en equilibrio, regulado por diversas moléculas estimuladoras e inhibidoras 

(factores angiogénicos y factores antiangiogénicos). los factores angiogénicos más 

importantes son TGF-a y HIF-la; ambos inducen la expresión de VEFG por vías 

diferentes. 8 VEGF es el prindpal inductor de la formadón de nuevos vasos sanguíneos. 

Dentro de los factores antiangiogénicos están la trombospodina-l y -2, el factor 

plaquetario 4, inhibidores de las metaloproteinasas, la angiostatina, el TGF-13 Y las 

proIiferinas placentarias. Estos inhibidores de angiogenésis son expresados en la piel 

normal y mantienen la integridad de los vasos sanguíneos de la piel (20). los retinoides 

son compuestos que se han utilizado en el tratamiento de varias enfermedades de la piel, 

entre ellas la psoriasis, y se ha observado que inhiben la secreción de VEGF en cultivos 

primarios de queratinocitos (97). 

Se han detectado nuevos inhibidores de la angiogenésis. Desde 1996 se ha detectado 

que las células de carcinoma renal expresan grandes cantidades de VEGF, posiblemenete 

por una mala funáón del gen supresor de tumor llamado von Hippe/ UndiJu (VHl). Cuando 

éstas células se transfectaron, con el gen normal de VHl de una persona sana, los niveles 

de expresión de VEGF disminuyeron (39, 58, 90). Se ha descrito que VHl es una 

subunidad del complejo multiprotéico asociado al proceso de actividad del E3 ubiquitin 

ligasa, la cual puede activar la ubiquitinación de HIF-la para su degradación y, por lo 

tanto, de esta forma se suprime la expresión de VEGF (51). Un año después, se reportó 

una nueva proteína llamada inhibidor de HIF-la (HIFl AN), que interaa:iona con HIF-la y 

VHl para reprimir la actividad transcripcional del HIF-la. El N-terminal de HIFl AN 

interacciona con el N-terminal de VHl y ambos interaccionan con HIF-la en diferentes 

sitios (VHl con TAD-N de HIF-la) para formar un complejo ternario. Este complejo 

funáona como un co-receptor de HIF-la, por que VHl pero no HIF-l AH interacciona con 
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HDAC1, HDAC2 y HDAO, las cuales se encuentran reclutadas en el sitio (59). Al 

transfectar el gen HDACl en células del endotelio humano para que éste se 

sobreexpresará, se observó una baja expresión de los genes p53 y VHL, y una 

sobreexpresión de los genes HIF-la y VEGF. Cuando éstas células se trataron con 

trichostatina A, el cual es un inhibidor del HDAC, se observó todo lo contrario. Por lo que 

se concluye que, la hipoxia aumenta la función de HDAC, y éste induce la angiogenésis 

por inhibir los genes supresores de tumor p53 y VHL (62). 

Recientemente se tiene reportado que el péptido antimicrobiano PR39 del cerdo 

presenta una actividad angiogénica. 8 péptido homólogo del PR39 en el humano se llama 

FALl-39. FALl-39 es otra de las moléaJlas que actualmente se han involucrado en la 

reguladón de la fundón de HIF-la. Como se menáonó anteriormente, HIF-la es 

degradado por el sistema de ubiquitinas y FALl-39 inhibe esta degradaáón (45). Esto 

sugiere que posiblemente la funáón de FALl-39 es contraria a la funáón que presenta el 

VHL en el fenómeno de la angiogenésis. 

En nuestro grupo de investigaáón se encontró que, al trabajar con biopsias de piel 

lesionada y no lesionada de paáentes psoriásicos, la expresión del mRNA de VEGF Y FALl-

39 solamente en la piel lesionada de los paáentes psoriásicos. En las biopsias de piel no 

lesionada y de sujetos sanos no encontró expresión de éstos genes. La expresión del 

mRNA de HIF-la se observó en casi todas las muestras de piel lesionada y no se detectó 

la expresión de éste gen en las biopsias de piel no lesionada de los mismos paáentes. En 

las biopsias de piel de sujetos sanos se detectó la expresión del HIF-la solamente en dos 

de las diez muestras analizadas (12). De igual manera, hemos demostrado que la 

HSP60Sp activa los linfocitos T de los padentes psoriásicos (70). 

Ye et al, 2003 demostraron que VEGF se expresa en las líneas celulares HL-6Q y Raji 

(l02). En el presente trabajo observamos que la HSP60Sp y el LPS inducen la expresión 

de FALL-39 y, que éste, modula la expresión de VEGF en la línea Raji. La expresión de 

VEGF también fue afectada por la PmB. Se observó que cuando la expresión de FALl-39 

es mayor, también la expresión de VEGF es mayor. La expresión de VEGF también se 

mantuvo aumentada aJando las células fueron estimuladas con la HSP6OSp. Estos 

resultados indican que la expresión de VEGF en las células Raji podría deberse a la 
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endotoxina presente en el medio de cultivo; y que el LPS y la HSP60Sp aumentan la 

expresión de FAU-39 y, este controla positivamente la expresión de VEGF. 

FALL-39 se ha detectado en su forma madura (como péptido LL-37) en la piel lesionada 

de pacientes con psoriasis, lupus eritematoso subcutáneo, dermatitis herpetiforme, 

dermatitis aropica e hipersensibilidad por contacto (34). U et al, 2000 demostraron la 

actividad angiogénica del PR39 (57). 

U-37 es dos aminoáddos más corto de la región N-terminal que el FALL-39 y se le 

asignó ese nombre porque empieza con dos residuos de leudna y porque tiene 37 

aminoáddos de longitud. LL-37 es produdda por neutrótilos, células epiteliales, monocitos, 

células NK, linfodtos B y linfodtos TrI). La proproproteína de U-37 también se le ha 

asignado el nombre de CAP18 humana (55). Además, hCAP18jU-37 se expresa en 

testículos (1), epitelio escamoso de la boca, lengua, esófago, cervix y vagina (65). En este 

trabajo, encontramos que la HSP60Sp puede indudr la expresión de LL37 en la línea 

celular Raji. 

En contraste con la defensinas, LL-37 es un péptido libre de cisteínas que adopta una 

conformadón a-hélice antipática. La preproproteína pertenece a la familia de las 

cateliddinas. 8 común denominador de ésta familia de proteínas es una proregión 

sumamente conservada del tipo de catelina, mientras que el dominio e-terminal, . es 

representado por una alta variedad de péptidos antibacterianos. El prepro-LL37 es la única 

catelicidina humana caracterizada. La actividad bactericida de éste péptido requiere la 

activadón proteolítica de su precursor por enzimas tales como la proteinasa 3 (91). 

Se ha reportado que LL-37 es quimiotáctica para, y puede inducir la movilización de 

ea2
+ en monocitos humanos. LL-37 es también quimiotáctica para neutrófilos humanos y 

linfodtos T, además se conoce que éstas células expresan FPRL-l (receptor del formil

péptido tipo 1), que es el receptor del LL-37. Por lo que se sugiere que, el LL-37 

contribuye a la inmunidad innata y adquirida ya que recluye neutrótilos, monocitos y 

linfodtos T a los sitios de invasión microbiana por su interacción con el FPRL-l (99, 100). 

LL-37 fuera de la célula ejerce acdones protectoras contra la endotoxina, ya que bloquea 
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la unión del lPS con las células CD14+, así suprime la producción de citocinas por éstas 

células (65). 

Recientemente, se ha demostrado que LL-37 induce la angiogenésis mediada por FPRL-

1 expresado en células del endotelio. El péptido activa directamente a las células del 

endotelio, lo que resulta en un incremento en la proliferación y formadón de estructuras 

tipo vaso en cultivos de células del endotelio. Por lo que se sugiere que, el LL-37/hCAP18 

es un péptido antimicrobiano fundonal que tiene un papel central en la inmunidad innata, 

ya que asocia la defensa del huésped y la inflamadón con la angiogenésis y la 

arteriogenésis (53). 
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v. CONCLUSIONES 

.:. La HSP60Sp y el LPS inducen la sobreexpresión de FALL-39 y VEGF en la línea 

celular Raji. 

.:. FALL-39 regula la expresión positivamente de VEGF en la línea celular Raji. 
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