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RESUMEN

Pet (toxina codificada en un plasmido) es secretada por E. coli enteroagregativa (EAEC)
y pertenece a la familia de las SPATEs. EAEC y sus productos, se han vinculado a
enfermedades intestinales de tipo crénico como: colitis ulcerativa y enfermedad de
Crohn. Un evento clave de estas patologias es la secrecidon de citocinas que participan
en el proceso inflamatorio. Entre estas estan: las citocinas conocidas como pro-
inflamatorias, tal como la interleucina 1 (IL1) y el factor de necrosis tumoral a (TNFa),
las citocinas anti-inflamatorias como el antagonista del receptor de IL1 (IL1Ra) e IL10 y
otra con actividades no totalmente establecidas en el proceso, como el factor de la
inhibicidon de la migracion del macréfago (MIF). La expresién de estas citocinas esta
determinada por cascadas de sefializacién como la via del NFkB/IKK y la via de las
MAPK. La participacion de estas cascadas es tan amplia que se consideran nodos de
procesos inflamatorios crénicos. Se ha encontrado que toxinas con dominios de
proteasa de serina pueden desencadenar la secrecidon de citocinas de la respuesta
inflamatoria. Debido a que Pet contiene uno de tales dominios consideramos que la
proteina podria desencadenar la transcripcion de citocinas de tipo inflamatorio. En
este trabajo nos enfocamos a presentar evidencias de la estimulaciéon que ejerce Pet
en la transcripcion de citocinas que intervienen en el proceso inflamatorio, asi como de
la participacidon de elementos cascada arriba del proceso. Los resultados nos muestran
gue las citocinas pro-inflamatorias TNFa y MIF tienen una estimulacién temprana de
(10 min) seguidas por la IL1. En el caso de las citocinas anti-inflamatorias se observé
una respuesta tardia para IL1Ra y la nula respuesta para el caso de la IL10. En cuanto a
la participacién de cascadas de sefializacién, los resultados muestran que tanto la via
de MAPK p38 y como la de IKK/NFkB son estimuladas, pero sélo la via del NFkB
interviene en la respuesta que estimula la transcripcidon de citocinas. Por lo tanto
concluimos que: los macréfagos estimulados con Pet desencadenan la transcripcién de
citocinas pro-inflamatorias de manera temprana y posteriormente una de sus

contrapartes. Una via que funciona como nodo es la IKK /NFkB.



ABSTRACT

Pet (plasmid encoded toxin) is secreted for enteroaggregative E. coli (EAEC), and
belongs to the SPATEs family. EAEC and its products have seen associated to chronic
intestinal diseases like: ulcerative colitis and Crohn’s disease. A key event in these
diseases is the secretion of cytokines involved in inflammation. Among these cytokines
are: the pro-inflammatory, such as interleukin 1 (IL1), and tumor necrosis factor alpha
(TNFa), anti-inflammatory cytokines such as antagonist IL1 receptor (IL1Ra) and IL10,
and other with a not well defined role in the inflammation process such as
macrophage migration inhibitory factor (MIF). The expression of these cytokines is
determined by the NFkB/IKK and MAPK signaling pathways. The participation of these
pathways is so broad that are considered as nodes within chronic inflammatory
processes. It has been found that serine protease domain toxins may trigger the
secretion of cytokines in the inflammatory response. Since Pet contains one of such
domain we hypothesized that Pet could trigger the transcription of pro-inflammatory
cytokines. In this work we present evidence that Pet stimulates the transcription of
cytokines belonging to the inflammatory process, as well as elements upstream. The
results show that pro-inflammatory cytokines such as TNF and MIF have an early
stimulation (10 min) followed by IL1. In the case of anti-inflammatory cytokines a late
response was observed forIL1Ra expression (3h) and a null response for IL10. As for
the involvement of signaling cascades, the results show that both IKK/NFkB and MAPK
p38 pathways are stimulated, but only NFkB pathway is involved in the cytokine
transcription stimulating response. We therefore conclude that Pet stimulated
macrophages trigger the early transcription of pro-inflammatory cytokines followed by

one of its counterparts. One of the nodes involved is the IKK/NFkB pathway.



INTRODUCCION

Escherichia coli es una bacteria que coloniza el tracto gastrointestinal de los mamiferos
a las pocas horas de nacidos. Este género puede coexistir de manera mutualista con el
hospedero, compitiendo en la colonizacidn del intestino contra géneros como:
Bacteroides, Lactobacillus, Bifidobacterium, Clostridium y Eubacterium (7, 44). Es por
esta competencia que la concentracion de E. coli en el intestino puede variar
dependiendo del estado fisioldgico y clinico del hospedero (89). E. coli se ha dividido
considerando diferencias genéticas en 5 grupos (A, B1, D, E y B2) (40), dentro de estos
se encuentran biotipos saprofitos y aquellos que pueden ocasionar enfermedad.
Dentro de los que ocasionan procesos infecciosos se han dividido en patotipos: ETEC
(enterotoxigénica), @ EPEC  (enteropatdgena), EIEC (enteroinvasiva), EHEC
(enterohemorragica) E. coli de adherencia difusa (DAEC) y enteroagregativa (EAEC)
cada uno de los patotipos, muestran distintos comportamientos clinicos vy
epidemioldgicos (25).

EAEC se describié por primera vez en 1985, su nombre se debe al patrén de adherencia
definido como “ladrillos apilados” que forma en cultivos de células HEp-2 (46). Es
responsable de cuadros de diarrea persistente (>14 dias) y es el segundo agente mas
importante en la diarrea del viajero, esta presente en las diarreas de pacientes
inmuno-comprometidos y con enfermedades inflamatorias intestinales crénicas. A
partir de su identificacion y hasta la fecha, el nimero de casos ha aumentado, sobre
todo en nifios tanto de paises industrializados como en via de desarrollo, al grado de
reconocerlo como un patégeno emergente. La infeccion por EAEC esta pobremente
definida, las manifestaciones clinicas que se han observado en pacientes infectados
con EAEC son: diarrea profusa con moco y sangre ocasional. En muestras
histopatolégicas de cortes intestinales, se ha observado infiltracidon linfocitaria y
hemorragias en el epitelio intestinal (49). Hallazgos similares se han obtenido en
modelos de animales infectados con EAEC (96). Los factores que se han asociado a la
infeccion por EAEC son la adherencia bacteriana en el intestino, induccidon de
inflamacién en la mucosa y producciéon de enterotoxinas y citotoxinas (Figura 1A-C).

Entre las toxinas de importancia clinica, se han reportado aquellas que pertenecen al



grupo de las proteinas de serina autotransportadas de la familia Enterobacteriaceae

(SPATES) (110).

B Mavarroy Eslava 1998 Infect Immun

Figura 1. Factores que intervienen en la infeccion por EAEC.

A) Corte histoldgico de intestino de un nifio infectado por EAEC, en donde se aprecia
infiltrado leucocitario y hemorragias (flechas). B) Corte histoldgico de infeccion in
vitro de intestino inoculado con Pet (SPATE), en donde observamos destruccién del
epitelio y hemorragias (cabeza de flecha) y vacuolizacion en la mucosa (flecha
completa). C) Adherencia de EAEC al epitelio intestinal en forma de “ladrillos
apilados”.

La familia de las SPATEs es un grupo de proteinas secretadas, a través de un
mecanismo definido como “autotransporte” que se incluye en el sistema de secrecién
tipo 5. Hasta el momento se han descrito 7 diferentes sistemas de secrecidn (TSS) en

bacterias Gram negativas, cuyos nombres se han determinado por el orden
10



cronolégico en el que se identificaron asignandoles un ndmero. La finalidad de estos
mecanismos de secrecion, es el paso de proteinas a través de las membranas interna 'y
externa hacia el exterior. Para poder exportar proteinas, algunos de estos sistemas
(TSS 3, 4, 6) necesitan del acoplamiento bacteria-célula blanco del hospedero, por lo
que se les conoce como dependientes de contacto, mientras que otros (TSS1,2,5y 7)
son independientes de éste.

El mecanismo TSS5 se subdivide en tres (TSS5a, b y c), las SPATEs se secretan por el
TSS5a y tienen una gran diversidad en efectos, tales como: citotoxicidad, adhesién,
lipasa, etc. La liberacidon de las proteinas estd determinada por estructuras que se
encuentran dentro de su secuencia, mismas que son reconocidas en el proceso de
translocacion (90).

Estas proteinas presentan un péptido senal; localizado en la regidn amino terminal, el
dominio pasajero ubicado en la parte central de la proteina (dominio funcional) y el
dominio de translocacidn o B-barril que se encuentra en el extremo carboxilo terminal
(Figura 2).

El péptido seial, localizado en la regién amino terminal, estd compuesto por un rango
de entre 48 y 59 aminoacidos, este se divide a su vez en tres dominios: el N-terminal
(25 aminodcidos) en el cual se encuentra una regién conservada con aminoacidos
basicos (carboxilo), el dominio-H con aminoacidos hidrofdbicos y el dominio C-terminal
gue contiene la parte que reconoce al aparato secretor. Este ultimo dominio es el
responsable de reconocer a la molécula que se encuentra en la membrana interna de
la bacteria. Su funcién principal es facilitar el paso de la proteina (pasajero y barril) a
través de la membrana interna hacia el espacio periplasmico, por medio del translocon
Sec (32, 106)

En el dominio pasajero se localiza la porcidn catalitica de la proteina, este es el
fragmento que se excreta al espacio extracelular a través de un “poro”, formado por el
dominio beta barril (31). Las longitudes de los dominios pasajeros que se han
reportado hasta el momento, van de los 966 a los 1050 aminodacidos y se les atribuyen
funciones enzimaticas, de locomocion, adhesinas, citotdxicas, inmunomodulatorias y

de cofactores (112). La familia de las SPATEs, compuesta hasta el momento de 20
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proteinas, portan el motivo GDSerGS que les da el nombre de proteasas de serina. Los
sustratos que pueden hidrolizar son diversos (mucina, caseina, espectrina, fodrina, IgA,
etc.) y al igual que la familia de la quimiotripsinas para catalizar, forman una triada
compuesta por Ser, Asp e His, aminodcidos que son conservados espacialmente (86).

El beta barril; es la parte mas conservada de las SPATEs, su funcién es liberar al
dominio pasajero del espacio periplasmico al exterior. Hasta el momento se desconoce
el mecanismo exacto por el cual se libera el dominio pasajero del dominio B-barril. El
corte que los separa se realiza en el dominio conservado FxxEVN/NLNK vy
especificamente entre las dos Asparaginas. Hasta el momento no se sabe el
mecanismo exacto de salida del dominio pasajero, una de las teorias mas difundidas
es: el dominio pasajero se pliega en el espacio periplasmico, con la participacién de las

Ill

proteinas chaperonas como Omp85, que le permite atravesar por el “poro” formado
por barriles beta. La separacién se da finalmente por autoprotedlisis en el extremo C-

terminal (Figura 2) (57).

Péptido Sefial Dominio Pasajero Dominio p-Barril

5222 U 277 s

N-Deminic H-Dominic C-Dominic 'Dominio

/' GDSeryGS

Asp153 -His125

Pet

Figura 2. Estructura y mecanismo de secrecion de Pet (TSS5-a).

Dominios de Pet (arriba) y el nimero de aminoacidos que lo componen (aa).
Mecanismo de liberacién del dominio pasajero (abajo), el péptido sefial se muestra en
amarillo, el dominio pasajero en morado y el B-barril en azul
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Las SPATEs que se han identificado en EAEC son la toxina codificada en un plasmido
(Pet) y la proteina que interviene en la colonizacidn (Pic) (110), de estas ultimas Pet se
ha relacionado con eventos inflamatorios (96). Pet se reportd por primera vez en 1998
como un producto de secrecidn de la cepa 042 de E. coli enteroagregativa. Es una
proteina de 108 kDa codificada en un plasmido de 65MDa relacionado a la adherencia
de la bacteria. Pet es considerada una SPATE de la familia de las IgA1l proteasas, tiene
efectos citopaticos dependientes de dosis y tiempo en células HEp-2 y HT29/C1. En
estas lineas celulares es capaz de alterar el citoesqueleto por la pérdida de fibras de
estrés, provocando redondeo y liberacidn del contacto focal celular (41, 84). Los
efectos anteriores se inducen al internalizarse la toxina a las células, utilizando un
mecanismo endocitico dependiente de clatrina (82). Posteriormente, la toxina por
transporte retrégrado pasa por el aparato de Golgi y llega a la membrana plasmatica
para degradar a la fodrina. La protedlisis de la fodrina se lleva a cabo entre los
aminodacidos M1198 y V1199 en una hélice C, dentro del dominio de unién a
calmodulina (20, 83). Se ha utilizado a Pet como modelo para el estudio del
plegamiento proteico y el analisis funcional de la familia de las SPATEs (36, 37). A nivel
extracelular, se ha observado que actla como quimioatractante para células
mononucleares (47). Otras toxinas de la familia de las IgA1 proteasas, secretadas por
géneros como Neisseria, Haemophilus y Streptococcus; se han relacionado a procesos
inflamatorios y dentro de la secuencia de estas toxinas el dominio de quimiotripsina se
ha considerado como uno de los factores de importancia en la respuesta inmune (18,
76).

EAEC y sus toxinas (SPATEs) se han asociado a enfermedades inflamatorias crénicas del
intestino, como la enfermedad de Crohn (CD) y la colitis ulcerativa (CU) (11). Dentro de
su secuencia Pet posee dominios que podrian estar relacionados con el proceso
inflamatorio, los dominios involucrados son:

Dominio parecido a tripsina; secuencia que se encuentra en proteasas de serina, como
caracteristica principal se encuentra la triada catalitica conformada por una Ser, His,

Asp (24, 76).
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El dominio Ricina también estd involucrado en procesos inflamatorios y se han

asociado a la activacion de cascadas de sefializacion como: JNK, MAPK p38 y NFkB (66).

CASH es el dominio presente en proteinas que ligan carbohidratos e hidrolasas. Se

caracteriza por repeticiones de glicinas y residuos hidrofébicos conformando las

unidades repetitivas que forman hélices-p en la superfamilia de las pectato liasas. En

Pet este dominio se encuentra entre los aa 311-479 (29).

BID 2 es un dominio parecido a inmunoglobulina, éste dominio se encuentra en una
gran cantidad de bacterias y superficies de fagos, es una molécula de adhesidn
bacteriana que interactia con la célula hospedera. Contiene 3 dominios de los cuales
dos de ellos son “parecidos a inmunoglobulina” y otros son de tipo lectina, los dominios
modulan e implican reconocimiento que podria ser importante en la adhesidn celular,
en Pet esta region se encuentra de los aa 418 al 497 (76)

MA es el factor quimiotactico bacteriano, fragmentos que responden a cambios en la
concentracién de atractantes y repelentes en el medio ambiente, en Pet abarca de los
aa 542 al 754.

El factor von Willebrand r (VWA); es una glicoproteina multimérica que forma parte de
los factores del complemento (C2, CR3 y CR4), integrinas, diferentes tipos de colagenas
(VI, VII, XIl and XIV) y otras proteinas extracelulares. Una caracteristica comun es que
pueden formar complejos multiprotéicos que participan en diferentes procesos
bioldgicos (adhesidon, migracidon y transduccién de sefiales), e interactdan con una gran
cantidad de ligandos; en Pet se encuentra entre los aa 654 al 705 (13, 24).

Los dominios mencionados arriba, se han asociado a procesos que intervienen con la
respuesta inmune innata, particularmente con el proceso inflamatorio, fenémeno que
se manifiesta en el hospedero, como respuesta hacia el dafio que causa la infeccién por
patdgenos y sus productos. De manera secuencial, la inflamacién se caracteriza por el
reclutamiento celular en la periferia de los vasos sanguineos; las células involucradas
son leucocitos polimorfonucleares, macrdéfagos y monocitos (30). El macréfago es una
célula que se especializa en la fagocitosis y la eliminacién de microorganismos y sus
productos. Este tipo celular proviene de la médula ésea, en donde a partir de una célula

pluripotencial, se convierte a promonocito y posteriormente madura a monocito. Asi
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serd liberado a la circulacion sanguinea, en donde conformard del 1 al 6% de leucocitos
totales y posteriormente emigrara a su lugar de residencia, en donde se convertird en
macréfago (60, 71). Para desarrollar con eficacia sus funciones, los macréfagos poseen
en su superficie gran cantidad de receptores conocidos como: receptores que
reconocen patrones (PRRs). Dentro de este grupo podemos encontrar a todos los
receptores que son capaces de reconocer a patdégenos y sus productos para su
posterior destruccién y eliminacion. Algunos PRRs que se encargan de detectar
antigenos son los receptores tipo: Toll (TLRs), manosa, “scavenger”, CD14, CD40 (105).
Una vez unidos a sus ligandos los PRRs tienen la capacidad de transducir la sefial para
desencadenar la transcripciéon de citocinas, mismas que intervienen en la respuesta
inmune y activan la inmunidad innata (52). Las citocinas son proteinas secretadas por
las células del hospedero que regulan acciones sobre otros y/o el mismo tipo celular.
Las principales citocinas que se involucran en el proceso inflamatorio son: el factor de
necrosis tumoral alfa (TNFa) e interleucinas (IL) como: IL1, IL6, MIF, IL1Ra, IL10, entre
otras (62, 109).

TNFa es una citocina pro-inflamatoria multifuncional que interviene en la regulacién de
la proliferacion celular, diferenciacidon y apoptosis; ademads induce la produccion de
otras citocinas de la respuesta inmune (1). Es producida principalmente por los
macrofagos, aunque se ha observado que otros tipos celulares pueden generarla, tal es
el caso de: células linfoides, cebadas, endoteliales, fibroblastos y tejido neuronal (65).
Es un homotrimero de 157 aminodcidos y transduce su sefal principalmente a través de
dos tipos de receptores TNF-R1 y TNF-R2, ambos transducen la sefal hacia factores de
transcripcion nuclear tales como: c-Jun y NFkB, que a su vez pueden inducir la
expresion de otros genes importantes para el desarrollo, crecimiento, diferenciacién
celular, supervivencia, estrés, inflamaciéon y oncogénesis (22). La produccién de esta
citocina y sus efectos se han asociado a enfermedades tales como colitis ulcerativa,
enfermedad de Crohn y artritis reumatoide (97).

IL1 fue la primera interleucina descrita, se han encontrado diversas funciones para esta
citocina, sobre todo las relacionadas con la respuesta inmune innata (inflamacién) y en

la diferenciacion de células T que intervienen en procesos inflamatorios crénicos (102).
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Las dos proteinas que unen y activan al receptor de IL1 (IL1R); son la IL1a y la IL1B,
ambas ejercen la misma actividad bioldgica, aunque se ha especificado que la IL1B se
secreta por leucocitos y se puede encontrar en circulacién, mientras que la IL1a esta
mas asociada a la membrana plasmaticas de las células epiteliales, por lo tanto puede
actuar de manera local. La IL1B se produce en su mayoria por monocitos circulantes y
macrofagos, mientras que la IL1a se ha encontrado ademas en queratinocitos y células
endoteliales (34). Ambos tipos se han asociado a procesos inflamatorios agudos vy

III

crénicos. De manera particular la IL1a juega un papel importante en el “priming” o
preparacion de las células T, en la hipersensibilidad e induccion de IgE, mientras que la
IL1B se ha implicado en la induccion de fiebre y procesos inflamatorios (80).

MIF (factor inhibidor de la migracién) es una citocina que se relaciond inicialmente en
reacciones de hipersensibilidad retardada, pero hoy en dia se sabe que participa en
eventos como la inflamacidn, diferenciacién, supervivencia y apoptosis celular. En
procesos infecciosos se ha observado que MIF puede actuar como citocina de tipo pro-
inflamatorio, promoviendo las respuestas innata y adaptativa, a través de la activacién
de macréfagos y células T (94). MIF es liberado después de que el hospedero interactua
con los microorganismos y/o sus toxinas, por efecto de citocinas pro-inflamatorias o la
activacioén por otros antigenos. Como respuesta a los estimulos anteriores promueve la
supervivencia celular, evitando en algunos casos el choque séptico, pero prolongando
los efectos inflamatorios de otras citocinas (77). Ademas se ha asociado con la
produccién de TNFa, IFNy, IL1, IL12 e IL6, oxido nitrico y productos de la via del acido
araquiddnico (18).

La respuesta inflamatoria puede ser regulada de manera pardcrina y autdcrina, por lo
tanto al estimularse citocinas de tipo pro-inflamatorio, se activan otras vias para
disminuir la actividad inflamatoria. Para este ultimo evento IL1 Ra y la IL10 son citocinas
gue son importante en la regulacion de la respuesta inflamatoria

IL1Ra pertenece a la familia de la IL1 y tiene afinidad por el mismo receptor. Se ha
observado que su secrecion estd mediada directamente por la estimulacién en la
produccién de IL1(3), al competir por el mismo receptor disminuye los efectos

inflamatorios de IL1(93). Por otro lado la IL10, es una citocina que se considera anti-
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inflamatoria, es secretada por linfocitos B, diferentes subtipos de células T (TH2, TH17),
monocitos y células dendriticas (98). Dentro de sus funciones se encuentran la
inhibicidon de la expresién del complejo mayor de histocompatibilidad de tipo Il y la
expresion de moléculas como CD80 y CD86, por lo que inhibe la maduracion de células
dendriticas. Otro efecto de la IL10, es inhibir la produccién de citocinas pro-
inflamatorias como IL1 TNFa, IL12 y aumenta la produccién de IL1Ra. De manera
interesante no se ha observado produccion en enfermedades inflamatorias intestinales
(42, 59).

Como hemos descrito las citocinas necesitan unirse a un receptor para que cumplan su
funcién bioldgica, de este modo pueden desencadenar la sefializacion y activar la
maquinaria genética y funcional que caracteriza a la respuesta inmune innata,
especificamente el proceso inflamatorio. Las vias de sefalizacion mas comunes que
intervienen dentro del proceso inflamatorio son: la via de los mitégenos activados por
proteinas cinasas p38 (MAPK p38) y la via del factor de transcripcién nuclear kappa B
(NFxB) (5, 14).

La cascada de MAPK, esta integrada por 3 componentes secuenciales que se activan

por fosforilacién de las proteinas llamadas proteinas cinasas de las cinasas de MAPK

(MAP3-K), que activan a las MAP 2- cinasas (MAP2K), que a su vez activan a las MAPK

(Figura 3). Todas las MAPK tienen como caracteristica general un motivo de Thr-Xaa-

Tyr (TXY), difieren entre ellas por el aminodcido intermedio. La fosforilacién de la Thry

la Tyr dentro del asa de activacion es necesaria para que se encuentren en su forma

activa. Las MAPK se dividen en tres familias principales: a) Las cinasas reguladas por

sefiales extracelulares (ERK1/2 o p42/44), cuyo dominio de modulacion es Thr-Glu-Tyr,

esta gran familia se divide en 2 grupos: ERK1 y ERK2, y el otro grupo conformado por:

ERK3, ERK5, ERK7 y ERKS; estas ultimas consideradas como cinasas de gran tamafio

pues sus pesos radican entre 60 y 100kD. b) Las cinasas del amino terminal de c-Jun

(JNK) que contienen la secuencia Thr-Pro-Tyr como dominio de activacion y se dividen

en JNK1, JNK2 y JNK3. C) Las cinasas p38 (incluyen a los tipos a, B, y, 6) tienen un

dominio de activacion Thr-Gly-Tyr, su peso es de 38 kDa y esta reguladas por

diferentes estimulos extracelulares, tales como la luz UV, calor, estrés y citocinas
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(TNFa e IL1). Los diferentes activadores muestran lo complejo que pueden ser los
caminos de p38 y por lo tanto puede ser estimulada corriente arriba por diversas
cinasas, como son: MAP3K, MAP2K y MAPK p38.

Estas vias se pueden estimular cuando las células estan sensibilizadas con TNFa o IL1.
Después de que IL1 es ligada al receptor, se forma un complejo citosélico que
comprede a MyD88 (Gen 88 de respuesta primaria en diferenciacién mieloide) y TolllP
(proteina que interactia con Toll). Este complejo recluta a proteinas como IRAK (cinasa
asociada al ceptor de IL1) que a su vez activa a TRAF6 formando un complejo y este
activa a TAK1 (cinasa activadora de TGFB). TAK1 puede activar a las MKK2, que a la vez
pueden activar a MAPK p38 mismo que actia sobre el activador de factor de
transcripcién 2 (ATF2) o el activador de la transcripcién en cascadas de sefializacion 1
(STAT1) quienes regularan funciones como: respuesta inmune, diferenciacidn celulary

sobrevivencia (Figura 3) (2, 113)
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Figura 3. Cascada de seializacion de MAPK p38

Diferentes estimulos tales como: factores de crecimiento, citocinas inflamatorias o un
amplio rengo de factores medio ambientales que provocan estrés, son los activadores
de la via de MAPK p38 dando como resultado diversos blancos corriente abajo,
proteinas que pueden fosforilar a las MAPK3K (MKKK), que a su vez forforilaran al las
MAPK2K para finalmente tener como blanco a la MAPK p38.

TRAF (Factor asociado al receptor TNF), Cdc42 (Ciclo de divisién celular 42), ASK1
(cinasa de la sefal reguladora de apoptosis 1), DLK1 (proteina similar a delta 1), TAK1
(cinasa activadora del factor de crecimiento transformante B), MAPK (mitdgenos
activados por proteinas cinasas), MKK3 (MAPK cinasa de cinasas).

La activacién de la via del NFkB esta caracterizada corriente arriba por dos vertientes:
la via cldsica y la via alterna; ambas vias pueden activar la transcripcion de genes que
intervienen en la inflamacion. La via cldsica se ha observado que se dispara en
infecciones por virus y bacterias e involucra la activacién del complejo IKK, el cual esta
compuesto por IKKa, IKKB (IKKa/B) y la unidad regulatoria IKKy, también conocida
como NEMO. IKKa e IKKB tienen una estructura similar (50% de identidad), dentro de
sus secuencias contienen los dominios de cinasa; que regula la actividad de la proteina,
el dominio rico en leucinas; este sirve para formar heteodimeros y la regidén de anclaje
con la IKKy. El mecanismo exacto por el cual estas proteinas son activadas corriente
arriba es desconocido, pero se sabe que su activacidon estd determinada por una
fosforilacion en la Ser 177 y 181 para la IKKB y la Ser 186 y 180 para la IKKa, localizados
en el dominio de cinasa. La activacién del complejo IKK se ha relacionado con la
activacion de diferentes receptores y sus ligandos, tal es el caso de los receptores tipo
Toll, que al ser estimulados, pueden transducir la sefial via IKKa y éste a su vez, activa
al complejo IkB, (Ser32 y Ser36 de IkBa), lo que desencadena la poliubiquitinacion
(Lys21 y Lys22 de IkBa) y degradacion por el proteosoma. Previo a la estimulacion de
la via, el complejo kB tiene secuestrado al NFkB, cuando se fosforila y degrada,
promueve la liberaciéon del dimero que compone al NFkB (p65 y p50). Cuando el
complejo es liberado se transloca al nucleo, en el caso de la via clasica, p50 es
favorecido en la translocacién, quien a su vez estimula la transcripcién de genes que
codifican para la expresién de citocinas, quimiocinas, moléculas de adhesion (ICAM-1,

VCAM-1), enzimas que producen mediadores secundarios de la inflamacion,
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mediadores de la apoptosis y diferenciacion celular (Figura 4). Estas moléculas son

importantes para la respuesta inmune y particularmente en el proceso inflamatorio,

donde predominan citocinas como: TNFa, IL1, IL6, IL12 (51, 54, 67).
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Figura 4. Via de activacion clasica del NFkB a través de TLRs.

Los receptores tipo Toll, reconocen patrones moleculares asociados a patdgenos
(PAMPS), una vez unidos con el ligando, para transducir la sefial y amplificar la sefial,
reclutan proteinas adaptadoras que se encuentran en el citoplasma, proteinas como
MyD88 (proteina de diferenciacién mieloide) que recluta a proteinas como las IRAK
(cinasa asociada al receptor de IL1) y TRAF6 (factor asociado al receptor de TNF). Las
proteinas blanco del complejo MyD88-TRAF son las IKKa,B y y. Cuando éste otro
complejo se fosforila, activa al complejo kB, que tiene secuestrado NFkB (p50, p65),
cuando el complejo es fosforilado IkBase degrada y promueve la liberacion vy
translocacion del NFkB. Los genes blanco de éste factor de transcripcion, codifican
para una gran variedad de citocinas que pertenecen al proceso inflamatorio, tales
como IL1 y TNFa, que a su vez pueden activar al mismo NFkB creando
retroalimentacion positiva.

La via del NFkB forma parte de un nodo central asociado con enfermedades

inflamatorias crénicas, tal es el caso de la CU y CD, que forman parte del sindrome
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inflamatorio crénico intestinal (27). Uno de los factores de gran relevancia en el
sindrome inflamatorio crénico del intestino es la polarizacion en la microbiota
intestinal. Se ha observado que las E. coli proliferan cuando los procesos inflamatorios
cronicos se han establecido (58, 93). Los grupos filogenéticos que se han relacionado
con la inflamacidn crénica son aquellos en los que se ha comprobado tienen la
capacidad de secretar SPATEs, lo que sugiere que dichas proteasas podrian estar
relacionadas con el proceso inflamatorio (28, 70, 73, 99). Lo anterior permite sugerir
gue Pet podria estar participando en la induccién de la respuesta inflamatoria. Por lo
tanto en este estudio analizamos la participacion de Pet en la induccion de algunos de

los procesos de la respuesta inmune innata de macréfagos.
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HIPOTESIS
e La toxina Pet secretada por E.coli activard la transcripcién de citocinas

inflamatorias de la respuesta inmune a través de las vias MAPKp38 y NFKB/IKK.

OBIJETIVOS
= Determinar la transcripcién de citocinas de la respuesta inflamatoria inducidas

como respuesta a Pet en macréfagos 1774.
» |dentificar la cascada de sefializacion que participa en la transcripcidon de

citocinas del proceso inflamatorio.

= Determinar si la transcripcion de citocinas es generada por fragmentos de Pet
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MATERIAL Y METODOS

Purificacion de Pet

Se cultivd la cepa pCEFN-1 (recombinante con Pet) en medio LB con 100 pg/ml de
ampicilina durante 16h, posteriormente se sembré el 10 % de este cultivo en medio
fresco durante 4 horas con agitacion con constante (100 rpm) a 37°C, después se re-
sembré el 1% del ultimo cultivo en medio LB fresco y se incubd por 6 horas mas.
Posteriormente, se centrifugd el total del cultivo a 17500 X g durante 20 minutos a 4°C
y se obtuvo el sobrenadante, el cual se precipitd con sulfato de amonio a una saturacion
del 75% (470gr/L) durante toda la noche a 4°C. El precipitado se colecté por
centrifugacién a 17500 X g durante 30 minutos a 4°C, se resuspendidé con solucién
amortiguadora de fosfato de sodio 70 mM pH 8.2, y se dializé contra el mismo
amortiguador. El dializado se concentrd a través de membranas de celulosa Amicén 100
(905024, Millipore USA) para someterlo a cromatografia. Fueron utilizadas columnas
de: intercambio aniénico (Q-Sepharose) e intercambio catidnico (Mono S HR 5/5);
fueron equilibradas con Tris-HCI 50 mM-EDTA 10 mM a pH 8.0 (Tris-EDTA). Para eluir se
utilizd Tris-EDTA en la Q-Sepharose y Mono-S en donde las fracciones proteicas fueron
retenidas se utilizdé NaCl (1M) para aumentar la fuerza idnica del sistema. La
concentracion de proteina se determind por el método de Bradford. El proceso de
purificacion de Pet se analizé mediante SDS-PAGE 10% tefido con azul de Coomassie y

tincidon de plata.

Prueba de Limulus

Se utilizd el ensayo de LAL (lisado de amebocitos Limulus) (cat N412 Cambrex) para
detectar los niveles de endotoxinas de Pet, RPMI 1640 y RPMI1640 SFB. Se siguié las
especificaciones del proveedor para realizar los experimentos. 100ul de la proteina
(180pg) se mezclaron con 100ul de LAL y se incubaron durante 60 minutos a 37°C por

duplicado.

Autoprotedlisis de Pet
Para el ensayo de fragmentacidn se utilizé 20ug de Pet purificada en 100ul de RPMI, se
incubd durante 0.16, 0.5, 1, 3, 12, 24, 36, 48, 72 y 96 horas a 37°C en con 80% de
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humedad. Las digestiones se visualizaron por medio de SDS-PAGE 10% tefido con azul

de Coomassie.

Cultivo celular

Macrofagos de raton de la linea J774A.1 se cultivaron en medio RPMI 1640 (cat. R6504
Sigma, USA) suplementado con L-glutamina 2mM (Cat. 25030-149, Gibco USA),
aminodcidos no esenciales 1mM (Cat. 111450, Gibco USA), piruvato de sodio 1mM

(Cat. 11360070, Gibco USA) y suero fetal bovino al 10% (Cat. 10437010, Gibco USA).

RNA

Se obtuvo el RNA de 8x10° células, las cuales se pre-incubaron durante 30 minutos con
20ug de cicloheximida, terminado el plazo, las células se confrontaron con 200ng de Pet
purificada a las 0.16, 0.5, 1, 3, 6, 12 y 24 horas. Una vez transcurrido el tiempo las
células se lisaron con Trizol (cat. 10296-028 Invitrogen USA), el resto de la extraccién se
realizd con el Kit Rnaeasy (cat. 74104, Qiagen USA). El RNA se cuantificd por medio de

su absorbancia a 260 nm.

Ensayo de RPA (Ensayo de Proteccion de RNAsa)

El cDNA se sintetizd, en presencia de 100 uCi de 33p_UTP, con el kit de transcripcién (BD
biosciences 556850) utilizando las sondas mCK-2b y mCK-3b Multi-Probe Template Set
(556156 y 556158 BD biosciences). La hibridacién se realizé incubando 10ug del RNA
de los macréfagos con las sondas (**P-cDNA), toda la noche a 60°C. El ensayo de
proteccion de RNasa se llevd a cabo utilizando los componentes del Kit 556134 (BD
biosciences), en donde la digestion con RNasa | se realizé durante 1 hora a una
temperatura de 37°C. El tratamiento con proteinasa K se llevé a cabo después de la
digestion con RNasal; los fragmentos digeridos se incubaron con la proteinasa K
durante 15min a una temperatura de 37°C y después se transfirieron a 4°C para
precipitar los fragmentos digeridos. La precipitacidon se realizé con 1.5ul acetato de
amonio (4M), 1ul Glyco-blue (9515 Ambion) y 650ul de etanol absoluto por muestra,
incubando las muestras a -80°C durante 10 min, se centrifugd a 14000 rpm 10min, la
pastilla que se obtuvo se resuspendié en amortiguador de carga y se resolvid
electroforesis en gel de poliacrilamida desnaturalizante 6% (urea 40% en TBE). El gel se
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seco y fue expuesto a placas de phosphorimager que fueron leidas en el Typhoon. La
densitometria se llevd a cabo con el software Lab Works (Cambidge UK). Los
resultados fueron expresados como el cociente de la cantidad de citocina y el gen

constitutivo L32.

Western Blot

Células J774 (8x10°) fueron incubadas por 36 horas en RPMI 10% SFB, se reté con Pet
en RPMI sin suero a los tiempos indicados en las figuras. Posteriormente las células
fueron lisadas con amortiguador de Laemmli, el extracto crudo se resolvié con SDS-
PAGE al 8%, los geles fueron transferidos a membranas de PVDF. Las membranas fuero
incubadas toda la noche a 4°C en presencia del anticuerpo primario (1:1000), en el
caso de los ensayos de IKKaf fueron utilizados los siguientes anticuerpos: plKKaf3
(pSer176/p180 de IKKa) Cell signaling (cat 2697 New England); para determinar el
control de carga se utilizé anti- Actina C-terminal (aminodacidos 350-375) de Santa Cruz
Biotechnology (sc-8432 USA). En el caso de los ensayos de MAPK/p38 fueron utilizados
los anticuerpos; phospho-p38 MAPK (pThr180/pTyr182) mAb (cat 9216 New England) y
como control de carga el anticuerpo policlonal p38/MAPK el cual reconoce niveles
endogenos de p38 a, Byy (cat 9212, New England).

El anticuerpo secundario que se utilizé fue anti ratén marcado con peroxidasa (cat.
074-183, KPL USA), en una dilucién 1:10,000. Las bandas se revelaron por medio del kit
de ECL SuperSignal West Femto (34095 Pierce).

Para los experimentos de inhibicién de la IKK se utilizé surfactina de Bacillus subtilis
(Sigma, S3523) a una concentracion de 10uM. La surfactina se afadié 2 horas antes del
estimulo con Pet.

En el caso de la inhibicién de p38 se utilizé6 SB203580 (cat 559389, Calbiochem USA) a

una concentracion de 20 uM.

Ensayo de supervivencia intracelular
Para determinar la supervivencia de los macréfagos se incubd 1x10* células en 2
placas de Terasaki (cat. 136528; Nunc Denmark). Las placas fueron centrifugadas a

1200 X g y se incubaron toda la noche a 37°C, 5 % de CO, y 95% de humedad.
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Posteriormente se retiré el medio de los pozos para inocular 10° bacterias (en un
volumen de 5 pl). Las placas se centrifugaron durante 10 minutos a 300 X g
agregando una gota de agua destilada estéril en cada una de las esquinas de ambas
placas para incubarlas 4 horas en las mismas condiciones. Transcurrido el tiempo,
cada poso se lavd 5 veces con RPMI (10ul). Para la placa del T, se deposité 10 ul de
medio fresco y se incubd durante 2 horas. Para la placa correspondiente al Ty, las
células fueron lisadas con Tween 20 al 0.5%. Una vez lisadas se determiné el nimero
de unidades formadoras de colonia (UFC) por conteo en placa. Una vez transcurrido
el tiempo para la placa T; se realizé el conteo de UFC por el mismo procedimiento.
Los resultados se reportan en porcentaje (al To se consider6 como el 100%) de
replicacion intracelular. Cada experimento se realizd por triplicado en forma

independiente y los resultados se expresan como la media en porcentaje.
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RESULTADOS

Purificacion de Pet

El proceso de purificacién de Pet se muestra en la Figura 1. En el perfil de elucién de la
columna Q-Sepharose amortiguada con Tris-EDTA, Pet se encontré entre los eluatos 9-
13 (Figura 5A). En la columna Mono S, Pet fue retenida, se recuperdé cambiando la
fuerza idnica del sistema (NaCl 1M), Pet se recuperd en las primeras fracciones (22-25)
(Figura 5B). La purificacion de la proteina resulté adecuada con el procedimiento
utilizado, la identidad de Pet se confirmé tanto por Western-Blot (Figura 5C) como por
la secuenciacion de la proteina. Con respecto al rendimiento que se obtuvo este fue
del 3% partiendo de un volumen inicial de 4L. Con relacién a la prueba LAL para
verificar de presencia de LPS en la proteina, los resultados obtenidos mostrados que
los niveles fueron menores a 0.125 EU/ml (unidades de endotoxina), cantidad no
significativa para disparar cascadas de sefializacién. Los medios de cultivo celular
(RPMI, RPMI 10% SFB), fueron reportados como libres de endotoxina. Una vez seguros
de que la toxina tenia caracteristicas adecuadas de pureza, realizamos el resto de los

procedimientos. .

Induccion de la expresion de citocinas como respuesta a Pet

Una vez que se purificd Pet y se definié su contenido de LPS, exploramos si Pet
desencadenaba la transcripcién de citocinas que intervienen en el proceso
inflamatorio. La produccién de citocinas se analizé por RPA a diferentes tiempos de

incubacién en macréfagos estimulados con Pet.
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Figura 5. Proceso de purificacion de Pet.

A Perfiles de elusion de Pet en cromatografia utilizando Q-Sepharose. B Perfiles de
elusion de Pet con la Resina Mono-S. C SDS Page y Western Blot de Pet después de la
obtencidn por la resina Mono S.

Los resultados obtenidos mostraron que IL1, TNFa, MIF e IL1Ra son las citocinas que se
expresaron (Figura 6). Los mRNA de TNFa y MIF fueron los mdas abundantes. La
expresion de ambas citocinas se observa entre los 10 y 30 minutos (50% sobre el basal)
y los niveles se incrementan a partir de las 3 horas, sin embargo, TNFa va
disminuyendo de manera gradual hasta las 12h sin llegar al basal. En el caso de MIF el
incremento es sostenido hasta las 12 h. Con relacién a IL1 su expresidon se observa
partir de los 30 min (2 veces) y los niveles presentan un incremento de hasta 4 veces el
cual se sostienen hasta las 3 h; a partir de este momento y hasta las 12 h se observa

gue disminuye a un valor de 3 veces sobre el basal. En el caso de la IL1Ra se observd
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gue Pet induce un aumento en su expresion a partir de las 3 horas, con un maximo de

6 veces sobre el basal alas 12 h.
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Figura 6. Pet estimula la expresidon de citocinas pro-inflamatorias en macréfagos
1774.

Las células fueron incubadas con 200 ng/ml de Pet a los tiempos indicados, en medio
RPMI sin suero. La expresiéon del RNA mensajero fue determinada por RPA. Los
valores mostrados fueron obtenidos de la densidad de las bandas (MIF, IL1, IL1Ra,
TNFa, IL10 y L32) y son expresados como el cociente de la citocina en estudio y el gen
constitutivo L32. El resultado representa el promedio + DE de tres experimentos.

Fragmentacion de Pet

Una vez comprobado el efecto en la produccién de citocinas inflamatorias inducido por
Pet, se realizd el fraccionamiento de la toxina con la finalidad de identificar alguna
region de la proteina que estuviese involucrada en la transcripcién de citocinas sobre

los macrofagos. Para tal se realizaron ensayos de degradacidn utilizando las proteasas:

29



tripsina, pronasa y la autodegradacion de la toxina Pet. En el ensayo con pronasa
(Figura 7A) no se identificé un patrén de degradacion que permitiera la separaciéon de
fragmentos, con tripsina por el contrario se obtuvieron productos de: 80, 60, 45 y 25
kDa. Los productos de degradacion con tripsina se consideraron adecuados para la
separacion. La autoprotedlisis de Pet (Figura 7B), ocasiond la degradacion completa del

dominio pasajero (104kD)
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Figura 7. Degradacion por protedlisis de Pet.

A; SDS-PAGE de la protedlisis de 20 ug de Pet, con tripsina a los 10, 20, 30 minutos
(carriles 3, 4, 5 respectivamente) y pronasa a los mismos tiempos (carriles 6, 7, 8). B;
SDS-PAGE con la autoprotedlisis de 20 ug de Pet a las 96 (carril 2) y 72 horas (carril 3).
A, B; en el carril 1 se encuentran el marcador de peso molecular

Una vez obtenidos los fragmentos de la proteina se trataron de separar utilizando
técnicas como: columnas de exclusion molecular, de intercambio catiénico Mono-S vy
geles nativos, para cada uno de los casos no se obtuvieron resultados positivos. En este
proceso encontramos diferentes dificultades técnicas, la separacién de los fragmentos
fue complicada debido a las caracteristicas de los mismos fragmentos, en geles de
doble dimensién mostraron puntos isoeléctricos con poca variacién (pH 6 y 7.3) lo que
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dificulté su purificacion, por lo tanto decidimos utilizar a la proteina completa para

continuar con los experimentos de seializacion.

Pet activa a IKKaB8 y MAPK p38
Una vez que se identificd la transcripcidn de las citocinas IL1, TNFa, MIF e IL1Ra como
respuesta a Pet, el siguiente paso consistié en conocer las posibles vias de sefializacion
involucradas en dichos eventos. Se analizaron la via de MAPK p38 y la del NFkB. En el
caso de la MAPK p38 se realizé una cinética temporal con macréfagos estimulados con
Pet, los tiempos evaluados fueron de: 0.5, 1, 3, 6, 12 y 24 horas. El resultado mostré la
activacion de MAPK p38, esta inicia a los 30 minutos post-inoculaciéon, hasta alcanzar el

maximo nivel de fosforilacion a las 12 horas con una disminucién a las 24 y 48 h (Figura

8Ay 8B).
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Figura 8. Activacion de la MAPK p38 en macréfagos J774.
(A) Macréfagos 1774 se incubaron con 200 ng/ml de Pet o 200 ng/ml de LPS a los
tiempos sefialados, las células fueron lisadas e inmunoprecipitadas con anti-MAPK p38

para ser posteriormente incubada con ATF y 32P—ATP como sustratos. (B ) Los datos

graficados nos muestra el cociente de la densitometria de la fosforilacion del ATF y Ia
(C) MAPK p38 total.
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Pet estimula la activacion de IKK a/6
Otra de las vias utilizadas para desencadenar la secrecion de citocinas pro-
inflamatorias, es la via del NFxB, cuya via candnica implica la activacidon corriente

arriba de la IKKa/B.
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Figura 9. Pet activa IKKap en macrofagos J774.

Macréfagos J774 se incubaron con 200ng/ml de Pet a los tiempos indicados en RPMI
sin suero. Las células fueron lisadas y las proteinas totales se resolvieron con SDS-
PAGE y fueron transferidas a membranas de PVDF. Para el control de carga se utilizé
a la actina. La grafica nos muestra el promedio +DE del cociente de la densitometria
de plKKap/actina
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A partir de los 5 minutos se observa la fosforilacién de IKK (Figura 9) como respuesta a
la estimulacién por Pet, a los 10 minutos se observa un incremento maximo de casi 3
veces sobre el basal. La actividad disminuye rapidamente aunque no a niveles basales,

pues la actividad a 1 hora de estimulacion se conserva en 20% sobre el basal.

Para determinar si estas vias tenian influencia sobre la secrecién de citocinas

estimuladas por Pet, se utilizaron inhibidores especificos para cada una de ellas.

Efecto de la Inhibicion de MAPK p38 sobre MIF, IL1 e IL1Ra

Para determinar si MAPK p38 esta mediando el efecto que Pet tiene sobre la
produccién de las citocinas expresadas se utilizd SB203580, inhibidor especifico para
MAPK p38. Los resultados obtenidos al inhibir MAPK p38 y medir la transcripcién de
algunas citocinas se muestran en la Figura 10. No se observd inhibicion en la
transcripciéon de MIF o IL1, sin embargo, se incrementé la transcripcion de IL1Ra. Lo
anterior sugiere que MAPKp38 es una via que participa cuando las citocinas se estan
transcribiendo, pero esta transcripcion no esta condicionada por la fosforilacion de
MAPKp38, por lo tanto exploramos si la via del NFkB tenia efecto directo.
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Figura 10. Efecto de la Inhibicion de MAPK p38 sobre MIF, IL1 e IL1Ra.

Macrofagos J774 se incubaron con el inhibidor SB203580 (20uM) 2 horas antes de ser
confrontados con 200ng/ml de Pet a los tiempos indicados. En las graficas se muestra
la expresion de MIF (A), IL1 (B) e IL1Ra (C) incubados con y sin inhibidor. Los
resultados son expresados como el cociente de la citocina en estudio y el gen
constitutivo L32. El resultado representa el promedio + DE de tres experimentos.

Pet estimula la induccion de citocinas por medio de la via del NFkB

Para correlacionar la secrecién de citocinas estimulada por Pet y la estimulacién que la
toxina ejerce sobre la via IKKaB/NFkB se utilizd la surfactina, proteina producida por
Bacillus subtilis (15). Dado que la surfactina inhibe la fosforilacidon de IKKof3, de existir
la correlacion debe mostrar el mismo efecto inhibitorio en la secrecidén de citocinas
estimulada por Pet. La Figura 11A muestra que la pre-incubacién de los macréfagos
con surfactina, inhibe la fosforilacion de la IKKap estimulada por Pet. De la misma
forma, la pre-incubaciéon con surfactina disminuye a sus niveles basales la estimulacion
ejercida por Pet sobre: la expresion de MIF (Fig. 11B), TNFa (Fig. 11C), IL1(Fig. 11D).
Estos datos sugieren que Pet estimula la secrecién de citocinas mediante la via

IKKaB/NFKB.
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Figura 11. La surfactina inhibe la activacion de IKKap y la expresion de MIF, TNFq,

IL1 e IL1Ra.

Macréfagos J774 se pre-incubaron con y sin 10mM de surfactina por 1 hora después se

desafiaron con 200ng/ml de Pet a los tiempos indicados. Los resultados son

representativos de 2 o tres experimentos diferentes y se expresaron como el cociente
plKKaB/actina (A) o la expresién de MIF/L32 (B), TNFa/L32 (C), IL1/L32 (D) e IL1Ra/L32

(E).

La induccion de citocinas pro-inflamatorias no requiere que la proteina esté intacta.

Una vez fragmentada la proteina, se utilizé el extracto crudo de la autoprotedlisis para
estimular a macrofagos y observar la produccion de citocinas pro-inflamatorias. Los
resultados que se obtuvieron fueron similares a los obtenidos con la proteina
completa. En la Figura 12 se observa un primer pico de estimulacién en la transcripcién
entre los 10 y 30 minutos, excepto para la IL1Ra, en donde el aumento en la

transcripcion se encuentra entre las 1y 3 horas.
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Lo anterior nos sugiere que la proteina no necesita estar completa para inducir la
estimulacion de citocinas pro-inflamatorias, por lo tanto se podria sugerir que

existe(n) regione(s) que estimulan éste efecto.

o1 —— IL1
—O— Il1Ra
—— MIF

4 —A— IL10

Expresion IL/L32

Tiempo (h)

Figura 12. Pet estimula la expresion de citocinas pro-inflamatorias en macréfagos
1774.

Las células se incubaron en medio RPMI sin suero con 200 ng/ml de Pet a los tiempos
indicados. La expresion del RNA mensajero se determind por RPA. Los valores que se
muestran fueron obtenidos de la densidad de las bandas (MIF, IL1, IL1Ra, IL10y L32) y
se expresaron como el cociente de la citocina en estudio y el gen constitutivo L32. El
resultado representa el promedio + DE de tres experimentos.
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Activacion de la fagocitosis y destruccion de bacterias inducida por Pet

Cuando existe la transcripcion de citocinas pro-inflamatorias, los macréfagos
aumentan la produccion de reactivos intermediarios de oxigeno, derivado de esto hay
una correcta eliminaciéon de antigenos. Para comprobar si Pet estimulaba la mejor
eliminacion de patdgenos se evalud la capacidad de fagocitosis y destruccion de una
cepa de Salmonella, typhimurium (cepa Dublin), patégeno intracelular facultativo. Los
resultados al respecto mostraron un incremento en el nimero de bacterias fagocitadas
en los macréfagos estimuladas (5 veces), comparado con lo observado en los testigos
sin estimular (Figura 13). Con respecto la replicacion de las bacterias dentro de los
macrofagos estimulados, el nUmero de bacterias fue menor (2.5 veces) con respecto a

lo observado en los testigos no estimulados con Pet.
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Figura 13. Supervivencia intracelular de Salmonella typhimurium.

Macrofagos J774 se pre-incubaron con y sin Pet (12 horas) en medio RPMI sin suero
después se infectaron con S. typhimurium a una concentracién de 10:1 a los tiempos
indicados en la metodologia. Las barras en negro representan a las células estimuladas con
Pet y en blanco a las células sin estimular.
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DISCUSION

Pet estimula la secrecion de citocinas

En intestino inoculado con Pet se han observado células que intervienen en la
inflamacién (41), estas células pueden encontrarse alli posiblemente por el efecto
qguimiotactico que Pet ejerce sobre leucocitos (47). Dentro de los leucocitos, una de las
células importantes en los procesos inflamatorios es el macréfago, célula encargada de
orquestar la respuesta inmune del hospedero. En esta tesis damos evidencia de que
Pet induce la transcripcidén de las citocinas TNFa, IL1, IL1Ra y MIF que intervienen en
procesos inflamatorios, lo que nos permite subrayar el papel fundamental de Pet en la
respuesta inmune del hospedero.

TNFa es una citocina clave en procesos inflamatorios, tiene diversas actividades
bioldgicas, se produce como respuesta al dafio en los tejidos y se ha asociado con
diferentes enfermedades inflamatorias como: el choque séptico, colitis ulcerativa,
artritis reumatoide, enfermedad de Crohn, entre otras. (22, 75). En nuestro estudio se
observé que Pet activa la expresion de TNFa de macréfagos a tiempos cortos, este
resultado indica la presencia de una respuesta pro-inflamatoria tal y como se ha
descrito en infecciones por patdégenos como por sus toxinas (81). La produccidn de
esta citocina se ha relacionado con la activacién de factores de transcripcién como el
NFxB. En intestino, la expresién del TNFa se ha asociado con padecimientos de tipo
inflamatorio crénico (CU, CD), que a su vez se han asociado a la progresion del cancer,
tanto el TNFa como NFkB se consideran nodos centrales en ambos casos (53). Lo
anterior sugiere que el TNFa secretado como respuesta a Pet, podria desencadenar
una respuesta mas compleja, estimulando a otros tipos celulares exacerbando la
respuesta inflamatoria. Este fendmeno se ha observado en enfermedades
inflamatorias crénicas intestinales, en donde la produccién de TNFa por macrofagos
induce la produccién de otras citocinas en células del epitelio intestinal u otros tipos
celulares como: neutréfilos, células T o dendriticas lo que incrementa la respuesta
inflamatoria (104). La secrecidon del TNFa se ha asociado a diferentes factores de

virulencia de E. coli tales como: pili, flagelina y LPS (55, 63).
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Otra de las citocinas que se expreso en respuesta a Pet fue la IL1, citocina que al igual
que el TNFa se considera como cldsica en procesos inflamatorios. Como mencionamos
anteriormente la IL1 aumenta de manera gradual, alcanzando un mdaximo alrededor de
las 3 horas, mismo que se sostiene hasta las 12h. Resultd interesante observar que la
IL1Ra citocina antagonista de IL1 comienza a expresarse a las 3 horas y se sostiene
hasta las 12 horas. La IL1Ra es la Unica citocina que antagoniza de manera fisioldgica
las acciones de la IL1, ya que se acopla directamente al receptor de ésta manera evita
qgue la respuesta de IL1 se exacerbe. Este patrdn de secrecion se ha encontrado para
otras toxinas como el LPS (78), en donde la IL1Ra actla como mecanismo de
retroalimentacion para controlar a la IL1, por lo tanto el fendmeno de regulacién que
ejerce IL1Ra, se considera de importancia para no extender la temporalidad de los
proceso inflamatorios (4). El balance que existe entre la IL1 y la IL1Ra es importante en
diversas enfermedades inflamatorias, de manera particular en enfermedades
intestinales inflamatorias de tipo cronico. La transcripcion de IL1, IL1Ra y TNFa nos
indican que el proceso inflamatorio que Pet es capaz de desencadenar el fendmeno
inflamatorio de tipo “clasico”(8, 87).

MIF, fue otra de las citocinas que se identific6 como respuesta a la estimulacién de
macrofagos por Pet. Esta citocina se ha implicado en la progresidon del proceso
inflamatorio en respuesta a bacterias y sus productos como: la exotoxina A de
Streptococcus (19) y la endotoxina de E. coli (6), cuya produccion se ha asociado al
desarrollo de la respuesta inflamatoria, regulando a otras citocinas importantes como
el TNFa (17). Uno de los efectos observados por MIF es el aumento en la vida media
celular, ya que inhibe el proceso apoptético, lo que de manera secundaria contribuye a
que la inflamacion se prolongue (77). Debido a lo anterior podriamos sugerir que al
estimularse la produccién de MIF, este inhibiria el proceso apoptdtico y de ésta
manera prolongaria la respuesta de tipo inflamatorio, lo que resultaria en inflamacién
persistente o crénica.

Los datos obtenidos en los perfiles de transcripcion de citocinas de manera general nos
indican que el macréfago estimulado con Pet, estd disparando de inmediato una

respuesta de tipo inflamatoria en donde las citocinas predominantes son TNFa y MIF.
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Por otro lado es inexistente la produccién de IL10 a tiempos cortos, citocina que se
considera de tipo anti-inflamatorio, ya que dentro de su perfil de secrecién se conoce
que dispara citocinas que son antagoénicas a TNFa y MIF (59, 98). Dentro de
patogenias como la diarrea del viajero, colitis ulcerativa y enfermedad de Crohn se ha
asociado la presencia de SPATEs, Pet pertenece a esta familia y sugerimos que podria
agudizar el proceso inflamatorio (58, 99), en donde la secrecién de interleucinas es
determinante para el establecimiento de dichos padecimientos. Aunado a esto, se ha
observado que existe una polarizacién en la microbiota intestinal (91), en donde
Escherichia coli juega un papel preponderante. Se ha reportado recientemente la
evasion de la respuesta inmune por EAEC, se ha propuesto que la evasidon de la
respuesta inmune pudiera estar relacionada con la produccion de fibras parecidas a
cordones (Rops), en los que las bacterias son “envueltas” por lo que no son detectadas
por los macréfagos (111). Debido a lo anterior en enfermedades inflamatorias agudas y
crénicas, la bacteria podria excretar a Pet y mantener activo en el intestino el proceso
inflamatorio, favoreciendo la colonizacion por coliformes.

MAPK p38 es activada en respuesta a Pet

La activacion de la MAPK p38 se ha asociado a fendmenos como el estrés por calor,
choque osmético, luz UV y citocinas pro-inflamatorias como TNFa e IL1 (113). En el
presente trabajo se identificd la activacion de la MAPK p38 a los 30 minutos, sin
embargo al emplear el SB203580, inhibidor especifico de la MAPK p38, no se observo
disminucion de la transcripcidon de las citocinas pro-inflamatorias, por el contrario
hubo un incremento en algunas de ellas, tal es el caso de la IL1Ra. Lo anterior podria
ser debido a que no existe un efecto sinérgico entre TNFa y MAPK p38, puesto que se
ha observado que p38 puede actuar directamente en la via de secreciéon del TNFaq,
citocina que activara de manera secuencial a NFkB o bien favorece la translocacion del
NFkB aumentando la respuesta (95). Para ambos casos no encontramos relacion con
los resultados obtenidos. Por otro lado existen otras vias que como producto final dan
como resultado la transcripcidn de citocinas pro-inflamatorias, tal es el caso de la via
del NFkB, Jack-STAT y JNK (51, 113), por lo tanto la activacion de MAPK p38 podria

deberse al estimulo de la transcripcion y produccion de citocinas de tipo inflamatorio
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(21). Para comprobar esta hipdtesis es necesario realizar experimentos de inhibicion
selectiva de IKK y/o TNFa observando el comportamiento de MAPK p38 en macréfagos
estimulados con Pet.

Un fendmeno interesante fue el aumento de la IL1Ra, lo anterior se ha observado
como respuesta al inhibidor SB203580 (88), al parecer este evento fue debido a que el
inhibidor favorece la transcripcion de la IL1Ra a nivel del promotor NFkB/PU.1. Este
dato refuerza la propuesta de que existen otras vias en la respuesta a Pet.

NFxB media la secrecidn de citocinas estimulada por Pet.

Otra via que se considera clasica cuando se transcriben citocinas de tipo inflamatorio
es la via del NFkB, su activacién depende de manera ortodoxa de la estimulacién de
IxB, debido a la estimulacién corriente arriba de IKKap (51).

Se pudo observar que Pet activa la IKKap lo cual puede desencadenar las diferentes
acciones estimuladas por NFkB. En este trabajo se identificd como la inhibicion de la
via NFkB por surfactina afecta la secrecion de las citocinas. Mediante los datos
mostrados podemos establecer que la surfactina inhibe tanto la activacién de la IKKaf
como la transcripcién de citocinas, lo que sugiere que la accién de Pet es mediada por
esta via. Efectos semejantes de la surfactina en la produccién de IL1 inducida por LPS
se han reportado por Byeon y su grupo (16). Al activarse la cascada de sefnalizacion del
NFkB una de las primeras citocinas que se transcribié fue el TNFa, ademas se observd
la activacion de MAPK p38. Se ha visto que al producirse el TNFa activa a otras
citocinas sobre todo a la familia de la IL1, cuando esto sucede se pueden activar otras
cascadas de seiializacion, tal es el caso de la MAPK p38 (23) debido a la estimulacién
por TNFa. Aunqgue en el trabajo no exploramos ésta hipétesis, no se puede descartar
tal posibilidad. Se ha observado cooperacion e independencia entre ambas cascadas,
en el caso particular de Pet se necesitan mas experimentos para dilucidar este
fenémeno (95).

La accién de Pet sobre la estimulacion de TNFa, MIF, IL1/IL1Ra, mediada por NFkB
podria sugerir que Pet participa en procesos de inflamacién. Las EAEC se han asociado
a procesos inflamatorios de tipo crénico como CU y CD, la dupla TNFa-NFkB son

puntos clave de los nodos activados en diferentes enfermedades inflamatorias
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cronicas, que ademas estan ligadas al cancer (45, 62). Dentro de las toxinas EAEC se
encuentran las SPATEs, estds proteina se han correlacionado con pacientes enfermos
con Crohn y colitis ulcerativa (58, 73, 92). En pacientes con inflamacion crénica del
intestino la dindmica poblacional de la biota normal se altera y la homeostasis se
rompe (38, 99), uno de los géneros que prolifera principalmente es E. coli (28, 101). Lo
anterior nos permite especular que Pet podria participar activamente en procesos
inflamatorios crénicos intestinales, por lo sugerimos para evidenciar dicha hipétesis, el
realizar experimentos en modelos de inflamacion crénica. Por otro lado seria
interesante evidenciar el mecanismo por el cual estd disparando la via del NFkB, ya
que los mecanismos por el cual se activa la fosforilaciéon del complejo IKKaf, no estan
bien definidos, aunque se han asociado diferentes estimulos a éste efecto (51). La
estimulacion de IKKaf, nos indica que la via del NFkB se ha estimulado de manera
clasica, éste proceso se ha observado en diferentes fendmenos de tipo inflamatorio,
uno de ellos es el estimulado por receptores tipo Toll (61), “Scavengers”(43) y
receptores de interleucinas (33), los eventos anteriores involucran a un receptor
transduciendo la sefial. Pet es una proteina compuesta de 1295 aminoacidos totales
(26), el dominio pasajero consta de 965 aminodcidos; hasta el momento no ha sido
cristalizada, por lo que las herramientas bioinformaticas podrian ser de gran utilidad
en el estudio de otras funciones bioldgicas de Pet y su familia (64). Se utilizé la base de
datos del SMART para realizar el andlisis de posibles dominios estructurales, que
estuviesen relacionados con los efectos de Pet sobre los macréfagos, de manera
interesante en el andlisis encontramos dominios que se han asociado a respuestas de
tipo inflamatorio. Los aminodcidos que conforman éstos dominios, se encuentran
dentro de los primeros 200 aminoacidos de la regidn amino terminal del dominio
pasajero, dentro de este rango al parecer se encuentra el fragmento que podria tener
un efecto quimiotactico de macréfagos (aminodcidos 76-82; PGSTH) (47). Con el fin de
ubicar a los primeros 200 aminodcidos dentro de la arquitectura general del domino
pasajero de Pet, se elabord la prediccidn de la estructura terciaria de la proteina por
homologia, utilizando el programa Swiss model (56). El resultado que se obtiene de la

prediccion se muestra en la Figura 14 A y B, la regidn amino terminal que comprende

42



los 200 aminodcidos con efecto quimiotdctico se encuentran dentro de la estructura
globular de la proteina. En los dominios de color rojo se encuentra la regién de hélices
beta de la proteina en donde localizamos dominios involucrados en respuestas
inflamatorias. Los aminodcidos que estan localizados en la regién globular tienen un
porcentaje de identidad igual o mayor al 90% comparados con otras toxinas de la
familia SPATEs, por lo tanto no se descarta que tengan mecanismos similares (37) y
dada su homologia (112), es posible que existan dentro de Pet dominios estructurales
gue disparen funciones como la expresiéon de citocinas inflamatorias, por lo tanto es
interesante comprobar su funcionalidad en las proteinas de toda la familia.

Los efectos de Pet sobre los macréfagos y las evidencias estructurales de otras toxinas
reportadas por Hernadndez y col (47), nos llevan a sugerir que el efecto observado
podria ser dependiente de una regién especifica de la proteina, por lo tanto tratamos
de obtener fragmentos de Pet por medio de protedlisis, debido a que ésta
metodologia interfiere en menor grado con el plegamiento proteico (50).

Los fragmentos obtenidos de la protedlisis se trataron de localizar en la estructura
predicha, in silico, con el programa “peptide cutter”. En el tubo de ensaye, una vez
autogenerados se intentaba separarlos utilizando: columnas de exclusién molecular.
Debido a que los fragmentos que queriamos separar tenian una diferencia de 20 kDa
entre cada uno, utilizamos diferentes matrices para lograr la separacién, pero el
proceso no fue exitoso. Una de las razones son la altura de la columna y la matriz
utilizada, debido a la pérdida de la proteina, decidimos no utilizar esta técnica para la
separacion de los fragmentos, por lo que optamos por columnas de intercambio
anidnico y catidnico. En el caso de las columnas los resultados no fueron favorables, la
recuperacién de la proteina no era la adecuada, ademas se requeria grandes
cantidades de la proteina fragmentada para que la recuperaciéon en la matriz fuera

significativa.
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Figura 14. Prediccién de la estructura de Pet por homologia con HPB y EspP con el
programa Swiss Prot.

Figura Ay B posibles dominios estructurales que se encuentran dentro de la secuencia
de Pet, se observa en escala de grises al dominio pasajero completo y en colores la
localizacion espacial de la prediccion de dominios con el programa SMART. A) en
amarillo se observa a la Ser 261 de Pet, en rosa; el dominio parecido a quimiotripsina,
en turquesa; el dominio CASH y en verde; el dominio quimiotdctico bacteriano.

B; en azul se muestra a la Serina 261, en rosa; el dominio ricina, en turquesa; el
dominio BID 2 y en verde el dominio VWA.

Cuando aumentamos la concentracion, la separacién no se hizo evidente, lo anterior
puede ser debido a las caracteristicas generales de los fragmentos, observamos que
son muy similares en cuanto a los puntos isoeléctrico, por lo tanto al eluir cambiando
la fuerza idnica del sistema, no fue suficiente para que los fragmentos se separaran,
por lo que es necesario determinar de manera exacta el punto isoeléctrico de cada uno
de los fragmentos para estabilizar la columna Mono S a diferentes pH para cambiar
gradualmente la elucidn de los fragmentos de la matriz. Existen diferentes alternativas
para tratar de separar a los distintos fragmentos, uno de ellos es clonar a cada uno de
los dominios que necesitamos separar; expresarlos, para después purificar los
fragmentos, confiando en que el plegamiento es el adecuado. Otra opcidn es hacer
péptidos sintéticos de la proteina deseada y probar sus efectos, con la misma
observacion del plegamiento. Dada la inversién de tiempo y recursos que esto
requeriria sin asegurar el éxito deseado, consideramos de importancia asegurarnos
que el efecto de Pet en los macréfagos no requiere de la proteina integra.

En los experimentos de protedlisis completa, observamos que Pet, en comparacion
con proteasas de la familia de las quimiotripsinas, no es tan efectiva. El tiempo en el
gue obtuvimos la protedlisis completa de Pet fue de 3 dias. Hallazgos semejantes se
han reportado por diversos autores(82, 108), en donde para observar la actividad
proteolitica de Pet sobre la fodrina en cultivos celulares, es necesario utilizar hasta 100
veces mas de la concentracién de Pet, que la utilizada en éste estudio (108). Habra que
hacer una mejor caracterizacién de actividad enzimatica de la proteasa para establecer

su 6ptimo desempenio.
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Una vez que Pet estuvo completamente proteolizada se le utilizd a la misma
concentracién que con la proteina completa (200ng/ml) en los ensayos de activacion
de los macréfagos. Observamos que el efecto de activacién en la transcripcion, es
ligeramente menor con la toxina fragmentada que con la toxina completa. Lo anterior
sugiere que la estimulacién es generada por uno o varios fragmentos que
interaccionan con el macrdfago, éste fendmeno se ha observado en infecciones
inducidas por virus (107). También se conocen algunos dominios que pueden disparar
respuestas inmunoldgicas especificas, tal es el caso de las secuencias que reconocen
los receptores asociados a patrones (12). La hipdtesis propuesta es que podria existir
mas de un dominio funcional en Pet, lo anterior es fortalecido por los hallazgos
encontrados por Hernandez-Chifias (47) en donde con anticuerpos especificos
comprueba de manera indirecta que existe un fragmento de la proteina dentro de la
parte globular que se encarga de la quimiotaxis de leucocitos. El que la estimulacion en
la transcripcion no requiera de la toxina integra, nos sugiere que podrian existir sitios
de estimulacién especificos dentro de la estructura de la proteina que estimulan la
transcripcion de citocinas pro-inflamatorias, via NFkB. La propuesta anterior se basa
en evidencias encontradas en receptores como los tipo Toll, en donde se demostrd
que el LPS es su ligando y en cooperacién con el CD14 transduce la sefial hacia el NFkB,
por otro lado otras toxinas como la del Streptococcus se ha comprobado estimulan a
receptores Toll del Tipo 2 y transduce de la misma manera la sefal para la produccién
de citocinas pro-inflamatorias en el hospedero(12, 15, 69). Estudios posteriores
podrian dirigirse a la busqueda de posibles receptores que intervienen en el
reconocimiento de Pet.

La activacion de la via del NFkB, puede dar como consecuencia un cambio a nivel
fenotipico, la produccién de TNFa promueve la activacion del macréfago (48) y la
estimulacion de otros leucocitos que intervienen en la respuesta inmune celular (39).
En los macrofagos el evento fenotipico cuando se secretan interleucinas inflamatorias
como el TNFa se ve reflejado en el incremento en la capacidad fagocitica y microbicida
via activacién. Dicho fendmeno se ha evidenciado como respuesta a productos

bacterianos como el LPS (35) y citocinas como el IFNy (100), el efecto fenotipico final
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una vez que se desencadena el proceso es el aumento en los reactivos intermediarios
de oxigeno que actua a nivel del fagolisosoma y aumento en la capacidad bactericida
(10). En esta tesis probamos la capacidad bactericida de macréfagos estimulados con
Pet, los resultados que obtuvimos sugieren un proceso de activacién macrofagica
debido al aumento en la fagocitosis. El fendmeno anterior se ha descrito en la
activacion por parasitos intracelulares facultativos y obligados, en donde se observa un
aumento en la expresion de receptores (72, 85, 103), inducido por el aumento en la
expresion de citocinas y secrecidn de citocinas (74). La activacion macrofagica deviene
en la especializacion del macréfago para eliminar a cierto tipo de patégenos, ya sea
por la via clasica o la via alterna (79). Dentro de la via cldsica el mecanismo mas
estudiado de activacién macrofagica es el inducido por los linfocitos via IFNy (100),
seguido de la secrecion de TNFa (9). Otro tipo de activacidon que se ha documentado es
la “alterna”, que de manera antagdnica a la clasica, inhibe la capacidad bactericida.
Esta se caracteriza por la produccién de IL4, que a su vez estimula la produccién de
ILARa e IL10, dando como resultado el fenotipo referido (79). Los datos encontrados
nos sugieren un posible efecto de activacidon en los macréfagos por la via clasica,
debido a que se confrontaron macréfagos con una bacteria intracelular facultativa
(Salmonella) la cuenta de bacterias disminuyé drdsticamente su replicacion intracelular
una vez que las células fueron estimuladas con el LPS. El fendmeno anterior se ha
observado en Salmonella cuando el macréfago se ha “preactivado” con la presencia de
INFy o bien con LPS y recibe un segundo estimulo (68). Estudios posteriores nos daran
mas evidencias para concluir si Pet puede actuar como un activador clasico o bien es
un “primoactivador” de células del sistema inmune.

La activacién por la via alterna la descartamos, puesto que si bien, hay produccién de
la IL1Ra, no encontramos la transcripcidon de la IL10, pieza clave en la respuesta de
activacion, lo anterior podria reforzar la hipdtesis de la activacion clasica. Otro de los
experimentos para determinar la via de activacion es la determinacion de la expresién
de receptores de superficie y la induccion de proteinas que participan en el proceso
como la Sintetasa del Oxido Nitrico, ademas de rutas que desencadenan la apoptosis

(81, 85, 104).
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Tanto la activacién macrofdgica como la apoptosis, son importantes procesos en
diversas enfermedades. En el caso de fendmenos inflamatorios, podrian formar parte
del complejo sistema en donde participa Pet, como parte de la patogenia estimulada
por EAEC, de manera particular en proceso de inflamacién crénica como EC y CU. Este
trabajo es una contribucién al complejo panorama de la interaccion hospedero
parasito en la que participa Pet, que forma parte de la familia SPATEs. Estas toxinas
han sido relacionadas en enfermedades inflamatorias crénicas y son secretadas en
todos los grupos filogenéticos de E. coli (sapréfitos y patdgenos). Comparten altas
similitudes especialmente en las secuencias dentro del que se presume es el dominio
globular, por lo tanto no es tan aventurado pensar que eventualmente en puedan

encontrarse dentro de la familia SPATEs efectos similares.
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CONCLUSIONES
En este estudio observamos que Pet puede interactuar con células clave en las

respuesta inmune, tal es el caso de los macrdéfagos, células que al ser estimulados con
la toxina transcriben citocinas que participan en la respuesta inflamatoria, citocinas
como: IL1, TNFo, MIF e IL1Ra; por lo que sugerimos que Pet podria participar en la
respuesta inflamatoria desencadenada por EAEC. Ademas evidenciamos la activacién
de cascadas de seiializacidon que se activan en éste fendmeno, una de ellas es la via de
la MAPK p38, esta via participa en la respuesta, sin embargo no es la que determina la
transcripcion de citocinas, puesto que al inhibirla con SB203580, la transcripcién, no
fue eliminada, caso contrario a la via del NFkB, cascada de sefializacién que también
interviene en la respuesta del macroéfago. La via del NFkB es la cascada responsable de
disparar la transcripcion de citocinas como TNFa, MIF e IL1. Al utilizar la Surfactina en

los macréfagos observamos la inhibicion de la transcripcion de TNFa, MIF e IL1.

Estos hallazgos sugieren que Pet podria estimular procesos de tipo inflamatorio en el
intestino, en éste dérgano existe la secrecién de diversas proteasas que podrian
comprometer el estado integro de Pet, por lo que también evidenciamos que la
estimulacion de éstas citocinas no depende de la proteina completa para ejercer éste

efecto.
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PERSPECTIVAS
Tanto la activacién macrofdgica como la apoptosis, son importantes procesos en

diversas enfermedades. En el caso de fendmenos inflamatorios, podrian formar parte
del complejo sistema en donde participa Pet. Las SPATEs han sido relacionadas en
enfermedades inflamatorias crénicas y son secretadas en todos los grupos
filogenéticos de E. coli (saprofitos y patégenos). Existe homologia entre ellas, las
similitudes dentro del dominio pasajero van desde el 50% hasta el 90%. En la
actualidad se han cristalizado dos proteinas que pertenecen a las SPATEs (Hbp y EspP),
la arquitectura que ha mostrado la cristalografia es similar, por lo tanto no es tan
aventurado pensar que puedan encontrarse dentro de la familia SPATEs efectos
similares. Para comprobar dichas suposiciones y con los datos que se han obtenido de
este trabajo, consideramos importante el encontrar équé dispara la cascada de
sefializacion del NFkB? Se ha observado que ésta cascada de sefializacidn es activada
por la estimulacion de receptores, por lo tanto es importante saber si existen
receptores involucrados en el reconocimiento de Pet, el despejar ésta interrogante no
s6lo podria darnos informacidn de una proteina, sino de una familia entera.

Otro de los puntos importantes es caracterizar la respuesta de Pet a tiempos mas
largos y observar si el evento de activacion del macréfago desencadena otros procesos
relacionados con la respuesta, tal es el caso de la apoptosis.

El investigar ambas hipdtesis nos podrian ayudar a comprender el papel que
desencadenan las SPATEs en la patogenia de enfermedades inflamatorias crénicas
como EC y CU. Otra de las ventajas es el poder disefiar farmacos dirigidos a la
respuesta que provocan ésta toxinas.

Por otro lado el poder encontrar la posible via de estimulacion del macréfago por Pet,
nos permitiria el desarrollo de herramientas biotecnoldgicas, dirigidas a la estimulacidn
de respuestas inmune de tipo celular, en enfermedades donde exista ésta deficiencia,

tal es el caso de la tuberculosis.
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RESUMEN

La respussiz infamatoria implics la generacion de citconas er la gue participa el
factor de transcripcion MFeB, éste pusds ser activado por la via de MAPK U otras vias
quz ectimulan a la cingsz IKKE; la cnasa tamkién es regulada por ubiguitinacion,
desubiguitinacicn. Las bacterics para cstoblecer la infeccion han desarrollado
mecenismos de interferencia con ambas vias, con la Ubigquitineacn al mimetizar las
reacciones de |las E3 ligesas vy las desubiquitinasss del hospederc, de manera cue
evaide selectvamente |la decradacion de protsinas. |as roxinas hacterianas tamb én
inlerfie =n con Il wia de las MAPK va sez por desloslornilacion o modificacidn de sus
componsnles pard evilsn su aclivacion. En esie revision nus abocames a las Loxinas
bacterianas con accidn sobrz la ubiquitinacion/desub quitinacion v la inluencia cus
tienen en la supresicn de la inflamacion por la interferencia con la cascaca de las MAPK.

ABSITHACH

The intlammeztory responses involves cytakines generation, in which NFxB transcrip-
tion factor is activated by either MAPK or IKKp kinase pathwevs; thoss pethways are
also under the regulation of ubiquitination/decbiquitination process. To establish an
infzclion, becleria have developad inlerlerence mechanizmes W host s ubiguilnalion
and MAPK pa_fiways. Dlbiguilination is nle fered when becenial Loxins momic either
host E3 | gases or deubiquitination reactions in order to selactively aveid protein de-
gradation. Sacterizl toxins alzo inte-fare with MAPK pathway by dephoschrorylating
or madifying ite components to avoid their activation. In this review, wa focus on
bacterial taxins with ubiguitination/deubiquitinacion action and its infuence on the
inflammation response.

PALABRAS
CLAVE:
Toxinzs
bacterizanas,
MAI'K,
ubiquitinacion,
respuesta
inflamatnria.

KEY WolDS:
Bactenal
toxins,

MAPK,
ubiquitination,
inMameralion.

INTRODUCCION

En gl medio amkiente existen algunos micro-
organismos (virus, bacterias, nongos) gues se
considcran patégenos para mamiferos, la su
pcrvivencia do dichos microorganismos cn oun
proceso infeccioso desende de la respuesta de
defensa que desercadens el haspedero. 1as
MeECERISMOs e .'.E'FE'IF-H s0n I'DI'ISFF'..’H[".'.‘E en
UH:ICII!]I-"'_JFII'_'S "IILI| L I_ElLIE':'I 25 ¥ =52 |es cOunuce Ccomo
inmurnidac innatz, £sta es considerzda lz pri-
mera lirea de defensa =n el reconocimientc de

FRecibido: & Je Tebieio J= 2020

agenftes =xtraios v sus productos. 1a defenss
se basa =n la identificacidn de secuencizs es-
pecificas conocidas como patrones moleculares
zsocizdos a patdgenos (PAMP). Los PAMP son
reconccidos por rcceptores extrocelulares c
intracclulares coma los ™ loll ike”™ v activan dife
rentes cascadas de senzglizacion (Fig. 1) coma la
de cinzsas activadas por mitogenas (MAPK) qus
estimulan la transcriprion d= gznes, ertre ellos
el faclor nuclear ue aumenla la anscr peion de
la cadzna ligera <appa de las células B activatas
(MF«B) v la proteina actvacora-1 (AP-1), qus

Acepladu: 8 d= junio d= 2010
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Figura 1. SehsifFaciin e
la respuesha inducida nor
naCTarzs.

Se presenla de ranera
ey sanpiiicencder fa
sefializacion e fa
rospuesta induciaz por as
bactorizs conduwconte a la
goncracidn do citocinas o
inflamavidn en al hréspead.
I =Tnterlancinas,

Thir =factor da nacirsis
rumaral alfa,

I'= prolena foslforitada,
LN = LUhiquiirina,

T B= recepimres "Toll like”,
VAMP= palrones
moieculares ayouiados &
e obias,
API  pioicing activadara
i, B iniibidor dol NGB,
MAPK  cingsas schvadas
por miihdgonos,

NcR= factor nuclear w1

finzlmenta desencadenan la produccidn de ci-
tocinas pro-inflamatorias. Ademas de las MAPK,
exlsten otras vias d= sefallzaclén aus macdlan
|a actividad de MFxB, ®sias vias actuan a traves
de la cinase « inhibidora de las proteinas que
unen al NFeB (IKBw), 13 cual tamblén es regulada
por procesos de ubiquitinacion.

A continuacian describiremos brevemante
la vla d2 requlaclén da MNFkB (como parte de la
respuesta inflamatoria) por ubiquitinacien y la
via MaPIK, para entender 2l proceso de virulan-
cla dzl que s= estan vallanda las bacterlas para
evadir |32 respuesta inmune.

LA UBIQUITI NACION ¥ LA DESUBIQUITINA-
CION COMO PROCESQOS REGULADORES DE
LA RESPUESTA INMUNE

La ublgultinaclén es la adicldn covalante de
mondmeras o polimeros de ubiquitinag (UB) a
residuos de lisina de las proteinas blance, en-
tre ctras funclonzs, para ser degradadas en el
protensoma (Fig. 2). Este proceso se realiza a
través de la participacidn de |las enzimas Uk-ac-
tivadora (E1), Ub-cenjugadora (E2) v Ub-ligasa

Citocinas Pro-inflamatorias
(IL1, 8, 12, TMFa)

(EZX). El proceso que lleva a cabe normalmente la
ceélulz consiste en la activacion de la ubiguitina
eh la regldn C-terminal medlantz (& acclon da
El. La ubiquitina activada se transfiere a una
cisteina gue se encuentra en el sitio activo da
la enzima acarrsadora de ublgulting o E2. FI-
nalmente, |z preteina ligasa de @ ubiquitina o
E3 cataliza la union de la ragion C-terminal de
la uzlqultina al grupe e-zmino de un reslduo K
de |a proteina que seré degradadz. El destino
de preteinas ubiguitinadas dapende de la com-
binaclén e Interacclon de las enzimas 22, E3,
ademas de la longitud v enlaces de las cadenas
de Ub. Cadznas de 4 o mas moldculas de Ub
(ooll-ublguitinacién) llgadas a K-458, marcardn a
la proteina para gus s2 degrads por 2l oroteo-
soma. Cuando |3 mono-ubiquitinacidn estd en
la K-&3 regula varios eventos celulares y par-
ticlpa 2n la szfallzaclén de mansra semejants
2 la fosforilacian. E! reconocimiento de las E1,
EZ v E3, no necesariameante s2 han vislumbra-
do a traves de su actlvidad, sino que zlgunas
de ellas =e han identificado por su estructura
primaria o secuencia nucleotidica. Dentro de
laz caracterizticas de estructura primarla de las
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Figura 2. La
interfarencia de las
toxinas bacrarianas

en 3 ubiquitinacion ¥
desubiguitinacion,

Las toxinas bacterianas
afectan &f proceso

de ubiquitinacion v
desubiguitinacion. Por
un lado, mimetizando
enzimas EJ que
fendran proteinas
blanco diferentes al
haspedero (TpaH9. 8}
con ef fin de conducitlas
a su dagradacidn. Por
otro lado, producen
pretainas que aiiminan
la ubiguitinacion

(DUEB) de lzs proteinas
marcadss por el
hospedera (Yood) para
evitar su degradacion.
Estos mecanismas
cdisminuyen ia
respuesta inmune del

haospedero € Inclinan Ubiguitina o~

a3 balanza en favor . W

de la sobrevivencia Yapl Rpo?
bacteriana. e g if'

Degradacian por
el proteosoma

proteinas E2 v principalmente E3, se han hacho
distinciones gue han sentado las bases para |a
sub-clasificacion en familias. La ubiguitinacian
de una proteina == un proceso revarsible, la
separacion de lz Ub, 25 catalizada por las enzi-
mas de desubiquitinacion (DUB), estas proteinas
funcionan aditande a las profeinas conjugadas
con Ub y removiendao la Ub de sstas (Fig. 2). Adn
se conoce poco sobre la funcién de las enzimas
participantes en la DUB, pera se sabe que astan
presentes 2n todas las células eucariotas.

Las DUBE incluyen meataloproteaszas (JAMM/
MPN+) v cisteina proteasas, gue s secretan
camo enzimas activas, pero requisren de |a
nresencia de Uk para farmar |a triada catalitica
activa (1).

MECANISMOS BACTERIANOS QUE INTER-
VIENEM EN LA UBIQUITINACION-DESUBI-
QUITINACION

Ectudios de la interaccicn entre |z bacteria y Ia
célula blanco, han revelado en la Gltima década

El activadora

Benitez-Guzman A, Torres-Marguez ME

Toxinas que
Desubiquitinan

Toxinas que

Ubiquitinan
‘;’ Bacteria
= @ O A
acarreadora y 3
E3 Ligasa '

Factores de
transcripcion

una encrme diversidad de procesos celulares gque
son modulados por petogenos Gram-paositivos y
Gram-negativos., En el caso de |las bacterias
Gram negativas axisten cinco™ diferentas tipos
de secrzcion (TSS), divididos en dos grupes: =l
dependients de translocacidn/contacto, 2n el
cual el patégenoe libera |z toxina directameante al
citosol de lz ceélula blanco TSS3 y TS54 y el de
secrecion al ambiente extracelular TSS1, T552,
TSS5 (2). Se ha observado que las proteinas
afectorzs transpaortazdas por los TS553/4, tales
como SopB, SopDl, SopEl y AvrA, tienan simi-
litud con proteinas eucariotas. SopB/SopD, son
fosfatasas de fosfatildil inosital semejantes a las
FI4 fosfatasas de eucarictes, SopEl es un afi-
ciante intercambiador de nucledtidos da gquanina
[GEF) para las Rac v Cdc42 de eucariotas v la
AvrA 8=z una proteina con semejanza estructural
v funcional a las desubiquitinasas de eucariotes,
La impaortancia de estas proteinas estriba en gue
*Durante (& edicidén de éste trabajo s reconocizron
otros dos tipos de TS5, por lo que ahora son siete
Y oNe Cincd.
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participan en procesos come: la modulacién del
citoesgueleto, donde interfiaren con microtd-
bulos de actinz v filamentos intermedics (Racy
Coca2); tambign alteran etapas ecpecificas de
las wias endociticas (fosfatasss de PI4P) y vias
de sefalizacién en donds 2l proceso de ubiquiti-
nacion [AvrA) jusga un papel importants.

Se ha encontrade que las toxinas bacterianas
interfieren con fa respuesta inflamatoria, ma-
dulamds |2 ubiguitinacion a través de generar
sefiales distintas a2 las del hospedere (por sus
proteinas semajantes 2 E3) o eliminar la uhbi-
quitinacian regulada por el hospedero (con sus
proteinas semejantes a DUBR). Las toxinas con
actividades semejantes a E3 o DUB sg enlistan
en laTabla 1 v las mas estudiadas se deccriben
& continuacian.

EFECTORES BACTERIANQOS CON ACTIVIDAD
DE E3-LIGASA

Sop A. Es secretada mediante el TSS2 por Sal-
menella enterica sero-variedad Tyohimurium,
patagenc intracelular Tacultative gue celoniza el
intestino delgado v sebravive al atague de las
c2lulas fagociticas dentro del fagosoma. Sopa
tiene un pepsel importants en |z induccion de la
respuesta inflamatoria al promaover la migracion
trans-epitelial de leucocitas polimorfonucleares
(PMM]. Recientemente (3) s& ha encontrado gue
Soph es una E3 de la familia HECT (Fig. 2}, que
tieme camo enzimas canjugantes (E2) in vitko a
las UbcHSa, UbcHSc v UbcH7, mismas que par-
ticipan en 2l proceso inflamatorico. La actividad
de ligasa es importante para la migracian trans-
epitelial, pero los sustratos a ser ubiguitinadaos
par esta enzime aun ne se conecen,

IpaH 9.8. Es otro efzctor secretado por
Shigella dentre de las celulas blance, donde
ésta s transloca al nucleo. Recientaments se
demaostro que IpaH9.8 es una ligasa E3Ub (Fig.
2). 5u caracterizacion bioquimica fue llevada a
cabo usandao el modelo de Saccharamyces como
célula adoptiva (4). En este sistama, IpaH9.8
maostro interferancia con la respuesta an la ruta
de s2falizacidn de feramana, pues zl ubiquitinar
2 la MAPZK Ste?. interrumpe |a cascada hacia
MAPK. IpaH%.8 una a U2AF*, proteina gua par-
ticipa en la sintesis de interleucinas (IL) inflama-
torias, v se ha propuesto gue Ipa=9.8 participa
en la ubiquitinacion dirigiende @ UZAF* hacia
su degradacidn para disminuir la inflamacidn.
Qtras proteinas bacterianas come la SspHL de
Salmonella can homologia en el dominio de
ligasa E3 interaccionan con |z proteina cinasa
N1 (FKM1) de sus hospederos (5).

EFECTORES BACTERIANOS CON ACCION DE
DESUBIQUITINACION

Yopl/P. Son toxinas secretadas por el TS53 de
¥Yersinia pseudotuberculcsis v ¥, enterocalitica
raspectivaments, inhiban la canjugacian de
SUMO-1 (proteina parecida a la ubiquitina) con
sus proteinas blance en el hospedero., Particular-
mente pueden desubigquitinar a Iz proteina que
enlaza a la cinasa inhibidora de NF<B (TKBm) v
evitar con esto su degradacien por el proteosoe-
ma, ver Fig. 2 (&).

Ssel. Es unz toxina de Salmonella capaz de
enlazar Ub, in vitro mueastra actividad de DUB
(Fig. 2) y su efecto al infactar celulas epitalia-
les o macrofages con una mutante inactiva es
el de aumentar protainas ubiguitinades, lo qus
sugiere que también in vivo participa con su
actividad DUB (7). El efecta de Ssel no es sobre
la IKBn, paro si sobre blancos que estimulan los
efectos citobéxicos de la bacteria en el estado
ardio de la infeccian vy dado gue sus blancas
de preferencia son aguelles ubiguitinades en la
K&3, as posible gue interfiera con procesos de
transduccion,

Chla-Dub1 y Chla-Dub2. Lz actividad de
estas toxinas se determino gracias a la exis-
tencia de compuestos enlazadas 2 ubiquitina,
al utilizar lisados de celulas Hela infectadas
con Chlampdia trachomatis. La inmunopreci-
pitacién de las oroteinas con la Ub ravelo dos
prateinas que se caracterizaron par espectro-
fotometria de masas v se determinaron coma
pertenaciantes a las DUB (8). Su actividad
de desubiguitinacion (Fig. 2) y desnedilacién
(MEDD es otro homdlogo de la ubiguitina) fue
comprebada fm witro pere sus blancos c2lulares
aun no se establecen,

QspG. Mo es precisamente una DUB, perc se
agrupa con éstas pues inhibe la ubiquitinacién
en los eventos que se dan entre la accian de E2
v E3. Esta toxina de Shigeiia puede inhihir la
degradacion de IKBa inducida por TNF, tiene ac-
tividad de cinasa e interactia con la 2 UbkcHSh.
La actividad de cinasa no tiene ningun efecta
sobre la actividad conjugadara de ubiguiting de
la E2, no obstante se piensa que interfisre en
el proceso de ubiguitinacion de la fosfo-1KBa,
posiblemente fosfarilando algan companente
del complejo SCFMC? (g9,

Otra texina no identificada de Salmonelia
no patdgena interfiere con la ubiquitinacian de
IKBw, sin interferir con la fosforilacion, lo que
inhibe su degradacién. La inhibicion dz la ubi-
guitinacion es especifica para los sustratos [KBu:
¥ w-catening del complejo E3-SCFETF (10]).
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TABLA 1
TOXINAS QUE MODIFICAN LA UB/DUB
Protaina Bactaria que hFI:u:E:!“:lzl sifl;;r':et'clla Degradacidn en Modo de accidn ’:-'Fi'r?lﬁle?\:ilaa
Bactariana la sacrata hospedera  ubiguitinacion el proteocsoama del afactar hateriang
AVrFTal Psaudamoana ? Auta ubigul- ? Ligaza E3-Lh da |2 Ligasa E3-Uk de AvrPros
sprngas gy tinacian de caja U de RING supresien de la muerte
romato Avrtol celular
Exoll Pa=ydomona ? ExzolU K53 bi-Ub Mo T ¥
ASraginesa
GALA Raictonis sola- 2 ? 2 Proteinas de caja 7 Galhs requeridas para
nacsarun semnejante en plantas  la virvlengiz completa
en diferantes plantas
Hapi Pseudamons ATMINT AT ATMINT Reclutamiento de AT-  HogML suzrime g in-
MINF por HopM1 para  munidad innata del hos=
Iz dagradacion. pedera
Qapc Shigalla L eue - Praviase Praviaps = Inflka SCPve upe CapG pravises |8 uklaqul-
Aexnet? neds Fosfe-lkBa w43 degradachin de VocHS E2 Inacken v degradaclan
LacHSh peli-Ut fasfo-lIkBo de fosfo-lBeo
SePA salmaneis HiRMa1 Sops Ked-poll-  SoepA 7 Ublquitinacidn de Sopa
fymhmunwm Lk por |sRIFAL 25 necaca-
riz para que Saimanaliz
salga de les vaousies
Saph Salmaona=iz ? Auta ubiguiti- ? Sopd as una Uk liga-  Mono Ub ce Sopt no
recidn de Sops s& de HECT E3 s raquerida para gue
[mono-uk) Salmonalla salgs de las
vacualas, incluida en la
rrigracian transepitelizl
de neutrefilos
SopB Satmaneiiz 2 SOopE k45-pali-  degradacidn 7 Sopd ncduce Iz polime-
Hyphpmonom (B=] independiente d= rizacian de actina y la
proteosoma SopB entrada d= |a bacisria
Chla-Dubl v Chiamydia ? Inbibe SCF- 7 7 7
Chla-Dukd  Hrechemals wne WkeHS E2
Saal Salmanalia ? ? 7 7 Enlaza da Ub
SopE Salmaonaliz E SopE k4&-poli=  SapE 2 SopE induce 2| arreglo
Lpphpmociom L de Iz zctinzg v |z inker-
nalizacibn bactaria
VIrF AgroBacierium WIPL 2 Degradacln Protelnade laceja F o Inhlblelon quimica del
tumefaciens directa 2= VIPL & protsocsama, inthibe la
indirecta de WirEz transformacion natural
potb &l protecsoma de T-OHA
¥agk Yersinia enie- WYopE k48-poii-  YapE kS 3
roceitica Ui
Yol Yersinia psew-  IKKE IKEE mong-Ub - Mo Dresublguitinasa Yopd Inhlbe el complejo
daotuberculosis IxK., de ahlgus Inhibela
activacian de NF=-wB
Yamd Yarzin/e paei-  TRAFZ, TRAFZ v TRAFS  Pravians |2 Dasublguitinasa Yopl blagusa [a res-
dotubsrculosis TRAFS, [Ba KE3-poli-Ub degradacidn de puesta inflamatoria sor
1Bz Inhfblclén de NF-kB ¥
rutas Moark
YapP ia ente-  TRAFS, NEMD y TRAFE  Previens |3 Desublguitinasa TopF bloquea la res-
rocoiitics MNEMD KEZ-pol-Ub degradzacidn de puzasta Inflamatorda por
1B inhibicion de MF-«B y
rutas MAPK
YagP TAK1, TABL ¢ ? Uns TABL para infioir Bloguesa 2 respuesta in-

rocoiitica

Iz actividad Takl,
Afacta la ublguitina-
cion de TAEL v TAKL

flamatarla por inhibicldn
cle MNF-KB Yy ricas Mopk
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TABLA 2
TOXINAS QUE MODIFICAN LA ACTIVACION DE MAPK EN LA ACTIVACION DE NFxB

Bacteria que Proteina blanco

Mecanismo de accign

Papel en la virulencia

Toxins la secreta del hospedero del efector bacteriana
i 2 Acetilacion y By ion ¢ Isminuys y
Yop J Varsinis MEKG, MEK2 c=t _'ai:llnn ¥ prevencion de !:)IEI'I'I nuyzs la respuesta
la fosforilacian inmune
Yop3 Ve IKK 1y f Aceti!fc!nn ¥ prevencién de Inh!De Ie_ sintesis de factores
la fosfarilacian antiapoptoticos
IpaHS.& Shigeila MEX (St=7) Ubiquitinacidn de U2AF35 Disminucion de la infamacién
i i 5 ; Inhibe lz activacion de MAPK
SptP Salmonella Raf-1 ; 43144 via Raf
; - g T T
SspH SSmoneId gy Ubiquitinacian de PKNL :Jr;ti;'_'g SRR RN el

tiphymiwricem

Los procesos de regulacion de los eventos de
UB-DUE 2n las que participan las toxinas bacte-
rianas intervienen en la respuasta inflamatoria
teniendo como consecuenciz la inhibicién de
NFkB. Qtra de las cascadas involucradas en la
regulacidon de éste factor de transcripcion son
las MAPK v a continuacidn sz analiza lo que =z
ha estudiado de estas mecanismos hasta ahara vy
en la Tabla 2 s2 enlistan las toxinas que afactan
a ecta via.

LA FAMILIA DE LAS MAPK CINASAS

Oe manera breve sz pusde decir que una vez
gue los receptores 2 los PAMP se activan, se
desencadana |a fosforilacidn secuencial que llava
a |la activacion de las MAPK p3EB.

La cazcada de MAPK, estd integrada por 3
Compaonentes secuenciales que se activan por
fosforilacion: las proteinas llamadas proteinas
cinasas de las cinasas de MAFK (MAP3-K), que
activan a las MAP 2- cinasas (MAP2K), gue a
su vez activan a las MAPK, Todas tienen come
caracteristica genesral un motive de TXY, difie-
ren entre ellas per el amineicide intermedio.
La fosforilacian de la T v la ¥ dentro del asa de
activacion es necesaria pere que se encuentren
en su forma activa. Las MAFK. se dividen en
tres familias principales: a) las originalmente
denaminadas cinasas reguladas par sefaleas
extracelulares (ERK1/2 o p42/44), cuyo dominio
de modulacidn es TEY, esta gran familia se di-
vide en 2 grupos: ERK1 vy ERKZ, vy el otro grupe
conformado por: ERKZ, ERKS, ERK? v ERKE,
estas Oltimas consideradas come |as cinasas de
gran tamafio pues sus pesos radican entre &0
¥ 100kD, b) las cinasas p38 {incluyen a la v, B,
+y 3) con un daminio de activacion TGY. ¢ las

cinasas del amino terminal de c-Jun {IMK) gue
contienen la secuencia TPY como dominio de
activacion v se dividan en INK1, JNK2Z v INK3.

La respuesta a la activacion de los recepto-
res a PAMP inicia con el encendide de las dos
MAaP2K: las cinasas-1 activadas por el factor
de crecimiento transformante § (TAK1) v las
cinasas del linaje mixta {MLK), las gue son
reciutadas por el factor-6 ascciado al receptor
de THNF {TRAF&) para su activacidn. El siguients
eslabon en la cascada corresponde a las MAP2ZK
3/6, que focfarilan a la MAPK p38.

INHIBICION DE LA ViA DE SENALIZACION
DE MAFPK

OspF. E5 una texina producida per Shigella
flaxneri, una bacteria intracelular faculcativa
gue afecta al humano causdndole diarrea se-
vera; la texinag es invectada a la calula blanco
por medio del T3S3 o inyectosoma, Esta toxina
gntra sus diferentes acciones tiene actividad de
fosfotreonina liase en la cascada de las MAFK,
lo que implica que hidroliza al fosfohidroxila del
residuc de fosfotreonina del sitio activo da la
cinasa. Estz accién no solo previzne la activa-
cicn de la MAPK, sino gus ademas avite que esta
ce realice pasteriormente, pues deja al recidus
de trecnina sin 2l hidroxila fostorilable v par lo
tanto, mientras la preteina no s2 recambie no
serd sensible a la activacian. Esta accian difiere
de las vias convencionales de regulacian de las
MAPK, |levada a cabe por |as fosfatasas, pues an
este caso la fosforilacién resultante dependera
de la velocidad de reaccidn hacia un lado u otro
de |la via, mientras gue la accion de la liasa es
irreversible, QspF tieng come blance a pd42/44
y P38 a tiempos cortos (30 min), mientras gue
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INK puede zer inactivada pero a tiempos mas
largos (3 h), 2n el sistama sustifuto de lava-
duras puzde tener como blanco al equivalenta
de pd42/44 (KS51 y FUS3) o & p38 (HOGL) v &
SLTZ2 gue participa en la formacion de |la pared
cealular, sin equivalente aparente en células ani-
males (11). Otra toxing con posiole actividad
de liasa 25 la SpvC de Salmaonella.

INTERFERENCIA CON REACCIONES CASCA-
DA ARRIEBA DE MAPK

La toxinag Yop 1, suprime lz respuesta inmune
par madio de la acetilacian del sitio activo de
las cinasas de las cascadas de MAPK v de NFeB
¥ por kanto previene su activacion. Yop 1 ace-
tila los residuos S v T del asa de activacion de
MAP2KE (12), también acetila dos residucs S
en la MAP2K y un residuo de T consarvado en
las IKKe v [ (13}, La inhibicién cascada arriba
de MAPK, previene entonces su activacion y al
encendido de genes como el que cadifica para
[a IL& que participan en &l proceso inflamatoria,

SptP es una toxina de Salmonella gque inhibe
la activacion de MAPK42/44 mediada por Raf-1,
gue es una MAP3E (14). La SptP contiene dos
daminias funcianales independientes: &l amino
terminal tiene funcion activadora de GTPasa
{GAP) v el extremo carboxilo cantiene la activi-
dad de fosfatasada ¥ [(15). Ambos dominios za
requigren para gue realice su funcidn, aungue s2
desconoce exactamente si la interfarencia de la
tox¥ina s por inhibicién de la actividad da cinasa
de la MAP3K o0 de la MAPZK. Es de interss deter-
minar la participacidn de Raf-1 en la respuasta
inmune parz dar cuanta de |la especificidad de
SptP, pues la toxina no interfiere con la activa-
cign de MAPK42/44 mediada por las MAP2K 1/2.

CONCLUSION

La aliminacion da petdgenos es unc da los pro-
cesos que regula la inmunidad innata. El primer

Benitez-Guzman A, Torres-Marguez ME

avento sp este procesa &3 el reconacimiento
de regiones especificas de éstos mediante re-
captores, el siguignte evento a5 la cascada de
sefalizacidn aque transduce esta =efal, para
que 2n tarcer lugar 52 promueva la respuesta
inflamatoria. Es la transduccién de saiiales 2|
avento que s va interrumpide por toxinas bac-
terianas, puesto que una de sus astrategias es
imtarferirv/o mimatizar los procezos de UB-DUEB.
Lz interferencia de las toxinas en la via de la
Uk, impide |2 degradacian de las proteinas que
inhiben la respuesta inflamatoria (ie, IKKA), v
protege a algunas proteinas bacterianas mar-
cadas para su degradacién. El conacimienta de
aste mecanismo de accién patdgena bacteriana
es relativamsante nuevo v &l nimearo de toxinas
que tienen ésta funcion va en aumento. Algu-
nas toxinas comeo Yopld inhiben ademas la via
de activacion de MAPK &n el marca de la res-
puesta inflamataria, pues evitan la activacion
de NFxB y por tanto la sintesis de IL. Algunas
toxinas cantienen, dentro de su estructura,
mas de una Tuncion come es &l caso de Yapl,
lo gue fortalece su virulencia por varios flancos
que paosiblemente estan participando en dife-
rentes estadics de la infeccion. Se desconoce
sl astns mecanismos de accidn de las toxinas
Dacterianas son exclusives para aguellas que
antran directamente en contacto con el interior
de las células, perteneciantes al TSS53/4, pues
son hasta ahora de las gue s2 ha reportade.
El conccimiento de los efectos que las toxinas
bacterianas tienen sobre sus hospederas per-
mitird eventualmente establecer terapias mas
aeficaces, para combatir |as infecciones, v para
avitar los dafios gue s generan come secuelas
de la infeccion bacteriana.
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Abziract: Plasmid sncoded proteiz (Per), 2 preduc: of £ coll, mflirzies leakocyze in sxperimeztal modsls and 2ct on
macrophages as 2 chemokine. As 3= immu=s response archeseratar, macrophages play an smportant rale m induring pro-
mflammatery cytokimes. I2 ikis work, we wsted whetber iz macrophagss Pat stimulates 26 expression of L], TNFe, MIF
apd the mmtagomst IL1IRa Ws also sougkt the IKEof W3S pattwey as 2 posstble mediator We found that ndeed Pet
incrsases the mRNA of inflammatery cytokizes and the anfagomiss IL1Ra with differcnt rates a=d kinstics therough te
IKE=f/NFxB patzway, whick conld be consistent 2 a factor = chromic inflammansn.

Keywords: Plasmid encoded protein. mflammaton, signal ransducton, IBD, macrephaze

INTRODUCTION

Serin proteases, of the Enwrobacwriscese family
(SPATES), share homology and are widaly dismributed. They
are secreted by all filogaeatic zroups, AB1.B1. D and E; of
£ coli [1, 2]. Plasmid enceded profein (Pef) is a member of
SPATES withim the IzAl proteases subfamily. It 1=
reportedly a  byproduct of the 042 smain  of
spteroaggregative Ercherichia colf, encoded fm a 65MDa
plasmid related o in adherence that has a molecular
weizht of 108 kDa [3]. Pet acrs a5 a chemokme for
macrophages [4] process with great relsvance for
inflammation. Aerobic cultures of colon obtained fom IED,
Crokn's disease and colon cancer patismis showed a stiking
increase m bacteria where half were E. coli [5].

By secretimg cytokimes that stimmlate the immune
response, macrophages actively participate in inflammartory
bowel diseases (IBD), such as ulcerative colitis and Crohn's
disease [6]. Cymokimes, interleukin (IL) ILI, mmeor necrosts
factor @ (INFa), macrophage migration mhibitery factor

acd the antmagonist of imerlenkic-l receptor (IL1Ra)
have besn found to participats in IBD [7, 8], where toll-like
receptor (TLE) seem %0 wmigger thenr sscretion TLR
signaling implies the activarion of inflammasomes andior
rapnscription  factors such as NEwB to stimulate the
production of the inflammawry cyiokizes amnd cyiokine
antagonist mentioped earlier [9-11] The IEEafy are
eszential components upsteam of the NFxE canonical
patway. When the kipase complex i3 activated it
phosphoryiates the IxB, regulatory proteins of NFxE.

* Addrass 1o this sother at the Biocharmistry Doparssent,
School of Madicine. UNAM. Apdo. Pestal 70- 1%, 04510 DF, Mexice: Tal:
(3233) 36232510, Faor (7237) 36162419,

E-meis TS SR 0T O B, TR e il o

1574226211

enablivg its release and further translocation to the nucleas.
Dunce io the pucleus, NFxB promotes the gene expressioc of
inflammation cytokines or other gepes mvolved w survival,
apopiosis and cell drviston [12].

In the pressmr work we report tha: Per induces the
exprassion of cytokines, IL1, TNFe, MIF 2cd the antagoenist
IL1Ra through the IKEofNFxB pathway. This would
suggest that E coli toxins, such as Pet, are imporsant
coninbuting factors to the establishment of inflammation and
IBD

MATERIAT AND METHODS
Cell Cultures

Cells of the murire macrophage Ime 1774 wers prown m
BPMI medium (cat. R6504 Sipma. USA). supplementad
with I mM glutamire (Car. 25030-149, Gioco USA), ImM
non-gssential aminaacids (Cat 111450, Gibco USA), ImM
sodium pyruvate (Cat 11360070, Gibco USA), and 10%
FBS (Cat. 10437010, Gibco USA).

Pet Purification

The Pet clone pCEFN] was grown n LB broth. The Pat
purificatzon procedurz was performed as described by
Villaseca e al [13] with only slicht modifications. The
modificaton consisted of concentrating the protein, using the
50kDa Amicon Ultra-15 membrane (cat. UFC 903024,
Millipors USA), before filmadon through the andomic
sxchapge column Pet and media used thorough the
experiments confained <0.123EU'm] endotoxinlP5 (data
not shown).

Chemotazis

Chemoraxis expenments wers carmiad our in 2 Bovden's
chamber 25 described by Morales er gl [14). We used
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Per Induce: Cravkme:

macrophages instead of mopocyres. However the same
conditiors m terms of cell sumber (310", Pet concentranon

(5.8 pg/ml) and nme (90 min). were applied.
RNA Protection Assay (RPA)

The mRNA was obnained from § x10° cells previously
incubated with 20sg/'ml cyclobeximide zed then exposed 1o
serun-free media ¢ 200ng'ml of Pet for 10 and 30
mm. and for 1, 3, 6, 11, and 24 b The cells were then Iysed
with Trizel (car 10296-028 Iovirogen USA), and RNA was
extacted with RNAeasy min: kit (cat. 74104, Qiagen USA),
according 1o masufacturer msTuCnODS.
Complementary RNA for the mCE- and mCE-3b
Multi-Probe Templates Sets (cat 556136, 356158) were
syathesized, starting with 10 ng of probe by means
of kit 556850, in the presence of “P-UTP, according to
manufacturer mstructions, The mux where the reaction took
place contained 10 g of RNA and all procedures followed
the mapufacturer’s imstuctions om kit 336134 from
(BD, USA) Protected fragments were subjectzd
to a 6% PAGE contzining 40% urea all dissolved in TBE.
The gels were dried, upcnd o phosphorimager plates md
read on et for amalysis. The quantificaton
was :me b;%u:ﬁl:d software Lab Works (Cambridge
UK). The results are expressad as a rato of ¢DNA of
cytokine cytokive antagonist to cDNA of the housekeeping
ribosomal protein L32,

IKKop Detection

Tl 7774 cells (3x10" /dish) were mcubated for 3§ hours,
then exposed at indicated times to serum-free medium
contaizing 200 ng/ml Pet Cells were lvsed with 2 Laemmli
buffer Proteins were separated by SDS-PAGE at 8% =nd
wansferred o PVDF membranes. The KK o) were detectad
by means of the actibody nu-;ﬁﬂipﬁlln IEEaf (cat
2697, Cell Sigraling USA) and ECL. The conwol load was
monitored with an amt-actim Ab (ot sc-843), Sm Crz
Biowchool USA} NFxB pathway mhibition

Sxperments
ware 10uM surfactn from Bacilius subitilis
(cat. 53523, Smﬁﬂ) dissolved m serum-free medium
and pre-mcubated for 1 b prior to Pet cell exposure.

RESULTS

Under v virro conditions we found that in our cell ine
model from munne mice Pet indeed i3 a potent
chemoattractant (Fig. 1), as has been shown for humanm
macrophages.

Pet Induces Expression of MIF, IL1, TNFo, and IL1Ra
mRENAs

Pet has beer shown 1o induce leukocyte infilration o a
rat intestinal loop model. suggesting a possible mnflammatory
process [15]. The inflammanior is mainly orchesmated by
macrophages and dendritic cells [16]. and IL secretion by
wmacrophages one of the major conmbunpg events [17]
Hence, we decided to explore whether Pet was able to induce
the production of pro-inflammatory apd anti-inflammatory
IL in macrophages. In Fig. (1) &t cubeuhmdlhatll!
MIF, TNFa and IL1Ra mBRNAs are produced after the
addition of Pet to the cells. The ILL0 expression was without
modification. Basal expression levels are quite differsnt,
with TNFa and MIF more abundant than IL] or ILIRa It

The Open [Immumology Jowrnal 2011, Velume 4 17

can 2lso be observed that mdesd Pet the three
cyiokmes: and the cytokme atagomnist with kinerics
The fastest cywkime induced by Pet was TNFa starung at [0
mm (1.8 fold over basal) acd strongly sustamed for 3 h
bafors to its basal level Pet induced the siog
nfhﬂfrm between 10 and 30 min (48% wm}
reaching 60%. over basal at 3 b a response that was sustamed
for 12h The kinetics for IL1 expression increases two fold
over basal at 30 min, and reaches a four-fold increase by the
third hour of sumulatior, and finally a slight decrease 2t 12k
post-sumulaton. Pet also mdncun.lhmmm%
2t 3 h post-stimulation, and up wo 2 six fold over
stimulaton; by tse 12 h post Pet sumulus.

3

-

Pet 10 ug

Fig (1). Per muimulare: chemotaziz in J744 macrophage:. Calls
wurs stimubited witheut or with 10ug of Pet or 4lmg /ml of
rrmowm-ernm (ZAS) iz seromefes medizm  The resmin are
axpramsed 21 parcastage of Zai-mduced reiponie i=d represent ke
rranngs = 3E of two different exparimants performed by duplicass

Pet Stimulates the Activation of IKKap

NFxB 15 ooe of the most common pathwavs 10 sumulate
the cywkine secretion [18]. The canomical pathways involve
the upsweam activaton of IKKep lex by the
phnsphonhunuof&ch]'a"-‘ndlllﬁ , and Ser
176 and 180 for IKKa [19]. In order to test whether Pet is
capable of somulating this pathway we exposed
mn:mphges at different times with the twxin and

the phosphorylaton of the kinases with

mn‘bodns. It was observed (Fig. 3) that IEEap
phosphorylation was present § min after incubation with Pet
The actvation peak (four fold) was reached at 1 hour. The
activity is brought to almost basal levels after 3 h of
incubation with Pet.

NFxB Pathway Mediates Pet-Induced Cviokine anmd
Crytokine Antagomist Expression

To comelate the Pet-induced cyrokice and ILIRa
exprassion with the IKEaANFxB pathway, we used the
Bacilius subtiliz protein surfactin a5 am mﬁim [20] of the
IKEod/NFxB pathway, we examined the affects it mighe
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Fig. (2) Pee stimulates MIF, ILI, TNFo and IL1Ka expression in J744 macrophages. Calls wers menbeted withent or wik 100 =g Pet
prot ‘ml at mdicated dmses in samum-Fes medium. Cyokizes and sntageniss IL1R2 mENA sxpression was detsemmmed by RPA The valuss
obizined from denmtozetzies of bends are sxpressed v the mtio of the gee iv wndy'L32. Tha results represent the average = 5E of duws

diffarent sxpermants

have on the inflammatory cytokires expression. In Fig. (4A)
we obsarved that macrophage pre-incubaton with surfactio
inhibirs the IKEad phosphorylation induced by Pet At the
same time, it inhibits the Pat-induced expression of MIF
(Fig_ 4B), TNFa (Fiz. 4C), IL1 (Fiz. 4D), and IL1Ra (Fig.
4E), Thess data smonsly suggest that Pat induced sxprassion
of the pro-inflammarary cywkines, MIF, TNFa and ILI, a3
wall as the aptapomist ILIR2 is mediated by the
IEEof/NFxB pathway.

DISCUSSION
Pet Stimulates the Production of Cviokine and IL1Ra
mRNAs

Le infilrator has besc observed im a rat
intestizal loop model imoculated with Pet. which supgests
inflammation of the bowel [15] In vitro, Pet has shown
chemotactic properties in human macrophages [4] and in
mice macrophages (this work) which could account for the
mmaction of cells to the site of the tisswe damage
Macrophages are key to the immune response [16], hence
our imtersst in kmowing how Per affects thewr acmwities
Inflammatory (pro- and anti-inflammatory) cytokine

production. such as IL1, TNFa and MIF, IL10. and the
aptagonist ILIRa is one of the outstanding events that take
place during the e inflammatory response [21,

22) We found that Pet represemted a high imtensity
inflammatery stmulas with effects ranging from nearky half
1w six omes over basal, for IL1, TNFa, MIF. It also
sumulxzd the producdon of the amtagomst IL1Ra2, ve: the
kinetics of such eveat would suzzest that the extended offact
of Pet on the macrophages is due 1o the muncoid effece, thar
results from its own IL]1 production The production of
IL1Ra regulates local effects of IL1 in endomerial cells
[23). IL1Ra iz produced after IL] inducton by a different
inflammatery stimmulus, such 25 Tammatic brain mpary [24]. I
15 worth ootng thai Pet did ot affect the expression of the
ant-tnflammatory IL10, which sugzests that by zeserating a
cellular response. rather than a Thl [23], nnbehn'm,_z a5 an
inflammatory stimulus.

The coatribution of each cyiekine vames. Pathaps an
increase in MIF expression could lead to a chronic
stimulation pattern oo the macrophage Mitchell er al [24]
have demonsmwated that MIF delays macrophage apopiosis,
extending its active half-life As 2 consequence of half-life
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Fig. (3). Pet sctivare: IXKef in 7744 macrophage:. Macrophage:s wase mncubated with or withext 200 og Pet protm! at the =dicased mmas
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msulting pTer-IEEepThr-IKER was detarmined 2s described mn Methods Prosein coztent load was mositorsd with an mmsti-actin Ab. The
results ars represenmatvs of 3 difecwnt sxperzments and 2re sxprestad as the ratio of pIKEal actin

increase, other functions are sustained (such as productior of
IL1), extending the inflammatory process. MIF secretion in
macrophages was also induced by the staphylococcal toxic
shock syndrome (TSS) toxin I (TSST-1) and the swepto-
coccal pyrogenic exofomin [27). Imterestimgly. Smaphylo-
coccal apd Sweptococcal bacterza or their woxins have also
been implicated in chronic inflammation pathologies [2€].

Pet sumulates ap interssting concerting effect on the
classical pro-imflammatory cytokines TNFo and IL1. The
expression of TNFa started very early and was sustamed at
least until 3h While IL1 peaked at 3 hours of Pet sumulacon
aed was sustzinad for rwelve hours. A different kimencs with
relsvapce to the effects was observed in the
dexman sulfate sodmm coktis-induced mouse model, where
TNFa and IL] were stimulated at acute and chropic modals,
however, TNFa sustained production was indispensable for
the chromic phase [29]. The pattern of IL1/IL1Ra expression
was similar to the one miggared by LPS mmﬁu’report
[30]. The balance of ILIILIRa assumes the role o
inflammation regulator [31] In chromic diseases it :s

ortant to keep inflammation within & manageabls range,
hence the need for the IL1/ILIRa balance; given that [L1Ra
bieds directly to the IL]1 receptor and is capable of avoiding
the exacerbation of the response [31, 33]. IBD panents have
shown [L1/IL1Ra mbalacce [34].

NFxB Mediates the Cytokime and the Antagonist IL1IRa
Expression Induced by Pet

NFxB is the classic pathways to sumulate cytokine
production. The capomical pathway that leads to NFxB
actvaton involves the ipation of IKKap [35] We
found that Pet actvated af and that its activation was
sensitive to surfactin This mhibitor of the NFxB pathway
diminished the Pet stimulated cyiokine mduction which
suggests that the Pet effect is mediared NFxB
Surfactin abating effects on IL1 induction by LPS have been
reported [20]. The effect of surfacnr on IL1Ra expresson
could be 2 consequence of its effect on IL] producton. 1e
blocking the autacoid effect. The pamern of MIF, TNFa ILI
induction by Pet, mediated by the NFkB, sugzests that Pat
could cocmibute to chromc mfammation The role of key
nodes for IL1. TNFa acd NFxB has been found m different
chronic inflammatory diseases linked to cancer [36, 37]
Furthermore, SPATES have been found n patents suffering
from Crobz's diseass and ulcerative colins [38, 391 e
Crohn's disease and other IBD, the biota po
dymludmmmmdthlhmostﬁnnbmken[HJl]
where E. coli is one of the most sbundant species [42. 43

Perhaps its participation is largely due to their secreted
toxins.
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