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RESUMEN

Hace algunos afios en nuestro laboratorio se descubri6 la proteina CETPI, una
nueva isoforma de la proteina transferidora de ésteres de colesterol (CETP), cuya
diferencia radica en la region de su carboxilo terminal (C-terminal). En CETP, los
altimos 12 residuos forman una estructura hélice-a y se ha demostrado que este
segmento de la proteina es de gran importancia para su funcién. De manera
interesante, el carboxilo terminal de CETPI est4 constituido por 18 aminoacidos
con un alto contenido de prolinas y aminoacidos con carga positiva, dando como
resultado un segmento poco estructurado.

Al realizar alineamientos de secuencia y estructura tridimensional con proteinas
que pertenecen a la misma familia de CETP, se encontré6 que CETPI comparte
con la proteina bactericida/incrementadora de permeabilidad (BPI), los mas
importantes elementos estructurales incluyendo el plegamiento global en forma de
boomerang. No obstante, su identidad de secuencia de aminoacidos es sélo del
16%. Debido a su similitud estructural y a que poseen un mayor numero de
aminoacidos con carga positiva en la parte concava en comparaciéon con el
carboxilo terminal de CETP, se propuso que esta nueva isoforma puede tener la
capacidad de unién a lipopolisacaridos (LPS), que son componentes de la
membrana externa de las bacterias Gram-negativas y se caracterizan por
presentar cargas negativas. Cuando los LPS se encuentran libres en el torrente
sanguineo desencadenan una respuesta inflamatoria exacerbada. La inflamacion
puede generar que la circulacién sanguinea sea deficiente y con ello la disfuncién
de Organos vitales, ocasionando que el organismo entre en choque séptico.

Por lo anterior, resultdé de gran interés estudiar la funcion de la proteina CETPI que
se encuentra en plasma, pero cuya sintesis se lleva a cabo en el intestino delgado.
La hipotesis que se propuso fue que CETPI descrita por primera vez por nuestro
laboratorio tiene la capacidad de unirse a los LPS. Para comprobarlo, fue necesario
primero implementar las técnicas para la sobreexpresion y purificacion de la proteina
a partir de la construccion de un vector disefiado por nosotros para su traduccion en
células eucariontes. Sin embargo, debido a que por el método de transfeccion se
obtuvieron bajos rendimientos para la purificacién de la proteina, se decidi6 realizar
una serie de experimentos utilizando péptidos derivados del C-terminal de CETPI,
para asi generar bajo otro enfoque un primer acercamiento sobre la importancia de
la funcion fisiologica de esta proteina.

Para demostrar la interaccion de los péptidos y los LPS, fue necesario establecer un
protocolo en el que las propiedades de las moléculas no fueran modificadas para su
estudio. Realizando electroforesis en geles nativos de gradiente de poliacrilamida e
inmunotransferencia tipo Western blot, se evidencié que la union ocurre y es mayor
cuando se emplea el péptido de 18 aminoacidos (VSAK). Dicha unién se evaluo
utilizando diferentes serotipos de LPS, se caracteriza por ser de tipo electrostéatico

1



y estd determinada por la presencia de cargas negativas en el lipido A, el
componente agonista de los LPS.

Por otra parte, se encontré que la union del péptido VSAK a LPS no so6lo ocurre
bajo condiciones de cultivo celular sino que el péptido tiene la capacidad de
bloquear la unién de los LPS con receptores celulares. Después de haber
demostrado que el péptido no es téxico en diferentes tipos celulares, se probo el
péptido VSAK en un modelo experimental piloto desarrollado en conejos a los que
se les indujo choque séptico mediante la administracion de LPS. El experimento
demostré una tendencia del péptido VSAK en el control del incremento en la
temperatura de los animales en comparacion con el grupo al que se le
administraron LPS uUnicamente. Adicionalmente, los resultados obtenidos de las
muestras de suero de los conejos sugieren que el péptido VSAK es capaz de
disminuir la produccién de la citocina proinflamatoria TNFa.

Con base en los resultados obtenidos, consideramos que el trabajo de
investigaciéon de ciencia basica realizado en el laboratorio puede extrapolarse a la
innovacion tecnoldgica que permita el uso de péptidos derivados del C-terminal de
CETPI en la creacion de un tratamiento para la proteccion contra los efectos
nocivos de los LPS y el desarrollo de choque séptico. Ademas, el presente trabajo
proporciona evidencia experimental para fundamentar la propuesta de que la nueva
proteina CETPI descrita por primera vez en nuestro laboratorio, puede estar
involucrada en un mecanismo fisiol6gico natural de proteccién contra los LPS.



ABREVIATURAS

BPI: Proteina bactericida/incrementadora de permeabilidad

BSA: Albumina Sérica Bovina

C-terminal: Carboxilo terminal

CETP: Proteina transferidora de ésteres de colesterol

CETPI: Isoforma | de la proteina transferidora de ésteres de colesterol
CHO-S: Células de ovario de hamster chino adaptadas para crecimiento en suspension
DE: Desviacion estandar

EE: Error estandar

ELISA: Ensayo por inmunoabsorcién ligado a enzimas

EOC: Linea celular derivada de microglia

HDL: Lipoproteinas de alta densidad

HEK-293: Linea celular derivada de rifion

HepG2: Linea celular derivada de higado

LBP: Proteina de union a lipopolisacéaridos

LPS: Lipopolisacéaridos

uH: Momento hidrofébico

MTT: Ensayo de reduccion de la molécula 3-(4,5-dimetiltiazol-2-ilo) 2,5 bromuro

difeniltetrazolio

PLTP: Proteina transferidora de fosfolipidos

PLUNC: Clon proteico palatino pulmonar y del epitelio nasal
PmB: Polimixina B

RAW: Linea celular de macrofagos

SFB: Suero fetal bovino

TLR: Receptor tipo toll

TNFa: Factor de Necrosis Tumoral alfa



1. INTRODUCCION

1.1 CETPy CETPI

Con base en estudios filogenéticos, hace mas de una década se caracteriz6 una
familia de proteinas denominada PLUNC (clon proteico palatino pulmonar y del
epitelio nasal) que incluye a proteinas asociadas con funciones inmunologicas, asi
como proteinas relacionadas con la union y transporte de lipidos. En esta familia
se encuentran las proteinas LBP (proteina de union a lipopolisacaridos), BPI
(proteina  bactericida/incrementadora de permeabilidad), PLTP (proteina
transferidora de fosfolipidos) y CETP (proteina transferidora de ésteres de
colesterol). Tanto LBP como BPI juegan un papel importante en los mecanismos
regulatorios directamente asociados con la uniéon a LPS, mientras que CETP y
PLTP son dos proteinas clave en el transporte de lipidos entre lipoproteinas en el

plasma .

CETP es una proteina plasmatica secretada principalmente por el higado, que
promueve la transferencia de ésteres de colesterol y triglicéridos entre
lipoproteinas. Estudios de delecion y mutagénesis sitio especifica han mostrado
que el dominio C-terminal de CETP (Eusss-Sa76) estructurado como una hélice-a
anfipatica corresponde a una region critica para la transferencia de lipidos “. En el
laboratorio, se ha propuesto que este dominio tiene la propiedad de facilitar a
traves de transiciones desorden-al-orden la desorcion de lipidos sobre la superficie
de lipidos en la forma de micelas, mecanismo a través del cual CETP podria llevar

a cabo su funcion >°,



De forma interesante, con base en estudios realizados en nuestro laboratorio, se
describio la expresion de una nueva isoforma de CETP en conejos a la que se
denomin6 CETPI y cuya secuencia es de 491 aminoacidos. Esta proteina es
sintetizada exclusivamente en el intestino delgado y se ha identificado en el
plasma humano ’. CETPI se diferencia de CETP en que no tiene el exén 16, y 54
bases contenidas en el intron 15 forman parte del nuevo mRNA caracteristico de
CETPI, que en consecuencia sustituye los 24 residuos del extremo carboxilo
terminal presentes en CETP por una secuencia de 18 aminoacidos con un alto
contenido en prolinas y residuos con carga positiva ‘. Esta caracteristica implica la
sustitucion de la estructura hélice-a clave del carboxilo terminal de CETP por una
estructura secundaria que con base en estudios de prediccién puede mantenerse

desordenada en CETPI &,

Como se ha comentado, CETP pertenece a la familia de proteinas PLUNC entre
las que se encuentra la proteina BPI. Particularmente, CETP y BPI comparten los
mas importantes elementos estructurales, incluyendo el plegamiento global en
forma de boomerang, asi como la simetria y arquitectura de los dominios amino y
carboxilo &, a pesar de que su identidad de secuencia de aminoécidos es solo del
16%. No obstante, en la superficie concava tanto BPl como la nueva isoforma
CETPI no tienen el dominio clave hélice-a situado en el carboxilo terminal, y en su
lugar ambas proteinas presentan un alto contenido de aminoacidos con carga

positiva. En BPI, la distribucion de cargas positivas a lo largo de la superficie



concava de la proteina es importante para su funcion asociada con la unién a

LPS! (Figura 1).
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Figura 1. Estructura cristalografica de las proteinas BPI (A) y CETP (B). El alineamiento
estructural demuestra un alto grado de similitud estructural (C). Del lado derecho, con
esferas naranjas se destaca la presencia de aminoacidos con carga positiva en las proteinas
(D) y (E). Considerando que CETPI se diferencia de CETP en la secuencia de aminoacidos
del carboxilo terminal, en el panel (F) se encierran con naranja los aminoacidos con carga
positiva presentes en CETPI y no en CETP, dichos aminoacidos estan representados en la
figura (E) por la elipse naranja central. Imagenes obtenidas del Protein Data Bank, CETP:
2obd; BPI: 1bpl.



1.2 Proteinas y péptidos de unién alipopolisacéaridos

Como parte del sistema de inmunidad innata, los LPS deben estar unidos a una
proteina que trabaje como una molécula presentadora, para que asi sean
reconocidos por su receptor en la superficie celular. En el ser humano, dos
proteinas clave para la mediacion de la respuesta a la presencia de LPS en
circulacién son BPI y LBP. Estas proteinas como se ha mencionado pertenecen a
la misma familia y su estructura es similar, sin embargo sus funciones son
antagonicas. LBP al unirse a los LPS favorece la respuesta celular, mientras que
BPI al unirse a los LPS reduce la respuesta celular 3. De manera interesante, BPI
tiene una mayor afinidad por los LPS, por lo que se ha propuesto que tiene la
capacidad de prevenir la formacion del complejo LBP-LPS y disminuir los efectos

proinflamatorios®.

BPI es una proteina citoplasmética que se encuentra en los granulos primarios
(azurdfilos) de neutrdfilos, y tiene actividad antimicrobiana selectiva hacia
bacterias Gram-negativas °. Estudios realizados con esta proteina sugieren que
en el torrente sanguineo favorece la agregacion de los LPS*!. Particularmente, la

proteina BPI puede favorecer tres efectos:

I.  Actividad bactericida a través de la disrupciéon secuencial de la membrana

bacteriana externa e interna



lI.  Actividad neutralizadora de endotoxinas, formando complejos con los LPS,

y bloqueando la interaccion con los receptores del huésped.

lll.  Opsonizacion de las bacterias, de manera que se mantiene incrementada la

fagocitosis .

BPI presenta actividad contra diferentes tipos de bacterias Gram-negativas en
concentraciones nanomolares, reflejando una alta afinidad por el lipido A de los
LPS y en consecuencia una potente actividad neutralizadora. De hecho, se ha
reportado su expresion en células epiteliales del tracto gastrointestinal, la cavidad
oral y el tracto genitourinario, caracteristicas por las que BPI ha sido muy utilizada

en estudios clinicos 2.

Uno de los mecanismos de accion que se han propuesto para la funcion de
proteinas que interaccionan con LPS, como BPIl o LBP, es desplazando de la
membrana bacteriana cationes bivalentes como el calcio y el magnesio °. En este
sentido, mediante el estudio tanto de péptidos derivados de estas proteinas como
de péptidos disefiados, se ha demostrado que las interacciones electrostaticas asi
como la hidrofobicidad son caracteristicas clave para la union de los péptidos al

lipido A de los LPS *2.

De manera interesante, péptidos con estas caracteristicas han demostrado ser
capaces de ocasionar la disrupcion de los agregados de LPS, lo que se ha

correlacionado con su accion antimicrobiana 'y sus propiedades
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inmunomoduladoras del efecto endotéxico **. Adicionalmente, se ha reportado que
la presencia de residuos con carga positiva en la secuencia de estos péptidos es
de gran importancia, ya que favorece su afinidad por los LPS con carga negativa
atribuida a sus grupos fosfato. Sin embargo, la estructura secundaria del péptido
también juega un papel importante en la unién ***°,

El mecanismo de accion de los péptidos antimicrobianos es diverso, actian sobre
la membrana bacteriana u otros blancos no especificos, contrario a lo que ocurre
con los antibiéticos que actian sobre proteinas especificas. Por lo anterior, los
péptidos pueden ofrecer una nueva opcién terapéutica en una era con problemas
crecientes asociados con la resistencia a antibioticos y la incidencia de problemas
de inflamaciéon aguda y cronica. No obstante, aun no se cuenta con un potencial
tratamiento contra infecciones sistémicas generadas por bacterias Gram-

negativas™®.

Las razones por las que ocurre esto estan relacionadas con los costos y la
estabilidad estructural del péptido, lo que se ha traducido en la necesidad de
reducir el niUmero de aminoéacidos en el péptido para incrementar su estabilidad
quimica y evitar que sean degradados por peptidasas durante las etapas de
sintesis o bien una vez que han sido administrados, sin que esto modifique su

eficacia y sigan manteniendo baja toxicidad 2.



1.3 Lipopolisacaridos

Los LPS son glucolipidos fosforilados que forman parte estructural de la membrana
externa de las bacterias Gram-negativas exclusivamente (Figura 2 A y B). La
descripcion de los LPS se puede realizar identificando cuatro componentes: el
lipido A, un ndcleo interno, un nudcleo externo y el antigeno O (Figura 2 C). El
lipido A est& integrado por un esqueleto de diglucosamina 1,4-bifosforilada al cual
estan unidas cadenas acilo y que se ancla a los fosfolipidos de la monocapa
externa de la membrana externa de las bacterias Gram-negativas'’™°.

Dentro de la misma molécula de LPS, el nlcleo interno esta conformado por dos o
mas carbohidratos del tipo 2-ceto-3-acido deoxioctonico (KDO) que se unen a las
glucosaminas del lipido A, asi como dos o tres heptosas (L-glicero-D-mano-
heptosa) unidas al KDO, siendo ambos carbohidratos Unicos de bacterias. Sin
embargo, el nucleo externo tiene una composicion mas variable y esta integrado
por carbohidratos comunes. El antigeno O se mantiene unido al carbohidrato
terminal del ndcleo externo, sobresale de la pared bacteriana y es altamente
inmunogénico. Aunque el antigeno O estd compuesto por unidades repetidas de
oligosacaridos comunes, pueden existir diversas variantes entre especies y entre

cepas bacterianas en relacion al tipo de carbohidratos que lo conforman *’.
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Figura 2. Esquema de la pared celular de bacterias Gram-negativas (A) y Gram-positivas
(B). Estructura de los LPS, identificando sus componentes mas importantes (C). Figura
adaptada a partir de Schmidtchen y Malmsten, 2013.

Cada una de las especies de bacterias Gram-negativas tienen LPS Unicos, vy
muchas de estas variantes pueden residir en el lipido A. No obstante, las cadenas
acilo de los LPS siempre estan embebidas en la pared celular externa de la bacteria,
guedando expuestas Unicamente las glucosaminas fosforiladas del lipido IVA. Con
base en experimentos que conducen a la modificaciébn de las glucosaminas, se
demostré que su actividad endotéxica disminuye, por lo que se considera que son

las involucradas en la actividad agonista de los LPS "%,
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Cuando los LPS se encuentran incorporados a la bacteria no son toxicos, pero una
vez que son liberados de la pared bacteriana hacia el torrente sanguineo se les
consideran endotoxinas debido a la exacerbada respuesta inflamatoria que
desencadenan, ocasionando el desarrollo de choque séptico y en muchas

ocasiones la muerte %%,

1.4 Respuestainmunoldgica

Charles Janeway acuiié a finales de 1980 el término inmunidad innata y propuso la
existencia de receptores con patrones de reconocimiento especificos contra
patdgenos %. A partir de entonces y durante muchos afios la respuesta inmune
innata fue considerada relativamente sencilla comparada con la respuesta inmune
adquirida, sin embargo hoy en dia se sabe que es un proceso biolégico complejo en
el que las interacciones proteina-proteina son de gran importancia®. En las células
de mamifero la respuesta inmunoldgica a los LPS inicia con la interaccion de
proteinas séricas como LBP y receptores especificos y/o proteinas de unién del
sistema inmune tales como CD14 soluble (sCD14) en células mieloides y CD14 de
union a membrana (MCD14) presente en células endoteliales y epiteliales, lo cual da

lugar a la activacion celular a través de la via del receptor tipo toll 4 (TLR4)-MD-2

17,24-26

Los receptores tipo toll (TLRsS) son proteinas transmembranales que después de su

union al ligando microbiano se oligomerizan, reclutando adaptadores de sefal
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especificos para los dominios citoplasméaticos del receptor toll de la interleucina-1 (IL-
1). Dichos adaptadores dan inicio a una cadena de reacciones de fosforilacion y
ubiquitinacion. En particular, el receptor TLR-4 se acopla a dos proteinas
adaptadoras: MyD88 (Factor de Diferenciacion Mieloide 88) capaz de inducir la
produccion de citocinas proinflamatorias, y TRIF que es una proteina adaptadora
con dominio TIR que induce al interferon beta asi como la produccion de citocinas

proinflamatorias (Figura 3)*%.

Medio extracelt
A

b &4
000000004
A A AL

Citoplasma

roduccion
de citocinas

TNF IL-10
Temprano: 0.5-2h Tardio: >2 h
Proinflamatorio Antiinflamatorio

Figura 3. Respuesta inmune a LPS mediada por el receptor TLR-4. La union del
lipopolisacarido a TLR-4, induce el acoplamiento de las proteinas MyD88 y TRIF en el
dominio citoplasmatico del receptor. Estas proteinas reclutadas, inician cadenas de
sefializacién que favorecen a la liberacion de citocinas. En la imagen Unicamente se
representan TNF e IL-10 como ejemplo de los estados porinflamatorio o antiinflamatorio.
Figura adaptada a partir de Dickinson y Keyse, 2006.
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Uno de los tipos celulares en los que se expresan los TLR son los macrofagos, que
forman parte del sistema reticuloendotelial y son los encargados de la respuesta
primaria contra microrganismos. Los macréfagos eliminan a los microorganismos
invasores, evitan su proliferacion y  obstaculizan la disgregacion de sus
componentes toxicos. Ante el estimulo de LPS, generalmente son liberados
mediadores de la inflamacién tales como TNFa (Factor de Necrosis Tumoral alfa), IL-
1, IL-6, eicosanoides, factor activador de plaquetas (PAF), NO y especies reactivas

de oxigeno (Figura 4) *"%8,
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Figura 4. Representacion esquemaética de los efectos fisiolégicos ocasionados por la
respuesta inmunoldgica ante el desarrollo de una infeccidén. Figura adaptada a partir de
Annane, Bellisant y Cavaillon, 2005.
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La proteina LBP al unirse a los LPS facilita la asociacion del lipido A con CD14, de
manera que posteriormente este nuevo complejo LBP-lipido A-CD14, entra en
contacto con MD-2-TLR4 de macréfagos 2°%. A pesar de que se ha propuesto que
BPI puede contribuir en la regulacion de la respuesta proinflamatoria originada por
LBP, durante el desarrollo de una infeccién sistémica la subsecuente produccion de
altas cantidades de IL-1 y TNFo que son liberadas a la circulacion, generan
hipotensién y choque séptico 3.

Otro receptor capaz de reconocer a los LPS es el receptor scavenger clase A (SR-A).
Se propone que la unién al receptor scavenger puede ser un mecanismo de
proteccion, eliminando el exceso de microorganismos 0 Sus componentes,
previniendo asi la uniébn a CD14 y el subsecuente desarrollo de choque séptico,

razén por la cual el SR-A puede considerarse un receptor anti-inflamatorio *'.

1.5 Choque séptico

Como se menciond en el apartado anterior, la respuesta celular contra bacterias o
sus componentes, conlleva a la liberacion de una serie de mediadores de la
inflamacion (citocinas) que inducen la vasodilatacion y la sobreexpresion de
moléculas de adhesion. En consecuencia, se desencadenan una serie de
condiciones como la disminucion del ritmo cardiaco, extravasacion de neutrofilos y

monocitos, activacion de leucocitos, linfocitos y células endoteliales. Se ha
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propuesto que ademas de la estimulacién de la coagulacion por citocinas, los
componentes bacterianos  interactian directamente  con el sistema de

coagulacién y en caso de diseminarse esto ocasiona hipoperfusion e hipoxia .

Ademas de la hipoperfusion, la mucosa de la barrera intestinal se ve afectada con
la translocacion de las bacterias a los ndédulos linfaticos mesentéricos, y bajo
condiciones de estrés se dirige a otros érganos y a la circulacién *. Dentro de los
organos que pueden resultar afectados se encuentran los pulmones, higado y
riiones, cuya disfunciébn en conjunto con la presencia de hipoxia es un estado

caracteristico de pacientes con choque séptico 3.

En la practica clinica, el choque séptico es definido como un sindrome de
respuesta de inflamacion sistémica que se complica por la presencia de
hipotensién. El primer indicio para el diagnéstico de la presencia de una infeccion
en los pacientes es el incremento en la temperatura corporal, que esta relacionada
con la respuesta fisioldgica temprana a la presencia de LPS. Sin embargo a pesar
de realizar el diagndéstico, en muchas ocasiones la respuesta inmunolégica
exacerbada del organismo ocasiona el desarrollo de choque séptico. Este
padecimiento es una de las principales causas de muerte en las unidades de
cuidado intensivo, en donde una tercera parte de los casos son originados por
infecciones ocasionadas por bacterias Gram-negativas y actualmente no existe un

tratamiento eficaz para conterrestarlo®3¢.
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. HIPOTESIS

La nueva proteina CETPI descrita por primera vez en nuestro laboratorio
tendra la capacidad de unirse a los LPS y esta propiedad estara
determinada por la secuencia de la region del carboxilo terminal de la
proteina.

Péptidos derivados de la region del carboxilo terminal de CETPI
presentaran la capacidad de unirse a los LPS y podran generar un efecto

protector contra la toxicidad originada por los LPS tanto in vitro como in vivo.

. OBJETIVOS

Sobreexpresar en células eucariontes la proteina CETPI y purificarla.

Estudiar la propiedad de union de péptidos derivados del carboxilo terminal de
CETPI a los LPS a través de ensayos bioquimicos, espectrofotométricos e

inmunoenzimaticos.

Caracterizar la unién del péptido VSAK a los LPS en condiciones de cultivo

celular.

Evaluar el efecto del péptido VSAK en un experimento piloto de choque

séptico utilizando al conejo como animal experimental.
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4. MATERIALES Y METODOS

4.1 Disefio del plasmido pUC57- CETP y pUC57-CETPI

Mediante la consulta de la base de datos del NCBI (National Center for
Biotechnology Information), a la secuencia nucleotidica de los genes codificantes
para las holoproteinas CETP y CETPI de conejo in silico se les adiciond la
presecuencia de exportacion MLAATVLTLALLGNAH del gen codificante para
CETP de humano, con la finalidad de asegurar que las proteinas fuesen

exportadas al medio extracelular.

A través del servicio proporcionado por GenScript (Piscataway, E.U.) se llevo a cabo
la optimizacion de las secuencias de nucle6tidos considerando el tipo celular CHO-S
(células de ovario de hamster chino adaptadas para crecimiento en suspension,

ATCC). Dichas secuencias fueron recibidas como parte del vector pUC57.

4.2 Preparacion de células competentes

Una asada de células de Escherichia coli DH5a fue inoculada en 5 mL de medio
LB y se incub6 durante toda la noche a 37°C con agitacion de 250 rpm.
Posteriormente, en tubos eppendorf de 15 mL se inocularon 6 mL de medio SOC
(bactotriptona 2%, extracto de levadura 0.5%, NaCl 0.05%, MgCl, 10 mM, MgSO,

10 mM, glucosa 20 mM) con 100 pL del cultivo primario. Los tubos permanecieron
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a 37 °C con agitacion de 250 rpm hasta obtener una densidad 6ptica de 0.5,
medida a una longitud de onda de 500 nm. El cultivo resultante fue colocado en
hielo durante 10 min, se centrifugé a 1500 rpm a 4°C durante 12 min y la pastilla
se resuspendié con 0.8 mL de amortiguador TFBI frio (Acetato de potasio 30 mM,
pH 5.8, RbCI 100 mM, CaCl, 10 mM, MgCl, 50 mM, glicerol 15%). Se incubo en
hielo por 15 min, posteriormente se centrifugé a 2300 rpm a 4°C durante 12 min, la
pastilla fue resuspendida en 0.8 mL de TBFII frio (MOPS 10 mM, pH 6.5, RbCl mM,
CaCl, 75 mM, glicerol 15%) y se incub6 en hielo por 15 min. La suspensiéon se

distribuyd en alicuotas de 50 pL y fueron almacenadas a -70°C.

4.3 Transformacion de células competentes

Una alicuota de células competentes DH5a fue descongelada lentamente en hielo.
En un tubo eppendorf estéril de 1.5 mL se mezclaron 25 uL de la suspension
celular con 23.23 nM de plasmido pUC57-CETP y 12.78 nM de pUC57-CETPI
(Figura 5). Los tubos se incubaron en hielo durante 30 min, posteriormente las
células fueron sometidas a choque térmico de 42°C durante 90 s e
inmediatamente incubadas en hielo por 5 min. Se agregaron 500 uL de medio
SOC a cada tubo y se incub6 a 37°C con agitacion a 250 rpm durante 4 h. Se
centrifugaron los tubos con el crecimiento bacteriano a 8,000 rpm durante 3 min,
una vez retirado el sobrenadante, la pastilla se resuspendié con 100 pL de medio

LB conteniendo 100 pg/mL de ampicilina. A continuacion, las bacterias se
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sembraron en cajas LB-Agar con la misma concentracion de antibidtico y

permanecieron a 37°C durante toda la noche.

De las colonias obtenidas en las cajas, se seleccioné una de cada plasmido, se
inocularon en 5 mL de medio SOC con 100 pg/uL de ampicilina y se incubaron a
37°C con 250 rpm durante toda la noche. Al dia siguiente el crecimiento bacteriano
fue inoculado en 500 mL de medio LB con ampicilina 100 pg/uL, y nuevamente se
incubo durante 12 h a 37°C con una agitaciéon de 250 rpm. Para la subsecuente
purificacion de los plasmidos por lisis alcalina se empled el kit QIAGEN siguiendo

las instrucciones del proveedor.

Eco01091 26938 Pfol 46  SBsiAPl 179

Aatil 2641 Ndel 183
Sspl 2525 Ehel 235

Pdml 2318
™

Begl 2239
Scal 2201

BsaX| 683
Sapl 707
Afllll, Pscl 830
Gsul 1308
Cr0l 1803
Eco31l 1790
Eami1051 1718
BseYl 1134

Cail 1241

Figura 5. Mapa del vector pUC57 de la marca comercial GenScript. Sitio de clonacion
multiple (MCS); Gen de resistencia a ampicilina (bla(Ap~)).
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4.4 Digestion del plasmido pUC57-CETP y pUC57-CETPI

Después de la purificacion del plasmido, la cantidad obtenida fue determinada
haciendo uso del NanoDrop (Thermo Scientific). Posteriormente, para la liberacién
de los insertos de interés fue necesario hacer una doble digestién, colocando en
un volumen total de 50 pL de reaccién 26.5 nM de DNA y las enzimas EcoRI y
BamHI (New England, BioLabs) de acuerdo a las especificaciones proporcionadas
por el proveedor, dejando actuar la reaccion 4 h a 37°C. Por medio de
electroforesis en gel de agarosa al 4%, se resolvieron los fragmentos plasmidicos
y la banda correspondiente al inserto liberado se cortd del gel para purificar el
DNA, utilizando el producto QIAEXIlI Gel Extraction Kit (QIAGEN) siguiendo las

indicaciones del manual proporcionado por la empresa.

4.5 Construccion del vector pIRESpuro3-CETP y pIRESpuro3-CETPI

Para llevar a cabo la insercién de las secuencias de interés al vector pIRESpuro3
(Figura 6), se digirid este vector con las enzimas EcoRI y BamHI, por medio de
electroforesis en gel de agarosa al 1%, la banda correspondiente al plasmido
linearizado fue observada y se cortd para su purificacion con QIAEXIl Gel

Extraction Kit (QIAGEN).

Después de la purificacion del DNA correspondiente a los insertos y al vector

pIRESpuro3, se prosiguié a hacer la reaccién de ligacién. La enzima T4 DNA
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ligasa (New England, BioLabs) se utilizé de acuerdo a los protocolos del proveedor
en un volumen total de reaccion de 20 uL, considerando una relacion del vector

con el inserto de 1:3, e incubando 16 h a temperatura ambiente.

Al dia siguiente, por cada una de las reacciones de ligacion pIRESpuro3-CETP y
pPIRESpuro3-CETPI, 50 pL de células competentes DH5a fueron transformadas
siguiendo la metodologia que se describié anteriormente, solo que en esta ocasion
se dejaron las cajas de LB-Agar en incubacion a 37°C por 24 h. A partir de la
obtencion de colonias bacterianas en estas cajas se prosiguidé a hacer una
resiembra para su propagacion bajo las mismas condiciones. De este nuevo
crecimiento, una asada inoculada en 5 mL de medio de cultivo SOC con 200 ug/uL
de ampicilina, se incubé durante 16 h a 37°C con una agitaciéon de 250 rpm.
Posteriormente, los 5 mL de medio con crecimiento bacteriano fueron vertidos en
500 mL de medio LB con 200 pg/uL de ampicilina y se dejo incubar 8 h a 37°C con
agitacion de 250 rpm. La purificacion del DNA plasmidico de los vectores
PIRESpuro3-CETP y pIRESpuro3-CETPI se llevo a cabo con el producto Plasmid

Maxi Kit (QIAGEN) siguiendo las instrucciones del mismo.
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Figura 6. Mapa del vector pIRESpuro3 de la marca comercial Clontech. Las caracteristicas
importantes de sefalar son: Sitio de clonacion mdltiple (MCS), promotor del gen de sitio de
unién interna al ribosoma (Pcwy ), gen de resistencia a ampicilina (Amp"), gen de resistencia
a Puromicina (Pura').

4.6 Pruebas de fidelidad de la construccién de los vectores
PIRESpuro3-CETP y pIRESpuro3-CETPI

Los plasmidos ya purificados fueron empleados en reacciones de PCR con
oligonucledtidos especificos para la amplificacion de segmentos de las
construcciones. En un volumen total de reaccion de 12.5 pL, se utilizaron 5 U/uL
de Tag Polimerasa (New England, BioLabs), 2.9 nM de DNA y 0.2 pM de
oligonucledtidos sintetizados en el Instituto de Biotecnologia de la UNAM. La
reaccion de PCR consistio en un ciclo de desnaturalizacion de 94°C por 5 min, 35
ciclos de la secuencia de 94°C por 45 s, 55°C por 45 s, 72°C por 2 min y

finalmente para terminar la reaccion, un ciclo de 10 min a 72°C. Para el analisis de
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los resultados se realizd electroforesis en gel de agarosa al 4%, cargando en

cada pozo el volumen total de cada una de las reacciones.

Por otra parte, se hicieron reacciones de digestién con las enzimas EcoRV y Kpnl
(New England, BioLabs) considerando un volumen total de 20 uL y 18.25 nM de
DNA. De acuerdo con las especificaciones de la compaiiia, la reaccion fue
incubada durante toda la noche a 37°C por 4 h, e inactivada con 6 uL de EDTA
100 mM pH 8. Mediante electroforesis en gel de agarosa al 1%, colocando en el
pozo la mitad del volumen de la reaccién, se corroboré que el tamafio de los
fragmentos correspondiera a lo estimado in silico con el programa NEBcutter (New

England BioLabs).

Como ultima prueba, los vectores pIRESpuro3-CETP y pIRESpuro3-CETPI fueron
enviados a secuenciar al Instituto de Biotecnologia (UNAM), utilizando
oligonucledtidos especificos. Las secuencias obtenidas fueron comparadas con
las secuencias disefiadas in silico, corroborando a la vez que el marco de lectura
para la traduccion de la proteina estuviera en fase, utilizando del portal EXPASy

(http://expasy.org/tools/) los programas ClustalW2 y BLAST-NCBI.
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4.7 Transfeccion con los vectores pIRESpuro3-CETP y pIRESpuro3-
CETPI

Se probaron diversas condiciones para la transfeccion de células de ovario de
hdmster chino (CHO-S, ATCC) considerando variaciones de confluencia,
crecimiento adherente y en suspension, la relacion DNA:Lipofectamina, tiempo de
formacién de complejos, tiempo de exposicion de los complejos con las células,
tiempo de recuperacion después de la transfeccion, dosis de Puromicina para la

seleccion de clonas y tiempo de exposicion.

En cajas para cultivo celular de 60 mm, las células permanecieron con medio D-
MEM/F-12 hasta alcanzar una confluencia del 95% y un dia antes del ensayo, se
recambid el medio por OptiMEM sin antibiéticos. La formacion de los complejos
para la transfeccion, se llevé a cabo incubando durante 5 min a temperatura
ambiente 20 pL de Lipofectamine ® 2000 (Invitrogen) con 500 pL de medio
OptiMEM y posteriormente mezclando esta solucion con 17.5 nM de DNA
resuspendidos en 500 uL de OptiMEM. La disolucion final se dej6é incubando 40
min a temperatura ambiente y a continuacion se administr6 a las células
mantenidas en medio OptiMEM sin antibiéticos. Después de 6 h, el medio de
cultivo se sustituy6 por nuevo medio D-MEMF-12 sin antibiéticos ni SFB. Pasadas
24 h de haber realizado la transfeccion, se recuperé el sobrenadante, se centrifugd

a 15,000 rpm durante 1.5 min, conservando el sobrenadante.
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Se realizaron experimentos similares con diferentes lineas celulares crecidas en
su respectivo medio de cultivo, HepG2 (derivadas de higado, ATCC) en medio D-
MEM con 1 mM de piruvato de sodio y 10% de SFB, Caco2 (derivadas de colon,
ATCC) en medio MEM 20% SFB, RAW (macrofagos, ATCC) en medio RPMI con

10% SFB, HEK-293 (derivadas de rifion, ATCC) en medio D-MEM con 10% SFB.

Una vez recuperado el medio extracelular (10 mL), se concentré utilizando el
sistema Amicon (Merck Millipore) con una membrana con poro de 10 kDa hasta
obtener un volumen final de 200 uL. Los medios concentrados se resolvieron por
electroforesis en geles de poliacrilamida con dodecilsulfato sédico (SDS-PAGE) al
10%. La transferencia a membranas de PVDF y la sobreexpresion fue evaluada
por la técnica de inmunotransferencia tipo Western blot optimizada para la

deteccién de las proteinas CETP y CETPI.

Para CETP la membrana se bloqued6 durante toda la noche a 4°C utilizando una
solucion de leche descremada al 5% p/v, Tris-salino (TBS) pH 7.6 (Tris-HCI 20 mM,
pH 7.4, NaCl 100 mM) y Tween al 0.1% v/v. Por la mafiana, se incubd por 2 h a
33°C mas 2 h a 37°C, en solucién de blogueo con el anticuerpo monoclonal anti-
CETP en una dilucion 1:500. Se realizaron 3 lavados de 15 min con solucion de
bloqueo. En una diluciéon 1:5,000 del anticuerpo secundario de cabra anti-ratén
IgG acoplado a peroxidasa de rdbano (HRP) (Santa Cruz Biotechnology) en
solucion de bloqueo sin leche, se incub6 la membrana por 2 h a 37°C. Se hicieron

3 lavados de 15 min y un altimo de 25 min con solucién de bloqueo sin leche.
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Para la deteccion de CETPI, la membrana se incubd por 3 h a 4°C mas 2 h a
temperatura ambiente, en una dilucion 1:4,000 del anticuerpo policlonal anti-
CETPI en solucion de bloqueo con Tween al 1%. Se hicieron 5 lavados de 15 min
con solucién de blogueo con Tween al 1%. Con una dilucion 1:20,000 del
anticuerpo secundario acoplado a HRP en solucién de bloqueo Tween al 1%, la
membrana fue incubada durante 2 h a temperatura ambiente. Se realizaron 5
lavados de 15 min con solucién de bloqueo Tween al 1% sin leche, 2 lavados de
15 min con soluciéon TBS/NaCl 0.5M/SDS 0.2% y un ultimo lavado de 10 min con

la misma solucién.

El revelado para la deteccion de ambas proteinas se llevd a cabo con
quimioluminiscencia (Immobilon Western, Millipore) y exponiendo placas
radiograficas a las membranas ya tratadas. Con la finalidad de descartar la unién

inespecifica de los anticuerpos se usé como control albumina sérica bovina (BSA).

4.8 Sintesis de péptidos derivados del C-terminal de CETP y CETPI

Dos péptidos correspondientes al carboxilo terminal de la proteina CETPI fueron
sintetizados por la compafia GenScript. El péptido denominado ARS de 11
aminoéacidos (“**ARSPGGRPLSP*?) y el péptido VSAK que se compone de los

Gltimos 18 aminoécidos (*"*VSAKPLSARSPGGRPLSP*?) (Tabla 1). Los péptidos
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liofilizados se disolvieron a una concentracion de 1 mg/mL en amortiguador de

carbonato de amonio (pH 9.5) para una dilucion final 1:5.

Adicionalmente fueron utilizados como control péptidos correspondientes al
carboxilo terminal de CETP, sintetizados por la compafia GenScript. El péptido
nativo hélice-X (“®®*EHLLVDFLQSLS*"®) y hélice-Z (***EHLLVNFLQSLS*®) con la
mutacion D47oN. Una pureza mayor al 98% fue corroborada por espectrometria de
masas y cromatografia liquida de alta precisién (HPLC), llevada a cabo por la

empresa proveedora.

Tabla 1. Propiedades fisicoquimicas de los péptidos

Caracteristicas helix-X | helix-Z | ARS VSAK
Numero de residuos 12 12 11 18
Peso molecular (Da) 1399.8 |1399.6 |1094.2 | 1774
Punto isoeléctrico 4.17 5.13 12.4 12.41
Hidrofobicidad (kcal/mol) 0.27 0.28 -0.22 | -0.078
uH (kcal/mol) 0.41 0.41 0.297 |0.17

4.9 Produccion de anticuerpos contralaregion C-terminal de CETP y
CETPI

Con base en los protocolos desarrollados previamente en el laboratorio [12-15],
por medio de la empresa Alpha Diagnostic International se obtuvieron los

anticuerpos que reconocen el C-terminal de CETP y CETPI a partir de la sintesis
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de los ultimos 11 aminoacidos del carboxilo terminal de cada una de las proteinas.
Los péptidos fueron acoplados a hemocianina de lapa (KLH) adicionando un
residuo de cisteina en el amino terminal de los péptidos. Los péptidos acoplados
fueron inoculados en gallinas blancas Leghorn para la produccion de los
anticuerpos anti-CETP IgY y anti-CETPI IgY utilizando un protocolo estandar de 63
dias. Los titulos fueron determinados por la empresa por medio del ensayo por

inmunoabsorcion ligado a enzimas (ELISA).

4.10 Electroforesis en geles de gradiente de poliacrilamida

Se desarrollé un protocolo para poder evaluar la unién del C-terminal de CETPI a
LPS, con base en protocolos en los que se ha empleado la electroforesis de tipo
SDS-PAGE en la caracterizacion del lipido A y el antigeno O de los LPS ®’. Con
base en este protocolo, para geles nativos de gradiente de poliacrilamida 0.8-25%

fue necesario preparar las siguientes soluciones:

0.8% 25%
3Q% Roliac_:rilamida— 0.5 mL 55% Pplia;rilamida— 0.5 mL
Bisacrilamida Bisacrilamida
TBE (Tris 0.09M, éacido boérico 0.08 mL TBE (Tris 0.09M, &cido borico 23mL
0.08 M, EDTA 3 mM) pH 8.35 ’ 0.08 M, EDTA 3 mM) pH 8.35 '
H,O 4.4 mL H,O 1.45 mL
Glicerol - Glicerol 0.75mL
10 % Persulfato de amonio 0.02mL 10 % Persulfato de amonio 0.02 mL
TEMED 0.006 mL TEMED 0.006 mL
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Muestras de LPS (serotipo 0111:B4) solubilizadas en amortiguador de fosfatos 50
mM pH 6.8 y tratadas con 2 ciclos de 5 min en bafio de sonicacion, fueron
incubadas por 16 h a temperatura ambiente con los péptidos ARS (A481-P491) y
el péptido VSAK (V474-P491) resuspendidos con amortiguador de carbonatos pH
9.5. Posteriormente, se les agregdé amortiguador de carga (sacarosa 50%, azul de
bromofenol 0.05%) y fueron colocadas en geles de gradiente de poliacrilamida con
amortiguador TBE, utilizando 70 V por 30 min y posteriormente a 100 V por 3 h
para la electroforesis de las muestras. Los geles se tifieron con azul de Coomassie
G-250 y negro de Sudan. De manera paralela se llevé a cabo la electroforesis de
las mismas muestras, pero al terminar la corrida las muestras fueron transferidas a
membranas de PVDF durante 5 h a 300 mA y fueron analizadas a través de

inmunotransferencia tipo Western blot usando el anticuerpo Anti-CETPI A481-P49.

De igual forma, se evalud la interaccion de otros péptidos, como el péptido nativo
derivado del C-terminal de CETP nombrado hélice-X (E465-S476), y el péptido
hélice-Z portador de la mutacion D470N, derivado también de CETP.
Adicionalmente, la union del péptido VSAK a otros serotipos de LPS, como el

026:B6 y el O55:B5 fue observada.
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4.11 Ensayos de fluorescencia

LPS (O55:B5) marcados con la sonda fluorescente BODIPY-FL o bien con
AlexaFluor 488 (Invitrogen) fueron resuspendidos en PBS a una concentracion de
5 pug/mL y colocados en un bafio de sonicacién durante 2 ciclos de 5 min. A
continuacion, fueron incubados con concentraciones crecientes del péptido
VSAK/PBS durante 2.5 h a 37°C. El espectro de emision de fluorescencia para la
evaluacion de las diferentes condiciones fue en el rango de 520 a 575 nm, con
una longitud de onda de excitacién de 503 nm para LPS-BODIPY FL y de 519 nm
para LPS-Alexa Fluor. Las mediciones se hicieron a 25°C en un

espectrofluorometro Olis-SLM AMINCO MH-116.

4.12 Ensayos de interaccion de cargas: Fuerza ionica

Estos ensayos se realizaron con 28 ug de LPS solubilizados en amortiguador de
fosfatos pH 6.8, mas 7 pg de péptido VSAK resuspendidos en amortiguador de
carbonatos pH 9.5. Después de afadir concentraciones crecientes de NaCl, se
mantuvo en incubacion 16 h a temperatura ambiente. La electroforesis de las
muestras en geles de gradiente de poliacrilamida (0.8-25%) se llevo a cabo
durante 40 mina 80V, 1 ha 100V y3ha1ll0 V. Un gel con las mismas muestras
fue teflido con azul de Coomassie y otro fue procesado por la técnica de
inmunotransferencia tipo Western blot ligeramente modificada. Se bloqueé la

31



membrana durante toda la noche a 4°C utlizando una solucion de leche
descremada al 5% p/v, Tris-salino (TBS) pH 7.6 y Tween al 0.1% v/v. En una
dilucién 1:4,000 de anticuerpo policlonal anti-CETPI en solucion de bloqueo con
Tween al 1%, se incub6 la membrana durante 2 h a 4°C y 2 h a temperatura
ambiente. Se hicieron 6 lavados de 15 min con solucién de bloqueo con Tween al
1%. Durante 1 h a temperatura ambiente, se incub6 la membrana en una dilucién
1:20,000 del anticuerpo policlonal IgY de gallina acoplado a HRP en solucién de
bloqueo Tween al 1%. Se realizaron 6 lavados de 15 min con solucion de bloqueo
Tween al 1% sin leche y 2 lavados de 12 min con solucién TBS/NaCl 0.5M/SDS

0.2%.

4.13 Ensayos de tratamiento de LPS con fosfatasa alcalina (AP)

Para la desfosforilacion de los LPS, 24 pg de LPS serotipo 0111:B4 fueron
resuspendidos en amortiguador de fosfatos 50 mM, pH 6.8 [NaH,PO./Na,HPO,]
con 5 U de fosfatasa alcalina de camaron antartico (New England, BioLabs). El
volumen de la reaccion se ajustd a 70 uL siguiendo las recomendaciones del
proveedor y se incubo durante 1 h a 37°C. La actividad de la enzima fue inhibida,
manteniendo la reaccion en bafio maria a 70°C por 5 min. A continuacion, se
incub6 a temperatura ambiente durantel6 h con 6 ug de péptido VSAK
solubilizado en amortiguador de carbonatos pH 9.5. Las muestras fueron resueltas

por electroforesis en gel de gradiente (0.8-25%) y una vez transferidas a
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membranas de PVDF, se analiz6 el resultado mediante inmunotransferencia tipo

Western blot.

4.14 Ensayos de fluorescencia en cultivo celular

A células RAW con una confluencia del 90% se les adiciono el péptido VSAK en
una concentracion de 200 pg/mL por 45 min antes de afadir 2 pug/mL de LPS
marcados con la sonda BODIPY-FL y ser incubadas por 4 h a 37°C. El medio
extracelular recuperado se centrifugé 18 min a 2500 rpm a 4°C, y fue concentrado
utilizando un Amicon Ultra (Millipore) con membrana de 10K. La sefal de
fluorescencia se midid en el espectrofluorometro Olis a 25°C, empleando una

longitud de onda de excitacién de 503 nm.

Por otra parte, para evaluar la union de LPS a la superficie de los macréfagos en
presencia del péptido VSAK, cultivos celulares de macrofagos en caja de 96 pozos
(14,000 células/pozo) con una confluencia del 80% fueron mantenidos durante 2 h
en medio RPMI sin SFB, se realizaron 2 lavados con 200 pL por pozo de PBS y se
mantuvieron con esta solucién 30 min a 4°C. A continuacion, las células fueron
incubadas durante 30 min con el péptido VSAK o Polimixina B (60 pg/ml)
resuspendidos en PBS. Posteriormente, se agregaron LPS de Salmonella
minnesota marcados con la sonda Alexa Fluor solubilizados en PBS y la
incubacion a 4°C continué por 2 h adicionales. Inmediatamente después de
realizar un lavado con PBS, las mediciones se llevaron a cabo en el lector de

placas Synergy HT (BioTek) a 25°C, con una longitud de onda de excitacion de
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485 nm y de emision de 528 nm, con una ganancia de 120. Asi mismo se
realizaron experimentos con las mismas concentraciones pero ahora adicionando

primero el LPS y posteriormente el péptido.

4.15 Ensayos de viabilidad celular

La linea celular RAW 274.3 (ATCC, macrofagos) fue cultivada utilizando medio
RPMI 1640 con 10% de SFB en placa de 96 pozos, sembrando 14,000 células por
pozo. Con una confluencia del 80%, las células fueron ayunadas (medio de cultivo
sin SFB) durante 1 h y posteriormente se incubaron durante 45 min con
concentraciones crecientes del péptido VSAK (0, 100, 500 y 1,000 ng/ml)
solubilizado en amortiguador de carbonatos 50 mM, pH 9.6 [Na,CO3;/NaCO3]. Los
LPS resuspendidos a una concentraciéon de 10 ng/mL en agua Milli-Q y tratados
por 2 ciclos de 5 min en un bafio de sonicacion, fueron agregados a las células y
permanecieron bajo este tratamiento por 24 h. Al finalizar, se midi6 la viabilidad
celular a través del ensayo estandarizado de reduccion de la molécula 3-(4,5-

dimetiltiazol-2-ilo) 2,5 bromuro difeniltetrazolio (MTT).

En otro panel experimental, células cultivadas de la misma forma recibieron un
estimulo de 10 ng/mL de LPS y permanecieron bajo el tratamiento por 2, 4y 12 h.
Una vez terminado el tiempo indicado, se agregaron dosis crecientes de péptido
VSAK (0, 100, 500 y 1,000 ng/ml) y permanecieron en incubacion 20 h antes de

realizar el ensayo de viabilidad celular con MTT.
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De igual forma, se llevaron a cabo ensayos para evaluar la citotoxicidad
ocasionada por el péptido VSAK en cultivos celulares de macréfagos, microglia e
higado, adicionando concentraciones crecientes de péptido VSAK y manteniendo

el tratamiento por 16 h.

4.16 Protocolo experimental en animales

Conejos machos Nueva Zelanda con un peso de 2-2.5 Kg se mantuvieron bajo
condiciones de alimentacion ad libitum y acceso libre al agua. Después de un
periodo de cuarentena de 10 dias en un ambiente con temperatura y humedad

controladas, se inici6 el tratamiento.

Para el disefio experimental, fueron considerados cuatro grupos con tres animales
cada uno (Tabla 2). Los conejos fueron sometidos a un ayuno de 24 h previas al
inicio del protocolo experimental y el primer registro de temperatura rectal de cada
animal. Inmediatamente después de este primer registro de temperatura, el
péptido VSAK (60 pg/kg) fue inoculado por via intravenosa en la vena marginal de
la oreja derecha y al término de 10 min se administraron por esta misma via los
LPS 0111:B4 (0.3 pg/kg) en la oreja izquierda. La temperatura rectal fue
monitoreada cada 30 min, durante un periodo de 90 min. Al finalizar, los animales

fueron sacrificados con pentobarbital sodico.
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Tabla 2. Grupos de animales experimentales.

Grupo Caracteristicas del tratamiento
1 Vehiculo
2 Péptido VSAK
3 LPS 0111:B4
4 Péptido VSAK + LPS 0111:B4

El experimento se llevd a cabo en el bioterio del Instituto de Fisiologia Celular de
la Universidad Nacional Autbnoma de México, y el protocolo de experimentacion
fue aprobado por el Comité Institucional para el Cuidado y Uso de Animales, con
el codigo JMO22-14. EIl trato de los animales fue realizado en acuerdo con lo
establecido en la Guia de Cuidados y Uso de Animales de Laboratorio avalada por
los Institutos Nacionales de Salud de los Estados Unidos y la declaracién de
Helsinki. Las instalaciones del bioterio cuentan con las caracteristicas establecidas
por la Norma Oficial Mexicana NOM-062-Z00-1999: Especificaciones Técnicas

para la Produccién, Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio

4.17 Determinacion de TNFa en suero de conejos

Una vez terminado el protocolo de experimentacion para cada uno de los animales
y antes de ser sacrificados, se tomaron muestras de sangre de la vena marginal
de la oreja en tubos vacutainer. En el laboratorio, los tubos fueron centrifugados

por 15 min a 2,000 rpm, se recupero el suero y las alicuotas fueron almacenadas a
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-70°C. Una vez obtenidos los sueros de todos los grupos experimentales, las

muestras fueron descongeladas y diluidas con PBS en una relacion 1:3.

Para la determinacion de TNFa en suero, se utilizo el Kit ELISA de la marca Cloud-
Clone Corp., siguiendo las indicaciones proporcionadas por el fabricante. De cada
dilucién de muestra se tomaron 100 pL y se agregaron a los pozos de la placa de
ELISA. Después de un periodo de incubacion de 2 h a 37°C, se retiré por pipeteo y
se incub6 1 h a 37°C con el reactivo A. Posteriormente, al términos de realizar 3
lavados, se incubo por 25 min a 37°C con el reactivo B y se hicieron 5 lavados. A
continuacion, la placa de ELISA se incub6 durante 25 min a 37°C con la solucién
sustrato. Finalmente, después de agregar la solucién de inhibicion de la reaccion,
los resultados obtenidos mediante la lectura de absorbancia a 450 nm utilizando el

lector de placas Synergy HT (BioTek) fueron analizados.

5. RESULTADOS

5.1 Disefio del plasmido pUC57-CETP y pUC57-CETPI

Las secuencias resultantes del disefio del vector para la sobreexpresion de las
proteinas CETP y CETPI, optimizadas por la compariia GenScript (Piscataway, E.U.),
se muestran a continuacion. Al inicio y término, las secuencias de reconocimiento de
las enzimas de restriccion EcoRl y BamHI. La linea negra hace énfasis subrayando

la presecuencia de exportacion agregada.
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Secusncla de nusledtdos de CETP da o] Insarladas ah el vectar plIRESpUrea
Longiud: 1354 ph

BrouacniGik s sdinadas,

GAATTC (EccRI)

GGEATEC (RamdD

ATGETGGCTGLLAGAGTCCTGAGGRTRGLCCTEL TEEEEAATGCLOAT (48 nus cobdus
correspondientes 8 la presecuencia de szporscicr de CETE humana!

GARATTCATGCTOGCTGCCACAGTCCTGACCETGOOCCTOGETOGGECAATGCOOATGCCTOGTCCCA
AAGGCGCCTCCTACGAGGCTGGCATCOTGTGTCGCATCACCAAGCCCGCCCTCTTIGGTGT TGAL
CCAAGAGACEGCCAAGGTEGGTCCAGACSGECTTECAGCSEGCCGGCTATECLSGACSTCAGCG
GCGAGAGGGECGTGATECTOOTOGGCCEGGTCAAGTACGEGCTGCACAACCTCCAGATC AGCC
ACCTETOCATCOGCCAGCAGCCALGTGGAGCTOGTGGACGLOCAAGRACCATOGACGTCGLCATCC
AGAARCGTEGTCOGTGEGTECTTCAAGGGGACCCTGAACTACAGCTACACGAGTGLOCTGGEGGTTGE
GeATCAATC AT TGTEGACT T GAGAT CGACTETGLCATTGACCTCCAGATCAACACAGAGCT
AT A TR e A T T G A CAAT LG A TG TACC TG CTTTCCATAAAL TG
CTCCTGCACCTCCAGGGGGAGCGCGAGCCGGELTGGCTCAAGCAGCTCTTCACARACTTCATE
TCCTTCACCCTGAAGCTGATTICTGAAGCGACAGGTCTGCAATGAGATLAACACCATCTLCAACA
TCATGGLTGACTTTGTCCAGACGAG GGLLGECAGLATCOTOTCAGAT GGAGACATCGGGET GG
AT TG TGA GGG G TG TEATC A AG A TAC CTEEAG TCCCATCACAAG G GTLA
CTTCACGCACAAGAACGTCTCCGAGGCCTTCCCCCTCCGEGECTTCCCGCCCGETCTTL TE M i
GACTOCCGCATGCTCTACTTCTEGTTCTCCGATCAAGTGCTCAACTECCTGECCAGGECCGCCT
TECAGGAGGGL GG TCTOGTELTCAGCCTGAGAGGGEGATGAGT TCAAG AAAG TGCTGEAGACELE
AGGETTTCGACACCAAC CAGGAAATCTTCCAGGAGCTITCCAGAGGCCTICCCACCGGLCAGE
CeCAGGTAGCCGTCCAC TGS CCTTAAGOTGCCCAASATCTCCTGCCAGAACCEGGETETOGTES
TETCTTET TG TG L GTGAC GT TS GO TTCCC L GG L CAGATG GO GAGAAGOTETHEGCCTA
CAGGTTTGAGGASGATATCATCACCACCGTCCAGGCCTCCTACTCCCAGARABAGCTCTTCCTA
CACCTCTTEGATT TCCAGTECGTECCGGECAGELGGAAGGSCAGGCAGETCAGCARATCTCTCC
GTEGLCCTCAGGACTGAGGL TAAGGGTGTTTCCAALCTGACTGAGAGLLGLTCCGAGTCOOTG
CAGAGCTCTCTOCGCTCCCTGATCGCCAG GO TEGECATCCCGGAGG TCATGTCTCGGCTCG AL
GGG TTCACAG L CTCATGAACA G CAAA GG CTGGACCTCTTCGAAATCATCAACCCCGAG
ATTATCACTCTCGATGGETGEC TGO TGO TGCAGATGGACTTCGGTTTTCCCAAGL ACCTGETGET
GGATTTCCTOCASAGCCTEAGCTAGOHGATCC

Bocucncka de aminadcidos de intorés Prara 19 que traduee 1a COnsiuCcian RIRES pUurad-CETP
Longiud: 313 aminoadcidos

Secuensias sdlicionadas MLAATVLTLALLGHAH (16 amincacidas camespondieates ala
prezacusnsa de =zparsc on d= CETR humans)

MLAATWLTLALLGHAHACPKGASYEAGIVERITKPALLVLHGETARKVVOTAFOR AGYPOVSGERAVM
LLGRYREY GLHMLGIEHLEIASSAVYELVDAKTIDVAICIN Y EVVYFEGTLNY S Y TS AWG LGINGQSVDFEIDS
AIDLUHNTELTCODASSYRTHAPDCY LAFHELLLHLOGEREPGWLKOLFTMNFISFTLELILKRGWCHE M
TISMIMADFYOTRAASILSDGDIGVDISVYTGAPYITATYLESHHKGHFTHENVSEAFPLRAFPPGLLEOS
RMLYFWFSDOWLNSLARAAFOEGRLYLSLTGDEFKEVLETAGFDTHQEIFQELSRG LPTGOACKY AV
HCLKWVPKISCONRGY VWY S SSVAVTFRFPRPDGREAVAYRFEEDNITTVAASY SQKKLFLHLLDF QCWVE
ASGRAGESANLSVALRTEAKAVSNLTESRSESLASSLRELIATVGIPEVIMSRLEVAFTALNNSKGLDL
FEINPEITLDGCLLLOMDFGFPEKHLLYDFLOSLS
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Secuencia de nucleatidos de GCETPI de conejo insertados en el vector pIRESpurod
Longitwd 1536 pb

Sacuancias adicionacas

GAATTC (EccRI:

GEATCC [Lam! 1)
ATGCTGGCTGCCACAGTLCTGACCCTGEGOCCTGLTGEGLAATGCCLAT {18 nucleatidos
nocEsnencientes o ke presecienda de @sparacion de SFTE homana)

GAATTCATG L Te GO E LA A T Te A T e T TE G RCARTELCCATGCCTETCCCA
AAGGCECCTCC TALGAGLE TESCATCGTETGTCGCATCACCAAGCCCGLCCTC TTEETETTMSAA
ARG A G A G A GG Te R T AGAL GG CTTECAG GGG GETATCCGGACG TCAGLG
GeGAG A GG TEAT S TEE T e GG GGG TECAAGTACGGGETEEACAACCTCCASATEAGED
ACCTHTCCATCGCCAGC AGCCAGOTOGAGCTEGTEGACGCCAAGACCATCGACGTCGECATCE
AGAACGTGTCCGTGGTETTCAAGGGGACCCTGAAC TACAGC TACACGAGTGECTGGGGGTTGE
GCATCAATCAGTCTGTCGACTTCGAGATCGACTCTGCCATTGACCTCCAGATCAACACAGAGCT
GACCTGrGACGCTGGCAGTG TGO GCACCAATGLCCCCGACTGCTACCTGGCTTTCCAT AAACTG
CTCOTGCACCTCCAGOGEGAGGOCGAGCCOGGETOGCTCAAGCAGCTCTTCACAMMCTTCATE
TECTTCACCOTGRAAGCTGATTCTGAAGCGAGAGGTCTGCAATGAGATCAACACCATOTCC ARAGE
TCATGGCTGACTTTGTCCAGACGAGGGLCGCCAGCATCCTCTCAGATEGGAGACATCGGGETGE
ACATTTCCGTRAC G GGG G TG TCATC ACAGE A CTACCTGGAGTCCCATCACAAGGGTEA
T A G A ARG A T T A G T T e T e R T T GL CC GG TCTTE TGRS
AT G AT T TAC T T T G T T T AT AR GT G T AAC T LT CAG GR LG LT
TCCAGGAGGGOOGTCTCGTGCTCAGC CTGAC AGGGGATGAGTTCAAGARAGTGCTGG AGACCE
AGGEGTTTCGACACCAACCAGHAAATCTTCCAGGAGCTTTCCAGAGGCCTTCCC ACCGGCCA LS
AL GTAG T A TG LT TAAG G T G e CAAGATC T TR CAGAAC GGG RTETLET GG
TETCTTCTTCCGTCGC OGTGACGTTCCGETTCCCCOGCCCAGATGGLCGAGAAGCTEGTGGCCTA
CAGGTTTGAGGAGGATATCATCACCACCGTCCAGGCCTECTACTCCCAGAAAAAGCTCTTCCTA
CACCTCTTGGATTTCGAGTGLGTGLCGELLAGHFGGAAGGGGAGGEAGCTGAGCAAATOTCTGE
GTGGCCCTCAGGACTGAGGLTAAGGCTGTTICCAACCTGACTGAGAGCCGLTCCGAGTCCCTG
CAGAGETCTCTECGETEECTGATCGCCACGGTEGGCATCCCGGAGETCATGTCTCOGETC S AS
GTGGLGTTCEACAGCCCTCATGAAGAGLAAAGGLCTGGAGDTCTTOG AARATLATC ARG CCCG A
ATTATCACTCTCGATGTGAGTGCAAAGCCCCTGTCGGCCCATTCTCOGGGAGGGEGECOCCTGT
CTCCATSAGGATCCS

Secyencla de aminodcldos de Interés para lag que mraducs |a construcelin pIRESpuUral -CETPI
Longitud: 507 aminoacidos

ecuencias adicionacas: MLAATYLTLALLGHAH (13 ary noacsdos somaspondientas a la
presenienc 3 de scparanion de CFTE homens)

MEARTYLTLALLGNAHACPKGAS YEAGIVCRITKPALLYLNGETAKVVATAFQRAGYPOVEGERAVM
LLGRVKYGLHNLQISHLSIAS SOVELVDAKTIDVAIONY SVYFKGTLNYSYTSAWGLGINGSYDFEIDS
AIDLGINTELTCDAGSVRTNAPDCYLAFHKLLLHLOGEREPGWLKOLFTNFISFTLKLILKROVCNEIN
TISNIMADFYOTRAASILEDGHGYDISY TGAPYITATYLESHHKGHF THKNVSEAFPLRAFPPGLLGDS
RMLYFWFSDQVLNSLARAAFQEGRLVLSLTGDEFKKYLETQGFDTHQEIFQELSRGLPTGQAQVAY
HELKVPKISCONRGYVVSSSVAVTFRFPRPDGREAVAYRFEEDITTVOASY SOKKLFLHLLOF QSR
ASGRAGSSANLSVALRTEAKAVENLTESRSESLOSSLRSLIATYGIPEVMSRLEVAFTALMNSKELOL
FEIINPEITLDVSAKPLSARSPGGRPLSP
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5.2 Construccién de los vectores pIRESpuro3-CETP y pIRESpuro3-
CETPI

La transformacion de células competentes DH5a de Escherichia coli con los vectores
pUC57-CETP y pUC57-CETPI se llevd acabo de manera exitosa (Figura 7A) y a
partir de la digestion de los plasmidos con las enzimas EcoRI y BamHI, se obtuvo el

DNA correspondiente al inserto (Figura 7B).

Por otra parte, de igual forma el vector pIRESpuro3 fue purificado y digerido (Figura
7C). De la reacciéon de ligacion del vector pIRESpuro3 con los insertos de las
secuencias que traducen para CETP y CETPI, células DH5a fueron transformadas y
de las colonias resultantes se seleccion6 una colonia de pIRESpuro3-CETP (Colonia

1D) y dos colonias del vector pIRESpuro3-CETPI (Colonia 2A y Colonia 2B).
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Figura 7. (A) Electroforesis en gel de agarosa al 1%.Carril 1: Marcador de peso molecular.
Carril 2: Vector pUC57-CETP. Carril 3: Vector pUC57-CETPI. (B) Electroforesis en gel de
agarosa al 4%. Carril 1: Marcador de peso molecular. Carril 2: Digestion del vector pUC57-
CETP con las enzimas EcoRI y BamHI. Carril 3: Digestion del vector pUC57-CETPI con las
enzimas EcoRl y BamHI. La flecha indica los fragmentos correspondiente a la liberacion de
las secuencias codificantes para las proteinas CETP y CETPI. (C) Electroforesis en gel de
agarosa al 1%.Carril 1: Marcador de peso molecular. Carril 2: Vector pIRESpuro3. Carril 3:
Digestion del vector pIRESpuro3 con las enzimas EcoRI y BamHI.
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La correcta construccion de los vectores pIRESpuro3-CETP y pIRESpuro3-CETPI
obtenidos a partir de las colonias seleccionadas, fue corroborada con reacciones de
PCR utilizando diferentes oligonucleétidos especificos de segmentos clave (Anexos
12.1-12. 3). Como se observa en la Figura 8, se coloc6 el marcador de peso
molecular y posteriormente una muestra del DNA purificado de las colonias. En los
carriles 5-7, asi como en los carriles 11-13 la banda inferior en el gel corresponde a
la amplificacion del segmento esperado y considerando que el oligonucleétido no es
especifico para la secuencia terminal que diferencia a CETP de CETPI, la intensidad
de la banda es la misma. En los carriles 8-10 no se observa una banda de
amplificacién debido a que en este caso se utilizé un oligonucleétido especifico para
una secuencia del vector pUC57, y al no ver amplificacién descartamos la posibilidad
de que hubiera ocurrido una contaminacion con el vector bacteriano. Por ultimo, en
los carriles 14-16 se logra apreciar una diferencia en la intensidad de las bandas de
amplificacién, siendo en la colonia 1D (carril 14) de menor intensidad que en las
colonias de 2A y 2B (carriles 15 y 16 respectivamente), lo cual se debe a que el

oligonucledtido 8218 es especifico para la secuencia terminal del inserto de CETPI.
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PIRESpuro3-CETP (Colonia 1D)
pIRESpuro3-CETPI (Colonia 2A)
PIRESpuro3-CETPI (Colonia 2B)
Colonia 1D (T7F-5611)

Colonia 2A (T7F-5611)

Colonia 2B (T7F-5611)

Colonia 1D (5606-5611)

Colonia 2A (5606-5611)

10. Colonia 2B (5606-5611)

11. Colonia 1D (8216-8217)

12. Colonia 2A (8216-8217)

13. Colonia 2B (8216-8217)

14. Colonia 1D (8218-8219)

15. Colonia 2A (8218-8219)

16. Colonia 2B (8218-8219)
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Figura 8. Electroforesis en gel de agarosa al 4% de las muestras de PCR para la
comprobacién de la correcta construccion de los vectores pIRESpuro3-CETP vy
pIRESpuro3-CETPI. En el recuadro inferior se enlista la identificacion de las muestras
cargadas en el gel y entre paréntesis los oligonucledétidos utilizados para la amplificacion.
Consultar Anexos 12.3.
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Posteriormente, haciendo una digestion de los vectores pIRESpuro3-CETP y
pIRESpuro3-CETPI empleando las enzimas EcoRV y Kpnl se corroboré
nuevamente que la construccion era correcta, considerando que el sitio de corte
de estas enzimas coinciden con sitios dentro del inserto y fuera de él (Anexo 12.3).
La visualizacion del producto de las digestiones mediante electroforesis en gel de
agarosa, evidencié que en todos los casos los fragmentos del tamafio esperado

estaban presentes (Figura 9).
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puro3-CETP EcoRV (colonia 1D)
puro3-CETP Kpnl (colonia 1D)
puro3-CETPI Kpnl (colonia 2A)
puro3-CETPI EcoRV (colonia 2B)
puro3-CETPI Kpnl (colonia 2B)

MPM

pb

Figura 9. Gel de electroforesis en agarosa al 1% de las construcciones pIRESpuro3-CETP
y pIRESpuro3-CETPI digeridas con enzimas EcoRV y Kpnl. (1) Fragmentos esperados para
pIRESpuro3-CETP digerido con EcoRV: 5970 pb, 743pb. (2) Para pIRESpuro3-CETP
digerido con Kpnl: 4272 pb, 2193 pb, 248 pb. (3) y (5) Fragmentos esperados para
pIRESpuro3-CETPI digerido con EcoRV: 5952 pb y 743 pb. (4) y (6) Para pIRESpuro3-
CETP digerido con Kpnl: 4272 pb, 2175 pb y 248 pb. MPM: Marcador de peso molecular.
Andlisis de patrén de digestion esperado utilizando la herramienta virtual NEBcutter, New
England BioLabs. Consultar Anexo 12.4.
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Finalmente, alicuotas de las construcciones de DNA enviadas a secuenciar al
Instituto de Biotecnologia (UNAM), demostraron que la secuencia era correcta y

que el marco de lectura para la traduccion de la proteina estaba en fase.

5.3 Transfeccién con los vectores pIRESpuro3-CETP y pIRESpuro3-
CETPI

Se obtuvo la estandarizacion de un protocolo para el cultivo de células CHO-S en
suspensién, en ausencia de SFB y la generacién de un banco de criotubos con
células cultivadas bajo estas condiciones. Durante este periodo, fue posible la
familiarizacion con el ciclo celular de esta linea celular, su morfologia y

condiciones éptimas para su proliferacion

Para los experimentos de transfeccion, se realizaron pruebas de evaluacion de
viabilidad celular en presencia de concentraciones crecientes de puromicina
durante 24 h (antibidtico utilizado para la seleccion de células transfectadas)
haciendo uso del ensayo de MTT. Posteriormente, por medio de un método de
transfeccion piloto se evaluaron diferentes proporciones de lipofectamina:DNA, y
utilizando la técnica de tincién con plata se selecciono la condicion en la que se
observd una mayor densidad de bandas. Sin embargo empleando diferentes
técnicas como el uso de Amicon Ultra 30 kDa, el equipo Speed Vac y un Amicon
10kDa, no se obtuvo suficiente cantidad de proteina concentrada que puediera ser

detectada con los anticuerpos anti-CETP (monoclonal) y anti-CETPI (policlonal).
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Con base en los experimentos realizados, se observd que el reto con puromicina
tenia que ser mantenido por varios dias obteniendo una muerte celular masiva que
permitiera identificar en un determinado momento, la permanencia de varias
colonias aisladas que pudieran ser las células transfectadas de forma exitosa. Las
colonias asi obtenidas, fueron mantenidas por semana y media. En cuanto se
detect6 un incremento del numero de células presentes en la caja se prosiguio a

evaluar la presencia de la proteina pero ésta era muy escasa en las muestras.

En consecuencia, la transfeccion fue evaluada en otras lineas celulares tales
como HepG2, Caco2, RAW y HEK-293. Sin embargo, aun cuando se probaron las
mejores condiciones para la transfeccion de cada una de estas lineas, no se logro
obtener la transfeccidon estable. No obstante, se establecié que para obtener una
transfeccion transitoria del vector pIRESpuro3-CETPI en células HEK-293, es
necesario tener una confluencia celular del 95%, incubar durante 5 min a
temperatura ambiente 20 uL de Lipofectamine ® 2000 con 500 uL de medio de
cultivo sin antibioticos ni suero fetal bovino y mezclar esta solucién con 17.5 nM
de DNA resuspendidos en 500 pL de medio de cultivo sin antibiticos ni suero fetal
bovino, para finalmente dejar incubando la disolucion final 40 min a temperatura

ambiente (Figura 10).
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Figura 10. Sobreexpresion de la proteina CETPI en células HEK-293. En la deteccion se
usé el anticuerpo policlonal Anti-CETPI A481-P491. Medios extracelulares analizados
mediante inmunotransferencia tipo Western blot. Carril 1. Células sin transfectar; Carril 2
Transfeccion con 8 ug de DNA; Carril 3 Transfeccion con 24 ug de DNA; Carril 4 Control
con albdmina sérica bovina (BSA) 1.6 ug.

Debido a que hasta el momento los diferentes protocolos experimentales de
sobreexpresién no permitian obtener la suficiente cantidad de proteina total para
gue la purificacion de CETPI fuera viable y se pudieran realizar experimentos de
union de la proteina a LPS, de manera paralela a los experimentos descritos, se
iniciaron ensayos de union de péptidos sintéticos derivados del carboxilo terminal

de CETPl a LPS.
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5.4 Caracterizacion de la unién del péptido VSAK a lipopolisacéaridos

5.4.1 Electroforesis en geles de gradiente de poliacrilamida

Para poder evaluar la union de péptidos del C-terminal de CETPI a LPS, fue
necesario realizar varios experimentos para determinar el gradiente de
poliacrilamida éptimo (0.8-25%) en la electroforesis en geles nativos. A partir de la
estandarizacion de este protocolo, se realizaron los experimentos utilizando el
péptido ARS (A481-P491) correspondiente a los ultimos 11 residuos y otro péptido

denominado VSAK (V474-P491) correspondiente a los tltimos 18 residuos.

En este tipo de experimentos de electroforesis de LPS en geles de poliacrilamida
se observé un patron de barrido en las muestras, y no bandas bien definidas
debido al alto contenido de polisacaridos, que es caracteristico de los LPS (Figura
11A). Mientras que bajo condiciones en las que Unicamente fueron evaluados los
péptidos, no se define un corrimiento en el gel, ya que por su bajo peso molecular
(péptido VSAK 1777.04 Da; péptido ARS 1094.2 Da) no quedan retenidos en la
matriz de poliacrilamida. Posteriormente, a partir de un gel de poliacrilamida como
el que se muestra en la figura 11A se realiz6 una inmunotransferencia tipo
Western blot empleando el anticuerpo Anti-CETPI A481-P491, y se encontrd la
sefal exclusivamente en las muestras de los péptidos que fueron incubados con
LPS, siendo mas intensa la sefial en el péptido VSAK (Figura 11B). Los resultados
sugieren que los péptidos se mantienen unidos a los LPS, y solamente en esta

condicion quedan retenidos en la matriz de poliacrilamida.
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Figura 11. Electroforesis en gel nativo de gradiente de poliacrilamida (0.8-25%) de
muestras de LPS (serotipo 026:B6), el péptido ARS, péptido VSAK y mezclas de LPS con
los péptidos. A) Gel teflido con azul de Coomassie. B) Deteccion realizada a travées de
inmunotransferencia tipo Western blot de las mismas muestras, usando el anticuerpo
primario IgY Anti-CETPI A481-P491 dirigido contra el C-terminal de CETPI. Albdmina
sérica bovina (BSA).

.
+

BSA

De igual forma, en experimentos control en los que fueron evaluados péptidos
derivados del C-terminal de CETP, Unicamente se encontro la sefial de union de
los LPS con los péptidos ARS y VSAK (Figura 12A), siendo mas evidente con el
péptido VSAK. En todos los casos, se detectd la sefial de unién especifica del

péptido VSAK a los tres serotipos de LPS evaluados (Figura 12B).
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ARS VSAK hel-X hel-Z (7.2 ug) Olll:B4 026:B6 055:85 LPS (29 pg)
+ 4+ + + + + + 4+ A A S S -
BSA + - 4+ - + - + - + LPS(294g) BSA - + - + - + - + VSAK(7.2pg)
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Figura 12. La union a LPS esta determinada a los dltimos 18 residuos del C-terminal de
CETPI, y puede extenderse a varios serotipos de LPS. A) Identificaciébn a través de
inmunotransferencias tipo Western blot de la union del péptido VSAK a LPS empleando
el serotipo 0111:B4. B) Unicamente cuando se incuban los tres serotipos de LPS
(0111:B4; 026:B6 y O55:B5) con el péptido VSAK se identifica la sefial que corresponde a
la union péptido VSAKI/LPS.

5.4.2 Ensayos de fluorescencia

Una vez determinada la capacidad de union del péptido VSAK a los LPS con
mayor afinidad que ARS, se decidio caracterizar esta union utilizando 5 pg/ml de
LPS marcados con la sonda fluorescente BODIPY-FL. Incubando los LPS con
concentraciones crecientes del péptido VSAK, el analisis de las mediciones
obtenidas en el espectrofluorometro demostré un incremento en el espectro de
emisién de fluorescencia con respecto al incremento de la concentracion de
péptido en las muestras, siendo evidente a partir de 50 pg/ml y obteniendo el

maximo pico de emisién a 531 nm (Figura 13).
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Figura 13. Caracterizacion de la unién del péptido VSAK a LPS, a través de
fluorescencia. (A) Grafica del efecto generado por diferentes concentraciones de péptido
VSAK al unirse a LPS acoplados con la sonda fluorescente BODIPY. Espectro de emision
en un intervalo de 520-575 nm, utilizando una longitud de onda de excitacion de 513 nm.
(B) Valores de emision de fluorescencia a 531 nm. Se representan los valores promedio
(n=3, X + DE).

5.4.3 Ensayos de interaccion de cargas: Fuerzaidnica

Para caracterizar el tipo de union entre el péptido VSAK y los LPS, a las muestras se
les adicionaron concentraciones crecientes de NaCl (0-1400 nM), considerando que
la union pudiera ser de tipo electrostatico, y que ocurriera por la interaccion de la
carga positiva del péptido VSAK con la carga neta negativa del LPS. Los resultados
mostraron una disminucion en la sefial detectada por la técnica de

inmunotransferencia tipo Western blot, fendmeno atribuido a una menor unién
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péptido VSAK-LPS debido a la presencia de los iones Na* y CI" . Este fenémeno fue
observado a partir de una concentracion de 200 mM de NaCl y la sefial dejo de ser
evidente con 1400 mM de NaCl (Figura 14A). En este sentido, cuando el efecto de
las concentraciones crecientes de NaCl en el experimento de fluorescencia péptido
VSAK-LPS-BODIPY-FL fue evaluado, se encontr6 una disminucién significativa en
los valores de fluorescencia a 531 nm y a una concentracién a 400 mM los valores

fueron similares a los obtenidos con la muestra blanco que fue tratada con el péptido

(Figura 14B y C).
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Figura 14. La unién del péptido VSAK a LPS estd determinada por interacciones
electrostaticas. (A) Evaluacion del efecto de la fuerza ionica en la union péptido VSAK-
LPS, empleando concentraciones crecientes de NaCl. Inmunotransferencia tipo Western
blot de geles nativos de gradiente. (B) Valores de emision de fluorescencia a 531 nm. (C)
Espectro de emision generado con la sonda BODIPY acoplada a LPS, considerando la
emisién de 531 nm. Se representan los valores promedio (n=3, X + DE).
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5.4.4 Ensayos con fosfatasa alcalina (AP)

Siendo que en la unién del péptido VSAK a los LPS participan fuerzas de tipo
electrostatico, el experimento subsecuente fue encaminado a demostrar que el sitio
en el cual el péptido se une al LPS se localiza en el lipido A, debido a que contiene
en su estructura grupos fosfato que le otorgan una carga negativa. Utilizando un
tratamiento de los LPS con fosfatasa alcalina, se demostré por inmunotransferencia
de tipo Western blot que la union del péptido a los LPS desfosforilados deja de ser

evidente (Figura 15).

- + - - + - + VSAK(6pg)
- + + - - - + + LPs(24pg)
BSA = = = =+ + + + AP(5L)

Figura 15. Evaluaciéon de la unién péptido VSAK-LPS empleando fosfatasa alcalina (AP).
Inmunotransferencia tipo Western blot en un gel de gradiente nativo, utilizando el anticuerpo
anti-CETPI.

5.4.5 Ensayos de fluorescencia en cultivo celular

Posteriormente, se decidié evaluar si la union de péptido VSAK a los LPS podria

llevarse a cabo en condiciones de cultivo celular de macréfagos. A los cultivos de
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células RAW se les adicion6 péptido VSAK antes del tratamiento con LPS-BODIPY-
FL, y los medios extracelulares fueron concentrados utilizando un centricon. Las
mediciones de fluorescencia evidenciaron un ligero incremento en la sefal cuando el
péptido VSAK estuvo presente (Figura 16), de manera similar a lo que se encontro in

vitro en el experimento que se muestra en la Figura 13.

Con base en estos resultados, se realizaron ensayos para determinar si el péptido
evitaba que los LPS se unieran a la superficie de los macrofagos. A diferencia del
experimento previo, el medio extracelular fue retirado y se evalué la presencia de
la sonda remanente en el cultivo celular. Los resultados obtenidos por el lector de
placas demostraron una disminucién en la union de los LPS a macrofagos cuando
fueron tratados previamente con péptido VSAK (Figura 17A). En una relacion LPS-
péptido VSAK 1:400 el efecto fue equiparable al producido por el control de
Polimixina B (60 pug/ml), obteniendo resultados similares cuando se emplearon
LPS de Escherichia coli BODIPY-FL. A continuacion, se demostré que bajo las
mismas condiciones experimentales el péptido VSAK también es capaz de

desplazar los LPS unidos a la superficie de macréfagos (Figura 17B).
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Figura 16. La unidn del péptido VSAK a LPS también se lleva a cabo en condiciones de
cultivo celular de macrofagos. Medios extracelulares evaluados mediante fluorescencia
utilizando la sonda BODIPY acoplada a LPS. El inserto en la grafica muestra los
resultados de emision en un rango de 520-550 nm. Ensayo demostrativo de una muestra.
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Figura 17. EIl péptido VSAK reduce la union de los LPS a los receptores celulares de
macrofagos. (A) Evaluacion del efecto de concentraciones crecientes de péptido VSAK
sobre la unién de LPS a su receptor, empleando LPS de S. minnesota y E. coli 055:B5
acoplados a la sonda Alexa. (B) Los LPS unidos a su receptor pueden ser desplazados, si
el péptido VSAK es afadido posteriormente al medio extracelular. Se representan los
valores promedio (n=5, X + DE), *p<0.1, ***p<0.01 #p<0.005, 9p<0.001 valores
comparados con el control.
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5.5 Ensayos de viabilidad celular en presencia del péptido VSAK

Con base en el ensayo de MTT, se encontr6 que la presencia del péptido VSAK
tiene un efecto protector de la citotoxicidad generada por LPS cuando el péptido es
adicionado a las células antes del tratamiento con LPS. El maximo nivel de
proteccion ocurre a una concentracion de 1000 ng/mL de péptido VSAK. Ademas, el
péptido per se no demostro inducir citotoxicidad bajo ninguna de las concentraciones

evaluadas (Figura 18).
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Figura 18. El péptido VSAK previene el efecto citotdéxico ocasionado por LPS en
macrofagos. Grafica de la viabilidad celular de cultivos tratados durante 45 min, con
concentraciones crecientes de péptido VSAK de manera previa a la adicién de LPS. Se
representan los valores promedio (n=6, X £ DE), *p<0.05, **p<0.001 comparados con los
controles.
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En un experimento complementario, en el que los macréfagos fueron estimulados
durante diferentes tiempos con 10 ng/mL de LPS (0, 2, 4 y 12 h) antes de adicionar
concentraciones crecientes de péptido VSAK, se observd que a una concentracion
de 1,000 ng/mL de péptido VSAK la citotoxicidad fue menor que en el control (Figura

19). De manera que existe un fendbmeno de proteccion por el tratamiento con el

péptido VSAK.
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Figura 19. El péptido VSAK contrarresta el efecto citotoxico producido por LPS en
macrofagos. (A) Control experimental. Cultivos celulares fueron incubados durante 45 min
con LPS 10 ng/ml. (B) Efecto de los LPS sobre la viabilidad celular, cuando las células
son incubadas con la endotoxina, durante 2h previas a la adicion de péptido VSAK, 4h (C)
y 12 h (D).En todos los casos, posteriormente a la adicion de péptido VSAK, las células se
incubaron durante 20 h. Se representan los valores promedio (n=6, X + DE), *p<0.05,
**p<0.01, #p<0.001, [p<0.0001 comparados con el grupo control.
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Finalmente, se evaluod la citotoxicidad que pudiera tener el péptido VSAK en células
de microglia e higado. Los resultados indican que el péptido no es citotdxico incluso
adicionando 56 pug/mL, que es una concentracion muy por arriba de la dosis que

tiene un efecto protector en macrofagos (Figura 20).
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Figura 20. Evaluacion del efecto citotoxico del péptido VSAK en hepG2 y células EOC de
microglia. Ensayos de MTT en hepG2 (A) y células de microglia (B). Se representan los
valores promedio (n=5, X £ DE).

5.6 Protocolo experimental en conejos

Con el objetivo de evaluar el efecto del péptido VSAK como molécula capaz de
contrarrestar los efectos de los LPS in vivo, se disefié un experimento piloto de

choque séptico utilizando al conejo como animal experimental. En la clinica, el
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método mas sencillo para determinar la presencia de choque séptico es el
incremento de la temperatura del paciente de manera abrupta, que posteriormente
se correlaciona con la disminucién del ritmo cardiaco que conlleva a la hipoxia y
dafio de 6rganos vitales. En el protocolo experimental que se desarrollo, el
registrd de la temperatura rectal de los conejos con los diferentes tratamientos
evidencidé que el péptido VSAK es capaz de controlar el aumento de temperatura
ocasionado por los LPS (AT=1.7°C), en comparacién con el grupo que solo recibié
la administraciéon de LPS (AT=2.3°C). Ademas, el péptido VSAK per se no

demostro generar efectos adversos en los animales (AT=0.2°C) (Figura 21).
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Figura 21. Evaluacion del efecto protector del péptido VSAK en un modelo animal de
conejos. Registro de la temperatura rectal en grupos experimentales durante un periodo
de 90 min. El tratamiento administrado en una sola dosis fue en una relacién 1:200 de
LPS: péptido VSAK. Se representan los valores promedio (n=3, X + DE). Los valores
*p<0.05, **p<0.01 fueron obtenidos comparando el grupo control de LPS con respecto al
grupo que recibié LPS y el péptido VSAK.
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5.7 Determinacién de TNFa en suero de conejos

Finalmente, para estudiar el efecto del péptido VSAK en un evento de choque
séptico en animales experimentales considerando la respuesta inmunoldgica, se
determind la concentracion de TNFa en suero, ya que es una citocina producida
por el sistema inmune innato y que estd involucrada en el desarrollo de
hipotension. En este sentido, de acuerdo con lo esperado la concentracion de
TNFa incrementd considerablemente cuando los conejos fueron tratados con LPS
exclusivamente. Sin embargo, con el tratamiento de péptido VSAK en este primer
experimento piloto, se observé una posible tendencia en la disminucion de la
concentracion de TNFa en el torrente sanguineo y el tratamiento con el péptido
VSAK per se no genero la produccion de la citocina. No obstante, sera necesario
comprobar los resultados obtenidos realizando un experimento con un mayor

tamafno de muestra.
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Figura 22. Determinacion de la concentracion de TNFa en suero de conejos.
Cuantificacion realizada con un kit de ELISA comercial. Se representan los valores
promedio (n=3, X + EE).
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6. DISCUSION

A partir de la publicacion de la estructura cristalografica de CETP en el afio 2007 &,
los estudios sobre su mecanismo de funcionamiento se ampliaron. Particularmente,
la propuesta sobre la importancia del dominio C-terminal de la proteina en la
transferencia de lipidos pudo ser sustentada experimentalmente en el laboratorio °.
En consecuencia, considerando que la proteina CETPI descubierta en nuestro
laboratorio se diferencia de CETP exclusivamente en el C-terminal’, resulté de gran

interés conocer la funciéon de esta nueva isoforma.

Con base en estudios de alineamiento de secuencias y analisis de las estructuras
cristalogréficas de algunas proteinas pertenecientes a la familia PLUNC 82°3839
resulté evidente que CETP y BPI comparten un plegamiento global similar, por lo
gue se generd la hipotesis de que CETPI podria tener al igual que BPI la
capacidad de unirse a LPS. Esta propuesta, fue sustentada por experimentos
previos del laboratorio en los que empleando varios modelos celulares de intestino

delgado bajo el estimulo con concentraciones muy bajas de LPS, se registrd un

aumento en la expresion de CETPI (Véase Publicaciones 10.3).

Con la finalidad de poder estudiar la union de CETPI a LPS, la estrategia
experimental que se planted inicialmente, involucraba la purificacion de la proteina.
Se disefid un vector para la sobreexpresion en células de ovario de hamster chino
(CHO-S). Esta linea celular fue seleccionada para la transfeccién debido a que

tiene la cualidad de adaptarse con facilidad al crecimiento en suspension,
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permitiendo la obtencién de altos niveles de expresion de las proteinas de interés
y ademas presentan la capacidad de proliferar en ausencia de suero fetal bovino,
lo que evita complicaciones en el proceso de purificacion. Sin embargo, después
de probar diversas condiciones experimentales, la obtencion de la proteina a partir
de la transfeccion de las células CHO-S fue deficiente, aun cuando la optimizacion
de la secuencia disefiada para la traduccion de la proteina se obtuvo considerando

este tipo celular.

Con base en los resultados, se decidio utilizar este mismo vector en otras lineas
celulares como HepG2, Caco2, RAW y HEK-293. No obstante, Unicamente se
obtuvieron resultados positivos de la transfeccién transitoria de células HEK-293.
Con esta linea celular, mediante inmunotransferencia tipo Western blot se detectd
la presencia de la proteina en el medio extracelular, sin embargo este resultado se
obtuvo bajo condiciones que requieren altas concentraciones de plasmido y
lipofectamina, y la cantidad de proteina no fue suficiente para poder llevar a cabo

su purificacion.

Debido a que la transfeccion transitoria impedia que la obtencion de CETPI pura
fuera viable, se decidié realizar experimentos con péptidos derivados del C-
terminal de CETPI, en cuya secuencia hay un alto nimero de aminoacidos con
carga positiva que se ha descrito son importantes para proteinas y péptidos que

se unen a bacterias Gram-negativas o bien a sus componentes.

Se demostré que el péptido con mayor afinidad por los LPS es VSAK de 18

aminoacidos. Este péptido comparte ciertas caracteristicas que han sido
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importantes para otros péptidos que tienen la capacidad de union a LPS, como
son la longitud de su secuencia, la presencia de residuos de lisina y arginina y que
la carga electrostatica neta sea positiva *>**, **. De acuerdo con lo anterior, los
resultados evidenciaron que el péptido ARS con carga neta +2, tiene una menor
afinidad por los LPS en comparacion con el péptido VSAK que tiene una carga
neta de +3, es mas hidrofébico y de mayor longitud. En consecuencia, a diferencia
de los péptidos (VFR12 y GKY25) reportados por Singh y colaboradores (2013) *°,
el péptido VSAK reune las caracteristicas fisicoquimicas optimas para su unién al

lipido A de los LPS que se encuentran fuera de la membrana bacteriana.

De tal forma que el siguiente experimento tuvo como objetivo evaluar la
especificidad de esta unién utilizando controles de CETP y LPS de otros serotipos,
demostrando que el péptido VSAK es especifico y tiene capacidad de unién a los
serotipos 0111:B4, 026:B6 y O55:B5 de E.coli. Posteriormente, se decidié evaluar
la union mediante fluorescencia, y de manera similar a lo que ha sido descrito por
otros autores ** %, la unién del péptido VSAK a LPS genera una sefial de emision
mayor, que corresponde con la capacidad del péptido para alterar los niveles de
agregacion de los LPS. Incluso se ha propuesto que la reorganizacion de las
micelas de LPS en agregados de menor tamafo reduce su capacidad de union a
LBP y en consecuencia la produccion de citocinas proinflamatorias como TNFa

disminuye % 4.

A diferencia de otros péptidos que han sido caracterizados por poseer propiedades
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de unién a LPS *, en el laboratorio se observé que el péptido VSAK no adquiere
una estructura hélice-a en presencia de LPS (véase Publicaciones 10.3), lo que
pudiera representar una ventaja ya que la interaccion se llevaria a cabo sobre la
superficie con un componente electrostatico importante y en consecuencia tendria
afinidad por los LPS cargados negativamente en el plasma mas no por aquellos
gue estan en la membrana bacteriana, pudiendo asi evitar que mas endotoxinas
fueran liberadas al torrente sanguineo. En este sentido, en nuestro proyecto de
investigacién, una de las perspectivas que se han planteado con base en el
andlisis de los resultados obtenidos, es llevar a cabo la evaluacion del

reordenamiento de los LPS generado por el péptido VSAK.

Como parte de la caracterizacion de la unién del péptido VSAK a LPS, mediante
inmunotransferencia tipo Western blot y ensayos de fluorescencia utilizando
concentraciones crecientes de NaCl, se determin6 que la unién péptido VSAK-LPS
estd dada por interacciones electrostaticas. Con base en experimentos realizados
con Polimixina B en donde se reporta que cuando las moléculas de LPS se
agregan en micelas las cargas negativas del lipido A quedan accesibles para que
se lleve a cabo la interaccion *?, se propuso que el sitio de unién de péptido VSAK
a los LPS es el lipido A ?®*. Empleando fosfatasa alcalina, se demostré que en
ausencia de las cargas negativas en los LPS, la union con el péptido VSAK no se

lleva a cabo.

Después de haber reunido evidencia experimental de la unién péptido VSAK-LPS
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y haberla caracterizado, se iniciaron los experimentos sobre el estudio de esta
union bajo condiciones de cultivo celular, siendo una herramienta clave el uso de
LPS acoplados a una sonda fluorescente. Los resultados demostraron de manera
muy interesante que la unién se lleva a cabo y que al igual que los experimentos
previos, la intensidad de la sefial de los LPS incrementa ligeramente cuando el

péptido esta presente en el medio extracelular.

El tratamiento de los cultivos celulares con la sonda fluorescente, demuestra que
en ausencia del péptido el LPS se une a la superficie celular, pero conforme las
concentraciones del péptido VSAK incrementan esta union disminuye y es un
fendmeno que se repite utilizando diferentes serotipos y sondas. Como estandar
en estos andlisis se empleé Polimixina B, que es una molécula con una alta
afinidad por los LPS, pero que por esta misma propiedad no es una molécula
factible para su uso en el tratamiento contra LPS ** **. En este sentido, resulta
particularmente interesante que la unién del péptido VSAK a LPS no sea fuerte, ya

que esta condicidn no favorece la desestabilizacion de las membranas celulares.

De manera interesante, se encontré que en ninguna de las lineas celulares
evaluadas existe un efecto citotoxico ocasionado por la presencia de altas
concentraciones de peéptido VSAK. Por el contrario, en estudios con cultivos
celulares de macréfagos, el péptido VSAK demostro ser capaz de prevenir el

efecto citotoxico ocasionado por LPS.
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Con base en lo anterior, el proyecto se complementd desarrollando un protocolo
experimental piloto en el que se evalud el efecto del péptido VSAK en conejos a
los cuales se les indujo choque séptico mediante la administracién de LPS. Los
resultados demostraron que el incremento de temperatura generado como
consecuencia de la respuesta inmunolégica ante la presencia de LPS, es de
menor magnitud cuando los animales reciben el tratamiento con el péptido VSAK,
en comparacion con el grupo de conejos a los que se les administraron LPS
Gnicamente. Adicionalmente, de manera preliminar se observé que el péptido
VSAK tiene una tendencia a disminuir la concentracion de TNFa en plasma,
sugiriendo que CETPI podria estar involucrada en mecanismos fisioldgicos

antiinflamatorios.

A pesar de gue existen numerosas investigaciones utilizando péptidos derivados de
proteinas naturales o bien que han sido sintetizados de novo, con el objetivo de
generar tratamientos de proteccién contra el efecto endotoxico de los LPS, una de
las limitantes mas importantes ha sido la relacion molar péptido/LPS ya que
generalmente son muy altas, lo que limita su posible uso en humanos debido a la
citotoxicidad intrinseca de los péptidos al ser administrados en estas
concentraciones . Este analisis, resalta la importancia del presente proyecto ya que
se demostrd que en los conejos el péptido VSAK a una concentracion de 60 ug/kg,

tiene un efecto protector.
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En este sentido, con base en la investigacion basica desarrollada en el laboratorio
consideramos que péptidos derivados del C-terminal de CETPI tales como VSAK
emergen como una nueva generacion de moléculas que pueden ser empleadas en
tratamientos contra septicemia y choque séptico, por lo que se realizé y registrd un
documento de patente para proteger el uso de estos péptidos (Consultar el apartado

10).

La capacidad de los péptidos derivados del C-terminal de CETPI para neutralizar los
efectos tdxicos de los LPS en circulacion, también sugieren que la funcion fisiolégica
de CETPI podria estar relacionada con la proteccion contra los LPS presentes en el
torrente sanguineo. Se ha descrito que durante un evento de infeccién bacteriana, la
actividad de transporte reverso del colesterol llevada a cabo por la proteina CETP
mediante la transferencia de esteres de colesterol de lipoproteinas de alta densidad
(HDL) a lipoproteinas de muy baja densidad ricas en triglicéridos (VLDL), disminuye.
Incluso, se ha llegado a considerar que la presencia de bajos niveles de
concentracion de HDL en suero, pueden ser un factor de riesgo para el desarrollo de

choque séptico®™™'.

Evidencia experimental indica que las HDL presentan la
capacidad de disminuir los efectos toxicos de los LPS impidiendo que se lleve a cabo
su reconocimiento por el sistema inmunolégico. Aunado a esto, actualmente se
sabe que las proteinas LBP y BPI tienen la capacidad de transferir los LPS a las HDL
lo que favorece su eliminacién del torrente sanguineo al ser exportados al higado®.

En este sentido, la afinidad de CETPI por las lipoproteinas se esperaria que fuera

mayor comparada con LBP y BPI debido a su similitud con CETP cuya funcion esta
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directamente relacionada con las HDL, razon por la cual nuestro estudio propone
que CETPI podria ser una nueva proteina involucrada en la neutralizacion de los
LPS y por lo tanto en la regulacion de la respuesta inflamatoria exacerbada generada

por estas endotoxinas.

7. CONCLUSIONES

% Péptidos derivados del C-terminal de la proteina CETPI tienen la capacidad

de unirse a LPS y en la interaccion participan fuerzas de tipo electrostatico.

% El péptido VSAK reduce los efectos citotoxicos de los LPS en cultivos

celulares de macréfagos.

% En las lineas celulares de macréfagos, higado, rifidn y microglia, el péptido
VSAK per se no presenta un efecto citotdxico.

“+ En un modelo experimental piloto de choque séptico, el péptido VSAK sugiere
gue podria controlar los efectos fisiolégicos nocivos ocasionados por los LPS

y reducir la produccion de la citocina proinflamatoria TNFa.

% Péptidos derivados del C-terminal de CETPI podrian ser utilizados como
protectores de los efectos téxicos de los LPS y el desarrollo del choque

séptico.
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PERSPECTIVAS

Optimizar la sobreexpresion de la proteina CETPI en células eucariontes y

purificarla

Estudiar la unién de la proteina CETPI a los LPS tanto in vitro como in vivo

con base en las técnicas desarrolladas en el laboratorio.

Evaluar el posible reordenamiento de las moléculas de LPS generado por

su interaccion con el péptido VSAK.

Optimizar la secuencia del péptido VSAK con la finalidad de poder generar

una mayor proteccion contra los efectos citotoxicos de los LPS.

Desarrollar un protocolo experimental in vivo con un mayor numero de
animales, y mediante la implementacion de técnicas para la medicion de
diferentes indicadores de citotoxicidad comprobar el efecto protector del

péptido VSAK y los péptidos optimizados.
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Resumen

El sistema inmune innato al proveer un rapido y efectivo sistema de defensa altamente
regulado contra infecciones microbianas, bajo ciertas condiciones puede llevar a cabo una
respuesta exacerbada, la cual a su vez puede representar un riesgo para la homeostasis del
organismo. Actualmente es bien conocido gue a través de una serie de eventos responsables
de la transicion de sepsis a choque séptico, tanto la activacion celular de monocitos,
macrdéfagos y neutrofilos, asi como la aparicion de una gran cantidad de moléculas
provenientes de las células bacterianas en circulacion, son importantes en esta transicion.
Particularmente, uno de los factores primarios que desencadenan las condiciones adversas
en el choque séptico son los lipopolisacaridos (LPS), lipidos que forman parte de la
membrana externa de las bacterias Gram-negativas. En este sentido, la literatura
especializada muestra a un grupo de proteinas y péptidos con caracteristicas cationicas que
presentan afinidad por la superficie microbiana cargada negativamente y por lo tanto por
los LPS’s, que a su vez se han utilizado como moléculas amortiguadoras o bloqueadoras de
la accion negativa de estos lipidos sobre la membrana plasmatica de diversos tipos celulares

del torrente circulatorio al igual que de la pared vascular.

En nuestro laboratorio, desde hace ya algunos afios, se descubrié una nueva isoforma de la

proteina transferidora de ésteres de colesterol (CETPI), la cual no presenta la capacidad de
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transferir lipidos entre lipoproteinas. Estudios experimentales recientes sugieren que esta
proteina en busca de funcion puede estar relacionada con la union a los LPS’s. A través del
disefio y uso de péptidos derivados de un nuevo dominio clave situado en el extremo C-
terminal de CETPI, hemos documentado la presencia de una funcién bloqueadora del
efecto citotoxico inducido por los LPS. Independientemente de los estudios que han
realizado grupos de trabajo internacionales con diversos péptidos y proteinas en el bloqueo
de los LPS, estos tratamientos no han sido completamente efectivos. Con el descubrimiento
de esta nueva potencial funcion fisiologica para CETPI, se abre una nueva posibilidad para
extender nuestros estudios basicos, al disefio especifico de péptidos derivados de su

dominio C-terminal y la extension a experimentacion in vivo.

El presente capitulo revisa el estado del arte en el uso de proteinas y péptidos que presentan
la capacidad de interaccionar con LPS y su potencial uso en el control del llamado choque

séptico.

+ Por invitacion. Ambos autores contribuyeron de igual forma en este trabajo.

* Correspondencia: Instituto de Fisiologia Celular. Universidad Nacional Auténoma de

México. México 04510 D.F. AP 70-242. Correo electrénico: jmas@ifc.unam.mx
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Introduccion

El tratado Libellus de Medicinalibus Indorum Herbis o Codice De la Cruz-Badiano escrito
en 1552 por el médico ndhua Martin de la Cruz y traducido al latin por el xochimilca Juan
Badiano, es un herbario con texto explicativo que recopila un amplio conocimiento sobre
las plantas medicinales y su uso en el tratamiento de enfermedades de la época (Figura 1)
[1]. Herencia cultural, con un alto significado y valor cientifico, el Libellus de
Medicinalibus Indorum Herbis ha resultado der uno de los documentos mas utiles en el
estudio del pensamiento médico prehispanico, apenas traducido al castellano en 1969 [2].

El Cddice De la Cruz-Badiano es un reflejo de la busqueda constante del hombre para
encontrar la cura contra enfermedades y malestares comunes. Martin de la Cruz hace
referencia a la fiebre de la siguiente manera: “La cara del febricitante tiene varias
manifestaciones de aspectos. Alguna vez se pone roja, a veces Se pone negra y a veces se
pone palida. También escupe sangre, vomita, el cuerpo se agita y se vuelve aca y alla. Ve
poco. En la boca siente a veces, en especial en el paladar amargor, ardor y, alguna vez,
dulzor... Este generalmente tiene muy corrompido el estémago. Y cuando la orina estd

blanca, si no se ataja el peligro, ya se preparara tarde la medicina” [1].

Actualmente la fiebre y su asociacion con el choque séptico, tanto a nivel mundial como en
México, representan en su conjunto una de las principales causas de morbilidad y
mortalidad [3]. La sepsis, en su expresion mas simple puede ser considerada como la
respuesta sistémica generada en forma secundaria a una infeccion microbiana mediante la
liberacion en el torrente sanguineo de un nimero importante de toxinas. Estas Gltimas al
producir una inflamacién sistémica alteran la temperatura corporal, asi como el ritmo
cardiaco Yy la respiracion, pudiendo llevar al paciente a eventos hipotensivos importantes [4].
Por lo anterior, hoy en dia, el objetivo de una amplia serie de investigaciones esta
relacionado con la comprensién de los mecanismos moleculares que promueven el choque
séptico, asi como con la busqueda de estrategias bioquimicas y/o farmacoldgicas efectivas

para su tratamiento.
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Figura 1. Imagen obtenida del Libellus de Medicinalibus Indorum Herbis en donde se hace

referencia al tratamiento recomendado para la fiebre [1,2].

Respuesta del sistema inmune

Generalmente, los sistemas inmune y neuroendocrino controlan de forma sutil diversos
procesos de respuesta secundarios a la presencia de patdgenos invasores en circulacion.
Generalmente cuando estos mecanismos de respuesta fallan, se genera la sobreproduccion
de moléculas de sefializacion como lo son las citocinas, la liberacion de componentes
celulares bacterianos e inicia la aparicion de inflamacion sistémica, convirtiendo la
infeccion en sepsis [5,6]. Se ha reportado que cerca de una tercera parte de los casos de

choque séptico son originados por infecciones de bacterias Gram-negativas [5].

Una serie de eventos son los responsables de la transicion de un cuadro de sepsis, a choque

séptico. La reaccion inicial esta dada por la activacion celular de monocitos, macréfagos y
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neutrofilos que interaccionan con las células endoteliales a traves de numerosos receptores
de reconocimiento. Enseguida, se lleva a cabo la movilizacion de moléculas plasmaticas
como resultado de la activacion celular y el dafio endotelial. Estas moléculas plasméticas
incluyen diversas citocinas como el factor de necrosis tumoral, las interleucinas, las
caspasas, proteasas, leucotrienos, especies reactivas de oxigeno, oOxido nitrico, &cido
araquidonico, eicosanoides y el factor activador de plaquetas. Adicionalmente, la activacion
del complemento y las cascadas de coagulacion pueden amplificar la cadena de eventos.

Se ha descrito que el endotelio vascular es el sitio predominante de estas interacciones, y
como resultado de estas condiciones puede presentarse un dafio microvascular, trombosis y
pérdida de integridad endotelial, lo que desencadena en isquemia tisular. Esta ruptura
endotelial difusa es la responsable en la mayoria de los casos de la pérdida de la funcién de
organos y de la presencia de hipoxia tisular, conocido como un estado caracteristico de

pacientes en choque séptico [7].

El sistema reticuloendotelial estd conformado por macrofagos tejido especificos, un
componente importante de la respuesta primaria ante microorganismos [8]. En este
contexto, los receptores tipo-Toll (TLRS) reconocen y responden a diversos componentes
patogénicos de microorganismos, y proporcionan la primera linea de defensa contra
infecciones microbianas. Entre los componentes microbianos, los lipopolisacaridos (LPS)
de la membrana externa de las bacterias Gram-negativas, actdan como un factor primario
en el choque séptico al generar la potente respuesta inmune innata a través del complejo
que se forma entre el receptor TLR tipo-4 y el correceptor MD-2 [9, 10]. Para que se
produzca esta respuesta, se requiere de la participacion de proteinas accesorias como LBP y
CD14.

A través de la unidn de los LPS a los receptores TLR-4, se inicia una cadena de reacciones
de fosforilacion y ubiquitinacion que eventualmente conducen a la activacién del factor de
transcripcion NF-xB, asi como a la activacion de una serie de proteina cinasas por
mitogenos (MAPKS) y factores de respuesta a interferon (IRFs). La endocitosis del TLR4
termina con la fase inicial de la sefializacién dependiente de MyD88, proceso que funciona

como sefial de inicio de la segunda fase dependiente de la molécula TRIF para la
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transduccion de moléculas de TLR4 localizadas en endosomas [11]. En consecuencia, los
macrdfagos principalmente en presencia de LPS, o de otros componentes bacterianos como
el &cido lipoteicoico (LTA) inducen la liberacion de una serie de mediadores de pro-
inflamatorios, tales como el TNF-a, IL-1, IL-6, eicosanoides, PAF, NO y especies reactivas

de oxigeno [8] (Figura 2).

Los TLR son miembros de una familia de receptores dedicados a la deteccion de
microorganismos patdgenos [12]. TLR4, es una proteina transmembranal tipo I, compuesta
de 22 segmentos extracelulares ricos en leucinas (LRRs), un dominio transmembranal, y el
dominio del receptor Toll/IL-1 (dominio TIR) [13]. De forma interesante, también se ha
descrito que el serotipo LPS O111:B4 activa una respuesta alterna en macréfagos diferente
a la via canodnica a través del TLR-4, esta respuesta es intracelular y lleva a la activacion de
la caspasa inflamatoria-11 [14,15].

Lipopolisacaridos

Como se ha mencionado previamente, uno de los factores primarios que induce la respuesta
asociadas con el choque séptico, son los LPS, glucolipidos fosforilados que forman parte
estructural de la membrana externa de las bacterias Gram-negativas. La descripcién de los
LPS se puede realizar identificando cuatro componentes: el lipido A, un ndcleo interno, un
nacleo externo y el antigeno O. El lipido A puede considerarse el componente mas
importante, integrado por un esqueleto de diglucosamina 1,4-bifosforilada a la cual estan
unidas cadenas acilo. Cabe sefialar que la mayoria de las especies de bacterias Gram
negativas presentan LPS unicos, en donde generalmente las variantes residen en el lipido A

a traveés de las siguientes caracteristicas:

» El patron de acilacion

» Lalongitud de los acidos grasos

» La presencia de los grupos 4-amino-deoxi-L-arabinosa y/o fosfoetanolamina unidos a
los grupos fosfato de las glucosaminas

» El numero de acidos grasos [8].
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Figura 2. Los LPS generan una cascada de sefializacion a través del receptor tipo Toll
(TLR), el cual recluta a las proteinas adaptadoras MyD88 y TRIF. Lo anterior conlleva a
una respuesta temprana, en la cual las proteinas p38MAPK y JNK son activadas y
participan en la expresion del TNF, posteriormente se lleva a cabo la induccion de la
expresion de MKP-1, que funciona para la regulacion rio abajo de la actividad de p38/JNK
y la produccion de TNF. Conforme disminuye la expresion de MKP1, los niveles de
actividad de p38 MAPK y JNK permanecen mas altos que en células que no recibieron el
estimulo y promueven la expresion de IL-10 [Adaptado de referencia 16].
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Es importante considerar que en todas las variantes de LPS, los grupos fosfato son
importantes para la actividad agonista, ya que en experimentos que conducen a su
modificacion, la actividad endotdxica se encuentra disminuida [8,17]. Dentro de la misma
molécula de LPS, el nucleo interno esta conformado por dos o mas carbohidratos del tipo 2-
ceto-3-&cido deoxioctonico (KDO) que se unen a las glucosaminas del lipido A, asi como
dos o tres heptosas (L-glicero-D-mano-heptosa) unidas al KDO, siendo ambos
carbohidratos Unicos de estas bacterias. No obstante, el ndcleo externo tiene una
composicion mas variable y esta integrado por carbohidratos comunes. El antigeno O se
mantiene unido al carbohidrato terminal del nucleo externo, sobresale de la pared
bacteriana y es altamente inmunogénico. Aunque el antigeno O estd compuesto por
unidades repetidas de oligosacaridos comunes, pueden existir diversas variantes entre

especies y entre cepas bacterianas en relacion al tipo de carbohidratos que lo conforman.

Cuando los LPS se encuentran incorporados a la bacteria no son tdxicos, pero una vez que
son liberados de la pared bacteriana en el torrente sanguineo, se les considera como

endotoxinas debido a la exacerbada respuesta inflamatoria que desencadenan.

Proteinas de union a lipopolisacaridos

Con base en estudios filogenéticos, hace mas de una década se caracteriz6 una familia de
proteinas denominada PLUNC (clon protéico palatino pulmonar y del epitelio nasal) que
incluye a proteinas asociadas a funciones inmunologicas, asi como proteinas relacionadas
con la unién y transporte de lipidos. En esta familia se encuentran las proteinas LBP
(proteina de union a lipopolisacaridos), BPI (proteina bactericida/incrementadora de
permeabilidad), PLTP (proteina transferidora de fosfolipidos) y CETP (proteina
transferidora de ésteres de colesterol). Tanto LBP como BPI juegan un papel importante en
los mecanismos regulatorios directamente asociados con la union a LPS [18]. Por otra parte,
CETP y PLTP son dos proteinas clave en el transporte de lipidos entre lipoproteinas en el
plasma [19,20].
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Uno de los mecanismos de accion que se han propuesto para la funcion de proteinas que
interaccionan con LPS, como BPI o LBP, es desplazando de la membrana bacteriana
cationes bivalentes como el calcio y el magnesio [21]. Asi mismo, estudios realizados con
BPI sugieren que esta proteina en presencia de LPS en el torrente sanguineo favorece su
agregacion, impidiendo que se lleve a cabo la cascada de sefializacion proinflamatoria
dependiente de la via de los TLR4 [22].

BPI es una proteina citoplasmatica de 55 kDa constituyente de los granulos primarios
(azurofilos) de neutréfilos, con actividad antimicrobiana selectiva hacia bacterias Gram-
negativas [23]. La selectividad de BPI es atribuida a su alta afinidad por los LPS, de manera
que a través de la unién a bacterias blanco, la proteina BPI primordialmente puede

favorecer tres efectos:

» Actividad bactericida a través de la disrupcion secuencial de la membrana bacteriana

externa e interna

» Actividad neutralizadora de endotoxinas, formando complejos con los LPS, y

blogueando la interaccion con los receptores del huésped.

» Opsonizacion de las bacterias, de manera que se mantiene incrementada la fagocitosis
[23].

La expresion de BPI también se ha descrito en células epiteliales del tracto gastrointestinal,
la cavidad oral y el tracto genitourinario [24]. BPI presenta una actividad contra un amplio
rango de bacterias Gram-negativas en concentraciones nanomolares, reflejando una alta
afinidad por el lipido A de los LPS y en consecuencia una potente actividad neutralizadora.
De hecho, BPI ha sido blanco de una serie de estudios clinicos que se comentan en un

siguiente apartado.
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Enfoque farmacologico

Tomando en cuenta que la respuesta inflamatoria que se genera durante el choque séptico
conduce al desarrollo de dafos en los tejidos, y que la respuesta anti-inflamatoria provoca
la reprogramacién de leucocitos y cambios en el estatus inmunoldgico, el periodo de tiempo
para la intervencién en este padecimiento es corto, y el tratamiento debe controlar
rapidamente la fuente de infeccion y restaurar la homeostasis hemodinamica. De manera
que ha sido particularmente dificil encontrar moléculas que sean efectivas para el manejo
del choque séptico. En este sentido, se ha abordado un concepto clave para el tratamiento
de la sepsis grave y del choque séptico dependiente del tiempo, lo que sugiere una hora de
oro y la perspectiva de un dia de plata para el manejo de estos trastornos, en donde el
tratamiento adecuado Illevado a cabo en los servicios de urgencia, es clave en la

supervivencia de los pacientes [7].

Los procedimientos rutinarios se enfocan en el control de la infeccion y mantener el estatus
hemodindmico, asi como en mecanismos para mantener el soporte en érganos que han sido
dafados. También es importante el uso de farmacos no selectivos para combatir la
inflamacion, por ejemplo altas dosis de corticoesteroides [25] y farmacos antiinflamatorios
no esteroideos [26]. Después del periodo critico, se requiere de una rehabilitacion apropiada
y un seguimiento a largo plazo, periodo en el que la remocién de tejidos infectados y el

tratamiento con antibi6ticos son claves para asegurar la supervivencia [27].

En las intervenciones generales que pueden prevenir el choque séptico se encuentran el uso
de antibioticos profilacticos [28,29], acciones para mantener las concentraciones de glucosa
en sangre [30], la descontaminacion selectiva del tracto digestivo, el desarrollo de
estrategias para la prevencion de infecciones iatrogénicas, asi como el empleo de terapias
de inmunidad tales como vacunas, y la administracion intravenosa de inmunoglobulinas
[31,32].

Dentro de los tratamientos inmunolégicos que se han estudiado, la experimentacion con
anticuerpos monoclonales (HA-1A, E5) cuyo blanco son los LPS no ha proporcionado
resultados efectivos, debido a que presentan una baja actividad bioldgica [33-35]. Por el

contrario, la proteina recombinante BPI mejord significativamente el resultado funcional en
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nifios con septicemia por meningococo severa, 77% de 190 nifios recuperaron su salud
comparado con el 66% de 203 controles que recibieron tratamiento placebo, p=0.019. De igual
forma, otros farmacos cuyo blanco son los LPS estan siendo estudiados, tales como la proteina
cationica antimicrobial 18 (que es bactericida) [36] y analogos sintéticos del lipido A (E5564)
[37]. Asi mismo, se ha empleado un enfoque a través del uso de lipoproteinas humanas que
ejercen efectos antiinflamatorios independiente de la unién a LPS [38] y anticuerpos
monoclonales recombinantes contra CD14 (Tabla 1) [39]. No obstante, el desarrollo de
vacunas contra los LPS ha fallado al enfrentarse este tipo de procedimiento a diversos
problemas, incluyendo la identificacion de la poblacion blanco y los epitopes diana, asi

como la generacion de anticuerpos en cantidades suficientes para la proteccion.

Tabla 1. Investigacion farmacoldgica experimental enfocada en el tratamiento del choque

séptico.
Blanco farmacolégico Moléculas Fase de desarrollo
Proteina catidnica antimicrobial 18 Experimental
. N Analogos sintéticos del lipido A, E5564 Fase clinica Il
Lipopolisacaridos . . . R
Lipoproteinas recombinantes humanas Experimental
Anticuerpos monoclonales contra CD14 Fase clinica |
Anticuerpo contra el grupo de la caja 1 de alta movilidad Experimental
Mediadores proinflamatorios tardios Caja A de unién a DNA, piruvato etil Experimental
Factor inhibidor de la migracién anti-macréfagos Experimental
Sistema de cascada de complemento Bloqueadores tanto de C5,como del receptor C5, Experimental
Anti-caspasas Experimental
Bloqueadores de Fas/Ligando Fas con proteinas de fusiéon al  Experimental
Apoptosis receptor Fas
Metocloramida Experimental
Sobreexpresion de células B linfoides/leucemia-2 Experimental
Pol-ADP-ribosa sintasa Inhibidores de la Pol-ADP-ribosa sintasa Experimental

2-aminoprenoides, ONO-1714, antioxidantes polifendlicos

NO (6xido nitrico) sintasa inducible
( ) flavonoides, aminoguanidina, L-N6-(1-iminoetil)-lisina

Experimental

Sistema nervioso auténomo Estimulacién del nervio vago Experimental
Inhibidores de la reductasa del grupo CoA de alta movilidad Experimental
Bloqueadores del receptor de endotelina Experimental

Otras - X .
Inhibidores de calpaina Experimental
Agonistas de receptores de adenosina A Experimental

Tomado de referencia [6]

83



Por otra parte, se ha observado que farmacos de segunda generacion contra el choque séptico
pueden bloquear diversos factores de la cascada inflamatoria de forma inespecifica y masiva,
por ejemplo el TNFa, la interleucina-1, el factor activador de plaquetas, moléculas de adhesion,
metabolitos del &cido araquidénico, radicales libres de oxigeno, bradiquinina, Ila
fosfodiesterasa, la esterasa C1, y la Oxido nitrico sintasa. Sin embargo, estos enfoques
farmacol6gicos no han sido completamente efectivos, aunque una intensa investigacion se

continda realizando alrededor de ellos [6].

Considerando que BPI puede interaccionar con los LPS y neutralizar la actividad
endotoxica, la proteina BPI recombinante (rBPI) se ha utilizado como un agente
inmunoterapéutico en un amplio nimero de lesiones y estados patologicos, incluyendo las
extremidades por isquemia-reperfusion, meningococcemia grave, ligadura del conducto
biliar, endotoxemia, y la reseccion hepatica. Asi mismo, la administracion intravenosa de
rBPIl en ratas adultas ha demostrado ofrecer una proteccion significativa contra la
disfuncion sistolica y diastélica del miocardio que ocurre 24 h después de un evento de

quemadura [40].

Con un enfoque terapéutico dirigido contra el TLR-4, en estudios clinicos empleando
eritoran, una molécula inhibidora del TLR-4 altamente especifica, se ha encontrado que su
uso como tratamiento farmacoldgico no reduce la muerte por sepsis en pruebas clinicas en

humanos [41].

Péptidos antimicrobianos: una posibilidad terapéutica

En los ultimos 30 afios, un numero cada vez mas amplio de proteinas y péptidos
antimicrobianos (PAM) con actividad microbicida directa in vitro han sido aislados y
caracterizados. Los PAM son proteinas enddgenas que pueden presentar actividad
antimicrobiana frente a una amplia variedad de microorganismos. La distribucion de estas
moléculas en los reinos vegetal y animal refleja una necesidad comin de los organismos
multicelulares de contar con este tipo de mecanismo de defensa contra infecciones

microbianas [42]. Asi mismo, varios PAM que se encuentran expresados en el humano
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muestran un efecto muy potente sobre microorganismos patégenos, incluyendo bacterias

resistentes a antibioticos.

Los PAM han recibido una creciente atencion debido a la busqueda de tratamientos
antibidticos que sean efectivos contra un nimero importante de bacterias multirresistentes,
y han sido aislados de diversas fuentes, como la piel de rana (magaininas), el veneno de las
avispas (mastoparanas), el veneno de abejas (melitina), y de las polillas de la seda
(cecropinas). Particularmente, estos péptidos cortos se pueden clasificar en varios grupos de
acuerdo a su estructura secundaria, incluyendo 1) de tipo extendido y a-helicoidales, 2)
ciclicos, y 3) péptidos que forman estructuras en hoja-. Todos comparten las
caracteristicas comunes de ser cationicos y tener momentos hidrofébicos altos. Estos
péptidos estdn compuestos de aminoacidos hidrofilicos e hidrofobicos que facilitan su
distribucion entre la fase acuosa y lipidica, de manera que cuando se lleva a cabo la
interaccion con membranas de lipidos les permite adoptar una conformacion anfipatica
comun [43]. Considerando que esta distribucién esta favorecida hacia las membranas de
lipidos con carga negativa, se sugiere que las interacciones electrostaticas son el
componente clave en la selectividad de los PAM por las membranas de células bacterianas
[44].

En las membranas de células eucariotas, los fosfolipidos con carga negativa estan
principalmente localizados en la capa interna de la membrana de lipidos, mientras que la
capa externa se compone principalmente de lipidos zwitteridnicos y lipidos neutros, de
forma que la carga neta es neutra. En contraste, en las membranas celulares bacterianas,
ademas de los LPS, una gran proporcion de fosfolipidos 4cidos, tales como
fosfatidilglicerol y cardiolipina presentes en ambas membranas, proporcionan una carga

negativa a la superficie [45].

Para ayudar a contrarrestar el problema de la resistencia que han desarrollado las bacterias
contra farmacos antimicrobianos, se ha considerado el uso de los PAM cationicos como una
alternativa a los antibidticos. Por lo general, el mecanismo de accion de estas moléculas
implica la interrupcion de la integridad de la membrana bacteriana, sin embargo también se

han caracterizado otros mecanismos antimicrobianos dirigidos contra procesos celulares
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clave, incluyendo la sintesis de ADN y de proteinas, el plegamiento de proteinas, la

actividad enzimatica y la sintesis de la pared celular [46].

Ubicuos en la naturaleza, los PAM constituyen un componente clave del sistema inmune
innato de diversos organismos, que no solo generan un amplio espectro de actividad contra
bacterias y hongos patdgenos, sino que incluso, la actividad toxica se extiende a virus,
parasitos y algunas veces a células cancerosas [46]. Muchos péptidos actdan sobre las
membranas bacterianas u otros blancos, en contraste, la mayoria de los antibi6ticos
normalmente se dirigen contra proteinas especificas. Estas propiedades pueden representar
una ventaja caracteristica de los PAM que favorezca el combate contra especies
microbianas que se han vuelto resistentes por mutaciones génicas. En este sentido, la
bdsqueda de nuevas moléculas de caracter proteico implica la identificacion de los péptidos
activos presentes en la naturaleza, seguidos por el disefio de péptidos sintéticos analogos
para estudios de estructura-funcion y su posterior abordaje utilizando experimentacion en

modelos in vivo.

Particularmente, la actividad antimicrobiana presente en el tejido hematico del humano esta
relacionada con la movilizacion de proteinas y péptidos citotdxicos a los sitios de infeccién.
Estos agentes celulares se transportan en los granulos citosolicos de leucocitos y plaquetas,
mientras que los agentes extracelulares son producto de la degranulacion celular o de la
secrecion desde el higado de proteinas de fase aguda. Ademas de la actividad microbicida
directa, muchos de los agentes plasmaticos también son capaces de neutralizar los efectos
proinflamatorios ocasionados por los componentes de la superficie microbiana.
Adicionalmente, varios de estos agentes presentan actividades relacionadas con la

modulacion de la respuesta inmune y mecanismos de reparacion tisular [42]

Proteina CETP y la isoforma CETPI

CETP es una proteina plasmatica que es secretada principalmente por el higado que cataliza
la transferencia de ésteres de colesterol y triglicéridos entre lipoproteinas. Estudios de

delecion y mutagénesis sitio especifica han mostrado que el dominio C-terminal (E4s5-S476)
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estructurado como una hélice-a. anfipatica, corresponde a una region clave para la funcién
de transferencia de lipidos [47,48]. En este sentido, resultados experimentales de nuestro
laboratorio sugieren que el mecanismo de transferencia puede estar directamente
relacionada con la formacion de un sistema micelar de lipidos, en donde la conservacion de
la estructura hélice-a en el C-terminal es critica para llevar a cabo este proceso de

transferencia de lipidos [49].

Sin embargo, en nuestro laboratorio se ha descubierto una nueva isoforma de CETP
sintetizada exclusivamente en el intestino delgado, a la que se denomin6 CETPI. Esta
isoforma se diferencia de CETP en gque no contiene el exon 16, y 54 bases contenidas en el
intrén 15 forman parte del nuevo mRNA caracteristico de CETPI, que en consecuencia
sustituye los 24 aminoacidos del carboxilo terminal presentes en CETP por una secuencia
de 18 amino&cidos con un alto contenido en prolinas y residuos con carga positiva, los

cuales son criticos para la nueva funcion de CETPI [50].

Como se ha comentado, CETP pertenece a la familia de proteinas PLUNC, entre las que se
encuentra la proteina BPI. Particularmente, CETP y BPI comparten los mas importantes
elementos estructurales, incluyendo el plegamiento global en forma de boomerang, asi
como la simetria y arquitectura de los dominios amino y carboxilo [51], a pesar de que
tienen una homologia muy baja en las secuencias de aminoacidos (16%). En la superficie
concava tanto BPI como la nueva isoforma CETPI no tienen el dominio clave hélice-a
situado en el carboxilo terminal, y en su lugar ambas proteinas presentan un alto contenido
de aminodcidos con carga positiva, caracteristica que es importante para la funcién

asociada con la union a LPS.

Cuando la proteina CETPI fue descubierta en nuestro laboratorio, se encontré que su
expresion se restringe al intestino delgado y se encontré en cantidades importantes en
plasma. De esta forma, en modelos celulares de intestino delgado, se ha estudiado la
sobreexpresion de CETPI generada por el tratamiento con LPS desde concentraciones muy
bajas, caracteristica que puede estar relacionada con una funcién de union a LPS [52].

A pesar de que naturalmente los organismos presentan mecanismos finamente disefiados

para la sintesis de anticuerpos que son en general efectivos para contrarrestar infecciones
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por bacterias Gram-negativas, estos no tienen la capacidad de neutralizar los efectos
patofisioldgicos asociados a los LPS. Hemos demostrado que a través de la union de CETPI
a LPS se lleva a cabo su bloqueo y en consecuencia, se evita la presencia de citotoxicidad.
Especificamente por medio de la diseccion estructural de la funcion de péptidos derivados
del C-terminal, los resultados experimentales demuestran que un péptido derivado del
carboxilo Terminal de CTPI de 18 residuos, es una molécula inocua que presenta la
capacidad de unién a LPS y genera condiciones de proteccion de los efectos citotoxicos
causados por los LPS (Figura 3) [53].
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Figura 3. El tratamiento con un péptido derivado del carboxilo terminal de CETPI
previene del desarrollo de citotoxicidad en macréofagos (RAW). Grafico de viabilidad
celular en células bajo un tratamiento previo de 45 min con dosis crecientes del péptido de
18 aminoacidos, previo al estimulo por 24 h con 10 ng/ml de LPS. Grafica representativa
de 6 repeticiones (*) p<0.05; (**) p<0.001

Actualmente nos encontramos realizando estudios utilizando un panel amplio de péeptidos

de diversas longitudes derivados del segmento carboxilo-terminal de CETPI como
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moléculas inactivadoras de los efectos negativos producidos por los LPS, extendiendo
nuestro estudio a la realizacion de pruebas experimentales de funcionalidad en el mamifero.
Tomando como base la secuencia del segmento carboxilo-terminal de CETPI, actualmente
nos encontramos estudiando las condiciones Optimas de proteccion de estas moléculas
sobre la accion de los LPS y de esta manera evitar las cascadas de sefializacion deletéreas
que se desencadenan por la union de los LPS a sus receptores blanco tanto en las células del
torrente sanguineo como en las células presentes en la pared vascular [52,53].

Referencias

[1] de la Cruz M y Badiano J. Libellus de medicinalibus indorum herbis, Cdédice de la
Cruz-Badiano, Codice Badiano o Cddice Barberini (1552).

[2] de la Cruz M. Libellus de medicinalibus indorum herbis. Version espafiola con
comentarios de diversos autores. Instituto Mexicano del Seguro Social (1964).

[3] Villagbmez-Ortiz A, Medellin R, Trujillo N, Méndez R, Guzméan R, Rosas V, Garcia S
(2013). Uso de proteina C activada en el tratamiento de sepsis grave o choque séptico. Rev
Asoc Mex Med Crity Ter Int 27:153-171.

[4] American College of Chest Physicians/Society of Critical Care Medicine. Consensus
Conference: definitions for sepsis and organ failure and guidelines for the use of innovative
therapies in sepsis (1992). Crit Care Med 20: 864-874.

[5] Rathinam VA, Fitzgerald KA (2013). Immunology: Lipopolysaccharide sensing on the
inside. Nature 501:173-175.

[6] Annane D, Bellissant E, Cavaillon JM (2005). Septic shock. Lancet 365:63-78.

[7] Nguyen HB et al; Emergency Department Sepsis Education Program and Strategies to
Improve Survival (ED-SEPSIS) Working Group (2006). Severe sepsis and septic shock:
review of the literature and emergency department management guidelines. Ann Emerg
Med 48:28-54.

[8] Van Amersfoort ES, Van Berkel TJ, KuiperJ (2003). Receptors, mediators, and
mechanisms involved in bacterial sepsis and septic shock. Clin Microbiol Rev 16:379-414.

89



[9] Ohto U, Fukase K, Miyake K, Shimizu T (2012). Structural basis of species-specific
endotoxin sensing by innate immune receptor TLR4/MD-2. Proc Natl Acad Sci 109:7421-
7426.

[10] Angus DC, Linde-Zwirble WT, Lidicker J, Clermont G, Carcillo J, Pinsky MR (2001).
Epidemiology of severe sepsis in the United States: analysis of incidence, outcome, and
associated costs of care. Crit Care Med. 29:1303-1310.

[11] Watts C (2008). Location, location, location: identifying the neighborhoods of LPS
signaling. Nat Immunol 9:343-345.

[12] Meng J, Gong M, Bjorkbacka H, Golenbock DT (2011). Genome-wide expression
profiling and mutagenesis studies reveal that lipopolysaccharide responsiveness appears to
be absolutely dependent on TLR4 and MD-2 expression and is dependent upon
intermolecular ionic interactions. J Immunol 187:3683-3693.

[13] Ohto U, Fukase K, Miyake K, Shimizu T (2012). Structural basis of species-specific
endotoxin sensing by innate immune receptor TLR4/MD-2. Proc Natl Acad Sci 109:7421-
7426.

[14] Hagar JA, Powell DA, Aachoui Y, Ernst RK, Miao EA (2013). Cytoplasmic LPS
activates caspase-11: implications in TLR4-independent endotoxic shock. Science
341:1250-1253.

[15] Kayagaki N et al. (2013). Noncanonical inflammasome activation by intracellular LPS
independent of TLR4. Science 341:1246-1269.

[16] Dickinson RJ, Keyse SM (2006). Diverse physiological functions for dual-specificity
MAP kinase phosphatases. J Cell Sci. 119:4607-4615.

[17] Park BS, Song DH, Kim HM, Choi BS, Lee H, Lee JO (2009). The structural basis of
lipopolysaccharide recognition by the TLR4-MD-2 complex. Nature 458:1191-1195

[18] Beamer LJ, Carroll SF, Eisenberg D (1998). The BPI/LBP family of proteins: a
structural analysis of conserved regions. Protein Sci 7:906-914.

[19] Chiang SC, Veldhuizen EJ, Barnes FA, Craven CJ, Haagsman HP, Bingle CD (2011).
Identification and characterisation of the BPI/LBP/PLUNC-like gene repertoire in chickens
reveals the absence of a LBP gene. Dev Comp Immunol 35:285-295.

[20] Bingle CD, Craven CJ (2002). PLUNC: a novel family of candidate host defence
proteins expressed in the upper airways and nasopharynx. Hum Mol Genet 11:937-943.

[21] Levy O (2000). A  neutrophil-derived  anti-infective ~ molecule:
bactericidal/permeability-increasing protein. Antimicrob Agents Chemother 44:2925-2931.

[22] Balakrishnan A, Marathe SA, Joglekar M, Chakravortty D (2013).
Bactericidal/permeability increasing protein: a multifaceted protein with functions beyond
LPS neutralization. Innate Immun 19:339-347.

90



[23] Levy O, Elsbach P (2001). Bactericidal/Permeability-increasing Protein in Host
Defense and Its Efficacy in the Treatment of Bacterial Sepsis. Curr Infect Dis Rep 3:407-
412.

[24] Canny G, Levy O, Furuta GT, Narravula-Alipati S, Sisson RB, Serhan CN, Colgan SP
(2002). Lipid mediator-induced expression of bactericidal/ permeability-increasing protein
(BP1) in human mucosal epithelia. Proc Natl Acad Sci 99:3902-3907.

[25] Annane D, Bellissant E, Bollaert P, Briegel J, Keh D, Kupfer Y (2004).
Corticosteroids for severe sepsis and septic shock: a systematic review and meta-analysis.
BMJ 329: 480.

[26] Bernard GR et al (1997). The Ibuprofen in Sepsis Study Group. The Effects of
Ibuprofen on the Physiology and Survival of Patients with Sepsis. N Engl J Med 336:912—
918.

[27] Rivers E et al (2001). Early Goal-Directed Therapy Collaborative Group. Early goal-
directed therapy in the treatment of severe sepsis and septic shock. N Engl J Med
345:1368-1377.

[28] Bernard B, Grange JD, Khac EN, Amiot X, Opolon P, Poynard T (1999). Antibiotic
prophylaxis for the prevention of bacterial infections in cirrhotic patients with
gastrointestinal bleeding: a meta-analysis. Hepatology 29:1655-1661.

[29] Sharma VK, Howden CW (2001). Prophylactic antibiotic administration reduces
sepsis and mortality in acute necrotizing pancreatitis: a meta-analysis. Pancreas 22:28-31.

[30] van den Berghe G et al (2001). Intensive insulin therapy in the critically ill patients. N
Engl J Med 345:1359-1367.

[31] Cafiero F, Gipponi M, Bonalumi U, Piccardo A, Sguotti C, Corbetta G (1992).
Prophylaxis of infection with intravenous immunoglobulins plus antibiotic for patients at
risk for sepsis undergoing surgery for colorectal cancer: results of a randomized,
multicenter clinical trial. Surgery 112:24-31.

[32] Douzinas EE et al (2000). Prevention of infection in multiple trauma patients by high-
dose intravenous immunoglobulins. Crit Care Med 28:254-255.

[33] Ziegler EJ et al (1991). Treatment of gram-negative bacteremia and septic shock with
HA-1A human monoclonal antibody against endotoxin. N Engl J Med 324: 429-436.

[34] Greenberg RN, Wilson KM, Kunz AY, Wedel NI, Gorelick KJ (1991). Randomized,
double-blind phase Il study of anti-endotoxin antibody (E5) as adjuvant therapy in humans
with serious gramnegative infections. Prog Clin Biol Res 367: 179-186.

[35] Warren HS et al (1993). Assessment of ability of murine and human anti-lipid A
monoclonal antibodies to bind and neutralize lipopolysaccharide. J Exp Med 177: 89-97.

91



[36] Warren HS et al (2003). Protective efficacy of CAP18106-138-immunoglobulin G in
sepsis. J Infect Dis 188:1382-1393.

[37] Lynn M et al (2003). Blocking of responses to endotoxin by E5564 in healthy
volunteers with experimental endotoxemia. J Infect Dis 187:631-639.

[38] Wu A, Hinds CJ, Thiemermann C (2004). High-density lipoproteins in sepsis and
septic shock: metabolism, actions, and therapeutic applications. Shock 21:210-221.

[39] Reinhart K et al (2004). CD14 receptor occupancy in severe sepsis: results of a phase |
clinical trial with a recombinant chimeric CD14 monoclonal antibody 1C14. Crit Care Med
32:1100-11009.

[40] Horton JW, Maass DL, White DJ, Minei JP (2007). Bactericidal/permeability
increasing protein attenuates the myocardial inflammation/dysfunction that occurs with
burn complicated by subsequent infection. J Appl Physiol 103:948-958.

[41] Opal SM et al; ACCESS Study Group (2013). Effect of eritoran, an antagonist of
MD2-TLR4, on mortality in patients with severe sepsis: the ACCESS randomized trial.
JAMA 309:1154-1162

[42] Levy O (2000). Antimicrobial proteins and peptides of blood: templates for novel
antimicrobial agents. Blood 96:2664-2672.

[43] Henriksen JR, Andresen TL (2011). Thermodynamic profiling of peptide membrane
interactions by isothermal titration calorimetry: a search for pores and micelles. Biophys J
101:100-1009.

[44] Oren Z, Shai Y (1998). Mode of action of linear amphipathic alpha-helical
antimicrobial peptides. Biopolymers 47:451-463.

[45] Matsuzaki K (1999). Why and how are peptide-lipid interactions utilized for self-
defense? Magainins and tachyplesins as archetypes. Biochim Biophys Acta 1462:1-10.

[46] Nguyen LT, Haney EF, Vogel HJ (2011). The expanding scope of antimicrobial
peptide structures and their modes of action. Trends Biotechnol 29:464-472.

[47] Wang S, Wang X, Deng L, Rassart E, Milne RW, Tall AR (1993). Point mutagenesis
of carboxyl-terminal amino acids of cholesteryl ester transfer protein. Opposite faces of an
amphipathic helix important for cholesteryl ester transfer or for binding neutralizing
antibody. J Biol Chem 268:1955-1959.

[48] Wang S, Kussie P, Deng L, Tall A (1995). Defective binding of neutral lipids by a
carboxyl-terminal deletion mutant of cholesteryl ester transfer protein. Evidence for a
carboxyl-terminal cholesteryl ester binding site essential for neutral lipid transfer activity. J
Biol Chem 270:612-618.

92



[49] Garcia-Gonzélez V, Gutiérrez-Quintanar N, Mendoza-Espinosa P, Brocos P, Pifieiro A,
Montalvan-Sorrosa D, Castillo R, Mas-OlivaJ (2013). Key Structural Arrangements at the
C-terminus Domain of CETP Promote a Mechanism for Lipid-transfer Activity. Enviado a
revision.

[50] Alonso AL, Zentella-Dehesa A, Mas-Oliva J (2003). Characterization of a naturally

occurring new version of the cholesterol ester transfer protein (CETP) from small intestine.
Mol Cell Biochem 245:173-182.

[51] Qiu X et al (2007). Crystal structure of cholesteryl ester transfer protein reveals a long
tunnel and four bound lipid molecules. Nat Struct Mol Biol 14:106-113.

[52] Garcia-Gonzalez V, Gutiérrez-Quintanar N, Mas-Oliva J (2013). Lipopolisaccharide-
binding function at the C-terminus domain of CETPI. Manuscrito en preparacion.

[53] Garcia-Gonzalez V, Gutiérrez-Quintanar N, Mas-Oliva J (2013). Sistema para la
cuantificacion de la isoforma | de la proteina transferidora de ésteres de colesterol y uso de
péptidos derivados de su dominio C-terminal como moléculas bloqueadoras del efecto
citotoxico inducido por lipopolisacaridos. Solicitud de patente en preparacion.

93



10.2 Articulo publicado: “Key structural arrangements at the C-
terminus domain of CETP suggest a potential mechanism for lipid-

transfer activity.”

Journal of Structural Biology 186 (2014) 19-27

s dourral of
Structural

Biology

Contents lists available at ScienceDirect

Journal of Structural Biology

journal homepage: www.elsevier.com/locate/yjshi

Key structural arrangements at the C-terminus domain of CETP suggest @Cmmm
a potential mechanism for lipid-transfer activity

Victor Garcia-Gonzalez*, Nadia Gutiérrez-Quintanar?, Paola Mendoza-Espinosa *, Pilar Brocos ”,
Angel Pifieiro °, Jaime Mas-Oliva *~*

*Instituto de Fisiologia Celular, Universidod Necional Autdnoma de México, 045 10 México, D.F, Mexioo
® Departamento de Fisica Aplicada, Foculted de Fisicn, Universidad de Santiago de Compostela, Spain
“Divisiin de investigaodn, Feculiod de Medicing, Unversided Nocionol Autdnoma de Méxioo, Mexico

ARTICLE INFO ABSTRACT

ﬂrh"-f.t' history: The cholesteryl-ester transfer protein (CETP) promotes cholesteryl-ester and triglyceride transfer
Rﬂt:“—'d 23 Dﬂj-tmh“" 20 3. . between lipoproteins. We evaluated the secondary structure stahility of a series of small peptides derived
Received in revised form 4 February 2014 from the C-terminus of CETP in a wjde range of pH's and lipid mixtures, and studied their capability to
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Available online 14 February 2014 carry out disorder-to-order secondary structure transitions dependent of lipids. We report that while a

mixture of phosphatidylcholine/cholesteryl-esters forms large aggregated particles, the inclusion of a ser-
ies of CETP carboxy-terminal peptides in a stable x-helix conformation, allows the formation of small

g_{‘;wdr homaogeneous micelle-like structures. This phenomenon of lipid ordering was directly connected to sec-
Coterminus domain ondary structural transitions at the C-terminus domain when lysophosphatidic acid and lysophosphati-
Lipid ordering dylcholine lipids were employed. Circular dichroism, cosedimentation experiments, electron microscopy,
Secondary struchire transitions as well as molecular dynamics simulations confirm this phenomenon, When purnfied CETP is studied, the
Lipid micelles same type of phenomenon occurs by promoting the reorganization of lipid from large to smaller particles.

Our findings extend the emerging view for a novel mechanism of lipid transfer carded out by CETP,
assigning its C-terminus domain the property to accomplish lipid ordering through secondary structure

disorder-to-order transitions.
@ 2014 The Authors. Published by Elsevier Inc. This is an open access article under the CC BY-NC-ND
license ( http:[fcreativecommons.org/licenses/by-nc-nd{3.0/).
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slzed by GonScrip | Plscaratway, M z0d chiclr icooione and purioy
CARHOTT by s ARermarmerny ane S0 an: psis, Laphilized
pEEites were ssulved o ammomivm caxbonats buller (pll 3.5]
b toneeniczbicn ol 10 mee/ml From s soluten 2 banber 125
Cllucian 'was CEried out To cvalua e gl Socofdacy STUCmrs at
pil 15 ared 4.8, 2 sodium acetale bulfer was ussl; Jor gl &3 aod
P2 nowxdivnm phosphale bofTer was el and for plls bebsssn
Al oand D5 an ammanminmm carhanabe Foffer was emploged. oozl
vases, mitrepnre M weat o weas 2laays esel fagether with 2 fl
rrarien seeprrincgh 0E2 s meahrEne Aliers. Bepnde concenrra-
rirn was derermined Wy measonng e pepride bons absochanee ar
TS mm.

Prpfide samipics ar & fancenrrarico of 200 paiml s -
ot willy the GfMersn pd preparations for 22 hoal 2500 before
their sroctarl charatteriztion emploving doewlar dichroism,
riynarmic light aatterimg amel elecron mieniseapy, o ihe same
monner, purifisd CETP was imcubaled swich the differsn Lpd
prepamticons lestsl,

Srwerzl sreandany snucniee predictees and SMWSTS WOTE S-
plooss the PRIFECT prdsin strnciors preiianim sereer, Agadin
an algarirhim ta peedier rhie Belical conreor of pephdss;, SO0k
Laelb-eqrimizes precierian merhnd wirh 2 Enmenr s Posrean DRA-
Sear proeram ane Rosete Desen, Dldwa] whesl represenlationg
wore sbtalned using che Procean DMAStET program (Lasergeme |

22 Uirculur dichmisme (08 specirosopy

CTnecma weeoe re@ srersd wd o an ANTY ERDS sparrmped anme-
ter PRV Imstnaeenits] & 250 pmiplaying e 1Y waedengrhs
| FOIR- 2R e ). EERerimienT 5 we s e Taeme ar a pepnde cooeen-
rrearicsy of 200 jigiml in 2 0 oquams parh lergrh cimerne ninning
BV suliwears, Spedra were recondsd with 2 T mm bandweidih
uging 0.3 nm increments Jod 2.5 & aocurmalaclon thine Zverarad
rer 4 srans. £T0 reslrs are ceparted a5 mcsn mictar sipricing
fo, e e dimel™ ] corgiderime the baseline cormscLion.

22 Preparesion of fim! miviures

[nset'er skl n the slesirs |l ieneeninativos of B and cholest e
iyl -esrers Lo e Albbere e relvriees peepaeed, Upes were mies® in
rhilarcdram 2ne cried Far B b nneer a genrle sreeamoof B, and &0
acdtaral perled of 24 b Lo vaosm an & SpeadVae concenceor
15avanty Lipld mbgruss wers picparsd 'with a molar racie of D
2l o cholesteryl-ewer 100 phl, Aller Sriing Lhe Lpids veers
resuspeoced o g phosphate bafTer (MNallzP0L 33,03 mk, Haal 1By
TR mmia] Al pHE R aml sobseaue nely somicaved 75 5 om 30y T
pulses for 4 cycles of 10 min inan tee bath umder o fove of Bz using
g Senifier 250 wltraseos cator Sranson), Samples were el Do sowil-
Thrars fe 2 hoar 25 5C and conrrilged 20 T30 rpm fer 1 min he-
fre bring sl

24 FIEROicEion aF (eso- (D micsics

[he repered arounis of esoC P00 dissolved o cidomoform
wears plavsd under 2 gentle sioean ol My bor 5 b, and an addicienal
perind al 22 hin warnmm. Samples weers restspeEncer ina phins
phae balfer (HallaPoy 330 mbk, MaalIPOs 1586 mb aL gl 6.8
anwt 3750 zroa Anal concearrzrian af 25 mA mnccermarion, adrer
rhis procedure, sareples were leept 2 bar 25040, subsegquently cen-
rrifuged &0 13000 cpm fos 10 minac 12 *Cand leto o cquillbrde tar
1 hetare being nsms
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AR Prepamting af aawinsphatiis acid G0 meiralles

e reciiiced 2msiines ol T4 cissalver i chlomdnm wer
plaed under 2 peole Ooew of M. for &b amd an additional pericd
of 13 h o vacmam. Sanples weare pdraed Loa phoasphace bualler
[Pl Py 355 mb, Ma PO, 16 mb) 2 3 finzl concentration
el 12.5 mbe oo further provessed hireaeh 4 oecles of Gresing o
L Mz and thaveeny ab 37 ' Sclulicos wers kep 2h ot 25°C
aml cenrifieeed G T min al TN rpm.

6 PudRsankan af CEIP faon Goman plasiaan

CETP wis purited using 2 coibinaposd of worz-centrihl sarion
and several srcpienrial shearzragraphy steps |Boiz Mo sga o al,
f0d | Rriefly, Hpnpeoesin free plasma wizs isplamen inm freshily
crawin human plosma by ullaeenolagalaon using 2 TLA T00 ra
o T Lpoprocein Cchear fracrion “was loaded to 2 phenty'l-5eplhar-
cae colwno pre-syguailibrated sith A58 Hal 0 mbd Tos'2 miid
LOTA gl v Proteice were abaled motven seps with 150 mkd
MarT 1 med T2 mkd COTA cral oleezpore RGO weter, fraction
eluced with water was applied bean arzon esckunge colunn [ Se
phwirase Fase Aot nesing and cluned wirh 2 0-10 B M0 gracienr,
Finally, rhe fracrion chrzine? heraren 720 and 830 mkd M wes
applled ooz concanaval in A-Sepharse column whers speclic CETF
rlirian wWa s 2emdees nEing s-met fl-n-mannasde |10,

27 Dvmcarreis lght soafenmo (DS

DL saamole anzlysis & perfocmed smployice 2 Mzlvem Zeta
sizer Mame Syslen ol 250 inunediseey afies C0 ousasureEmenls
resak plaee, The intensing of Sspersed light weas mezsorsd at an 2o
el al 171

AR Mnimndar GEesnies snaudarions

Coarse Crained (OG0 somula fons vecoe perrarmed with poriodic
Py oanciricas isng CROMACE D oeagine wresioa 3.93
Wan Der Sposd e gl 20057, 2nd carriesd cul in the NPT enseinchle,
Waner and SUETICnL mole fulag wers epiriely couplec o a Ger
ende=n chermostat 2 300K wich a commun msriod of T gs The

pressuce was motrspically coocrolled a1 bar aang o Derendsen
harnsrar [Seroarisem or 2L V1R wirh an isathermal seenpressibil-
ity ol 5= 107 et The inidial svonlinales for CETP helinaX2
wirre abfalnes froen awzllable X-ray diffracrian dara (P0S: 2ahd)
|0 o oal, 2007 The RMARTIMIE reiee Held Jeersion 0§ was &m-
plegeed po el all OF moleoales (R aminkoe b & 20000 & pievi-
cusly proposed by us bor cparsce Eraln stuctuces. loles weom
parzrsnen ed nsing oo beacds bar rie PO heac 20d the A 2-3
CL wrowpy of Lhe marfactanl, oo som up o thrs: addibomal hydoro
phcblc badcs o the rest ot e surlactant c2il 1 Erooos er al., 2003,
Gancom mistures consisting of 234 5 lpid molscoles, 23415
Wlarting wwaters [ecuivalent Lo 33,650 aromistic wealer oudeoalzs),

CETE kelie 8%, znd 3Ma' inns wers introdueed ine rhamhic
coreahedron ses Cslee lergth 75 nm), Fach sysbaan was snspy
el aed Eing rhe spe e deseent mertad and thes rhees incde-
[ERCENE 5 S [00g e crrecies per each ggsrem ferln e sraming
freen differemr mnnial raclioe welegt Biss. A2 o end ol was om-
plegged tar nan-handed  Inrerzemions. The 1=] porennzl wes
srnory shifrec rn 2ern Reraeon 00 and 1.2 nm & similac &p-
proach wes smpleyed bor elscimstae inleractions, toasidenng 2
Coidlzonbic porzncial with a relzdye poroicgyan of 15 togshcr
weith o shift fuceaica foonz O o 2.2 noz The neighbor list was o
Caled wwery 10 seeps. The brajectery analysy we perfocrned asing
testily af ther GRIAAACS packape, Bastdol 20 am® Pyl TEFL B
Cetals can be found in 2 ceceo s bedy from oar group wheee C0

simlatinees of raicelles were perfommed using idenbical mechinds
(Brocos o al, 2012

A5 TronEnTEsinm eferiren micrusmeEy

Peplices am® UUTP sormpless inovbaned sweith 1 03 Feren Tipid
IELXLUCES (el s procEsseC using o negative stainbree lech
nicire & visnzlized nsing rrarsmission clevreoo ralcrn ey
ETERST Sarmplies (70 pi) weene plaiss® an carbun-cazied capper
pritds GO0 mesh for 10 min av 250 before observalions weers
mads Since inoanie cxperieres corrrast of ne gEriwe SrEne e sam ples
ran he mpressed by vsing copper-go s wirh slighrhe chicker carhon
[atings, acoording to the color erzremes chatt provided by iz
reerpaEny Nnibder Inrernaricnal, we sqpesacd coppes gods i he
el For che wisualiztion of the Lipid 'CCTE stmaobares, o carben va
par far locwrer pariads of time uncil appecsimarely 2 chickness of
100 nm weos reachesd. Cocess licuid was ranoved wilth sWhabian
papsr cod wrids megatively Aansd for S ndn winh uraoyl acelaie
salvirdnm S22 wh Sampdes wene dried fee 2aln 2nd MS-TER
ey were sogniral nsing 2 LR -T200ETT JEOL wicrassapps al
RN et a ROAIEL. mzgnibicarion

200 Lipelipeptide cos=limaentation avsies ang pepbidy bong
SDLCTOSInmy

With the objemove o evaluals hindne of CETP denved peplids
o lple appremares, cosedimaninon exprments ware perloemed
usiny ultraceobriiaation weich 2o Cotinea TR ul mrsninfugs and a
TLA-T002 poler | Faloeer e al, 20097, Samples comsising of peo
fde, pdd, e peptlde Hpld eadsnires wers cemtifiiged ar 200000z
fir 75 h to dican? possihle Dpesomeal sinetoess, When e
O ared TRA weere s, 2 FRriwe e Senrririgarinn sy was carmi o
air at FIOER tar 36, and 54 h respocriechy In 0 cases 1950
wWag mnantaiced throughoul the experimanie. SUpernicins wars
rocoerod &nd e remmalning pollers nesuspendsd i & phosphacs
buffer pil 7.2 Alersands, absocbanes of the supermztants and
e remmining resuspended pellecs was mesured Gollovdng the
bsorance of pap i bands ar 205 2 218 nom.

111 Padpaypimnide gradiens gl alecrmpsharasis

Pallzrs abraioed from the papricailipld cosadimnenaion J5suys
were AnEyEes an Aaf-oeRAneing pracir pelyeoylivide go
Aorrrophorssis. Bamples wers peace sied nung 3-E5%, -38T% and
-4 pulveerelanade gradiencs gely aang 2 Trns-borae baber
during 166 at 80, Sracient @215 Wers saned with Cocmnassis
Ll C-250 (Tolelo-lelles el al, 20000

1 Eesulis

[he cridimensond visw of the C-lerminus reion of CETPE (ga
A5 -476) compuesed ol a -sheer (22 AS3-45617 aod the native
zrapthiparhic w-hellin (a2 dRi- 45K mamed helig-%"" are shiwan in
g & when ehatamic 2ol AR5 is subegitolen by o cgsteine resitue,
2 Ir will be sheswn belos, parrioila e secandzng sSenacirs charac-
terisrics are cevelnpod wirh rhis oew mocd peprice knman @5 he-
lia-%"" (R 20 Doprice helie¥™ when plaod inosoliion and
inrnharet & diferenr [, el nrains mesr of s s-heliczl s
nire wirhin a wiee ange of pH values S35 when sredied by
trcular dicteaisoe 10D (e IR Ths wiualion does ool ocoar
When nerive pepcide bede=%"* 15 cested. siooe CO c¥ptimons
shoay thal sevondary stoacbare = lest and tlee pepiide keeps a ran
dom: confurmation tndepsndertly of pbl valoe D, 200 The par
favlar tharacteristizs shivwn by pepriels Belis-¥" conglinns 3
key Teziure o the development of ssverzl patenls cams] oul by
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M2 Sreereral sharyrereanan of peperkes ferread fme the C-termine < o STTR G4 jFrimaryard ssemmilany srocteees ob the C-reerine= rason o STTF stoowirp felliezl
‘wWhpal repreearertiene ber parHis FE M 2 ed o pepeicle halie- 2= PIIA: 2= 84 ¢ R empimene 072 pll | afeer npnn seenndamy siesenome nf pepeide halbi-il=mrhe e erne
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T rifyictnline ard stnlageribsnemn Inen dewe phEctonpe Lo meen mnler flipnes messneed ar 25 eme (U ol Detteer eper sacmndary arrecters ol pertis

Felia=5 " i the pisaae s of wane Tyark

our proap ciies Uliva el al, 2012 Mas-Oliva and Aloogo, 2010,
200757 Mas [iha and Alnnsn, 2WITHL

O e cfber Fane, nnder rhe saree pH rarge wihen 2 mixniee al
phuosphaticylehaling anc cholessrgd -sseers ars stodied by devnamic
light scattering (DS ovengs asrsgales ol 30om are loomsd
wilhim 2 rangs that goes T 20t &0 This sampdes whirm
shiisi’ by regative SlAiming transmissian el=cimen miras ey
SSTERE canfirmes] the gee of mistly Largs agyureaves [0y 04
10 B I 15 inccresting to chserac that when pepuce Delx-r" 1
inCizatsd regothier 'with th sames Hpkd miarure at pH values clome
Lz AL che formnaiicn of srzad] homegeneous micelles with oo aver-
awes wigw ol & om is imdeesd (g 30 md D) As previcasiy shown
wirty IN expedieenrarian, currems pHE valies inrertse wirh e
Irmanen of 2 well-dehned pepride seoancang Soeriee znd fwees-
Fores thee Foommation of only large agserenales i observel. This is oon
sivieal with previous resdils rom ow lobortocy showing that
Aorrrnstabic repulsinns and 2 decrement of infrzmnlornlar bpednoe
arn hernls incwee vhe ess ol aenary amutoee in peplices, anel
tharahore Jmredirion i5 promoted a5 20 nelzl e in the tarmms
on of amylobd lioe mbrlls (Bolefos-Gancla o &, 17080 Garcla-
Gansiles anel Mas-Oliva, HNTL Qire of the ferars thar cetemrnine
gletrosla e repulsion & the nst chanee of peotides dirsaly rdatsd
Lz Lhe pll value of Lhe solutica 1o Lhis s=nse, at neatoal pll, the ne
rharge af pepeice hed =¥ 15 = 101 eoncitios rhar aprima iy all res
pepeide Inreractian with lpid amd rherebocs a oomplers mioeiliza-
Livp process Ladsss place. In conlcasl. when gl 6.3 15 lested, a3
showen 1o g, 22 parl of the samiple = mainiamed as laree aggre
gares anc pam as srall mieelles The explane te fre this phenom.-
sennan b5 relzied pecrhe Baer thar pepr de helle-817 ar = 8.3 presenns
rnetchargest LG Rrlvom 2o aptinal oo nditian tor peprice/lipid

toleracticre pl] velues close b the isosleoric poiols of bolh mep
rides Bl 250 and hedi-X'T 02070 rend o rremn larar
AFEMTEATS,

O resualls shove thal peplide helioe-$" when besbsd closs
phyaolencal pll valuss, allews the stablizauen ol the ampbr-
prathic parkasy-renminad a-hedia zol thiereFare thie 2k lity b pro-
reatle Ihe nrgAnizaiom of reiced k=elike lipil srowtorss, ml=r the
s comelivioms = hoogh inoz smallsr degree, peplics helisX"
shwing 2 randodim Conhormaticd L scducicd, inche presence of 1i-
phd aggregeres 15 also able oo perhorm the Lipld ordering phe nome-
ova (Fig. JE amd I

Whien v employ speiiic Ipids @ach as 12-lyseohespbatidy]
chaling (lysn-D 2B and iysephospharidic acie JTPA ), kmoean iy
s P pivernhe the freerian al s-teliees wir arphil parhis pep-
vides. peptics heliz-x™ is dble b keso a dable 2-hddizz] confomma
Cion § Ui, A8 and B; 54 and Bhand when sisoalized by MNE-TOR also
ahle to proeante 2 lipic eodering offect (Figs A and 13 50 and D1
Iheraefer, far this pragess tecevnr, we cancandgfe rhal the pres-
ence of Zowell-ruirurac Jnphipidils s-hells saams o be o2 of
Che B2y [ECmors oo achiows s pheoomeran Sescribed. [0 arder o
forther cheragterize peplicle/lipid imlemcions zml the Sa1 o
peptides proowsle the micgllizaion process, smploying bhe same
cuneenimations thay range foom O w40 mbd oo LysoeCR0 aml
A-10mA far [RA pepeidedipid cnsefimenrarion assags wene
perfarmed. Sportoesrngyy of pepeide boncs assaciared o poders
abizinsd afer ulraspmed cenlribegaion shovesd that wiale peplide
heliz-%'" i swlution duss ool sediment. the presence of [Epid in
srdurion alleaws rhe fammarion of micelles, 2nd only a1 this comdl-
rlan peprlds sedimenradan rakes place (Slgs, 48 and SE'dWhen a
lser csrinErIien opal Enosty [0 Seiment ipoossone e
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M1 Frmnzinn i mcplls-liks grectrres (&) Parmicie dae S mrbarcion of el ac
v s ey of plesplanndyd Telive anl ol s By
[y wemng o pH aipe of &3-0.3 (B mooe lipkld samghs al pH 2.2 sicdiod by pds-
TIN; (iC! sme lpid miaurs pus the addeor of peprds helixe* seeied By DL
Mabnde s Jbnbotm al pH &6 ool sl = aeis i eially ooneageenels sl
poanad sppH 45 (0 reprsereaive image oF minrs pidiecix ¥ a0 gH T2
nfran= with %5 M #mplseine tbe wime =epeareni] mirdrians (Fielerme
Ml T rape preres e nding br Fre csaiml mechire of phowphetaks hahee and
chdenion gl ozt s sudiod at pH 22 and OF! plue Ui addiien oF peptide Lol i ™
For cveny EM imags, bar ndisios 200 nm

structures veas employed durice expenmentebon with bedh lipeds,
rither in B ahsenoe ar the presenee of peptice helis-5"7 negdip-
bl abzarbunoe vl ues wers found assooatsd sach che alozost neo-
rxisrenr pellers, indicaring thar the fmmarinn of Bpasnmes is oo a
rmdir fetar b Ser nncer the sopen ment:l aonditinns cermesd
rair Hrcgh it ane shody [Fa dFL FOm Rermren, nn-csnanminng
prdya g amide gracienr grlolecrrapheTsis suppeeT the wirw rhat
redcel ke larmatan. premoted By the poesonce af pepcide helix-x °,
Inifares &0 o Hpid canoenerarions 2 shoaa by the prossone al
bans anby vlwn thee aphimal associaricn hetween lipid 2nd pep-
ride 15 arkipwsd | Flas, 4F 2nd 5F)

Froam rhess PEperiments, 7 15 Inreresmng o einr ant rhar rhe
mrdcellization process cakes place precisaly acche polor whan pap-
ride hells-5" presenrs a smoemora ] mamsiion frem 3 diseedered
state Lo oo x-helx wheno ciccda dichooism dake i analyzed
|FiEs 4 and B; 3 ard B Precisely anthls podnt 'whioms socardary
structure trarsilions and Lpid ordaning Lzke place, the molar ele-
tiansthis betveeen Lipels Lesesd and helis-X ooreesponcs b one or-
Car of magnituds difTe moce with zn averawe of 315 and 18
muzleoales of Iwsu-TiaPl and LA, cespeclively, awocialed w orm
peprida. A5 showm in BZ. OF. anincressa in LPA conlenmaion Coss
it alfecy the amourn of helis-X=3ilioid micelles trappsd io Lhe
el mdicationg that Sus e the fesd oumber of pepldes placsd
ire salution, proctival by 21 pepiics anils are foo? assmiales toli-
il miwmlles independenily of the o thal Lpid coocenration s
Faring inerezaed, Under these ecnditions, the phgsicochemieal
proEerliss shoesn by che peplide such oas high bpdoophobicig
and high bycraptnhic mconenr | HD wErmanry 2 sroang ariving
Foere v s micell frmalion
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Leha-X" 0! Ciocclae dicbhioes wed acccedany dietor: chamges chiaaal m
repide heliv-Y= modelras =y e praseece nf T1-gerphrapeandgd sheline: |y
ccdn kg Slhply delace el 222 ne rdrcalod wl pomeaa e e 2okl corie el
st pepride helee-N: (0] lpapheepkziidetnlice apprapzes (10 mR) audied by
WE-TTR 2 pll 7.7; (M pltact of 1be preeence of eeide hatiz-13 uren the mime
Bl il o ey BN Dg o, b iedicalce 100 b (B Tgsoplan platalsd -
B pop ik el woradironiotion s and poplide Dol apodascopy. Dala
e aret e maan 4 STE T sTra e rrs CTees IR T 2eTes pernimmed or
AU B 12 b i 0oy G 3 LT 0k i donatuiicg polisac iy il
sradiemt el Mermphereds of peilete sciiced fmm paephasprerdyshelmed
rernde hatie-X% rredimarmnsr 2ecmie The 1-"HY pelocwes orrined cwith
ST | FES T (TR | |

TzKirg inres aroeint rhess crnsderarions, molecilar qynamics
experimantaion alse dlssed ug o eviuare i belaviar of pep-
nee helie=5" ina well contrcdlo lipid cndcarersnr cansisring o
2 relobenship of 234 Lipid meoleculezs, --33, 200 water mrol=cules
NG one peprlids heliz-x"". A5 sbown in Fiz 68 e Inceraction of
pe e b =X wirh 12 4ysephasphatidyiocd fe 2 Eeemarss pro-
minkes b formation of micellar-liks sdructurs with oo sesrage
Ko thaty 70 1ol msdegd 55 and one poprids por pacticle, shovy-
ing dlammeters aroand 5oane [ interesting o cbhserve that lpid
parmicias that o noc 2eseofare Wwich 3 pepride maleoule rend o
agpdale bebresan chem, whil e peptide-asascials] micslles s Lo
e shable cod sy in solulion by chemseves The wme lusd Hlering
phsrwarsmin is ahseresd when 16slysaphaspharidylcholimes s
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Trzha- " 0D calian dicbaois i ad sotomsdany shy cobure Clianmgss of peptidc L @

A mrdelved mp 1ke presenes o LA (R mazn rnlar alipricice vabers ar 20 ne
revszlas ar inTeass in e-kelie nrterr nt periids tHie-x wmEile incmaniep lipid
marerrerenr 0 LR O mld ) SFLTRAER ettt b BT arpl 172 0T etiees
of (e prcsyes: ofpeptide Lol &7 oo (b saise ipnd roiaiues, Foo ooy B g

D dediabce 100 con LEDLEN popdade: L i X el asinial ok ey sand poplids
hrs quasrraeire 2e1 dimwon am rtha maar o 5P of 'l scraeneeem. Cenpdimen-
rHArr amrys perizmmad an S R b S h; [T nee denarerngy polyermlimivie
rlent el lerrepiorenis of pelberc nstanas tmm LP& pepmse Frlit-2 rrasg.
peC ket ngaga The 3808 gl s cdeisid will Codimns b Hoc G-250

erplaisd (g BRL Lpels sieh as Pelgsoninssphanidylcdbasdine th
[EEsARE A Digh crne shews me erdency m efecively lond o
peptide helicd™ and orpanive peplice-assaciaea’ mivsllsg sen
ternre Hpid maleciiles can barm meicelles by themselecs |Fig G000
These resilts prvitle nes evidene an® frther soppen the
prapraz] mar peprice Belie-X Y ocehed in CFTR el Fell e
thee proesss ol lipil secerirg thoeogh the Gommetian ol wiod b=-Tike
TTVRTIFCS.

From: this Lyps of sepeonents aod ioonler Lo poovs hae Lipid
codering and rhe ealecdlzariea oancepr mdghe he alsan cardod cair
by the complewe protsin. the need w pediom 2 ssenes of experi-
meres empoging naritse TFTP became eddenn &5 peead anshy
shwam with pepides helis-51 2wl bediz- X' when incubated ina
wluion contaning lipid aggregaes, pofed CETP moloed from
braman plasmzz (D 77, showes the capability (o iolwee 2 sinzlac

phroamenes of Hpied ordering 25 sheast abees far pepndes
1Fig Bi W helimee, a5 previanshe demnosieaned by os smplog ng
A series af @b parhic peprices cenved frmn seeeral aped Ipopne—
reins [Mendnza-Fs plresa or 2, HI0E; Bl afesarela of 2l 2ml |,
renrdering of lplds from large non-hamngencns o smaller mors
Pmcgeneeiis parricks comild he acceseplidhes? die roorise zhiling
nf CETN, rheragh Ies arcphiparhie Soreeminis domalng, roopromore
an eyuilibricen: shif amd cpbmize the posabality for bindng lipeds
in &0 aciieais saliibion,

[he resully presscied inockds sty emploving panibsd lipies
aret the wise af arificial ipic stroctiees, places os inzn eplimal pe-
sibion by @xperimmenl anc beier underdand nove e male Tor e O
rermminns seperea of CRTP eloring Hipiad mande amonga homan
Lipuproteins., Aeoecdire: wo cur working bepothesis, pressol axper
tenezliam s heirgg carca? et by oor @ emmplaging ol bormal
compressicn of buraey Langrmair-Glodgsw monelavers Cicoheen
pallsCim = fl &, 203 b aml inderfermmerts sirfBEe bne e
suremenls | Bones et al, 2008 iooorder W e oable o sloodzle
A’ nreerstarul, for instanes, lipid ransdsr aml the rols al sofaes
pressaare on DIDL pactici=s and Ly associzbon w el disorder io
proczins aich as CETP and Ledrthin chelosterol acyltramsicrass:
(LA [ Apuil -Eymnosa =t al.. 20137

4, [iscuission

Slode appanrcnty lipopooneln scaiilizaricn 5 noosthy basad o 2
Lineiic rather thao a themmodynam: proeces s, LIEL paclicdes oo
stance, can he cansioe o insrahle partickss oonrEined inos lneric
Lo Odetib e 2l 200070 Dus wo this instab iy, several procsiures
rhat inclowde rhermal CSparks or al, P27 and chantraple | ket
vl AT rrearmenr, can sy release fye pEmicie eoen rhis
rrapy. CE prapass] preserrings an altermaries pessihilieg e wnle
vapain e erickent Ipie rranstes acmiving carrier o by [ETP,
caiild rake 2ovarezge af this raer when the peomein binds teoan
HNL parricle relsasing the Ipeoearsin foom mhis Kinere rmapocoh:
eral, M0EL The releass ane oriwer stahll zanan carried car zr e
atirfzre ar an HOL pemice sanild be eel ggered By B0 lpeds when
Binding amund the amphiparhie C-remines camain of TETP. This
mea smchiral eandirion agggeses mar changes o e CHreari e
presenr in CFTP alogg i K-axis onole he irendsed wirh rhe rogger
recharism thar canrral 5 kireling ane release af CFTE feam rive sir-
taoe af a Hpepeoesin CHail 2no Qio, 2001 Mendnea-Fspinesa of al.,
HEE Y 2 well 2srn e phernmenea ol H0L remadeling (B angeals
eral, FE; Miesne seal, 2

Alrhongh recenrly Thang oral, (200 3] hased oo eleceran miberos-
copy inzages bave proposed that lipid tansles might be caoisd oul
thinawety the fromzrinn af rernany compleees heraeen ba Lipopres
Leinn partides and CETP. ther mlerprelabon dues oo ol ol 2o
coiinf the fact that the ©-rerrinos zeaphipethie -l pooesn b
e egsenlizd for che ansfer processs, s not mvelvesd in their model
Mereaerr, walemlar dynamivs simnlatien stcies Bawe rocemly
shiown that CETE 63 niod able o peosrace farther chan e phos
phate gronps of a phosphalipid eonalager (Koo o al,
20120 Klsi, Lhere §s oo mencion a5 w bes crighveerides and phos-
philipgsls rngether aith chalestergl=esiers might b ransfemes’
Althoweh Lvew cholessbery s ber mulsodes have beentightly as@oea-
Jrac ro i ramiany scoocniee al CETP. the preeeng & of meuzl liphds
i e core space of the protein could be dicectly asocizied w the
mnakneznaccs ol Ics serucrtucal scabilioy. In chis resped, it Das beon
reportsl that the ooercidalpameablive-ooreas ing proleio
1B thar shows 2 potont anfmlioncbial actlon and binds oo Lpe-
pulyszochandss, presenty 2 snking stroctuczl simtdancy wich
CETT. [t s suggesnon thar despice this close similacicy, BFI presonts
a miece opmn structure and o compleisly O e, 4.'-lur||'.'5|u5 5B
UCTEe IR eamparison ro CETR phenam ened st peohahly oelareo



e pr e feemat of Tmvdea! Mate G P 19T T kS

450 n=

1500 s

Fig. B Molecclar denamas canchbioes of Lpgds o o promeess ol peplide bie X' Siapalol weeie Daber al 430, 1300 gl 0000 Fopdide Bl X ' jooalabd watl 12

hemptmntzraldeen
IMEENEECET oI )

re cAL ard 1S-hempbmmpharivhaichslrs (R |
Farurd iszil Mzpod: molales am raprn

kCa

=
Fei
i
—
o
L=y
=
(=]

150 ]
1K — | |
-l L"""'—' B I---- | ——
SifF— — |
-
35— i

e, Funfeastion of CUTP Foms hemar phama [ lipopoedetr free plaess,
Laadicpdeans indiwal o cdacone T s Miaciicn chiaine] with walun ol clion, ©3
ACICCIC-CRICENET CETTMma g i
madiert [YAI-B mAA A st eraes 2 somin 1505 rertded CETRGG] FSA
Lanasi 7 ard | B stow tte Waemehlor analyes of fractoss 5 and G mespadiets
arrpdring 2n ans=CF TF minricbora] ansi sy

o e fzil thel SR zppamenlly does not bind cholesosrel e
modmor, 20030 1w taks Inf accouns dhen o amphipadiic
C-termmiouy w-helie of COTP mishl be consiZeed 25 an orienbing
leeee periegy in the sarme rashion 2o dersrpenis oo (Tanlocd, D998,
the propos | wes deseribe in Bus sludy ooals suppecc an sMcieol
lransfEreEnee of lpid molsoales wilhin snergetically  saiizble
paramees,

The presee of corfmmation:z] anseions assovizled b the
CEITNoCynamics of the prooess simdlar oo the oms G soribed hene
[ Lhe C-bermina s donsain ol CETE, beas been dooamen led for olhe
limc-bindioy proleins sud as zpolipoprodsin A1 [Eono gL 2L
20080 ezl 20080 Sinee the C-tenmioas Somsin 0 CETP na=tin
Lams a hieh inke Leodar fexibilicy with a high Tetor-IF 2ssoz
aled ko Lbe inberaction wikh lpics. this propecty noust be drecly

Inf=r inachamen wik &
2o inrad acd wiler molecolz: am not hown dor daris.

mrsrhaqbariidrhclive moremers perirds Felie-¥ premmsc 2@

st ot The bype aml coneenerarinn al speafme lipids b
woontld allows ar prevent shifts in secondary struciure (G oo Gon
raler ad AMas-livee, 2N 3; Betvuniems o 21, 21120 Farinstanee, i
hax e Ceamibed tha LPA & e, when placed in ooolacL wilh
f2-ralereaiahid i, pramarss rhe tamzrion 2od cxrensam of amy-
luidd Bbetls ©PE-Cabaur el al., 2009 Doboshr et al , 200E [essever,
W tane that empladdng & wice rRnge of Seocenirann s 2 e
wrre, LP& arl i a leser =xtent Bpsophesphznizlylcholins, pooae
2 shirr awvards w-lelical smecmiees ane peewsnr e feerrarken af
arylaid fhrils when pepride Belie-S (10, M motztino ) decived of
the C-rerradnos damaln of TETP 15 smdied [Garlzomeiee aad
Was-reies. 20050 Thereksie, the canrml el canfammsfoeal changes
zr specifie A tes of pratsns glwen by specific liplds mdghe be taken
#5 the hasis Far rhee design ot Hpdc-lie malecnbes which coild
mzintairner seahilise the native stale of predeing prone e sppraya-
flod (Garrfa-Goanxdie s and Mas-riiva, 21131

In canchaslen, the rgpe af maleoilar erganlzarion deseribed in
AU S cE A At iy the C-rsrrinal segment of CETR ro lwading
Aisarder-rn=arde r secancang sricn e rransiriess conreeded by rhe
prescncs of spoctic Lpids, iooour wlew might be uncerstood as &n
rample of & mnlecnlar awirch (Garrla-Genmilee and Mas-The:
2013 Mamdory-Espinced ap 2, J002) This would allowr CETP o
sanresd Fiinerhen Gineee speciie mcrahnlic condinens ane kespoies
lransler getivity associaled W a mirmnum entrooy dangs rel el
e beerparien ab micsletilne srooerioees 26 the D-rerrnd nal aeg-
ment of the pro kin, process Lhat veould deamatizzlly lovese e en
SRy Barrier rar Hphd mansios to occur through aqueous micdie

Acknowvlelmenls

e thank Daoo Deleado for techmcal asaslances, Dodollo
Faredcs bor technlcel supDeT OUrng M5-TEM oxpou -.'.".'ZEI:JI'I



. L St dr et al e al Saemeee Do TR 73T 79207

c Fze dsvbudion by whime
f” — POXE
2 — FCE & CETF

1 Ui} o] il
S [drem)

P A i
ize (drm)

P . Tipid recrmrizerinr indiewes b STTR [&] Dpdd appresaares comipead of priephoivdslchelies 2nd rhobseend-prers nabezed By B-TEA: (R incrherizn ot the eams
ipwl wyeple ple e rbe addivior of STTR sarerates Seecer ppznised linid pemicles; (0 partid e dee dhiemi=orien o Sech saeplen moloored e 005 T lipld aompaies
anrmesad of reeaphmdeitnins, rhelsceng. prierc [CF ard lampbmpharirbbetnines [Lges] (P eteee =1 OTTF npee the viee liptid sisneee ans OF] wimples ecabezrad b

10 Fudeie e SEIET B o] Bl an 220 k1 Rae meicades 0001

2ol Panlz Tededn-dhelles far belpowith PAGE This stidhe weas siipe-
parted by Conseo Bacionzl e Ciencig v Tecoolopis Wexioo
(CANNYT grant A23873) and BOEAPAN MM (grant INEGET11),
both awsarCed Do R0, WOG-G, PLCADL, PRL-E are revipients of
2 srodend sl reen CVIMACYT,

Heferenies

fgpila-Fipaeens, S, Meslee-Fginae, FooDdpainedodls B4 e dlva |
2 Lecidun cJdwhaivel acuacaioess [LDAT, sobeils i dee prcaaess of
Sl popieles cepomsid o dissri comder confanoationad irdesilid s
Nizrtrm, Binphys Bag Sommune, b doboe e 10 TS ahee 25107 11 MRA

dnitnman, Fajii, Wil B4 dlmgren B linfieoen 1L KBeimarn | osF 20, 5570
Troony of the kinctics of mixier agalbri aod quardiads: irgamprtane of
didizival slescicn alokdice ol niocdlar siletimis o s Gl tanls. | Fliss
Cheed. 21 D08 033,

Eeamrer, 1] BN Srnemirs =fF emoan TR Cremencd=lipprmsabilisg-mereaaanr
proichi) and idplcatonee fo ocblal paiice Folan See. Teane 31, 7TH
i

hereniear 1L T, Pk, [PW, UVar Genderer, W Thrnlz, &, lloak, |[F, T=8-1
M olecular Seramics with oToplity b 2n eaterral tauks | Chem. Fhee 81 1@10-
i1 Las

Budasos L ol Badiran 5 Caalilbs; Ay Muchboncatd-Coains | Md-Olise, L
AW Sernlagees nfapelpspmisicrsz: the aicbearer inredacec | B Chem §
BB RI51A025

Bdwam o VS e ML Wos e |, 198 il o i -
rermmingl pEpd s oF CTTF mefined shraephan i e ) pray. Rinchie, Bopkas
Arta 1718, P-15

Halafr-Loaras, VB ferpea<ars, B, et | 1950 TP and sg=harryntla
Fpepresine semyernn farteres inlipid bicdine ameieg, Binl 0=l Dischers, 17%
1=11

Booila I Mepdcla-Espiians 1L Casiifo, H. BlaOlve | Midhio 0 202
Pl odveular ks stmelatiogs G izidd b cosatogain fop sk
»mamths and ziemb rembirinr B Frerdeie il Sl Bloree £ 2059 280114

Cainlwlonddee ¥, Mie-OBve L 2013 Soghoid Ehail famebicn of pojiiles
ke iivesd R e 74 i el CETF andubaka! L lipschs e bove Ragalins
B Cemrr, 4714, %

rome-Cenehier VG Mee=lHea, | IF? TLOmrespn S e Deiserreded Acvtaznoa b
ConFon adinds Frotkaias, Tisted Howsilal Mecoiel futbncoe e Mimic:
witl Bl il Modaiw, Hékjos

(TR R TR LTI b RO b ET R BT 1 B

Enfuals =i grinpeitisn o D ™ el
| it of Do cladisbagel-cue
ehai procm dCETIL hil | Mol S 22, 2000 J0cs,

FekFe B, Pz X, pyrremen 5, Serdey, 1L A00H Tamelancn =F gruster=] azhilirs
with furrricrsl remaedirg of hizh-2Freit Epspemesns: the importaree o
becivg diecidoinl. Buhicrzizl s 47, 1120311327

Hall §, C§u. 2L 3001, Sudoel aial moplipsaal sed ght v Jowbs! el saia
Liwipber probem. Baclesod, So. Trass 37 1-DIC- 1005

Kiteeniem, A, yrnrsls Emexren P Werrlginan | yeSner, BT, 2M2. lapid
eacdhiipr urthanman of e dabsmryd wicr benefor pelem Jeciied by
st iaic and prars-preieed sicmlbizne MaS Saeper, Minl § =00027069

Knn= M, Obrerreer, 3, Tenaka H Ynrgsn T3, Mkerzwskaor; P, 02, YL
Conlxrmaicral H=cibdiny af the Sermmnal domazin of apalipopeiein =1
Loued to spla aoal liped pei e Bodinndey? 97, 11340-11357%

Maiiick. 3], Risadili. Hl, Yuoey S0 Tiodcsers DUF- D Wond, SoHS 2005 Tie
F&ETTY] bomre Feis: rrormea przipes] mndal or inmaemiirdmubbnes, | Phee
Them T 1T, TH1)-TEM

Rian ez, | Cards Conedles, W Delpadn Coalln N8, Pése & A1) TaRrieann
= ma Warrna Terrpdanea de apicaitn daslommcre © el I




o leinhe-Gonnd e ot ol Sfoae! o Sl a! Bl 136 (2008, D27 2}

dlzimuuear 5o Higede Qi KIS paion] applieiioe comba B lag2oi 2y

Felzn-Mteca [, Ab=nan AL, 2100, Seder brotbe quammbeatier of the skl adeesl
rrtir raraisr prbatr be bizlgbeal ard oerebede vmples 1S parent 7 T T

Pelus Ol L odoese, AL 2007 e Siedinn Do Ul guenificab o of Lhe e
waben bacakr ot Lok ad acd spetlc i aunpha B gelond L2420 S4a.

Felas liea, L odowpa AL 2000L, SELene para le Coacfificeciin Jo le Feilane
Toanafendeie Je Esteic de COdecdirad v Menbiae Brodowivas & 5o, MR
parerr MG #5

Fetanamain 7, Peme, A, e derdark, [T Fpp & PHisper, Foofool 2917, Deldenss
for & ol 2 of CETF in HOL remadziing and chalzsomi cilur: ralz of cpsciee 13
ol CETF, Blan Boplizs. Acla 18251, 16391850,

By fear, TR, IHllje MO 1934 Kieelks of planplichalsh iokin daod
Iyriphzaphrits b-Folne fechanse berersr nrilemelar smic e, Firhsmeiry
A AR5,

Felehin, B Tonte NI Clerdss, 3, 20T Human plorea high=terain Ipsprmsr.
are rtatialaed by lArede faemee | Ml Bis L TIH, 189-152

Eefeeloge-Eapiined. B, SandeConzdbie W, Moo A Cadilo B S0l
Jo A, Cisamdi-Loeeonder confoistmie] Wandlices b pobing sl o
znd I rekfdondhin o e HWel Tel Mewhem TUE =117

Fenirra-Fapirney F, S-renn & Caatill= B, FanThaa |, M Lipdd Sependoni
divsider-locada cmbsalonal bGaisdene 16 geolpopazae O ol
poplidizs, Bochers. Bopliss. RBes Jociui. 305 215,

Mictols, AL 1085, TEorooiwmamis and kicetcs of phospfoipe moromor
gk nlcietoe Bolwnohs 24 23002508

Fican E], BMages O Apewa Mo Qkaraic Hoson de Bak B, 4l 0
Fndukrirg -holsaenyisarer irznder proiein arieis maickaies sficent pee-ji-
1IN, frmuasian arr inereases meee chaleoteml merspar | Lipel Bas 70
-4

Ol ML Pone, THL, B ROS Soaa VO, 2005 The Cowomioad diwai of
sprulpopuod et Aol vl ks Tped-era o el il Liiggar Mal, S

-
Bl 10, 45546

C=bnek, T, 1lvmgra, K flhkeshy ¥ Ko, 11 Takshack) ¥, & oal 7IFEA
Iywsphmqpbnl i irdece rhe  necdeanion and seereier Sl hetad-
gl idated angoad Lok 2l o doubal pH. Mepod. Dial
Tiania plain L 22 4247 3255

FlCha H, ol 1, il A& Mawks, £ Feenk, Fosnoal, nkd
Ferhar e st sphaqhatisfie sad-intuees ceyinel Hieil fsresrne cf bees
|2 Frioragizbalin 1 wnrs urcer phynilagol corditicrs. Diodiemisry 18
bl S ]

Faloger 58, Fagfund SUY Cang 30, sdiadber, 800 Canpbadl 500, 20060 Lips)
Laralicn b2 Cles tail Jocabncl sioclog spedfiors oo G ok oF the 5 aid £
rermmmi. |. Finl Chem 7R, TUO0-7307,

v, X, Bliemy, A Aremirat, W], Thomak, T8, Dlake 8538, froal, 2597, Crasrad
sbiccbine of chich=teid wkdn i pedicie idecals & kg winged 2l Bui
Lmaial liged oodeiubos Ml S0 el Bicl Bl o4, 1506-1 53

R, 3, Canpie-Tene, |, Mae-Olisg, |o Ndandern, T Cadillo, B 2002 Fonds
Ladise e Ladvophiln e dlec ol watvapclipspocicn Al dple Ldias
fargmur 14 1%

Binir-heriara M Sdvn-Chrleros, | Daboidn=-Tedbn 11, JerrelleDebeny 8 R
Oira Jo 2t al 15 Memomne Eoens CETIY madiams ikc mendor of e
Chdimione] bitecen Dpoprobene ol ainbenc. B lon Bopes Be
i oni A2 43221483,

Srarka T lendd-kate, S Phillipa, W0, TH32, The chamr and <irerterl aaddling =t
apalipeprmeir. &1 in disewlal snt sphencel remmbinace high Sendic
Hp=pratem pamicie | Nzl Chers, 36T 25H1H-2TRTT

Tarkerd &, 1570, The asrmpbnbic =Herr ans ke nme rivwine = 20y merer
Scknoe J0C, dnd- s, .

Dobedo-Redles I Gaige-Sdideee. O Wle-Vadeia M, Carclo-Tons En Mol
R, = al 2310 Mramatis aeesreerr of chelreieml orosisstmpbores s
el b s ey N siee Sictibedne 2nd plerma mnceniemiene nl T
subilasecs. |- Liped Kis 63, BI00ETL

Wan Dei Spud, O of al, 2205 SROMACES. et B, wod Tee. | Coanpul e
26, 1TC1- 1718,

Watg % Besens Fo Do, L. Tl A 19905, DeFoclvne bhadbig alicctial hpids by o
vated-rmitel keien pislanl of Chodedisl cdor aidin pankin
Fuisenie for 2 orhond-reeminal Cholesiersl soier birdicp shes paeniul Bir
renral lipid trarder sreteny | Risl Them 279, S12-5001

whdiog A0 cl ale FE0E Poind mubageicas of cabogpl-pome el arsim waib oF
clodebagl cii lendisn proobcne Uppoeic B of do anphiptduc hclia
pnpuiLaik Mo chiclosbenial coiei basda o R Bisdaig coubaBiing aclibods |
Bacl. Clicia. 263, 1923-12500

EinFrermrblieres, | Cadiln B, BEe<llfea |, 7011 In @erdt of pew ol
sraten oF P benpschie apnlppresics lirhem Cepms @ Cnmeen T4
57470

Hoolhreinarb-omis, B Mas-Olied |, Gastill, Bo 2004h Fles: Gakaitois <f
Plespledipg ] pammbisi - persnaed by spcljmpani=in. | Mgs, Cleec B 08
FEA=T1I5

Zrang L Yen [, dwang, 5. L Do Chares W4 eral 1012 Smscmral Zase i
rernder bereveen lipepreieien s shnleereed acier reenciar preeie, S Them
Cizl. B, M2-HA




10.3 Manuscrito en redaccion: “The C-terminus Domain of CETPI
Defines its Function as a New Plasma Lipopolysaccharide-Binding

Protein”

The C-terminus Domain of CETPI Defines its Function as a New Plasma Lipopolysaccharide-

Binding Protein.

Victor Garcia-Gonzalez, Nadia Gutiérrez-Quintanar & Jaime Mas-Oliva*

Instituto de Fisiologia Celular, Universidad Nacional Auténoma de México. 04510 México, D.F.

Meéxico.
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Abstract

The cholesteryl-ester transfer protein isoform exclusively expressed in the small intestine
(CETPI) and present in human plasma, although described by our group a few years ago, it had
been waiting for a functional description and a plausible role of physiological relevance. Now, the
present study introduces CETPI as a new protein with the potential capability to recognize, bind
and neutralize lipopolysaccharides (LPS) in circulation during septic shock. Employing several
peptides derived from the C-terminus domain of CETPI containing an important density of
positively charged residues and prolines, we demonstrate their property not only to interact with

several LPS serotypes but also to displace LPS bound to the surface of cells. Peptide VSAK derived
95
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from the last 18 residues of CETPI protects against the cytotoxic effect of LPS upon macrophages,
at high concentrations when macrophages, hepatocytes and microglial cells are tested in culture,
it does not show cytotoxicity by itself, and prevents against the expression of pro-inflammatory
cytokines and the generation of oxidative stress. Employing a septic shock model in rabbits, we
demonstrate that the infusion of peptide VSAK in vivo presents the ability to protect against the
deleterious effects of LPS and the property of reducing the presence of TNFa in plasma. CETPI
presents itself as a new protein that undoubtedly will advance the possibilities to better
understand and treat the dangerous effects of LPS present during the treatment of sepsis caused

by Gram-negative bacteria and its common consequence, a septic shock condition.

Author Summary

Septic shock as a clinical condition secondary to sepsis, commonly causes multiple organ failure
and frequently presents fatal outcomes. Although intensive care units worldwide nowadays offer
the best known available treatments, the mortality rate from septic shock is still very high.
Therefore new possibilities for the treatment of this condition are imperative. When septic shock
is caused by Gram-negative bacteria, endotoxins mostly associated to lipopolysaccharides (LPS)
located at the outer membrane of bacteria and commonly released during treatment with
antibiotics, are responsible for most of the deleterious signs caused by these molecules in the
clinic. Our study, for the first time places the cholesteryl-ester transfer protein isoform (CETPI) as a
new plasma protein able to bind LPS in circulation. A series of peptides derived from the last

amino acids of CETPI, show the ability to bind LPS in vitro as well as in vivo where experimentation
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in rabbits demonstrate the potential use of these peptides to counteract the negative action of

LPS in the clinic.

Introduction

CETPI (cholesteryl-ester transfer protein isoform) has been demonstrated to be only expressed
in the small intestine and it is present in plasma under basal conditions [1]. Unlike CETP
(cholesteryl-ester transfer protein), CETPI does not present exon 16 and 54 bases contained in
intron 15 form part of the new mRNA replacing the 24 C-terminus residues present in CETP with a
sequence of 18 residues containing a high concentration of prolines and positively charged amino

acids [1].

Based on phylogenetic studies, a family of proteins denominated PLUNC (palate, lung, and
nasal epithelium clone) has been described, including proteins associated to immunomodulation,
as well as lipid transport and LPS binding. Members of this family include proteins such as CETP,

BPI (bactericidal/permeability-increasing protein) and LBP (lipopolysaccharide binding protein) [2].

Although BPI and LBP share the most important structural elements and show high
tridimensional structure similarities with CETP, they only present respectively a 19 and a 21 %
homology in primary structure. In this respect, it is interesting to point out that in terms of primary
structure, CETP and CETPI show an exact amino acid sequence with the only exception of 18
residues at their C-terminus region and therefore showing a 98 % homology [1]. Given the
presence of LBP and BPI in human plasma associated to a LPS binding activity, the present study

exploring the C-terminus domain of CETPI, investigates the potential ability of the newly described
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protein to bind LPS, as well as its potential interaction with the cell membrane of bacteria and

modulation of LPS-induced cellular oxidative stress.

An essential component of the outer membrane in Gram-negative bacteria are LPS,
phosphorylated glycolipids unique to each bacterial species. In general, LPS consist of four
components: lipid A, the inner core, the outer core and the O-antigen. However, most of the
variations found between LPS reside on lipid A, the hydrophobic lipid moiety that anchors LPS to
the outer leaflet membrane of bacteria. Lipid A is also considered an important element, since it
represents the toxic moiety of these molecules [3]. In the bloodstream, when lipid A is exposed,
the immune response is activated and a series of cytokine mediators of inflammation released into
circulation. In this regard, LPS-mediated dysregulation of the innate immune response following an
infection, could result in an exacerbated systemic inflammation, leading to hemodynamic

pathogenesis and metabolic derangement that could trigger the development of septic shock [4,5].

During an infection event and therefore the establishment of an inflammatory condition, it has
been reported that the main function of CETP in the reverse cholesterol transport system
mobilizing cholesteryl-esters from high density lipoproteins (HDL) to very low density lipoproteins
(VLDL) rich in triglycerides, is decreased. This phenomenon also leads to a lower synthesis of
hepatic CETP mRNA [6,7]. Moreover, it has been shown that low serum HDL concentrations might
be considered a risk factor in the initiation of septic shock, an even associated to an increased
mortality [8]. Since a high HDL serum concentration and the capacity of these lipoproteins to bind
LPS, they have been taken as a protective factor against sepsis [8], the LPS inhibitory action upon
CETP in plasma might have the consequence to displace the equilibrium towards an adequate
formation of HDL particles. An optimal formation of HDL particles would neutralize LPS and

effectively direct these particles to the liver. Taking into consideration this mechanism together
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with the LPS binding activity of LBP and BPI, our study places CETPI as a new molecule involved in

the neutralization of deleterious effects of LPS in circulation.

Through experimentation with chemically synthesized peptides derived from the C-terminus
domain of CETPI, we demonstrate that the LPS binding properties of the protein reside on this
region. Based on these results and the tridimensional structure similarities between CETPI and
other LPS binding proteins, we suggest that the new protein discovered in our laboratory shows
key physicochemical features that might lead to improved LPS binding characteristics in
comparison to the rest of members of the PLUNC family. Since CETPI is overexpressed in small
intestine cell cultures in the presence of LPS and proved to be present in plasma [1], based upon in
vivo experimentation employing experimental animals undergoing septic shock, the efficacy of the
administration of peptide VSAK upon the acute pathological state was studied. The recovery of a
normal body temperature together with a decrease in the presence of plasma pro-inflammatory
molecules such as TNF-a observed after treatment, suggest that peptides derived from the C-
terminus domain of CETPI and therefore CETPI by itself might represent a new group of molecules

designed to block LPS action in circulation [9].

Results and Discussion

Secondary structure of the C-terminus domain of CETPI and CETP

Considering that CETPI does not present the key a-helix C-terminus lipid binding domain as it is
present in CETP (helix-X domain), we initially performed the structural characterization of the last
18 residues of the CETPI C-terminus. Circular dichroism (CD) spectroscopy of several C-terminus

domain derived peptides, indicates that peptide VSAK (V474-Psq1) is maintained in a disordered
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conformation independent of pH-related secondary structure transitions (Figure 1A), in contrast to

peptides derived from the C-terminus domain of CETP [10].

Previous work from our laboratory has described the presence of conformational changes in
the secondary structure of CETP dependent on the specific lipid microenvironment associated to
the protein. It has been demonstrated that micelles composed of lysophosphatidylcholine or
lysophosphatidic acid (LPA) [11] prepared with peptides derived from the C-terminus domain of
CETP, show structural transitions coupled to a lipid-ordering phenomenon [12]. In contrast, this
type of lipid dependent structural transitions do not occur when CETPI peptides are evaluated
(Figure 1B). These experiments show that the disordered structure present in peptide VSAK is
maintained independent of the use of increasing LPA concentrations where ellipticity values at 222
nm (a-helix signal) are maintained constants. In contrast, CETP-helix-X shows a response
associated to the presence of two transitional states (Figure 1C). These results show a clear
difference in the way secondary structure transitions at the C-terminus domain of CETP and CETPI

are regulated by a lipid related microenvironment.

Following a methodology developed in our laboratory to characterize peptide-lipid interactions
employing cosedimentation assays coupled to peptide bond spectroscopy [12], we demonstrate
that peptide VSAK derived from CETPI does not interact with lipids such as LPA. Non-denaturing
polyacrylamide gel electrophoresis confirms that lipid binding does not occur when peptide VSAK
is evaluated (Figure 1D). In comparison to CETP, the CETPI C-terminus domain peptide VSAK, is a
less flexible sequence, presents a positive electrostatic charge, hydrophilic characteristics and the
presence of prolines, that as a whole show secondary structural disorder and point out towards an

entirely new non-lipid related function for CETPI.
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Sequence analysis of the CETPI C-terminus domain indicates that in a condition close to neutral
pH, the net electrostatic charge for peptides ARS is +2 and VSAK +3, charge that is maintained
employing a broad pH range (Figure 2). An increase in size of the CETPI derived peptides allow
positive electrostatic charges to decrease, like in the 27 residues peptide denominated INPE (l465-
Pso1) with a charge of +1, or in peptides Ell (29 aa/Es3-Pag1), SKG (36 aa/Ssse-Pas1) and SRL (48
aa/S414-Pao1) Where the net electrostatic charge corresponds to 0. In this way, the highest net
positive charge is specifically associated to peptide VSAK containing the last 18 residues (Figure 2).
This characteristic points out to the potential function of CETPI, most probably related in contrast

to CETP, with the interaction to negatively charged molecules such as LPS [13].

Therefore, disordered secondary structures such as the CETPI C-terminus region showing a
high positive isoelectric point, could represent an important feature that facilitates the interaction
of a localized region of the protein with negative charged surfaces. Since structural rigidity
generally hinders activity [14], in accordance to several authors working with antimicrobial
peptides and proteins [15,16], our results are consistent with the possibility that CETPI might have
an important function against Gram-negative bacteria or molecules derived from them, for
instance, by binding to their membrane and/or neutralizing in vivo the dangerous effects of free

circulating LPS.

Functional characterization of peptides

Based on protocols where PAGE electrophoresis has been used for the characterization of LPS
lipid A and O-antigen [17], we developed a protocol employing native polyacrylamide gradient gels

to characterize LPS-peptide interactions.
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When LPS are submitted to electrophoresis, it is common to observe a smearing pattern
instead of well-defined bands [17]. Under our experimental conditions, when the CETPI C-terminus
peptides are submitted to electrophoresis, no signal bands are observed (Figure 3A). Nevertheless,
peptides previously incubated with LPS are retained in the gels as shown by Western blot analysis
(Figure 3B). When the experiment is performed in the presence of peptides helix-X and helix-Z,
both derived from CETP, LPS are not able to bind to these peptides and therefore not retained in
the gel matrix (Figure 3C). These results show the strong interaction achieved between CETPI
derived peptides and LPS, observation supported by peptide bond spectroscopy after
cosedimentation experiments, where peptide VSAK is principally detected in samples incubated

with LPS (Figure 3D).

Additional experiments to analyze LPS binding specificity were performed employing three E.
coli LPS serotypes. Peptide VSAK indistinctly presents LPS binding properties to 0111:B4, 026:B6
and 055:B5 serotypes, confirmed by a smearing pattern observed when Sudan black stain is used
(Figure 4A). Western blot analysis of this experiment shows that the anti CETPI antibody A481-
P491 is able to recognize samples where LPS from different serotype are incubated with peptide
VSAK (Figure 4B). An ELISA detection system has been also developed by our group to broaden the
peptide VSAK-LPS interaction [9]. When LPS (0.032 pg) were coupled to the plate surface, a signal
increase in optical density (OD) was identified only in samples incubated with peptide VSAK (0.004
pg), as an indicative that the binding process takes place (Figure 5A). Employing a constant
concentration of peptide VSAK, a signal increase in OD is exclusively shown in samples incubated
with LPS under a concentration range of 0.004-0.032 pg (Figure 5B). Complementary

experimentation using an anti-lipid A 1gG, peptide VSAK coupled to the plate surface was identified

102



only in the presence of LPS (Figure 5C). Altogether, this experimental evidence demonstrates the

LPS binding capabilities of peptide VSAK.

Moreover, the use of 5 pg/ml of the fluorescent conjugated LPS (LPS-BODIPY FL), shows an
enhancement in fluorescence emission spectra under incubation with gradual peptide VSAK
concentrations (Figure 6A), where the highest emission spectra was recorded at 531 nm. An
evident increase in emission fluorescence for peptide VSAK was registered from 50 pg/ml to the
highest concentration of 1000 pg/ml (Figure 6B). Fluorescence value increments in the presence of
LPS have been also described in experiments employing BPI and LBP, a phenomenon that has been
associated to an optimal exposure of specific binding sites for LPS [18]. Even more, when the
secondary structure of peptide VSAK was evaluated in the presence of LPS, we did not find

changes in peptide secondary structure, and therefore remaining in a disordered state (Figure 6C).

Although peptide VSAK presents a disordered structure, it maintains the capability to bind LPS,
condition associated with electrostatic interactions at the lipid surface. In this sense, it has been
described that the most important driving forces for peptide adsorption onto lipid membranes are
hydrophobicity, electrostatic and hydrogen bonding [19]. Therefore, the electrostatic nature of the
LPS binding activity of peptide VSAK was also evaluated under a range of ionic strength conditions.
By Western blot analysis employing NaCl concentrations between 200 mM and 1.4 M, our results
demonstrate a decrease on binding associated to an increase in ionic strength (Figure 7A). Under
the same conditions, when binding is evaluated employing LPS-BODIPY FL, a significant reduction
in fluorescence values at 531 nm were registered (Figure 7B). LPS-VSAK emission spectra under
the same ionic strength conditions, overlap with LPS samples without peptide VSAK incubation

(Figure 7C).
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Previous studies have shown that the biological effects of LPS can be reduced if negative
charges in the phosphate groups of lipid A are modified [20]. In this respect, alkaline phosphatase
(AP) dephosphorylation experiments were performed. Our results show that after treatment, a
decrease in peptide VSAK binding to LPS is observed (Figure 7D). Since several authors have
proposed that a cluster of positive residues at the tip of N-domain of LBP corresponds to a critical
site for LPS interaction [21,22], it is interesting to note that peptide VSAK shares similar peptide
characteristics to the LBP N-domain. Our results suggest that the LPS binding properties of peptide
VSAK could be determined by electrostatic interactions at the lipid surface, and considering that
peptide VSAK covers the last 18 residues of C-terminus of CETPI, residues Ki77, Rag; and R could
be key for this interaction (Figure 2). Therefore, peptide VSAK binding to LPS may be related to the

potential neutralization of negative electrostatic charges of phosphate groups located in lipid A.

Cell culture experimentation

With the objective to broaden the LPS-CETPI relationship from a cellular perspective, protein
expression of colon derived cells (Caco-2) was evaluated under the stimuli of gradual LPS
concentrations. Whereas an increase in CETPI expression was found secondary to a LPS stimuli (1
and 10 ng/ml), CETP synthesis in this cell type was not detected (Figure 8A). CETPI expression
studied in small intestine cell (FHs74Int) cultures was also evaluated. When these cells are treated
with gradual LPS concentrations, an increase in CETPI expression is detected (Figure 8B).
Interestingly, evaluating the expression of CETP under the same conditions, only LPS
concentrations above 10 ng/ml switch on CETP synthesis (Figure 8B). As previously reported by
our group [1], CETPI synthesis with or without LPS treatment is non-existent in the hepatocyte. In
contrast, CETP normally synthesized by the hepatocyte is inhibited by high concentrations of LPS

added to the culture medium (Figure 8C). Consequently, in order to discard the possibility that this
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decrease in CETP synthesis could be associated to changes in HepG2 cells viability, MTT assays
were performed. Independently of LPS concentration, no significant differences in viability were
found with treatment (Figure 8D). Therefore, differences shown between the expression of CETP
and CETPI in colon cells, small intestine cells and hepatocytes treated with LPS, give us a hint
related to their well differentiated in vivo function independently of their notable structural

similarities.

CETP and CETPI must probably are originated from the same single gene where alternative
RNA splicing or DNA arrangement explain the structural differences amongst them. Nevertheless,
if we take into consideration that CETP, for example, apparently is capable to perform two
functions; cholesteryl-ester transfer activity together with LPS binding capability at high LPS
concentrations, then the one gene encoding for CETP presents two entirely different function gene
sharing and therefore can be considered as a moonlighting protein [23]. The same situation
applies to CETPI, where in this case the protein has been mainly designed for LPS sequestration,
must probably maintaining the property to bind lipids. As previously mentioned by Joram
Piatigorsky and Graeme J. Wistow working with the moonlight family of proteins crystallins, “such
a double constraint could significantly slow the evolutionary clock for parts of these genes while
elsewhere leading to accelerated change in the selection of modifications beneficial to the more
recent function” [23]. This could be just one of the reasons why from the evolutionary point of
view, CETP, that places into a short circuit the removal of cholesteryl-esters and mostly considered

a deleterious protein, is still amongst us.

Taking into account that macrophages represent a well-defined cellular model for the study of
LPS biology [24], RAW 264.7 cells were incubated for 45 min with increasing concentrations of

peptide VSAK and stimulated with LPS (10 ng/ml). While MTT assays show that LPS induce a 50 %
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decrease in cell viability, the administration of peptide VSAK gradually reduces this effect (Figure
9A). The highest protective effect was observed with VSAK at 1 pg/ml, representing a relationship
lipid-peptide of 1-100. Under these conditions, there were no cytotoxic effects produced by VSAK
itself (Figure 9A). The use of probe LPS-BODIPY confirms under the same lipid-peptide relationship,

the presence of an evident peptide VSAK effect upon LPS internalization (Figure 9B-E).

In order to test the ability of peptide VSAK to protect macrophages against the deleterious
effect of LPS serotype 0111:B4, a set of experiments was designed where cells treated in culture
for 0, 2, 4 and 12 h with LPS (10 ng/ml) were added of 3 different concentrations of peptide VSAK
for an additional 20 h incubation (Figure 10). LPS 0111:B4 has been characterized as a serotype
that activates an intracellular response that leads to activation of inflammatory caspase-11 [25,26].
It is interesting to observe that dependent on time, although the viability effect of LPS upon
macrophages is important, treatment with peptide VSAK allow viability values to recover close to
control experiments. From these experiments, it becomes clear that peptide VSAK not only exerts
a protective effect upon macrophage viability, but suggests that it might be binding and probably

displacing LPS bound from the plasma membrane of cells (Figure 10).

Control experiments performed with the hepatic cell line hepG2 and the microglial cell line
EOC, previously reported to be very sensitive to toxic stimuli [27], were designed to evaluate the
potential intrinsic sensitivity of these cells to treatment with peptide VSAK concentrations up to 56

ug/ml showing no deleterious effects of peptide VSAK upon viability (data not shown).

Considering a standardized macrophage lipoprotein binding assay [28], the presence of
peptide VSAK in the culture media induces a decrease in the amount of LPS-Alexa Fluor that binds
to the macrophage cell surface when a lipid-peptide relationship of 1-10, 1-100 and 1-400 is

evaluated in parallel to standard polymyxin B (PmB) treated cells. Polymyxin B an antibiotic
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primarily used against Gram-negative bacteria, has been shown to alter bacterial outer membrane
permeability and to inactivate LPS [29]. Data obtained with a relationship of 1-400 employing LPS
from S. minnesota, show a similar effect as PmB in the reduction of LPS bound to the cell
membrane. This response is also found when LPS from E.coli are tested (Figure 11A). These results
suggest that peptide VSAK binds to LPS in solution, and thereby blocks the interaction of LPS with
the cell surface. With the purpose to continue testing the possibility that peptide VSAK apparently
presents the capability to displace LPS already bound to the cell surface, LPS incubated
macrophages for 2 h and added of peptide VSAK, show a decrease in LPS-Alexa Fluor associated to
the cell membrane (Figure 11B). Interestingly, although polymyxyn B shows the ability to bind LPS
in solution, it is apparently incapable to displace LPS already bound to the cell membrane (Figure
11B). It is also shown that a LPS stimulus upon macrophages induces the formation of reactive
oxygen species (ROS) (Figure 12A), in a similar way to the effect produced by molecules such as
peptide B-amyloid [30]. This oxidative stress event produced by a LPS stimulus is decreased when

cell incubation takes place in the presence of peptide VSAK (Figure 12B-E).

We have previously shown that macrophages under oxidative stress induce changes in the
expression of several adaptor proteins important in the organization of the endocytic machinery
[27]. In this respect, we found that a diminished expression of proteins such as the endocytic
adaptor B-adaptin is present under an oxidative stress event [10,27]. At that time, secondary to
the establishment of an oxidative stress, this result was related to an impaired internalization of
ligands as a consequence of the lack of organization of the endocytic machinery [27,31]. New
experiments carried out in our laboratory now show that endocytic proteins such as B-adaptin and
amphiphysin, present the ability to bind to transcription factors such as c-myc, process related to

the control of the cell cycle and also affected by oxidative stress (personal communication).
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In order to test if the establishment of an oxidative stress event secondary to the presence of
LPS in the incubation media of RAW 264.7 cells might also interfere with the organization of the
endocytic machinery associated to transcription factor such as c-myc, a series of assays were set
up. First of all we found that a fluorescence increase associated to the presence of ROS in the
culture media of RAW 264.7 cells is directly connected to the presence of LPS in the media (Figure
13A). Viability assays performed in parallel show that a concentration of LPS of 10 ng/ml can be

considered critical since the degree of cell damage starts to become an important one (Figure 13B).

When the same cells are employed and the presence of B-adaptin studied by a Western blot
analysis, it is also shown that the critical concentration of LPS (10 ng/ml) dramatically affects the
presence of c-myc (Figure 13C) and B-adaptin (13D) in the nucleus of these macrophages.
Following immunoprecipitation assays of c-myc present in the nucleus associated to B-adaptin of
LPS treated macrophages at the critical concentration of 10 ng/ml, it was found that although LPS
treatment decreases the amount of the adaptor protein B-adaptin in the nucleus, the presence of
peptide VSAK in the cell incubation media tends to restore the concentration of nuclear B-adaptin

and in consequence of c-myc (Figure 13E).

These results for the first time show that the deleterious effect of LPS upon ROS production
might be directly linked to a disarray of the cytoskeleton and the synthesis of transcription factors
such as c-myc associated to the control of cell cycle. It is interesting to observe that peptide VSAK
blocking the action of LPS, restores the normal cascade of events that control the synthesis of B-

adaptin as well as c-myc.

For many years, the phenomenon of recognition of bacterial LPS as components of the cell
membrane of Gram-negative bacteria carried out by the innate immune system was thought to

involve simple pathways if compared to the acquired immune system. Nowadays this view has
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dramatically changed since complex pathways involving multiple receptors and protein-protein
interactions have been described [32]. The activity of LPS has been suggested to be carried out
through its high affinity binding to LBP. The LPS/LBP complex carries out its action by associating
to the CD14-toll like receptor located at the surface of monocytes and macrophages [33-35].
Activation of these cell types promotes the release of a network of proinflammatory molecules
such as the tumor necrosis factor alpha (TNF-a), interleukines (IL-1a, IL-1B, IL-6, IL-8 and IL-12) and
other inflammatory molecules like the platelet-activating factor [36-38]. All these factors are
directly involved in several well-known uncontrolled inflammatory responses from a localized area,
all the way to the systemic level. This cascade of events might lead to multiple organ failure and a
life-threatening condition known as septic shock [39], showing an exacerbated systemic reaction
to an infection, nowadays recognized as one of the most general causes of death in intensive care
units worldwide [40,41]. Despite the efforts made to counteract what it is known as the
inflammatory disequilibrium syndrome and overall the outcome of septic shock, current
therapeutic possibilities mainly involving inflammation and metabolic control and antibiotic
treatment, have not changed for many years. Therefore, important attempts have been made to
find new ways and new molecules to handle and treat sepsis and its consequent septic shock. In
this direction, antimicrobial peptides (AMPs) mostly showing positively charged and amphipathic
characteristics have been recently described as antimicrobial agents for clinical purposes [42,43].
AMPs synthetized by most living organisms and considered part of their immune system, carry out
their antimicrobial action by forming pores disrupting the normal flux of nutrients and ions across
the membrane of a large number of microorganisms [44,45]. These characteristics have also been
reported to be the basis for several of the secondary effects and toxic events described when

AMPs have been used in the clinic [46,47].
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In vivo experimentation

In an attempt to test the potential use of peptide VSAK as a blockade molecule against the
action of LPS in vivo, a pilot experiment was designed employing rabbits as the experimental
animal model. Using four groups with three experimental animals each, our results demonstrate
there is no raise in rectal temperature along 90 min with 30 min measurement intervals in the two
groups of control animals injected in the marginal ear vein with vehicle or peptide VSAK alone
(Figure 14A). In contrast, if LPS 0111:B4 are injected (0.3 pg/kg) using the same via, an immediate
increase in temperature is recorded after 30 min, with an increase after 90 min treatment from
38.5°C to 40.2°C. However, if peptide VSAK is injected in the marginal vein of the right ear
immediately followed by the injection of LPS 0111:B4 (0.3 pg/kg) in the marginal vein of the left
ear, the increase in temperature is less pronounced along the 90 min duration of the experiment.
The amount of peptide VSAK injected corresponds to a LPS-peptide VSAK relationship of 1-200, in
the same fashion as the molecule relationship used along our in vitro cellular experiments. The
complementary measurement of cytokine TNFa in the serum of the experimental animals at the
end of the 90 min body temperature measurements, show that under control conditions TNFa is
not found, whereas a significant quantity is measured in the group only treated with LPS 0111:B4.
Again, the group of animals that received the infusion of peptide VSAK 5 min before the

lipopolysaccharide injection, shows a significant decrease in plasma TNFa levels (Figure 14B).

Considering the nature of the LPS-peptide VSAK interaction, it is interesting to observe that
peptide VSAK by itself does not show any secondary effects and exerts a protective effect in the
group of experimental animals further injected with LPS. Although peptide VSAK under our

experimental conditions does not show bacteriostatic or bactericidal activity (data not showed), its
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function related with the blockade of LPS action contrasts with several AMPs that do not present

lipid specificity and induce secondary toxic effects [48].

Taking into account that a high LPS concentration has been reported in the environment
surrounding the intestinal epithelium in several pathological conditions [49,50], design made by
nature through evolutionary processes most probably permitted, on the one hand, the existence
of CETPI in order to control LPS cytotoxicity close to the enterocyte as a primary line of defense, as
well as in plasma, and on the other, the existence of CETP as a key protein in the homeostasis of
lipoprotein cholesterol, only by slightly modifying their generic protein structure at the carboxy-

end region.

Since CETPI synthetized by intestine cells and found in circulation shares a 98% structural
homology with CETP, it would not be unreasonable to think that molecules such as torcetrapib
with CETP as target, might also be binding to CETPI and therefore impeding the proper recognition
and binding of LPS by this newly described protein. This possibility emerges from the fact that
torcetrapib, used in the near past to block the function of CETP in the fight against the
development of atherosclerosis, had to be withdrawn from advanced clinical trials due, amongst
other complications, to the fact that treatment showed the presence of an increased ratio of

infections in comparison to control groups [51].

In this context, peptides such as VSAK forming part of the carboxy-end sequence of CETPI,
emerge as potential agents to neutralize LPS in circulation, and therefore as a new generation of
molecules in the therapeutic arsenal to overcome the negative action of LPS in septicemia and

septic shock.
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Materials and methods

Materials

L-a-Phosphatidylcholine (PC), 1-oleoyl-2-hydroxy-sn-glycero-3-phosphate (LPA), 1-lauroyl-2-
hydroxy-sn-glycero-3-phosphocholine (lyso-C;,PC) and 1-palmitoyl-2-oleoyl-sn-glycero-3-phospho-
1-glycerol were obtained from Avanti Polar Lipids. Cholesterol, MTT, LPS serotypes (0111:B4,
026:B6, 055:B5) and PmB were purchased from Sigma-Aldrich. Lipid polar extract from E. coli
(ATCC 11303) composed by phosphatidylethanolamine 67 %, phosphatidylglycerol 23.2 % and
cardiolipin 9.8 % was purchased from Avanti Polar Lipids. Fluorescent conjugates of LPS BODIPY FL
and LPS Alexa-Fluor 488 from E. coli O55:B5, LPS Alexa Fluor 488 from Salmonella minnesota, and
6-carboxy-2,7 -dichlorodihydrofluorescein diacetate were obtained from Invitrogen. Antibodies
used in immunoprecipitation assays and anti-lipid A (26-5) antibody were from Santa Cruz

Biotechnology. Alkaline phosphatase (AP) was purchased from New England BioLabs.

Peptide synthesis and preparation

Considering the amino acid sequence and physicochemical properties of the CETPI carboxy-
end segment, several peptides were synthesized. Peptide VSAK corresponds to the last 18 residues
(V474-Pao1), peptide ARS (Asg1-Pagi1) the last 11 residues, while peptide INPE (l465-P4g1) corresponds to
the last 27 residues (Figure 2). Lyophilized peptides were dissolved at 1 mg/ml and a further 1:5
dilution carried out. The effect of pH on peptide secondary structure was evaluated in a range of
pH between 3.8-13, and the characterization of lipids evaluated only at pH 7.2.

Two peptides derived from the CETP C-terminus domain were used as a control: native peptide
helix-X (E4e5-Saz6), and helix-Z (E4¢5-Sa76) containing the D47N mutation (Figure 2). Peptide purity

greater than 98% was confirmed by mass spectrometry and HPLC analysis (GenScript).
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Circular dichroism (CD) spectroscopy

CD spectra were recorded with an AVIV 62DS spectropolarimeter (AVIV Instruments) at 25°C
employing far UV wavelengths (190-260 nm). Experiments were performed at a peptide
concentration of 200 ug/ml in a 1 mm quartz path length cuvette, running AVIV software. Spectra
were recorded with a 1 mm bandwidth, using 1 nm increments and 2.5 s accumulation time. CD
results are reported as mean molar ellipticity (@, degcm?®dmol™) considering the baseline
correction.
In silico analysis

In order to analyse the three-dimensional structure of CETP and BPI, the STRAP algorithm
(Interactive Structure based Sequences Alignment Program) was used. Structures were obtained
from the protein data bank (PDB), access codes 2obd and 1bp1 for CETP and BPI, respectively.

CETP and CETPI antibodies

CETP and CETPI antibodies that recognize specifically their respective C-terminus domains
were obtained from chemically synthesized peptides corresponding to the last 11 residues of their
C-terminus region. In order to allow coupling with Keyhole Limpet Hemocyanin, peptides included
a cysteine at the amino-end. Peptides coupled to KLH were used in the production of anti-CETP IgY
and anti-CETPI IgY employing white Leghorn chickens and using a standard protocol of 63 days as
described by Alpha Diagnostic International. Antibody titers were determined by ELISA assays.
Protocols used were based on methodology employed in the development of related patents

carried out by our group [52-54].

The conditions used for the antibody anti-CETPI A481-P491 during the ELISA assays were

established as previously described [9]. Using this technique it has been possible to devise a
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method for the quantification of CETPI and set up the conditions for the development of a
diagnostic kit [9].

Lipid/peptide cosedimentation assays and peptide bond spectroscopy

Cosedimentation experiments were performed using ultracentrifugation with an Optima TLX
ultracentrifuge fitted with a TLA-100.2 rotor as described by us [12]. Supernatants were recovered
and the remaining pellets resuspended in a phosphate buffer pH 7.2. Afterwards, peptide bond

absorbance of supernatants and pellets measured at 205 and 218 nm.

Polyacrylamide gradient gel electrophoresis

LPA and lyso-Cy;,PC samples were processed employing 3-35, 3-38 and 3-40 % non-denaturing
polyacrylamide gels [55]. Gradient gels were stained with Coomassie blue G-250and Sudan black
according to previous work [12]. For LPS sample characterization, we established a new
methodology through the use of 0.8-25 % gradient gel electrophoresis. This method allows the
study of lipid-peptide association under native conditions without modifying the properties of the

molecules [9].

The influence of ionic strength upon peptide VSAK-LPS binding was also evaluated using
increasing concentrations of NaCl by gradient gel electrophoresis and WB. The same type of

experiment was evaluated after AP treatment and also trough LPS-BODIPY FL fluorescence.

Particles formed by diverse lipid mixtures and LPS

PC and cholesterol particles were prepared with a molar relationship of PC 2 mM and
cholesterol 0.1 mM (20:1). Lipids were mixed in chloroform and dried for 2 h under a gentle

stream of N,, with an additional period of 12 h in a Speed Vac concentrator (Savant). After drying,
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lipids were resuspended in PBS and subsequently sonicated with 4 cycles of 10 min (15 s on/30 s
off pulses) in an ice bath under a N, flow. Samples were left to equilibrate for 2 h and, then
centrifuged 10 min at 13,000 rpm. For lipid polar extracts from E. coli (2 mg/ml), we employed the
same methodology with 5 cycles of sonication. LPS were dissolved in ultrapure water (1 mg/ml)
and sonicated in a water bath for 10 min. Micelles formed by lysophosphatidylcholine and

lysophosphatidic acid were prepared following the same methodology as in reference [12].

Cell culture

FHs74Int (ATCC) epithelial cell cultures from small intestine were grown in Hybri-Care medium
supplemented with 10 % fetal bovine serum (FBS) and 30 ng/ml of epidermal growth factor. Caco-
2 cells from colon (ATCC) were maintained in MEM medium with the addition of 20 % FBS. RAW
264.7 cells (ATCC, macrophages) were grown in RPMI 1640 medium with 10 % FBS. HepG2 cells
(ATCC) were grown in MEM medium with 10 % FBS and sodium pyruvate 1 mM. Penicillin (50
U/ml) and streptomycin (50 pg/ml) were added to the media. Cell viability determination at the
different conditions used was evaluated through the MTT reduction assay, based on our previous
work [10].

Macrophage cell cultures placed in 96 well plates (14000 cells/well) at 80 % confluence were
treated by 45 min with increasing peptide VSAK concentrations, and further cultured for 24 h in
the presence of LPS (10 ng/ml). After treatment, cell viability was measured through the MTT
assay [10]. In another set of experiments, macrophages received LPS 10 ng/ml stimuli for 2, 4 and
12 h, previous to the addition of increasing gradual concentrations of peptide VSAK. These
experiments were prolonged for additional 20 h and MTT assays performed according to

previously used protocols [10].
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Macrophages placed in black 96 well plates (Santa Cruz Biotechnology) were incubated for 2 h
in serum-free media, washed twice with PBS and maintained for 30 min at 4°C. Afterwards, cells
were incubated with peptide VSAK or PmB for 30 min. LPS-Alexa Fluor added and further
incubated for 2 h at 4°C. Two washes with PBS were carried out and fluorescence measurements
performed with a microplate reader Synergy HT (BioTek), employing an excitation wavelength of
495 nm and an emission of 519 nm with a 120 gain value.

Likewise, the peptide VSAK-LPS binding was characterized in the supernatant of culture media.
RAW cells were treated with peptide VSAK for 45 min before the LPS-BODIPY FL addition under a
relationship of 1 LPS molecule per 100 of peptide VSAK, and incubation continued for 4 h.
Extracellular media were recovered and concentrated using a centricon step. Fluorescence was
followed using an Olis spectrofluorimeter and samples resolved by gradient gel electrophoresis
(0.8-25 %) and visualized using a Typhoon 9400 device.

Macrophages placed on black 96 well plates were incubated for 1 h in serum-free media,
before being treated with peptide VSAK (10 pug/ml) for 45 min. A LPS stimulus (100 ng/ml) was
added and maintained for 4 h at 37°C. At the end of this evaluation period, the fluorescent probe
6-carboxy-2,7 -dichlorodihydrofluorescein diacetate (11 uM) was added to the culture medium
and further incubated for 45 min. Cells were washed and fluorescence measured in a microplate

reader Synergy HT (Biotek).

Western blot analysis and immunoprecipitation assays
With a plate confluence of 90 %, Caco-2, FHs74Int and HepG2 cells were treated under
different lipid conditions for 16 h. Afterwards, cells were lysed for 45 min at 4°C, and samples

processed according to protocols used in a previous work [10]. For CETP and CETPI detection,

116



primary antibodies anti-CETP IgY and anti-CETPI IgY were used following protocols previously
established by us [9,52-54].

Macrophages were treated with peptide VSAK (1 pg/ml) and LPS (10 ng/ml) for 4 h. Nuclei
separation was carried out using a buffer containing sucrose (250 mM)/imidazole (3 mM) pH 7.4
supplemented with protease and phosphatase inhibitors. Cells were scraped from culture dishes
and 21 passages were performed through a 22G syringe. For nuclei recovery, lysates were
centrifuged at 3400 rpm for 15 min. The two fractions (supernatant and pellet) were lysed for 25
min at 4 °C, and both fractions (20 pg/lane) analysed by SDS-PAGE, and transferred to PVDF
membranes. For c-myc detection, the rabbit polyclonal anti-c-myc (1:600) was used, and for B-
adaptin a goat polyclonal anti-B-adaptin (1:3000). Membranes were incubated with primary
antibodies and after successive washes, membranes incubated with their respective secondary
antibodies (1:5000) and horseradish peroxidase activity detected.

For immunoprecipitation assays, cytoplasm (400 pg) and nucleus (300 pg) fractions were
incubated with an anti-ccmyc antibody (1:400) for 2 h at 4°C. Immune complexes were
precipitated with Protein G agarose Fast Flow (Millipore) ON at 4 °C. Immunoprecipitated proteins
were washed 3 times and resuspended in Laemmli buffer, separated by SDS-PAGE gels and
transferred to PVDF membranes for WB analysis. Detection of B-adaptin was performed based on
previous protocols [10].

Fluorescence assays

LPS (0O55:B5) coupled to BODIPY FL and Alexa Fluor 488 probes were evaluated under the
effect of peptide VSAK incubation. Fluorescence emission spectra were recorded at 25 °C from 520

to 575 nm. An excitation wavelength of 503 nm was used for LPS-BODIPY FL, and 519 nm for LPS-
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Alexa Fluor. LPS-peptide mixtures were incubated for 3 h at 30°C and readings performed in a

spectrofluorimeter Olis DMA45.

Alkaline phosphatase assays

LPS 0111:B4 (24 pg) were treated with AP (5 U) for 1 h at 37°C. AP activity was inactivated
with a 5 min step at 70°C. Peptide VSAK (6 pg) was added to dephosphorylated LPS, and further
incubated at 25°C. Treated samples were evaluated by gradient gel electrophoresis (0.8-25 %) and

WB analysis.

Confocal microscopy

For the cellular localization of LPS-BODIPY FL and the effect of peptide VSAK treatment, a
confocal scanning biological microscope FV1000 (Olympus) was employed. After 3 h treatment,
cell images were obtained with the use of an excitation wavelength of 503 nm. Likewise, ROS
localization in cells was followed employing the 6-carboxy-2",7 -dichlorodihydrofluorescein
diacetate probe.
Experimental animal protocol

Male New Zealand rabbits (2 kg) were maintained in a controlled temperature and humidity
location, under ad libitum feeding conditions and free access to water. Four experimental groups
with three experimental animals each were evaluated: group one was administered with vehicle.
Group 2 administered with peptide VSAK (60 pg/kg) and group 3 with LPS (0.3 pg/kg). Group 4 was
administered with peptide VSAK and LPS. 24 h fasting animals were injected in the marginal vein
of the ear and every 30 min the rectal temperature registered. After 90 min, the animals were
sacrificed following the administration of sodium pentobarbital, and every effort was made to

minimize suffering.
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Ear blood samples were obtained from animals after experimentation and serum recovered
and stored in aliquots at -70°C. For the quantitative measurement of TNFa an ELISA Kit was
employed according to the manufacture’s indications (Cloud-Clone Corp).
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Figure legends

Figure 1. Structural characterization of CETPI C-terminus domain. (A) CD spectra of peptide VSAK

obtained at a pH range of 3.8-13. (B) CD spectra of peptide VSAK under increasing LPA

concentrations. (C) Using the same conditions, ellipticity values at 222 nm of peptide VSAK and

helix-X. (D) Non-denaturing polyacrylamide gradient gels (3-40 %) of samples processed through

cosedimentation assays. Coomassie blue stain and Sudan black stain were performed.

Figure 2. Sequence analyses of the last 48 residues of the CETPI C-terminus domain. (A) Amino

acid sequences of several peptides derived from the C-terminus domain; Residues with a positive
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charge (green), negative charge (yellow). (B) Electrostatic charge distribution of peptides under

different pH conditions. Helix-X was used as a reference.

Figure 3. LPS-binding properties of the CETPI C-terminus domain. (A) Electrophoresis in native
polyacrylamide gradient gels (0.8-25%) employing LPS, peptides ARS, VSAK and mixtures of LPS
and peptide. Coomassie blue stained gel. (B) Western blot analysis employing the anti-CETPI A481-
P491 antibody that recognizes the C-terminus domain. (C) Peptide-LPS binding detected when
peptide VSAK is incubated with LPS serotype 0111:B4. (D) Peptide bond absorbance of pellet

samples obtained after cosedimentation experiments.

Figure 4. LPS binding properties of peptide VSAK using several LPS serotypes. LPS-peptide VSAK
binding identified employing serotypes 0111:B4, 026:B6, 055:B5 and evaluated by Sudan black

stain (A) and Western blot analysis using the anti-CETPI A481-P491 antibody (B).

Figure 5. Characterization of LPS-peptide VSAK binding by ELISA. (A) ELISA plates coupled with
LPS maintaining constant peptide VSAK concentration. (B) Peptide VSAK concentration maintained
constant with LPS concentration increments. (C) ELISA plates coupled with peptide VSAK incubated

with LPS, lipid A antibody (26-5) was employed.

Figure 6. LPS binding characterization of peptide VSAK using a fluorescence probe. (A) Effect of
the peptide VSAK treatment on LPS-BODIPY FL probe. Emission spectra in a 520-575 nm range
were registered, employing an excitation wavelength of 513 nm. (B) Fluorescence emission values
at 531 nm (maximal value) under increasing peptide VSAK concentrations. (C) Peptide VSAK (200

ug/ml) secondary structure analysis evaluated by CD after incubation with LPS.

Figure 7. LPS-peptide VSAK binding determined by electrostatic interactions with lipid A. (A)

Effect of ionic strength on LPS-VSAK binding, evaluated through increasing NaCl concentrations
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and visualized by WB on native polyacrylamide gradient gels. (B) Emission fluorescence values
registered at 531 nm. (C) Emission spectra generated under the same conditions. (D) Alkaline

phosphatase dephosphorylation effect on LPS-peptide VSAK binding evaluated by WB.

Figure 8. Differential expression of CETPI and CETP under a LPS stimulus. (A) CETPI and CETP
expression in Caco2 cells under LPS treatment. Specific antibodies for each protein respective C-
terminus domains were employed. (B) CETPI and CETP expression in small intestine FHs74Int cells
after 12 h treatment of gradual increased LPS concentrations. (C) CETPI and CETP expression in
HepG2 cells treated with LPS. (D) Cell viability measured by MTT under the same experimental

conditions. B-actin was used as loading control.

Figure 9. Peptide VSAK prevents cytotoxic effects in macrophages. (A) Cell viability evaluated by
MTT in macrophages treated for 45 min with increasing doses of peptide VSAK, previous to the
stimuli with LPS 10 ng/ml. Mean values are presented (n=6, X + S.E.M.), *p<0.05, **p<0.001
compared to control group. (B), (C) Confocal microscopy of macrophages stimulated with LPS-
BODIPY (0.5 pg/ml) for 4 h. (D), (E) Effect of peptide VSAK treatment (50 pug/ml) under the same

LPS-BODIPY conditions.

Figure 10. VSAK treatment protects macrophages against LPS cytotoxicity. (A) Control
experiment with peptide VSAK incubation for 45 min before a LPS 10 ng/ml stimuli. (B) Effect on
cellular viability produced by LPS treatment 2 h previous to the peptide VSAK addition, likewise for
4 h (C) and 12 h (D). In all conditions after peptide VSAK administration, cells were incubated for
20 h. Mean values are presented (n=6, X + S.E.M.), *p<0.05, **p<0.01, #p<0.001, 9p<0.0001

compared to control the group.
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Figure 11. Peptide VSAK incubation interferes with LPS binding to macrophage receptors. (A)
Inhibition of LPS binding to the cell surface by peptide VSAK incubation. LPS of S. minnesota and E.
coli 055:B5, both coupled to Alexa probe were used. PmB was used as a control. (B) Displacement
of LPS from the cell membrane by peptide VSAK. Mean values are presented (n=5, X + S.E.M.),

*p<0.1, *¥**p<0.01 #p<0.005, 9p<0.001 compared to control groups.

Figure 12. VSAK treatment attenuates macrophage ROS production caused by LPS. (A) ROS
production evaluated using dihydrofluorescein diacetate. Mean values are presented (n=6, X %
S.E.M.), *p<0.05 compared to control groups. (B), (C) ROS identification by confocal microscopy
under a stimulus of LPS 100 ng/ml for 4 h. (D), (E) Effect of the addition of peptide VSAK (10 pg/ml)

under the same LPS stimuli.

Figure 13. Reactive oxygen species induced by LPS stimuli promote a decrease in expression of c-
myc and B-adaptin. (A) Flow cytometry measurements were performed for the detection of ROS
in macrophages treated with increasing doses of LPS by 12 h. (B) MTT viability assays were
performed. Western blot detection of c-myc (C) and B-adaptin (D). (E) Western blot from an
inmunoprecipitation of c-myc from macrophages incubated with LPS (10 ng/ml) and peptide VSAK

(1 pg/ml). In all cases, B-actin was used as control.

Figure 14. Peptide VSAK protection against LPS in a septic shock model established in rabbits. (A)
Rectal temperature measurements in all experimental animal groups throughout 90 min. As
dosage a LPS-peptide VSAK relationship of 1-200 was employed. Mean values are presented (n=3,
X + S.E.M.), *p<0.05, **p<0.01 were obtained in the analysis of LPS group with respect to LPS plus

peptide VSAK group. (B) TNFa serum values obtained at the end of the 90 min experiment.
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Figure 2

CETPI-derived peptides

481ARSPGGRPLSP*!  ARS, 11 aa
474ysaKPLSARSPGGRPLSP!  VSAK, 18 aa
455INPENITLDVSAKPLSARSPGGRPLSP#!  INPE, 27 aa
463g|INPEIITLDVSAKPLSARSPGGRPL P41 Ell, 29 aa
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CETP-derived peptide
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Figure 3

A ARS  VSAK (8 ug) C ARS VSAK hel-X hel-Z (7.2 ug)
- -+ + 4+ 4 + + + + + + + +
-+ - + - + LPS(32ug)
BSA + - -+ LPS (29 pg)
VSAK (8 pg)
- - F + + 4+ 014 -
-+ LPS (32 pug)

Absorbance at 218 nm

0.12 -
0.1 -
0.08 -
0.06 -
0.04 -
0.02 -
0 -

ARS LPS ARS VSAK LPS VSAK
I..PS LPS

129



Figure 4
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Figure 7
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Figure 8
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Figure 9

A
120 -
<
=~ 100 -
S 80
g *
E 60 -
=
40 -
- + - + - 4+ - 4+ - + LPS10ng/mi

- - + + + + + + + + Peptide VSAK

0 10 100 500 1000 (ng/ml)

134



Figure 10
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Figure 12
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Figure 14
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11. PATENTE

PCT/MX2014/000087

PEPTIDOS DERIVADOS DEL DOMINIO C-TERMINAL DE CETPI COMO MOLECULAS BLOQUEADORAS
DEL EFECTO CITOTOXICO INDUCIDO POR LIPOPOLISACARIDOS EN SEPTICEMIA Y CHOQUE

SEPTICO.

DESCRIPCION DE LA INVENCION

Campo de la invencién:

La presente invencién se relaciona con el disefio y uso de péptidos derivados del dominio
C-terminal de CETPI como moléculas bloqueadoras del efecto citotdxico inducido por
lipopolisacdridos, para formular un medicamento para el tratamiento de la septicemia y choque

séptico causado por bacterias Gram-negativas.
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12. ANEXOS

12.1 Esquema para la secuenciacion de pIRESpuro3-CETP

TCACGCCTGTCCAAAAGGGGCTTCCTACGAGGCTGGGATTGTGTGCCGCATCACCAAGCCAGCTCTGLTGG
TGCTGAACCAGGAGACTGCAAAAGTGGTCCAGACCGCCTTTCAGCGAGCTGGGTACCCCGATGTCTCCGGT
GAACGAGCAGTGATGCTGCTGGGGCGTGTCAAGTATGGTCTGCACAATCTGCAGATCTCACATCTGTCCAT

TGCCTCCAGCCAGGTCGAGCTGGTGGATGCCAAGACCATTGACGTGGCTATCCAGAACGTGAGCGTGGTCT
TTAAAGGCACACTGAATTACAGCTATACTTCTGCTTGGGGCCTGGGAATCAACCAGTCTGTGGACTTCGAGA
TTGATAGTGCCATCGACCTGCAGATTAACACAGAACTGACTTGCGATGCTGGATCTGTGCGAACAAATGCA

CCCGACTGTTACCTGGCCTTCCACAAGCTGCTGCTGCATCTGCAGGGCGAGCGTGAACCTGGATGGCTGAA

___________________________

TACAATCTCTAACATCATGGCTGATTTCGTGCAGACTCGCGCCGCTAGTATCCTGTCAGACGGGGATATCGG
TGTCGACATTTCCGTGACTGGGGCACCTGTGATTACTGCCACCTACCTGGAGAGCCACCATAAGGGTCACTT
CACCCATAAAAACGTGTCTGAAGCTTTTCCACTGCGAGCATTCCCCCCTGGCCTGCTGGGAGATTCCCGTAT
GCTGTATTTCTGGTTTTCCGACCAGGTGCTGAATAGCCTGGCAAGGGCAGCATTTCAGGAGGGCCGGLTGG
TGCTGTCCCTGACAGGAGATGAGTTCAAGAAAGTCCTGGAAACCCAGGGCTTTGACACAAACCAGGAGATC'
TTCCAGGAACTGAGTAGGGGCCTGCCTACTGGACAGGCACAGGTCGCCGTGCACTGCCTGAAGGTGCCAA

AAATCTCTTGTCAGAATCGGGGGGTGGTCGTGTCTAGTTCAGTCGCTGTGACTTTCAGGTTTCCACGGCCCG
ATGGCAGAGAGGCTGTGGCATACCGCTTTGAGGAAGACATCATTACCACAGTCCAGGCCTCATATTCCCAG

CCTGTCCGTGGCTCTGCGGACTGAAGCCAAGGCTGTCAGCAATCTGACCGAGAGCAGATCTGAAAGTCTGC
AGTCTAGTCTGCGCAGTCTGATCGCCACCGTCGGCATTCCCGAAGTGATGTCAAGACTGGAAGTGGCTTTTA

GTCTGCTGCTGCAGATGGACTTCGGGTTCCCAAAACACCTGCTGGTCGATTTCCTGCAGAGCCTGTCATAGG

gatccgeggecgeatagataactgatccagtgtgetgpaattaattcgetgtetgecgageeccagetgtiggggtgagtacteectetcaaaa
geggecatgacttetgegetaagattgtcagtttccaaaaacgaggaggatttgatattcacctggeccgeggtgatgectttgagggtggccg
cgtccatctggtcagaaaagacaatctitttgtigtcaagetigaggtgtggeaggcettgagatetggecatacacttgagtgacaatgacate

ccccctaacgttactggecgaageegctiggaataaggecggtgtgegtitgtctatatgtgattttccaccatattgecgtettttggeaatgtg
agggcccggaaacctggecctgtettcttgacgageattcctaggggtetttcccctetcgecaaaggaatgeaaggtetgttgaatgtegtga
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12.2 Esquema parala secuenciacion de pIRESpuro3-CETPI

cctgttaaccggtogtacgtetecggattegAATTCATGCTGGCCGCTACTGTGCTGACTCTGGCTCTGCTGGGTAACGT
TCACGCCTGTCCAAAAGGTGCCTCCTACGAAGCTGGTATTGTIGTGCCGCATCACCAAGCCAGCTCTGCTGGT

GCTGAACCAGGAGACTGCAAAAGTGGTCCAGACCGCCTTTCAGCGAGCTGGGTACCCCGATGTCTCCGGTG
AACGAGCAGTGATGCTGCTGGGGCGTGTCAAGTATGGTCTGCACAATCTGCAGATCTCACATCTGTCCATT
GCCTCCAGCCAGGTCGAGCTGGTGGATGCCAAGACCATTGACGTGGCTATCCAGAACGTGAGCGTGGTCTT
TAAAGGCACACTGAATTACAGCTATACTTCTGCTTGGGGCCTGGGAATCAACCAGTCTGTGGACTTCGAGAT
TGATAGTGCCATCGACCTGCAGATTAACACAGAACTGACTTGCGATGCTGGATCTGTGCGAACAAATGCAC
CCGACTGTTACCTGGCCTTCCACAAGCTGCTGCTGCATCTGCAGGGCGAGCGTGAACCTGGATGGCTGAAA

CAGCTGTTCACCAACTTTATCAGCTTCACACTGAAGCTGATTCTGAAAAGACAGGTGTGCAACGAGATCAAT .-

ACAATCTCTAACATCATGGCTGATTTCGTGCAGACTCGCGCCGCTAGTATCCTGTCAGACGGGGATATCGGT
GTCGACATTTCCGTGACTGGGGCACCTGTGATTACTGCCACCTACCTGGAGAGCCACCATAAGGGTCACTTC
ACCCATAAAAACGTGTCTGAAGCTTTTCCACTGCGAGCATTCCCCCCTGGCCTGCTGGGAGATTCCCGTATG
CTGTATTTCTGGTTTTCCGACCAGGTGCTGAATAGCCTGGCAAGGGCAGCATTTCAGGAGGGCCGGCTGGT
GCTGTCCCTGACAGGAGATGAGTTCAAGAAAGTCCTGGAAACCCAGGGCTTTGACACAAACCAGGAGATCT
TCCAGGAACTGAGTAGGGGCCTGCCTACTGGACAGGCACAGGTCGCCGTGCACTGCCTGAAGGTGCCAAA
AATCTCTTGTCAGAATCGGGGCGTGGTCGTGTCTAGTTCAGTCGCTGTGACTTTCAGGTTTCCACGGCCCGA
TGGAAGAGAGGCTGTGGCATACCGCTTTGAGGAAGACATCATTACCACAGTCCAGGCCTCATATTCCCAGA
AGAAACTGTTTCTGCATCTGCTGGATTTCCAGTGCGTGCCAGCATCAGGAAGGGCAGGTTCCTCCGCCAACC
TGTCCGTGGCTCTGCGGACTGAAGCCAAGGCTGTCAGCAATCTGACCGAGAGCAGATCTGAAAGTCTGCAG
TCTAGTCTGCGCAGTCTGATCGCCACCGTCGGGATTCCCGAAGTGATGTCAAGACTGGAAGTGGCTTTTACA

atccagtgtgctggaattaattcgetgtctgegagggecagetgttggggtgagtacteectctcaaaagegggcatgacttctgegetaagat

tgtcagtttccaaaaacgaggaggatttgatattcacctggeccgeggtgatgectttgagggtggccgegtecatctggtcagaaaagacaa
tctttttgttgtcaagettgaggtgtggagacttgagatctggecatacacttgagtgacaatgacatecactttgectttctctccacaggtgt
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12.3 Tabla de oligonucleodtidos

Clave interna Clave IBT Secuencia Contenido C+G (%) Tm°C
5'->3":
M13F(-20) OLIGO: 5606 56.25 50.00
GTAAAACGACGGCCAG
5'->3"
CETPri1F OLIGO: 5608 55.55 56.00
ATGCTGGCTGCTACTGTC
. 5'->3":
CETPi F73 OLIGO: 5609 45.00 58.00
TCCTACGAAGCTGGTATTGT
. 5'->3":
CETPri F585 OLIGO: 5610 45.00 58.00
GCTGATTCTGAAAAGACAGG
. 5'->3":
CETPri R1450 OLIGO: 5611 45.00 58.00
TAATGATCTCGAACAGGTCC
5'->3":
T7 Forward OLIGO: 313 40.00 56.00
TAATACGACTCACTATAGGG
5'->3"
CETPr 2169F OLIGO:8216 50.00 60.00
TGTTTCTGCATCTGCTGGAC
OLIGO:8217 5'->3";
CETPr 2824R 50.00 60.00
ACCTGTGGAGAGAAAGGCAA
s OLIGO:8218 5'->3":
CETPi 2436F 50.00 60.00
CACTGGATGTCTCTGCCAAA
. OLIGO:8219 5'->3"
CETPi 2848R 55.00 62.00
CCTAGATGCATGCTCGACCT

145




12.4 Digestion con enzimas Kpnly EcoRV

Reaccion con enzimas de restriccion

EcoRV Kpnl
Kpnl
Posicion dentro de la secuencia
pIRESpuro3: 1-971 6713 bp o
CETP: 972-2519
pIRESpuro3: 2520-6713
Kpnl
EcoRV Kpnl

Posicidon dentro de la secuencia Kpnl

pIRESpuro3: 1-971
: 972-2501
pIRESpuro3: 2502-6695

6695 bp EcoRV

Kpnl

Coordenadas
Kpnl

3341-899
1148-3340
900-1147
Coordenadas
EcoRV

1658-914

915-1657

Coordenadas
Kpnl

3323-899
1148-3322
900-1147

Coordenadas
EcoRV

1658-914

915-1657

Longitud (pb)

4272
2193
248

Longitud (pb)

5970

743

Longitud (pb)

4272
2175
248

Longitud (pb)
5952

743
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