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1. Resumen

La inflamacion es una respuesta del sistema inmune dirigida a mantener la
homeostasis al eliminar agentes patdégenos, o promover la eliminacion de células
dafiadas para descartar el peligro. Sin embargo, cuando no se elimina el agente o las
células dafadas y la resolucion de la inflamacién no ocurre, es probable que este
proceso se torne dafiino por la acumulacion de células del sistema inmune y de las
moléculas que promueven la inflamacién, ya que pueden exacerbar el dafio tisular y
contribuir a la progresion de enfermedades autoinmunes, enfermedades
cardiovasculares y cancer. El tratamiento clinico de la inflamacion se limita al uso de
antiinflamatorios no esteroideos y de corticoesteroides, que, a largo plazo, provocan
efectos adversos graves; que implican dafios gastrointestinales, cardiovasculares y
renales; que promueven que el paciente suspenda el tratamiento. Por lo anterior, surge
la necesidad de encontrar nuevas alternativas terapéuticas que disminuyan los efectos
adversos y que aumenten su potencia y selectividad. Actualmente, el estudio de los
péptidos antiinflamatorios es una herramienta alternativa a los tratamientos
antiinflamatorios tradicionales. En estudios previos se encontré que presentan menor
toxicidad y mayor selectividad. El objetivo de este trabajo de tesis es evaluar la
actividad antiinflamatoria del péptido CNS, que se analiz6 previamente en modelos
computacionales, mediante un modelo murino de inflamacion aguda inducida por
lipopolisacéarido (LPS). Se determiné el indice esplénico, las citocinas TNF-a, IFN-y,
IL-2, IL-4, IL-6, IL-10 e IL-17 séricas; las poblaciones celulares CD3*, CD4*, CD8",
B220*, Mac-3*y CD16*/32* en el bazo de los ratones; la actividad de las enzimas SOD,
GPx y catalasa; y la concentracion de MDA. Como controles se usaron los farmacos
antiinflamatorios dexametasona, paracetamol y naproxeno. Los resultados sugieren
que el péptido disminuye el nimero de células T y células NK, por lo que es de interés

continuar con su evaluacion.



2. Introduccién

La inflamacién es una respuesta inmunitaria inmediata que se presenta ante estimulos
nocivos para preservar la homeostasis en el organismo (1). La inflamacion se
caracteriza por el aumento de la permeabilidad vascular y del flujo sanguineo, y
edema, que favorecen la migracion de leucocitos y moléculas inflamatorias en el sitio
de lalesion o estimulo (2). Estos fendmenos dependen de la activacion de la respuesta
inmune. El proceso inflamatorio se compone de cuatro elementos: a) inductores
inflamatorios, endégenos o exdgenos, que son los estimulos que activan a la respuesta
inflamatoria; b) sensores, que son los receptores celulares que reconocen a los
patrones moleculares (PRR), se localizan en la membrana, las vesiculas o el
citoplasma de los macrofagos, las células dendriticas, las células endoteliales y las
células epiteliales de la mucosa; c) mediadores, son aquellas sustancias que inician y
regulan las reacciones inflamatorias que incluyen a: las citocinas, las quimiocinas, las
alarminas, etc.; y d) efectores, que son los tejidos y células blanco donde los
mediadores actuan, activan y modifican sus funciones con el fin de promover la
inmunidad protectora, por ejemplo, el endotelio de los vasos sanguineos en el sitio de
la lesidn, se activa y provoca la vasodilatacion para aumentar el flujo sanguineo como
via de entrada para las proteinas plasmaticas que atraen a los leucocitos que buscan

y eliminan los agentes patdgenos (1, 3).

Durante la inflamacién es crucial la activacion de las células del sistema inmune dado
gue, junto con los mediadores, facilitan la eliminacion de los agentes dafinos o de las
células dafiadas, y modulan la intensidad y duracion de la respuesta inflamatoria (4).
La activacion de las células inmunitarias puede inferirse al identificar sus receptores
de superficie o Cluster of Differentiation (CD), los CD son moléculas que se expresan
en la superficie celular y se detectan con anticuerpos monoclonales (5). El CD45 es
una proteina que se expresa en todas las células hematopoyéticas nucleadas, como
linfocitos, monocitos y neutrofilos; presenta varias isoformas segun el estado de
desarrollo o activacion celular (6). La expresion de CD45 se estudia mediante
citometria de flujo para distinguir el linaje celular y estimar el estadio de maduracion

de la mayoria de las células sanguineas (7).



Al inicio del proceso inflamatorio, las primeras células en activarse son los macréfagos
y los neutrdfilos, que ademas de desempefiar su funcion fagocitica, producen enzimas
y especies reactivas del oxigeno (ROS) o del nitrogeno (RNS), para eliminar al
patégeno (2). Sin embargo, el incremento en la concentracion de especies reactivas
puede ocasionar estrés oxidativo. El estrés oxidativo es un desequilibrio entre las
especies oxidantes y los antioxidantes del organismo, a favor de los primeros, lo que
dificulta el control redox, que si no se resuelve, la difusion de especies reactivas fuera

de las células produce dafio tisular y activacion del proceso inflamatorio (8).

El LPS es un inductor exdégeno de la inflamacion, constituye el componente principal
de la membrana externa de las bacterias Gram-negativas, por lo que en los humanos
puede inducir efectos cardiovasculares negativos y choque séptico (9). Sin embargo,
en los disefios experimentales, la inflamacion mediada por LPS se emplea como un

modelo de inflamacion aguda (10).

La inflamacién aguda evoluciona en un periodo corto, con exudaciéon de liquido y
proteinas plasmaticas, y la migracion de leucocitos (4). La respuesta inflamatoria
aguda termina cuando se elimina el agente nocivo y se repara el tejido dafiado, pero
si esto no ocurre y el desencadenante inflamatorio persiste, la respuesta inflamatoria
continuara hasta volverse un proceso crénico que puede lesionar 6érganos, generar
dolor e interferir con las funciones normales del cuerpo (1). Para contrarrestar los
dafios relacionados a la inflamacién no regulada o exacerbada, se utilizan farmacos
antiinflamatorios que se clasifican en dos grandes grupos: esteroideos y no
esteroideos. Los farmacos esteroideos, también conocidos como corticoesteroides,
son derivados del colesterol, producen su efecto antiinflamatorio al inhibir la expresion
de genes proinflamatorios que originan los mediadores, de manera que las células
efectoras no se activan (11). Su uso a largo plazo provoca hipertension, hiperglucemia,
entre otros padecimientos (12). La dexametasona es un ejemplo de Ilos
corticosteroides mas utilizados. Los antiinflamatorios no esteroideos o AINES, al inhibir
a la enzima COX impiden la sintesis de prostaglandinas, mediadores inflamatorios que
provocan los signos clasicos de la inflamacion (enrojecimiento, edema, calor y dolor).

Si los AINES se usan frecuentemente generan dafios gastrointestinales,



cardiovasculares y renales (13). El paracetamol y el naproxeno son algunos ejemplos

de farmacos que se clasifican en el grupo de los AINES (14).

En el desarrollo de nuevas alternativas antiinflamatorias, se estudian biomoléculas
importantes que normalmente desempeiian diversas funciones en el organismo, como
los péptidos. En comparacién con los farmacos tradicionales, los péptidos presentan

menor toxicidad, mayor potencia y selectividad (15, 16).

El objetivo de este trabajo es evaluar la actividad antiinflamatoria aguda in vivo del
péptido CNS para corroborar las predicciones tedricas que se determinaron mediante

simuladores de programas de computadora.

Este trabajo pretende contribuir a la busqueda de nuevas alternativas mas efectivas y
menos toxicas para el tratamiento antiinflamatorio, que aseguren la resolucion
completa del proceso inflamatorio y evitar que se desencadene la inflamacion cronica
gue conduce al desarrollo de enfermedades crénicas de interés mundial como la

artritis, la diabetes y el cancer (17).



3. Marco teorico
3.1. Proceso inflamatorio

La inflamacion es la respuesta del sistema inmunologico hacia cualquier estimulo
dafino (1, 18) para eliminar el peligro, resolver o reparar el dafio y alcanzar la
homeostasis (1). El estimulo que desencadena la inflamacion puede ser enddgeno,
por ejemplo, células y tejidos estresados o dafiados, que de no repararse conducirian
a un mal funcionamiento y a la pérdida de la homeostasis. Ademas, el dafio puede ser
exdgeno, que de acuerdo a su origen se clasifica en microbiano y no microbiano, como
lesiones de agentes mecanicos, fisicos, quimicos e inmunoldgicos (alérgenos,

compuestos téxicos o cuerpos extrafios) (19).

El proceso inflamatorio involucra cambios tisulares derivados de una lesion tisular y se

caracteriza por:

e Vasodilatacion de los vasos sanguineos locales, lo que provoca un exceso de
flujo sanguineo local.

e Aumento de la permeabilidad de los capilares, lo que permite la fuga de grandes
cantidades de liquido a espacios intersticiales.

e Migracion de granulocitos y monocitos al tejido, su acumulacion en el foco de la
lesion y su activacion para eliminar el agente causal.

e Hinchazdn de las células tisulares (2).

En todos estos procesos, la respuesta inmune participa al activar células dendriticas,
neutrdéfilos, macréfagos, linfocitos y en algunos casos a las células epiteliales (4), las
cuales liberan intermediarios como las citocinas, quimiocinas y sustancias vasoactivas,
gue atraeran a mas células defensoras con la finalidad de eliminar el agente causal,

limitar el dafio a los tejidos y reparar el tejido afectado (20).



3.2. Componentes del proceso inflamatorio
3.2.1. Inductores inflamatorios

Los inductores o estimulos, son las sefiales que inician la respuesta inflamatoria
cuando los sensores los detectan (1) y luego provocan la liberacion de mediadores.
Pueden ser enddgenos, como los patrones moleculares asociados a dafio (DAMP, por
sus siglas en inglés), o exdgenos, ya sea de origen microbiano, como los patrones
moleculares asociados a patdégenos (PAMP, por sus siglas en inglés), o no microbiano,

que incluyen a alérgenos y compuestos toxicos (19).

El LPS es un inductor exégeno, es el principal constituyente de la pared de las
bacterias Gram-negativas (9), genera un aumento en la concentracion de las citocinas
TNF-a, INF-y e IL-6 (Figura 1), por lo que sus efectos inmunoestimuladores se pueden
utilizar en un modelo de inflamacion aguda, por ser facilmente identificables y medibles
(10).

3.2.2. Sensores

Los sensores son receptores de las células que reconocen a los patrones moleculares,
se conocen como receptores de reconocimiento de patrones o PRR, por sus siglas en
inglés (3), se localizan en la membrana, vesiculas o citoplasma de macréfagos, células
dendriticas, células endoteliales y células epiteliales de la mucosa (21). Entre los PRR
mejor descritos en la respuesta a infecciones bacterianas, como la que desencadena
el LPS, se encuentran los receptores tipo Toll, TLR por sus siglas en inglés; y los
receptores similares al dominio de oligomerizacién de unién a nucleétidos (NOD), NLR

por sus siglas en inglés.

Los receptores TLR presentes en las células del sistema inmune innato detectan a los
microorganismos, al interaccionar con su ligando se activan e inducen la sintesis de
moléculas con actividad inflamatoria. Particularmente, los receptores TLR4 que se
expresan en los macréfagos, células dendriticas y mastocitos reconocen al inductor
LPS, lo que desencadena las vias de sefializacion que conducen a la sintesis de genes
proinflamatorios. La estimulacion de TLR4 puede activar dos vias, una dependiente de
la proteina TRIF y la otra dependiente de la proteina MyD88, esta ultima se asocia con



TLR4 y recluta a la cinasa IRAK, la cual se fosforila y permite la asociacion de TRAF6
al complejo del receptor. EI complejo se transloca al citosol y se asocia al complejo
IKK. El complejo IKK fosforila a IkB, lo que permite que el factor nuclear NF-kB se
transloque al nucleo e induzca la expresion de genes correspondientes a citocinas
proinflamatorias (22). La via dependiente de TRIF promueve la transcripcion de
interferones tipo I; TRIF se une a la molécula adaptadora TRAM que a su vez forma
un complejo con la cinasa TBK1 e IKKi, los cuales dimerizan y translocan a IRF3 (23),
tal como se representa en la Figura 1. Cada via sigue reacciones diferentes, sin
embargo ambas activan el factor de transcripcion nuclear NF-kB (24), tal como se

representa en la Figura 1.
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Figura 1. Activacion de NF-kB por estimulacion de LPS en TLR-4. El reconocimiento de LPS por el
receptor TLR4 conduce a la transcripcion de genes proinflamatorios, a través de una via dependiente



de la proteina MyD88 que involucra la fase temprana de la activacion del factor nuclear NF-kB, o de una
via independiente de MyD88, que activa el factor regulador de interferén (IRF3) y conduce a la expresion
de genes inducibles por IFN (interferon). LPS: lipopolisacarido, TLR4: receptor 4 tipo Toll, MyD88:
proteina de respuesta primaria a la diferenciacion mieloide 88, IRAK: cinasa asociada a IL-1R, TRAFG6:
proteina adaptadora del factor 6 asociado al receptor del factor de necrosis tumoral, IKK: inhibidor del
complejo cinasa NF-kB (IkB). TRIF: adaptador que contiene el dominio del receptor toll-interleucina-1
que induce IFN, NF-kB: factor nuclear-kB, IkB: inhibidor del factor NF-kB. TRIF: proteina adaptadora
que contiene el dominio TIR, TRAM: molécula adaptadora relacionada con TRIF, TBK1: cinasa 1 de
union asociada a miembros de la familia TRAF, IRF3: factor 3 regulador de interferon. Tomada y
modificada de Akira y Takeda, 2004 (22). Figura creada con BioRender.com

3.2.3. Mediadores

Los mediadores son moléculas de sefializacion que inician y regulan las reacciones
inflamatorias, su sintesis se activa por los inductores y pueden derivarse de proteinas
plasmaticas o secretarse por las células. Los mediadores alteran la funcionalidad de
los tejidos y de los érganos para adaptarlos a las condiciones dadas por el inductor
particular (19).

3.2.3.1. Citocinas

Las citocinas son un grupo de glucoproteinas de bajo peso molecular (15 a 25 kDa),
gue producen y secretan varias células. Son mediadores solubles de la respuesta
inmune, se unen a receptores especificos de la membrana de las células diana y

protagonizan la comunicacion intercelular en la respuesta inmunitaria (25).

Existen citocinas proinflamatorias y citocinas antiinflamatorias. Las citocinas que
estimulan la respuesta inflamatoria se denominan proinflamatorias, entre las que
destacan: TNF-a, INF-y, IL-1p3, IL-6, IL-12 e IL-17 (26). Una vez que se eliminé al
estimulo inflamatorio, los macréfagos y los linfocitos comienzan a sintetizar las
citocinas antiinflamatorias IL-2, IL-4, IL-5, IL-10, IL-13 y TGF-B, para suprimir la
actividad de las proinflamatorias, limitar el dafio tisular producido y contribuir a la
reparacion (26, 27). En particular, la IL-6 y el TGF-B, se clasifican como citocinas
proinflamatorias o antiinflamatorias en diversas circunstancias (28). El equilibrio entre
las citocinas que favorecen o inhiben la infamacién es lo que define el proceso

inflamatorio.



Las citocinas se producen por diferentes poblaciones celulares, pero
predominantemente se encuentran los macrofagos y los linfocitos T cooperadores. Es
comun que distintas clases de células liberen la misma citocina y que una sola citocina

presente efecto en varios tipos de células diferentes (28).

3.2.4. Células de larespuestainmune

La inflamacién implica una red coordinada de muchos tipos de células que pertenecen
al sistema inmune. A continuacion, se abordan las principales células de la respuesta

inmune:

Neutrdfilos. Son de las primeras células en llegar a los sitios de inflamacién aguda
debido a que circulan en el torrente sanguineo. Actian como la primera linea de
defensa e inician la respuesta inflamatoria aguda, donde por medio de la fagocitosis o
por la liberacion de factores téxicos de sus granulos citoplasmaticos eliminan el agente
dafiino. Ademas, liberan factores localizados para atraer monocitos y células
dendriticas, y programan las células presentadoras de antigenos para estimular las
células T. Sin embargo, su infiltracion en exceso o su eliminacion retardada exacerba

la lesion tisular debido a los mediadores inflamatorios que producen (29).

Monocito/Macréfago. ElI monocito circula en la sangre, pero puede abandonar el
torrente sanguineo y migrar a los tejidos, donde se diferencia en macréfago. Es una
célula fagocitica y presenta el antigeno a las células T y B. Los macréfagos poseen
receptores de reconocimiento de patrones en su superficie, por lo que son clave para
reconocer estimulos inflamatorios (30). Los macrofagos inician la respuesta
inflamatoria al secretar especies reactivas de oxigeno para neutralizar los agentes
patdgenos, y las citocinas TNF-a, IFN-y, IL-1 e IL-6, que producen fiebre, reclutan a
los neutrdfilos y a las células NK; ademas promueven la proliferacion y diferenciacion
de células T y B (31).

Linfocitos T. Estas células no inician directamente la respuesta inflamatoria, sino que
dirigen el nivel de la respuesta (32). Existen diferentes subtipos que se clasifican de

acuerdo con su funcion y estado de activacion mediante la expresion de sus proteinas



de superficie denominadas Clusters of differentiation (CD), que incluyen a CD3, CD4,
CD8 y CD45, y las citocinas que sintetizan son: IFN-y, IL-2, IL-4 e IL-17 (33). La
proteina CD3 es el marcador de linaje de los linfocitos. Se clasifican principalmente en
dos subtipos, los linfocitos T CD8*, células efectoras que participan en la citotoxicidad
y los linfocitos T CD4*, que segun la expresion de factores de transcripcion y del
ambiente de citocinas se subdividen en linfocitos Thl, Th2 y Thl7, que producen
citocinas inductoras de la proliferacion y diferenciacion de las células de la respuesta
inmune (34). Los linfocitos T CD4* colaboran con los linfocitos B para la sintesis de
anticuerpos y regulan las funciones de los linfocitos T CD8*. Los linfocitos CD4* Thl
producen IFN-y que activa a los macréfagos, mientras que los linfocitos CD4* Th2 se
asocian con IL-4 que promueve la diferenciacion de los linfocitos B en células
plasmaticas. Los linfocitos Th1l7 al producir IL-17A e IL-17F se caracterizan por

intervenir en el desarrollo de la inflamacion, autoinmunidad y tumores (35).

La expresion del marcador CD45 no solo aplica para los linfocitos, sino para los
leucocitos en general. La proteina CD45 modula la activacion y la proliferacion celular
(36). La isoforma CD45RO se expresa en los linfocitos T posterior a la activacion y se

asocia con la adquisicion de la memoria inmunoldgica (37).

Las células B. Estas células residen y recirculan en el bazo y los ganglios linfaticos, al
encontrar a su antigeno especifico, en presencia de IL-2, IL-4 e IL-6, se activan y
maduran a las células plasmaticas para que sintetice anticuerpos (38). Las células B
también actian como células presentadoras de antigeno, por lo que influyen en la

actividad de linfocitos T CD4* y en la sintesis de citocinas (39).

Células NK (natural killer). Son células del linaje linfoide, pero son distintas a los
linfocitos T y linfocitos B. Su funcién principal durante la inflamacion es producir
respuestas rapidas contra los patdogenos, células infectadas o dafiadas (40) debido a
gque una vez que maduran estan listas para actuar, sin requerir una mayor
diferenciacion. Cuando se activan, liberan perforinas y granzimas de sus granulos, lo
que provoca la muerte celular. Producen IFN-y y TNF-a que potencian la funcion
fagocitica de los macrofagos (41). Durante la respuesta inmunitaria se activan gracias
a las citocinas IL-2 e IL-12 (42).
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Figura 2. Activacion de las células de la respuesta inmune durante la inflamacion mediada por
LPS. Los macréfagos se activan al reconocer al LPS y producen las citocinas TNF-a, IFN-y e IL-6 que
influencian el microambiente de los linfocitos T. Los linfocitos T proliferan y se diferencian en Thl, Th2,
Th1l7, CD8*, entre otros tipos. Los linfocitos Th2 sintetizan IL-4, IL-6 e IL-10, que promueven la
maduracion de las células B a células plasmaticas para la sintesis de anticuerpos. Los linfocitos Thl
sintetizan TNF-a, IFN-y e IL-6 que contintan la activacion de macréfagos. Los linfocitos CD8* eliminan
células infectadas o dafiadas por accion citotoxica. Los linfocitos Th17 sintetizan IL-17 para promover
la respuesta inflamatoria. Las células NK sintetizan a las citocinas TNF-a e IFN-y para potenciar la
funcion fagocitica de los macréfagos. Los macréfagos sintetizan especies reactivas del oxigeno y del
nitrégeno para eliminar el agente dafiino. LPS: lipopolisacérido, TNF-a: factor de necrosis tumoral a, IL-
1B: interleucina 1B, IL-6: interleucina 6, IL-4: interleucina 4, IL-2: interleucina 2, INF-y: interferén vy, IL-
17: interleucina 17, ROS: especie reactiva del oxigeno, RNS: especie reactiva del nitrégeno, 1gG:
inmunoglobulina G. Fuentes: (31, 33-35, 38, 41, 42). Figura elaborada en BioRender.com

3.3. Estrés oxidativo

Los neutrofilos y los macrofagos se activan en el sitio de inflamacion, ademas de
producir los mediadores ya mencionados, liberan enzimas y especies reactivas del
oxigeno (ROS) o del nitrégeno (RNS), para eliminar al agente reconocido como
extrafio (8). Sin embargo, la produccion de especies reactivas puede ocasionar estrés
oxidativo. El estrés oxidativo es el desequilibrio entre la produccion de especies

oxidantes y su eliminacion mediante agentes antioxidantes endogenos, la
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concentracion de oxidantes aumenta significativamente (43), lo que genera dificultad
en el control redox, que si no se resuelve, las especies reactivas difunden fuera de las

células, puede dafar a los tejidos y estimular la activacion del proceso inflamatorio (8).

En condiciones normales, los seres vivos mantienen un nivel basal de sustancias
oxidantes como consecuencia del metabolismo. Las especies reactivas de oxigeno se
derivan de los metabolitos del oxigeno parcialmente reducidos y que presentan una
capacidad oxidante fuerte. A bajas concentraciones, los ROS son esenciales en la

sefalizacion celular y la induccion de la respuesta mitogénica (43).

Las células del sistema inmune innato producen ROS que incluyen al perdxido de
hidrogeno, el anion superéxido y el hidroxilo, con la finalidad de eliminar a los
patdgenos, pero a su vez, esto contribuye a la inflamacion de los tejidos (44). Para
contrarrestar las ROS, los seres vivos desarrollaron mecanismos antioxidantes como

las enzimas superoxido dismutasa (SOD), glutation peroxidasa (GPx) y catalasa (43).

La enzima SOD transforma al superéxido en peroxido de hidrégeno y oxigeno. La
catalasa requiere la presencia de NADPH para desempefiar su funcion, la cual es
remover el peroxido de hidrégeno de las células al reducirlo en agua y oxigeno. La
enzima GPx utiliza glutation reducido (GSH) para reducir el peréxido de hidrégeno en
agua Yy glutation oxidado (GSSG) (Figura 3) (43).
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Figura 3. Produccion de especies reactivas del oxigeno y mecanismos antioxidantes. Se
representa a una célula fagocitica cuando atrapa a una particula desconocida, se transforma en
fagosoma e ingresa a la vacuola fagocitica, donde la coenzima NADPH oxidasa se activa en la
membrana de la vacuola y produce Oz que posteriormente se transforma en oxidantes méas potentes
como H20: y *OH. Las enzimas antioxidantes SOD, GPx y catalasa convierten a las ROS en especies
no reactivas como H20 y O2. O2: radical superdxido, O2: oxigeno molecular, H202: perdxido de
hidrégeno, *OH: radical hidroxilo, NADPH: nicotiamida adenina dinucleétido fosfato, H20: agua, GSH:
glutation reducido, GPx: glutation peroxidasa, GSSG: glutation oxidado, SOD: superéxido dismutasa.
Modificada de Ruiz F, Trier A, et al., 1987 y Cascales M, 2005. Figura creada con Biorender.com

3.4. Tipos de inflamacién

La respuesta inflamatoria aguda, es aquella que evoluciona en un periodo corto, en
minutos u horas luego del estimulo dafiino; dura poco, incrementa la permeabilidad
tisular, la exudacioén de liquido y proteinas plasmaticas (4). Ademas, se caracteriza por
los cuatro signos de la inflamacion: rubor, tumor, calor y dolor (1), causados por el
aumento del flujo sanguineo, edema y la migraciébn de leucocitos (neutrofilos
principalmente). A medida que se elimina el agente nocivo, se activan los mecanismos
antiinflamatorios y se produce el aumento en la concentracion de IL-4 e IL-10 y la
inhibicion de la maduracién de las células dendriticas, lo que evita la presentacion de
antigenos y la activacion de linfocitos T, por lo que inicia la reparacion del dafio en los
tejidos (4).
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La falta de eliminacion del agente causal o una exposicion prolongada conduce a la
inflamacion cronica (17). Su duracién puede ser de meses a afios y se caracteriza por
la proliferacion de vasos sanguineos, fibrosis, necrosis tisular (19) y la presencia de
linfocitos y macréfagos (17). Puede ocasionar dafios severos, como lesionar 6rganos,
generar dolor e interferir con las funciones normales del cuerpo (1). Tal como ocurre
en la artritis reumatoide, donde el dolor y la disfuncion articular se deben a la constante

inflamacién de la membrana sinovial.

Para disminuir la sintomatologia durante la inflamacion, como el dolor y la fiebre (4), o
evitar las consecuencias adversas de la inflamacion exacerbada como en los
trastornos autoinmunes, las enfermedades neurodegenerativas o el cancer (45), en la
practica clinica tradicional se utilizan medicamentos antiinflamatorios que se clasifican

en dos grandes grupos: antiinflamatorios no esteroideos (AINES) y esteroideos (12).

3.5. AINES

Los antiinflamatorios no esteroideos (AINES) son un grupo de medicamentos
guimicamente diversos, pero con las mismas propiedades terapéuticas. Se encuentran
entre los medicamentos mas antiguos y efectivos para el tratamiento de la fiebre, el
dolor y la inflamacion, por lo que son de los mas recetados en el mundo (13).

El mecanismo de accion de los AINES consiste en inhibir la produccion de
prostaglandinas a partir del acido araquidonico, mediante acetilacién reversible o
irreversible de la ciclooxigenasa (COX), la enzima responsable de la conversién del

acido araquiddnico en el mediador inflamatorio (13).

Se conocen dos isoformas de la enzima ciclooxigenasa: la COX-1, que es la
responsable de la produccion fisiologica de prostaglandinas y esta implicada en
procesos protectores gastricos, renales, etc., y la COX-2 que es inducida por la
respuesta inflamatoria y es la responsable del aumento en la sintesis de citocinas.
Todos los AINES inhiben en proporciones diferentes a la COX-1y la COX-2, bajo este
criterio se clasifican en inhibidores no selectivos (actian en ambas isoformas),
inhibidores preferenciales de la COX-2 e inhibidores selectivos de COX-2 (13, 14). A
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continuacion, se describiran las principales caracteristicas del naproxeno y del
paracetamol como algunos de los AINES mas adquiridos en México, y que se
consideran un estandar para comparar el efecto antiinflamatorio de otros farmacos de

referencia.
3.5.1. Naproxeno

El naproxeno es un farmaco derivado del acido propionico (Figura 4). Es el inico AINE
gue se administra como un enantiomero puro, el isémero (S), por tener mayor actividad
analgésica, antiinflamatoria y antipirética (46). Se utiliza para reducir el dolor, la
inflamacion, la fiebre y la rigidez en afecciones como la artritis reumatoide, osteoartritis,
calculos renales, gota y cdlicos menstruales. Es un inhibidor no selectivo de COX-1y
COX-2 (Figura 6), por lo que se asocia con efectos adversos como irritacion gastrica,

dolor abdominal y acidez estomacal (46, 47).
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Figura 4. Estructura quimica del Naproxeno. Figura creada con Fishersci.es

3.5.2. Paracetamol

El paracetamol, también llamado acetaminofén, es un farmaco derivado de la
acetilaciéon del p-aminofenol (Figura 5), posee accidén analgésica y antipirética (14). Su
mecanismo de accién aun no esta bien definido, pero estudios recientes sugieren su
accion a nivel del sistema nervioso central con inhibicion de la sintesis de
prostaglandinas (Figura 6) (14). El efecto antinflamatorio de este farmaco es casi nulo
debido a que no inhibe la sintesis de prostaglandinas a nivel periférico, ya que en
presencia de altas concentraciones de peroxidos, como sucede en los sitios de
inflamacion, su capacidad para inhibir la ciclooxigenasa se vuelve deficiente, sin

embargo, su potencia analgésica y antipirética es similar al acido acetilsalicilico y otros
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AINES (13). Presenta efectos secundarios a nivel gastrointestinal, renal y vascular, en
menor grado que el naproxeno, sin embargo, estudios recientes informan la
generacion de dafio hepatico agudo (48, 49), por lo que debe usarse en la dosis
efectiva mas baja y por el menor tiempo posible.
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Figura 5. Estructura quimica del Paracetamol. Figura creada con Fishersci.es
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Figura 6. Mecanismo de accidon de los AINES y estructura quimica de paracetamol y naproxeno.
En respuesta a un estimulo contra la célula, la enzima fosfolipasa A2 libera acido araquidénico de los
fosfolipidos de membrana, que por accién de las ciclooxigenasas se transforma en el mediador
inflamatorio: las prostaglandinas. AA: Acido araquidonico, FLA2: Fosfolipasa A2, COX-1: ciclooxigenasa
1, COX-2: ciclooxigenasa 2, AINES: antinflamatorios no esteroideos. Basada y modificada de Cantd S,
Jin Lee H, et al. 2017. Figura creada con Biorender.com

16



3.6. Corticosteroides

Los corticosteroides son compuestos hormonales derivados del colesterol. Segun su
funcidbn metabolica, se dividen en glucocorticoides y mineralocorticoides (50). El
tratamiento con glucocorticoides esta indicado para suprimir la respuesta inflamatoria.
Los mineralocorticoides se utilizan para tratar la hipertension, las enfermedades
cardiovasculares y renales, por su papel en la regulacion de la concentracion de los
minerales corporales (51). El término corticosteroide se utiliza errbneamente para

referirse solo a los glucocorticoides (50).

Los glucocorticoides que poseen actividad antiinflamatoria son de interés en este
escrito, por lo que se describen sus caracteristicas. Son sustancias lipofilicas
pequefias que atraviesan facilmente las membranas celulares y se unen a los
receptores de glucocorticoides (GR) en el citoplasma (52). La unién de los
glucocorticoides con sus receptores forma un complejo receptor-corticosteroide que se
activa y se transloca al nucleo, donde interactia con proteinas coactivadoras o
represoras transcripcionales que inducen el aumento o la inhibicion de la expresion de
genes inflamatorios (53). Cuando el complejo interactda con la proteina coactivadora
CBP se inhibe la actividad del dominio funcional histona acetiltransferasa (HAT) de
manera directa, e indirectamente por la incorporacion de la enzima HDAC2, que
desacetila a las histonas centrales del complejo que activa la transcripcion de genes
proinflamatorios, lo que genera la inhibicion del factor de transcripcion NF-kB (54), tal

como se representa en la Figura 7.
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Figura 7. Mecanismo de accion de los glucocorticoides. El estimulo inflamatorio activa la via de
sefializacion NF-kB que inicia con IKK, que pone en marcha al factor de transcripcién NF-kB. El complejo
KB, p50 y p65 se transloca al nucleo y se acopla a la proteina coactivadora CBP donde se acetilan las
histonas centrales e induce el incremento de la expresion de genes proinflamatorios. Sin embargo, en
presencia de glucocorticoides, se forma el complejo receptor de glucocorticoide-glucocorticoide que
ocasiona la desacetilacion de las histonas en el nlcleo y la consecuente represion de los genes
inflamatorios. GCC: glucocorticoide; IKK: inhibidor del complejo cinasa NF-kB; MAPK: proteina cinasa
activada por mitdégeno; NF-kB: factor nuclear-kB, IkB: inhibidor del NF-kB; p65: proteina p65; p50:
proteina p50; CBP: proteina de union a CREB; GR: receptor citosdlico de glucocorticoide; HAT: histona
acetiltransferasa; HDAC2: histona desacetilasa 2. Modificada de Barnes PJ. Goodman and Gilman'’s:
The pharmacological basis of therapeutics; 2017. Figura creada con BioRender.com

3.6.1. Dexametasona

La dexametasona es un farmaco sintético analogo del cortisol, que pertenece a la clase
de los glucocorticoides y es de los mas utilizados de este grupo, con propiedades
analgésicas, antiinflamatorias (a dosis bajas) e inmunosupresoras (en dosis mas altas)
(51). Se caracteriza por inducir la apoptosis y la extravasacion de los neutrdfilos; inhibir
a la fosfolipasa A2, que es una molécula que promueve la formacion de los derivados

del &cido araquiddnico; y especialmente por regular varios factores de transcripcion
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incluidos el NF-kB y AP-1, que regulan la transcripcion de genes clave en la inflamacion
(55). Sin embargo, el uso de dexametasona a largo plazo puede ocasionar efectos
adversos como hiperglucemia, hipertension, osteoporosis y alteraciones metabdlicas,
por mencionar algunos (56).

Dado que los AINES vy los glucocorticoides presentan desventajas que no se pueden

evitar, actualmente se contintia la busqueda de terapias alternativas.

3.7. Péptidos

Los péptidos son secuencias de aminoacidos mas cortas que las proteinas, unidos
entre si mediante enlaces peptidicos que se forman a partir de la asociacién de un

grupo carboxilo de un aminoéacido y el grupo amino de otro (57).

La importancia de estas moléculas radica en las diferentes funciones que desempefian

en nuestro organismo, por ejemplo:

e Hormonas: la insulina, el glucagon, la oxitocina y la vasopresina.

e Agentes vasoactivos: la angiotensina IlI, la bradicinina y PNA (péptido
natriurético atrial).

¢ Neurotransmisores: la encefalina, la sustancia P y las endorfinas.

e Antibidticos: la valinomicina y la gramicidina S.

e Cofactores enzimaticos: el glutation, que es cofactor en algunas reacciones
redox (58).

En las Ultimas décadas, se considero a los péptidos como una alternativa terapéutica
y constituyen una estrategia reciente e innovadora. Poseen un amplio espectro de
beneficios clinicos y mayores ventajas con respecto a los farmacos tradicionales,
proteinas y anticuerpos recombinantes, pues no solo presentan efectos
antiinflamatorios, pueden tener actividad anticancerigena, antioxidante y de
penetracion celular. Algunas ventajas en comparacion con las proteinas y anticuerpos
recombinantes son la capacidad de penetrar a los tejidos, dado que presentan baja

inmunogenicidad y menor tamafio, menores costos de produccién por las técnicas de
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sintesis y porque su almacenamiento es mas eficiente a temperatura ambiente (59).
En comparacion con los farmacos, los péptidos presentan alta diversidad quimica y
biolégica, gran especificidad, gran actividad, pocos efectos secundarios y en general
baja toxicidad, ya que no se acumulan en el organismo al tener una vida media

relativamente corta (15).

Los péptidos antiinflamatorios pueden provenir de plantas, animales, hongos y de los
alimentos. Sin importar su origen, los péptidos antiinflamatorios presentan efectos
inmunomoduladores, que incluyen la modulacion en la diferenciacion de las células de
la respuesta inmune e intervencidon en las vias de transduccion de sefiales que se
asocian con la expresion de citocinas proinflamatorias (16). Algunos péptidos que se
evaluaron para prevenir y tratar el proceso inflamatorio son el cordymin, que proviene
de un hongo medicinal (60) y el mastoparan, que se obtiene del veneno de la avispa
(61).

Morales-Martinez y colaboradores describieron un péptido derivado del factor
inhibitorio de la locomocion de monocitos (FILM) de Entamoeba histolytica (62). El
péptido se constituye de tres aminoacidos esenciales: cisteina, asparagina y serina,
que por el cédigo de cada aminoacido se identifica con las siglas CNS. Esto se realiz6
en primera instancia, mediante la prediccion de los estudios ab initio en Hartree-Fock
y DFT (B3LYP), finalmente los analisis de la estructura electrénica y geométrico
respectivamente, permitieron la identificacion del grupo farmacoforo (63). Se le
atribuyen propiedades antiinflamatorias del FILM, como la inhibicion de la
hipersensibilidad retardada cutanea al dinitroclorobenceno en cobayos y jerbos, y la
inhibicion del estallido respiratorio de fagocitos mononucleares humanos (62). Por lo
gue se procedio con su sintesis y posteriormente a probar su actividad antiinflamatoria

in vivo para contrastar las predicciones teoricas realizadas.
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4. Planteamiento del problema

La inflamacién es una respuesta del sistema inmune que se presenta ante cualquier
estimulo que puede ocasionar un dafio, por lo que es un mecanismo de proteccion.
Sin embargo, en algunos casos donde la respuesta no fue contenida adecuadamente
o el dafio no fue resuelto, la inflamacion se transforma en exacerbada o crénica, que
puede causar dafio a los tejidos, 6rganos y limitar sus funciones, hasta inducir
enfermedades cronicas y autoinmunes como artritis, arteriosclerosis e incluso cancer.
Para contrarrestar los efectos de la inflamacion no controlada se utilizan
antiinflamatorios, sin embargo, su uso prolongado ocasiona efectos adversos
importantes que orillan a que el paciente abandone el tratamiento, por lo que es
relevante generar nuevas terapias. Aqui es donde interviene la tecnologia que, a través
de la quimica computacional, permite el disefio y desarrollo de nuevas moléculas, asi
como el estudio de su estructura electronica y el conocimiento de las propiedades

fisicoquimicas basadas en su reactividad quimica.

A través de métodos computacionales se desarrollo el péptido CNS que, segun los
estudios de la estructura electronica y de reactividad quimica, mantiene las
propiedades antiinflamatorias del pentapéptido antecesor, el factor inhibitorio de la
locomocion de monocitos (FILM) de Entamoeba Histolytica. Por lo que en este trabajo
de tesis la pregunta a abordar es si el péptido CNS posee propiedades
antiinflamatorias in vivo como se estudio previamente, para ello se utiliz6 un modelo
de inflamaciéon inducida por LPS y se evalu6 su efecto en comparacion con

medicamentos antiinflamatorios.
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5. Hipotesis

Si el péptido CNS posee actividad antiinflamatoria, se modificara la respuesta inmune
de manera que durante la induccién de la inflamacion con LPS, disminuira la
concentracion de las citocinas proinflamatorias TNF-a, IFN-y, IL-2 e IL-6, asi como la
activacion de las células, macréfagos, células NK vy linfocitos T; y se inhibira la

produccion de especies reactivas del oxigeno ROS, lo que evitara el estrés oxidativo.

22



6. Objetivo
6.1. Objetivo general

Evaluar la actividad antiinflamatoria del péptido CNS mediante un modelo experimental

murino de inflamacioén aguda inducida por LPS.
6.2. Objetivos especificos

Determinar el efecto del péptido CNS en el indice esplénico de ratones macho CBA/Ca
estimulados con LPS mediante el cociente obtenido del peso del bazo y el peso del

raton.

Determinar el efecto del péptido CNS sobre el niumero de las poblaciones celulares de
linfocitos T CD3*, linfocitos T CD4", linfocitos T CD8*, macréfagos, células NK 'y células
B en el bazo de ratones macho CBA/Ca estimulados con LPS mediante citometria de

flujo.

Determinar el efecto del péptido CNS en la concentracion de citocinas Th1/Th2/Th17

en suero de ratones macho CBA/Ca estimulados con LPS por citometria de flujo.

Evaluar el efecto del péptido CNS en la actividad de enzimas antioxidantes SOD, GPx
y catalasa, y en los niveles de MDA en sangre, bazo y cerebro de ratones macho
CBA/Ca estimulados por LPS.
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7. Disefio experimental
7.1. Diseio de estudio
Tipo de estudio: Prospectivo, transversal, comparativo, experimental.
7.2. Poblacion o muestra
6 grupos de 5 ratones macho CBA/Ca de 19 semanas de edad.
7.3. Variables
7.3.1. Variable independiente
Induccion de inflamacién por LPS.
Tratamientos (péptido CNS, dexametasona, paracetamol, naproxeno y
vehiculo como control).
7.3.2. Variable dependiente
Tamarnio del bazo.
Concentracion de citocinas Th1/Th2/Th17 en pg/mL.
Numero de las poblaciones de linfocitos T, macréfagos, células NK 'y
células B en porcentaje de células.
Actividad enzimatica de SOD, GPx y catalasa en U/mg de proteina.
Concentracion de MDA en nmol/mg de proteina.
7.4. Material
Pipetas Pasteur de vidrio
Tubos Falcon de 50 y 15 mL
Tubos Eppendorf de 1.5 y 600 uL
Jeringas de 1y 3 mL
Puntas para pipetas de 1000, 200, 50y 10 pyL
Tubos de ensayo de poliestireno de fondo redondo de 5 mL
Placas de 96 pozos fondo plano para ELISA
7.5. Equipo e instrumentos
Balanza analitica marca Sartorius®
Balanza granataria marca Sartorius-OHAUS®
Micropipetas marca Eppendorf y Gilson de 1000, 200, 50, 10 y pL
Centrifugas marca Eppendorf
Campana de flujo laminar marca Veco
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Citdmetro de flujo FACS Aria Il Becton and Dickinson™
Espectrofotometro UV/VIS para placas de 96 pocillos Multiskan GO marca
ThermoScientific
7.6. Reactivos
Lipopolisacaridos de Escherichia coli 0111: B4; Sigma Aldrich, Steinheim,
Alemania
PBS
Péptido CNS
Fosfato sédico de dexametasona inyectable
Paracetamol solucion inyectable
Naproxeno 100 mg/mL
PBS/Heparina
TRIzol™
Cloroformo/Alcohol isoamilico (49:1)
Alcohol isopropilico
Solucién de limpieza BD FACS™

7.7. Metodologia

7.7.1. Administraciéon de tratamientos
Los farmacos se administraron via intraperitoneal, a excepcion del péptido, debido a
que es la segunda via que se absorbe mas rapido gracias a que el peritoneo es una
zona de gran irrigacion sanguinea.
Se emplearon 4 grupos de ratones CBA/Ca a los que se les administré: el péptido CNS
(10 mg/kg) via intravenosa o dexametasona (1 mg/kg) (3) via intraperitoneal o
paracetamol (100 mg/kg) (64) via intraperitoneal o naproxeno (7 mg/kg) (65) via
intraperitoneal. Ademas, se utilizaron dos grupos control, uno negativo al que se le
administré Unicamente el vehiculo (PBS) y uno positivo al que se le administré LPS (5
mg/kg) (10), ambos por via intraperitoneal. La administracion del péptido,
dexametasona, paracetamol y naproxeno se realizé una hora antes de la induccién de

la inflamacion con LPS (5 mg/kg) (10).
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7.7.2. Obtencion de muestras
Luego de dos horas de la administracion de LPS, los ratones se sacrificaron por
dislocacion cervical para extraer la sangre, el bazo y el cerebro.

Se expuso de inmediato el corazén para colectar la sangre en tubos Eppendorf y se
agregaron 200 uL de PBS-heparina. Se tomaron alicuotas de 20 L para realizar cada
determinacion de enzimas y MDA. A la alicuota para la determinacion de MDA se
agregaron 10 uL de BHT. La muestra sobrante de sangre se centrifug6 a 3500 rpm por

5 minutos para obtener el plasma.

El bazo se disgreg6 al hacerlo pasar a través de una malla de nylon, con ayuda del
émbolo de una jeringa. Las células disgregadas se colectaron en un tubo Falcon que
contenia PBS, el tubo se centrifugd a 1200 rpm por 10 minutos a 4°C. El boton se
resuspendié con 500 pL de PBS estéril. Se tom6 una alicuota de 100 pL que se fijo
con una solucién comercial (BD FACS™ Lysing Solution, Becton, Dickinson and
Company, BD Biosciences, San Jose, CA, USA). Ademas, se tomaron alicuotas de 30
uL para cada determinacion de enzimas y MDA. A la alicuota de MDA se adicionaron
10 pL de BHT.

Al extraer el cerebro, se le adicionaron 200 uL de PBS para sonicarlo y tomar alicuotas
de 50 pL para la cuantificacion de actividad enzimética y concentracion de

malondialdehido (MDA). En la alicuota de MDA se agregaron también 10 pL de BHT.

7.7.3. Determinacion del indice esplénico
El indice esplénico se obtuvo como el producto del cociente del peso del bazo entre el
peso del raton.

7.7.4. Evaluacion de las poblaciones celulares en bazo de ratones
CBA/Ca mediante citometria de flujo
Se prepararon 3 mezclas de anticuerpos monoclonales anti-ratbn especificos para
cada poblacion celular acoplados a diferentes fluorocromos. La primera mezcla
contenia antiCD3 conjugado con FITC, antiCD4 conjugado con APC, antiCD8
conjugado con PE y antiCD45 conjugado con PRCP; la segunda mezcla contenia

antiCD19 conjugado con APC, antiCD107b conjugado con PE y antiCD45 conjugado
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con PRCP,; y la tercera contenia antiCD16/32 conjugado con PE y antiCD3 conjugado
con FITC.

Las muestras de células de bazo se centrifugaron a 2500 rpm durante 5 minutos a 4°C,
se retird el sobrenadante y se agregaron 165 pL de una solucion PBS/Azida
0.1%/Albumina 1% para resuspender el botén. Se realiz6 la tincién celular con 50 L
de cada suspensioén celular y 50 pL de cada mezcla de anticuerpos monoclonales. Las
preparaciones se incubaron durante 30 minutos protegidas de la luz a temperatura

ambiente.

Se adquirieron 10,000 células por muestra en un citbmetro de flujo FACS Aria Il Becton
and Dickinson y se analizaron en el software Flowing de Turku Bioscience, Tykistdkatu
6, FI-20520 Turku, Finlandia.

7.7.5. Determinacion de citocinas Th1/Th2/Th17 mediante citometria de
flujo

Se utilizo el estuche comercial BD Cytometric Bread Array (CBA) Mouse Th1/Th2/Th17

Cytokine Kit (BD 560485, Becton, Dickinson and Company, San Jose, CA, USA) y se

siguieron las instrucciones del fabricante. Brevemente, se reconstituyo el estandar de

citocinas con 2 mL de diluyente del estandar, se mezclé suavemente y se dejo reposar

durante 15 minutos a temperatura ambiente.

Se prepar6 una curva con diluciones seriadas en el orden siguiente: blanco, 1:2, 1:4,
1:8, 1:16, 1:32, 1:64, 1:128, 1:256, 1:512, 1:1024, 1:2048 y 1:4096. En el tubo blanco
se adicionaron 100 pL de diluyente del estandar como la concentracion cero de la
curva. A los tubos subsecuentes se agregaron 100 pL de diluyente de ensayo. Se
adicionaron 100 pL del estandar y 100 pL del diluyente al tubo 1:2, se agitd
suavemente con ayuda de una micropipeta y se realizaron las diluciones seriadas
mediante la transferencia de 100 pL del tubo 1:2 al tubo 1:4, del tubo 1:4 al tubo 1:8 y

asi hasta la ultima dilucion de 4096, mezclando suavemente entre cada transferencia.

La adicion de perlas de captura requirio la preparacion de un pool, el cual se realizo
tomando en cuenta el numero de muestras, el numero de puntos de la curva y el

namero de controles, ya que se pipetearon 3.3 pL de cada perla por reaccién. Las
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perlas se mezclaron suavemente antes de utilizarse. Se agregaron 17 pL de la mezcla
de perlas a cada tubo y 17 pL de estandar a las muestras. Se adicionaron 17 pL de
reactivo de deteccion de las citocinas a todos los tubos y se incubaron durante 3 horas
a temperatura ambiente, protegidos de la luz. Después se agregaron 330 pL de
amortiguador de lavado a cada tubo y se centrifugaron a 200 g durante 5 minutos. Se
descarto el sobrenadante y se resuspendio el botén con 100 pL de amortiguador de
lavado. Las soluciones se transfirieron a tubos de citometria y se enjuagd cada tubo
de donde provenia la muestra con 100 uL de buffer de lavado.

La adquisicion de datos se realizé en un citometro de flujo FACS Aria Il, Becton and

Dickinson y el software BD™ Cytometric Bead Array Software.

7.7.6. Evaluacion de la actividad antioxidante mediante la
determinacién de SOD
La actividad antioxidante de SOD se evalud a partir de la reaccion de la xantin oxidasa
con xantina, donde se produce &cido urico y el anion superoxido, el cual
posteriormente reacciona con INT o 2-(4-iodofenil)-3-(4-nitrofenil)-5-feniltetrazolio, un
colorante que al proveer tonalidades rojas indica la formacion del compuesto formazan,
el cual absorbe luz a 505 nm. La actividad de SOD se evaluo con el kit comercial
RANSOD (Randox Laboratories, Antrim, Reino Unido) como el grado de inhibicién de

la formacion de formazan.

Se utilizaron 3 pL de muestra (sangre diluida o tejido sonicado) y 100 pL de reactivo
R1, se mezclaron y la reacciéon se llevd a 37°C en el MultiSkan Go. Después se
agregaron 15 pL de reactivo R2 y transcurridos 30 segundos se tomo la lectura a 505

nm. Se realizé una curva estandar para determinar la actividad.

7.7.7. Evaluacion de la actividad antioxidante mediante la
determinacidon de catalasa
La actividad de catalasa en los eritrocitos se evalué de acuerdo con el método descrito
por Aebi. Primero, a las muestras de sangre se les determind la concentracion de
hemoglobina con el reactivo de Drabkin, en el cual se mezclaron 2 pL de sangre con

498 pL de reactivo de Drabkin, se midieron en el espectrofotometro a 540 nm y se
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calculo la concentracién de hemoglobina en una curva patron. Se realizaron diluciones

de cada muestra para ajustarlas a una concentracion de 5 g/dL.

Se utilizaron 10 pL de muestra (sangre a 5 g/dL o tejido sonicado), se diluyeron en 290
uL de PBS estéril y se mezclaron vigorosamente. Se tomaron 12 pL de la dilucion y
188 pL de PBS estéril para mezclarlos en una placa de cuarzo. Se adicionaron 100 pL
de H202 e inmediatamente se leyé la placa en el espectrofotdmetro a 240 nm y se
realiz6 una segunda lectura 60 segundos después.

La presencia de catalasa se calculé al considerar la diferencia entre la absorbancia
final y la inicial. La actividad especifica se obtuvo al dividir la actividad entre la
concentracion de hemoglobina para sangre o entre la concentracion de proteinas

totales para los tejidos.

7.7.8. Evaluacion de la actividad antioxidante mediante la
determinacion de GPx
La determinacion de GPx se fundamenta en una reaccion acoplada con la enzima
glutatién reductasa. Primero, la glutation peroxidasa (GPx) cataliza la oxidacién del
glutation (GSH) con el hidroperdxido de cumeno, después el glutation oxidado (GSSH)
inmediatamente se convierte en su forma reducida de manera coordinada en la que
NADPH se oxida y pasa a NADP*. Por lo tanto, la actividad de GPx se calcul6 a partir
de la disminucién de NADPH a 340 nm en el MultiSkan Go.

Se utilizé un estuche comercial marca RANDOX (Randox Laboratories, Antrim, Reino
Unido). Se mezclaron 5 pL de muestra (sangre diluida o tejido sonicado) con 300 pL
de diluyente RANSEL. Se tomaron 2.5 pL de la dilucién y se adicionaron 125 pL del
reactivo 1 RANSEL, se mezclaron y se agregaron 5 uL de hidroperéxido de cumeno.
Para medir la absorbancia, la reaccion se llevé a 37°C y las lecturas se realizaron a

340 nm después de 1y 2 minutos.

7.7.9. Evaluacion de la actividad antioxidante mediante la
determinacion de la concentracion de MDA

La concentracién de MDA se evalu6 con el método de Jentzsch. Se tomaron 20 pL de

muestra homogeneizada (sangre y tejidos) y se agregaron 87.5 pyL de agua destilada
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estéril, se mezclaron con 100 pL de &cido orto-fosforico (0.2 M), 12.5 pL de BHT (12.6
mM) y 12.5 pL de acido tiobarbitarico (TBA) (0.11 M en 0.1 M de NaOH). Los
estandares y las muestras se calentaron en un bafio de agua a 95°C por 45 minutos,
después se colocaron en hielo para detener la reaccion. Se mezclaron con 250 pL de
n-butanol y 25 pL de una solucién saturada de NaCl. Se centrifugaron y se tomé la
fase organica, la cual se midié en el espectrofotdmetro a 535 nm. Para calcular la
concentracion de MDA, se utiliz6 una curva estandar preparada con 1, 1, 3, 3-
tetrametoxipropano.

7.7.10. Analisis estadistico
El analisis estadistico se realizd con el programa Graph Pad Prism 5. Las diferencias
significativas se determinaron mediante la prueba estadistica de Kruskal Wallis con
prueba Post Hoc de Dunn. Las diferencias estadisticamente significativas se

consideraron cuando P < 0.05.
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8. Resultados
8.1. Efecto del péptido CNS sobre el indice esplénico de ratones

CBA/Ca con inflamacion inducida por LPS

El bazo es un érgano linfoide secundario clave en la fisiopatologia de la inflamacion
exacerbada, esto se debe a que elimina glébulos rojos envejecidos y filtra la sangre de
patdgenos y células anormales (66). Ademas, la evolucion de la inflamacion requiere
de células del sistema inmune, que se activan para su proliferacion en el bazo, por lo

que a mayor proliferacion mayor tamafo (67).

Para evaluar el efecto del péptido CNS sobre el indice esplénico, después de la
induccion de la inflamacién con LPS, se extrajeron los bazos y se pesaron, para
calcular el cociente derivado del peso del bazo entre el peso del raton. No se
encontraron diferencias estadisticamente significativas, por lo que el péptido no

modifico el indice esplénico (Figura 8).
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Figura 8. Efecto del péptido CNS sobre el indice esplénico de ratones CBA/Ca estimulados con
LPS. Se analizaron 6 grupos de 5 ratones macho CBA/Ca cada uno. El grupo control negativo se tratd
Unicamente con PBS (vehiculo) y el grupo control positivo se traté con lipopolisacarido (5 mg/kg) (LPS).
Los siguientes 4 grupos se trataron con: el péptido CNS (10 mg/kg) (Péptido), o dexametasona (1 mg/kg)
(DEX), o paracetamol (100 mg/kg) (AcP) o naproxeno (7 mg/kg) (NPX) en una sola ocasion y una hora
después se estimularon con LPS (5 mg/kg). Pasadas dos horas se extrajo el bazo y se peso6 para
determinar el indice esplénico. Cada columna representa la media + SEM de cada grupo. Se utilizo la
prueba estadistica de Kruskal-Wallis y la prueba post hoc de Dunn (P < 0.05).
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8.2. Efecto del péptido CNS en las poblaciones celulares CD3*, CD4",
CD8", B220*, Mac-3"y CD16%/32" en el bazo de ratones CBA/Ca

Dado que el bazo contiene distintos linajes de células, que incluyen a los principales
tipos de fagocitos mononucleares, células T y células B, que durante la filtracién de la
sangre identifican a los patdgenos y antigenos lo que promueve la respuesta
inflamatoria, en este trabajo se determinaron las poblaciones celulares CD3*, CD4",
CD8*, Mac-3*, B220* y CD16*/32* en el bazo, asi como la activacién de las células
CD4*, CD8*, Mac-3* y B220* para evaluar el efecto de la administracion del péptido

CNS en el modelo de inflamacion aguda inducida.

El tratamiento con el péptido disminuyé la poblacion de células CD3* que corresponde
alos linfocitos T CD3*, con relacion al grupo control positivo tratado con LPS y al grupo
tratado con dexametasona (Figura 9a). En la poblacion de linfocitos CD4*, las células
totales del grupo tratado con LPS incrementaron significativamente, en comparacion
con los grupos tratados con el vehiculo y con el péptido, asi como en el grupo tratado
con paracetamol en comparacion con los grupos tratados con el vehiculo y con el
péptido (Figura 9b). Las células activadas de linfocitos CD4* disminuyeron
significativamente en el grupo tratado con naproxeno en comparacion al grupo tratado
con paracetamol y al grupo control positivo tratado con LPS (Figura 9b). Con relacion
a los linfocitos CD8*, ningun tratamiento generé cambios en las células totales, sin
embargo, el naproxeno disminuyé la activacion de CD8* en comparacion al grupo
control positivo tratado con LPS (Figura 9c). En el caso del porcentaje de células Mac-
3" no se detectaron cambios con ningun tratamiento (Figura 9d). Por otra parte, en el
porcentaje de células B220* que corresponde a linfocitos B, el grupo de ratones
tratados con naproxeno incremento significativamente esta poblacién, tanto en células
totales como en activadas en comparaciéon con los grupos control (Figura 9e).
Finalmente, se encontré que el péptido disminuyé significativamente la poblacion
CD16%/32* que corresponde a las células NK, en comparacion con el grupo control

tratado con vehiculo (Figura 9f).
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Figura 9. Efecto del péptido CNS sobre las poblaciones celulares CD3*, CD4*, CD8*, B220*, Mac-
3"y CD16%/32* en el bazo de ratones CBA/Ca estimulados con LPS. Se analizaron 6 grupos de 5
ratones macho CBA/Ca cada uno. El grupo control negativo se trat6 con PBS (vehiculo) o
lipopolisacarido (5 mg/kg) (LPS) exclusivamente. Los siguientes cuatro grupos se trataron con péptido
CNS (10 mg/kg) (Péptido), o dexametasona (1 mg/kg) (DEX), o paracetamol (100 mg/kg) (AcP) o
naproxeno (7 mg/kg) (NPX) y una hora después se trataron con LPS (5 mg/kg). Dos horas mas tarde
se extrajeron los bazos, se procesaron las muestras para obtener las células, se tifieron con anticuerpos
monoclonales acoplados a fluorocromos y se determind el porcentaje celular mediante citometria de
flujo. En a) se representa el porcentaje de linfocitos T CD3*, en b) el porcentaje de células T CD4*, en
c) el porcentaje de linfocitos T CD8*, en d) el porcentaje de macrofagos Mac-3*, en €) el porcentaje de
linfocitos B y en f) el porcentaje de células CD16%/32* correspondiente a células NK. Cada columna
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representa la media + SEM de cada grupo. Las diferencias significativas se obtuvieron con la prueba
estaditica de Kruskal-Wallis y la prueba post hoc de Dunn (P < 0.05).

8.3. Efecto del péptido CNS en la determinacion de citocinas
Th1/Th2/Th17 en el plasma de ratones CBA/Ca

Las citocinas son uno de los principales mediadores que regulan el proceso
inflamatorio. Los cambios en la concentracion de las citocinas Th1/Th2/Thl7 se
evaluaron mediante citometria de flujo en el plasma de ratones CBA/Ca dos horas
después de la induccion de la inflamacion aguda con LPS. No se detectaron
diferencias estadisticamente significativas entre los grupos en la cuantificacion de
citocinas Thl, que corresponde a las citocinas proinflamatorias IL-2, TNF-a e IFN-y
(Figura 10a, 10b y 10c). Interesantemente, el péptido, la dexametasona y el naproxeno
no modificaron la concentracién de la IL-4, pero el paracetamol aumenté con diferencia
estadistica significativa cerca de seis veces la concentracion basal de esta citocina
(Figura 10d). En el caso de la IL-4, IL-10 e IL-17, ningun tratamiento genero diferencias

estadisticamente significativas (Figura 10e, 10f y 10g).
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Figura 10. Efecto del péptido CNS en los niveles de citocinas IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, IL-17, TNF-a e
INF-y en el plasma de ratones CBA/Ca estimulados con LPS. Se analizaron 6 grupos de 5 ratones
macho CBA/Ca cada uno. El grupo control negativo se traté solamente con PBS (vehiculo) y el grupo
control positivo se trato con lipopolisacéarido (5 mg/kg) (LPS) exclusivamente. Los siguientes 4 grupos
se trataron con péptido CNS (10 mg/kg) (Péptido), o dexametasona (1 mg/kg) (DEX), o paracetamol
(200 mg/kg) (AcP) o con naproxeno (7 mg/kg) (NPX) y una hora més tarde se trataron con LPS (5
mg/kg). Dos horas después se extrajo la sangre y se centrifugd para obtener el suero. Se adicionaron
perlas de captura y se cuantificaron las citocinas por citometria de flujo. En a) se presenta la
concentracion de la citocina IL-2, en b) la concentracidon de TNF-a, en c) la concentracion de INF-y, en
d) la concentracion de IL-4, en e) de IL-6, en f) de IL-10 y en g) de IL-17. Cada columna representa la
media + SEM de cada grupo. Se aplico la prueba estadistica de Kruskal-Wallis con una prueba post hoc

de Dunn (P < 0.05).
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8.4. Efecto del péptido CNS sobre la actividad de las enzimas SOD,
GPx y catalasa, y sobre la concentracién de MDA en sangre de
ratones CBA/Ca

El tratamiento con el péptido disminuyé en tendencia la actividad de SOD en
comparacion con el control negativo (Figura 11a) y la actividad de la enzima GPx con
respecto al grupo tratado con dexametasona (Figura 11b) en sangre. No se detectaron
diferencias significativas para la actividad de la enzima catalasa (Figura 11c).
Finalmente, la concentracion de MDA en sangre se mantuvo en los niveles basales en
el grupo que recibio el péptido (Figura 11d). El tratamiento con naproxeno disminuyé
considerablemente la actividad de SOD (Figura 11a), en comparacion con el grupo

LPS vy el grupo vehiculo.
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Figura 11. Efecto del péptido CNS sobre la actividad de las enzimas SOD, GPx y catalasa, y sobre
la concentracién de MDA en sangre de ratones CBA/Ca estimulados con LPS. Se analizaron 6
grupos de 5 ratones macho CBA/Ca cada uno. El grupo control negativo se traté solamente con PBS
(vehiculo) y el grupo control positivo se administrd con lipopolisacarido (5 mg/kg) (LPS). Los siguientes
4 grupos se trataron con péptido CNS (10 mg/kg) (Péptido), o dexametasona (1 mg/kg) (DEX), o
paracetamol (100 mg/kg) (AcP) o naproxeno (7 mg/kg) (NPX) y una hora mas tarde se trataron con LPS
(5 mg/kg). Dos horas después se obtuvieron las muestras sanguineas y se realizaron las
determinaciones correspondientes. En a) se representa la actividad de SOD, en b) la actividad de GPx,
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en ¢) la actividad de catalasa y en d) la concentracion de MDA en la sangre. Cada columna corresponde
alamedia + SEM de cada grupo. Las diferencias estadisticamente significativas se obtuvieron por medio
de la prueba de Kruskal-Wallis con una prueba post hoc de Dunn (P < 0.05).

8.5. Efecto del péptido CNS sobre la actividad de las enzimas SOD,
GPx, catalasa y sobre la concentracion de MDA, en el bazo de
ratones CBA/Ca

La administracion del péptido, no modifico la actividad de la enzima SOD (Figura 12a),
ni de la enzima catalasa (Figura 12c), pero aumento la actividad de GPX con relaciéon
al grupo control negativo (Figura 12b) en el bazo. Por otro lado, el tratamiento con
naproxeno elevé la concentracion de MDA, sin embargo, no se encontré diferencia

estadisticamente significativa (Figura 12d).
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Figura 12. Efecto del péptido CNS sobre la actividad de las enzimas SOD, GPx, catalasa, y sobre
la concentracion de MDA en el bazo de ratones CBA/Ca estimulados con LPS. Se analizaron 6
grupos de 5 ratones macho CBA/Ca cada uno. El grupo control negativo se traté Unicamente con PBS
(vehiculo) y el grupo control positivo se administro con lipopolisacarido (5 mg/kg) (LPS). Los siguientes
4 grupos se trataron con péptido CNS (10 mg/kg) (Péptido), o dexametasona (1 mg/kg) (DEX), o
paracetamol (100 mg/kg) (AcP) o naproxeno (7 mg/kg) (NPX) y una hora més tarde se trataron con LPS
(5 mg/kg). Dos horas después se obtuvieron las muestras del tejido y se realizaron las determinaciones
correspondientes. En a) se representa la actividad de SOD, en b) la actividad de GPx, en c) la actividad
de catalasa y en d) la concentracién de MDA. Cada columna representa la media + SEM de cada grupo.
Los datos se analizaron con la prueba estadistica de Kruskal-Wallis y el post hoc de Dunn (P < 0.05).
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8.6. Efecto del péptido CNS sobre la actividad de las enzimas SOD,
GPx, catalasa y sobre la concentracion de MDA, en el cerebro de
ratones CBA/Ca

La actividad de la enzima SOD en el cerebro aument6 en el grupo tratado con el
péptido, en comparacion con el vehiculo (Figura 13a), aunque sin diferencia estadistica
significativa. La actividad de GPx disminuy6é cuando los ratones se trataron con
dexametasona respecto al grupo control tratado con vehiculo (Figura 13b). Ningun
tratamiento modifico la actividad de catalasa (Figura 13c), ni la concentracion de MDA
(Figura 13d).
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Figura 13. Efecto del péptido CNS sobre la actividad de las enzimas SOD, GPx y catalasa, asi
como en la concentracion de MDA en el cerebro de ratones CBA/Ca estimulados con LPS. Se
estudiaron 6 grupos de 5 ratones macho CBA/Ca cada uno. El grupo control negativo se tratd
Unicamente con PBS (vehiculo) y el grupo control positivo se traté con lipopolisacarido (5 mg/kg) (LPS).
Los siguientes 4 grupos se trataron con péptido CNS (10 mg/kg) (Péptido), o dexametasona (1 mg/kg)
(DEX), o paracetamol (100 mg/kg) (AcP) o naproxeno (7 mg/kg) (NPX) y una hora mas tarde se trataron
con LPS (5 mg/kg). Dos horas después se obtuvieron las muestras del tejido y se realizaron las
determinaciones correspondientes. En a) se representa la actividad de SOD, en b) la actividad de GPx,
en ¢) la actividad de catalasa y en d) la concentracion de MDA. Cada columna representa la media +
SEM de cada grupo. Las diferencias estadisticamente significativas se obtuvieron por medio de la
prueba de Kruskal-Wallis y la prueba post hoc de Dunn (P < 0.05).
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9. Discusion

Gracias al trabajo de Soriano C. y colaboradores (62, 63) se caracterizd un péptido
mediante descriptores de quimica cuantica y con base en los estudios tedricos se le
atribuy6 actividad antiinflamatoria. En este trabajo se estimularon ratones CBA/Ca con

LPS para evaluar la actividad antiinflamatoria del péptido CNS in vivo.

Para llegar al objetivo principal, primero se determiné el indice esplénico, el cual se
utilizé como medida de inflamacion en el bazo. Los resultados mostraron que durante
el experimento el bazo de los ratones permanecié en buenas condiciones ya que no
se detect6 alteracién en el indice esplénico (Figura 8). Entonces se encontré una
oportunidad de mejorar el experimento, debido a que el tiempo de multiplicacién celular
es mayor al tiempo que se dejo actuar el LPS.

La actividad antiinflamatoria se evalud en funcion de los mediadores y efectores del
proceso inflamatorio. En primer lugar, se cuantificaron las subpoblaciones celulares de
linfocitos T (CD3*, CD4* y CD8"), células B, macrofagos y células NK que son los
principales componentes del sistema inmune y constituyen la primera linea de defensa.
Se encontré que el péptido disminuyd la poblacién de linfocitos T totales, lo que
corresponde con la disminucion no significativa en el porcentaje de linfocitos CD4* y
CD8*. Una probable explicacion a este hallazgo seria que el péptido induce a apoptosis
a estas células y por lo tanto disminuyo su porcentaje. Este hallazgo es de interés dado
qgue los linfocitos T desempefian un papel importante en la inflamacién al sintetizar
mediadores proinflamatorios y al contribuir con el reconocimiento de antigenos (68).
Ademas, se ha descrito que los linfocitos T CD3* son células que proliferan y se
diferencian a CD4* y CD8* (33), por lo que su disminucioén podria ser una estrategia
para modular la respuesta inflamatoria. Por otra parte, se informé que las células T
CD8* murinas carecen de expresion de TLR4, por lo tanto, no responden a LPS (69),
lo que explica que no se hayan encontrado cambios en el porcentaje de células totales
de esta poblacién celular. Sin embargo, el menor porcentaje de células activadas de
este linaje se presento en el grupo tratado con naproxeno, resultado inesperado dado
gue en estudios anteriores se ha descrito que el tratamiento con AINES aumenta la

presencia de linfocitos T CD8* (70, 71), y para ello las células tuvieron que pasar por
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un estado de activacion y proliferacion. Entonces este hallazgo probablemente se deba
a que el naproxeno por ser un AINE de accién prolongada su efecto no muestra un
inicio de accion rapido (72). Ademas, se detectd un incremento significativo de
linfocitos T CD4* en el grupo tratado con paracetamol (Figura 9b), que podria atribuirse
a la hepatotoxicidad que puede producir este medicamento, pues Xuefu W. et al. (73)
informaron que los subconjuntos de células T CD4* como Thl, desempefian un papel
fundamental en la extension de la lesion hepatica inducida por paracetamol. El
tratamiento con naproxeno presento un gran incrementd en la poblacion de linfocitos
B (Figura 9e), lo que es dificil de interpretar debido a que estas células para proliferar
requieren activarse por las células T CD4* (38) y en el niumero de CD4* no se
detectaron cambios con ese tratamiento. Una probable explicacion seria que el
naproxeno presenta un efecto quimioatrayente, sin embargo, no se encontré reportado
en la literatura. La disminucién de la poblacién de células NK por parte del péptido
(Figura 9f), es un resultado a destacar, porque el mecanismo antiinflamatorio podria
derivarse de este hecho, ya que las células NK producen citocinas proinflamatorias,
como IFN-y y TNF-a, que en exceso pueden dafiar los tejidos y las células (74). Se
esperaba mayor variabilidad en la determinacion de macréfagos, debido al papel que
desemperfian desde el inicio de la inflamacién, pues lideran la respuesta en caso de
lesion hasta la reparacion, producen citocinas que atraen a mas células al sitio dafiado

y fagocitan a los patégenos, los procesan y los presentan a los linfocitos T (31, 75).

Ademas de los componentes celulares, las citocinas son elementos importantes para
el progreso de la inflamacion, gracias a que todas las células del sistema inmune
producen citocinas y poseen receptores especificos para algunas de ellas (76). Un
hallazgo interesante es que el paracetamol incrementé considerablemente la
concentracion de IL-4, citocina que se produce en los linfocitos T CD4*
especificamente en el subtipo Th2. Pires DA. et al. (77) reportaron que durante el
metabolismo del paracetamol, la concentracion de IL-4 se eleva en respuesta a la
acumulacion de un metabolito (N-acetil-p-benzoquinoinamina) resultado de la
conversion de exceso de paracetamol por las enzimas hepaticas del citocromo P450,

lo que se traduce en hepatotoxicidad. Este resultado contrasta con el aumento de la
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poblacién de linfocitos CD4* asociado a la administracion de paracetamol, lo que

evidencia que los resultados se deben a la hepatotoxicidad de este medicamento.

Dado que se presentaron diferencias en las poblaciones celulares, se esperaba
también encontrar diferencias en la concentracion de citocinas, sin embargo, no resultd
asi. La cuantificacion de citocinas puede variar por la técnica utilizada como por el
tiempo de obtencidn de la muestra. Seemann y colaboradores (10), informaron la
variacion en la concentracion de citocinas TNF-a, INF-y, IL-6 e IL-10 desde el tiempo
cero hasta 72 horas después de la administracion de LPS y se evidencian cambios
considerables desde las primeras dos horas. Sin embargo, la edad de los ratones y la
determinacién de las citocinas por kits de ELISA, podrian explicar la discrepancia en

los resultados descritos en la literatura y los obtenidos en este trabajo.

Para estudiar si la inflamacion inducida por LPS se debia a un aumento de las especies
reactivas del oxigeno, se evalud la actividad de enzimas antioxidantes. El péptido
disminuyo la actividad de SOD, GPX y catalasa en sangre. Sin embargo, solo en GPx
se encontro diferencia estadistica significativa en comparacién con dexametasona; en
el bazo el péptido no modificd la actividad de SOD, ni de catalasa, pero aumentoé la
actividad de GPx; mientras que en el cerebro, aumentd la actividad de SOD pero
disminuy6 la actividad de GPx y catalasa en comparacion con el vehiculo. Sin
embargo, las diferencias no resultaron estadisticamente significativas. El tratamiento
con naproxeno disminuy0 la actividad de SOD y catalasa en la sangre (Figura 11ay
11c), aunque la segunda sin diferencia estadistica, una probable explicacion es que se
produjo un estrés oxidativo tan fuerte que la enzima se gast6 de inmediato para
neutralizar al radical superéxido, aunado al efecto retardado del farmaco por su accion
prolongada. Por otra parte, se cuantificé el marcador de peroxidacién lipidica que se
genera en situaciones de estrés oxidativo, el MDA. Un incremento en la concentracion
de MDA indicaria aumento del estrés oxidativo. Sin embargo, en ningun tejido se
presentaron cambios en el estrés oxidativo debido al péptido. La variacion de la
actividad de las enzimas antioxidantes en cada tejido, como la disminucion o el
aumento, demuestra que el organismo buscaba el equilibrio entre radicales y

antioxidantes. El tratamiento con el péptido no aumentd el estrés oxidativo en la
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sangre; sin embargo, en el bazo aumento6 la actividad de GPx, por lo que podria

estudiarse si este hallazgo se relaciona con la disminucion de linfocitos T y células NK.

10. Conclusiones

Se analizaron las propiedades antiinflamatorias del péptido CNS, resulté que posee
las propiedades antiinflamatorias de su antecesor FILM. Disminuyé el porcentaje de
células que intervienen en la inflamacion, linfocitos T totales y células NK. Sin
embargo, la concentracion de citocinas, la actividad de las enzimas antioxidantes y la
concentracion de MDA, no demostraron la actividad antiinflamatoria del tripéptido CNS,

por lo que se sugiere inducir la inflamacién por mayor tiempo.

11. Perspectivas
Realizar determinaciones a diferentes tiempos (6, 12 y 24 horas) para evaluar si se

detectan cambios en las mismas variables.

Evaluar la expresion de los genes de citocinas proinflamatorias mediante la extraccion

de RNA mensajero, retrotranscripcion y la amplificacion de DNA complementario.

Para realizar una evaluacién mas detallada de la actividad antiinflamatoria del péptido,
analizar frente a otros estimulos inflamatorios o mediante otros modelos de inflamacion
que impliguen mecanismos distintos para deducir su mecanismo de accion, asi como

el mecanismo por el cual el péptido reduce la poblacién de células NK vy linfocitos T.
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