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Il. RESUMEN

Dentro de las moléculas encargadas de inducir el reclutamiento de
células del sistema inmune se encuentran las quimiocinas, citocinas
quimioatrayentes que actuan a través de la activacion de receptores de siete
dominios transmembranales. Las quimiocinas participan en diferentes procesos
mediante el reclutamiento selectivo de leucocitos a sitios de inflamacion. Estas
proteinas presentan una estructura conservada que consiste de un extremo
amino terminal flexible, seguido de 3 hebras B plegadas y una hélice a en el
extremo carboxilo.

CCL13 (MCP-4) es una quimiocina de la subfamilia MCP que actua a
través de los receptores CCR1, 2 y 3 expresados en monocitos, linfocitos T,
eosindfilos, basdfilos y células dendriticas.

Las regiones de esta quimiocina involucradas en la union y activacion de
cada uno de sus receptores no han sido determinadas. Para abordar este
problema se sintetizaron péptidos basados en la secuencia primaria de CCL13.
Estos péptidos fueron usados para definir si las secuencias que contienen
inducen o inhiben las respuestas de CCL13.

Se encontré que uno de estos péptidos (CDIP-2) correspondiente a los
residuos 19-37 de CCL13 es capaz de inhibir la migracion inducida in vitro por
CCL13 y CCL12 (MCP-5), asi como reducir el numero de macrofagos
infiltrantes en un modelo de inflamacién in vivo; lo que permite explorar el uso
de este péptido como terapia anti-inflamatoria. Por otro lado se encontré que 2
de estos péptidos (CDIP-2 y CDAP-4) tienen actividad antimicrobiana contra
varios microorganismos como Pseudomonas aeruginosa. Este hallazgo puede
ser importante en la generacion de nuevos compuestos antimicrobianos

basados en secuencias de quimiocinas.



Ill. INTRODUCCION

Las quimiocinas.

El sistema inmune se especializa en la vigilancia del organismo y su
defensa en contra de patdégenos y agentes daninos tanto externos como
internos. Las células que conforman el sistema inmune requieren de una
localizacion particular para llevar a cabo sus funciones. Por otro lado, se
requiere de un reclutamiento orquestado de estas células para su interaccion
en diferentes 6rganos y tejidos. Dentro de las moléculas encargadas de esta
migracion  selectiva se encuentran las quimiocinas, o0 citocinas
quimioatrayentes.

Las quimiocinas son citocinas de bajo peso molecular implicadas en una
gran variedad de procesos tanto del sistema inmune como del desarrollo y
organizacion de o6rganos y tejidos. Las quimiocinas son encargadas de dirigir el
reclutamiento selectivo de células a sitios de inflamacion y diferenciacion.
Adicionalmente participan en diferentes procesos de diferenciacion y activacion
celular, lo que les confiere una importancia critica para muchos procesos
celulares (1-4).

Las quimiocinas son proteinas de bajo peso molecular caracterizadas
por un motivo de cisteinas presente en su extremo amino. La organizacion de
este motivo permite dividir a estas proteinas en 4 diferentes familias con
respecto al ordenamiento de los aminoacidos presentes en este motivo. Las
quimiocinas de la familia CXC presentan un aminoacido entre las 2 cisteinas;
las quimiocinas CC carecen de aminoacido intermedio, mientras que las
quimiocinas XC tienen solamente una de las cisteinas. Por otro lado, la
quimiocina CX3CL1 presenta tres aminoacidos intermedios (5).

Las quimiocinas son sintetizadas con un péptido sefal en el extremo
amino; el cual es posteriormente proteolizado al momento de ser secretadas.
Adicionalmente, las quimiocinas CXCL16 y CX3CL1 tienen una forma
membranal. Estas quimiocinas presentan un “tallo” parecido a mucina que las
mantiene ancladas a la membrana celular. Adicionalmente estas quimiocinas

presentan un segmento transmembranal y una cola intracitoplasmica.



Las quimiocinas se unen a sus ceélulas blanco por medio de la
interaccion con receptores de siete dominios transmembranales acoplados a
proteinas G heterotriméricas (GPCR). Esta interaccion les permite activar
diferentes vias de sefializacion que llevan a diferentes respuestas funcionales
dentro de la célula.

Este proceso lleva a la activacion celular y la extravasacion de los
leucocitos. Este proceso ha sido dividido en cuatro pasos secuenciales (Figura
1).

Los leucocitos se encuentran en los vasos sanguineos interaccionando
con moléculas tipo lectinas presentes en las células del endotelio. Estas
interacciones permiten al leucocito “rodar” por la pared de los vasos (Paso 1).

Cuando el leucocito encuentra las quimiocinas presentadas en la pared
del endotelio sufre un proceso de activacion, en el cual el receptor de
quimiocinas se activa y comienza el encendido de diferentes vias de
senalizacion (Paso 2). Dentro de esta activacion se modifica tanto la estructura
como el patrén de agregacion de las integrinas, lo que permite la adhesion
firme a la pared del endotelio (Paso 3). Una vez detenido, el leucocito atraviesa
la pared del endotelio para llegar a los sitios de infeccion e inflamacién (Paso
4).

Se han descrito mas de 50 quimiocinas y 20 receptores para
quimiocinas. Hay quimiocinas que pueden unirse a mas de un receptor,
mientras que hay receptores de quimiocinas que unen varios ligandos
diferentes. Esta caracteristicas le dan al sistema de quimiocinas/receptores una
gran complejidad y una aparente redundancia. Debido a esta caracteristica,
generalmente es complicado determinar las funciones especificas de cada
quimiocina. Esto se debe en parte a que existen otros ligandos expresados que

tienen un papel similar en reclutamiento celular.

Estructura de las quimiocinas

Debido a los multiples procesos celulares en los cuales participan las
quimiocinas, es de interés determinar los mecanismos de accion de estas
proteinas. El analisis de los mecanismos de actividad y de los principios de la
selectividad y posible redundancia son un objetivo en varios estudios sobre

estos quimioatrayentes. Las quimiocinas presentan una secuencia de



aminoacidos con un nivel de homologia variable. Esta secuencia presenta

algunas caracteristicas conservadas. El punto isoeléctrico de estas proteinas
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es generalmente arriba de 7, debido a la predominancia de aminoacidos con
carga positiva en su secuencia. La carga positiva de estas proteinas puede ser
importante para interaccionar con componentes de matriz extracelular. En el
caso de quimiocinas CXC, el motivo ELR se encuentra presente en algunos
miembros de esta familia, lo cual se asocia a su actividad angiogénica.
Adicionalmente las quimiocinas de la familia CC presentan en su secuencia un
aminoacido hidrofébico grande (F o W) en la posicion 13, que forma parte de la
interfase de dimerizacion de estas quimiocinas (6).

Las quimiocinas presentan una estructura terciaria conservada, con un
extremo amino-terminal desordenado, seguido de 3 hebras [ plegadas
antiparalelas interconectadas con asas, y una hélice a en el extremo carboxilo-
terminal. Esta estructura ha sido determinada por difraccion de rayos X y por
estudios de resonancia magnética nuclear (7) (8-10) (Figura 2a). En las
estructuras descritas, los puentes disulfuro (1 a 3) se encargan de darle rigidez
al extremo amino.

Las quimiocinas forman dimeros y otros multimeros en solucién a altas
concentraciones (generalmente mayores a 100 uM). Esta dimerizacion forma
una interfase cargada positivamente que le permite interaccionar con
proteoglicanos como el heparan sulfato (11).

Los aminoacidos que forman estas interfases varian en las quimiocinas,
ya que la forma de dimerizacién es diferente entre las 2 familias (10). En el
caso de la familia CC la dimerizacion esta formada por residuos del extremo
amino terminal, un ejemplo de esto es la quimiocina CCL3 (MIP-1a) donde los
residuos que forman parte de la interfase son en el extremo amino terminal 2-
13, y las asas que conectan a las hojas p1-B2 y p2-p3 (residuos 34-35 y 46-51)
(9). En la quimiocina CCL2 (MCP-1) los residuos P8 y F13 son necesarios para
la formaciéon de dimeros. Por otro lado, en la quimiocina CXCL8 existen
interacciones entre las hojas 1 de ambos mondmeros, o que forma una
estructura molecular con 6 hebras 3 antiparalelas, con las hélices a en el plano
opuesto (8).

Adicionalmente se ha descrito en algunas quimiocinas la formacion de

agregados mas complejos. Durante la caracterizacion de la estructura
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cristalografica de la quimiocina CCL2 (MCP-1) se encontré que es capaz de
formar tetrameros. Estos tetrameros se forman utilizando la interfase de
dimerizacion tanto de quimiocinas CC como de CXC (12). La quimiocina
CXCL4 (PF-4) es otra quimiocina de la familia CXC capaz de formar tetrameros
(13).

Finalmente, de manera reciente se ha demostrado que las quimiocinas
son capaces de formar heterodimeros, lo cual agrega otro grado de
complejidad al sistema de quimiocinas-receptor. Este proceso se ha descrito
para varias quimiocinas. En el caso de CXCL4 (PF-4) y CXCL8 (IL-8), se
determind que la constante de disociacion es de 42 nM, lo que indica que la
formacion de heterodimeros es relativamente estable (14).

Adicionalmente, el proceso de heterodimerizacion modifica de manera
importante la actividad de las quimiocinas. Las quimiocinas CXCL13 y CCL21
son capaces de formar heterodimeros e interaccionar con células que expresan
el receptor CCRY7. Las respuestas inducidas por estas quimiocinas (quimiotaxis
e internalizacion de receptores) son de mayor potencia que las del ligando
CCL21 solo, a pesar de que las células empleadas no expresan CXCRS5; el
receptor de CXCL13. Esto demuestra que la heterodimerizacién potencia las
respuestas de estas quimiocinas (15).

La estructura de los receptores de quimiocinas corresponde a una
proteina transmembranal con 7 hélices a (Figura 2b). Estas hélices estan
conectadas con asas tanto por la porcidn extracelular como por el lado
intracitoplasmico. Los receptores de quimiocinas son suceptibles a sulfonacion
de tirosinas, lo que puede modular su actividad (16).

Actualmente se desconoce la estructura cristalografica de estos
receptores, por lo que los estudios de estructura de los mismos se realizan
utilizado modelos in silico basados en la rodopsina (proteina de siete dominios
transmembranales con homologia a estos receptores) o mediante el uso de

mutantes.

Vias de senalizacion
La activacion de los receptores de quimiocinas lleva a la disociacion de
la subunidad o inhibitoria de las subunidades By en su proteina G

heterotrimérica. Esta disociacion es inhibida por la toxina de Bordetella
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pertussis, la cual reduce de manera importante la senalizacion de receptores
de quimiocinas (17). Los receptores de quimiocinas utilizan principalmente
proteinas G conformadas con subunidades ai 0 o inhibitoria, aunque existen
otras familias de subunidades que pueden participar en estos procesos de
sefalizacion (18). En el caso de receptores de quimiocinas codificados por
virus (mencionados posteriormente) se ha demostrado la participacion de
subunidades como Gaqg y Ga13 (19).

Las subunidades activan posteriormente moléculas de sefializacion
implicadas en diferentes respuestas funcionales (20). La subunidad a inhibitoria
participa de manera directa en la sefalizacion por medio de la interacciéon con
proteinas cinasas de la familia SRC. La subunidad By se une directamente a la
enzima fosfatidilinositol-3 cinasa y (PI3Ky). Esta enzima fosforila lipidos en la
membrana de las células que sirven de anclaje para otras moléculas efectoras
(11, 21). Se ha demostrado en algunos receptores de quimioatrayentes la
participacion de la proteina Ras en la activacion de PI3KYy.

Dentro de las moléculas reclutadas por estos fosfolipidos generados por
PI3Ky se encuentran la proteina-cinasa B (PKB), asi como factores de
intercambio de GTP como Rac y Cd42, que participan en el rearreglo de
citoesqueleto. Este rearreglo es un proceso dinamico que involucra multiples
proteinas dentro de la célula. Estos procesos permiten a la célula cambiar de
forma y de direccion de movimiento manteniendo la posibilidad de realizar
ajustes en un lapso de tiempo relativamente rapido.

Las moléculas encargadas de la sefalizacion que regulan este proceso
incluyen a la GTPasa Rho, que activa proteinas de la familia WASp. La
activacion de estas proteinas activa al complejo Arp2/3, que finalmente permite
la polimerizacion de proteinas estructurales que forman parte del citoesqueleto
como las subunidades de actina. Adicionalmente se ha demostrado la
participacion de las proteinas cinasas Pyk-2 y FAK en este proceso de
rearreglo (22-25).

Por otro lado, la subunidad By puede activar de manera directa varias
isoformas de la enzima fosfolipasa CB. Estas enzimas se encargan de cortar el
fosfatidil inositol bifosfato que se encuentra en la membrana celular. El corte de

este lipido genera 2 productos que contribuyen a la transduccion de la sefial:
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inositol 1, 4, 5 trifosfato y diacilglicerol. El inositol trifosfato se encarga de liberar
las reservas de calcio del reticulo endoplasmico al unirse a canales de calcio
en este organelo. Otras moléculas que estan involucradas en el flujo de calcio
incluyen a la enzima CD38, que genera ADP ribosa ciclico. Esta molécula
puede interaccionar con canales iénicos promoviendo la entrada de calcio a la
célula (26, 27).

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

En neuronas se ha demostrado que la quimiocina CXCL12 (SDF-1a)
participa en los procesos de regulacidon de la apoptosis. Esto se debe a que su
interaccion con CXCL12 induce la fosforilacion de AKT, que promueve
sobrevivencia en estas células, mientras que la activacion de MAPK (p38)
promueve la muerte de estas células. Esto indica que las quimiocinas
participan en el balance de estas senales pro y antiapoptéticas (28).

Se ha demostrado que las quimiocinas CCL19 y 21 inducen la
fosforilacion de la cinasa AKT, Esta molécula participa mediante la expresion
de BCL-2 lo que promoveria la sobrevivencia de linfocitos CD8+ (29).

Asimismo, se ha implicado la activacidn de la via de sefializacién de
JAK/STAT en la respuesta a quimiocinas (30-32). En el caso de receptores de
citocinas esta cinasa requiere que el receptor al que se acopla se encuentre en
forma dimérica para poder activarse. La dimerizacion de los receptores permite
la trans-fosforilacion de esta cinasa. Esta fosforilacion permite la unién de los
factores de transcripcion STAT. La cinasa JAK fosforila a la proteina STAT,
permitiendo que este factor de transcripcidn se transporte al nucleo de la
célula, donde participa en la activacion de la transcripcion de varios genes. La
participacion de esta via parece ser critica para la funcidén de los receptores de
quimiocinas, ya que la inhibicion de cinasas de la familia JAK afecta la
respuesta a varias quimiocinas. Asi pues, se observa una inhibicién casi
completa de la quimiotaxis en células tratadas con inhibidores de esta cinasa
(33-35).
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Interaccion Quimiocina-Receptor

Las quimiocinas se unen a los receptores 7TM por medio de
interacciones secuenciales que llevan a la activacion del receptor de
quimiocinas. A nivel molecular, las quimiocinas interaccionan con sus
receptores mediante un proceso denominado de 2 pasos. Este modelo define
que las quimiocinas se unen al receptor por medio de interaccién inicial que
tiene como principal caracteristica la falta de activacion. Esta union inicial tiene
una mayor afinidad que las interacciones posteriores (36). Los residuos de
aminoacidos que participan en este proceso han sido descritos para algunas
quimiocinas.

Posteriormente el extremo amino interacciona con el receptor de
quimiocinas, lo cual lleva a la activacion, por lo que el extremo amino es muy
importante para la activaciéon de los receptores. La quimiocina CXCL8 (IL-8) fue
la primera en ser estudiada estructuralmente usando mutantes y proteinas
truncadas. En estos estudios se encontré que modificaciones en su extremo
amino terminal tenian efectos en su capacidad de activar a sus receptores
CXCR1 y 2, ya que variantes de esta quimiocina sin los 4 o 6 primeros
aminoacidos pierden la capacidad de inducir quimiotaxis y estallido respiratorio,
manteniendo su afinidad por estos receptores (37, 38). En el caso de la
quimiocina CCL2, variantes que carecen de los 6 primeros residuos son
capaces de unirse pero no de activar al receptor de quimiocinas CCR2 (39).

Se han realizado estudios de mutantes de la quimiocina CCL2 para
identificar residuos importantes en la union y activacion de receptores de
quimiocinas. Para determinar los aminoacidos de la quimiocina encargados de
unirse y activar al receptor se realizaron mutaciones puntuales en los
aminoacidos de esta quimiocina. Los residuos Y13, R24, K35, K49 y H66
cambiados por alanina disminuyen la union a su receptor CCR2. Estos
aminoacidos sugieren que la region de la proteina encargada de unirse al
receptor esta distribuida a lo largo de la proteina, y consiste principalmente de
aminoacidos basicos. Espacialmente estos aminoacidos forman un surco
basico en la proteina, que contacta al extremo amino-terminal del receptor
CCR2 (40). Adicionalmente, varias mutaciones tienen efecto en quimiotaxis y

flujo de calcio mediados por CCL2. La eliminacion del extremo amino terminal
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anula la actividad de la quimiocina, como se habia demostrado anteriormente.
La sustitucion de la tirosina Y13 por una alanina genera una quimiocina incapaz
de formar dimeros y que tiene una afinidad muy baja por su receptor CCR2. La
capacidad de CCL2 para inducir flujo de calcio disminuye 43 veces en la
mutacion Y13A. Esta disminucion en flujo de calcio se explica por la baja
afinidad que tiene esta variante por el receptor. Sin embargo, la mutante no es
capaz de inducir quimiotaxis a concentraciones de hasta 100 uM, lo cual no es
explicable por la afinidad de la mutante por CCR2, lo que implica que Y13 es
mas importante para la activacion de quimiotaxis que para flujo de calcio (41).

La estequiometria de la unidon quimiocina receptor ha sido estudiada en
numerosas ocasiones, sin embargo, no existe un consenso general (6, 42).
Existen estudios que sugieren que las quimiocinas interaccionan de forma
monomeérica con los receptores. Sin embargo el estudio de algunas mutantes
sefala que la formacion de dimeros es necesaria para la sefializacion.

Para la quimiocina CXCL8 se determind que es necesaria la disociacion
de los dimeros para la unién con un fragmento del receptor CXCR1 (43). Esto
se determind mediante el uso de técnicas de calorimetria isotérmica de
titulacion y de centrifugacién analitica. En el caso de quimiocinas que se
comporten de una manera similar a la de CXCL8, la dimerizacion jugaria un
papel de regulador negativo de la activaciéon de receptores. Esta dimerizacion
favoreceria la interacciéon con proteoglicanos, lo que permitiria regular de
manera indirecta los procesos de activacion de las quimiocinas.

Para determinar si otras quimiocinas requieren actuar en forma dimérica
o si los mondmeros de las quimiocinas son capaces de activar a los receptores
se generaron varias mutantes en la interfase del dimero de la quimiocina CCL2
(MCP-1). Una de estas mutantes, en la cual se sustituye el aminoacido prolina
de la posicion 8 por alanina (P8A) no forma dimeros en solucién, y es capaz de
inducir todas las respuestas funcionales de CCL2 silvestre, lo que indica que la
dimerizacion no es necesaria para la actividad in vitro de esta quimiocina (44).

Resultados similares se observaron al usar una proteina de fusion
(CCL2 fusionada a fosfatasa alcalina) incapaz de formar dimeros. En la
quimiocina CCL4 (MIP-1B3) se probaron mutantes con sustituciones similares,
como P8A, en las cuales no se forman dimeros. Estas mutantes tienen una

afinidad por el receptor similar a la quimiocina normal (45).
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Sin embargo, en estudios estructurales se ha determinado que el sitio
de unién a proteoglicanos se forma en la interfase de los dimeros de varias
quimiocinas (CXCL11, CCL2) (46, 47) lo que indica que la dimerizacion es
necesaria para esta interaccion. La presentacion de quimiocinas en forma
dimérica por proteoglicanos en la superficie de las células puede ser importante
para la formacion de un gradiente estable que las células son capaces de
detectar. Esta presentacion puede activar al receptor de otra manera,
induciendo respuestas que la quimiocina en forma soluble y monomérica no es
capaz de inducir (48). Adicionalmente, la relevancia de estas formar
oligoméricas no se ha determinado en todos los trabajos mediante actividad in
vivo, lo que existe la posibilidad de que sea en estos modelos donde la
multimerizacidon de quimiocinas tenga importancia bioldgica (49, 50). Tal es el
caso de CCL5 (RANTES) se demostré que la formacién de multimeros es
necesaria para su actividad in vivo, pero no in vitro. En estudios utilizando esta
quimiocina, se encontré que las formas diméricas no son funcionales, mientras
que las formas completamente multimerizadas lo son. Para determinar esto, se
utilizé una variante de CCL5 (RANTES) mutada en el sitio de union a
proteoglicanos. Esta variante es capaz de reclutar células que expresan CCR5
in vitro, pero no in vivo. Al utilizar esta proteina mutada en modelos de
inflamacién en raton, se encontr6 que es capaz de inhibir el reclutamiento
celular (51). El mecanismo detras de esta inhibicion se encuentra en su
capacidad para modular los diferentes estados de agregacién in vivo de CCL5.
Se encontré que esta variante forma heterodimeros con la proteina silvestre.
Estos heterodimeros no son funcionales, y no son capaces de formar
multimeros mediante la unién a proteoglicanos.

En cuanto al estado de agregacion de los receptores de quimiocinas,
existen diferentes estudios que exploran la posibilidad de que los receptores de
quimiocinas funcionen como dimeros o multimeros (52, 53). Muchos receptores
de la misma familia utilizan la agregacion como un mecanismo de modulacion
de la actividad. Se ha analizado la posible agregacién de receptores mediante
el uso de anticuerpos agonistas (54). En estos estudios se ha demostrado que
anticuerpos capaces de inducir agregacion de receptores de quimiocinas son
capaces de activar los receptores; inclusive inducir quimiotaxis de células que

expresan dichos receptores. Esos estudios fueron posteriormente debatidos
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debido a estudios de agregacién que utilizaban transferencia de energia de
fluoréforos acoplados a receptores de quimiocinas. Estos estudios demostraron
que los receptores de quimiocinas existen en la superficie en un estado de
agregacion basal, y que la interaccibn con ligandos no modifica
detectablemente dicha agregacion (55).

Otro estudio utilizé receptores de quimiocinas mutados en regiones que
corresponden al sitio de dimerizacion. Estos receptores, al ser transfectados en
células y estimulados, no son funcionales (56). Este dato se confirma al utilizar
un péptido que corresponde a la interfase de dimerizacion. Este péptido es
capaz de inhibir la sefalizacion inducida por el ligando CXCL12 (SDF-1a) por
medio de competencia, inhibiendo la oligomerizacion (57), lo que sugiere que la
formacion basal de dimeros es necesaria para la sefalizacién adecuada de los

receptores de quimiocinas.

Modulacién de la Actividad de Quimiocinas

El sistema de quimiocinas es regulado a diferentes niveles; desde la
transcripcion génica hasta la modificacion de las proteinas. De manera
particular se ha estudiado el papel de las modificaciones post-traduccionales de
las quimiocinas (58).

La glicosilacion de las quimiocinas es una modificacion que modula la
actividad de algunas de estas proteinas. Algunas quimiocinas son glicosiladas
en residuos particulares, como CCL11 (eotaxina) en el aminoacido T71 (59);
esta modificacion puede alterar la actividad de la proteina madura. En el caso
de la quimiocina CCL2 se ha demostrado la expresion de variantes glicosiladas
en monocitos. Estas variantes presentan una actividad quimiotactica menor que
la proteina sin glicosilar (60).

Por otro lado, debido a que el extremo amino puede ser esencial para la
senalizacion a través de sus receptores, existen modificaciones asociadas a
esta region de las quimiocinas. De manera predominante, el procesamiento
proteolitico por metaloproteasas (MMPs) es un mecanismo importante de
regulacion de las quimiocinas. Este corte tiene diferentes efectos segun la
quimiocina. Las variantes truncadas de CCL2 (MCP-1), CCL7 (MCP-3), CCL8
(MCP-2) y CCL13 (MCP-4) pierden su capacidad de inducir quimiotaxis.
Adicionalmente el corte por metaloproteasas genera moléculas con capacidad
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antagonista, debido a que son capaces de unirse a los receptores sin
activarlos. Esta capacidad de antagonismo se comprobd en modelos de
inflamaciéon in vivo (61) La quimiocina CCL5 (RANTES) es cortada por la
proteasa CD26 soluble y membranal, dando lugar a variantes que carecen de
los 3 0 4 primeros aminoacidos, estas proteinas truncadas son antagonistas del
receptor CCR5. Se ha demostrado que la actividad anti-VIH de esta quimiocina
se debe principalmente a las variantes truncadas y no a la proteina completa
(63).

Los cortes proteoliticos también potencian la actividad de algunas
quimiocinas. La quimiocina CXCL8 (IL-8) aumenta su actividad 10 veces
después de ser cortada por la metaloproteasa 9 en sus primeros 6 aminoacidos
(62). Otras quimiocinas que incrementan su actividad al ser cortadas son
CXCL1, 3y 5.

Procesos asociados a Quimiocinas

Desarrollo y Organogénesis.

Los estudios de ratones deficientes en quimiocinas y sus receptores
identificaron el papel importante de una quimiocina de la familia CXC, CXCL12
(SDF-1a), en el desarrollo embrionario. La quimiocina CXCL12 esta altamente
conservada en los organismos en los que se ha descrito: entre las secuencias
de CXCL12 humana y de ratén soélo hay un aminoacido diferente. Los ratones
deficientes en esta quimiocina o su unico receptor CXCR4 tienen defectos
durante el desarrollo de érganos como el corazén y el cerebelo. Debido a estas
deficiencias, estos ratones no son viables y mueren antes de nacer. Se ha
demostrado que esta quimiocina participa en la proliferacion de progenitores de
linfocitos B y en la salida de precursores hematopoyeticos de la médula ésea
durante la embriogénesis (64, 65).

El papel de CXCL12 en el desarrollo embrionario se encuentra
ejemplificado en el pez zebra (Danio rerio) (66). En este organismo se ha
descrito que esta quimiocina dirige la migracién de células progenitoras que
expresan el receptor CXCR4. Estas células posteriormente dan lugar a la linea

lateral del embrion. Las células progenitoras de los organismos deficientes en
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estas proteinas tienen patrones de migracion erraticos, por lo que existen
defectos en la generacion de érganos en este pez (67).

Durante la generacion de linfocitos T, los timocitos deben migrar a traves
del timo durante su proceso de maduraciéon. Dentro de las quimiocinas que se
expresan en el timo estan CCL25, CCL17, CCL21, CCL19 y CXCL12 (68). Las
quimiocinas dirigen esta migracion a través de los diferentes compartimentos
del timo para permitir su seleccion y maduracidn. Los receptores de
quimiocinas son expresados de manera concertada durante los procesos de
maduracion de los timocitos.

Un ejemplo de esto es la quimiocina CCL25, que es expresada por
células dendriticas del timo. El receptor de esta quimiocina es expresado en
timocitos inmaduros lo que les permite su maduracién en el timo (69, 70).

Adicionalmente, las quimiocinas participan de manera importante en la
generacion y organizacion de los 6rganos linfoides secundarios. Estos 6rganos
son importantes para la generaciéon y maduracion de la respuesta inmune. La
quimiocina CXCL13 y su receptor CCRS5 participan de manera importante en la
organizacion de estos organos linfoides. Los ratones deficientes de esta
quimiocina o de su receptor tienen defectos en la formacidén y organizacién de
ganglios linfaticos periféricos y de placas de Peyer (71).

Los linfocitos B expresan el receptor de quimiocinas CXCR5, que les
permite responder a la quimiocina CXCL13. Esta quimiocina dirige tanto a
estas células como a los linfocitos T a la zona folicular en los 6rganos linfoides,
donde se lleva a cabo la interaccidn entre ambos tipos celulares.

Los linfocitos de memoria pueden subdividirse segun la expresion del
receptor de quimiocinas CCR7 en células de memoria central o periférica,
debido a que este receptor les confiere la capacidad de entrar a los ganglios
linfaticos (72).

Por otro lado, se ha demostrado que el receptor CCR2 y sus ligandos
CCL2 y CCL7 son necesarios para la migracién de monocitos de médula 6sea
a sangre. Este paso es necesario para posteriormente reclutar estas células a
sitios de infeccion e inflamacién (73).

Otras quimiocinas implicadas en la formacion de o6rganos linfoides
secundarios son CCL21 y 19. La expresidn ectdopica de estos ligandos

promueve la formacién de ganglios en modelos de raton (74).
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El papel de las quimiocinas CCL19 y 21 durante los procesos de
presentacion de antigeno ha sido estudiado extensivamente. La presentacion
de antigenos a linfocitos T es el paso iniciador de la inmunidad adaptativa. Las
células T que expresen receptores con afinidad a los antigenos procesados y
expuestos por células presentadoras de antigeno son seleccionadas,
permitiendo su proliferacién y activacién. La expresion de quimiocinas y sus
receptores durante este proceso permite el encuentro entre las células
presentadoras y los antigenos, asi como entre las células T y las células
presentadoras (sinapsis inumoldgica).

Las células dendriticas inmaduras son células presentadoras que migran
constantemente a sitios de encuentro antigénico, como la piel y el intestino. Al
captar antigenos y procesarlos las células dendriticas maduran y cambian la
expresion de CCR6 por la expresion del receptor CCR7. Este receptor les
permite migrar en respuesta a las quimiocinas CCL21 (SLC) y CCL19 (ELC),
expresadas por células endoteliales en los ganglios linfaticos (75).

Las células T que salen del timo migran a los ganglios linfaticos donde
se encuentran con células dendriticas (debido a que expresan CCRY7). Al llegar
a los ganglios las células T interaccionan con células dendriticas por medio del
receptor TCR (Receptor de Células T), que reconoce al MHC (Complejo
principal de histocompatibilidad) en células dendriticas. Una vez activados, los
linfocitos T migran a la periferia respondiendo a quimiocinas secretadas en los

sitios de inflamacion para realizar sus funciones efectoras (76, 77).

Angiogénesis y angiostasis.

Las quimiocinas de la familia CXC tienen un papel fundamental en los
procesos de formacion de vasos sanguineos durante la curacion de heridas
(78). Este proceso es dirigido por la regulacion de diferentes factores
angiogénicos, promotores de la formacién de vasos, y angiostaticos que lo
inhiben. La interaccion de los factores angiogénicos y angiostaticos tiene una
gran importancia en la formacion de vasos; se observa un desbalance de estos
factores en enfermedades como psoriasis, artritis reumatoide y crecimiento de
tumores. La capacidad de las quimiocinas de la subfamilia CXC de promover o
inhibir la formacién de vasos sanguineos se basa en la presencia (0 ausencia)

de los aminoacidos ELR (Glutamina, Leucina, Arginina) en su extremo amino,
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Las quimiocinas ELR son factores angiogénicos capaces de inducir la
quimiotaxis de células endoteliales, dentro de estas quimiocinas se encuentran
CXCL1-3, y CXCL5-8 mientras que las quimiocinas no-ELR son factores
angiostaticos, inhiben la quimiotaxis y la activacion de estas células. Las
quimiocinas angiostaticas descritas incluyen a CXCL4, y CXCL9-12.

El receptor de quimiocinas CXCR2 se ha visto implicado de manera
importante en estos procesos, debido a que las células endoteliales que
responden a las quimiocinas ELR+ lo expresan (79). Por otro lado, muchas
quimiocinas angiostaticas se unen al receptor CXCR3, lo que le da a este
receptor un papel importante en la modulacién de formacién de vasos (80, 81).

En los procesos inflamatorios y enfermedades crénicas mencionados, se
ha observado un desbalance en la expresidon de estos 2 tipos de quimiocinas.
Asimismo, en los procesos de formacion y crecimiento de tumores se ven

aumentadas las quimiocinas ELR (82).

Reclutamiento de células efectoras.

Las quimiocinas participan de manera predominante en muchos
procesos infecciosos por medio del reclutamiento de diversas células del
sistema inmune. Estos quimioatrayentes se encargan de promover la migracion
de células con multiples actividades efectoras que son necesarias para la
resolucién de la infeccion (83).

En modelos de infeccidén de Bacillus anthracis utilizando tejido de pulmén
humano se ha detectado la expresion de quimiocinas como CXCL8 y CCL2. La
secrecion de estas quimiocinas por el epitelio pulmonar puede participar de
manera importante en la respuesta inflamatoria causada por esta bacteria (84).
En el caso de Toxoplasma gondii, la participacion directa de células CD8+
reclutadas a través del receptor de quimiocinas CCR5 es esencial para una
respuesta inmune eficiente. Este parasito ha respondido a este mecanismo
mediante la secrecidn de la ciclofilina 18, esta molécula es capaz de unirse al
receptor CCR5 y evitar la interaccion con la quimiocina CCL5 (85).

A pesar de existir redundancia en los ligandos que interaccionan con
receptores, en algunos casos se ha asociado la falta de receptores de

quimiocinas o sus ligandos con susceptibilidad a procesos infecciosos.
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En la respuesta a Aspergillus fumigatus se ha demostrado que el
receptor CCR6 es crucial para la defensa contra este patégeno. Las células
que expresan CCR6 en el modelo de infeccidn de ratdon son principalmente
células dendriticas de pulmén. La eliminacion del gen de CCR6 da por
resultado una infeccion mas severa en el raton (86).

En contraste, existen ejemplos donde el bloqueo o inhibicién de las
respuestas mediadas por quimiocinas promueven la resolucion de infecciones.

Un ejemplo de esto es el raton deficiente del receptor CCR2. Este raton
es mas resistente a la infeccion por el virus Infuenza A que el raton que
expresa CCR2. Esto sugiere que en esta infeccion la inflamacién mediada por

este receptor es daiina para el raton (87).

Actividad antimicrobiana de quimiocinas.

Las quimiocinas y las defensinas son moléculas de la repuesta inmune
con multiples actividades en comun. La actividad antimicrobiana directa es una
actividad que comparten moléculas de diversas familias. Dentro de las
moléculas mediadoras que tienen actividad directa contra microorganismos se
encuentran las defensinas. Las defensinas son péptidos pequefios con
actividad antimicrobiana contra varios microorganismos. Estas moléculas se
clasifican segun el patron de sus puentes disulfuro en defensinas a y B. Las
defensinas a tienen un patrén 1-6, 2-4 y 3-5 en sus puentes disulfuro, mientras
que las defensinas B tienen el patron 1-5, 2-4 y 3-6. La familia ¢ se describid
posteriormente, con un péptido que adopta una estructura ciclica (88, 89).

Las defensinas o son secretadas principalmente en granulos de
neutrofilos, aunque otros miembros de esta familia son secretados por células
de Paneth en el intestino. La estructura terciaria que adoptan estas moléculas
consiste en una hoja  con 3 hebras unidas con un asa que contiene residuos
cargados positivamente.

Por otro lado, las defensinas 3 son secretadas por células epiteliales de
piel, pulmon e intestino. A pesar de no tener una alta homologia de secuencia

con las defensinas o, la estructura terciaria que adoptan es similar. Por medio
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de andlisis de secuencias del genoma humano se han identificado mas de 28
genes para defensinas 3 en regiones del cromosoma 8 (90).

Existen varios mecanismos de accion descritos para explicar la actividad
microbicida de las defensinas. Por un lado se ha demostrado que estos
péptidos son capaces de interaccionar directamente con la membrana de las
bacterias. Este paso depende de los residuos cargados positivamente que se
encuentran en estas proteinas. Posteriormente, dado que estas proteinas son
anfipaticas, se favorece su insercion en las membranas lipidicas.
Posteriormente ocurre un paso de oligomerizacion de la molécula
antimicrobiana en la membrana, llevando a la formacién de poros. Esto lleva a
una pérdida de integridad de la membrana, llevando a salida de material
citoplasmatico. Otros mecanismos conocidos de actividad antimicrobiana
incluyen la unién a proteinas receptoras en las células blanco, internalizacion y
union a ADN, y en el caso de algunos hongos, dafio mitocondrial y
desacoplamiento de la cadena respiratoria (91).

El analisis de caracteristicas comunes entre quimiocinas y defensinas
surgié de la descripcion de la capacidad de la defensina hDB2 de unirse y
activar al receptor CCR6 (92, 93). Esta union es capaz de desplazar la unién
del ligando natural de CCR6 (CCL20), aunque con una afinidad menor. La
activacion del receptor CCR6 por hDB2 promueve la migracién de células
dendriticas inmaduras y linfocitos T de memoria. Esto demuestra que las
defensinas son capaces de enlazar las dos principales ramas del sistema
inmune. Por un lado tienen una actividad directa contra los patdégenos
presentes en el organismo, formando una barrera de defensa contra
infecciones; por otro lado las defensinas permiten el reclutamiento de células
de la respuesta adaptativa, lo que permite montar una respuesta eficiente
contra estos microorganismos (94).

La identificacion de quimiocinas con actividad antimicrobiana inicid con
estudios de péptidos derivados de plaquetas. En estos trabajos se encontrd
que quimiocinas como CTAP, son procesadas mediante estimulacién con
trombina de plaquetas. Estas variantes tienen actividad antimicrobiana contra
bacterias Gram positivas y negativas, asi como contra hongos (95).

Un analisis de otras quimiocinas de varias familias identifico a las quimiocinas

ELR- CXCL9-11 con actividad contra E. coli y L. monocytogenes. Esta
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actividad es dependiente de la concentracion de sales. Estas quimiocinas son
expresadas después del estimulo de la citocina interferon vy, lo que les
permitiria in vivo llegar a las concentraciones necesarias para tener actividad
(96).

Al analizar a la quimiocina CCL20, el ligando del receptor CCRG6, se
encontré que comparte con las defensinas la actividad antimicrobiana. Esta
actividad se mantiene contra bacterias Gram positivas, negativas y algunos
hongos. Adicionalmente, la actividad de CCL20 depende de Ilas
concentraciones de cloruro de sodio (NaCl) presentes en el medio (97).

Posteriormente otros trabajos identificaron varias quimiocinas con
actividad contra bacterias Gram positivas y negativas principalmente. Existe
una gran variedad de quimiocinas con actividad antimicrobiana. Esta actividad
varia en niveles de potencia y en capacidad de reconocer tanto bacterias Gram
negativas como Gram positivas (97).

La actividad antimicrobiana de estas quimiocinas no correlaciona por
completo con algunas caracteristicas fisicoquimicas de estas proteinas; como
lo son el punto isoeléctrico y el perfil de hidrofobicidad. Existen quimiocinas con
un punto isoeléctrico alto que no tienen actividad antimicrobiana, mientras que
hay quimiocinas antimicrobianas cuyo punto isoeléctrico se mantiene
relativamente bajo. Sin embargo, un estudio del potencial electrostatico de
superficie revelo que las quimiocinas con actividad antimicrobiana presentan
una superficie con carga positiva y una region hidrofébica que les permitiria
interaccionar con la pared de algunas bacterias. Esta caracteristica de
anfipaticidad seria determinante para la actividad antimicrobiana de estas
quimiocinas.

La quimiocina CCL28 es expresada principalmente en tejidos con
mucosas, como glandulas exocrinas, trdquea y colon. Se ha detectado la
expresion de esta quimiocina en saliva y leche. Dentro de las células que
responden a esta quimiocina se encuentran linfocitos B que expresan el
receptor de quimiocinas CCR10. El extremo carboxilo terminal de esta
quimiocina presenta un numero alto de histidinas en su secuencia. Esta
caracteristica la hace similar a las histatinas, moléculas pequenas con actividad
antimicrobiana. En la caracterizacion de la actividad antimicrobiana se

demostré que CCL28 inhibe a Candida albicans, Pseudomonas aeruginosa y
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otras bacterias. Al analizar el fragmento correspondiente al extremo carboxilo
de esta quimiocina se encontré que mantenia la actividad contra algunos de
estos microorganismos (98).

Otro andlisis de actividad de fragmento de quimiocina fue realizado
utilizando el producto de protedlisis de Catepsina-D (CCL20 59-70). Este
fragmento mantiene actividad, aunque con menor potencia, contra E. coli. Este
trabajo revela que es posible que se generen estos fragmentos con actividad a
partir de los cortes de la proteina completa (99).

Se describid que un fragmento correspondiente a los residuos que
forman la hélice a del extremo carboxilo de CXCL8 (II-8) tiene homologia con el
péptido antimicrobiano Hp(2-20) derivado de Helicobacter pylori. A pesar de
que la quimiocina CXCL8 no tiene por si sola actividad antimicrobiana, este
fragmento presenta actividad contra diferentes microorganismos. Por otro lado
se encontré que este fragmento es generado por hidrolisis a partir de la
proteina CXCL8 completa, lo que abre la posibilidad de que este péptido se
genere in vivo como un mecanismo de respuesta a microorganismos (100).

Otro estudio de fragmentos de quimiocina se realizé con CXCL4. En este
estudio se encontré que el fragmento carboxilo terminal retiene la actividad
antimicrobiana de la quimiocina completa, caracteristica al parecer conservada
en el resto de las quimiocinas estudiadas. Adicionalmente, en este estudio se
determind que el extremo carboxilo puede retener su estructura secundaria
independientemente del resto de la proteina (101).

Existen algunas defensinas que adicionalmente tienen actividad contra
algunos virus. En el caso de las quimiocinas, se encontrd que el virus HSV-1 es
susceptible a ser inactivado por varias quimiocinas, entre ellas CCL3, 4 y 5. Es
interesante recalcar que estas quimiocinas son expresadas por células CD8
citotdxicas, que tienen un papel importante en el control de infecciones por
virus (102).
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Quimiocina Actividad Referencia
CCL1 B- (97)
CCL11 B+, B- (97)
CCL13 B- (97)
CCL17 B+, B- (97)
CCL18 B+, B- (97)
CCL19 B- (97)
CCL20 B+, B-, H (93), (97)
CCL21 B+, B- (97)
CCL22 B+, B- (97)
CCL25 B+, B- (97)
CCL28 B+, B-, H (98)
CXCL1 B- (97)
CXCL2 B- (97)
CXCL3 B- (97)
CXCL4 B+, B-, H (95)
CXCL9 B+, B- (96), (97)

CXCL10 B+, B- (96), (97)
CXCL11 B+, B- (96), (97)
CXCL12 B+, B- (97)
CXCL13 B+, B- (97)
CXCL14 B- (97)
XCLA1 B+, B- (97)

Tabla 1. Actividad antimicrobiana descrita de quimiocinas contra varios
microorganismos: B+: Bacterias Gram Positivas, B-: bacterias Gram Negativas,

H: hongos.
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Enfermedades asociadas a Quimiocinas

La participacion de las quimiocinas en el reclutamiento celular inducido
por procesos de infeccion es esencial para la resolucién de la invasion de
muchos patdgenos. Sin embargo existen diferentes ejemplos de patologias
asociadas a la presencia de las quimiocinas y sus receptores. Este hecho ha

motivado el uso de antagonistas de la actividad de las quimiocinas (103).

Asma

En el asma, la submucosa de las vias respiratorias se infiltra con
eosindfilos, células cebadas, linfocitos y otras células mononucleares.
Adicionalmente se presenta hiperplasia y fibrosis subepitelial (104, 105).

La respuesta asmatica puede dividirse en fase temprana y tardia. La
fase temprana es una respuesta inmediata a un estimulo antigénico o
ambiental que activa a las células cebadas promoviendo la liberacion de
mediadores pro-inflamatorios. Adicionalmente, se generan anticuerpos IgE que
reconocen antigenos ambientales.

La fase tardia se caracteriza por infiltracion de varios tipos celulares al
pulmén y dura tiempos largos. Los macréfagos alveolares y las células
epiteliales secretan quimiocinas en respuesta a estimulos. Algunas de las
quimiocinas que han sido detectadas en estos procesos incluyen a CCL5
(RANTES), CCL7 (MCP-2), CCL11 (Eotaxina) y CCL13 (MCP-4). Estas
quimiocinas pueden reclutar eosindfilos mediante su interaccion con el receptor
CCR3 (106-108).

La cinética de produccion de estas quimiocinas correlaciona con el
reclutamiento de células que expresan los receptores correspondientes.

Durante la fase tardia del proceso asmatico participan linfocitos T CD4
cooperadores. Estos linfocitos secretan citocinas que activan otras células y
amplifican la respuesta inmune. Los linfocitos que participan en el asma tienen
un perfil de citocinas tipo TH2; como IL-4, 1I-6 e IL-10 entre otras. Estas
citocinas tienen varias funciones; como activacion celular, factores de

crecimiento para células cebadas, etc.
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Ateroesclerosis

La ateroesclerosis es un proceso inflamatorio caracterizado por la
formacion de placas o ateromas en los vasos sanguineos (109).

Estas placas se forman en respuesta a dafnos arteriales debidos a
hipercolesterolemia o a estrés de hipertension. Las células endoteliales o de
musculo liso; en respuesta a estas lesiones en la arteria, liberan quimiocinas
que atraen monocitos circulantes (110). Estos monocitos migran a través del
endotelio vascular y se diferencian en el espacio subendotelial en macréfagos
por la presencia de citocinas inflamatorias tipo TH1, como IFN-y y TNF-a. Estos
macrofagos internalizan lipidos que encuentran en el espacio subendotelial y
dan lugar a las células "foam".

Estudios clinicos han demostrado que hay un aumento en la expresion
de la quimocina CCL13 (MCP-4), junto con quimiocinas como CCL2 (MCP-1) y
CXCL10 (IP-10), que atraen monocitos y células de musculo liso, presentes en
estas lesiones. Otros factores de riesgo para el desarrollo de la ateroesclerosis,
como son el colesterol en plasma, la hipertension y la diabetes, estimulan la
liberacion de quimiocinas en estas placas.

Ratones que sobreexpresan la lipoproteina B desarrollan ateromas si
consumen dietas ricas en lipidos. La eliminacién del gen para CCL2 (MCP-1)
disminuye las lesiones ateroesclerdticas en estos ratones. La eliminacion del
gen del receptor CCR2 tiene un efecto similar (111, 112). Por otro lado, se ha
demostrado la participacion de la quimiocina CX3CL1 y su receptor CX3CR1
(113) en este proceso tanto en ratones deficientes en el receptor como en
estudios clinicos que muestran que existen polimorfismos asociados a
proteccion contra esta enfermedad (114-116).

Las quimiocinas que participan en los procesos de angiogénesis se
encuentran asociadas a la ateroesclerosis. De manera particular, en estudios
con tejido humano, se ha detectado la sobreexpresion de la quimiocina CXCL8

en placas de arterias coronarias.
Generacion de Tumores y Metastasis.

Algunas quimiocinas y sus receptores participan en los procesos de

crecimiento tumoral, invasion y metastasis de células transformadas.
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La variante del receptor de quimiocinas CXCR2 codificada por virus
(KSHV-GPCR) participa en el proceso de transformaciéon de células. Esta
proteina se encuentra en un estado activado constitutivamente, y es capaz de
unir a las quimiocinas CXCL8 y CXCL1. La expresién de este receptor o de una
forma activa de CXCR2 lleva a la transformacion de las células.

Algunas células cancerosas responden de manera directa a la
estimulacion de quimiocinas. Un ejemplo es el linfoma ESb-MP1 (117). Estas
células realizan metastasis al rindn cuando son inyectadas en ratones. Cuando
fueron aisladas las moléculas secretadas por lineas celulares de riidn, se
encontré6 que las quimiocinas CCL2 y CCL5 son capaces de activar este
linfoma; lo que indica que estas quimiocinas participan en la metastasis de esta
linea celular hacia el rifion.

Un estudio importante de la participacion de las quimiocinas en los
procesos de metastasis de células cancerosas fue llevado a cabo en lineas
celulares derivadas de cancer de mama. En este estudio se demostré que
estas lineas expresan de manera importante los receptores de quimiocinas
CXCR4 y CCRY. La expresion de los ligandos CCL21 y CXCL12 correlaciona
con los 6rganos y tejidos donde estas células migran predominantemente, lo
que implica que la expresiéon de receptores de quimiocinas define en parte el
patrén de metastasis que presentan algunos tumores (118).

Estudios posteriores han demostrado que el receptor CXCR4 tiene un
papel importante en la migracion y metastasis de cancer de préstata. En este
estudio se determiné6 que las variantes de lineas celulares que realizan
metastasis tienen niveles de expresion de CXCR4 superiores a las lineas que
no realizan metastasis (119).

Otro proceso en el que las quimiocinas participan en el cancer es en la
angiogénesis y vascularizacion de tumores.

En modelos de ratén se ha demostrado que las quimiocinas CXCL1,2 y
3 participan en la generacién de tumores solidos altamente vascularizados
(120).

Las lineas celulares derivadas de cancer de pancreas expresan
diferentes niveles de las quimiocinas CXCL1 y CXCL8 (121). En algunos casos,
la angiogénesis de estos tumores puede ser bloqueada con anticuerpos

neutralizantes contra el receptor de quimiocinas CXCR2 (122).
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El papel de CXCL1 fue explorado en respuesta a estimulos pro-
inflamatorios inducidos por prostaglandina E-2. Esta molécula promueve la
secrecion de CXCL1 en células de cancer de colon. En modelos in vivo se ha
demostrado que esta quimiocina promueve la formacion de vasos en el tumor
sélido (123).

Infecciones virales y Quimiocinas.

El sistema inmune ha evolucionado a la par con los patégenos que
invaden el organismo. Debido a esta coevolucién existen diversos mecanismos
donde las funciones del sistema inmune son aprovechadas por virus y otros
organismos.

El virus de inmunodeficiencia adquirida (VIH), causante del sindrome de
inmunodeficiencia adquirida (SIDA); es capaz de infectar varios tipos celulares
como macroéfagos, neuronas y linfocitos T. Existen cepas del virus conocidas
originalmente como M trépicas cuyo hospedero son los macréfagos y lacepa T
tropica, que infecta linfocitos T. Varios estudios indicaron que los receptores de
quimiocinas participaban en la entrada del VIH (124, 125). Este virus, por
medio de la glicoproteina de superficie viral gp120 interacciona con varios
receptores de quimiocinas, entre ellos CCR5 y CXCR4, facilitando la activacién
de gp41, una proteina que promueve la fusion de las membranas del VIH y de
la célula hospedera. La expresion de CCRS5 por los macrofagos y la de CXCR4
por linfocitos T explica el tropismo del virus, por lo que la nomenclatura de las
cepas fue cambiada de My T a R5 y XR4 respectivamente, para indicar el tipo
de receptor de quimiocinas al que se une el virus.

La importancia de esta interaccidn se enfatizd al encontrar una delecion
en el receptor CCR5 (A32). Los individuos infectados con VIH heterocigos para
este alelo tienen disminuida la progresion de la enfermedad. Si el portador es
homacigo tiene proteccion contra infecciones por algunas cepas del virus (126).

Debido a que tanto los ligandos naturales como gp120 se unen a los
receptores de quimiocinas en regiones similares, la unién de uno bloquea la
interaccion del otro. Se sintetizé6 una variante de CCL5 denominada aop-
RANTES (aminooxipentano); que se une al receptor CCR5 sin activarlo. Al

preincubar células que expresan CCR5 con esta variante se bloquea la fusién
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del VIH. Adicionalmente se han sintetizado varios compuestos que se unen a
los receptores de quimiocinas e inhiben la entrada viral (127).

Otro receptor de quimiocinas implicado en la union del VIH es CX3CR1.
La quimiocina CX3CL1 es capaz de inhibir la fusion del VIH en células que
expresan CX3CR1 y el co-receptor CD4 (128).

Posteriormente se identificaron variantes de CX3CR1 que tienen una
mayor actividad de co-receptor (129).

La inhibicién o el bloqueo de la interaccion entre gp120 y los receptores
de quimiocinas se han vuelto estrategias recurrentes en la busqueda de
farmacos o grupos de farmacos para el tratamiento del SIDA.

El citomegalovirus humano tiene un gen que codifica para un receptor de
quimocinas. Este receptor, US28, es capaz de unir a varias quimiocinas de la
familia CC, como la quimiocina CCL5, asi como a CX3CL1 (130, 131). Este
receptor, al ser expresado en las células infectadas, secuestra a las
quimiocinas evitando la migracion de células efectoras, lo que previene una
respuesta inflamatoria.

Por otro lado, el y-herpes virus sintetiza una proteina soluble capaz de
unir varias quimiocinas de diferentes familias. Esta union inactiva las
quimiocinas y evita que se unan a sus receptores (132).

Virus como el citomegalovirus humano y murino, el Herpesvirus saimiri y
algunos poxvirus sintetizan variantes de quimiocinas. Estas quimiocinas
bloquean los receptores inhibiendo la activacion mediada por sus ligandos
endégenos. Todos estos mecanismos le permiten al virus evadir la respuesta
inmune mediada por las quimiocinas y les permite montar una infeccién en el

organismo (133).

Agonismo y Antagonismo de Péptidos de Quimiocinas.

La importancia que las quimiocinas y sus receptores tienen en diversos
procesos del sistema inmune ha llevado al analisis de secuencias minimas
necesarias para la unién y/o activaciéon de receptores

En estudios de la quimiocina CXCL12 (SDF-1a) se demostré que
péptidos sintéticos correspondientes a los 9 primeros aminoacidos tenian la
actividad de la quimiocina completa (quimiotaxis y flujo de calcio), aunque 100

veces menos potente. Dichos péptidos competian con CXCL12 por el receptor
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CXCR4 y lograban activar a las células T utilizadas. La dimerizacion quimica de
estos péptidos aumentaba la afinidad por el receptor. Por otro lado, la
sustitucién de un s6lo aminoacido (P2G) abatia por completo la actividad del
péptido (134, 135).

Este resultado concuerda con la informacion obtenida de los analisis de
los productos de protedlisis generados a partir de las quimiocinas donde se
muestra que el extremo amino es necesario para la actividad de las
quimiocinas (58, 116).

Los péptidos generados a partir de quimiocinas no son siempre
agonistas. Estudios realizados con péptidos basados en la quimocina CCL2
identificaron un péptido con actividad antagonista. Este péptido es reconocido
por anticuerpos que neutralizan la actividad de CCL2, por lo que es posible que
sean parecidos estructuralmente al sitio de unidén de esta quimiocina con su
receptor CCR2 (136).

Otros estudios con CCL2 identificaron un péptido, cuya secuencia
corresponde a los aminoacidos 51-62 de CCL2. Este péptido es capaz de
bloquear la actividad quimiotactica de varias quimiocinas, compitiendo por sus
receptores (137).

Posteriormente se han identificado secuencias en el extremo carboxilo
de CCL2 que tienen actividad antagonista tanto in vitro como in vivo (138, 139).

Adicionalmente, estudios de expresién de péptidos en fagos identificaron
péptidos con homologia a las asas extracelulares de CCR2 (140). Estas
secuencias son capaces de inhibir la angiogénesis inducida por CCL2 in vivo.

Como se ha mencionado anteriormente, en el caso de la actividad
antimicrobiana se ha demostrado que péptidos correspondientes al extremo
carboxilo terminal de algunas quimiocinas retienen la actividad antimicrobiana.

El dato obtenido de la quimiocina CXCL8 es particularmente relevante
debido a que la quimiocina completa no tiene actividad antimicrobiana,
mientras que el péptido aislado si. Este resultado le confiere al extremo

carboxilo un papel importante en la actividad antimicrobiana de las quimiocinas.
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Subfamilia MCP

Dentro de la familia de quimiocinas CC se encuentra la subfamilia de

quimiocinas MCP, con 7 miembros en humanos y 6 en ratén. Estas quimiocinas

son agrupadas en una familia por su alto porcentaje de identidad en sus

secuencias de aminoacidos (60%) y baja identidad con las otras quimiocinas

CC (menos del 40%) (141).

hCCL2 | hCCL8 | hCCL7 | hCCL13 | hCCL11 | hCCL24 | hCCL26
hCCL2 100 62 71 61 66 42 36
hCCL8 100 58 56 66 43 44
hCCL7 100 59 65 46 40
hCCL13 100 63 48 44
hCCL11 100 38 40
hCCL24 100 40
hCCL26 100

Tabla 2. Porcentaje de identidad entre las quimiocinas humanas de la
subfamilia MCP.

Nomenclatura Quimiocina Receptores
CCL2 MCP-1 CCR2
CCL8 MCP-2 CCR1,2,5
CCL7 MCP-3 CCR1,2,3

CCL13 MCP-4 CCR1,2,3
CCL11 Eotaxina CCR3
CCL24 Eotaxina 2 CCR3
CCL26 Eotaxina 3 CCR3

Tabla 3. Miembros de la subfamilia de quimiocinas MCP en humanos.

La quimiocina CCL13 actua a través de la activacion de los receptores

CCR1, 2 y 3. Esta quimiocina promueve migracién de eosindfilos, linfocitos T,

células dendriticas, monocitos y macréfagos, células efectoras que participan
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en procesos inmunes en respuesta a patégenos, alergenos y otros antigenos.
Dentro de las respuestas que induce esta quimiocina se encuentran la
induccién de estallido respiratorio y expresion de CD11b en eosindfilos,
liberacion de histamina en basofilos y adhesion de monocitos (142, 143).

La quimiocina CCL13 (MCP-4) no tiene homdlogo en ratdén, mientras que
la quimiocina murina CCL12 (MCP-5) no tiene homdélogo humano. EI gen
humano se encuentra localizado en el cromosoma 17q11.2-12. CCL13 se
expresa constitutivamente en tejidos como pulmén, intestino delgado y colon,
(6rganos con alta migracion de eosindfilos). Su expresidon se puede detectar en
timo, placenta y corazén (142). Las células endoteliales HUVECs no expresan
esta quimiocina de manera constitutiva. Las citocinas IL1-a (interleucina 1 alfa)
y TNF-a (factor de necrosis tumoral alfa) estimulan la expresion de CCL13. La
citocina IFN-y (interferon gama) aumenta moderadamente la expresion esta
quimiocina y actua sinergisticamente con TNF-o aumentando los niveles de
expresion (144).

La linea celular de epitelio alveolar A549 y la linea BEAS-2B de epitelio
bronquial secretan CCL13 en respuesta a citocinas pro-inflamatorias como
TNF-a, IL1B, IFN-y e IL-4 (interleucina 4) (145).

Esta quimiocina es procesada e inactivada por MMP-9 y por la proteasa
de Entoamoeba histolyitica EhCP2 (116, 146). Adicionalmente, la heparina
puede inhibir las respuestas inducidas por CCL13 (147).

Se ha demostrado que existe una subpoblacion de células dendriticas
presentadoras de antigeno que responden a CCL13. Esta quimiocina se
expresa en la pared del endotelio vascular, donde promueve la migraciéon de
las células para encontrar antigenos (148).

Se ha detectado un aumento en la expresion de esta quimiocina en
pacientes con rechazo a transplante de riion y glomerulonefritis (149), asi
como en lesiones de placas ateroescleréticas, en pacientes con asma y
sinusitis alérgica (150), lo que indica que esta quimiocina puede participar en el
desarrollo de dichos procesos inflamatorios.

Otros estudios han demostrado la expresion de esta quimiocina en
dermatitis atopica, donde puede ser imprtante para el desarrollo de la

inflamacion en piel (151).
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Otro proceso en donde se ha descrito un aumento en la expresion de la
quimiocina es en artritis reumatoide, donde induce la proliferacion de células
asociadas al liquido sinovial (152).

La presencia de células infiltradas que median el dafio observado en
estas enfermedades permite subrayar la importancia de la presencia de CCL13

para el desarrollo de estas enfermedades y procesos inflamatorios.
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IV. JUSTIFICACION.

Los procesos asociados a quimiocinas tienen una gran relevancia en
diferentes funciones del organismo. De manera particular se ha descrito la
participacion de quimiocinas y sus receptores en diferentes patologias, que van
desde procesos inflamatorios hasta metastasis de células cancerosas e
infeccion viral.

Debido a esto se han explorado los mecanismos de unién y activacion
de los receptores de quimiocinas. El extremo amino terminal de las quimiocinas
ha sido implicado en los procesos de activacion del receptor, y existen estudios
de la quimiocina CXCL12 (SDF-1a) donde se ha demostrado que esta region
es suficiente por si sola para inducir quimiotaxis. Sin embargo, las diferentes
regiones de las quimiocinas implicadas en la union de los diferentes receptores
y en la activacion de cada via de sefializacién y respuesta funcional no han
sido determinadas con claridad para muchas quimiocinas.

La quimiocina CCL13 actua a través de los receptores CCR1, CCR2 Y
CCR3. Las regiones de CCL13 involucradas en la union y activacion de dichos
receptores no han sido determinadas. La identificacion de los aminoacidos
involucrados en cada uno de estos procesos nos ayudaria a entender mejor el
mecanismo de interaccion de esta quimiocina con sus receptores, determinaria
las regiones que confieren especificidad por dichos receptores, e identificaria
regiones blanco para la sintesis de agonistas y antagonistas peptidicos y no-
peptidicos.

La identificacion de los aminoacidos involucrados en la union de los
receptores y la posterior activacién de cada via de sefalizacion por CCL13 nos
permitira aclarar la posible redundancia del sistema de funcionamiento de
CCL13 sobre CCR1, 2y 3.

Adicionalmente la expresidén de la quimiocina CCL13 en enfermedades
inflamatorias como asma y glomerulonefritis nos sugiere la importancia de esta
quimiocina como molécula efectora, debido al papel central que juegan las
células atraidas en estos procesos inflamatorios. La informacién obtenida a

partir de estudios de estructura-funcion de esta quimiocina permitiria disefiar

37



terapias anti-inflamatorias alternativas, que serian importantes para el
tratamiento de estas patologias.

La identificacion de residuos que mantienen la actividad antimicrobiana
de las quimiocinas abre la posibilidad de explorar la modificacion y el uso de
dichas secuencias para el tratamiento de microorganismos con resistencia a
antibidticos. Existen diferentes bacterias que poseen resistencia a antibioticos
inherente. Entre estos organismos se encuentra el patégeno Pseudomonas
aeruginosa. Esta bacteria Gram negativa posee una resistencia inherente a
diversos antibioticos (153-155).

Dentro de los mecanismos por los cuales esta bacteria presenta esta
resistencia intrinseca se encuentran la expresion de p- lactamasas, la reducida
capacidad de importacion de moléculas debido a la baja eficiencia de sus
porinas y la expresion de genes de resistencia mediante la eliminacion por
mutacidon de supresores. Esta bacteria se encuentra en infecciones
nosocomiales, tanto en pacientes con fibrosis quistica, como en quemaduras y
en pacientes inmunosuprimidos. Debido a la frecuencia con la que ocurren
estas infecciones, y dado a la resistencia a antibidticos que presenta esta
bacteria, es de interés generar o identificar moléculas antimicrobianas con
actividad contra este tipo de patégenos.

Por otro lado, la identificacion directa de péptidos agonistas y
antagonistas abren camino a entender las regiones de la quimiocina implicadas
en la induccion de cada actividad. Por un lado, esto aporta datos relevantes en
cuanto a los mecanismos de induccion de estas proteinas. Finalmente, la
utilizaciéon de estos péptidos y/o la generacion de variantes con mayor afinidad
o actividad podran ser aplicadas de manera directa en varias patologias en las

cuales participa esta quimiocina.
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V. HIPOTESIS

La quimiocina CCL13 presenta regiones que promueven diferentes
respuestas funcionales como quimiotaxis, flujo de calcio y actividad
antimicrobiana. Las secuencias contenidas en estas regiones podrian actuar de
manera independiente, lo que permitiria inducir o inhibir de manera diferencial

las respuestas generadas por esta quimiocina.

VI. OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Determinar las regiones de CCL13 involucradas en las respuestas

funcionales de esta quimiocina.

OBJETIVOS ESPECIFICOS
Analizar la actividad biolégica de péptidos sintéticos de CCL13 en
ensayos de quimiotaxis y flujo de calcio, buscando péptidos agonistas y

antagonistas.

Analizar la estructura de los péptidos sintéticos con actividad agonista o

antagonista.
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VIl. MATERIALES Y METODOS

Péptidos

Se utilizaron péptidos sintéticos correspondientes a la secuencia de la

quimiocina CCL13 (Figura 3, Tabla 4). La secuencia de estos péptidos fue

verificada por secuenciacion en el extremo amino para comprobar su identidad.

Péptido | Aminoacidos Secuencia Punto isoeléctrico/P.M.
CDP-1 1-18 QPDALNVPSTCCFTFSSK 5.82/1945.19
CDIP-2 19-37 KISLQRLKSYVITTSRCPQ 10.31/2221.65
CDP-3 38-56 KAVIFRTKLGKEICADPKE 9.11/2146.58
CDAP-4 57-75 KWVQNYMKHLGRKAHTLKT 10.58 /2339.79

Tabla 4. Secuencia de los péptidos sintéticos. Se muestra el numero de
aminoacidos correspondientes a la quimiocina CCL13, su secuencia, peso

molecular (P.M.) y punto isoeléctrico calculado.

Quimiotaxis

Para determinar el efecto de la quimiocina y los péptidos en la migracion
de células se usan ensayos de quimiotaxis.

Se uso una linea celular de monocitos humanos THP-1 (ATCC; TIB-
202). Esta linea se mantuvo en cultivo usando un medio RPMI suplementado
con suero fetal bovino al 10%, y con piruvato de sodio 1mM, glutamina, 2mM
penicilina/streptomicina, aminoacidos no-esenciales (0.1 mM), y pB-2
Mercaptoetanol (5X10°M). Estas células se mantuvieron a una densidad de 0.2
a 0.8 millones por mililitro a 37° con 5% de CO2.

Las células a una densidad de 5 millones por mililitro son marcadas
incubando 15 minutos a 37° con el fluoréforo calceina AM (Molecular Probes,
C1430) a una concentracién de 0.5 micromolar. Las células se lavan 2 veces
centrifugando a 1000 rpm por 4 minutos en una minicentrifuga Beckman vy

descartando el medio. En los ensayos de inhibicion las células son
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preincubadas con la molécula a probar durante 15 minutos a una temperatura
de 4°. Las quimiocinas liofilizadas (Peprotech #300-24, 300-17, 250-04 y 300-
04) se disuelven en agua desionizada estéril llegando a una concentracion de 1
miligramo por mililitro. A partir de esta solucion se hacen diluciones en solucién
salina balanceada de Hanks (HBSS) (GIBCO # 14170-112) sin calcio vy
magnesio; suplementando con albumina sérica bovina (BSA) (SIGMA# A-1933)
libre de endotoxinas a una concentracion final de 0.5 gramos por litro. Las
quimiocinas se cargan en la parte inferior de una camara modificada de Boyden
(Neuroprobe AP48). En la parte intermedia se utiliz6 una membrana de
policarbonato con poros de 5 micras (Neuroprobe PFD5). Las células marcadas
resuspendidas en HBSS con calcio y magnesio (GIBCO# 14025076) se cargan
en la parte superior de la camara y se deja a una temperatura de 37° durante 1
Y2 horas.

Después del tiempo de incubacion se desarma la cdmara y se raspan las
células que no migraron con un scrapper (Neuroprobe# P48AP) lavando con
PBS (NaCl 137 mM, KCI 2.7 mM, NaHPO4 10 mM Y KH,PO4 2mM, pH 7.4). La
membrana se deja secar al aire y se fija con una solucion de metanol. Para

medir las células que migraron se usé un detector de fluorescencia (FX, Biorad)

Determinacion de Flujo de Calcio en Citdmetro

Las células a una densidad de 10X10° son incubadas con una solucién
con 6 ug/ml Fura Red (Molecular Probes# F-3021), 10 ug/ml Fluo 3 (Molecular
Probes# F-1242), acido plurénico (Molecular Probes# P-6867) a 0.1% en RPMI
sin suero durante 45 min a 37° en oscuridad. Posteriormente las células son
lavadas con RPMI dos veces centrifugando a 1,500 rpm durante 5 min. Las
células se incuban 45 min en RPMI sin suero a temperatura ambiente para
equilibrar. Posteriormente se lavan 2 veces centrifugando a 1,500 rpm durante
5 min. Las células se conservan a 4° hasta que son utilizadas en el citdmetro.
Para pasar las células con el citometro se diluyen en 1 ml de RPMI sin suero
para una densidad final de 1.6X10° células por ml. Las células se mantienen a
37° usando un bafo. Los resultados se grafican calculando la relacién entre las

2 fluorescencias con respecto al tiempo.
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Modelo de inflamacién in vivo

Para determinar el efecto del péptido CDIP-2 en un proceso de
inflamacién in vivo, se utilizo un sistema de inflamacion inducido por
tioglicolato. Ratones machos Balb-c AMN de 6 a 8 semanas son inyectados via
intraperitoneal con 3 ml de tioglicolato al 3%. Para inhibir el proceso
inflamatorio se inyectd péptido diluido en PBS via intraperitoneal 24 horas
después de la estimulacion con tioglicolato, 48 horas después de la
estimulacién con tioglicolato, los ratones son sacrificados y las células de la
cavidad peritoneal se extraen mediante lavados con PBS. Las células
obtenidas son contadas y se preparan en portaobjetos mediante un cytospin.
Estas laminillas son tefiidas utilizando una tincion de Giemsa para realizar un

conteo diferencial de células.

Actividad antimicrobiana

Las bacterias (Escherichia coli (ATCC 25922 y 39403), Pseudomonas
aeruginosa (ATCC 15692), Salmonella enterica serovar Typhi (ATCC 9993) y
typhimurium (ATCC 14028) son crecidas en medio liquido (5% soya tripticasa)
a partir de un inéculo crecido “overnight” (E. coli y S. typhi) o en placa y
resuspendidas en medio liquido (P. aeruginosa) hasta llegar a una densidad
dptica entre 0.1 y 1 a 620 nm. Una densidad de 1 corresponde a 1-5X10°
bacterias por ml. Las bacterias son diluidas en medio soya tripticasa al 1% en
buffer de fosfatos 10mM pH 7.4 hasta llegar a una densidad de 1-5X10’
microorganismos por ml. Se inoculan 10 pl de esta suspension (total de 5X10°
microorganismos/ml) a 50 ul de una dilucién de péptido o quimiocina en medio
soya tripticasa al 1% en buffer de fosfatos. Esta mezcla se incuba durante 3
horas a 37°. Una dilucién de este cultivo es sembrado en placas de Agar-LB.
Posteriormente, 25 ul son mezclados con 25 pl del reactivo Bactiterglo
(Promega G8230) para detectar células viables. Este reactivo utiliza la enzima
luciferasa para cuantificar el ATP presente en el cultivo de bacterias, lo que
indica de manera indirecta el numero de bacterias viables. El reactivo y las
bacterias se incuban a temperatura ambiente en agitaciéon durante 5 minutos en

oscuridad. Posteriormente se utiliza una placa opaca para detectar la sefal de
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luminiscencia en un lumindmetro (TheReporter, Turner Biosystems). Para
calcular la viabilidad se utilizan bacterias sin tratar.

Para determinar el efecto de los péptidos en aislados clinicos de P.
aeruginosa (obtenidas del Programa de Investigacién Médico Microbiologico de
la UNAM) (PIMM-UNAM) y de Klebsiella pneumoniae (PIMM-UNAMZ28), las
bacterias crecidas en placa fueron resuspendidas hasta llegar a una densidad
de 0.5 McFarland. Posteriormente fueron diluidas hasta una densidad de 5X10°
microorganismos por ml y utilizadas con el kit Bactiter-glo.

En los ensayos de actividad en presencia de sal, se agregd cloruro de

sodio (NaCl) a la mezcla de reaccion en concentraciones de 50 a 200 mM.

Microscopia Electronica.

Para determinar el efecto de los péptidos en la estructura de las
bacterias, se realizaron ensayos de microscopia electronica de transmision.
Brevemente, las bacterias (P. aeruginosa) fueron tratadas 3 horas a 37°C con
los péptidos (0.42 y 4.2 uM) y fijadas posteriormente utilizando una solucion de
glutaraldehido al 2.5%. Estas muestras fueron procesadas en el servicio de

microscopia electronica del Instituto de Fisiologia Celular.

Modelos de estructura tridimensional de la quimiocina CCL13.

Para generar el modelo de la quimiocina CCL13 se utiliz6 el programa
QUANTA (Accelrys). La estructura de la quimiocina CCL2 (1DOK) fue utilizada
como base en el modelo de CCL13. La secuencia de CCL2 fue reemplazada
con los aminoacidos de CCL13. La estructura resultante fue sometida a ciclos
de minimizacion, seguidos de hidratacion de la molécula y calentamiento a
37°C. Para construir las superficies de potencial electrostatico se utilizd el
programa GRASP (156). Las superficies fueron contorneadas utilizando valores
de +/- 5 kT. Las superficies positivas son coloreadas en azul y las negativas en

rojo.

Modelaje de la estructura de péptidos de la quimiocina.
Para la simulacion de dinamica molecular y el andlisis subsiguiente se
utilizé el programa GROMACS http://www.gromacs.org/. Para la simulacién el

péptido de CCL13 CDAP-4 fue modelado inicialmente como una hélice a ideal
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utilizando el programa SPDBV http://ca.expasy.org/spdbv/. Este péptido de 19
aminoacidos contiene 2 histidinas que fueron modeladas en su forma neutral
(HISB). La hélice de 19 aminoacidos fue solvatada de manera independiente
en una caja de 5.414 nm x 5414 nm x 5.414 nm llenada con 5091 SPC
(simple point charge) moléculas de agua y cinco iones de cloro como contra
carga. La distancia minima de la proteina al borde de la caja de simulacion fue
de 1.0 nm. Las moléculas de agua sobrelapantes se removieron cuando la
distancia entre un atomo de solvente y un atomo de la proteina fue menor a la
suma de sus radios de van der Waals. La minimizaciéon de energia del solvente
fue realizada utilizando el algoritmo “steepest descent” durante 100 pasos.
Posteriormente, se realiz6 una dinamica molecular restringida de 100
picosegundos (ps) para permitir que las moléculas de agua y de la proteina se
relajen. Durante esta simulacién, los atomos del péptido fueron armoénicamente
restringidos en su posicién en la caja utilizando una fuerza constante de 1000
kJ por mol por nm?. La temperatura fue controlada por acoplamiento débil a un
bafo de temperatura constante (To=310 K, tiempo de acoplamiento t=0.1 ps)
mientras que la presion fue controlada utilizando un acoplamiento débil a un
bafo a presion constante (Po=1 bar, tiempo de acoplamiento t; =0.5 ps). La
dinamica molecular libre fue realizada por 10 nanosegundos con las mismas

constantes de acoplamiento de temperatura y presion de la corrida restringida.

Calculos de potencial electrostatico de péptidos.

Los potenciales electrostaticos fueron calculados mediante la ecuacion
linearizada de Poisson-Boltzmann utilizando el programa “Adaptive Poisson-
Boltzmann Solver (APBS) “, version 0.4.0 (157). Posteriormente se utilizo el
programa PDB2PQR version 1.1.2 (158) y el programa PROPKA version 1.0
(159) para construir atomos de hidrégeno en la estructura y para asignar
cargas atomicas parciales utilizando un campo de fuerza CHARMM y un pH de
7.4 (157).

Para visualizar las moléculas se utilizé el programa PyMol versién 0.99
(http://pymol.sourceforge.net/).

Los potenciales electrostaticos fueron calculados utilizando celdas
rectangulares de un tamano de 97, 97,129 puntos en los ejes x, y, z. Para cada

péptido se generaron 2 mallas rodeando la molécula. Una malla laxa con
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tamafios de 70, 70, 120 A en x, y, z, y una malla fina con un tamafio de 65, 65,
107 Aenx,y, z.

Durante el calculo la constante dieléctrica del solvente fue fijada en 78.54 y la
constante dieléctrica del soluto en 2.0. El radio de los iones de sodio y potasio
fueron fijadas en 1.16 A y 1.67 A respectivamente. La temperatura fue fijada a
298.15 K.

Analisis Comparativo de Potenciales Electrostaticos.

Para comparar el potencial electrostatico de péptidos carboxilo terminal
se utilizaron las estructuras descritas de diversas quimiocinas con y sin
actividad antimicrobiana descrita. Los archivos de estructura PDB fueron
editados utilizando el programa PyMol para eliminar el resto de la proteina y
dejar exclusivamente la porcién carboxilo terminal a analizar. El potencial
electrostatico de estos péptidos fue calculado utilizando el mismo
procedimiento que para el péptido de CCL13. Posteriormente se utilizd el
programa Chimera (160) para calcular el volumen que abarcan los potenciales
electrostaticos. Estos volumenes fueron utilizados para calcular el porcentaje

de volumen positivo presente en la molécula.
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VIIl. RESULTADOS

Capacidad quimiotactica de los péptidos.

Para identificar los residuos de CCL13 involucrados en su actividad se
sintetizaron péptidos con un tamafio de entre 18 y 20 aminoacidos con la
secuencia de CCL13 (Figura 3). Estos péptidos pueden tener las secuencias
suficientes para unirse a los receptores de CCL13 e inducir una o mas
respuestas como quimotaxis y flujo de calcio.

Para determinar la funcionalidad de los péptidos sintéticos en
quimiotaxis, se usaron diferentes concentraciones de péptido como
quimioatrayente de células THP-1. Estas células expresan 2 de los receptores
de CCL13: CCR1 y CCR2. Como control positivo se uso la quimiocina CCL13 y
como blanco se empleé HBSS (Figura 4).

La quimiocina CCL13 indujo quimiotaxis con un pico de actividad a una
concentracion de 0.1 uM. En esta concentracién se ha reportado el pico de
actividad de CCL13 en células mononucleares (142).

Los péptidos CDP-1 (1-18), CDIP-2 (19-38), CDP-3 (39-57) y CDAP-4
(58-75) no fueron capaces de inducir quimiotaxis en las células THP-1, la
actividad no fue obtenida aun usando concentraciones mayores a las que la

quimiocina completa tiene su pico de actividad.

Induccion de Flujo de Calcio

Estos ensayos se realizaron utilizando el citémetro (FACS). El flujo de
calcio se calcul6é usando la relacién entre la fluorescencia emitida por Fura Red
y Fluo 3. En estos experimentos se adicionaron los péptidos CDIP-1 (1-18),
CDP-2 (19-38), CDP-3 (39-57) y CDAP-4 (58-75) a una concentracion de 4.25
uM a las células THP-1. Como control positivo de flujo de calcio se empled la
quimiocina CCL13 a una concentracion de 0.1 uM. Los péptidos no indujeron
un flujo de calcio detectable a estas concentraciones. En contraste, la

quimiocina mostré una induccion de flujo de calcio en estas células (Figura 5).
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Inhibicion de quimiotaxis en células THP-1

Para determinar si los péptidos son capaces de unirse al receptor, pero
no de activarlo, ocupando el receptor y antagonizando con la actividad de la
quimiocina completa, o si son capaces de interferir en los procesos de
migracion por otros mecanismos; se realizaron ensayos de inhibicion de
quimiotaxis preincubando las células con los péptidos (2 uM) y con la
quimiocina CCL13 (0.1 uM). Estas células se usaron en ensayos de
quimiotaxis, usando una sola concentracion de CCL13 (0.05 uM).

La quimiocina CCL13 inhibi6 la migracidon de las células en respuesta a
la misma quimiocina debido a que es capaz de unirse a los receptores CCR1 y
CCR2, posiblemente internalizando los receptores. Esta inhibicion también
puede ser atribuida a que se tienen concentraciones de quimioatrayente en las
dos partes de la camara y no se forma un gradiente.

Por otro lado, se observd que el péptido CDIP-2 (19-37) es capaz de
inhibir la quimiotaxis hacia la quimocina CCL13. Ninguno de los otros péptidos
logro inhibir de manera significativa la migracion inducida por CCL13 (Figura 6).

Para determinar si el efecto de inhibir la quimiotaxis mediada por CCL13
del péptido CDIP-2 (19-37) es dependiente de concentracion, se usaron
diferentes concentraciones del péptido CDIP-2 de 1 a 4 uM y el péptido CDP-1
(1-18) en ensayos de inhibicidon de quimiotaxis.

El péptido CDIP-2 (19-37) fue capaz de disminuir la quimiotaxis contra
CCL13 después de ser incubado con las células THP-1. Este efecto aumenta al
aumentar la concentracion del péptido. No se observo este efecto inhibitorio al
utilizar el péptido CDP-1 (Figura 7).

Esta quimiocina comparte varios receptores con los otros miembros de
la subfamilia MCP. Para determinar si la quimiotaxis inducida por otras
quimiocinas MCP es inhibida, se utilizaron las quimiocinas CCL2 y CCL7 en
ensayos de inhibicion de quimiotaxis. Las células fueron preincubadas con el
péptido CDIP-2 (19-37) y posteriormente estimuladas con 0.05 uM de cada
quimiocina. Se utilizd el péptido 1 (1-18) como control negativo. En estos
ensayos se observa que ninguno de los péptidos es capaz de inhibir la

quimiotaxis inducida por estos 2 ligandos (Figuras 8 y 9).
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Inhibicién de flujo de calcio.

Para determinar si los péptidos CDP-1 y CDIP-2 tienen capacidad para
inhibir actividades de la quimiocina CCL13 como el flujo de calcio se realizaron
ensayos utilizando el FACS para medir esta respuesta. Se adicion6 el péptido a
una concentracion de 4.25 uM. Posteriormente se agrego la quimiocina CCL13
a una concentracion de 0.1 uM. No se observé un efecto inhibitorio en la
respuesta de flujo de calcio (Figura 10).

Para comparar la respuesta con otras quimiocinas de la subfamilia MCP,
se utilizaron los péptidos CDP-1 y CDIP-2 para evaluar la modulacién del flujo
de calcio inducido por CCL2 (MCP-1) y CCL7 (MCP-3) a una concentracion de
0.01 uM. En ninguno de estos ensayos se observd una inhibicion del flujo de

calcio (Figuras 11y 12).

Inhibicién de inflamacién in vivo.

Para determinar si la inhibicibn de quimiotaxis encontrada para el
péptido CDIP-2 es extrapolable a procesos de inflamacion in vivo, se utilizé un
modelo de tioglicolato. En este modelo se induce una inflamacién peritoneal por
la inyeccion de una solucion de tioglicolato en el peritoneo y se caracteriza por
un infiltrado de macréfagos principalmente 72 horas post-estimulacion. 24
horas después de la estimulacién con tioglicolato se les fue suministrado 25
microgramos del péptido CDIP-2 via intraperitoneal. Los ratones fueron
sacrificados después de 72 horas, y las células fueron colectadas mediante
lavado peritoneal utilizando PBS. Estas células fueron preparadas en laminillas
para su caracterizacion utilizando una citofuga. Se observo que el numero total
de células infiltrantes se reduce al inyectar el péptido CDIP-2 a los ratones
estimulados con tioglicolato. Esta reduccion se observé al inyectar el péptido
CDP-1, sin embargo la diferencia no fue significativa. Para realizar un estudio
de las poblaciones celulares afectadas, se realizé una tincion diferencial con
Giemsa. La poblacion celular que se reduce principalmente son los

macrofagos, mientras que el numero de linfocitos no se afecta (Figura 13).
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Actividad antimicrobiana.

Para determinar si los péptidos derivados de CCL13 presentan actividad
antimicrobiana, se realizaron ensayos en la bacteria E. coli JM103 (ATCC
39403). Posteriormente se plaquearon diluciones de las bacterias para conteo
de colonias. En estos ensayos se encontré que 2 de los péptidos (CDIP-2 y
CDAP-4) tienen actividad contra esta bacteria. Como control positivo se utilizé
la quimiocina CCL13 completa (Figura 14). La actividad del péptido CDP-3 solo
se obtiene utilizando concentraciones bajas de péptido. El péptido CDAP-4
mantiene una mejor actividad que los otros péptidos, por lo que se decidiod
explorar a detalle el intervalo de actividad que presenta este péptido.

Para determinar la actividad sobre la bacteria E. coli JM103 (ATCC
39403) de manera sensible se utilizé el kit Bactiter-glo para detectar bacterias
viables. En estos ensayos se observd que el péptido CDAP-4 inhibe el 100%
de las bacterias utilizando concentraciones de 3.4 uM (Figura 15).

Adicionalmente en estos ensayos se utilizaron las bacterias Gram
negativas E. coli, P. aeruginosa, K. pneumoniae, S. typhi y S. tyhpimurium.
Encontramos que el péptido CDAP-4 es capaz de inhibir a las bacterias Gram
negativas utilizadas.

Las bacterias mas susceptibles en estos ensayos fueron P. aeruginosa,
S. typhi 'y S. tyhpimurium, mientras que la E. coli (ATCC 25922) muestra mas
resistencia a la actividad de este péptido (Tabla 5).

La susceptibilidad de P. aeruginosa a la actividad de este péptido motivo
a explorar mas en detalle las caracteristicas de esta inhibicion. En estos
ensayos se utilizaron concentraciones de 0.42 a 13.6 uM de CDAP-4. Se
observo que a todas las concentraciones usadas CDAP-4 inhibe mas del 80%

a este microorganismo (Figura 16).

Actividad antimicrobiana en aislados clinicos de Pseudomonas
aeruginosa.

Se utilizaron aislados clinicos de Pseudomonas aeruginosa (PIMM-
UNAM). Estos aislados presentan diferentes perfiles de resistencia a
antibidticos. Para este analisis se incluyeron algunos aislados con alta multi-

resistencia (PIMM-UNAM 17 y 18). En estos ensayos se utilizé una
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concentracion de péptido de 6.8 uM. El péptido CDAP-4 es capaz de inhibir a la
mayoria de los aislados probados en un intervalo del 50% al 95%. Existen
algunos aislados que resisten este péptido, sin embargo su resistencia no

correlaciona con su perfil de resistencia a antibiéticos (Tabla 6).

Efecto de la concentracion de NaCl en la actividad antimicrobiana.

Las actividades de péptidos antimicrobianos dependen generalmente de
interacciones ionicas debido a su carga positiva que les permite interaccionar
con las membranas de los microorganismos. Para determinar si la actividad del
péptido depende de la concentracion de NaCl, se realizaron ensayos con P.
aeruginosa (ATCC 15692) en presencia de concentraciones crecientes de
NaCl. En estos ensayos se observé que la actividad de CDAP-4 (6.8 uM) se
mantiene en concentraciones de hasta 100 mM de NaCl. Al utilizar
concentraciones de 150 y 200 mM se pierde la actividad antimicrobiana (Figura
17).

Ensayos de microscopia electronica

Para determinar los efectos a nivel estructural inducidos por CDAP-4, se
realizaron ensayos de microscopia electronica de transmision de P. aeruginosa
(ATCC 15692) incubada con 2 concentraciones de CDAP-4; 0.42 y 4.2 uM.

A analizar el efecto de la dosis sub-letal (0.42 uM) se observan cambios
en la membrana de estas células; mientras que al usar la dosis letal (4.2 uM),
se observa que la mayoria de las células aparecen vacias de material

citoplasmatico; y con forma irregular (Figura 18).

Moldelaje Molecular

La region carboxilo terminal de las quimiocinas se ha descrito en varios
estudios estructurales. Esta parte de las quimiocinas presenta una estructura
de o hélice en todas las quimiocinas en las que la estructura se ha
determinado, tanto por cristalografia como por resonancia magnética nuclear.
Hemos generado un modelo in silico de CDAP-4 como una aproximacién para
analizar la estructura y propiedades electrostaticas de este péptido. Una hélice

a fue generada en el programa SPDBYV. Esta hélice fue sujeta a dinamica
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Aislados % Inhibicion
P. aeruginosa (6.8 pum)
PIMM-UNAM 16 B2.5
PIMM-UNAM 17 20
PIMM-UNAM 18 95
PIMM-UNAM 19 625
PIMM-UNAM 21 63
PIMM-LUNAM 22 95
PIMM-UNAM 23 75
PIMM-UNAM 24 29
PIMM-UNAM 63 60
PIMM-UNAM 70 82.5
PIMM-LUNAM 71 70
PIMM-UNAM 72 a3
PIMM-UNAM 104 85
PIMM-UNAM 107 87.5
PIMM-UNAM 112 75

Tabla 6: Inhibicion de aislados clinicos de P geryginoss, Cada aislado fue incubado con
5.8 pM de CODAP-4 durante 3 horas. Posteriommente |a inhibicidn fue calculada midienda

la wiahilidad con el reactivo Bactiter-glo v comparando con bacterias sin tratar. * Aislados
multiresistentes.
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molecular. Después de esta dinamica, la hélice o fue reemplazada con una
hélice m, mientras que el extremo carboxilo del péptido perdié estructura
secundaria hasta quedar desordenada. Este dato correlaciona con las
determinaciones de estructura de quimiocinas. En igual concordancia, el

extremo amino de este péptido mantuvo su estructura helical (Figura 20A-C).

Analisis de potencial electrostatico

Para comparar el potencial electrostatico de la quimiocina CCL13 con el
de otras quimiocinas con actividad antimicrobiana, se calcul6 el potencial
electrostatico del modelo de CCL13 en el programa GRASP.

El potencial electrostatico obtenido muestra una zona con carga positiva
que se localiza principalmente en el extremo carboxilo de la quimiocina (Figura
19). Este potencial es similar al de las quimiocinas reportadas con actividad
antimicrobiana.

Para determinar si el péptido CDAP-4 mantiene este perfil de potencial
electrostatico, se utilizé el modelo generado de este péptido. Los calculos de
potencial electrostatico realizados sin fuerza iénica mostraron que este péptido
presenta un parche con carga positiva polarizado hacia un lado de la hélice. El
contorno del potencial electrostatico positivo a 4 kt excede la superficie de la
molécula. En contraste, el potencial negativo rara vez excede la superficie
molecular de este péptido. El potencial positivo es mas abundante que su
contraparte negativa y es practicamente continuo en la region que abarca. La
unica carga negativa presente en dicha region corresponde al residuo Q4. Por
el otro lado de la hélice se encuentran la mayoria de los residuos hidrofébicos,
junto con algunos con carga negativa (Figura 20D-F).

Adicionalmente se explor6 el efecto de la adicion de NaCl en
potenciales electrostaticos. Cuando los iones se agregan para hacer los
calculos de potencial; el parche positivo se ve reducido de manera importante.
A 150 mM de NaCl algunos de los contornos llegan a niveles debajo de la
superficie molecular. El efecto de la concentraciéon de NaCl en el potencial
negativo es minimo dado que los parches negativos no parecen afectarse. Esto
sugiere que la generacién del potencial positivo coincide con la presencia de la
actividad antimicrobiana, lo que explica la pérdida de actividad en altas

concentraciones de NaCl (Figura 20G-I).
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Por otro lado, se compard el potencial electrostatico de CDAP-4 con el de los
péptidos carboxilo terminal de otras quimiocinas. Este analisis demostro que de
las quimiocinas de la subfamilia MCP, el péptido de CCL13 tiene el potencial
electrostatico positivo mas abundante (Figura 21). Al realizar el analisis con
otros péptidos de quimiocinas con actividad antimicrobiana descrita, se
encontré que en la mayoria de los casos existe un potencial positivo amplio en
esta region. La excepcion se encuentra en el analisis del fragmento carboxilo
terminal de CXCL12 (SDF-1a) donde se observa un porcentaje de potencial
positivo bajo. En contraste, las quimiocinas sin actividad antimicrobiana
presentan porcentajes de potencial positivos bajos en su porcién carboxilo
terminal. El péptido de CXCL8 (IL-8) descrito con actividad antimicrobiana con
anterioridad, tiene un porcentaje de potencial positivo alto (Tabla 6). Esto
demuestra una correlacion entre la actividad antimicrobiana y los potenciales

electrostaticos de los péptidos del extremo carboxilo.
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IX. DISCUSION.

Los aminoacidos de CCL13 implicados en los procesos de union vy
activacion de cada uno de sus receptores no estan descritos detalladamente. El
extremo amino terminal de esta quimiocina ha sido caracterizado en ensayos
de protedlisis y aunque no es necesario para unirse a ceélulas blanco se
requiere para activar a sus receptores. Para determinar las secuencias
involucradas en estos procesos se sintetizaron péptidos con la secuencia de la
quimiocina CCL13. Estos péptidos fueron empleados en ensayos funcionales
de quimiotaxis y flujo de calcio para determinar si los aminoacidos incluidos en
su secuencia son suficientes para inducir o inhibir las respuestas funcionales
de la quimiocina CCL13. En estos ensayos se encontré que ninguno de los
péptidos es capaz de inducir una respuesta de quimiotaxis o de flujo de calcio
en células que expresan los receptores de CCL13. Esto puede deberse a que
en el caso de esta quimiocina se requieran regiones que se encuentran
espacialmente cerca en la estructura de la proteina completa, pero que por
separado en un péptido no son capaces de activarse o de unir al receptor. Este
dato es sustancialmente diferente al del péptido amino terminal
correspondiente de la quimiocina CXCL12 (SDF-1a), donde se demuestra una
capacidad agonista (135).

Por otro lado, es posible que los péptidos sintetizados de CCL13 sean
capaces de antagonizar las respuestas funcionales inducidas por CCL13.
Existen varios reportes de quimiocinas truncadas que al ser capaces de unirse
pero no activar a los receptores, antagonizan la actividad de las quimiocinas
completas (58, 116).

En nuestros ensayos de antagonismo identificamos al péptido CDIP-2
como un inhibidor de la quimiotaxis inducida por CCL13. Esta inhibicién es
dependiente de concentracion. La inhibicion obtenida fue de 50-80% de la
migracion inducida por CCL13. Ninguno de los otros péptidos logro inhibir de
manera significativa la quimiotaxis inducida por CCL13.

Para determinar si CDIP-2 es capaz de inhibir otras quimiocinas de la
subfamilia MCP, se realizaron ensayos de inhibicién utilizando las quimiocinas
CCL2 y CCLY. El péptido CDIP-2 no logré inhibir la quimiotaxis de las células
THP-1 hacia estas 2 quimiocinas. Este dato es relevante debido a que estas
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quimiocinas comparten receptores con CCL13, por lo que el mecanismo de
inhibicion parece ser especifico.

Al analizar la capacidad del péptido CDIP-2 de inhibir el flujo de calcio,
se encontrd6 que no es capaz de inhibir esta respuesta inducida por CCL13.
Esto indica que la inhibicién de CDIP-2 no es completa.

Existen antecedentes de mutantes en el extremo amino de la quimiocina
CCL2 (MCP-1) que pierden principalmente la capacidad de inducir quimiotaxis,
y no flujo de calcio, por lo que es posible encontrar estas respuestas de manera
separada en ligandos.

Para determinar la actividad antagonista de CDIP-2 en procesos
inflamatorios in vivo utilizamos un modelo de inflamaciéon de peritoneo de
ratones utilizando tioglicolato como irritante. En este modelo, se suministré 25
microgramos de CDIP-2 a cada ratén después de ser estimulados con
tioglicolato. Se observo que el péptido CDIP-2 es capaz de reducir casi por
completo el infiltrado celular que se recluta en respuesta a la estimulacion. La
inhibicion de este infiltrado se da principalmente en los macrofagos, ya que los
linfocitos no se ven afectados. No se evalué la posible inhibicion sobre
neutréfilos, ya que éstos son reclutados en etapas mas tempranas de este
modelo.

La quimiocina inhibida en este modelo puede ser CCL12. En ratén no se
ha identificado el gen que codifica para CCL13, aunque se ha propuesto que
CCL12 puede jugar un papel similar al de CCL13. En ensayos in vitro se
observo que el péptido CDIP-2 puede inhibir la quimiotaxis de células de ratén
hacia CCL12 (no mostrado).

Los resultados obtenidos en este modelo permiten proponer el uso de
este péptido y sus derivados en otros procesos inflamatorios, dado que retiene
en modelos in vivo su capacidad antagonista.

El mecanismo de inhibicion de este péptido es un tema de investigacion
a desarrollar. La mayoria de los antagonistas descritos para quimiocinas y sus
receptores involucran la unién a los receptores y el bloqueo de la unién de la
quimiocina por competencia. Sin embargo, la falta de inhibicién en los ensayos
de flujo de calcio sugiere que este péptido no es capaz de inhibir por completo
la unién de CCL13. Este dato sugiere que CCL13 puede unirse y activar a sus

receptores al menos de manera parcial a pesar de la union de CDIP-2. Otra
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posibilidad es que este péptido interfiera con el ligando de manera directa.
Existen quimiocinas modificadas que antagonizan la quimiotaxis cuyo
mecanismo de accion es la inhibicion de la multimerizacion (50). Este péptido
podria interferir con la formacion de multimeros en solucion, evitando la
activacion completa de los receptores.

Una actividad recientemente descrita de algunas quimiocinas es la
capacidad de interaccionar directamente con algunos microorganismos vy
reducir su viabilidad. Esta actividad ha sido descrita en varias quimiocinas de
diferentes familias. Para determinar si péptidos de CCL13 son capaces de
matar directamente microorganismos se realizaron ensayos de actividad
antimicrobiana. En estos ensayos los microorganismos fueron incubados
durante 3 horas con cada péptido, y la viabilidad fue determinada inicialmente
por medio de un conteo de colonias. En estos ensayos se observd que los
péptidos CDIP-2 y CDAP-4 son capaces de inhibir a la bacteria Gram negativa
E. coli JM103 (ATCC 39403). El péptido CDP-3 mostré actividad que se
reduce al aumentar la concentracion del péptido.

El péptido que mostr6 mas actividad fue el CDAP-4, por lo que se
decidié analizar su actividad mas a detalle en ensayos de actividad
antimicrobiana contra otros microorganismos. En estos ensayos se utilizd un
ensayo de deteccion de bacterias viables. En este ensayo se lisa a las
bacterias y por medio de la enzima luciferasa permite cuantificar el ATP
presente, lo que permite estimar la viabilidad del cultivo.

En estos ensayos se encontré que el péptido CDAP-4 es capaz de
inhibir de manera importante a las bacterias E. coli, S. Typhiy typhimurium. En
ensayos de actividad contra hongos se encontré que este péptido es capaz de
inhibir a T. mentagrophytes y C. albicans (no mostrado). Adicionalmente se
probaron E. histolyticay T. cruzi, en donde no se encontro actividad microbicida
(no mostrado). La bacteria P. aeruginosa fue particularmente susceptible a la
actividad de este péptido, por lo que se analizé mas a detalle la actividad de
CDAP-4 sobre este microorganismo. En ensayos de actividad antimicrobiana
se observé que el péptido CDAP-4 es capaz de inhibir mas del 90% la
viabilidad del cultivo incluso a concentraciones bajas (0.42 uM).

El patégeno Pseudomonas aeruginosa se encuentra asociado de

manera importante a enfermedades nosocomiales. De manera particular, se ha
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encontrado en infecciones en pacientes con quemaduras, fibrosis quistica y
con inmunosupresion.

Para determinar si la actividad del péptido se mantiene en aislados
clinicos de P. aeruginosa, se utilizaron aislados obtenidos de hospitales en
México. En estos ensayos cada aislado fue incubado con el CDAP-4 para
determinar su capacidad de reducir la viabilidad. Se encontré que la mayoria de
los aislados probados (15/16) son inhibidos por el péptido CDAP-4. La
inhibicion fue de arriba del 70% para la mayoria de los aislados. En los aislados
con alta resistencia a antibiéticos (PIMM-UNAM 17 y 18) se observé que existe
tanto resistencia como susceptibilidad a la actividad de este péptido, por lo que
no es posible correlacionar estas resistencias. Se han reportado para otros
microorganismos mecanismos de resistencia a péptidos antimicrobianos que
involucran la modificacién de lipopolisacaridos de membrana (LPS), lo que lleva
a una reduccién en la union de péptidos catidnicos y una inhibicion de la
actividad antimicrobiana (161, 162).

Un analisis de las diferencias entre las bacterias resistentes y
suceptibles a la actividad de este péptido podria dar datos sobre el mecanismo
de accion de este péptido. Un ejemplo de esto son las 2 cepas de E. coli
empleadas en este estudio (ATCC 25922 y 39403). CDAP-4 es capaz de inhibir
a la cepa resistente a B-lactamicos (39403); sin embargo su actividad es menor
en la cepa suceptible (25922).

La actividad de este péptido es dependiente de las concentraciones de
NaCl en el sistema. Esto se ha observado para muchos péptidos
antimicrobianos cationicos, cuya actividad depende de interacciones idnicas
entre la molécula antimicrobiana y la membrana de los microorganismos. Se
determiné que la actividad antimicrobiana de CDAP-4 se abate al estar
presente una concentracion de NaCl de 150 mM. Esta concentracion puede
estar presente en algunos tejidos, lo que podria limitar la actividad de este
péptido in vivo. Por otro lado existen tejidos donde la concentracion de iones
permitiria la actividad de este péptido. Para el caso de otros péptidos
antimicrobianos se ha explorado la posibilidad de generar mutantes con
actividades mas resistentes a concentraciones altas de iones. Esta posibilidad
permitiria utilizar péptidos sensibles a concentraciones de sal en tejidos

restrictivos(163).
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Los ensayos de microscopia electronica realizados demuestran que
existe un dafo directo en la estructura de las bacterias tratadas con el péptido.
Estos dafos incluyen un posible incremento en la permeabilidad de la
membrana, lo que llevaria a que las células vacien su contenido citoplasmatico.
Esto se observa en las micrografias como pérdida de material electrodenso del
interior de las bacterias.

En wun intento para correlacionar la estructura y la actividad
antimicrobiana, analizamos varias propiedades fisicoquimicas del péptido
CDAP-4. Encontramos que tiene un numero alto de residuos con carga
positiva, o que lleva a un punto isoeléctrico de 10.58 y una carga parcial de
+5e. Esto sugiere que para este péptido existe alguna correlacion entre la
carga y la actividad antimicrobiana. Sin embargo, existen reportes en los que
se demuestra que la carga total no siempre es coincidente con la actividad
antimicrobiana, y que existen otras caracteristicas que son relevantes para la
actividad en estas moléculas. A pesar que la estructura tridimensional de
CCL13 no ha sido resuelta, se generé un modelo in silico de CDAP-4. La
estructura obtenida después de los procesos de dinamica molecular es
congruente con las estructuras descritas para el extremo carboxilo terminal de
las quimiocinas.

En este modelo, CDAP-4 muestra un parche positivo amplio. Esto esta
de acuerdo con los reportes de las quimiocinas con actividad antimicrobiana. El
tamano de estos parches no correlaciona directamente con la actividad
antimicrobiana, sin embargo es una caracteristica distintiva de las quimiocinas
con actividad antimicrobiana. El parche de potencial electrostatico con carga
positiva se encuentra localizado en un lado del eje longitudinal de la molécula,
mientras que en lado opuesto se encuentran residuos sin carga y algunas
zonas con carga negativa. Se ha descrito que esta polarizacién de residuos
tiene un papel importante en la actividad de moléculas antimicrobianas (97).

En nuestro modelo, la zona de potencial electrostatico positivo se
interrumpe por el residuo Q4. La presencia de este residuo en esta localizacion
particular podria afectar de manera negativa la generacion del contorno positivo
y posiblemente la actividad antimicrobiana, por lo que podria ser un buen

candidato para modificar la actividad de este péptido.
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Nuestros resultados demuestran que la actividad antimicrobiana de este
péptido depende de las concentraciones de NaCl presentes en el medio. Por
este motivo, realizamos calculos electrostaticos simulando concentraciones
altas de NaCl.

En condiciones de 150 mM de NaCl se observd que el potencial
electrostatico positivo disminuye considerablemente; mientras que el potencial
negativo se mantiene. El potencial positivo llegd a niveles de la superficie
molecular en algunos residuos. Esta reduccion de potencial electrostatico
positivo correlaciona con la pérdida de actividad de este péptido en estas
condiciones.

Este dato sugiere que el porcentaje de potencial positivo y en general el
comportamiento electrostatico de las quimiocinas correlaciona con la presencia
de actividad antimicrobiana.

Para analizar el comportamiento de los potenciales electrostaticos en
otras quimiocinas, se analizé el comportamiento del extremo carboxilo de
diversas quimiocinas con y sin actividad antimicrobiana. Los péptidos de las
quimiocinas fueron aislados del resto de la estructura de la molécula y el
potencial electrostatico fue calculado. Posteriormente se realizd el calculo del
porcentaje que representaba el volumen de potencial con carga positiva con
respecto al potencial electrostatico completo. En estos calculos se observd que
dentro de la subfamilia MCP, el péptido CDAP-4 correspondiente a la
quimiocina CCL13 tiene el porcentaje de potencial positivo mas alto. Esto se
correlaciona con la capacidad antimicrobiana que se ha demostrado tanto de la
quimiocina completa como del fragmento carboxilo terminal aislado.

En otras quimiocinas, existe en general una correlacion entre el
porcentaje de volumen positivo y la actividad antimicrobiana. Las quimiocinas
con actividad descrita tienen en sus péptidos del extremo carboxilo potenciales
positivos amplios. La excepcidon a esta observacion es el péptido de la
quimiocina CXCL12 (SDF-1a) A pesar de que se ha descrito que esta
quimiocina tiene actividad antimicrobiana, su porcentaje de potencial positivo
es bajo. Esto se puede deber a que en esta proteina otras regiones sean las
encargadas de conferirle potencial positivo, 0 que el mecanismo de accién sea

completamente diferente al de el resto de las quimiocinas con actividad.
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Es interesante postular que parte importante de la actividad
antimicrobiana de las quimiocinas reside en el extremo carboxilo. Se ha
demostrado que fragmentos que contienen esta region pueden ser generados
mediante protedlisis de quimiocinas (CXCL8), por lo que es posible que estos
péptidos se generen in vivo como una estrategia de amplificacién de la
respuesta antimicrobiana respondiendo al corte proteolitico de las quimiocinas.

La actividad que presenta el péptido CDIP-2 es interesante debido a que
este péptido abarca una regién de la quimiocina bajo en cargas positivas.
Adicionalmente el hecho que presente actividades antagonistas y anti-
inflamatorias puede ser util en el contexto de algunos procesos infecciosos
donde sea benéfico tanto inhibir inflamacion como actuar de manera directa

contra el microorganismo causante.
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X. CONCLUSIONES

1) Ninguno de los péptidos sintéticos analizados tienen actividad agonista al no
ser capaces de inducir quimiotaxis o flujo de calcio en ensayos in vitro
utilizando células THP-1.
2) El péptido CDIP-2 tiene actividad antagonista parcial ya que bloquea la
actividad quimiotactica de CCL13 al ser preincubado con las células THP-1.
3) Ninguno de los péptidos probados son capaces de bloquear el flujo de
calcio inducido por CCL13, CCL2 o CCLY7.
4) La actividad inhibitoria de CDIP-2 se mantiene en un modelo de inflamacion
in vivo.
5) Los péptidos CDIP-2 y CDAP-4 tienen activdad antimicrobiana contra
bacterias Gram negativas.
6) El péptido CDAP-4 inhibe de manera potente a la bacteria Pseudomonas
aeruginosa. Esta inhibicion se observa en aislados clinicos de esta bacteria
7) La actividad de este péptido depende de la concentracion idnica en el medio
8) El analisis de potencial electrostatico correlaciona el potencial positivo con la
actividad antimicrobiana.

Los resultados de la actividad antimicrobiana de CDAP-4 fueron
publicados en (164)
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