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II. RESUMEN 
 
 Dentro de las moléculas encargadas de inducir el reclutamiento de 

células del sistema inmune se encuentran las quimiocinas, citocinas 

quimioatrayentes que actúan a través de la activación de receptores de siete 

dominios transmembranales. Las quimiocinas participan en diferentes procesos 

mediante el reclutamiento selectivo de leucocitos a sitios de inflamación. Estas 

proteínas presentan una estructura conservada que consiste de un extremo 

amino terminal flexible, seguido de 3 hebras β plegadas y una hélice α en el 

extremo carboxilo.  

 CCL13 (MCP-4) es una quimiocina de la subfamilia MCP que actúa a 

través de los receptores CCR1, 2 y 3 expresados en monocitos, linfocitos T, 

eosinófilos, basófilos y células dendríticas. 

 Las regiones de esta quimiocina involucradas en la unión y activación 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 encontró que uno de estos péptidos (CDIP-2) correspondiente a los 

residuos 19-37 de CCL13 es capaz de inhibir la migración inducida in vitro por 

CCL13 y CCL12 (MCP-5), así como reducir el número de macrófagos 

infiltrantes en un modelo de inflamación in vivo; lo que permite explorar el uso 

de este péptido como terapia anti-inflamatoria. Por otro lado se encontró 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 generación de nuevos compuestos antimicrobianos 

basados en secuencias de quimiocinas. 
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III. INTRODUCCIÓN 
 

Las quimiocinas. 

El sistema inmune se especializa en la vigilancia del organismo y su 

defensa en contra de patógenos y agentes dañinos tanto externos como 

internos. Las células que conforman el sistema inmune requieren de una 

localización particular para llevar a cabo sus funciones. Por otro lado, se 

requiere de un reclutamiento orquestado de estas células para su interacción 

en diferentes órganos y tejidos. Dentro de las moléculas encargadas de esta 

migración selectiva se encuentran las quimiocinas, o 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 

organización de órganos y tejidos. Las quimiocinas son encargadas de dirigir el 

reclutamiento selectivo de células a sitios de inflamación y diferenciación. 

Adicionalmente participan en diferentes procesos de diferenciación y activación 

celular, lo que les confiere una importancia crítica para muchos procesos 

celulares (1-4).  

 Las quimiocinas son proteínas de bajo peso molecular caracterizadas 

por un motivo de cisteínas presente en su extremo amino. La organización de 

este motivo permite dividir a estas proteínas en 4 diferentes familias con 

respecto al ordenamiento de los aminoácidos presentes en este motivo. Las 

quimiocinas de la familia CXC presentan un aminoácido entre las 2 cisteínas; 

las quimiocinas CC carecen de aminoácido intermedio, mientras que las 

quimiocinas XC tienen solamente una de las cisteínas. Por otro lado, la 

quimiocina CX3CL1 presenta tres aminoácidos intermedios (5).  

Las quimiocinas son sintetizadas con un péptido señal 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 intracitoplásmica. 
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Las quimiocinas se unen a sus células blanco por medio de la 

interacción con receptores de siete dominios transmembranales acoplados a 

proteínas G heterotriméricas (GPCR). Esta interacción les permite activar 

diferentes vías de señalización que llevan a diferentes respuestas funcionales 

dentro de la célula.  

Este proceso lleva a la activación celular y la extravasación de los 

leucocitos. Este proceso ha sido dividido en cuatro pasos secuenciales (Figura 

1). 

Los leucocitos se encuentran en los vasos sanguíneos 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 activación, en el cual el receptor de 

quimiocinas se activa y comienza el encendido de diferentes vías de 

señalización (Paso 2). Dentro de esta activación se modifica tanto la estructura 

como el patrón de agregación de las integrinas, lo que permite la adhesión 

firme a la pared del endotelio (Paso 3). Una vez detenido, el leucocito atraviesa 

la pared del endotelio para llegar a los sitios de infección e inflamación (Paso 

4). 

Se han descrito más de 50 quimiocinas y 20 receptores para 

quimiocinas. Hay quimiocinas que pueden unirse a más de un receptor, 

mientras que hay receptores de quimiocinas que unen varios ligandos 

diferentes. Esta características le dan al sistema de quimiocinas/receptores una 

gran complejidad y una aparente redundancia. Debido a esta característica, 

generalmente es complicado determinar las funciones específicas 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 múltiples procesos celulares en los cuales participan las 

quimiocinas, es de interés determinar los mecanismos de acción de estas 

proteínas. El análisis 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 
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aminoácidos con un nivel de homología variable. Esta secuencia presenta 

algunas características conservadas. El punto isoeléctrico de estas proteínas  
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es generalmente arriba de 7, debido a la predominancia de aminoácidos con 

carga positiva en su secuencia. La carga positiva de estas proteínas 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 

aminoácido hidrofóbico grande (F o W) en la posición 13, que forma parte de la 

interfase de dimerización de estas quimiocinas (6). 

Las quimiocinas presentan una estructura terciaria conservada, con un 

extremo amino-terminal desordenado, seguido de 3 hebras β plegadas 

antiparalelas interconectadas con asas, y una hélice α en el  extremo carboxilo-

terminal. Esta estructura ha sido determinada por difracción 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 dímeros y otros multímeros en solución a altas 

concentraciones (generalmente mayores a 100 µM). Esta dimerización forma 

una interfase cargada positivamente que le permite interaccionar con 

proteoglicanos como el heparán sulfato (11).  

Los aminoácidos que forman estas interfases varían en las quimiocinas, 

ya que la forma de dimerización es diferente entre las 2 familias (10). En el 

caso de la familia CC la dimerización esta formada por residuos del extremo 

amino terminal, un ejemplo de esto es la quimiocina CCL3 (MIP-1α) 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 β1- β2 y β2- β3 (residuos 34-35 y 46-51) 

(9). En la quimiocina CCL2 (MCP-1) los residuos P8 y F13 son necesarios para 

la formación de dímeros. Por otro lado, en la quimiocina CXCL8 existen 

interacciones entre las hojas β1 de ambos monómeros, lo que forma una 

estructura molecular con 6 hebras β antiparalelas, con las hélices α en el plano 

opuesto (8).  

Adicionalmente se ha descrito en algunas quimiocinas la formación de 

agregados más complejos. Durante la caracterización de la estructura  
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cristalográfica de la quimiocina CCL2 (MCP-1) se encontró que es capaz de 

formar tetrámeros. Estos tetrámeros se forman utilizando la interfase de 

dimerización tanto de quimiocinas CC como de CXC (12). La quimiocina 

CXCL4 (PF-4) es otra quimiocina de la familia CXC capaz de formar tetrámeros 

(13). 

Finalmente, de manera reciente se ha demostrado que las quimiocinas 

son capaces de formar heterodímeros, 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 

determinó que la constante de disociación es de 42 nM, lo que indica que la 

formación de heterodímeros es relativamente estable (14).  

Adicionalmente, el proceso de heterodimerización modifica de manera 

importante la actividad de las quimiocinas. Las quimiocinas CXCL13 y CCL21 

son capaces de formar heterodímeros e interaccionar con células que expresan 

el receptor CCR7. Las respuestas inducidas por estas quimiocinas (quimiotaxis 

e internalización de receptores) son de mayor potencia que las del ligando 

CCL21 solo, a pesar de que las células empleadas no expresan CXCR5; el 

receptor de CXCL13. Esto demuestra que la heterodimerización potencia las 

respuestas de estas quimiocinas (15).  

La estructura de los receptores de quimiocinas corresponde a una 

proteína transmembranal con 7 hélices α  (Figura 2b). Estas hélices están 

conectadas con asas tanto por la porción extracelular como por el lado 

intracitoplásmico. Los receptores de quimiocinas son suceptibles a sulfonación 

de tirosinas, lo que puede modular su actividad (16). 

Actualmente se desconoce la estructura cristalográfica de estos 

receptores, por lo que los estudios de estructura de los mismos se realizan 

utilizado modelos in silico basados en la rodopsina (proteína de siete dominios 

transmembranales con homología a estos receptores) o mediante el uso de 

mutantes. 

 

Vías de señalización 

La activación de los receptores de quimiocinas lleva a la disociación de 

la subunidad α inhibitoria de las subunidades βγ en su proteína G 

heterotrimérica. Esta disociación es inhibida por la toxina de Bordetella 
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pertussis, la cual reduce de manera importante la señalización de receptores 

de quimiocinas (17). Los receptores de quimiocinas utilizan principalmente 

proteínas G conformadas con subunidades αi o α inhibitoria, aunque existen 

otras familias de subunidades que pueden participar en estos procesos de 

señalización (18). En el caso de receptores de quimiocinas codificados por 

virus (mencionados posteriormente) se ha demostrado la participación de 

subunidades como Gαq y Gα13 (19). 

Las subunidades activan posteriormente moléculas de señalización 

implicadas en diferentes respuestas funcionales (20). La subunidad α inhibitoria 

participa de manera directa en la señalización por medio de la interacción con 

proteínas cinasas de la familia SRC. La subunidad βγ se une directamente a la 

enzima fosfatidilinositol-3 cinasa γ (PI3Kγ). Esta enzima fosforila lípidos 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 

participación de la proteína Ras en la activación de PI3Kγ. 

Dentro de las moléculas reclutadas por estos fosfolípidos generados por 

PI3Kγ se encuentran la proteína-cinasa B (PKB), así como factores de 

intercambio de GTP como Rac y Cd42, que participan en el rearreglo de 

citoesqueleto. Este rearreglo es un proceso dinámico que involucra múltiples 

proteínas dentro de la célula. Estos procesos permiten a la célula cambiar de 

forma y de dirección de movimiento manteniendo la posibilidad de realizar 

ajustes en un lapso de tiempo relativamente rápido. 

Las moléculas encargadas de la señalización que regulan este proceso 

incluyen a la GTPasa Rho, que activa proteínas de la familia WASp. La 

activación de estas proteínas activa al complejo Arp2/3, que finalmente permite 

la polimerización de proteínas estructurales que forman parte del citoesqueleto 

como  las subunidades de actina. Adicionalmente se ha demostrado la 

participación de las proteínas cinasas Pyk-2 y FAK en este proceso de 

rearreglo (22-25). 

Por otro lado, la subunidad βγ puede activar de manera directa varias 

isoformas de la enzima fosfolipasa Cβ. Estas enzimas se encargan de cortar el 

fosfatidil inositol bifosfato que se encuentra en la membrana celular. El corte de 

este lípido genera 2 productos que contribuyen a la transducción de la señal: 
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inositol 1, 4, 5 trifosfato y diacilglicerol. El inositol trifosfato se encarga de liberar 

las reservas de calcio del retículo endoplásmico al unirse  a canales de calcio 

en este organelo. Otras moléculas que están involucradas en el flujo de calcio 

incluyen a la enzima CD38, que genera ADP ribosa cíclico. Esta molécula 

puede interaccionar con canales iónicos promoviendo la entrada de calcio a la 

célula (26, 27).  

La activación de la proteína cinasa C (PKC) por el diacilglicerol se 

requiere para desensibilizar al receptor de quimiocina, así como para algunas 

respuestas como la liberación de gránulos contenedores de enzimas en 

neutrófilos 

En neuronas se ha demostrado que la quimiocina CXCL12 (SDF-1α) 

participa en los procesos de regulación de la apoptosis. Esto se debe a que su 

interacción con CXCL12 induce la fosforilación de AKT, que promueve 

sobrevivencia en estas células, mientras que la activación de MAPK (p38) 

promueve la muerte de estas células. Esto indica que las quimiocinas 

participan en el balance de estas señales pro y antiapoptóticas (28).  

Se ha demostrado que las quimiocinas CCL19 y 21 inducen la 

fosforilación de la cinasa AKT, Esta molécula participa mediante la expresión 

de BCL-2 lo que promovería la sobrevivencia de linfocitos CD8+ (29).  

Asimismo, se ha implicado la activación de la vía de señalización 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 dimerización de los receptores permite 

la trans-fosforilación de esta cinasa. Esta fosforilación permite la unión de los 

factores de transcripción STAT. La cinasa JAK fosforila a la proteína STAT, 

permitiendo que este factor de transcripción se transporte al núcleo de la 

célula, donde participa en la activación de la transcripción de varios genes. La 

participación de esta vía parece ser crítica para la función de los receptores de 

quimiocinas, ya que la inhibición de cinasas de la familia JAK afecta la 

respuesta a varias quimiocinas. Así pues, se observa una inhibición casi 

completa de la quimiotaxis en células tratadas con inhibidores de esta cinasa 

(33-35). 

 

 



 15

 

Interacción Quimiocina-Receptor 

Las quimiocinas se unen a los receptores 7TM por medio de 

interacciones secuenciales que llevan a la activación 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 interacción inicial que 

tiene como principal característica la falta de activación. Esta unión inicial tiene 

una mayor afinidad que las interacciones posteriores (36). Los residuos de 

aminoácidos 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 activación, por lo que el extremo amino es muy 

importante para la activación de los receptores. La quimiocina CXCL8 (IL-8) fue 

la primera en ser estudiada estructuralmente usando mutantes y proteínas 

truncadas. En estos estudios se encontró que modificaciones en su extremo 

amino terminal tenían efectos en su capacidad de activar a sus receptores 

CXCR1 y 2, ya que variantes de esta quimiocina sin los 4 o 6 primeros 

aminoácidos 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 unión y activación de receptores de 

quimiocinas. Para determinar los aminoácidos de la quimiocina encargados de 

unirse y activar al receptor se realizaron mutaciones puntuales en  los 

aminoácidos de esta quimiocina. Los residuos Y13, R24, K35, K49 y H66 

cambiados por alanina disminuyen la  unión a su receptor CCR2. Estos 

aminoácidos sugieren que la región de la proteína encargada de unirse al 

receptor está distribuida a lo largo de la proteína, y consiste principalmente de 

aminoácidos básicos. Espacialmente estos aminoácidos forman un surco 

básico en la proteína, 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 eliminación del extremo amino terminal 
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anula la actividad de la quimiocina, como se había demostrado anteriormente. 

La sustitución de la tirosina Y13 por una alanina genera una quimiocina incapaz 

de formar dímeros 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 

mutación Y13A.  Esta disminución 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 µM, lo cual no es 

explicable por la afinidad de la mutante por CCR2, lo que implica que Y13 es 

más importante para la activación de quimiotaxis que para flujo de calcio (41). 

La estequiometría de la unión 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 

monomérica con los receptores. Sin embargo el estudio de algunas mutantes 

señala que la formación de dímeros es necesaria para la señalización.  

Para la quimiocina CXCL8 se determinó que es necesaria la disociación 

de los dímeros para la unión con un fragmento del receptor CXCR1 (43). Esto 

se determinó mediante el uso de técnicas de calorimetría isotérmica de 

titulación y de centrifugación analítica. En el caso de quimiocinas que se 

comporten de una manera similar a la de CXCL8, la dimerización jugaría un 

papel de regulador negativo de la activación de receptores. Esta dimerización 

favorecería la interacción con proteoglicanos, lo que permitiría regular de 

manera indirecta los procesos de activación de las quimiocinas. 

Para determinar si otras quimiocinas requieren actuar en forma dimérica 

o si los monómeros de las quimiocinas son capaces de activar a los receptores 

se generaron varias mutantes en la interfase del dímero de la quimiocina CCL2 

(MCP-1). Una de estas mutantes,  en la cual se sustituye el aminoácido prolina 

de la posición 8 por alanina (P8A) no forma dímeros en solución, y es capaz de 

inducir todas las respuestas funcionales de CCL2 silvestre, lo que indica que la 

dimerización no es necesaria para la actividad in vitro de esta quimiocina (44).  

Resultados similares se observaron al usar una proteína de fusión 

(CCL2 fusionada a fosfatasa alcalina) incapaz de formar dímeros. En la 

quimiocina CCL4 (MIP-1β) se probaron mutantes con sustituciones similares, 

como P8A, en las cuales no se forman dímeros. 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 unión a proteoglicanos se forma en la interfase de los dímeros de varias 

quimiocinas (CXCL11, CCL2)  (46, 47) lo que indica que la dimerización es 

necesaria para esta interacción. La presentación de quimiocinas en forma 

dimérica por proteoglicanos en la superficie de las células puede ser importante 

para la formación de un gradiente estable que las células son capaces de 

detectar. Esta presentación 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 

multimerización de quimiocinas tenga importancia biológica (49, 50). Tal es el 

caso de CCL5 (RANTES) se demostró que la formación de multímeros es 

necesaria para su actividad in vivo, pero no in vitro.  En estudios utilizando esta 

quimiocina, se encontró que las formas diméricas no son funcionales, mientras 

que las formas completamente multimerizadas lo son. Para determinar esto, se 

utilizó una variante de CCL5 (RANTES) mutada en el sitio de unión a 

proteoglicanos. Esta variante es capaz de reclutar células que expresan CCR5 

in vitro, pero no in vivo. Al utilizar  esta proteína mutada en modelos de 

inflamación en ratón, se encontró que es capaz de inhibir el reclutamiento 

celular (51). El mecanismo detrás de esta inhibición se encuentra en su 

capacidad para modular los diferentes estados de agregación in vivo de CCL5. 

Se encontró que esta variante forma heterodímeros con la proteína silvestre. 

Estos heterodímeros no son funcionales, y no son capaces de formar 

multímeros mediante la unión a proteoglicanos.   

En cuanto al estado de agregación de los receptores de quimiocinas, 

existen diferentes estudios que exploran la posibilidad de que los receptores de 

quimiocinas funcionen como dímeros o multímeros (52, 53). Muchos receptores 

de la misma familia utilizan la agregación como un mecanismo de modulación 

de la actividad. Se ha analizado la posible agregación de receptores mediante 

el uso de anticuerpos agonistas (54). En estos estudios se ha demostrado que 

anticuerpos capaces de inducir agregación 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 agregación que utilizaban transferencia de energía de 

fluoróforos acoplados a receptores de quimiocinas. Estos estudios demostraron 

que los receptores de quimiocinas existen en la superficie en un estado de 

agregación basal, y que la interacción con ligandos no modifica 

detectablemente dicha agregación (55).  

Otro estudio utilizó receptores de quimiocinas mutados en regiones que 

corresponden al sitio de dimerización. 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 dimerización.  Este péptido es 

capaz de inhibir la señalización inducida por el ligando CXCL12 (SDF-1α) por 

medio de competencia, inhibiendo la oligomerización (57), lo que sugiere que la 

formación basal de dímeros es necesaria para la señalización adecuada de los 

receptores de quimiocinas.  

 

Modulación de la Actividad de Quimiocinas 

El sistema de quimiocinas es regulado a diferentes niveles; desde la 

transcripción génica hasta la modificación de las proteínas. De manera 

particular se ha estudiado el papel de las modificaciones post-traduccionales de 

las quimiocinas (58). 

La glicosilación de las quimiocinas es una modificación que modula la 

actividad de algunas de estas proteínas. Algunas quimiocinas son glicosiladas 

en residuos particulares, como CCL11 (eotaxina) en el aminoácido T71 (59); 

esta modificación puede alterar la actividad de la proteína madura. En el caso 

de la quimiocina CCL2 se ha demostrado la expresión de variantes glicosiladas 

en monocitos. Estas variantes presentan una actividad quimiotáctica menor que 

la proteína sin glicosilar (60). 

Por otro lado, debido a que el extremo amino puede ser esencial para la 

señalización a través de sus receptores, existen modificaciones asociadas a 

esta región de las quimiocinas. De manera predominante, el procesamiento 

proteolítico por metaloproteasas (MMPs) es un mecanismo importante de 

regulación de las quimiocinas. Este corte tiene diferentes efectos según 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 comprobó en modelos de 

inflamación 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 o 4 primeros aminoácidos, estas proteínas 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 proteína completa 

(63).  

Los cortes proteolíticos 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 aminoácidos 

(62). Otras quimiocinas que incrementan su actividad al ser cortadas son 

CXCL1, 3 y 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-1α), en el desarrollo embrionario. La quimiocina CXCL12 está altamente 

conservada en los organismos en los que se ha descrito: entre las secuencias 

de CXCL12 humana y de ratón sólo hay un aminoácido diferente. Los ratones 

deficientes en esta quimiocina o su único receptor CXCR4 tienen defectos 

durante el desarrollo de órganos como el corazón 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 proliferación de progenitores de 

linfocitos B y en la salida de precursores hematopoyeticos de la médula ósea 

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 migración de células progenitoras que 

expresan el receptor CXCR4. Estas células posteriormente  dan lugar a la línea 

lateral del embrión. Las células progenitoras de los organismos deficientes en 
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estas proteínas tienen patrones de migración erráticos, por lo que existen 

defectos en la generación de órganos en este pez (67).  

Durante la generación de linfocitos T, los timocitos deben migrar a través 

del timo durante su proceso de maduración. Dentro de las quimiocinas que se 

expresan en el timo están CCL25, CCL17, CCL21, CCL19 y CXCL12 (68). Las 

quimiocinas dirigen esta migración a través de los diferentes compartimentos 

del timo para permitir su selección y maduración. Los receptores de 

quimiocinas son expresados de manera concertada durante los procesos de 

maduración de los timocitos.  

Un ejemplo de esto es la quimiocina CCL25, que es expresada por 

células dendríticas del timo. El receptor de esta quimiocina es expresado en 

timocitos inmaduros lo que les permite su maduración en el timo (69, 70). 

Adicionalmente, las quimiocinas participan de manera importante en la 

generación y organización de los órganos linfoides secundarios. Estos órganos 

son importantes para la generación y maduración de la respuesta inmune. La 

quimiocina CXCL13 y su receptor CCR5 participan de manera importante en la 

organización de estos órganos linfoides. Los ratones deficientes de esta 

quimiocina o de su receptor tienen defectos en la formación y organización de 

ganglios linfáticos 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 órganos linfoides, 

donde se lleva a cabo la interacción entre ambos tipos celulares.  

Los linfocitos de memoria pueden subdividirse según la expresión 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 

linfáticos (72). 

Por otro lado, se ha demostrado que el receptor CCR2 y sus ligandos 

CCL2 y CCL7 son necesarios para la migración de monocitos de médula ósea 

a sangre. Este paso es necesario para posteriormente reclutar estas células a 

sitios de infección e inflamación (73). 

  Otras quimiocinas implicadas en la formación de órganos linfoides 

secundarios son CCL21 y 19. La expresión ectópica de estos ligandos 

promueve la formación de ganglios en modelos de ratón (74).  
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El papel de las quimiocinas CCL19 y 21 durante los procesos de 

presentación de antígeno ha sido estudiado extensivamente. La presentación 

de antígenos a linfocitos T es el paso iniciador de la inmunidad adaptativa. Las 

células T que expresen receptores con afinidad a los antígenos procesados y 

expuestos por células presentadoras de antígeno son seleccionadas, 

permitiendo su proliferación y activación. La expresión de quimiocinas y sus 

receptores durante este proceso permite  el encuentro entre las células 

presentadoras y los antígenos, así como entre las células T y las células 

presentadoras (sinapsis inumológica). 

Las células dendríticas inmaduras son células presentadoras que migran 

constantemente a sitios de encuentro antigénico, como la piel y el intestino. Al 

captar antígenos y procesarlos las células dendríticas maduran y cambian la 

expresión de CCR6 por la expresión 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 linfáticos (75). 

Las células T que salen del timo migran a los ganglios linfáticos donde 

se encuentran con células dendríticas (debido a  que expresan CCR7). Al llegar 

a los ganglios las células T interaccionan con células dendríticas por medio del 

receptor TCR (Receptor de Células T), que reconoce al MHC (Complejo 

principal de histocompatibilidad) en células dendríticas. Una vez activados, los 

linfocitos T migran a la periferia respondiendo a quimiocinas secretadas en los 

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

 

Angiogénesis y angiostasis. 

Las quimiocinas de la familia CXC tienen un papel fundamental en los 

procesos de formación de vasos sanguíneos durante la curación de heridas 

(78). Este proceso es dirigido por la regulación de diferentes factores 

angiogénicos, promotores de la formación de vasos, y angiostáticos que lo 

inhiben. La interacción de los factores angiogénicos y angiostáticos tiene una 

gran importancia en la formación 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 formación de vasos sanguíneos se basa en la presencia (o ausencia) 

de los aminoácidos ELR (Glutamina, Leucina, Arginina) en su extremo amino, 



 22

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 

angiostáticos, inhiben la quimiotaxis y la activación de estas células. Las 

quimiocinas angiostáticas 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 angiostáticas se unen al receptor CXCR3, lo que le da a este 

receptor un papel importante en la modulación de formación de vasos (80, 81). 

En los procesos inflamatorios y enfermedades crónicas mencionados, se 

ha observado un desbalance en la expresión de estos 2 tipos de quimiocinas. 

Asimismo, en los procesos de formación 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 migración 

de células con múltiples actividades efectoras que son necesarias para la 

resolución de la infección (83). 

En modelos de infección de Bacillus anthracis utilizando tejido de pulmón 

humano se ha detectado la expresión de quimiocinas como CXCL8 y CCL2.  La 

secreción 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 participación directa de células CD8+ 

reclutadas a través del receptor de quimiocinas CCR5 es esencial para una 

respuesta inmune eficiente. Este parásito ha respondido a este mecanismo 

mediante la secreción de la ciclofilina 18, esta molécula es capaz de unirse al 

receptor CCR5 y evitar la interacción 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 patógeno. Las células 

que expresan CCR6 en el modelo de infección de ratón son principalmente 

células dendríticas de pulmón. La eliminación del gen de CCR6 da por 

resultado una infección más severa en el ratón (86).  

En contraste, existen ejemplos donde el bloqueo o inhibición de las 

respuestas mediadas por quimiocinas promueven la resolución de infecciones.  

Un ejemplo de esto es el ratón deficiente del receptor CCR2. Este ratón 

es más resistente a la infección por el virus Infuenza A que el ratón que 

expresa CCR2. Esto sugiere que en esta infección la inflamación mediada por 

este receptor es dañina para el ratón (87). 

  

 

Actividad antimicrobiana de quimiocinas. 

Las quimiocinas y las defensinas son moléculas de la repuesta inmune 

con múltiples actividades en común. 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 pequeños con 

actividad antimicrobiana contra varios microorganismos. Estas moléculas se 

clasifican según el patrón de sus puentes disulfuro en defensinas α y β. Las 

defensinas a tienen un patrón 1-6, 2-4 y 3-5 en sus puentes disulfuro, mientras 

que las defensinas β tienen el patrón 1-5, 2-4 y 3-6. La familia φ se describió 

posteriormente, con un péptido que adopta una estructura cíclica (88, 89).  

Las defensinas α son secretadas principalmente en gránulos de 

neutrófilos, 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 β con 3 hebras unidas con un asa que contiene residuos 

cargados positivamente.  

Por otro lado,  las defensinas β son secretadas por células epiteliales de 

piel, pulmón e intestino. A pesar de no tener una alta homología de secuencia 

con las defensinas α,  la estructura terciaria que adoptan es similar. Por medio 
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de análisis de secuencias del genoma humano se han identificado más de 28 

genes para defensinas β en regiones del cromosoma 8 (90). 

Existen varios mecanismos de acción 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 proteínas. Posteriormente, dado que estas proteínas son 

anfipáticas, se favorece su inserción en las membranas lipídicas. 

Posteriormente ocurre un paso de oligomerización de la molécula 

antimicrobiana en la membrana, llevando a la formación de poros. Esto lleva a 

una pérdida de integridad de la membrana, llevando a salida de material 

citoplasmático. Otros mecanismos conocidos de actividad antimicrobiana 

incluyen la unión a proteínas receptoras en las células blanco, internalización y 

unión a ADN,  y en el caso de algunos hongos, daño mitocondrial y 

desacoplamiento de la cadena respiratoria (91).  

El análisis de características comunes entre quimiocinas y defensinas 

surgió de la descripción de la capacidad de la defensina hDB2 de unirse y 

activar al receptor CCR6 (92, 93). Esta unión es capaz de desplazar la unión 

del ligando natural de CCR6 (CCL20), aunque con una afinidad menor. La 

activación del receptor CCR6 por hDB2 promueve la migración de células 

dendríticas 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 patógenos 

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 identificación de quimiocinas con actividad antimicrobiana inició con 

estudios de péptidos derivados de plaquetas. En estos trabajos se encontró 

que quimiocinas como CTAP, son procesadas mediante estimulación con 

trombina de plaquetas. Estas variantes tienen actividad antimicrobiana contra 

bacterias Gram positivas y negativas, así como contra hongos (95). 

Un análisis de otras quimiocinas de varias familias identificó a las quimiocinas 

ELR-  CXCL9-11 con actividad contra E. coli y L. monocytogenes. Esta 
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actividad es dependiente de la concentración de sales. Estas quimiocinas son 

expresadas después del estímulo de la citocina interferón γ, lo que les 

permitiría in vivo llegar a las concentraciones necesarias para tener actividad 

(96).  

Al analizar a la quimiocina CCL20, el ligando del receptor CCR6, se 

encontró 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 las 

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 

varía 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 características fisicoquímicas de estas proteínas; 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 electrostático de 

superficie revelo que las quimiocinas con actividad antimicrobiana presentan 

una superficie con carga positiva y una región hidrofóbica que les permitiría 

interaccionar con la pared de algunas bacterias.  Esta característica de 

anfipaticidad sería determinante para la actividad antimicrobiana de estas 

quimiocinas. 

La quimiocina CCL28 es expresada principalmente en tejidos con 

mucosas, como glándulas exocrinas, tráquea y colon. Se ha detectado la 

expresión 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 número alto de histidinas en su secuencia. Esta 

característica la hace similar a las histatinas, moléculas pequeñas con actividad 

antimicrobiana. En la caracterización de la actividad antimicrobiana se 

demostró 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 encontró que mantenía la actividad contra algunos de 

estos microorganismos (98). 

Otro análisis de actividad de fragmento de quimiocina fue realizado 

utilizando el producto de proteólisis 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 proteína completa (99). 

Se describió que un fragmento correspondiente a los residuos que 

forman la hélice α del extremo carboxilo de CXCL8 (Il-8) tiene homología 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 encontró que este fragmento es generado por hidrólisis a partir de la 

proteína 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 realizó con CXCL4. En este 

estudio se encontró que el fragmento carboxilo terminal retiene la actividad 

antimicrobiana de la quimiocina completa, característica al parecer conservada 

en el resto de las quimiocinas estudiadas. Adicionalmente, en este estudio se 

determinó que el extremo carboxilo puede retener su estructura secundaria 

independientemente del resto de la proteína (101). 

Existen algunas defensinas que adicionalmente tienen actividad contra 

algunos virus. En el caso de las quimiocinas, se encontró 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 

citotóxicas, 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) 

   

XCL1 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 participación de las quimiocinas en el reclutamiento celular inducido 

por procesos de infección es esencial para la resolución de la invasión de 

muchos patógenos. Sin embargo existen diferentes ejemplos de patologías 

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 vías respiratorias se infiltra con 

eosinófilos, células cebadas, linfocitos y otras células mononucleares. 

Adicionalmente se presenta hiperplasia y fibrosis subepitelial (104, 105). 

La respuesta asmática puede dividirse en fase temprana y tardía. La 

fase temprana es una respuesta inmediata a un estímulo antigénico o 

ambiental que activa a las células cebadas promoviendo la liberación de 

mediadores pro-inflamatorios. Adicionalmente, se generan anticuerpos IgE que 

reconocen antígenos ambientales.  

La fase tardía se caracteriza por infiltración de varios tipos celulares al 

pulmón y dura tiempos largos. Los macrófagos alveolares y las células 

epiteliales secretan quimiocinas en respuesta a estímulos. 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 eosinófilos mediante su interacción con el receptor 

CCR3 (106-108).  

La cinética de producción de estas quimiocinas correlaciona con el 

reclutamiento de células que expresan los receptores correspondientes. 

Durante la fase tardía del proceso asmático 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, Il-6 e IL-10 entre otras. Estas 

citocinas tienen varias funciones; como activación celular, factores de 

crecimiento para células cebadas, etc. 
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Ateroesclerosis 

La ateroesclerosis es un proceso inflamatorio caracterizado por la 

formación de placas o ateromas en los vasos sanguíneos (109).  

Estas placas se forman en respuesta a daños arteriales debidos a 

hipercolesterolemia o a estrés de hipertensión. Las células endoteliales o de 

músculo 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 macrófagos 

por la presencia de citocinas inflamatorias tipo TH1, como IFN-γ y TNF-α. Estos 

macrófagos internalizan lípidos que encuentran en el espacio subendotelial y 

dan lugar a las células "foam".  

Estudios clínicos han demostrado que hay un aumento en la expresión 

de la quimocina CCL13 (MCP-4), junto con quimiocinas como CCL2 (MCP-1)  y 

CXCL10 (IP-10), que atraen monocitos y células de músculo liso, presentes en 

estas lesiones. Otros factores de riesgo para el desarrollo de la ateroesclerosis, 

como son el colesterol en plasma, la hipertensión y la diabetes, estimulan la 

liberación de quimiocinas en estas placas.  

Ratones que sobreexpresan la lipoproteína B desarrollan ateromas si 

consumen dietas ricas en lípidos. La eliminación del gen para CCL2 (MCP-1) 

disminuye las lesiones ateroescleróticas en estos ratones. La eliminación del 

gen del receptor CCR2 tiene un efecto similar (111, 112). Por otro lado, se ha 

demostrado la participación de la quimiocina CX3CL1 y su receptor CX3CR1  

(113) en este proceso tanto en ratones deficientes en el receptor como en 

estudios clínicos que muestran que existen polimorfismos asociados a 

protección 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 sobreexpresión de la quimiocina CXCL8 

en placas de arterias coronarias. 

 

Generación de Tumores y Metástasis. 

Algunas quimiocinas y sus receptores participan en los procesos de 

crecimiento tumoral, invasión y metástasis de células transformadas.  
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La variante del receptor de quimiocinas CXCR2 codificada por virus 

(KSHV-GPCR) participa en el proceso de transformación de células. Esta 

proteína se encuentra en un estado activado constitutivamente, y es capaz de 

unir a las quimiocinas CXCL8 y CXCL1. La expresión de este receptor o de una 

forma activa de CXCR2 lleva a la transformación de las células. 

Algunas células cancerosas responden de manera directa a la 

estimulación de quimiocinas. Un ejemplo es el linfoma ESb-MP1 (117). Estas 

células realizan metástasis al riñón cuando son inyectadas en ratones. Cuando 

fueron aisladas las moléculas secretadas por líneas celulares de riñón, se 

encontró que las quimiocinas CCL2 y CCL5 son capaces de activar este 

linfoma; lo que indica que estas quimiocinas participan en la metástasis de esta 

línea celular hacia el riñón. 

Un estudio importante de la participación de las quimiocinas en los 

procesos de metástasis de células cancerosas fue llevado a cabo en líneas 

celulares derivadas de cáncer de mama. En este estudio se demostró que 

estas líneas expresan de manera importante los receptores de quimiocinas 

CXCR4 y CCR7. La expresión de los ligandos CCL21 y CXCL12 correlaciona 

con los órganos y tejidos donde estas células migran predominantemente, lo 

que implica que la expresión de receptores de quimiocinas define en parte el 

patrón de metástasis que presentan algunos tumores (118).  

Estudios posteriores han demostrado que el receptor CXCR4 tiene un 

papel importante en la migración y metástasis de cáncer de próstata. En este 

estudio se determinó que las variantes de líneas celulares que realizan 

metástasis tienen niveles de expresión de CXCR4 superiores a las líneas que 

no realizan metástasis (119). 

Otro proceso en el que las quimiocinas participan en el cáncer es en la 

angiogénesis y vascularización de tumores. 

En modelos de ratón se ha demostrado que las quimiocinas CXCL1,2 y 

3 participan en la generación de tumores sólidos altamente vascularizados 

(120). 

Las líneas celulares derivadas de cáncer de páncreas 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 estímulos pro-

inflamatorios inducidos por prostaglandina E-2. Esta molécula promueve la 

secreción de CXCL1 en células de cáncer de colon. En modelos in vivo se ha 

demostrado que esta quimiocina promueve  la formación de vasos en el tumor 

sólido (123).  

 

Infecciones virales y Quimiocinas. 

El sistema inmune ha evolucionado a la par con los patógenos que 

invaden el organismo. Debido a esta coevolución existen diversos mecanismos 

donde las funciones del sistema inmune son aprovechadas por virus y otros 

organismos. 

El virus de inmunodeficiencia adquirida (VIH), causante del síndrome de 

inmunodeficiencia adquirida (SIDA); es capaz de infectar varios tipos celulares 

como macrófagos, neuronas y linfocitos T. Existen cepas del virus conocidas 

originalmente como M trópicas cuyo hospedero son los macrófagos y la cepa T 

trópica, 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 glicoproteína de superficie viral gp120 interacciona con varios 

receptores de quimiocinas, entre ellos CCR5 y CXCR4, facilitando la activación 

de gp41, una proteína que promueve la fusión de las membranas del VIH y de 

la célula hospedera. La expresión de CCR5 por los macrófagos y la de CXCR4 

por linfocitos T explica el tropismo del virus, por lo que la nomenclatura de las 

cepas fue cambiada de M y T a R5 y XR4 respectivamente, para indicar el tipo 

de receptor de quimiocinas al que se une el virus. 

La importancia de esta interacción se enfatizó al encontrar una deleción 

en el receptor CCR5 (∆32). Los individuos infectados con VIH heterócigos para 

este alelo tienen disminuida la progresión de la enfermedad. Si el portador es 

homócigo tiene protección 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 unión de uno bloquea la 

interacción del otro. Se sintetizó 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 fusión 
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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 unión del VIH es CX3CR1. 

La quimiocina CX3CL1 es capaz de inhibir la fusión 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 inhibición o el bloqueo de la interacción entre gp120 y los receptores 

de quimiocinas se han vuelto estrategias recurrentes en la búsqueda de 

fármacos o grupos de fármacos 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, así como a CX3CL1 (130, 131). Este 

receptor, al ser expresado en las células infectadas, secuestra a las 

quimiocinas evitando la migración de células efectoras, lo que previene una 

respuesta inflamatoria. 

  Por otro lado, el γ-herpes virus sintetiza una proteína soluble capaz de 

unir varias quimiocinas de diferentes familias. Esta unión 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 activación mediada por sus ligandos 

endógenos. Todos estos mecanismos le permiten al virus evadir la respuesta 

inmune mediada por las quimiocinas y les permite montar una infección 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 análisis de secuencias mínimas 

necesarias para la unión y/o activación de receptores 

En estudios de la quimiocina CXCL12 (SDF-1α) se demostró que 

péptidos sintéticos correspondientes a los 9 primeros aminoácidos tenían la 

actividad de la quimiocina completa (quimiotaxis y flujo de calcio), aunque 100 

veces menos potente. Dichos péptidos competían con CXCL12 por el receptor 
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CXCR4 y lograban activar a las células T utilizadas. La dimerización química de 

estos péptidos aumentaba la afinidad por el receptor. Por otro lado, la 

sustitución de un sólo aminoácido  (P2G) abatía por completo la actividad del 

péptido (134, 135). 

Este resultado concuerda con la información obtenida de los análisis de 

los productos de proteólisis 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 unión de esta quimiocina con su 

receptor CCR2 (136). 

Otros estudios con CCL2 identificaron un péptido, cuya secuencia 

corresponde a los aminoácidos  51-62 de CCL2. Este péptido es capaz de 

bloquear la actividad quimiotáctica 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 expresión de péptidos en fagos identificaron 

péptidos con homología 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 sí. 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 ratón. Estas quimiocinas 

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

secuencias de aminoácidos (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 actúa a través de la activación de los receptores 

CCR1, 2 y 3. Esta quimiocina promueve migración de eosinófilos, linfocitos T, 

células dendríticas, monocitos y macrófagos, células efectoras que participan 
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en procesos inmunes en respuesta a patógenos, alergenos y otros antígenos. 

Dentro de las respuestas que induce esta quimiocina se encuentran la 

inducción de estallido respiratorio y expresión de CD11b en eosinófilos, 

liberación de histamina en basófilos y adhesión de monocitos (142, 143).  

La quimiocina CCL13 (MCP-4) no tiene homólogo en ratón, mientras que 

la quimiocina murina CCL12 (MCP-5) no tiene homólogo humano.  El gen 

humano se encuentra localizado en el cromosoma 17q11.2-12. CCL13 se 

expresa constitutivamente en tejidos como pulmón, intestino delgado y colon, 

(órganos con alta migración de eosinófilos). Su expresión se puede detectar en 

timo, placenta y corazón (142). Las células endoteliales HUVECs no expresan 

esta quimiocina de manera constitutiva. Las citocinas IL1-α (interleucina 1 alfa) 

y TNF-α (factor de necrosis tumoral alfa) estimulan la expresión de CCL13. La 

citocina IFN-γ (interferón gama) aumenta moderadamente la expresión esta 

quimiocina y actúa sinergisticamente con TNF-α aumentando los niveles de 

expresión (144). 

 La línea celular de epitelio alveolar A549 y la línea BEAS-2B de epitelio 

bronquial secretan CCL13 en respuesta a citocinas pro-inflamatorias como 

TNF-α, IL1β, IFN-γ 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 subpoblación de células dendríticas 

presentadoras de antígeno que responden a CCL13. Esta quimiocina se 

expresa en la pared del endotelio vascular, donde promueve la migración de 

las células para encontrar antígenos (148). 

Se ha detectado un aumento en la expresión de esta quimiocina en 

pacientes con rechazo a transplante de riñón y glomerulonefritis (149), así 

como en lesiones de placas ateroescleróticas, 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 expresión de esta quimiocina en 

dermatitis atópica, donde puede ser imprtante para el desarrollo de la 

inflamación en piel (151). 
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Otro proceso en donde se ha descrito un aumento en la expresión de la 

quimiocina es en artritis reumatoide, donde induce la proliferación de células 

asociadas al líquido sinovial (152). 

 La presencia de células infiltradas que median el daño 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. JUSTIFICACIÓN.  
 

Los procesos asociados a quimiocinas tienen una gran relevancia en 

diferentes funciones del organismo. De manera particular se ha descrito la 

participación de quimiocinas y sus receptores en diferentes patologías, que van 

desde procesos inflamatorios hasta metástasis de células cancerosas e 

infección viral. 

Debido a esto se han explorado los mecanismos de unión y activación 

de los receptores de quimiocinas. El extremo amino terminal de las quimiocinas 

ha sido implicado en los procesos de activación del receptor, y existen estudios 

de la quimiocina CXCL12 (SDF-1α) donde se ha demostrado que esta región 

es suficiente por sí sola para inducir quimiotaxis. Sin embargo, las diferentes 

regiones de las quimiocinas implicadas en la unión de los diferentes receptores 

y en la activación de cada vía de señalización y respuesta funcional no han 

sido determinadas con claridad para muchas quimiocinas.  

La quimiocina CCL13  actúa a través de los receptores CCR1, CCR2 Y 

CCR3. Las regiones de CCL13 involucradas en la unión y activación de dichos 

receptores no han sido determinadas. La identificación de los aminoácidos 

involucrados en cada uno de estos procesos nos ayudaría a entender mejor el 

mecanismo de interacción de esta quimiocina con sus receptores, determinaría 

las regiones que confieren especificidad por dichos receptores,  e  identificaría 

regiones blanco para la síntesis de agonistas y antagonistas peptídicos y no-

peptídicos.  

La identificación de los aminoácidos involucrados en la unión de los 

receptores y la posterior activación de cada vía de señalización por CCL13 nos 

permitirá aclarar la posible redundancia del sistema de funcionamiento de 

CCL13 sobre CCR1, 2 y 3. 

Adicionalmente la expresión 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 atraídas en estos procesos inflamatorios. La información obtenida a 

partir de estudios de estructura-función de esta quimiocina permitiría diseñar 
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terapias anti-inflamatorias alternativas, que serían importantes para el 

tratamiento de estas patologías. 

La identificación de residuos que mantienen la actividad antimicrobiana 

de las quimiocinas abre la posibilidad de explorar la modificación y el uso de 

dichas secuencias para el tratamiento de microorganismos con resistencia a 

antibióticos. Existen diferentes bacterias que poseen resistencia a antibióticos 

inherente. Entre estos organismos se encuentra el patógeno Pseudomonas 

aeruginosa.  Esta bacteria Gram negativa posee una resistencia inherente a 

diversos antibióticos (153-155). 

Dentro de los mecanismos por los cuales esta bacteria presenta esta 

resistencia intrínseca se encuentran la expresión de β- lactamasas, la reducida 

capacidad de importación de moléculas debido a la baja eficiencia de sus 

porinas y la expresión de genes de resistencia mediante la eliminación por 

mutación de supresores. Esta bacteria se encuentra en infecciones 

nosocomiales, tanto en pacientes con fibrosis quística, como en quemaduras y 

en pacientes inmunosuprimidos. Debido a la frecuencia con la que ocurren 

estas infecciones, y dado a la resistencia a antibióticos que presenta esta 

bacteria, es de interés generar o identificar moléculas antimicrobianas con 

actividad contra este tipo de patógenos. 

Por otro lado, la identificación directa de péptidos agonistas y 

antagonistas abren camino a entender las regiones de la quimiocina implicadas 

en la inducción de cada actividad. Por un lado, esto aporta datos relevantes en 

cuanto a los mecanismos de inducción de estas proteínas. Finalmente, la 

utilización de estos péptidos y/o la generación de variantes con mayor afinidad 

o actividad podrán  ser aplicadas de manera directa en varias patologías en las 

cuales participa esta quimiocina. 
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V. HIPÓTESIS 
 

La quimiocina CCL13 presenta regiones que promueven diferentes 

respuestas funcionales como quimiotaxis, flujo de calcio y actividad 

antimicrobiana. Las secuencias contenidas en estas regiones podrían actuar de 

manera independiente, lo que permitiría 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 ESPECÍFICOS 

 

 Analizar la actividad biológica 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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VII. MATERIALES Y MÉTODOS 
 

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 secuenciación en el extremo amino para comprobar su identidad. 

 

Péptido Aminoácidos 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 número de 

aminoácidos 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 migración 

de células se usan ensayos de quimiotaxis.  

Se usó una línea celular de monocitos humanos THP-1 (ATCC; TIB-

202). Esta línea 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, aminoácidos no-esenciales (0.1 mM), y β-2 

Mercaptoetanol (5X10-5M). Estas células se mantuvieron a una densidad de 0.2 

a 0.8 millones por mililitro a 37o con 5% de CO2. 

Las células a una densidad de 5 millones por mililitro son marcadas 

incubando 15  minutos a 37o con el fluoróforo calceína AM (Molecular Probes, 

C1430) a una concentración de 0.5 micromolar. Las células se lavan 2 veces 

centrifugando a 1000 rpm por 4 minutos en una minicentrífuga Beckman y 

descartando el medio. En los ensayos de inhibición las células son  
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preincubadas con la molécula a probar durante 15 minutos a una temperatura 

de 4o. Las quimiocinas liofilizadas (Peprotech #300-24, 300-17, 250-04 y 300-

04) se disuelven en agua desionizada estéril llegando a una concentración de 1 

miligramo por mililitro. A partir de esta solución se hacen diluciones en solución 

salina balanceada de Hanks (HBSS) (GIBCO # 14170-112) sin calcio y 

magnesio; suplementando con albúmina sérica bovina (BSA) (SIGMA# A-1933) 

libre de endotoxinas a una concentración final de 0.5 gramos por litro. Las 

quimiocinas se cargan en la parte inferior de una cámara modificada de Boyden 

(Neuroprobe AP48). En la parte intermedia se utilizó 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 cámara y se deja a una temperatura de 37o durante 1 

½ horas.  

Después del tiempo de incubación se desarma la cámara y se raspan las 

células que no migraron con un scrapper (Neuroprobe# P48AP) lavando con 

PBS (NaCl 137 mM, KCl 2.7 mM, NaHPO4 10 mM Y KH2PO4 2mM, pH 7.4). La 

membrana se deja secar al aire y se fija con una solución de metanol. Para 

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

 

Determinación de Flujo de Calcio en Citómetro 

 Las células a una densidad de 10X106 son incubadas con una solución 

con 6 µg/ml Fura Red (Molecular Probes# F-3021), 10 µg/ml Fluo 3 (Molecular 

Probes# F-1242), ácido plurónico (Molecular Probes# P-6867) a 0.1% en RPMI 

sin suero durante 45 min a 37o 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 4o hasta que son utilizadas en el citómetro. 

Para pasar las células con el citómetro se diluyen en 1 ml de RPMI sin suero 

para una densidad final de 1.6X106 células por ml. Las células se mantienen a 

37o usando un baño. Los resultados se grafican calculando la relación entre las 

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

Para determinar el efecto del péptido CDIP-2 en un proceso de 

inflamación in vivo, se utilizo un sistema de inflamación inducido por 

tioglicolato. Ratones machos Balb-c AMN de 6 a 8 semanas son inyectados vía 

intraperitoneal con 3 ml de tioglicolato al 3%. Para inhibir el proceso 

inflamatorio se inyectó péptido diluido en PBS vía intraperitoneal 24 horas 

después de la estimulación con tioglicolato,  48 horas después de la 

estimulación 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 teñidas utilizando una tinción 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 líquido (5% soya tripticasa) 

a partir de un inóculo crecido “overnight” (E. coli y S. typhi) o en placa y 

resuspendidas en medio líquido (P. aeruginosa) hasta llegar a una densidad 

óptica entre 0.1 y 1 a 620 nm. Una densidad de 1 corresponde a 1-5X108 

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 1-5X107 

microorganismos por ml. Se inoculan 10 µl de esta suspensión (total de 5X105 

microorganismos/ml) a 50 µl de una dilución de péptido o quimiocina en medio 

soya tripticasa al 1% en buffer de fosfatos.  Esta mezcla se incuba durante 3 

horas a 37º.  Una dilución de este cultivo es sembrado en placas de Agar-LB. 

Posteriormente, 25 µl son mezclados con 25 µl 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 número de bacterias viables. El reactivo y las 

bacterias se incuban a temperatura ambiente en agitación durante 5 minutos en 

oscuridad. Posteriormente se utiliza una placa opaca para detectar la señal de 
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luminiscencia en un luminómetro (TheReporter, Turner Biosystems). Para 

calcular la viabilidad se utilizan bacterias sin tratar. 

Para determinar el efecto de los péptidos en aislados clínicos de P. 

aeruginosa (obtenidas del Programa de Investigación Médico Microbiológico de 

la UNAM) (PIMM-UNAM) y de Klebsiella pneumoniae (PIMM-UNAM28), las 

bacterias crecidas en placa fueron resuspendidas hasta llegar a una densidad 

de 0.5 McFarland. Posteriormente fueron diluidas hasta una densidad de 5X105 

microorganismos por ml y utilizadas con el kit Bactiter-glo. 

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

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

 

Microscopía Electrónica. 

Para determinar el efecto de los péptidos en la estructura de las 

bacterias, se realizaron ensayos de microscopía electrónica de transmisión. 

Brevemente, las bacterias (P. aeruginosa) fueron tratadas 3 horas a 37oC con 

los péptidos (0.42 y 4.2 µM) y  fijadas posteriormente utilizando una solución de 

glutaraldehído al 2.5%. Estas muestras fueron procesadas en el servicio de 

microscopía electrónica del Instituto de Fisiología Celular.  

 

Modelos de estructura tridimensional de la quimiocina CCL13. 

Para generar el modelo de la quimiocina CCL13 se utilizó 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 aminoácidos de CCL13. La estructura resultante fue sometida a ciclos 

de minimización, seguidos de hidratación de la molécula y  calentamiento a 

37oC. Para construir las superficies de potencial electrostático se utilizó 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 simulación de dinámica molecular y el análisis subsiguiente se 

utilizó el programa GROMACS http://www.gromacs.org/. Para la simulación el 

péptido de CCL13 CDAP-4 fue modelado inicialmente como una  hélice α ideal 
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utilizando el programa SPDBV  http://ca.expasy.org/spdbv/. Este péptido de 19 

aminoácidos contiene 2 histidinas que fueron modeladas en su forma neutral 

(HISB). La hélice de 19 aminoácidos fue solvatada de manera independiente 

en una caja de 5.414 nm x 5.414  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 mínima de la proteína al borde de la caja de simulación fue 

de 1.0 nm. Las moléculas de agua sobrelapantes se removieron cuando la 

distancia entre un átomo de solvente y un átomo de la proteína fue menor a la 

suma de sus radios de van der Waals. La minimización de energía del solvente 

fue realizada utilizando el algoritmo “steepest descent” durante 100 pasos. 

Posteriormente, se realizó una dinámica molecular restringida de 100 

picosegundos (ps) para permitir que las moléculas de agua y de la proteína se 

relajen. Durante esta simulación, los átomos del péptido fueron armónicamente 

restringidos en su posición en la caja utilizando una fuerza constante de 1000 

kJ por mol por nm2. La temperatura fue controlada por acoplamiento débil a un 

baño de temperatura constante (T0=310 K, tiempo de acoplamiento tt=0.1 ps) 

mientras que la presión fue controlada utilizando un acoplamiento débil a un 

baño a presión constante (P0=1 bar, tiempo de acoplamiento tt =0.5 ps). La 

dinámica molecular libre fue realizada por 10 nanosegundos con las mismas 

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

 

Cálculos de potencial electrostático de péptidos. 

Los potenciales electrostáticos fueron calculados mediante la ecuación 

linearizada de Poisson-Boltzmann utilizando el programa “Adaptive Poisson-

Boltzmann Solver (APBS) “, versión 0.4.0 (157). Posteriormente se utilizó el 

programa PDB2PQR  versión 1.1.2 (158) y el programa PROPKA versión 1.0 

(159) para construir átomos de hidrógeno en la estructura y para asignar 

cargas atómicas parciales utilizando un campo de fuerza CHARMM y un pH de 

7.4 (157). 

Para visualizar las moléculas se utilizó el programa PyMol versión 0.99 

(http://pymol.sourceforge.net/). 

Los potenciales electrostáticos fueron calculados utilizando celdas 

rectangulares de un tamaño 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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tamaños de 70, 70, 120 Å en x, y, z, y una malla fina con un tamaño de 65, 65, 

107 Å en x, y, z.   

Durante el cálculo 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 Å y 1.67 Å respectivamente. La temperatura fue fijada a 

298.15 K. 

 

Análisis Comparativo de Potenciales Electrostáticos.  

Para comparar el potencial electrostático 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 proteína y 

dejar exclusivamente la porción carboxilo terminal a analizar. El potencial 

electrostático de estos péptidos fue calculado utilizando el mismo 

procedimiento que para el péptido de CCL13. Posteriormente se utilizó el 

programa Chimera (160) para calcular el volumen que abarcan los potenciales 

electrostáticos. Estos volúmenes fueron utilizados para calcular el porcentaje 

de volumen positivo presente en la molécula.  
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VIII. RESULTADOS 
 
Capacidad quimiotáctica de los péptidos.  

 Para identificar los residuos de CCL13 involucrados en su actividad se 

sintetizaron péptidos con un tamaño de entre 18 y 20 aminoácidos 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 más 

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 usó la quimiocina CCL13 y 

como blanco se empleó HBSS (Figura 4). 

La quimiocina CCL13 indujo quimiotaxis con un pico de actividad a una 

concentración de 0.1 µM. En esta concentración 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. 

 

Inducción de Flujo de Calcio  

 Estos ensayos se realizaron utilizando el citómetro (FACS). El flujo de 

calcio se calculó usando la relación 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 concentración de 4.25 

µM a las células THP-1. Como control positivo de flujo de calcio se empleó la 

quimiocina CCL13 a una concentración de 0.1 µM. Los péptidos no indujeron 

un flujo de calcio detectable a estas concentraciones. En contraste, la 

quimiocina mostró una inducción de  flujo de calcio en estas células (Figura 5). 
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Figura 4: Actividad agonista de péptidos de la quimiocina CCL13. Se utilizaron cada uno de los péptidos sintéticos (0.42 
µM) y la quimiocina CCL1 3 (0.1 µJv1) en ensayos de quimiotaxis con células THP-1. La migración se cuantifica por 
fluorescencia de el marcador Calceína AM. 
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Inhibición 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 

migración por otros mecanismos; se realizaron ensayos de inhibición de 

quimiotaxis preincubando las células con los péptidos (2 µM) y con la 

quimiocina CCL13 (0.1 µM). Estas células se usaron en ensayos de 

quimiotaxis, usando una sola concentración de CCL13 (0.05 µM). 

La quimiocina CCL13 inhibió la migración 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 inhibición también 

puede ser atribuida a que se tienen concentraciones de quimioatrayente en las 

dos partes de la cámara y no se forma un gradiente.  

Por otro lado, se observó 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 migración 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 concentración, se usaron 

diferentes concentraciones del péptido CDIP-2 de 1 a 4 µM y el péptido CDP-1 

(1-18) en ensayos de inhibición 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 concentración del péptido. No se observó 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 inhibición de quimiotaxis. Las células fueron preincubadas con el 

péptido CDIP-2 (19-37) y posteriormente estimuladas con 0.05 µM de cada 

quimiocina. Se utilizó 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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Inhibición 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 adicionó el péptido a 

una concentración de 4.25 µM. Posteriormente se agregó la quimiocina CCL13 

a una concentración de 0.1 µM. No se observó 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 modulación del flujo 

de calcio inducido por CCL2 (MCP-1) y CCL7 (MCP-3) a una concentración de 

0.01 µM. En ninguno de estos ensayos se observó una inhibición del flujo de 

calcio (Figuras 11 y 12). 

 

Inhibición de inflamación in vivo. 

Para determinar si la inhibición de quimiotaxis encontrada para el 

péptido CDIP-2 es extrapolable a procesos de inflamación in vivo, se utilizó un 

modelo de tioglicolato. En este modelo se induce una inflamación peritoneal por 

la inyección de una solución de tioglicolato en el peritoneo y se caracteriza por 

un infiltrado de macrófagos principalmente 72 horas post-estimulación. 24 

horas después de la estimulación con tioglicolato se les fue suministrado 25 

microgramos del péptido CDIP-2 vía 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 caracterización utilizando una citofuga. Se observó que el número total 

de células infiltrantes se reduce al inyectar el péptido CDIP-2 a los ratones 

estimulados con tioglicolato. Esta reducción se observó al inyectar el péptido 

CDP-1, sin embargo la diferencia no fue significativa. Para realizar un estudio 

de las poblaciones celulares afectadas, se realizó una tinción diferencial con 

Giemsa. La población celular que se reduce principalmente son los 

macrófagos, mientras que el número 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 encontró que 2 de los péptidos (CDIP-2 y 

CDAP-4) tienen actividad contra esta bacteria. Como control positivo se utilizó 

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 decidió 

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 utilizó el kit Bactiter-glo para detectar bacterias 

viables. En estos ensayos se observó que el péptido CDAP-4 inhibe el 100% 

de las bacterias utilizando concentraciones de 3.4 µM (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 más susceptibles en estos ensayos fueron P. aeruginosa, 

S. typhi y S. tyhpimurium, mientras que la E. coli (ATCC 25922) muestra más 

resistencia a la actividad de este péptido (Tabla 5). 

La susceptibilidad de P. aeruginosa a la actividad de este péptido motivó 

a explorar más en detalle las características de esta inhibición. En estos 

ensayos se utilizaron concentraciones de 0.42 a 13.6 µM de CDAP-4. Se 

observó que a todas las concentraciones usadas CDAP-4 inhibe más del 80% 

a este microorganismo (Figura 16). 

 

Actividad antimicrobiana en aislados clínicos de Pseudomonas 

aeruginosa. 

Se utilizaron aislados clínicos de Pseudomonas aeruginosa (PIMM-

UNAM). Estos aislados presentan diferentes perfiles de resistencia a 

antibióticos. Para este análisis se incluyeron algunos aislados con alta multi-

resistencia (PIMM-UNAM 17 y 18). En estos ensayos se utilizó una  
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concentración de péptido de 6.8 µM. El péptido CDAP-4 es capaz de inhibir a la 

mayoría 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 antibióticos (Tabla 6). 

 

Efecto de la concentración de NaCl en la actividad antimicrobiana. 

Las actividades de péptidos antimicrobianos dependen generalmente de 

interacciones iónicas 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 concentración de NaCl, se realizaron ensayos con P. 

aeruginosa (ATCC 15692) en presencia de concentraciones crecientes de 

NaCl. En estos ensayos se observó que la actividad de CDAP-4 (6.8 µM) 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 microscopía electrónica 

Para determinar los efectos a nivel estructural inducidos por CDAP-4, se 

realizaron ensayos de microscopía electrónica de transmisión de P. aeruginosa 

(ATCC 15692) incubada con 2 concentraciones de CDAP-4; 0.42 y 4.2 µM. 

A analizar el efecto de la dosis sub-letal (0.42 µM) se observan cambios 

en la membrana de estas células; mientras que al usar la dosis letal (4.2 µM), 

se observa que la mayoría de las células aparecen vacías de material 

citoplasmático; y con forma irregular (Figura 18).  

 

Moldelaje Molecular 

La región carboxilo terminal de las quimiocinas se ha descrito en varios 

estudios estructurales. Esta parte de las quimiocinas presenta una estructura 

de α hélice en todas las quimiocinas en las que la estructura se ha 

determinado, tanto por cristalografía como por resonancia magnética nuclear. 

Hemos generado un modelo in silico de CDAP-4 como una aproximación para 

analizar la estructura y propiedades electrostáticas de este péptido. Una hélice 

α fue generada en el programa SPDBV. Esta hélice fue  sujeta a dinámica  
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molecular. Después de esta dinámica, la hélice α fue reemplazada con una 

hélice π, mientras que el extremo carboxilo del péptido perdió 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).  

 

Análisis de potencial electrostático   

Para comparar el potencial electrostático de la quimiocina CCL13 con el 

de otras quimiocinas con actividad antimicrobiana, se calculó el potencial 

electrostático del modelo de CCL13 en el programa GRASP. 

El potencial electrostático 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 

electrostático, se utilizó el modelo generado de este péptido. Los cálculos de 

potencial electrostático realizados sin fuerza iónica mostraron que este péptido 

presenta un parche con carga positiva polarizado hacia un lado de la hélice.  El 

contorno del potencial electrostático 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 más abundante que su 

contraparte negativa y es prácticamente continuo en la región que abarca. La 

única carga negativa presente en dicha región corresponde al residuo Q4. Por 

el otro lado de la hélice se encuentran la mayoría de los residuos hidrofóbicos, 

junto con algunos con carga negativa (Figura 20D-F). 

 Adicionalmente se exploró el efecto de la adición de NaCl en 

potenciales electrostáticos. Cuando los iones se agregan para hacer los 

cálculos 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 concentración de NaCl en el potencial 

negativo es mínimo dado que los parches negativos no parecen afectarse. Esto 

sugiere que la generación 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 comparó el potencial electrostático de CDAP-4 con el de los 

péptidos carboxilo terminal de otras quimiocinas. Este análisis demostró que de 

las quimiocinas de la subfamilia MCP, el péptido de CCL13 tiene el potencial 

electrostático positivo más abundante (Figura 21). Al realizar el análisis con 

otros péptidos de quimiocinas con actividad antimicrobiana descrita, se 

encontró que en la mayoría de los casos existe un potencial positivo amplio en 

esta región. La excepción se encuentra en el análisis del fragmento carboxilo 

terminal de CXCL12 (SDF-1α) donde se observa un porcentaje de potencial 

positivo bajo. En contraste, las quimiocinas sin actividad antimicrobiana 

presentan porcentajes de potencial positivos bajos en su porción 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 correlación entre la actividad antimicrobiana y los potenciales 

electrostáticos de los péptidos del extremo carboxilo. 
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 IX. DISCUSIÓN. 
 

Los aminoácidos de CCL13 implicados en los procesos de unión y 

activación de cada uno de sus receptores no están descritos detalladamente. El 

extremo amino terminal de esta quimiocina ha sido caracterizado en ensayos 

de proteólisis y aunque no es necesario para unirse a células 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 aminoácidos incluidos en 

su secuencia son suficientes para inducir o inhibir las respuestas funcionales 

de la quimiocina CCL13.  En estos ensayos se encontró 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 proteína 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-1α), 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 inhibición es 

dependiente de concentración. La inhibición obtenida fue de 50-80% de la 

migración inducida por CCL13. Ninguno de los otros péptidos logró 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 inhibición utilizando las quimiocinas 

CCL2 y CCL7. El péptido CDIP-2 no logró 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 

inhibición parece ser específico.  

Al analizar la capacidad del péptido CDIP-2 de inhibir el flujo de calcio, 

se encontró que no es capaz de inhibir esta respuesta inducida por CCL13. 

Esto indica que la inhibición 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 inflamación de peritoneo de 

ratones utilizando tioglicolato como irritante. En este modelo, se suministró 25 

microgramos de CDIP-2 a cada ratón después de ser estimulados con 

tioglicolato. Se observó que el péptido CDIP-2 es capaz de reducir casi por 

completo el infiltrado celular que se recluta en respuesta a la estimulación.  La 

inhibición de este infiltrado se da principalmente en los macrófagos, ya que los 

linfocitos no se ven afectados. No se evaluó la posible inhibición sobre 

neutrófilos, ya que éstos son reclutados en etapas más tempranas de este 

modelo. 

La quimiocina inhibida en este modelo puede ser CCL12. En ratón 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 

observó que el péptido CDIP-2 puede inhibir la quimiotaxis de células de ratón 

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 inhibición de este péptido es un tema de investigación 

a desarrollar. La mayoría de los antagonistas descritos para quimiocinas y sus 

receptores involucran la unión a los receptores y el bloqueo de la unión de la 

quimiocina por competencia. Sin embargo, la falta de inhibición en los ensayos 

de flujo de calcio sugiere que este péptido no es capaz de inhibir por completo 

la unión de CCL13. Este dato sugiere que CCL13 puede unirse y activar a sus 

receptores al menos de manera parcial a pesar de la unión 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 acción es la inhibición de la multimerización (50). Este péptido 

podría interferir con la formación de multímeros en solución, evitando la 

activación completa de los receptores.  

Una actividad recientemente descrita de algunas quimiocinas es la 

capacidad de interaccionar directamente con algunos microorganismos y 

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 observó 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 mostró actividad que se 

reduce al aumentar la concentración del péptido. 

El péptido que mostró más actividad fue el CDAP-4, por lo que se 

decidió analizar su actividad más a detalle en ensayos de actividad 

antimicrobiana contra otros microorganismos. En estos ensayos se utilizó un 

ensayo de detección 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 encontró que el péptido CDAP-4 es capaz de 

inhibir de manera importante a las bacterias E. coli, S. Typhi y typhimurium. En 

ensayos de actividad contra hongos se encontró que este péptido es capaz de 

inhibir a T. mentagrophytes y C. albicans (no mostrado). Adicionalmente se 

probaron E. histolytica y T. cruzi, en donde no se encontró actividad microbicida 

(no mostrado). La bacteria P. aeruginosa fue particularmente susceptible a la 

actividad de este péptido, por lo que se analizó más a detalle la actividad de 

CDAP-4 sobre este microorganismo. En ensayos de actividad antimicrobiana 

se observó que el péptido CDAP-4 es capaz de inhibir más del 90% la 

viabilidad del cultivo incluso a concentraciones bajas (0.42 µM).  

El patógeno 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 quística y 

con inmunosupresión. 

Para determinar si la actividad del péptido se mantiene en aislados 

clínicos 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 encontró que la mayoría de 

los aislados probados (15/16) son inhibidos por el péptido CDAP-4. La 

inhibición fue de arriba del 70% para la mayoría de los aislados. En los aislados 

con alta resistencia a antibióticos (PIMM-UNAM 17 y 18) se  observó 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 modificación de lipopolisacáridos de membrana (LPS), lo que lleva 

a una reducción en la unión de péptidos catiónicos y una inhibición de la 

actividad antimicrobiana (161, 162).  

Un análisis de las diferencias entre las bacterias resistentes y 

suceptibles a la actividad de este péptido podría dar datos sobre el mecanismo 

de acción 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 β-lactámicos (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 catiónicos, cuya actividad depende de interacciones iónicas 

entre la molécula antimicrobiana y la membrana de los microorganismos. Se 

determinó que la actividad antimicrobiana de CDAP-4 se abate al estar 

presente una concentración de NaCl de 150 mM.  Esta concentración puede 

estar presente en algunos tejidos, lo que podría limitar la actividad de este 

péptido in vivo. Por otro lado existen tejidos donde la concentración de iones 

permitiría la actividad de este péptido. Para el caso de otros péptidos 

antimicrobianos se ha explorado la posibilidad de generar mutantes con 

actividades más resistentes a concentraciones altas de iones. Esta posibilidad 

permitiría utilizar péptidos sensibles a concentraciones de sal en tejidos 

restrictivos(163). 
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Los ensayos de microscopía electrónica realizados demuestran que 

existe un daño directo en la estructura de las bacterias tratadas con el péptido. 

Estos daños incluyen un posible incremento en la permeabilidad de la 

membrana, lo que llevaría a que las células vacíen su contenido citoplasmático. 

Esto se observa en las micrografías como pérdida de material electrodenso del 

interior de las bacterias. 

En un intento para correlacionar la estructura y la actividad 

antimicrobiana, analizamos varias propiedades fisicoquímicas del péptido 

CDAP-4. Encontramos que tiene un número alto de residuos con carga 

positiva, lo que lleva a un punto isoeléctrico de 10.58 y una carga parcial de 

+5e. Esto sugiere que para este péptido existe alguna correlación 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 características que son relevantes para la 

actividad en estas moléculas. A pesar que la estructura tridimensional de 

CCL13 no ha sido resuelta, se generó un modelo in silico de CDAP-4. La 

estructura obtenida después de los procesos de dinámica 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 está 

de acuerdo con los reportes de las quimiocinas con actividad antimicrobiana. El 

tamaño de estos parches no correlaciona directamente con la actividad 

antimicrobiana, sin embargo es una característica distintiva de las quimiocinas 

con actividad antimicrobiana. El parche de potencial electrostático 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 polarización de residuos 

tiene un papel importante en la actividad de moléculas antimicrobianas (97).   

En nuestro modelo, la zona de potencial electrostático positivo se 

interrumpe por el residuo Q4. La presencia de este residuo en esta localización 

particular podría afectar de manera negativa la generación del contorno positivo 

y posiblemente la actividad antimicrobiana, por lo que podría 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 cálculos electrostáticos simulando concentraciones 

altas de NaCl. 

En condiciones de 150 mM de NaCl se observó que el potencial 

electrostático positivo disminuye considerablemente; mientras que el potencial 

negativo se mantiene. El potencial positivo llegó a niveles de la superficie 

molecular en algunos residuos. Esta reducción de potencial electrostático 

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 electrostático de las quimiocinas correlaciona con la presencia 

de actividad antimicrobiana.  

Para analizar el comportamiento de los potenciales electrostáticos en 

otras quimiocinas, se analizó 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 electrostático fue calculado. Posteriormente se realizó el cálculo del 

porcentaje que representaba el volumen de potencial con carga positiva con 

respecto al potencial electrostático completo. En estos cálculos se observó que 

dentro de la subfamilia MCP, el péptido CDAP-4 correspondiente a la 

quimiocina CCL13 tiene el porcentaje de potencial positivo más 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 correlación 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 excepción a esta observación es el péptido de la 

quimiocina CXCL12 (SDF-1α)  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 proteína otras regiones sean las 

encargadas de conferirle potencial positivo, o que el mecanismo de acción 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 región pueden ser generados 

mediante proteólisis de quimiocinas (CXCL8), por lo que es posible que estos 

péptidos se generen in vivo como una estrategia de amplificación de la 

respuesta antimicrobiana respondiendo al corte proteolítico de las quimiocinas.  

La actividad que presenta el péptido CDIP-2 es interesante debido a que 

este péptido abarca una región de la quimiocina bajo en cargas positivas. 

Adicionalmente el hecho que presente actividades antagonistas y anti-

inflamatorias puede ser útil en el contexto de algunos procesos infecciosos 

donde sea benéfico tanto inhibir inflamación 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 quimiotáctica 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 CCL7. 

4) La actividad inhibitoria de CDIP-2 se mantiene en un modelo de inflamación 

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 inhibición se observa en aislados clínicos de esta bacteria 

7) La actividad de este péptido depende de la concentración iónica en el medio 

8) El análisis de potencial electrostático 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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