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1 INTRODUCCION

1.1 SISTEMA INMUNE
El sistema inmune es un conjunto de células efectoras y moléculas que de manera
conjunta se encargan de proteger al cuerpo de agentes infecciosos y dafio

mediante una red de procesos dinamica y compleja.’

Para proteger efectivamente a un individuo, el sistema inmune debe completar 4
tareas principales. La primera es el reconocimiento inmunoldgico, la presencia de
una infeccion debe ser detectada. La segunda es contener la infeccion y si es
posible eliminarla por completo. La tercera es la contencién de la respuesta para
que no dafie el cuerpo; la regulacién inmune es una caracteristica importante cuya
falla contribuye a condiciones como alergia o autoinmunidad. Y la cuarta tarea es
proteger en contra de enfermedades recurrentes de un mismo patégeno. Una
caracteristica unica del sistema inmune es que es capaz de generar memoria
inmunoldgica, asi que al ser expuesto una vez a un agente infeccioso, esa
persona tendra una respuesta fuerte e inmediata en contra de cualquier exposicion

subsecuente a él."

1.1.1 INMUNIDAD INNATA Y ADAPTATIVA
El sistema inmune se compone de dos tipos de respuesta, respuesta inmune

innata y respuesta inmune adaptativa, las cuales trabajan en conjunto y de manera

regulada para eliminar cualquier agente extrafio que pueda dafiar al individuo.

Para la identificacion de patégenos, tanto la inmunidad innata como la adaptativa
pueden distinguir entre lo propio y lo extrafio, pero difieren en la manera de
hacerlo. La inmunidad innata depende de un numero limitado de receptores que
se encuentran codificados en la linea germinal y que reconocen caracteristicas
comunes a una amplia variedad de patdégenos. En contraste, la inmunidad

adaptativa utiliza procesos somaticos de reordenamiento de genes para generar



un repertorio enorme de receptores a antigenos que son capaces de distinguir
pequefias diferencias entre moléculas estrechamente relacionadas.? La respuesta
innata es normalmente corta, sin embargo, antes de terminar su actividad, la

respuesta inmune innata induce moléculas coestimuladoras clave para la

inmunidad adaptativa. La intervencion subsecuente de la respuesta adaptativa

aporta ventajas, como una nueva via de defensa y la memoria inmunoldgica.’

Estas y otras caracteristicas se resumen en la Tabla1" 2“.

Tabla 1. Caracteristicas de la Inmunidad Innata y Adaptativa

Discriminacion de
lo propio

Reconocimiento

Distribucion

Diversidad

Memoria
Barreras quimicas

y celulares
Proteinas

sanguineas

Células

Tiempo de accién

Inmunidad Innata
Perfecta
Patrones moleculares
conservados

No clonal. Todas las células
de

idénticas

la misma clase son

Limitada, codificada en linea

germinal

No
Piel,

moléculas antimicrobianas

epitelio Mucoso,

Complemento, citocinas,
quimiocinas.
Monocito-Macréfago
Polimorfonucleares

Células NK

Células Dendriticas (CD)
Mastocitos

Inmediata (minutos)

Modificada de Abbas, 2012

Inmunidad Adaptativa

Imperfecta

Detalles de estructura molecular

Clonal. Las células son distintas en

cada clase

Muy amplia, los receptores son

producidas por recombinacién
somatica de segmentos de genes
Si

Linfocitos en el epitelio,
anticuerpos secretados en las
superficies epiteliales

Anticuerpos

Linfocitos

Retardada (horas-dias)



1.2 INMUNIDAD INNATA

La inmunidad innata es la primera linea de defensa del organismo, su sistema de
defensa se apoya en un numero limitado de receptores invariables que reconocen
microorganismos. Estos pueden expresarse en la superficie celular, en
compartimientos intracelulares o secretados en el torrente sanguineo y otros
fluidos, y se les conoce como receptores de reconocimiento a patégenos (PRR).
Los encontramos en células como monocitos, linfocitos, peitelio, neutrdfilos y
células dendriticas y reconocen moléculas simples y patrones moleculares
estructurales conocidos como patrones moleculares asociados a patégenos
(PAPMs), y patrones moleculares asociados a dafio (DAPMs) (Tabla2?). Las
funciones principales de los PRR incluyen opsonizacién, activacién del
complemento y la cascada de coagulacion, fagocitosis, activacion de vias de

sefializacion proinflamatorias e induccion de la apoptosis.?

Tabla 2. Moléculas de Reconocimiento a Patégenos en el Sistema Inmune Innato

PRR asociados a | Localizaciéon Ejemplos Ligandos (PAMP/DAMP)
células
Receptores tipo Membrana TLRs 1-9 Moléculas microbianas: LPS,
Toll plasmatica y peptidoglicano y  acidos
(TLR) endosomal de nucléicos virales

fagocitos,

linfocitos B, CD,

etc.

Receptores tipo | Citoplasma de NOD1/2 Peptidoglicanos de pared
NOD células Familia  NALP | bacteriana, Flagelina,
(NLR) fagociticas, (inflamosomas)  Muramil dipeptidasa, LPS;

epiteliales, etc. Cristales de urea, etc.

Receptores tipo Citoplasma de RIG-1, MDA-5 RNA viral

RIG células



(RLR)

Receptores tipo

lectina-C

Receptores

scavenger

Receptores N-

formil met-leu-
phe
Moléculas de

reconocimiento
soluble

Pentraxinas

Colectinas

Ficolinas

Complemento
Anticuerpos

naturales

fagociticas, etc.

Membrana
plasmatica de

fagocitos

Membrana
plasmatica de
fagocitos
Membrana
plasmatica de
fagocitos

Localizacion

Plasma

Plasma

Plasma,

alveolos.

Plasma

Plasma

Receptor de
manosa

Dectina

CD36

FPRy FPRLA

Ejemplos

Proteina C

reactiva

Lectina de union

a manosa

Proteinas

surfactantes

SP-ay SP-D

Ficolina

C3

Carbohidratos de superficie
microbiana con manosa y
fructosa terminal,
Glucanos presentes en pared
celular de hongos

Diacilgliceridos microbianos

Péptidos con residuos N-
formilmetionil

Ligandos

(PAMP, DAMP)
Fosforilcolina y

fosfatidiletanolamina
microbianas

Carbohidratos con manosa y
fructosa terminal
Varias estructuras

microbianas

N-  Acetilglucosamina y
componentes acido
lipoteicoicos de pared celular
en bacterias Gram positivas
Superficies microbianas
Fosforilcolina en membranas
bacterianas y membranas de

células apoptaéticas.



Modificada de Abbas, 2012

1.2.1 RECEPTORES TIPO TOLL
Los receptores tipo Toll (TLR) son una importante familia de PRRs que estan

presentes en los macrofagos y otras células del sistema inmune, que son capaces
de unir diferentes componentes microbianos.! Hasta la fecha se han identificado
10 TLR humanos (TLR1-TLR10) y 12 murinos (TLR1-TLR9, TLR11-TLR13)°, cada
uno cuenta con una serie de ligandos especificos que puede detectar. Algunos
TLR son receptores de superficie celular, pero otros estan localizados
intracelularmente en las membranas endosomales en donde detectan patégenos o
sus componentes que han sido internalizados por fagocitosis, endocitosis mediada
por receptor o macropinocitosis.” Los receptores de superficie reconocen
principalmente componentes de membrana como lipidos y proteinas, mientras que
los intracelulares reconocen &cidos nucléicos.® Estas caracteristicas se

especifican en Tabla3" °.

Los TLR son proteinas transmembranales con una region extracelular compuesta
de 18-25 copias de repeticiones ricas en leucina (LRR). Estos LRR multiples dan a
la proteina una forma de herradura que es adaptable a la unién del ligando y
reconocimiento en ambas superficies. ' La sefializacién de los TLR es mediada
por dominios TIR (Receptor Toll-IL1) citoplasmaticos, que interactian con
proteinas adaptadoras después de la estimulacion del ligando. La mayoria de los
TLR sefalizan via MyD88, con la excepcidon de TLR3 que utiliza TRIF; y TLR4 que

sefializa por ambos.’

A partir del reconocimiento de su ligando los TLR pueden inducir citocinas
inflamatorias, moléculas de coestimulacion, interferones tipo | (IFNs) vy
quimiocinas. La habilidad de los TLR de facilitar la activacion y la induccién de
citocinas inmunomodulatorias de células presentadoras de antigeno (APCs) como
CD y macrofagos, es una accion critica no solo para la respuesta innata sino

también para inducir la respuesta inmune adaptativa.®



Tabla 3. Caracteristicas de los TLR humanos

TLR Ligando Localizacién Distribucion

Celular Celular
Heterodimero Lipomananas (micobacterias) Superficie Monocitos, CD,
TLR1-TLR2 Diacil y triacil lipopéptidos celular mastocitos,
Heterodimero Peptidoglicano (bacterias eosinofilos, basodfilos
TLR1-TLR6 Gram+)

B-glucanos de pared celular
(hongos)

Zymosan (hongos)

TLR3 ARN doble cadena (virus) Intracelular Células NK
TLR4 LPS (bacterias Gram-) Superficie Monocito/macrofago,
celular CD, mastocitos,
eosinofilos
TLR5 Flagelina (bacterias) Superficie Epitelio intestinal
celular
TLR7 RNA de cadena simple (virus) Intracelular CD, células NK,

eosindfilos, células B

TLRS8 RNA de cadena simple (virus) Intracelular Células NK
TLR9 CpG no metilado (bacteria y | Intracelular CD, eosindfilos,
virus) células B, basodfilos
TLR10 Desconocido Superficie CD, eosindfilos,
celular células B, basodfilos

Modificado Janeway, 2011



1.2.2 RECEPTOR TIPO TOLL -4 (TLR4)
De los TLR, este es el mas estudiado, el cual mas alla de estar formado solo por el

receptor, el reconocimiento y su activacién se lleva a cabo por una serie de

componentes entre ellos CD14.

TLR4 se encarga del reconocimiento de Lipopolisacaridos (LPS), que son
componentes de la membrana exterior de las bacterias Gram-. El LPS esta
compuesto por polisacaridos hidrofilicos y lipido A hidrofébico. EI LPS puede
estimular APCs para producir citocinas proinflamatorias, como TNF, causante

principal del shock anafilactico que tiene una

alta tasa de mortalidad.®

Nucleo Intemo

— diferentes cepas bacterianas, por lo que para
? [+}

Existe una amplia variabilidad entre los LPS de

proveer una respuesta a el amplio espectro de
bacterias Gram-, el complejo receptor de LPS
esta dirigido hacia el motivo conservado del
lipido A, que es el fragmento que activa la

respuesta celular.® (Figura1.19)

Hpion El LPS es transferido a las células blanco por
la proteina de union a LPS (LBP), esta es una
glicoproteina sérica de 58-60KDa, que consiste de 452 residuos de aa de forma

madura, y se une avidamente a LPS entre los

Figura 1.1. Estructura del

. L residuos 1-197.% La LBP tiene como funcion
Lipopolisacarido.

unir 'y transferir LPS a CD14, proteina

componente del receptor a LPS. 3

CD14 ademas es un antigeno marcador mieloide, la proteina madura se expresa
en la superficie de las células mieloides via una cola de glicosilfosfatidil inositol
(GPI), que ancla la proteina a la membrana sin un segmento transmembranal.®

CD14 es critico para retener LPS, aunque no puede traducir las senales por si



sola. Ademas otra proteina llamada MD-2 también es necesaria para la traduccién
de la sefal, esta es una pequefia proteina secretada que interactua con el
ectodominio de TLR4 y permite, junto con CD14 y TLR4 la activacion de la senal
por LPS.3 10

1.2.3 VIAS DE SENALIZACION DE TLR4
La senalizacién por medio de TLR4 induce diversas respuestas intracelulares que

juntas resultan en la produccion de citocinas inflamatorias, quimiocinas, péptidos
antimicrobianos, IFN tipo |, etc. La sefalizacion mediada por TLR a través de la
activacion de diferentes vias de senalizacion lleva a su vez a la activacion de
diferentes factores de transcripcion, ya sea NFkB, miembros de IRF o el activador
de proteina 1 (AP-1)." Esto lo logra mediante la activacion de dos vias una

dependiente y la otra independiente de MyD88.”

1.2.3.1 ViA DEPENDIENTE DE MYD88
Después de la union del ligando, la proteina cinasa IRAK4 es reclutada a MyD88.

IRAK4 entonces forma un complejo con las cinasas IRAK1, IRAK2, TRAF6 y
UBC13. TRAF6 y UBC13 catalizan la formacién de cadenas poliubiquitinadas en
TRAF6 e IRAK1. ’

TRAF6 e IRAK1 interactuan con TAK1 y dos proteinas de union a TAK1, TAB1 y
TAB2. La fosforilacion de TAK1 y TAB2 ocurre al iniciar la disociacion del complejo
TRAF6/TAK1/TAB1/TAB2 y la degradacion de IRAK1. TAK1 es subsecuentemente
activo y puede fosforilar blancos corriente abajo. Tras este paso la sefal se
bifurca para activar las proteina cinasas activadas por mitégeno (MAPK) vy el
inhibidor de NFkB, IKK"" '? (Figura1.2")
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Imagen1.2. Vias de sefalizacion activadas en TLR4 dependientes de MyD88.

1.2.3.1.1 SENALIZACION POR NFKB
Una vez iniciada la via de TLR y la activaciéon de TAK1, se forma un complejo

llamado IKK compuesto por IKK1, IKK2 y NEMO. °® Este complejo media la
fosforilacion de IkB-a, una proteina inhibidora de NFkB, la cual después de su
fosforilacion, ubiquitinacion y degradacion, libera el complejo NFkB lo que permite
su translocacion al nucleo. En el nacleo NFKB se une a secuencias especificas de

ADN que promueven la transcripcién de los genes blanco. "' 3

NFkB es una proteina dimérica compuesta por homo o heterodimeros. La familia
de factores de transcripcion de NFkB consiste en 5 miembros: p50, p52, p65
(RelA), c-Rel, and RelB; codificados por NFKB1, NFKB2, RELA, REL, y RELB,
respectivamente. Estos comparten un dominio homologo a Rel (RHD) en el
extremo N terminal, que es el responsable de la unién a ADN y la homo y

11



heterodimerizacién de los factores de transcripcion. Para que estos ejerzan una
regulacion positiva de la expresion de genes es necesario que uno de ellos
contenga un dominio de activacién de la transcripcion (TAD), los cuales se
encuentran en p65, c-Rel, y RelB. Como p50 y p52 carecen de TAD estos
reprimen la transcripcion mientras no estén asociados con alguno de los otros

factores.' '°

1.2.3.1.2 SENALIZACION POR MAPK
Las MAPK estan formadas por 5 subgrupos: ERK1/2, ERKS5, JNK, p38 y ERKG6. De

estas ERK1/2, JNK'y p38 son parte de la activacién de los TLR.

La cascada de las MAPK es modular ya que comprende tres eventos
subsecuentes de fosforilaciones; esto significa que cada MAPK es fosforilada por
una o dos MKK, que a su vez son activadas por MKK cinasas (MAP3K) corriente

arriba.'®

Asi la MAP3K TAK1 activa las MKK que activan p38 y JNK; MKK4 y MKK7 para
IJNK, y MKK3 y MKK6 para p38." Por otro lado MKK1 y MKK2, que activan
ERK1/2, son activadas por la MAP3K TPL2, que se encuentra formando un
complejo con la subunidad precursora de NFkB p105, que tras la activacion de IKK
es fosforilada y degradada.” Asi la activacion corriente abajo de las MAPK lleva a

la induccion de factor de transcripcion AP-1."8

1.2.3.2 ViA INDEPENDIENTE DE MYD88
La senalizacion por la via independiente de MyD88 comienza después de la

activacion de la via dependiente, cuando el complejo TLR4-MD2-CD14-LPS es
internalizado y retenido en un endosoma temprano, en donde activa una sefal

secundaria al reclutar los adaptadores TRAM y TRIF. "

TRAM se asocia con TRIF, que posteriormente recluta TRAF3. TRAF3 se asocia
con las proteinas TANK, TBK1 e IKKi, lo que promueve la sefalizacién corriente
abajo, que lleva a la dimerizacion de IRF3 quien activa la transcripcion de genes
IFN tipo |, asi como otros factores como NFkB. " '8

12



TRIF también puede activar NFkB y AP-1 por una via alternativa. El extremo
carboxilo terminal de TRIF contiene un motivo RHIM el cual al asociarse con la
proteina RIP1, que interactua y activa el complejo TAK1, llevando a la activacién
de la via de MAPK y NFkB. ° *° (Figura1.3")

TLR4

raeM( T 1Mrran
MyD88 Ll
-

TRIF

SN

) —

/N \

RIP1 TRAF3

TANK
WACK s 0 ras 5 IKKi
(NFxB) IRF3
l l Interferones
l" Tipo |

Figura1.3 Vias de sefalizacién activadas en TLR4 independientes a MyD88.

1.3 RESPUESTA INFLAMATORIA

El dafo a tejidos causado por una herida o por un patégeno invasor, induce una
secuencia compleja de eventos conocida como respuesta inflamatoria, la que
puede ser iniciada por un componente microbiano como LPS al interactuar con su
receptor, lo que lleva a la liberacién de citocinas, quimiocinas y otros mediadores

que crean un estado de inflamacion en el tejido.
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La inflamacidn tiene 3 roles esenciales. El primero es llevar moléculas efectoras y
células adicionales de la sangre al sitio de infeccidén. El segundo es inducir la
coagulacion local, que provee una barrera para evitar la propagacion de la

infeccion. El tercero es promover la reparacion del tejido.?

La inflamacion es descrita clinicamente por calor, dolor, rubor y tumor. Cada una
de estas caracteristicas refleja un efecto de citocinas y otros mediadores
inflamatorios en los vasos sanguineos locales. El calor, rubor y tumor son
resultado de la dilatacién y aumento de permeabilidad de los vasos durante la
inflamacion, llevando al aumento del flujo de sangre y fuga de fluido y proteinas a
los tejidos. Las citocinas proinflamatorias producen cambios en las propiedades
adherentes de las células endoteliales, causando que los leucocitos circulantes se
peguen al endotelio y migren entre él hacia los sitios de infeccion, al que son
atraidos por quimiocinas. La migracion de las células al tejido y sus acciones

locales ocasionan el dolor.

El tipo celular principal en la etapa inicial de la respuesta inflamatoria son los
macrofagos y neutrdfilos, por o que a ambos se les conoce como células
inflamatorias. El flujo de neutréfilos es seguido poco tiempo después por un
aumento en la entrada de monocitos, que rapidamente se diferencian a
macrofagos, reforzando y sosteniendo la respuesta inmune innata. Después, si la
inflamacion continuda, los eosindfilos también migran a los tejidos inflamados y
contribuyen a la destruccion de los microorganismos invasores. Ademas, la
inflamacion aumenta el flujo de linfocitos y de células presentadoras de antigeno
del tejido infectado a tejido linfoide cercano, donde activan linfocitos e inician la
respuesta inmune adaptativa. Una vez que la respuesta inmune adaptativa se ha
activado, la inflamacién también recluta componentes efectores del sistema

inmune, como anticuerpos y células T efectoras al sitio de infeccion.”

Cabe mencionar que la inflamacioén es un proceso benéfico cuando es controlado,

pero en los ultimos afos se ha incrementado la incidencia de enfermedades

14



inflamatorias, las cuales se dan por una falta de control de la respuesta

inflamatoria o una activacion continua de la misma.

1.4 CITOCINAS

Citocina es un nombre general para cualquier proteina secretada por las células
que afecte el comportamiento de las células adyacentes que tengan los receptores
apropiados.’ Las citocinas son pequefias proteinas no estructurales, con un peso
molecular que varia de los 8 a los 40 KDa. Casi todos los tipos celulares son

capaces de sintetizarlas y responder a ellas. '

Las citocinas, son un grupo grande y heterogéneo de proteinas, que median y
regulan aspectos de la inmunidad innata y adaptativa. ElI genoma humano
contiene aproximadamente 180 genes que pueden codificar proteinas con las
caracteristicas de una citocina. Las citocinas generalmente no se encuentran
almacenadas como moléculas preformadas, sino que su sintesis es mas bien
iniciada como resultado de la activacion celular. Esta activacién celular es
transitoria, y el mMRNA para citocinas es generalmente inestable y degradado con
rapidez, por lo que su sintesis también es transitoria. La produccion de algunas
citocinas también puede ser regulada y procesada por mecanismos
postraduccionales. Una vez sintetizadas, las citocinas se secretan con rapidez,
resultando en una explosion al liberarse cuando se necesitan. * En la Tabla 4™ se

resumen las caracteristicas funcionales generales de las citocinas.

1.4.1 CITOCINAS EN INFLAMACION
La activacion de las células por un proceso inflamatorio lleva a la secrecion de

multiples citocinas, a continuacion se ejemplifican algunas de las citocinas
participantes en este proceso (Tabla 5%), asi como caracteristicas y funciones de

algunas de las citocinas mas importantes durante la inflamacion.
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Tabla 4. Caracteristicas funcionales de las citocinas

Pleiotropia

Redundancia

Sinergismo /antagonismo

Cascada

Transmodulacién de receptores

Trans-senalizaciéon de receptores

Modificada de Cytokine Handbook, 2003

Las citocinas tienen multiples células
blanco y acciones

Diferentes citocinas pueden tener acciones
similares

La exposicion de las células a dos mas
citocinas puede llevar a diferentes
respuestas cualitativamente

Una citocina puede aumentar o disminuir la
produccion de otra

Una citocina puede aumentar o disminuir la
expresion de receptores de otra citocina o
factor de crecimiento.

Una citocina puede aumentar o disminuir la
senalizacion por receptores para otra

citocina.

Tabla 5. Caracteristicas generales de algunas citocinas

Citocina Tamano Principal fuente celular Principales blancos
celulares y efectos
biolégicos

TNF 17kDa Monocito/Macréfagos, Células endoteliales:

51kDa Linfocitos T activacion (inflamacion,
homotrimero coagulacion)

Neutrdfilos: activacion

Hipotalamo: fiebre

Higado: sintesis de
proteinas de fase aguda
Musculo, grasa:

catabolismo (caquexia)
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IL-1 17kDa
madura
33kDa

precursor

Quimiocinas | 8-15kDa

IL-12 35kDa
heterodimero
40kDa

subunidades

INF tipo | Alfa 15-21kDa

(ayB) Beta 20-
25kDa

IL-10 34-40kDa
homodimero
18kDa
subunidades

IL-6 19-26kDa

IL-15 13kDa

IL-18 17kDa

Modificado de Abbas, 2012

Monocito/Macréfagos,
células endoteliales,

algunas células epiteliales

Leucocitos, células
endoteliales, fibroblastos y
plaquetas

Monocito/Macréfagos, DC

Monocito/Macréfagos,

Fibroblastos
Monocito/Macréfagos,
células T (Treg
principalmente)
Monocito/Macréfagos,

células endoteliales, células
T

Monocito/Macréfagos

Monocito/Macrofagos

Células endoteliales:
activacion

Hipotalamo: fiebre

Higado: sintesis de
proteinas de fase aguda
Leucocitos:  quimiotaxis,

activacion, migracion

Células T. diferenciacién a
Th1

NK'y células T: sintesis de
IFNg, aumento de
actividad citotoxica

Nk: activacion

Otros: aumento de
expresion de MHC |
Macréfagos, DC: inhibicion
de la produccién de IL-12
y expresion de
coestimuladores y MHC I
Higado: sintesis de
proteinas de fase aguda
Células B: proliferacion de
células productoras de
anticuerpos

NK: proliferacion

Células T: proliferacién
(CD8 memoria)

NK'y T: sintesis IFNg

17



IL-6.Es una glicoproteina que consiste en 212 aa incluyendo una sefal hidrofébica
de 28 aa. Es producida por células linfoides y no linfoides y regula la reactividad
inmune, la respuesta de fase aguda, inflamacion, oncogénesis y hematopoyesis.
Sus efectos son sinérgicos con IL-1 y TNF. Es un mediador esencial en la
respuesta inflamatoria durante la inflamacion localizada y es un componente
esencial de la respuesta febril a IL-1 y LPS. Su produccién mejora con LPS en
monocitos y fibroblastos. Muchos elementos de control transcripcional potenciales
han sido identificados en la region conservada del promotor de IL-6: GRFs, AP-1,
CRE, NFKB, entre otros.

IL 10. Es producida por linfocitos T activados, linfocitos B, monocitos/macroéfagos,
mastocitos y queratinocitos. Los monocitos activados por LPS producen altos
niveles de IL-10 en una manera dosis dependiente. Durante el curso de
infecciones severas y condiciones de estrés, citocinas, hormonas y derivados del
acido araquidonico son liberados y aumentan la sintesis de IL-10 en monocitos,
macrofagos y células T. Tiene actividad autoregulatoria al inhibir la sintesis de
mRNA IL-10.

Es una citocina antiinflamatoria y entre su repertorio de acciones se encuentran:
Inhibir la actividad de IKK y la union de NFkB a DNA, asi como la activacion de
ERK1/2 mediada por CD40. También inhibe la induccion del receptor a IL-1 y la
expresion de COX2. Inhibe proliferacion y produccion de citocinas inflamatorias.
Su regulacion es inhibida por IL-1, TNF, sefalizacion por LPS, SOCS1 y SOCS3.

IL1. Es inicialmente sintetizada como un precursor sin péptido sefal. Después del
procesamiento y corte de los aminoacidos N-terminal por una proteasa especifica,
resultan los péptidos llamados maduros. El precursor de 31KDa es biolégicamente
inactivo y requiere la escision por una cisteina proteasa, dando como resultado la
forma madura de IL-1b de 17.5KDa.

La fuente principal de IL-1 son los monocitos en sangre, macréfagos tisulares y
CD. Casi todos los productos microbianos inducen IL-1B via TLRs. La sintesis de

mMmRNA maduro requiere la activacion de un paso para sobreponerse a la inhibicion
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intrinseca para procesar el mMRNA. Esta disociacion entre transcripcion y
traduccion es caracteristica de IL-1 y TNF. Sin traduccion la mayoria del mRNA es
degradado. Sin embargo el afiadir una endotoxina bacteriana aumenta la
traduccidén, una posible explicacion es que la estabilizaciéon de la regién no

traducida rica en AU3’ toma lugar en células estimuladas con LPS.

La region promotora del gen contiene una caja TATA. Su region reguladora se
encuentra distribuida varias miles de bases, corriente arriba del sitio de inicio. El
promotor requerido para la transcripcidn tiene dos regiones potenciadores
independientes (-2782 a -2729) y (-2896 a -2846), que parecen actuar
cooperativamente. El ultimo contiene un elemento de respuesta a cAMP el
elemento NFIL-6 que es responsivo a LPS. El fragmento de 80pb es necesario
para la transcripcion y contiene en adicion a este elemento un sitio tipo NFkB.
Sitios tipo AP-1 también participan en la expresion de IL-1b inducido por

endotoxina.

Es primariamente una citocina proinflamatoria por su habilidad de estimular la
expresion de genes asociados con la inflamacién. Su propiedad mas relevante es
la iniciacion de la COX2, fosfolipasa A e INOS sintasa. También aumenta la
expresion de moléculas de adhesion, como ICAM-1. Esta propiedad aumenta la
infiltracion de células inflamatorias e inmunocompetentes en el espacio

extravascular.

TNF. Es una citocina pleiotropica que provoca efectos biolégicos multiples. Es
sintetizado como precursor transmembranal tipo |l de 26KDa, con el extremo N-
terminal en el citoplasma y el C-terminal expuesto al espacio extracelular. Este
precursor es cortado proteoliticamente entre una alanina (-1) y valina (+1), para

dar un TNF maduro de 17KDa que forma trimeros en solucion.

TNF se produce por varios estimulos, como LPS en monocitos. TNF es un gen de
expresion temprana, y una variedad de estimulos inducen altos niveles de mRNA

en 15-30min sin requerimiento de sintesis de novo de proteina, sugiriendo que los
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factores necesarios para la induccion de la expresiéon de TNF preexisten en

células sin estimular.

A nivel de transcripcion TNF esta regulado tanto por activadores como represores.
A parte de un promotor caja TATA localizado 20 pb corriente arriba del sitio de
inicio de la transcripcion, otras secuencias regulatorias incluyen 3 sitios para NFkB
designados k1,2 y3, un elemento de respuesta a AMPc, el factor activador de

transcricion-2 (ATF-2), un AP-1, un AP-2, entre otros.™

Se ha implicado el aumento en la sintesis de TNF en varias enfermedades de
inflamacion sistémica, como sepsis, artritis y enfermedad de Crohn. Por lo que hay
un gran interés en desarrollar inhibidores para atenuar su actividad y controlar la

inflamacion.

1.5 QUIMIOCINAS

Las quimiocinas son una familia de pequefas moléculas solubles de 8-15KDa,
estructuralmente relacionadas con actividad quimioatrayente. ?* Son secretadas
como proteinas basicas qué se unen a glicosaminoglicanos (GAGs). Los GAGs se
encuentran generalmente unidos a proteinas en la superficie celular o en la matriz
extracelular, formando estructuras llamadas proteoglicanos. Asi cuando son
liberados por células endoteliales u otras células parenquimales, las quimiocinas

tienden a permanecer concentradas e inmovilizadas en los tejidos.?

Las quimiocinas son producidas por una amplia variedad de tipos celulares en
respuesta a estimulos externos vy tienen un rol crucial tanto en homeostasis como
durante la enfermedad. Su rol en la homeostasis incluye la maduracién y trafico de
leucocitos, desarrollo, organizacion y reparacion de tejido, y angiogenesis. Como
moduladores en la enfermedad, las quimiocinas tiene roles en una amplia variedad
de respuestas inmunes e inflamatorias: migracion celular, activacion de leucocitos,

actividad antimicrobiana y regulacion del proceso inflamatorio.?*

Uno de los roles esenciales de la inflamacioén es la de llevar moléculas efectoras al
sitio de dano o infeccion, rol de las quimiocinas al ser reguladoras del proceso

inflamatorio y la migracion celular. La migracién comienza con el reclutamiento de
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leucocitos circulantes de los vasos sanguineos a sitios extravasculares.*
(Figura1.4)

Figura 1.4. Eventos durante la migracion leucocitaria de los vasos sanguineos a sitios
extravasculares.

Inicialmente el epitelio es activado por sefales como citocinas y los leucocitos son
marginados hacia el endotelio,1 en donde selectinas, una familia de moléculas de
adhesion, interactuan con receptores de mucina en los leucocitos por
interacciones labiles, causando un comportamiento de rodamiento del leucocito en

la superficie vascular. %

Posteriormente las quimiocinas secretadas en respuesta a la sefales de
citocinas, se unen a GAGs en la superficie endotelial. La concentracion localizada
de quimiocinas provee sefiales de direccion a las células. La union de las
quimiocinas con sus receptores en los leucocitos provoca sehales intracelulares
que resultan en la firme adhesién de las células mediante integrinas.?® Las
integrinas se expresan normalmente en la membrana de los leucocitos en forma
de baja afinidad y no se adhieren a sus ligandos apropiados hasta que son

activados por las quimiocinas. Cuando los leucocitos se encuentran con las
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quimiocinas mostradas, las células se activan y sus integrinas sufren cambios en
su conformacién y se agrupan, convirtiéndose en una forma de gran afinidad. %
Después los leucocitos migran a través del endotelio, en un proceso llamado
diapédesis y migran hacia los sitios de infeccion o lesion a lo largo de un gradiente

quimiotactico.”

1.5.1 FAMILIAS DE QUIMIOCINAS
Se han descrito aproximadamente 50 quimiocinas humanas y 20 receptores, estas

se encuentran clasificados en 4 familias segun la posicion de 2 residuos de
cisteina conservados cercanos al dominio amino terminal: CC, CXC, CX3C, XC,; la
X representa la presencia de un aminoacido cualquiera entre las dos cisteinas
(Figura1.5%"). 22 %8

1) Familia CC. Promueve principalmente Ila migracion de células
mononucleares. Es la familia mas amplia y sus efectos se observan
principalmente en procesos inflamatorios, ya que inducen la activacion del

endotelio y controlan el reclutamiento celular.

2) Familia CxC. Promueve
-CXC- -CC-

C w==COOH
B

principalmente la migracion de

C === COOH

granulocitos. Se subdivide en

N CXC N cC
\Hjl-} \HZX-|J<1 dos grupos de acuerdo a la
¢ S presencia o ausencia del motivo
CX;C- ELR (Glu-Leu-Arg)

C 3) Familia CX3C.
xxxgj Conformada por CX3XL1 mejor

NH = lC

C conocida como fractalina, la

cual se puede encontrar
COOH

anclada a |la membrana

Figura1.5. Familias de quimiocinas plasmatica.

4) Familia XC. Conformada
unicamente por XCL1 y XCL2. Ambas difieren unicamente por dos

aminoacidos (aa).
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Ademas de la clasificacidén por su estructura, se ha propuesto otra basada en su
actividad funcional. Esta agrupa a las quimiocinas en tres categorias:
proinflamatorias, homeostaticas y mixtas.?* Las proinflamatorias se expresan
durante condiciones de inflamacion y estan involucradas en el reclutamiento de
leucocitos a los sitios de inflamacidn. Las homeostaticas se expresan
constitutivamente y estan involucradas en la migracion celular en condiciones
fisiolégicas como el homing de linfocitos. Y las quimiocinas que se expresan en

ambos casos corresponden a las mixtas.*

En el 2000 un nuevo sistema de nomenclatura para las quimiocinas fue
introducido, en donde cada ligando y receptor es identificado por la familia a la que
pertenece y un numero de identificacién.”® Anteriormente las quimiocinas eran
nombradas en base a su funcién o las circunstancias en las que fueron
descubiertas, en la Tabla 6*, se muestran las quimiocinas mostrando su nombre

con la nomenclatura actual y convencional.

Tabla 6. Nomenclatura de Quimiocinas

Quimiocina Nombre convencional Quimiocina Nombre convencional

Familia CC Familia CXC
CCL1 TCA3 CXCL1 GROa
CCL2 MCP-1 CXCL2 GROB
CCL3 MIP-1a CXCL3 GROy
CCL4 MIP-18 CXCL4 PF4
CCL5 RANTES CXCL5 ENA-78
CCL7 MCP-3 CXCL6 GCP-2
CCL8 MCP-2 CXCL7 NAP-2
CCL11 Eotaxina CXCL8 IL-8
CCL13 MCP-4 CXCL9 MIG
CCL14 HCC-1 CXCL10 IP10
CCL15 HCC-2 CXCL11 I-TAC
CCL16 HCC-4 CXCL12 SDF-1
CCL17 TARC CXCL13 BCA-1
CCL18 DC-CK1 CXCL14 BRAK
CCL19 MIP-3 CXCL16 SR-PSOX
CCL20 MIP-3a CXCL17 DMC
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CCL21 6Ckine Familia XC

CCL22 MDC XCLA1 Linfotaxina
CCL23 CKB8 XCL2 SCM-183
CCL24 Eotaxina-2 Familia CX3C
CCL25 TECK CX3CL1 Fractalina
CCL26 Eotaxina-3

CCL27 CTACK

CCL28 MEC

Modificado de Blanchet, 2012

1.5.2 RECEPTORES DE QUIMIOCINA Y SENALIZACION
Las quimiocinas realizan sus acciones mediante receptores de 7 dominios

transmembranales acoplado a proteinas G (GPCRs) y tienen una alta afinidad por
sus receptores (ka >10°).2° El dominio N-terminal y 3 bucles se encuentran en la
parte extracelular, mientras el dominio C-terminal y 3 bucles se encuentran en el

citoplasma.®

Un rasgo general de las quimiocinas es la promiscuidad de uniéon de quimiocinas a
sus receptores. La mayoria de los receptores interactuan con mas de un ligando, y
algunos ligandos reconocen mdltiples receptores,?? encontrando una sefializacién

y respuesta distinta a los diferentes ligandos.*

Se ha propuesto un modelo de dos pasos para la unién de la quimiocina a su
receptor; la seccion N terminal y los bucles extracelulares estan involucrados en
la union al dominio central de la quimiocina, mientras que la N terminal de la
quimiocina penetra directamente el complejo helicoidal, induciendo asi cambios en

la conformacién del receptor y con esto su activacion. *’

La red de sefalizacion activada por quimiocinas es compleja, permitiendo
multiples resultados funcionales incluyendo quimiotaxis, adhesion, proliferacion y

control de la expresion génica. >

La union de la quimiocina al receptor modifica su estructura, permitiendo la

activacion de la proteina G. 2 En respuesta, la proteina G activa convierte GDP
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en GTP y se disocia. 2 | os receptores de quimiocina se pueden acoplar a
diferentes isotipos de Ga, lo que permite la activacion de las distintas vias y por

tanto respuestas bioldgicas (Figura 1.6%).3

Ya libres las subunidades de la proteina G pueden regular positiva o
negativamente enzimas y efectores. La regulacion de estos segundos mensajeros
modula los niveles de mediadores intracelulares como cAMP, Ca?* y DAG; que a
su vez activan o inhiben efectores como PKA, PKC, PI3K, ERK y AKT que en

ultima instancia conducen a una respuesta bioldgica.”

Los flujos de calcio, causantes de la migracién, son usualmente inducidos via
activacion directa de la PLC o GTPasas Rho por la subunidad By;?® causando en la
primera un incremento en el IP3 y DAG intracelular, llevando a la liberacion de
calcio de su almacén intracelular.* Y en las GTPasas Rho, la activacion de

Cdc42, que interviene en la direccionalidad de la  migracion.?®

. S
W
‘%
§

/\ Tl

W
AKT ¢
Fdenm GDP PLC Rho GRK
Ciclasa T / \ Gefs | Sobrevivencia y
i Ras DAG PIP2 P Arrestina
AMPc Raf T T Cdc 44 |ROCK
J PKC IP3 Intema#iizacién
PKA MEKK v ] Prolifi’racién Adhesion Reciclamiento
N NFkB Caz+ actina
ERK N L N @
anscripcion Migracion

Sobrevivencia

Figura 1.6. Vias paralelas de sefalizacion activadas por quimiocinas.
Modificada de Wong, 2008.
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Después de la unidn del ligando el receptor es internalizado por dos rutas
principales. La primera involucra la unién a B-arrestina del receptor, que resulta en
el movimiento del receptor a pozos recubiertos por clatrina. El segundo involucra

caveolas. *°

La via dependiente de clatrina es la mejor conocida, y es considerada la opcion
por defecto. Esta comienza minutos después de Ila activacion con la
desensibilizacion del receptor, causado por impedimento estérico a la activaciéon
de la proteina G debido a la fosforilacion en el carboxilo terminal del receptor por
cinasas de GPCR (GRK). % La fosforilacién del receptor promueve la unién a B-
arrestina,?® la cual comienza el proceso de internalizacién al unirse a clatrina. Este
complejo es secuestrado en pozos de clatrina, que por la acciéon de dinamina se

convierten en vesiculas. *°

La habilidad del receptor de quimiocina de interactuar con B-arrestina puede influir
en su destino ya que, primero la fuerza y la estabilidad de la interaccién es critica
para determinar si el receptor es internalizado; y segundo la afinidad de la
interaccion determina si el receptor ya internalizado es enviado a degradacion o es

secuestrado intracelularmente antes de regresar a la superficie celular.*

Las caveolas son microdominios en la membrana plasmatica de aproximadamente
50-100nm. Estan involucradas en varias funciones celulares como endocitosis,
sefalizacion por calcio y transporte de colesterol. Estas pueden internalizarse de
manera regulada bajo condiciones bien definidas. > Los receptores internalizados
por esta via, al igual que con clatrina, pueden reciclarse a la membrana plasmatica

después de la defosforilacion, o ser degradados.
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2 ANTECEDENTES

2.1 QUIMIOCINAS COMO BLANCOS DE AGENTES TERAPEUTICOS

La inflamacion aguda es la respuesta normal de los tejidos vascularizados al dafo
e infeccion, esta es una respuesta fisioldgica que rapidamente recluta células y
moléculas de la respuesta inmune innata a sitios potenciales de infeccion. La ola
inicial de reclutamiento de neutrofilos es seguida por el reclutamiento de

monocitos que se diferencian en macréfagos.

El reclutamiento de neutrdfilos y monocitos a tejidos inflamados es dirigido
principalmente por dos subfamilias de quimiocinas, la CXC y la subfamilia CC de

proteinas quimiotrayentes de monocitos (MCP).?

Las quimiocinas juegan un rol importante en la respuesta inflamatoria, pero a
pesar de la habilidad que esto atrae al controlar infecciones, también puede ser
perjudicial en algunas enfermedades inflamatorias como asma, ateroesclerosis,
artritis reumatoide, esclerosis multiple, enfermedad pulmonar obstructiva crénica
(epoc), obesidad y enfermedad inflamatoria intestinal;®® en donde la
sobreexpresion de quimiocinas recluta células a los tejidos causando un infiltrado
inflamatorio que resulta en dafio al tejido,*® y la acumulacién patolégica de

leucocitos. %

En estos desordenes, se ha sugerido que las quimiocinas y sus receptores pueden
utilizarse como blancos terapéuticos para controlar la inflamacion, mediante el

desarrollo de farmacos que modulen la actividad de quimiocinas y sus receptores.

2.2 PEPTIDOS DE QUIMIOCINA
Modificar la quimiocina blanco es una opcion para crear antagonistas, ya que
cambiar la estructura molecular lleva a un diferente patréon de uniéon y respuesta

del receptor. *

La N-terminal de las quimiocinas es un dominio sefal clave, ya que es crucial para
la sefializacién del receptor,?* y su eliminacion o modificacion resulta en variantes,

que en algunos casos no inducen senalizacion pero frecuentemente mantienen
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una alta afinidad al receptor. Por ejemplo la delecidén de 7 residuos del N-terminal

de CCL2 resulta en un antagonista a CCR2.%

Modular la actividad de las quimiocinas truncando el dominio N-terminal es un
mecanismo regulatorio natural. Las quimiocinas sufren protedlisis postraduccional
por varias proteasas, incluyendo CD26/dipeptidil peptidasa IV, que puede cortar
los dos aa N terminal en quimiocinas con prolina, hidroxiprolina o alanina en la

.2
;28

posicion 2 N terminal;”” y metaloproteinasas de matriz (MMPs).

Los productos de la escision pueden diferir de la quimiocina en su afinidad al

receptor, su especificidad al receptor y su habilidad de sefalizar por el receptor.

Las MCPs (CCL2, 7, 8, 11 y 13), son todas especificamente cortadas in vitro por
al menos un miembro de la familia MMPs. En todos los casos, los productos
resultantes mantienen la habilidad de unirse a sus respectivos receptores, pero
los productos de escision de CCL7, 8 y 13 funcionan como antagonistas en la
migracion celular. Ademas, otros estudios han demostrado que los productos de
CCL2, 7 y 13 reducen significativamente la inflamacién inducida por carragenina

en modelos murinos. ?° Estos resultados se muestran en la Tabla 7%.

Los GPCRs, en contraste a moléculas de adhesion y receptores de citocinas,
pueden ser bloqueados por pequefias moléculas agonistas. 2 Por lo que esta
estrategia puede ser adoptada, tomando en cuenta los resultados obtenidos en
quimiocinas truncadas, con péptidos derivados de quimiocina para interferir en el
sistema de quimiocina para intentar bloquear el reclutamiento de leucocitos en

enfermedades inflamatorias.
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Tabla 7. Propiedades de péptidos de quimiocina por escision de MMPs.

Quimiocina Enzima

CCL7/MCP-3 MMP-1
MMP-2
MMP-3
MMP-13
MMP-14

CCL2/MCP-1 MMP-1
MMP-3

CCL8/MCP-2 MMP-3

CCL13/MCP-4 = MMP-1
MMP-3

CXCLS8/IL-8 MMP-9

CXCL12/SDF-1 | MMP-1
MMP-2
MMP-3
MMP-9
MMP-13
MMP-14

Modificado de Allen, 2007

Forma
procesada (aa)
5-76

5-76

5-76

4-75
5-75
8-75

6-77
7-77
5— 67 (SDF-1a)
572 (SDF-1B)

Propiedades

-Unién a CCR1/ 2/3 con pérdida de funcion
-Antagonista de quimiotaxis

-Disminuye la inflamacién mediada por CCL7

-Pérdida parcial de funcién agonista
-Antiinflamatorio en modelos murinos de
inflamacion

-Unién a CCR2 con pérdida de funcion
-Antagonista de quimiotaxis

-Unién a CCR2 y 3 con pérdida de funcién
-Antagonista de quimiotaxis

-Antiinflamatorio en modelos murinos de
inflamacion

-Aumento de actividad, principalmente a
través de CXCR1

-Pérdida de unién a CXCR4

2.3 CDIP-2, PEPTIDO DERIVADO DE CCL13

La quimiocina CCL13 es una MCP miembro de la familia de quimiocinas CC, las

cuales comparten entre ellas mas de un 60% de identidad. En humanos se han
descrito 4 MCP: CCL2 (MCP-1), CCL8 (MCP-2), CCL7 (MCP-3) and CCL13
(MCP-4). CCL13 se une a los receptores CCR1 y CCR2 y al igual que otras MCP,
es quimioatrayente de monocitos, células T y CD. Es la unica MCP que se une a

CCR3, siendo asi un importante quimiotrayente de eosinéfilos.*” En adicién a la

quimiotaxis CCL13 también induce la degranulacion de eosindfilos, la liberacion de
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histamina de baséfilos y la expresion de moléculas de adhesidén y secrecion de
citocinas proinflamatorias en epitelios.® Esta quimiocina se ve aumentada en
varias enfermedades inflamatorias como asma, artritis, esclerosis multiple y

ateroesclerosis. *°

CCL13 mRNA es expresado constitutivamente en intestino delgado, timo, colon,
corazon y pulmén, pero no en bazo, prostata, testiculos, ovarios o leucocitos de
sangre periférica. La proteina inmadura tiene 98 aa, y su forma madura 75 aa, con

una glicina que se conserva en la familia MCP. 37 3

Productos de la escision por MMPs de CCL13 han presentado, por ejemplo,
funcién antagonista en la migracion celular;® ademas que péptidos derivados de
esta quimiocina han presentado también actividad biolégica, como se ejemplifica

en la Tabla 8.

Tabla 8. Péptidos derivados de CCL13 con actividad biologica

Péptido Origen Actividad

CDCP-1 Escisién por Cruzipaina Antagonista de quimiotaxis
CDIP-2 Sintético Antiinflamatoria in vivo
CDAP-4 Sintético Antimicrobiana
4-75.5-75.8-75 Escision por MMPs Antagonista de quimiotaxis

Modificado de Méndez, 2013 *8

Este trabajo estudia el péptido CDIP-2; este es un péptido sintético antagonista
que abarca una pequena regién del amino terminal y parte de la region (B-plegada
de CCL13. * Consta de 19 aa: 19-KISLQRLKSYVITTSRCPQ-37 y tiene un peso
molecular de 2,221.66g/Mol.

En trabajos anteriores en el laboratorio se ha reportado que CDIP-2, presenta
actividad parcial antagonista en migracion, derivado de su accion sobre los flujos
de calcio (Figura 1.7A). Esto también se ha observado en ensayos in vivo en

donde disminuyo el numero de células en el lavado broncoalveolar en un modelo
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murino de asma, asi como una disminuciéon en la secrecidbn de citocinas

proinflamtorias como TNF e IL-4(Figura 1.7B). *
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Figura 1.7. Ejemplos del efecto de CDIP-2 obtenidos anteriormente. A) Ensayo de flujo de
calcio donde células THP-1 fueron estimuladas con el péptido y la quimiocina por 50 seg. B)
Efecto de CDIP-2 sobre la expresion de TNF-a e IL-4 en un modelo murino de asma,
medidos por ELISA. ¥
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3 JUSTIFICACION

Las enfermedades inflamatorias son un problema de salud prevalente, por lo que
han generado distintos ejes de investigacion. El eje quimiocina/receptor de
quimiocina participa en la patofisiologia de estas enfermedades, convirtiendo a las

quimiocinas y sus receptores en blancos terapéuticos para su tratamiento.

Los tratamientos actuales presentan desventajas, por lo que se ha desarrollado la
busqueda de terapias alternativas como lo son los péptidos de quimiocina. Estos
pueden presentar ventajas y complementar los tratamientos utilizados, por lo que

su funcidn y accion es un tema de estudio que requiere investigacion.

4 PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA
Con los resultados obtenidos anteriormente, en los que CDIP-2 presenta una

accion antagonista al disminuir la migracion celular y la expresion de TNFa, se
plantea investigar como CDIP-2 afecta la activacion de TLRs por LPS en células
mononucleares; debido a que se desconoce si el péptido tendra algun efecto
sobre la senalizacion por TLRs tras el estimulo, asi como en la expresion de

citocinas inflamatorias como TNFa.
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5 HIPOTESIS
La activacion de las vias de sefalizacion de MAPK y NFkB, inducidas por LPS,
seran moduladas por el tratamiento con el péptido CDIP-2, lo que se vera reflejado

en la disminucion de la expresion de TNFa en células mononucleares.

6 OBJETIVOS

6.1 OBJETIVO GENERAL
Evaluar el efecto del péptido CDIP-2 sobre la activacion de las vias de
sefalizacion de MAPK y NFkB, en células mononucleares de sangre periférica tras

el estimulo con lipopolisacarido.

6.2 OBJETIVOS PARTICULARES
¢ Determinar el efecto del péptido CDIP-2 sobre la expresion de citocinas
participes en la inflamacién.
¢ Analizar el efecto de CDIP-2 sobre la activacion de las vias de NFkB y
MAPK en pasos claves de la sefalizacion.

¢ Estudiar el efecto de CDIP-2 en la expresién en membrana de TLR4.

33



7/ METODOLOGIA EXPERIMENTAL

7.1 OBTENCION DE MUESTRAS SANGUINEAS DE PACIENTES SANOS Y
SEPARACION DE CELULAS MONONUCLEARES DE SANGRE PERIFERICA
(PBMC).

Se obtuvieron entre 7 y 10mL de sangre venosa de voluntarios sanos en tubos
Vacutainer® con EDTA, puncionando en la regién antecubital del brazo. A
continuacion se realizé la separacion de las células mononucleares utilizando
Histopaque 1077 siguiendo el protocolo indicado por el fabricante; se recuperaron
las células y contabilizaron mediante el uso de una Camara de Neubauer
modificada revisando su viabilidad con azul de tripano. Por Uultimo se

resuspendieron en medio RPMI para su uso en los ensayos posteriores.

7.2 DETERMINACION DE CITOCINAS CON UN ENSAYO DE PERLAS POR
CITOMETRIA DE FLUJO (CBA).

Para conocer si hay diferencias entre citocinas participantes en los procesos
inflamatorios con el tratamiento con CDIP-2, se utilizé una placa de 24 pozos, en
la que se colocaron las PBMC, a una densidad de 1x10°células/mL, con un millén
de células por ensayo. Los ensayos fueron: sin estimulo, LPS 5ug/mL, CDIP-2 10
y 100ug/mL, y la combinaciéon de ambos estimulos. Se realizé un pretratamiento a
los ensayos con CDIP-2 de 45min, pasado este tiempo se afnadié el estimulo de
LPS. Se dejo la placa en incubacion por 18hrs a 37°C y 5% de CO..
Posteriormente se recuper6 el sobrenadante y se analizé la concentracion de
citocinas mediante el Kit para CBA de citocinas humanas proinflmatorias BD®
siguiendo el protocolo indicado por el fabricante, y se analizé en el citdmetro
Accuri C6 tm BD®.

Con el software del fabricante se obtuvo la concentracion de cada ensayo,
realizado por duplicado en cada una de las 3 repeticiones, y se calculo el

promedio buscando las diferencias entre los tratamientos.
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7.3 MICROSCOPIA DE FLUORESCENCIA PARA NFKB SUBUNIDAD P65

El factor de transcripcién NFkB se transloca al nucleo tras su activacion por lo que
su localizacién nos puede indicar la activacion de la via de sefializacién en la que
participa. Para analizarlo inicialmente se preparan los cubreobjetos para que estos
estén limpios y estériles; se sumergen en EtOH absoluto por 30min y se dejan
secar al aire, después se colocan sobre una caja petri y se exponen a la luz UV
por 15min. Después se colocan en una placa de 24 pozos tomandolos con pinzas
estériles y colocando uno por pozo, se recubren con fibronectina a una
concentracion de 20ug/mL y se incuban por 60min a 37°C. Pasado este tiempo se
elimina el excedente de fibronectina, y se traspasan los cubreobjetos a una nueva

placa, cuidando de colocar la cara cubierta con fibronectina hacia arriba.

Ya tratados los cubreobjetos se prosigue a la estimulacion de las células, primero
se colocan de 2.5- 3.5x10° células por pozo y dejan adherir, en este caso por 1hr.
Después de que ha pasado el tiempo de adhesién se retira el medio por vacio, se
adiciona 500uL de RPMI y se procede a colocar los estimulos, 10 ug/mL de CDIP-

2 por 45min y/o posteriormente 1ug/mL de LPS por 30min.

A continuacién proseguimos a la tincion. Primero se realiza la fijacion 1:1 con PFA
al 7.4% por 4min a TA en agitacién, al termino se lava dos veces con PBS1x (5min
TA con agitacién). Proseguimos a la permeabilizacion incubando por 20min a TA
en agitaciéon con 200uL Tritén 0.1%, al termino lavar 1 vez. Continuar con el
bloqueo agregando 300uL de PBS-SFB 2% e incubar en agitacién por 10min.
Incubar el anticuerpo primario a-p65, dilucion 1:150 preparado en PBS-SFB2%,
ON a 4°C. Lavar 2 veces e incubar con el anticuerpo secundario Alexa 555
dilucién 1:2000 durante 1hr a TA en agitacion y oscuridad. Lavar 3 veces. Tefir el

nucleo con DAPI 300nM, por 1min a TA en oscuridad y agitacion y lavar 3 veces.

Por ultimo se realiza el montaje colocando una gota de DAKO como medio de
montaje en el portaobjetos y sobre esta se coloca el cubreobjetos con las células
hacia el medio de montaje, sellar con barniz y almacenar en oscuridad a 4°C hasta
su analisis. Las laminillas se observaron con el microscopio LAS AF de Leica
Microsystems.
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7.4 WESTERN BLOT DE FRACCIONES PROTEICAS PARA EL ANALISIS DE LA
SUBUNIDAD P65 DE NFKB

La localizacion nuclear de NFkB nos indica la activaciéon de la via de sefializacion,
por lo que para su analisis se observara la presencia de esta proteina en la

fraccion nuclear de las células mononucleares.
7.4.1 EXTRACCION DE PROTEINAS NUCLEARES Y CITOPLASMATICAS

Primero se realiz6 la separacion de las fracciones proteicas. Para ello se utilizé
una placa de 24 pozos, en la que se colocaron las PBMC, a una densidad de
5x10°células/mL, con 10 millones de células por ensayo. Los ensayos fueron:
sin estimulo, LPS 1ug/mL, CDIP-2 10 y 100ug/mL, y la combinacién de ambos
estimulos. Se realiz6 un pretratamiento a los ensayos con CDIP-2 de 45min,
pasado este tiempo se anadio el estimulo de LPS por 30min. La incubacion se
realizé6 a 37°C y 5% de CO,. Recuperar el boton celular en tubos eppendorf.
Después resuspender el botdén celular en 1mL de PBS1x frio para lavar las
células y centrifugar a 1,500 rpm por 5min a 4°C y decantar el sobrenadante.
Congelar el botén celular en bafio de EtOH-hielo seco por 3min® vy
posteriormente resuspender en 30uL de solucidén hipoténica. Checar si logré la
ruptura de la membrana citoplasmatica al observar la integridad de los nucleos
por su observacion al microscopio con azul de tripano. Centrifugar a 3,500 rpm
por 10min a 4°C y recuperar el sobrenadante en un nuevo tubo ya que este
corresponde a la fraccion citoplasmatica. Agregar 100uL de solucién baja en
sales al boton nuclear y mezclar suavemente por 30min a 4°C. Centrifugar a
14,000 rpm por 20min a 4°C. Recuperar el sobrenadante en un nuevo tubo,
este corresponde a las proteinas nucleares. Diluir con 20uL de solucion alta en

sales.*! Almacenar ambas fracciones a -20°C para su andlisis posterior.

7.4.2 ELECTROFORESIS DE FRACCIONES PROTEICAS

Ya obtenidas las fracciones proteicas de los distintos tratamientos se realizara
el Western Blot para observar si hay diferencias en la presencia de NFkB
subunidad p65. Primeramente tomar 15uL de la solucion de las fracciones
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proteicas y tratar con 15uL de Laemmli 2x con agitacion y calentamiento.
Posteriormente en geles de poliacrilamida al 10%, cargar los 30uL de las
muestras en los carriles, asi como 5uL del marcador de proteinas en el primer

carril. Realizar la electroforesis dejando correr por 2hrs a 100V.

Posteriormente realizar una transferencia semihumeda, utilizando membranas
de PVDF, por 1hr a 10V. Después bloquear la membrana con leche sin grasa al
7% en TBS-T, por 1hr a TA. Realizar 2 lavados (15min, 25mL TBS-T en
agitacion a TA), y dejar en incubacion con el anticuerpo primario a-p65, dilucion
1:1000 en TBS-T, ON a 4°C. Al otro dia realizar 2 lavados e incubar con el
anticuerpo secundario dilucion 1:10,000 en TBS-T por 1hr a TA en agitacion.

Realizar 2 lavados y revelar en placas fotograficas.

Posterior al revelado, se realizé un stripping de los anticuerpos, colocando las
membranas con 30mL del amortiguador para stripping por 30min en agitacion a
TA. Después se repiten los pasos a partir del bloqueo de la membrana,
utilizando los anticuerpos para control de a-Actina o a-aTubulina, ambos
dilucion 1:1000 por 1hr.

Ya obtenidos los resultados, las placas fueron escaneadas y analizadas por

densitometria con el programa de MacBiophotonics ImageJ.

7.5 CITOMETRIA DE FLUJO PARA TINCION INTRACELULAR DE PERK Y P38

Para analizar la activacion de las MAPK se estudid las diferencias en la

fosforilacion de dos de las vias que la componen, ERK1/2 y p38. En primer lugar

se colocd un millon de PBMC, a una densidad de 1x10° células/mL, por

tratamiento en una placa de 24 pozos. Posteriormente se realizaron los distintos
tratamientos: LPS 5ug/mL, CDIP-2 10 6 100ug/mL y ambos, tratando con CDIP-2
por 45 minutos y después se estimularon con LPS por 30 minutos; terminando el

estimulo se fijaron con PFA por 10min a TA a una concentracion final de 1.5%

para después realizar la tincidn intracelular.
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Se recupero el botdn celular y se resuspendié con agitacion vigorosa en vortex
después de anadir 500uL de MetOH absoluto frio para su permeabilizacién, se
incubaron por lo menos 10min a 4°C o se almacenaron a -20°C.*?* A continuacién
se lavaron las células dos veces en buffer de FACS (PBS-SFB 2%),
posteriormente se incubaron los anticuerpos primarios ya sea a-pERK 6 a-pP38 a
una dilucion 1:100 en PBS por 30min a TA, se lavaron 2 veces y después se
incubaron en oscuridad por 30min a TA con el anticuerpo secundario FITC dilucion
1:200 en PBS. Se realizaron 2 lavados y resuspendieron en buffer de FACS.
Posteriormente se analizaron las células con los distintos tratamientos en el
citometro ATTUNE de Applied Biosystems Los datos obtenidos fueron analizados
con el programa FlowJo y obteniendo la media de fluorescencia se analiz6 el

aumento relativo mediante la siguiente ecuacion:

Py to relative = (MFexperimento — MFcontrol secundariO)
umentoretattvo = MF basal — MF control secundario

7.6 WESTERN BLOT DE LISADO COMPLETO DE PBMC PARA EL ANALISIS
DE PERK Y P38

ERK1/2 y p38 son parte de la via de las MAPK, su fosforilacion nos indica su
activacion, por medio de un Western Blot se analizara si el tratamiento con CDIP-2
afecta esta activacion en distintos periodos temporales de estimulacién con LPS.
Para ello se utilizé una placa de 24 pozos, en la que se colocaron las PBMC, a
una densidad de 1x10°células/mL, con 1 milléon de células por ensayo. Los
ensayos fueron: sin estimulo, LPS 5ug/mL por 5,15 y 30min, CDIP-2 10ug/mL, y la
combinacién de ambos estimulos. Se realizé un pretratamiento a los ensayos con
CDIP-2 de 45min, pasado este tiempo se afiadio el estimulo de LPS por 5, 15 o
30min. La incubacion se realiz6 a 37°C y 5% de CO,. Pasado el tiempo se
recupero el boton celular en tubos eppendorf y se traté cada muestra con 100uL

de Laemmli1x con agitacion y calentamiento.

Posteriormente en geles de poliacrilamida al 10%, se cargaron 20uL de las

muestras en los carriles, asi como 5uL del marcador de proteinas en el primer
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carril. Se realizo la electroforesis dejando correr por 2hrs a 100V. Posteriormente
se realizo una transferencia semihumeda, utilizando membranas de PVDF, por 1hr
a10Vv.

Después se bloqueo6 la membrana con leche sin grasa al 7% en TBS-T, por 1hr a
TA. Realizar 2 lavados (15min, 25mL TBS-T en agitacion a TA), y dejar en
incubacion con el anticuerpo primario a-pERK o a-pP38, ambos a una dilucion
1:1000 en TBS-T, ON a 4°C. Al otro dia realizar 2 lavados e incubar con el
anticuerpo secundario dilucion 1:10,000 en TBS-T por 1hr a TA en agitacion.

Realizar 2 lavados y revelar en placas fotograficas.

Posterior al revelado, se realizdé un stripping de los anticuerpos, colocando las
membranas con 30mL del amortiguador para stripping por 30min en agitacién a
TA. Después se repiten los pasos a partir del bloqueo de la membrana, utilizando

el anticuerpos de control de carga a-Actina dilucion 1:1000.

Ya obtenidos los resultados, las placas fueron escaneadas y analizadas por

densitometria con el programa de MacBiophotonics ImageJ.

7.7 CITOMETRIA DE FLUJO TINCION EXTRACELULAR PARA TLR4

La expresion en membrana de TLR4 es importante para la activacion por LPS, por
lo que se analizara su presencia por medio de citometria de flujo. Primero se
realizd el tratamiento colocando 5x10° células por tratamiento en placas de 24
pozos a una densidad de 1x10° células/mL. Se trataron las células con 10 o
100ug/mL de CDIP-2 por 45 minutos, después de este tiempo se anadid un
estimulo de LPS de 100ng/mL o 1ug/mL y se incub6 30min a 37°C 5% CO,. Al
finalizar la incubacion se recuperaron las células en tubos Eppendorf de 1.5mL

para continuar con la tincién.*?

Se resuspendieron las células en 500uL de buffer de FACS y se incubaron 20min
en hielo para su bloqueo. Después se centrifugaron y a continuacion se

resuspendieron con el anticuerpo primario a-TLR4 dilucion 1:50 en PBS y se
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incubaron por 30min en hielo. Se lavaron dos veces las células con buffer de
FACS y resuspendieron en el anticuerpo secundario estreptavidina APC diluciéon
1:300 en PBS, incubando por 20min en hielo cubiertos de la luz. Pasado este
tiempo se lavaron dos veces y finalmente se resuspendieron en buffer de FACS
con PFA a una concentracién final de 2%. Se analizaron las muestras en el
citometro FACS Calibur gpe y posteriormente con el programa FlowJo obteniendo
la media de fluorescencia y analizando el porcentaje de expresiéon mediante la

siguiente ecuacion:

., MFexperimento—MFcontrol secundario
%Expresion = ( : ) 100
MF basal—MF control secundario

7.8 ANALISIS ESTADISTICO
Los datos fueron analizados por medio de un analisis de ANOVA de una via y
prueba de comparaciones multiples de Tukey con el programa GraphPad5.0 de

Prisma.
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8 RESULTADOS

8.1 CDIP-2 DISMINUYE LA EXPRESION DE TNF-ALFA SIGNIFICATIVAMENTE
TRAS EL ESTIMULO CON LPS.

Se determiné el efecto de CDIP-2 sobre la expresion de citocinas participes en la
inflamacion, después de un estimulo con LPS, mediante citometria de flujo con un
ensayo de perlas de citocina. Se utilizaron PBMCs estimuladas por 18hrs con
5ug/mL LPS, previo tratamiento por 45min con CDIP-2, se recuper6 el
sobrenadante y analizé la concentracion de citocinas. El experimento se realizd
por duplicado con 3 sujetos, encontrando que los niveles de concentracion
presentados en cada uno fueron muy variables, pero con el mismo
comportamiento en los tratamientos entre los 3 sujetos. Debido a esto se
presentan como representativos los resultados de uno de los sujetos. Los

resultados se muestran en la Figura 8.1

Se encontré que, el estimulo con LPS aumenta la expresion de las citocinas
proinflamatorias TNF-a, IL-1 e IL-6 en relacion al basal, siendo mayor para TNF-a
e IL-1. El péptido por si s6lo no ocasiona un aumento importante de ninguna de

las citocinas comparado con el basal.

Tras el tratamiento con CDIP-2 y LPS, hay una disminucion de aproximadamente
el 50% en la concentracion de TNF-a, observando en este modelo el efecto antes
visto de CDIP-2; asi como la disminucion en la concentracion de IL-8 e IL-1 de
aproximadamente un 50% en los tratamientos con 100ug/mL de CDIP-2 y un

aumento importante en la expresion de IL-10.
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Figura8.1 CDIP-2 disminuye los niveles de TNF-a e IL-1 tras el estimulo con LPS. PBMC
fueron estimuladas con LPS 5ug/ml por 18 hr con o sin un pretratamiento con el péptido
CDIP-2, se analizd en el sobrenadante la concentracién de citocinas participes de la

inflamacion. Se muestran los resultados representativos de uno de los sujetos analizados.
(n=3)
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8.2 CDIP-2 NO MODIFICA LA TRANSLOCACION DE LA SUBUNIDAD P65 DE
NFKB AL NUCLEO INDUCIDA POR LPS

Se analiz6 el efecto de CDIP-2 sobre la activacion de la via de NFkB, observando
si habia cambios en la translocacion al nucleo de la subunidad p65 inducido por
LPS.

Primero se realizé un analisis cualitativo por microscopia confocal, en este las
PBMC fueron tratadas con CDIP-2 por 45min a una concentracion de 10ug/mL vy
posteriormente con 1ug/mL de LPS por 30 minutos, antes de ser fijadas y tefidas.
La subunidad p65 se marcéd con el flurocromo Alexa555 (rojo) y el nucleo se
localiz6 al tedirlo con DAPI (azul).

Tanto en el ensayo tratado unicamente con CDIP-2 como en el no tratado (basal),
se observa que la sefal de la subunidad p65 se encuentra principalmente en el
citosol; mientras que con la estimulacién con LPS se observa que se induce la
translocacién, ya que la senal de p65 se observa uniforme en el citosol y el nucleo.
Pareciera que hay una diferencia con el pretratamiento con CDIP-2, ya que la
senal de p65 en el nucleo se observa disminuida en comparaciéon a la observada
sb6lo con LPS, pero con este ensayo cualitativo la diferencia no parece ser
considerable. (Tabla 9)
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Tabla 9. Analisis por microscopia confocal de la traslocacion de la subunidad p65 de NFkB.
Imagenes representativas de los distintos tratamientos. La subunidad p65 se encuentra marcado con el fluorocromo
Alexab555 y el nucleo con el colorante DAPI.

Nucleo Union

Basal ...
: ...
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Posteriormente para el analisis del efecto de CDIP-2 sobre la activacion de la via
de NFKB, se realizé un analisis cuantitativo por densitometria con un Western Blot,
al estudiar la subunidad p65 con los distintos tratamientos (Basal, CDIP-2 10 y
100ug/ml, LPS 1ug/ml y LPS+CDIP-2), en la fraccion nuclear y citoplasmatica de
las células.

En el corrimiento de las proteinas en los geles se observdo una diferencia
cualitativa entre las proteinas encontradas en los tres diferentes extractos
proteicos: lisado total, fraccién nuclear y fraccion citoplasmatica; se muestra en la
Figura 8.2 A el gel después de la transferencia.

En los resultados del Blot (Figura 8.2 B), se utilizd a-Tubulina como control
negativo de la fraccion nuclear para tener un control que verificara que no hubiese
una contaminacién por parte de la fraccion citoplasmatica. Usando para esta
fraccion B-actina como control de carga.

Se observd un ligero aumento en la expresion relativa de la subunidad p65
después del tratamiento con LPS, LPS+CDIP-2 y CDIP-2 100ug/ml, en la fraccién
nuclear(Figura 8.2 C), tras comparar y normalizar los resultados obtenidos contra
los resultados basales. Pero no se obtuvieron diferencias significativas con
ninguno de los tratamientos con lo que notamos que CDIP-2 no modifica la
translocacion de la subunidad p65 al nucleo inducido por LPS.
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Figura 8.2 Andlisis por Western Blot de la subunidad p65 en las fracciones citoplasmatica y nuclear. Se trataron PBMC con
LPS 1ug/mL por 30min, con o sin un pretratameinto por 45min con CDIP-2, se separaron las fracciones protéicas: nuclear y
citoplasmatica y se analizaron por electroforesis. A) Imagen del corrimiento de las proteinas en el gel tras la transferencia. B) Blot de la
subunidad p65, a-tubulina y B-actina, con los diferentes estimulos. C) Expresion relativa de la subunidad p65 en base al resultado
basal tras la cuantificacion densitométrica. No se tienen diferencias significativas (n=2)




8.3 EL TRATAMIENTO CON CDIP-2 DISMINUYE LA FOSFORILACION DE
ERK1/2 DESPUES DEL ESTIMULO CON LPS

Se estudio el efecto de CDIP-2 sobre la activacion de las vias ERK1/2 y p38 de las
MAPK. Primero se realiz6 un ensayo de citometria de flujo con una tincion
intracelular de la forma fosforilada de las proteinas p38 y ERK1/2. PBMC fueron
estimuladas con 5ug/mL LPS por 30 minutos con o sin un pretratamiento de 45
minutos con CDIP-2. Fueron fijadas y tefiidas, y se analizé en el citbmetro la
poblacién de monocitos de acuerdo a su tamafo y granularidad. En la Figura 8.3
se muestran los resultados obtenidos, normalizados con respecto al basal. En los
resultados de ERK1/2 se observa un aumento en la fosforilacion tras el estimulo
con LPS, que disminuye significativamente con el tratamiento de CDIP-2 a ambas
concentraciones (10 y 100ug/mL), el cual sélo causa un ligero aumento no
significativo. Para p38 se tiene un aumento significativo en la fosforilacién con
LPS, y no se presentan cambios significativos con el tratamiento con CDIP-2.

Figura 8.3 Analisis por citometria de flujo de la fosforilacion de las MAPK ERK1/2 y p38.
PBMC fueron tratadas con CDIP-2 10 y 100ug/mL y posteriormente estimuladas con 5Sug/mL de
LPS 30min, con una tincién de FACS intracelular se analizd la fosforilacion de las proteinas
ERK1/2 y p38 tras los estimulos. A) Histogramas representativos del efecto de LPS y CDIP-2 sobre
la fosforilacion de ERK1/2.
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PERK 1/2 pP38

Figura 8.3 Analisis por citometria de flujo de la fosforilacion de las MAPK ERK1/2 y p38.
B) Histogramas representativos del efecto de LPS y CDIP-2 sobre la fosforilacion de p38.
C) Analisis del aumento relativo con respecto al basal en la intensidad de fluorescencia de los
distintos tratamientos. (**p<0.001, *p<0.05) (n=3)
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Posteriormente para el estudio del efecto de CDIP-2 sobre la activacion de las vias
ERK1/2 y p38, se hizo un analisis por Western Blot (Figura8.4). En este se
realizé el estimulo con LPS 5Sug/mL a diferentes tiempos (5,15 y 30min), con
pretratamiento de CDIP-2 a 10ug/mL por 45min. Este método nos permite analizar
individualmente ERK1 y ERK2. Se obtuvo como resultado que ERK2 disminuye su
fosforilacion después del tratamiento con CDIP-2 en los tres tiempos, pero en
ningun caso es significativa. En p38 observamos un aumento no significativo de la
activacion en todos los tiempos tras el estimulo con LPS y con CDIP-2 en

conjunto.
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. - - - + 4+ +
PERK-1 (44KDa) < . -
pERK~2(42KD:) = - . . L= . !!

B-Actina (43 KDa) 'S Suls S S S T S e

- 5 15’ 30° 5 15 30" - LPSSug/mL
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Figura 8.4 Analisis de la fosforilacion de ERK1/2 y p38 por Western Blot. PBMC pretratadas
con CDIP-2 10ug/mL fueron estimuladas a distintos tiempos con LPS 5ug/mL, se obtuvo el lisado
completo y se analizaron por electroforesis. A) Blot de pERK1/2, pp38 y B-actina de los diferentes
tratamientos. B) Expresion relativa de las proteinas fosforiladas en base al resultado basal tras la
cuantificacion densitométrica. No se tienen diferencias significativas (n=3)

50



8.4 CDIP-2 DISMINUYE LA EXPRESION DE TLR4 DESPUES DEL ESTIMULO
CON LPS

Se estudid el efecto de CDIP-2 en la expresion en membrana de TLR4, ya que la
endocitosis del receptor es un paso critico para la activacion de la via
independiente a MyD88. PBMC fueron estimuladas con 100ng/mL o 1ug/mL de
LPS por 30min previo tratamiento por 45min con CDIP-2. Con una tincidn
extracelular para FACS de TLR4 se comparé la intensidad de fluorescencia de los
tratamientos con el basal (Figura8.5).

En los resultados se obtuvo una disminucién significativa de la expresion en
membrana de TLR4 con el tratamiento de CDIP-2 a 10ug/mL tras los estimulos
con LPS comparado con la expresion basal.

Esta disminucion significativa también se observa entre los tratamientos con la
estimulaciéon de LPS a 100ng/mL, teniendo una disminucion para el tratamiento
con CDIP-2 10ug/mL en comparacion al estimulo de LPS sélo y la concentracién
de CDIP-2 de 100ug/mL. Y por ultimo también se da una diferencia entre las
concentraciones utilizadas de LPS, siendo significativamente menor la
estimulacién con 1ug/mL de LPS a la de 100ng/mL.
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A) F o= e i ) Expresion TLR4
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i% e a7 150- s
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Figura 8.5 Analisis del efecto del péptido CDIP-2 en la expresion en membrana de TLR4 tras
el estimulo con LPS. PBMC fueron tratadas con CDIP-2 a concentracion de 10 o 100 ug/mL y
estimuladas con 100ng/mL o 1ug/mL de LPS, se tifieron extracelularmente para su analisis por
FACS. A) Imagen representativa de la poblacién celular de monocitos analizada B) Analisis de la
expresion del receptor TLR4 respecto al basal en base a la intensidad de fluorenscencia. (n=3)
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Figura 8.5 Analisis del efecto del péptido CDIP-2 en la expresion en membrana de TLR4 tras

el estimulo con LPS. C) Histogramas representativos del efecto de CDIP-2 y LPS sobre la
expresion en membrana de TLR4. (n=3)
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9 DISCUSION

Las quimiocinas juegan un rol importante en el control de infecciones, ya que
intervienen en la respuesta inflamatoria, pero su sobreexpresién recluta células a
los tejidos causando un infiltrado inflamatorio que resulta en dafio al tejido. ** Con
el aumento en la incidencia de enfermedades inflamatorias como ateroesclerosis,
artritis, asma y obesidad; se ha comenzado a tomar como blanco terapéutico las
quimiocinas y sus receptores, mediante el desarrollo de herramientas que

modulen su actividad.

En trabajos anteriores se desarroll6 una herramienta alternativa, la sintesis de
péptidos derivados de quimiocina como la CCL13. Uno de ellos es CDIP-2, que
presenta actividad parcial antagonista en modelos in vitro e in vivo de
inflamacion.®' Sin embargo se desconoce el mecanismo por el cual CDIP-2 ejerce
esta modulacion por lo que en este trabajo se busca estudiar por medio de un
modelo in vitro de PMBC, estimuladas con LPS, el efecto del péptido CDIP-2 en

dos de las principales vias de la respuesta inflamatoria (MAPK y NFkB).

Primero se analizo el efecto del péptido CDIP-2 sobre la expresion de citocinas
participantes en la respuesta inflamatoria, analizando Ilas citocinas en
sobrenadante después del un estimulo con LPS de 18 hrs en PBMC (Figura 8.1).
Se obtuvieron resultados significativos del efecto de CDIP-2 con TNFa,
encontrando que CDIP-2 no estimula por si sélo la expresion de TNFa y lo

disminuye significativamente tras el estimulo con LPS.

La disminucion de TNF-a e IL-1, no s6lo confirma una modulacién en la respuesta
inflamatoria, ya que estas citocinas entre sus funciones se encargan de activar
otras células y amplificar la respuesta inflamatoria’; sino que también replica los
resultados obtenidos anteriormente, lo que nos indica que el péptido funciona en

este sistema.

La disminucion de TNF-a e IL-1 se puede dar por la modulacién de las vias de
sefalizacion de TLR4, ya que en estudios de sustancias antiinflamatorias con este
estimulo se ha encontrado por ejemplo que la disminucién de la citocinas se da ya
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sea por una modulaciéon de NFkB,* por modulacién de las MAPK (JNK, p38 y
ERK) sin afectar NFkB,* o afectando IKK y ERK. *® Lo que nos indica que la
regulacion de estas citocinas, dependen mas que de una via de sefalizacion, de la

forma en la que actua el estimulo inhibitorio.

También cabe mencionar que los resultados en IL-8 e IL-10 tienen una tendencia
interesante. En IL-8 se tiene una disminucidn en la expresion con el tratamiento de
LPS con CDIP-2, pero ya que no hay una diferencia entre el valor basal y con LPS
no podemos decir si CDIP-2 disminuye la expresion ya que el tratamiento con
LPS no aumenté la expresién de IL-8 como se esperaria ya que se ha reportado
que los valores de IL-8 en células sin estimular se puede encontrar entre 4,000 y
15,000pg/mL mientras que con LPS es de entre 30,000 a 70,000 pg/mL.*’

En IL-10 se observa un aumento en su expresion tras el tratamiento con CDIP-2 a
100ug/mL junto con LPS. A pesar de que este aumento no es tan significativo en
los otros suejtos es un resultado a considerar, ya que esta bien establecido que IL-
10 controla los procesos inflamatorios al suprimir la expresion de citocinas
proinflamatorias, quimiocinas, moléculas de adhesién, asi como moléculas
coestimuladoras en monocitos, neutréfilos y linfocitos T. 8 Por lo que su aumento

podria intervenir en la regulacion de la inflamacion.

Después de este ensayo, para comenzar a estudiar el posible mecanismo por el
cual CDIP-2 tiene su efecto, se analizé la translocacion de la subunidad p65 de
NFkB al nucleo, ya que NFkB es un importante factor de transcripcion en la

expresion de genes de citocina durante la inflamacién.

Primero se observé cualitativamente, mediante microscopia confocal, si el péptido
modificaba la translocacion de p65 (Tabla8), se distingue un aumento en el nucleo
de p65 tras el estimulo con LPS el cual parece estar disminuido junto con el
tratamiento de CDIP-2, el cual por si sélo no muestra una diferencia con el basal.
Para saber si estos cambios son cuantitativos a continuacién se realizé un
Western Blot de fracciones proteicas (Figura 8.2), que tras el andlisis disimétrico

no mostré diferencias significativas en ninguno de los tratamientos.
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En este caso se esperaria observar una diferencia en la estimulacion con LPS, ya
gue este activa la via de NFkB. Aunque se han encontrado resultados en donde
LPS indujo la translocacién de p50 al nucleo, pero no de p65, 4048 o5 posible que
este resultado se deba mas bien a una falta de tiempo de estimulaciéon con LPS,
ya que otros ensayos en PBMC han reportado una translocacion maxima a los
60min,* *° por lo que no se puede concluir si CDIP-2 afecta la via de NFKB sin

realizar otros analisis.

Posteriormente se estudié el efecto de CDIP-2 sobre la via de MAPK, estudiando
2 de sus componentes p38 y ERK1/2. Esto se realizé al analizar la diferencia de

proteina fosforilada, es decir activada, con los distintos estimulos.

Mediante un analisis de citometria de flujo intracelular (Figura 8.3), se observé un
aumento significativo de la fosforilacion para ambas MAPK tras el estimulo con
LPS, pero soélo se observé una disminucién significativa para ERK1/2. Esto se
puede deber a que se han encontrado distintas proteinas en la sefnalizacion por
TLR4 que activan cada MAPK, por ejemplo TAK1 es importante en la activaciéon

de p38,” mientras que la activacién de ERK requiere de la MAP3K, TPL2. °

Ademas la disminucion de la activacion de ERK por CDIP-2 tras el estimulo con
LPS se puede relacionar con la disminucién en la expresiéon de TNFa, debido a
que inhibidores de la cinasa de ERK, MKK1 y 2, disminuyen la induccién de TNFa

en monocitos humanos.®

También se analiz6 el efecto sobre estas MAPK a distintos tiempos de
estimulacion con LPS por Western Blot; a pesar que en este caso no se obtuvieron
diferencias significativas en la estimulacién con LPS o por el tratamiento con
CDIP-2, podemos observar que hay una mayor disminucion en la fosforilacion de
ERK2 que de ERK1. Debido a esto puede ser que en este ensayo no observemos
una diferencia significativa, ya que por citometria de flujo no podemos distinguir
entre las dos proteinas, por lo que estamos observando un resultado aditivo.

Por ultimo se analizé el efecto de CDIP-2 en la expresion en membrana de TLR4,

ya que se sabe que después de la activacion del la via dependiente a MyD88, el
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complejo TLR4-MD2-LPS es internalizado e inicia una via de sefializacion

secundaria, que promueve entre otros la expresion de IFN tipo I."" *2

En los resultados se observa una disminucion significativa de la expresion en
membrana de TLR4 con el tratamiento de CDIP-2 a 10ug/mL tras los estimulos
con LPS comparado con la expresion basal. Ademas de una diferencia entre el
tratamiento con CDIP-2 a 10ug/mL en comparacion a la concentracion de CDIP-2
de 100ug/mL, tras el estimulo con LPS, habiendo disminucion de la expresion a
diferencia de LPS unicamente en la concentracion menor, lo que se puede deber

a una saturacion en la concentracion de 100ug/mL.

Estudios sugieren que la internalizacién de TLR4 tras la estimulacién con LPS es

regulada por endocitosis mediada por clatrina y dinamina,> **

al igual que en los
receptores de quimiocina. * Varios ejemplos de regulacién por entrecruzamiento
indirecto con otros receptores, han sido descritos, como la regulacién cruzada de
los receptores CCR1, 2 y 5 por TLR2 y TLR4.%® °® Se cree que esta comunicacién
puede ser bidireccional, por lo que, ya que en otros reportes se encontré que
CDIP-2 induce de la internalizacién de los receptores CCR1, CCR2 y CCR3;*’
podriamos suponer que la disminucién de TLR4 se puede deber al efecto que
CDIP-2 presenta sobre los receptores de quimiocina, ya que ambos se endocitan

por el mismo mecanismo.

Finalmente aunque desconocemos los mecanismos exactos por los que actua,
con este trabajo se encontré que el péptido CDIP-2 disminuye la expresion de
TNFa por la modulacion de la activacion de ERK y la expresion en membrana de

TLR4, tras la estimulacién con LPS. Lo que se resume en la Figura 9.1.
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Figura 9.1. Modelo que muestra un posible mecanismo a través del cual CDIP-2 ejecuta su efecto
antagonista modulando la via de activacion de ERK1/2 por LPS y la expresion en membrana del
receptor TLR4, después de un estimulo con LPS. Lo que se puede dar por una modulacion directa de
las vias de TLR4 o por un entrecruzamiento de las vias de CCRy TLR.
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10 CONCLUSIONES

1.

CDIP-2 disminuye significativamente la expresion de TNF-a tras la
estimulacion con LPS.

CDIP-2 no aumenta la translocacién al nucleo de la subunidad p65 de
NFkB.

CDIP-2 disminuye significativamente la fosforilacion, es decir la activacién,

de ERK1/2 tras la estimulaciéon con LPS.

4. ERK2 es menos activada tras el tratamiento con CDIP-2 y LPS.

5. CDIP-2 con una concentracion de 10ug/mL, disminuye la expresion en

membrana de TLR4, sélo y con la estimulacion de LPS.
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11 APENDICES

APENDICE |. SOLUCIONES

En todas las soluciones el agua utilizada fue bidestilada.

12.1.1 SOLUCIONES GENERALES

PBS10x (500mL)

e NaH;PO4-H,0 1.28g

e NapH2P0O4-7H,0 11.24g
e NaCl 43.83g

e EnHO

e pH7.3

Diluir con agua para obtener la solucién de trabajo PBS 1x

Medio de cultivo RPMI

Disolver el contenido del sobre en 960mL de agua con ayuda de un agitador

magnético. Anadir:

e 1.5g NaHCO;
10mL HEPES 10mM
e 10mL piruvato de sodio 100mM

e 10mL antibidticos
e 10mL de aa no esenciales

e 4uL B-mercaptoetanol
Filtrar
PFA 10%

e 10g Paraformaldehido
e EnPBS 1xpH7.3
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Amortiguador FACS (100mL)

e SFB2mL
e EnPBS1xpH7.3

Triton 0.1% (50mL)

e Tritdn 50mg
e EnPBS1xpH7.3

12.1.2 SOLUCIONES PARA EXTRACCION DE FRACCIONES PROTEICAS
Solucién baja en sales

Soluciones madre

e HEPES 1M pH 7.9
e MgCl, 1M

e KCI3M

e EDTAO0.5M

e DTT1M

e PMSF 200mM

Solucién hipotdnica

e 10mM HEPES
e 1.5mM MgCl,
e 10mM KCI

e 0.2mM PMSF
e 0.5mMDTT

e ENnHO

20mM HEPES
1.5mM MgCl;
20mM KCI
0.2mM EDTA
25% Gilicerol
0.2mM PMSF
0.5mM DTT
En H2O

Solucién alta en sales

20mM HEPES
1.5mM MgCl,
1.4M KClI
0.2mM EDTA
25% Gilicerol
0.2mM PMSF
0.5mM DTT
En H,O
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12.1.3 SOLUCIONES PARA WESTERN BLOT

Preparacion de geles

Tabla 10. Preparacién de gel para PAGE-SDS 10% (1gel)

Solucion /Reactivo

Gel Separador

Gel concentrador

A 1.25 mL 250 uL
B 2.35mL /
C 62.5 uL 31.25uL
D / 1.075 mL
H.O 1.925 mL 1.575 mL
TEMED* 1.6 uL 1.25uL
PSA* 156 uL 250 uL

*Anadir al altimo

¢ 1.7g Bis acrilamida

Soluciéon A) Acrilamida- Bis acrilamida (100mL en H,0)
¢ 48.3g Acrilamida

¢ Almacenar por 2 meses en una botella oscuraa TA

e Solucién B)TRIS-HCI 1.5M pH8.8 (en H,0)

e Solucion C) SDS 10% (en H20)
e Solucion D)TRIS-HCI 1M pH6.8 (en H,0)
e PSA) Persulfato de amonio (2mL en H,0)

¢ 100mg Persulfato de amonio
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Laemmli 2x (50mL)

e SDS 4%
e Glicerol 20%
e - Mercapto etanol 5mL

e Azul de bromofenol 2mg
e TRIS-HCI 0.985g pH6.8

Disolver TRIS-HCI en 25mL de agua
y ajustar el pH, posteriormente
agregar el SDS, glicerol, azul de
bromofenol y por ultimo B- Mercapto
etanol, y llevar a 50mL. Almacenar en
alicuotas a -20°C. Antes de utilizar
agregar 20uL de ortovanadato
200mM y 20ul de B- Mercaptoetanol y
dejar hervir. Diluir con la muestra o

PBS para tener una concentracion 1x.

Amortiguador de corrida10x (500mL)

e TRIS-base 15.15¢g

e Glicina 72g
e SDS 5¢g
e En Hzo

Diluir con agua para obtener Ia

solucion de trabajo 1x

TBS 20x (500mL)

Amortiquador de transferencia (1L)

TRIS base 12.11g
NaCl 87.66g

En H,O

pH 7.6

TRIS-base 3g
Glicina 14.49g
En HQO

Agregar 20% de MetOH a la

soluciéon antes de utilizar

TBS-T 1x (1L)

50mL TBS20x
1mL Tween 20
En HZO

Amortiquador para stripping

NaOH 0.2M
En H20
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APENDICE Il. ANTICUERPOS

Anticuerpos primarios

a-Actina policlonal cabra IgG

a-p65 policlonal conejo 1gG

a-pERK (Tyr 204) policlonal IgG conejo
a-pP38 (Thr180/Tyr182) policlonal IgG conejo
a-TLR4 humano biotina ratén

a-aTubulina monoclonal IgG2a ratén

Anticuerpos secundarios

IgG conjugado Alexa 555
Estreptavidina APC

IgG conjugado FITC cabra anti conejo
IgG conjugado HRP cabra anti conejo
IgG conjugado HRP conejo anti cabra

IgG2a conjugado HRP conejo anti ratén

Santa Cruz Biotechnology
eBioscience

Santa Cruz Biotechnology
Santa Cruz Biotechnology
BD Pharmigen

Gene Tex

Préstamo
Biolegend
Jackson
Upstate
ZYMED
ZYMED

551975
628802

405207

81-1620
61-0220
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APENDICE Ill. REACTIVOS

R/
L X4

Acrilamida

Azul de bromofenol
Azul de tripano
Bis-acrilamida
CDIP-2

DAKO

DAPI

DTT

EDTA

Estandares de proteina (160-
0305)

Etanol 96%

Etanol absoluto
Fibronectina
Glicerol

Glicina

HEPES
Histopaque®-1077
KCI

Leche Svelty

LPS E. coli
Lumiglo 20x
Metanol

MgCl,
NazH,PO4-7H,0
NaCl
NaH2PO4-H20
NaOH
Ortovanadato

PFA

PSA

RPMI

SDS

SFB
TEMED
TRIS-base
TRIS-HCI
Triton
Tween 20

B-Mercaptoetanol
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APENDICE |V. ABREVIATURAS

aa
ADN
Apc
APC

CBA
CDIP
CLR
CO;
DAPI
DTT
EDTA
ERK
EtOH
FACS
FITC
H,O
HCI
HEPES
hr
HRP
IgG

IL-1RA
KCI

LPS

MAPK

MetOH
MF

Aminoacidos

Acido Desoxirribonucleico

Aloficocianina

Célula Presentadora de Antigeno

Celsius

Ensayo de Perlas de Citocina

Péptido inhibitorio derivado de quimiocina
Receptores Tipo Lectina-C

Diéxido de Carbono

4’ 6-diamidino-2-fenilindol

Ditiotreitol

Acido Etilen diamino tetracético

Cinasas reguladas por sefales extracelulares
Etanol

Clasificacion de células activada por fluorescencia
Isotiocianato de fluoresceina

Agua

Acido clorhidrico

Acido hidroxietil piperazinetanosulfénico
Hora

Peroxidasa del rabano picante
Inmunoglobulina G

Interleucina

Antagonista del Receptor de IL-1

Cloruro de potasio

Litro

Lipopolisacarido

Molar

Proteincinasas activadas por mitogeno
Metanol

Media de Fluorescencia
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MgCl, Cloruro de magnesio

min Minutos
mL Mililitro
mM Milimolar

Na,H,PO,-7H,O Fosfato disédico hepta hidratado

NaCl Cloruro de sodio

NaH,PO,-H,O Fosfato monosaddico hidratado

NaHCOs; Bicarbonato de sodio

NaOH Hidroxido de sodio

NFkB Factor Nuclear kappa B

ng Nanogramo

NK Asesinas Naturales

NLR Receptores Tipo NOD

ON Toda la noche

p Fosfolirado

PAGE Electroforesis en gel de poliacrilamida
PAMP Patron Molecular Asociado a Patégenos
PBMC Célula mononuclear de sangre periférica
PBS Solucién salina tamponada con fosfatos
PFA Paraformaldehido

PG Prostaglandina

PMSF Fluoruro de metilfenilsulfonilo

PRR Receptor de Reconocimiento a Patrones
PSA Persulfato de Sodio

PVDF Difluoruro de polivinilideno

RLR Receptores Tipo RIG

RPMI Medio del “Roswell Park Memorial Institute”
SDS Duodecil Sulfato de Sodio

SFB Suero fetal bovino

TA Temperatura Ambiente

TBS Solucién salina amortiguadora TRIS

TBS-T Solucidn salina amortiguadora TRIS con Tween 20



TEMED
Thr
TLP2
TLR
TNF-a
TRIS
Tyr

ug

uv

Tetrametiletilendiamina
Treonina

Locus de Progresién de Tumor 2
Receptor tipo Toll

Factor de Necrosis Tumoral alfa
Tris(hidroximetil)Jaminometano
Tirosina

Microgramo

Ultra Violeta

Volts

Este trabajo fue aprobado por el comité de ética del Instituto de Investigaciones

Biomédicas.
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