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2. ABREVIATURAS

AC
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APC
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DNA
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FDA
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LPS
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ul

Aislado Clinico
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Células presentadoras de antigeno
American Type Culture Collection
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Células de adhesion celular

Células dendriticas

Chemokine-Derived Antimicrobial Peptide-4
(Péptido Antimicrobiano Derivado de Quimiocina 4)
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Clinical and Laboratory Standards Institute
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Chronic Obstructive Pulmonary Disease
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Cristal Violeta
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(Acido desoxirribonucleico)
Dimetilsulfoxido

Food and Drug Administration
(Administracion de Alimentos y Drogas)
Fibrosis Quistica

Hematoxilia/Eosina

Péptidos de neutrofilos humanos
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Oxido nitrico sintetasa inducible
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Infiltrado Total

Kilobases

KiloDalton

Caldo Luria-Bertoni

Lavado Bronquioalveolar
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MegaDalton
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uM Micromolar
NCCLS  National Committe for Clinical Laboratory Standards
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3. INTRODUCCION
3.1 RESPUESTA INMUNE

El sistema encargado en responder a estimulos externos detectados como
nocivos en los seres humanos es el Sistema Inmune. El cual esta compuesto por
células y proteinas solubles que en conjunto permiten una respuesta contra estas
moléculas, regresando al estado de homeostasis del organismo para su
supervivencia y conservacion de su especie (Abbas, 2009 y Kindt, 2007).

Tradicionalmente para su estudio la respuesta inmune se ha dividido en dos: en
la respuesta inmune innata e inmunidad adaptativa, en funcion del tiempo y de los
elementos que participan durante cada una de ellas. En la siguiente tabla se
resumen las diferentes caracteristicas de cada tipo de respuesta.

Tabla 1. Caracteristicas de la Respuesta In Inmunidad Innata y Adaptativa

Caracteristica Inmunidad Innata Inmunidad Adaptativa

Células
hematopoyéticas.
Linfocitos T y B, células
T reguladoras y células
NKTs

Elementos celulares | Células hematopoyeéticas:
Macrofagos, células
dendriticas, mastocitos,
neutrofilos, eosindfilos,
basdfilos, células NK'y
NKTs

Células no
hematopoyéticas: Células

epiteliales

Proteinas del
complemento, proteina C-
reactiva, proteinas que
reconocen LPS, péptidos
antimicrobianos y lectinas
de unién a manosa.

Elementos
humorales

Inmunoglobulinas
secretadas por los
linfocitos B

Receptores
caracteristicos

Todas las células de una
clase presentan
receptores idénticos (no
clonal)

Todas las células de una
clase expresan un solo
tipo de receptores
unicos y especificos
(clonal)

Reconocimiento de
los ligandos

Componentes microbianos
conservados, metabolitos
o la secuencia biologica de
infeccion.

Epitopes especificos de
macromoléculas.
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Caracteristica

Inmunidad Innata

Inmunidad Adaptativa

Tipos de receptores

Activacion: TLR, NLR 'y
complemento

Receptores de células B
yT

Respuesta

Moléculas co-
estimuladoras
Citocinas (IL-1B, IL-6)
Quimiocinas (IL-8)

Expansién clonal

IL-2

Citocinas efectoras (IL-
4, INFy)

Tiempo de respuesta | Inmediata Horas a dias

Memoria Ninguna Respuesta exacerbada

inmunolégica ante un exposicion
secundaria (inmunidad
anticipada)

Riesgo de Nula Alta: el rearreglo

Autoreactividad genético permite
generar receptores

autoreactivos.

Modificado de Abbas, 2007.

Cabe mencionar que no todos los elementos reaccionan al mismo tiempo, ni
tampoco lo hacen todos, depende del estimulo, el tejido donde se lleve a cabo, la
deteccion, la magnitud de éste y del estado general del organismo.

3.2 RESPUESTA DEL SISTEMA INMUNE FRENTE A UNA INFECCION
BACTERIANA

3.2.1 RESPUESTA INNATA. RECONOCIMIENTO, ACTIVACION Y FUNCIONES.

La activacion del sistema inmune, en el humano, ocasionada por la presencia de
un patégeno bacteriano se debe al reconocimiento de éste por una primera barrera
fisica, principalmente: la piel externa e internamente por los epitelios que recubren
los organos internos. Este reconocimiento entre receptores de las células del
hospedero y del patdgeno, induce la secrecion de citocinas que dan seinal de la
presencia del patogeno, lo que permite la activacion del sistema inmune. En primera
instancia son secretados péptidos antimicrobianos (AMP), como las defensinas y la
catelicidinas, cuya principal funcion es la eliminacion del patogeno. (Delves y Raoitt,
2000). La activacion del sistema inmune también incluye al sistema del
complemento, una familia de proteinas, que es activado por la presencia de
componentes o de anticuerpos contra componentes de la pared bacteriana,
opsonizan e inducen la produccion de citocinas necesarias para promover la
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inflamacion, ya sea reclutando células del sistema inmune o su activacion facilitando
la eliminacion de las bacterias (Holers, 2014).

Después del reconocimiento, las primeras células en responder y ser reclutadas
a la zona sefalada son las células fagociticas, principalmente macréfagos, que junto
con las células epiteliales secretan citocinas y quimiocinas para el reclutamiento de
una mayor cantidad de neutrofilos y células dendriticas, las cuales realizan el papel
de contencion al degranularse y al fagocitar al patégeno (Delves y Roitt, 2000).

Uno de los principales eventos que favorece la fagocitosis es la presentacion de
antigenos por las células presentadoras de antigenos (APC). Dicho proceso
consiste en el reconocimiento del agente patogeno mediante epitopos especificos y
su degradacion a través de las enzimas proteoliticas y de especies reactivas de
oxigeno que son sintetizadas en los lisosomas. Estas vias de sintesis son activadas
al fusionarse con el fagosoma que ingreso al antigeno. Posteriormente en el
Reticulo Endoplasmatico los epitopos antigénicos son asociados a las moléculas
del Complejo Mayor de Histocompatibilidad (CMH), permitiendo la presentacion del
antigeno de la APC a las células de la inmunidad adaptativa: los linfocitos (Blum et
al., 2013).

3.2.2 RESPUESTA ADAPTATIVA

La respuesta adaptativa esta constituida por una respuesta celular y una
respuesta humoral. La primera esta integrada por los linfocitos T y B; y la segunda
por los anticuerpos producidos por las células plasmaticas.

La respuesta celular es activada cuando se lleva a cabo la presentacion del
antigeno a partir de una APC a los linfocitos T, el microambiente de citocinas
favorece que los linfocitos T se diferencien en células citotoxicas (Tc) y células
efectoras (Th), siendo difierentes en funciones y en su papel dentro del proceso
inflamatorio. Las primeras reconocen células infectadas o transformadas vy
promueven su eliminacion y las segundas favorecen el microambiente de citocinas
Th1 o Th2 y la cooperacion con el linfocito B a través de la activacion de moléculas
en el linfocito B.

Los linfocitos Th a su vez pueden diferenciarse y especializarse aun mas, de
manera clasica en Th1, Th2 y Treg, sin embargo, existen evidencias de platicidad y
hay referencias que indican que existen mas grupos ademas de los mencionados y
por otro lado que tal diversidad no existe, hoy en dia es tema de controversia
(Luckheeram et al., 2012).

Por otra parte, una vez que los linfocitos B han reconocido al antigeno, las
citocinas del ambiente promueven su proliferacion, su genoma comienza a
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reordenarse para generar los anticuerpos especificos contra el antigeno vy
finalmente una parte de los linfocitos B se diferencian en células plasmaticas para
producir los anticuerpos, los cuales se encargaran de opsonizar para neutralizar y
facilitar la fagocitosis del antigeno; y los linfocitos B no diferenciados pasan a formar
parte de la respuesta de memoria, que seran activados en una infeccién secundaria
por el mismo patdégeno (Tobdn et al., 2013).

En la Figura 1 se ilustra la respuesta del sistema inmune, tanto de la inmunidad
innata (complemento) y la inmunidad adaptativa (anticuerpos), en presencia de
bacterias Gram negativas.

Figura 1. Mecanismo de accién del sistema inmune. En una infeccion secundaria: 1) Los
anticuerpos neutralizan las toxinas bacterianas. 2) La activacion del complemento (C3-C5) mediado
por la superficie de la bacteria permite su lisis. 3) Los anticuerpos y la proteina C3b se unen a la
bacteria, las cuales opsonizan para incrementar la fagocitosis. 4) C3a, C4a y C5a inducen la
degranulacion de los mastocitos, secretando sustancias que median la vasodilatacion vy
extravasacion de linfocitos y neutrdfilos. 5) Otras proteinas activadas del complemento son
quiomiotacticas para neutréfilos y macrofagos.

Modificado de Kuby, 2007
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3.3 PEPTIDOS ANTIMICROBIANOS (AMP)

Anteriormente se menciond que uno de los factores solubles que se secretan
para la contencion y eliminacion de los patdogenos son los péptidos antimicrobianos
(AMP). Dichos péptidos se encuentran en todos los vertebrados asi como en
algunos invertebrados, como parte de uno de los primeros mecanismos evolutivos
de proteccién de los organismos (Rossi et.al, 2008).

Los péptidos antimicrobianos son moléculas de bajo peso molecular, con
propiedades fisicoquimicas que les permiten tener un efecto sobre bacterias ya sea
matandolas o inhibiéndolas, debido a su naturaleza catidnica y anfipatica (Jenssen
et.al, 20006).

En el ser humano se conocen tres tipos de péptidos antimicrobianos: Las
defensinas, las histatinas y la catelicidina LL-37. Las defensinas son cationicas ricas
en cisteina y arginina, con seis residuos de cisteina que forman tres puentes de
disulfuro altamente conservados.

De acuerdo a su estructura y funcion, las defensinas se dividen en: a-defensinas,
B-defensinas y 0O-defensinas. Se han identificado seis a-defensinas, 4 en los
neutréfilos (HNP-1-HNP-4) contenidas en los granulos azurdfilos; y dos en las
células del intestino delgado (HD-5 y HD-6). La B-defensina-1 se expresa en células
epiteliales del tracto urinario y respiratorio, mientras que la expresiéon de f-
defensina-2 (HD-2) es inducida por infecciones o estimulos inflamatorios en células
epiteliales de todo el cuerpo. La unica catelicidina en el humano es la HCAP-18/LL-
37, que es expresada en células mieloides, queratinocitos, células epiteliales y
varios linfocitos. La histatina se encuentra en la saliva y tiene actividad inhibitoria
sobre los hongos (Smet, 2005 y Ganz, 2004).

Las defensinas y catelicidinas pueden unirse a los lipopolisacaridos (LPS) de las
bacterias y permitir el dafio de la pared y membrana bacteriana. Las HNPs
incrementan la actividad fagocitica de los neutrofilos, por la estimulacion de la
degranulacién de los mastocitos, HNP-1 y 2 son quimioatrayentes de linfocitos T y
las defensinas a y B son quimioatrayentes para las células dendriticas.

Las caracteristicas fisicoquimicas que les confieren la actividad antimicrobiana
se ha asociado principalmente a su cationicidad, punto isoeléctrico (PI) elevado, su
bajo peso molecular y sus propiedades anfipaticas.

3.3.1 CLASIFICACION DE LOS PEPTIDOS ANTIMICROBIANOS
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Los péptidos antimicrobianos estan divididos en 4 subgrupos con base en su
composicion de aminoacidos y estructura.

El 1° grupo contiene péptidos antimicrobianos anidnicos, son muy pequefos
entre 721- 823 Da. Se encuentran en proteinas surfactantes, lavados
bronquialveolares y células epiteliales, requieren zinc como cofactor y poseen
actividad contra bacterias Gram positivas y negativas.

El 2° grupo esta constituido por péptidos catiénicos, con un tamafo aproximado
de 40 aminoacidos (4,000 Da), carecen de residuos de cisteina, algunos no poseen
estructuras en solucion acuosa, pero en presencia de trifenil-etanol, SDS, micelas,
vesiculas fosfolipidicas, liposomas o lipidos, adoptan una estructura a-hélice.

El 3er grupo formado por péptidos catidnicos que carecen de residuos de cisteina
y son lineales, aunque algunos forman estructuras de giros extendidos, y contienen
altos contenidos de ciertos aminoacidos por ejemplo: PR-39 ricos en residuos de
prolina y arginina, las indolicinas ricas en triptéfano y la profenina que es rica en
prolina y fenilalanina (Brogden et.al, 2003).

El 4° grupo esta formado por péptidos cationicos y anidnicos, contienen residuos
de cisteina, forman enlaces disulfuro y estructuras p-plegadas estables.

En la figura 2 se muestran ejemplos de AMP de los diferentes subgrupos.

A) B)

C) D)

Figura 2. Modelos moleculares de diferentes clases de péptidos cationicos. A) HBD-2 el cual
forma una estructura de triple hélice y un pequefio segmento helicoidal en la parte N-terminal,
ejemplo de el 4° grupo B) péptido anfipatico (estructura helicoidal del Magainin 2) ejemplo del 3°
grupo. C) La estructura de bucle de la bactenicina bovina, ejemplo del 1° grupo D) La estructura
extendida en forma de barco de la indolicina bovina, ejemplo del 2° grupo. Las estructuras se
muestran con las regiones cargadas en azul y los residuos hidrofébicos en verde.

Modificado de Hancock, 2001.

3.3.2 MECANISMOS DE ACCION
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De acuerdo con el efecto que ejercen sobre la membrana del patogeno los AMPs
se clasifican en permeabilizadores (hacen poros) y no permeabilizadores
(inhibidores de procesos metabdlicos e inhibidores de sintesis de DNA) (Brogden
et.al, 2003).

El mecanismo por el cual los péptidos afectan la membrana se realiza en tres
pasos:

1. Interaccion membrana-péptido, es la atraccion entre el péptido y la célula blanco
por medio de interacciones electrostaticas.

2. El anclaje, se lleva a cabo en relacion a la concentracion del péptido, en
relaciones bajas péptido/lipido, los péptidos se unen paralelamente a la bicapa
lipidica; si se incrementa esta relacién los péptidos se orientan perpendicularmente
a la membrana.

3. Formacién de poros transmembranales. Para explicar el mecanismo de
permeabilidad se han propuesto diversos modelos entre los que se incluyen:

a) Modelo de hoyo de polilla o de tapete. Los péptidos son atraidos por las
cargas electrostaticas a los grupo fosfato, recubren la membrana se orientan
paralelamente y actuan como detergentes, rompiendo la membrana al
formar micelas (Hancock y Diamond, 2000).

b) Modelo de tapdn de barril. Los péptidos se inserta en una orientacion
perpendicular al plano de la bicapa formando las duelas en una barril en
forma de racimo, las regiones hidrofobicas del péptido se alinean con la
region lipidica central de la membrana y la region hidrofilica del péptido forma
la region interna del poro (Guilhelmelli et al., 2013).

c) Modelo de poro toroidal. Los AMP con alfa hélice se unen a la membrana,
agregandose e induciendo que la monocapa de lipidos se pliegue sobre si
misma de forma continua, estabilizando la formacién de poros por las
interacciones entre las regiones apolares con las cabezas de los lipidos
membranales, asi como la interacciéon con las cadenas acilares. En este
proceso la membrana se curva hacia adentro de tal manera que la capa
lipidica y los poros también lo hacen (Mihajlovic, 2010).

10



Introduccién

d) Modelo de agregacidon. Los péptidos se unen a la membrana de una
manera desordenada formando complejos micelares de péptidos con lipido
(Jenssen et al., 2006).

e) Electroporacion molecular. Algunos péptidos son capaces de formar un
potencial eléctrico a través de la bicapa que es suficiente para la formacion
del poro (Jenssen et al., 2006).

f) Balsas lipidicas que se hunden. Los péptidos anfipaticos pueden causar
una pérdida del balance por union y deformacion (hundimiento) de las balsas
lipidica en la bicapa lipidica, formando poros transitorios (Jenssen et al.,
2006).

Los mecanismos de accion de los péptidos que no actuan a nivel de
permeabilizacion de la membrana son:

a) Inhibiendo la sintesis de DNA y RNA, al impedir el funcionamiento de las
enzimas de replicacion de los acidos nucleicos, como la buforina I,
pleurocidina y dermaseptina (Jensen et al., 2006).

b) La sintesis de proteinas es otro blanco para los péptidos antimicrobianos,
disminuyendo la velocidad de la sintesis de proteinas de la pared celular,
como la indolicidina y PR-39 (Jensen et al., 2006).

c) Inhibiendo la actividad enzimatica. Por ejemplo impidiendo el correcto
plegamiento de proteinas, como la pirrocidina que inhibe la actividad de la
ATPasa de DnaK, una enzima que funciona como chaperona en el
plegamiento de proteinas; o inhibiendo las enzimas que participan en la
modificacién de los aminoglucésidos (Jensen et al., 2006).

e) Impiden la formacion de componentes estructurales de la pared celular,
por ejemplo los lantibiéticos como la nisina y mersacidina pueden unirse e
inhibir la transglicosilacion de lipidos Il el cual es necesario para la sintesis
de peptidoglicanos (Jensen et al., 2006).

En la figura 3 se muestran diversos mecanismos de accion de los AMP sobre la
membrana de las bacterias.

11
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Figura 3. Mecanismos de accidon de los AMPs permeabilizadores y no permeabilizadores. La
membrana lipidica bacteriana esta representada en color amarillo y los péptidos como los cilindros,
donde las regiones hidrofilicas son de color rojo y las hidrofébicas de color azul. Los modelos de
permeabilizacion de la membrana son: el modelo de “agregacion” (A), el modelo del “poro toroidal”
(B), el modelo del “tapon de barril” (C), el modelo de “tapete” (D). Los mecanismos de accién de los
péptidos que no actuan a nivel de permeabilizaciéon de la membrana son: inhibiendo la sintesis de
DNA y RNA (E), la sintesis de proteinas es otro blanco para los péptidos antimicrobianos (F), al igual
que el ensamblaje de proteinas (G), inhibiendo la sintesis de aminoglucésidos (H) y la sintesis de
peptidoglicanos (I).

Modificado de Jenssen, 2006.
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3.3.3 FUNCION QUIMIOTACTICA DE LOS PEPTIDOS ANTIMICROBIANOS

Durante mucho tiempo se creyd que Ilos péptidos antimicrobianos
exclusivamente tenian la funcion de inhibir o eliminar a patégenos, sin embargo
actualmente sabemos que participan como mediadores de la inflamacion, al
favorecer la secrecion de citocinas, la proliferacion celular, la angiogenésis, el
balance proteasa-antiproteasa y la quimiotaxis (Beisswenger y Bals, 2005).

El descubrimiento de su actividad quimiotactica se debié a Chervov y Col. en
1996. Sus estudios basados en las defensinas (H1 y H2) junto a CAP-37 localizados
en los granulos de los neutréfilos, permitireron describir que aunada a su actividad
antimicrobiana, también tienen la capacidad de inducir quimiotaxis de los monocitos
y linfocitos T; actividad que practicamente habia sido descrita para las quimiocinas
(Chertov et al., 1996).

Este estudio permitié conocer una nueva funcion de los AMP’s y también
formular que las moléculas podrian compartir funciones, las defensinas de
quimioatraccidn y las quimiocinas con la capacidad de contener, inhibir o eliminar a
los microorganismos. Esta hipétesis fue comprobada en 1999 por Yang y col, al
demostrar que la B-defensina-2 tiene funcion quimiotactica con células que
expresan el receptor CCRG, al cual solo se le conocia como ligando a la quimiocina
CCL20/MIP-3a, al realizar ensayos de actividad antimicrobiana con ambas
moléculas: la p-defensina y CCL20, se describié que la quimiocina tuvo mayor
actividad antimicrobiana que la defensina en cepas de Escherichia coli y
Staphylococcus aureus (Yang et al., 1999).

3.4 QUIMIOCINAS

El sistema inmune esta compuesto por billones de células mdviles que recorren
todo el cuerpo. Las senales que les permitan su comunicacion para acudir a donde
son necesarias en tiempo y espacio estan dadas por las quimiocinas. Entre otras
funciones que se han descrito son: activacion y diferenciacion de células,
angiogeénesis, metastasis, inflamacion, desarrollo de érganos linfaticos, desarrollo
de las respuestas Th1 y Th2 asi como la cicatrizacion de heridas (Rossi, 2008).

Las quimiocinas son una superfamilia de pequefios péptidos, ente 90 — 130
aminoacidos, conformada por mas de 50 elementos y pueden ser divididas en 4
subgrupos, basadas en el numero y el espaciamiento entre el primero y el segundo
residuo de cisteina en la parte amino terminal: CXC (familia—a), CC (familia-g), C
(familia—y) y CX3C (familia-3) donde X es un aminoacido (Griffith et al., 2014).
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La subfamilia CXC, tiene un aminoacido separando a los primeros dos residuos
de cisteina. Este grupo puede dividirse con base en la presencia o ausencia de los
aminoacidos Glu-Leu-Arg (ELR) localizado después del primer residuo de cisteina.
Las quimiocinas ELR se unen al receptor CXCR2 y generalmente actuan en la
quimiotaxis y activacion de los neutrdfilos. Las quimiocinas ELR- se unen a los
receptores CXCR3-5 y principalmente actuan sobre los linfocitos. Se han
identificando 14 diferentes genes como los responsables de codificarlas (Janeway
y Medzhitov, 2002).

En la subfamilia CC, las primeras dos cisteinas son adyacentes una a la otra,
cuenta con 24 miembros y sus células blanco son los leucocitos. La subfamilia C
esta conformada por la linfotactina y SCM- 1b, las cuales han perdido la primera y
la tercera cisteina. La Fractalcina es el unico elemento que conforma a la subfamilia
de la clase CXC, tiene tres aminoacidos entre los dos primeros residuos de cisteina,
es una proteina transmembranal con el dominio N-terminal fusionado a su larga
cola de mucina.

Las quimiocinas ejercen su funcion biologica al unirse al receptor con 7 fases
transmembranales acoplado a proteina G activando vias de sefnalizacion (GPCR).
Se conocen diez receptores para el subgrupo CC (CCR1-10), siete para CXC
(CXCR1-6 y CXCR3B), uno para CX3C (CX3CR1) y uno para C (XCR1). Y dos
receptores sefiuelo Duffy y D6 los cuales no sefalizan, pero se ha demostrado que
se unen a quimiocinas inflamatorias las cuales internalizan y las degradan, como
parte del mecanismo de regulacion de su actividad (Janeway y Medzhitov, 2002).

Funcionalmente las quimiocinas pueden dividirse en inductoras de inflamacion
y las que se expresan constitutivamente u homeostaticas. Las quimiocinas
inflamatorias son criticas en la atraccidn de diversos tipos de leucocitos a sitios
inflamados, ademas que también reclutan neutrofilos, monocitos/macrofagos,
células dendriticas y células NK, ya que pueden unirse a mas de un receptor de
quimiocina. Las quimiocinas homeostaticas son importantes en la migracion de las
células presentadoras de antigeno y linfocitos en los nddulos linfaticos, otras son
importantes en el trafico controlado de las células T efectoras.

A continuacion en la tabla 2 se muestran algunas quimiocinas, con la antigua y
nueva nomenclatura, asi como sus receptores, células blanco y el cromosoma
donde se encuentran los genes que las codifican.

Tabla 2. Caracteristicas de las Quimiocinas.

Quimiocina Nombre Cromosoma Célula blanco Receptor
sistematico especifico
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ELR+CXC CXCL
IL-8 8 4 Neutrofilos, basofilos, células T. CXCR1
GROa 1 4 Neutréfilos CXCR2-1
GROB 2 4 Neutrofilos CXCR2
GROy 3 4 Neutrofilos CXCR2
ENA-78 5 4 Neutréfilos CXCR2
LDGF-PBP 7 4 Fibroblastos, neutroéfilos CXCR2
GCP-2 6 4 Neutréfilos CXCR2
ELR-CXC
PF4 4 4 Fibroblastos Desconocido
MIG 9 4 Activacion de linfocitos T CXCR3
IP-10 10 4 Activacion de linfocitos T(TH1 > TH2) CXCR3
SDF-1a/B 12 10 Células de medula 6sea CD34+. Linfocitos T, CXCR4
BUNZO/STR 16 17 Células dendriticas, células B, linfocitos T CXCRG6
activados CD4
C33 11 4 Linfocitos T, NKT CXCR3
I-TAC 13 4 Activacion de linfocitos CXCR5
BLC/BCA-1 Linfocitos T activados CD4 y células B
indiferenciadas
CC CCL
MIP-1a 3 17 Monocitos/macréfagos, activacion de linfocitos  CCR1, 5
T(TH1 > TH2), células NK, basdfilos, CD,
células de medula 6sea
MIP-13 4 17 Monocitos/macréfagos, Activacion de linfocitos  CCR1, 5
T(TH1 > TH2), células NK, basdfilos, CD,
células de medula 6sea
MDC 22 16 CD inmaduras, IA células NK, linfocitos T(TH2 CCR4
> TH1), timocitos
TECK 25 19 Macrofagos, timocitos, CD CCR9
TARC 17 16 Linfocitos T(TH2 > TH1) inmaduras, CD CCR4
inmaduras , células IA NK, linfocitos T(TH2 >
TH1) timocitos
RANTES 5 17 Monocitos/macréfagos, linfocitos T (memoria, CCRH1, 3,
>TH1 > TH2), células NK, basdfilos, 5
eosinofilos y CD
HCC-1 14 17 Monocitos CCR1
HCC-4 16 17 Monocitos CCR1
DC-CK1 18 17 Linfocitos T indiferenciados > linfocitos T Desconocido
MIP-3a 20 2 Linfocitos T (memoria > linfocitos T), células CCRG6
mono nucleares de sangre periférica, células
de medula 6sea y CD.
MIP-313 19 9 Linfocitos T indiferenciados, CD maduras, CCRY7
linfocitos B
MCP-1 2 17 Linfocitos T, monocitos, basofilos CCR2
MCP-2 8 17 Linfocitos T, monocitos, eosindfilos basoéfilos CCR2
MCP-3 7 17 Linfocitos T, monocitos, eosindfilos, basofilos y CCR2
MCP-4 13 17 CD
12 (11) Linfocitos T, monocitos, eosindfilos, basofilosy CCR2, 3
CD
Quimiocina Nombre Cromosoma Célula blanco Receptor
sistematico especifico
Eotaxina 11 17 Eosindfilos, monocitos, linfocitos T CCR2
24 ? Eosinodfilos CCR3
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Eotaxina-
2/MPIF-2 1 17 Linfocitos T(?), eosindfilos, baséfilos CCR3
1-309 15 17 Neutrdfilos (solo TCA-3), linfocitos T CCR8
MIP-5/HCC-2 23 17 (?) Linfocitos T, monocitos, neutrdfilos (?), y CD CCR1, 3
MPIF-1 21 9 Monocitos, linfocitos T, neutrofilos (?) Desconocido
6Ckine Linfocitos T indiferenciados, linfocitos B, CCRY7
células mesangiales (?)

27 9 Linfocitos T CCR10
CTACK 28 5 Linfocitos T, eosindfilos CCR10, 3
MEC
CyCX3C
Linfotactina XCL 1 1 Linfocitos T, células NK XCR1
Fractalcina CX3CL 1 16 Linfocitos T, monocitos, neutrdfilos (?) CX3CR1

Modificado de Janeway 2005.

3.4.1 QUIMIOCINAS ANTIMICROBIANAS

Para que la respuesta inmune innata sea efectiva en tiempos muy cortos cuenta
con molélculas que tienen un efecto antimicrobiano. Las mas caracterizadas son las
defensinas y catelicidinas, como se mencioné anteriormente. Su actividad
antimicrobiana es mediada por la insercién del péptido en la pared celular del
patogeno, formando poros que permeabilizan la membrana y finalmente conllevan
a la lisis de éstos (Smet, 2005). Las defensinas y las quimiocinas tienen funciones
gue se comparten como es el caso de la actividad quimiotactica sobre los linfocitos,
las células dendriticas y neutrdfilos; la actividad antimicrobiana, algunos
aminoacidos (residuos de cisteina en la parte N-terminal) y su estructura terciaria
(alfa hélices) es muy semejante (Ganz, 2003).

Recientemente se comenzd a describir que las quimiocinas presentaban
actividad antimicrobiana in vitro frente a diferentes cepas bacterianas, el primer
reporte se realizoé en el 2000 con las quimiocinas CXCL4/hPF-4 y CXCL7/NAP-2,
presentes en los granulos o de las plaquetas, donde, a través de la region C-terminal
de las quimiocinas inhibié el crecimiento de Bacillus subtilis, Escherichia coli,
Staphylococcus aureus, Lactococcus lactis y Cryptococcus neoformans (Krijgsveld
et al., 2000); seguido por un analisis de 11 quimiocinas representantes de cada
familia, encontrando que CXCL9/MIG, CXCL10/IP-10 y CXCL11/ITAC tienen
actividad antimicrobiana contra E. coli y Lysteria monocytogenes (Cole et al., 2001);
posteriormente se report6 a CCL28/MEC con actividad contra Pseudomonas
aeruginosa, Klebsiella pneumonie y Candida albicans, en el cual se asocia que la
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region C-terminal (con alto contenido en los aminoacidos RKDRK) es esencial pero
no suficiente para la actividad antimicrobiana (Hieshima et al., 2003). Yang vy
colaboradores analizaron 30 quimiocinas de las cuales 21 presentaron actividad
como se muestra en la tabla 3 contra S. aureusy E coli (Yang et al., 2003). El dltimo
reporte sobre nuevas quimiocinas con actividad antimicrobiana se presenté en
2010, sumando a CCL6/C10, CCL14/HCC-1 y CCL15/HCC-2 a la lista de
quimiocinas con actividad antimicrobiana (Kotarsky et al., 2010).

Sin embargo, el analisis de la actividad antimicrobiana in vitro de las quimiocinas
se ha realizado con diferentes métodos, cepas y condiciones, por lo que los
resultados obtenidos no han sido del todo concordantes, por ejemplo en el 2005 se
reporté que CXCLS8/IL-8 y CXCL6/GCP-2 presentaban actividad antimicrobiana
(Bjourstad et al, 2005), sin embargo anteriormente fueron reportadas como carentes
de tal actividad por Yang y col. en el 2003; este hecho ha propiciado que se analicen
y asocien caracteristicas fisicoquimicas, conformaciones estructurales vy
secuencias, que permitan entender su actividad en diferentes condiciones y frente
a diferentes microorganismos.

Hasta el momento solo se han reportado dos estudio in vivo donde las
quimiocinas presentan actividad antimicrobiana; ambos en modelo murino de
infeccion pulmonar con Bacillus anthracis. El primero demuestra la actividad
antimicrobiana de CXCL10/IP-10, al impedir la esporulacién de la bacteria y por
ende la progresion y eliminacién de la infeccion rapidamente (Crawford et al., 2010)
y en el segundo se correlaciona las concentraciones de CXCL9/MIG, CXCL10/IP-
10 y CXCL11/ITAC durante la infeccidén, ya que ratones tratados con anticuerpos
neutralizantes de las quimiocinas se vuelven mas suceptibles a la infeccion
(Crawford et al., 2011). Mostrando la participacion de las quimiocinas durante la
infeccion y sugieriendo un papel antimicrobiano directo sobre el agente patdgeno.

Ademas de la actividad antibacteriana y antifungica, las quimiocinas también
cuentan con actividad antimicrobiana del tipo: antivirica con CCL5/RANTES,
CCL8/MCP-2 y CXCL12/SDF-1 inhibiendo la entrada del virus del VIH en células
hospederas (Yang et al., 2012); y antiparasitaria con CXCL6/GCP-2, CXCL9/MIG y
CCL28/MEC contra los promastigotes de Leshmania mexicana (Sobirk et al., 2013)
y CXCL4/hPF4 contra Plasmodium falciparum atacando las vacualas digestivas del
parasito (Love et al., 2012).

A continuacion en la tabla 3, se muestran los resultados obtenidos en el
estudio de Yang en el 2003, en la cual se reporta la actividad de las quimiocinas
frente a bacterias Gram postivas y Gram negativas, ademas de incluir el punto
isoeléctrico (PIl) de cada una, para establecer una asociacion con su atividad.
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Tabla 3. Actividad antimicrobiana de las quimiocinas

Pl Actividad antimicrobiana
Quimiocina calculado (% de muerte + SD)
Familia Miembro E. coli S. aureus
CXC CXCL1/Gro 9.80 8713 22+11
CXCL2/Gro 10.27 789 2619
CXCL3/Gro 9.85 64+11 39+10
CXCL6/GCP-2 9.06 0 0
CXCLS8/IL-8 8.97 0 0
CXCL9/MIG 10.83 100 81+11
CXCL10/1P-10 10.52 100 77+12
CXCL11/I-TAC 10.48 72+10 69+9
CX3C CXCL12/SDF-1t 10.51 86+12 59+7
C CXCL13/BCA-1 10.91 8319 50+10
CcC CXCL14/BRAK 10.28 50+10 358
CX3CL1/fractalcina 9.78 0 0
XCL1/linfotactina 11.35 100 4749
CCL1/1-309 10.10 88+12 3745
CCL2/MCP-1 9.58 0 0
CCL3/MIP-1 4.60 0 0
CCL5/RANTES 9.25 0 0
CCL7/MCP-3 10.10 0 0
CCL8/MCP-2 10.38 26+12 0
CCL11/eotaxina 10.35 6617 49110
CCL13/MCP-4 10.40 769 0
CCL16/LEC 8.71 0 0
CCL17/TARC 9.29 59+10 4618
CCL18/PARC 9.39 100 69+9
CCL19/MIP-3 10.16 82+10 0
CCL20/MIP-3 10.08 100 517
CCL21/SLC 10.46 4549 758
CCL22/MDC 9.04 100 7411
CCL25/TECK 10.6 68+13 48+12
CCL27/CTAK 9.11 0 0

Modificado de Yang et al., 2003

3.4.2 PEPTIDOS DERIVADOS DE QUIMIOCINAS (CDP) CON ACTIVIDAD
ANTIMICROBIANA

La diversidad en intensidad de respuesta y tipo de microorganismos que se ven
inhibidos por las quimicionas han sido tratadas de ser explicadas al asociar sus
caracteristicas fisicoquimicas a su respuesta, como lo es su cationicidad, su
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anfipaticidad y su estructura tridimensional de alfa helices, caracteristicas que
comparten con las defensinas.

Por otro lado, la existencia de quimiocinas que con su estructura completa no
tienen actividad antimicrobiana y al escindirse, principalmente la porcion
perteneciente a la regidn C-terminal conserva las caracteristicas de un péptido
antimicrobiano, adquiere dicha actividad, como lo son CXCL8/IL-8 (Bjourstad et al,
2005) y CXCL-7/ NAP-2 (Krijgsveld; et.al, 2000). Incluisive existen quimiocinas que
al escindirse aumenta su potencia como lo es CCL-20/MIPa (Yang et al., 2003), sin
embargo también existe el caso contrario que cuando se escinde la quimiocina
pierde potencia antimicrobiana como lo es para el caso de CXCL6/GCP-2 (Yang et
al., 2003), con lo anterior se reconocid que existen porciones de las quimiocinas
implicadas en la actividad antimicrobiana.

Con la busqueda del mecanismo de accion antimicrobiana de las quimiocinas y
con la informacion ya reportada, se han sintetizado péptidos derivados de éstas,
que permitan realizar un analisis sobre la actividad antimicrobiana de las
quimiocinas originando a los Péptidos Derivados de Quimiocinas (Chemokine
Derived Peptides, CDP).

Es asi que aunados a los CDP’s de CCL20/MIP-3a.: MIP-3ais1-70 Y MIP-30t59.70, CON
actividad antimicrobiana contra E. coli (Yang et al., 2003); de CXCL8/IL-8: IL-8g1-99
con actividad anmicrobiana contra Gram positivas y Gram negativas (Bjourstad et
al, 2005),; y a los de CXCL-7/NAP-2: TC-1 y TC-2, donde solo TC-1 presenta
actividad antimicrobiana contra cepas Gram positivas y Gram negativas (Krijgsveld;
et.al, 2000)., se sumo: CDAP-4 proveniente de la region C-terminal de la quimiocina
CCL-13 (Martinez-Becerra et al., 2007) que presentd actividad antimicrobiana
principalmente contra cepas Gram negativas y asilados clinicos; RP-1 y AA-RP-1
basadas en el dominio a-helice de la quimiocina CXCL4/PF4 la cual tiene actividad
antiparasitaria (Erfe et al., 2012), ademas de los péptidos PMX207 y PMX1207 de
la quimiocina humana (CXCL4/hPF4) con actividad antiparasitaria y contra cepas
Gram negativas y Gram positivas (Bourbigot et al., 2009).

En la tabla 4 se muestran los diferentes péptidos derivados de quimiocinas que
han sido reportadas con actividad biologica, la quimiocina de la cual se originan, la
region molecular a la que pertenen y los microorganismos sobre los cuales se han
visto actividad antimicrobiana.

Tabla 4. Péptidos derivados de quimiocinas con actividad antimicrobiana

CcDP Quimiocina Region Blanco biolégico
vMIP-Il r1-21 vMIP-II N-terminal Inhibicidon de VIH-1 entérico
MIP-30ts1-70 CCL20/MIP-3a C-terminal E. coli (ML35)

19



Introduccién

MIP-30ts9-70 CCL20/MIP-3a C-terminal E. coli (ML35)
TC-1 CXCL7/NAP-2 C-terminal E. coli (ML35)
B. subtilis(ATCC6633)
S. aureus (42D)
C. neoformans (Cl)
C: glabrata (Cl)
IL-851-99 CXCLS8/IL-8 C-terminal E. coli (MG1655)
S. enterica (MS10)
K. pneumoniae (CCUG 49243)

H. pylori (S51)

S. pyogenes (CCUG49246)
CCL13 57-75 CCL13/MCP-4 C-terminal E. coli (ATCC25922)
CDAP-4 S. typhimurium (ATCC14028)

S. typhi (ATCC 9993)

K. pneumoniae (PIMM-UNAM?28)
P. aeruginosa (ATCC 15692)

P. aeruginosa (AC)

RP-1 CXCL4/PF4 C-terminal L. mayor
L. infantum chagasi
(MHOM/BR/00/1669)
L. braziliensis (AC)
PMX207, CXCL4/PF4 C-terminal P. falciparum (3D7)
PMX1207 E. coli (ATCC 25922)

S. aureus (ATCC 27660)
E. fecalis (ATCC 29212)
P. aeruginosa (ATCC 10145)
K. pneumoniae (ATCC13883)

AC. Aislado clinico

Modificado de Valdivia, 2015

3.5 PSEUDOMONAS AERUGINOSA

Pseudomonas aeruginosa (P. aeruginosa) es un bacilo Gram negativo, que es
considerado como oportunista debido a la capacidad que tiene de generar
infecciones en pacientes con un sistema inmune deteriorado y es incapaz de montar
una respuesta inmune efectiva; los pacientes susceptibles a infecciones por esta
bacteria son: Los pacientes quemados, intubados, con una enfermedad
inmunosupresora y con fibrosis quistica (FQ) (Arancibia et al., 2002).

Esta bacteria cuenta con diversos factores de virulencia que facilitan su
invasividad y el proceso infeccioso en el cuerpo humano. A continuacion se hara
menciéon de los mas importantes.

a) El flagelo y pilis tipo 4 que han sido descritos como participantes vy
determinantes en la formacion de biopeliculas (Kipnis et al., 2006), ademas de
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favorecer la formacién de microcolonias que permiten evadir la respuesta inmune y
el efecto de los antibioticos (Craig et. al., 2004).

b) El Sistema de Secrecion Tipo 3 (T3SS) que es propio de las bacterias Gram
negativas, permite la inyeccion de toxinas dentro de las células favoreciendo su
ingreso e invasividad al tejido infectado .

c) El sistema de deteccion Quorum (QS) es un mecanismo de comunicacion
entre las células bacterianas a través de compuestos secretados por ellas mismas
(autoinductores) para responder a las condiciones ambientales, permitiendo que las
bacterias se adapten a diversos y desfavorables condiciones; P. aeruginosa genera
3 autoinductores: 3-oxo-dodecenoil-homoserina-lactona (C12-HSL), Buftiril
homoserina Lactona (C4 HSL) y 2-heptil-3-hidroxi-4-quinolona (PQS) que son
coreguladores de las proteinas LasR, RhIR, y PgsR los cuales controlan la
supervivencia, la formacién de biopeliculas y la produccion de factores de virulencia
de las bacterias. Alguna deficiencia en cualquiera de estos autoinductores hace a la
bacteria menos patdgena (Pearson et al., 2000; Kipnis et al., 2006)

d) La biopelicula es una estructura donde microcolonias de la bacteria se
adhieren a superficies, a través de sustancias poliméricas extracelulares (EPS) que
estan conformadas por polisacaridos, acidos nucleicos, lipidos y proteinas. Dicha
matriz disminuye la incorporacion de compuestos toxicos para la bacteria, como los
antibidticos y moléculas de defensa del huésped (Rasamiravaka et al., 2014)

e) P. aeruginosa produce al menos tres polisacaridos: alginato, Pel y Psl, los
cuales determinan la estabilidad de la biopelicula. El alginato es un polimero lineal
de D-acido manurodnico y L-acido gulordnico, el cual permite la estabilidad,
proteccion y retencion de agua y nutrientes (Ryder et. al. 2007). El polisacarido Pel
es una matriz rica en glucosa que aun no esta descrita del todo (Sutherland, 2001)
y Psl es una secuencia repetida de pentasacaridos de D-manosa, L-ramnosa y D-
glucosa (Friedman y Kolter, 2004 ). Pel y Psl sirven como estructura primaria para
la adhesion y formacion de la biopelicula. (Franklin et al., 2011). EI ADN extracelular
proveniente de bacterias muertas, sirve como provision durante la escaces de
nuetrientes, para interconectar a las células y como sefiuelo frente a las ADNasas
| del hospedero.

f) Diversas proteasas secretadas por P. aeruginosa, le permiten degradar
inmunoglobulinas y fibrina, asi como desestabilizar las uniones estrechas celulares.
En las infecciones respiratorias las proteasas provenientes de este patodgeno,
contribuyen a la degradacion del liquido surfactante y al dafo tisular (Fleiszing y
Evans, 2002; Kipnis et al., 2006). La proteasa alcalina es una metaloproteasa de
zinc, la cual degrada proteinas y fibronectina (Laarman et al., 2012), ademas se ha
descrito que sirve como inhibidor en la via de senalizacion del reconocimiento
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celular via TLRS5, al degradar a la flagelina y evitar ser reconocida por el sistema
inmune (Bardoel et al., 2011). Adicionalmente esta bacteria produce dos elastasas;
LasA y LasB. LasA es una proteasa de serina, la cual hidroliza las uniones del
peptidoglicano desestabilizando la pared celular de las bacterias. LasB degrada la
proteina de opsonizacion A y D presentes en el liquido surfactante (Mariencheck et
al., 2003). La proteasa IV es una serina proteasa que degrada proteinas del
complemento, inmunoglobulinas y fibrindgeno, ademas de inhibir el reconocimiento
por los macrofagos alveolares permitiendo la supervivencia durante la infeccion.

g) Los lipopolisacaridos son un complejo glucolipidico que forma parte de la
membrana externa y sirve como antigeno en la respuesta inmune, en el transporte
de moléculas dentro y fuera de la bacteria y mediando la interaccion con antibioticos
(King et al., 2009). P. aeruginosa produce el lipopolisacarido que consta de tres
dominios; anclado a la membrana interna el lipido A, una regidon que forma parte del
nucleo y una region hipervariable de polisacarido O-especifico (antigeno O).

h) La exotoxina A inhibe la sintesis de proteinas y favorece la muerte celular,
reprimiendo la respuesta inmune al disminuir la secrecién de citocinas. Las lipasas
y las fosfolipasas degradan los lipidos surfactantes y fosfolipidos de las membranas
celulares del hospedero, al igual que el liquido surfactante pulmonar, del cual el 90%
son lipidos, aumentando la tension superficial (Holm et al., 1991).

i) Los pigmentos como: la piocianina causa estrés oxidativo a las células
hospederas, interfiriendo con las catalasas y el transporte de electrones en la
mitocondria (Lau et al., 2004), también se ha reportado que induce la apoptosis de
los neutrdfilos e inhibe la fagocitosis de los macrofagos (Lau et al., 2005), ademas
modula la expresién de la quimiocinas IL-8 y RANTES de las células de tejido
epitelial de las vias respiratorias (Denning et al., 1998) y la pioverdina que es un
quelante de hierro, es otro pigmento que favorece la invasividad de la bacteria al
capturar el hierro del huésped.

j) La resistencia antimicrobiana de P. aeruginosa a diversos antibiéticos es bien
conocida y existen varios mecanismos que participan en este fendmeno de
resistencia multiple, como lo son: las bombas de expulsion, las B-lactamasas vy
AmpC (Strateva y Yordanov, 2009). Farmacos como cloranfenicol, fluoroquinolonas,
macrolidos, novobiocinas, sulfonamidas, tetraciclinas, trimetroprim vy
aminoglucosidadasas son eliminadas por las bombas de expulsién; y las B-
Lactamasas que hidrolizan los p-lactamicos como las penicilinas y cefalosporinas.

En la figura 4 se muestran los diversos factores de virulencia que tiene P.
aeruginosa y sus efectos en la mucosa pulmonar.
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Figura 4. Factores de Virulencia de Pseudomonas aeruginosa. El bacilo tiene un flagelo, pilis y
produce alginato para favorecer su movimiento y adhesion a las superficies; produce enzimas como
las elastasas, fosfolipasa y exotoxinas A que destruyen las uniones estrechas celulares e
interrumpen el proceso de transcripcion; pigmentos como la pioverdina y piocianina que capturan
hierro y favorecen la disrupcion del tejido; moléculas que sefalizan para el sistema sensor de
Quorum (HSL y PGS); asi como, un sistema de secrecion T3SS (Sistema de Secrecion Tipo 3) que
favorece su proceso de unién e infeccion de células.

Modificado de Gellatly y Hancook, 2013.

3.5.1 INFECCIONES PULMONARES OCASIONADAS POR P. aeruginosa

P. aeruginosa es uno de los principales causantes de infecciones respiratorias y
que afectan un gran numero de pacientes hospitalizados, dichas infecciones se
clasifican en agudas y cronicas. Las infecciones agudas son causadas
generalmente por traumas en el epitelio debido a la intubacién u agentes irritantes.
Las infecciones crénicas son el resultado de una respuesta inmune deficiente,
debido a las condiciones clinicas del paciente por ejemplo los ancianos y pacientes
con fibrosis quistica (FQ) (Gellatly y Hancock, 2013).

Las células del sistema inmune encargadas de controlar la infeccion son los
neutrofilos al degranularse, el macrofago a través de la fagocitosis y secrecion de
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citocinas proinflamatorias y las células dendriticas, estas ultimas también actuan
como ceélulas presentadoras de antigenos, lo cual contribuye al desarrollo de la
inmunidad adaptativa con la participacion de los linfocitos T y linfocitos B, sin
embargo una respuesta descontrolada puede favorecer el desarrollo de la infeccion
y su progresion a procesos cronicos (Lavoie et al., 2012)

Los procesos infecciosos agudos ocasionados por procesos quirdrgicos como
una intubacién son debido a que el material empleado sirve como reservorio de P.
aeruginosa, ya que la bacteria crece en forma de biopelicula en la superficie de
plastico. Esta adherencia evita que los farmacos tengan un efecto directo sobre el
patogeno, favoreciendo su progresion a una infeccion cronica (William et al., 2010).
Uno de los principales métodos de control de estas infecciones son las terapias
farmacoldgicas que permiten la prevencion y/o eliminacion de la biopelicula (Gellatly
y Hancock, 2013).

En las infecciones cronicas P. aeruginosa, los factores de virulencia, le permiten
a la bacteria adaptarse al ambiente pulmonar creciendo en forma de biopelicula
resultando en una infeccion crénica, los casos mejor conocidos son los pacientes
de FQ, los cuales tienen una mutacion en el receptor regulador transmembranal de
fibrosis quistica, un canal de cloro dependiente de cAMP (Williams et al., 2010)
resultando en la deshidratacion y adelgazamiento del liquido surfactante. La
delgadez del liquido surfactante debilita la respuesta inmune (Sandikot et al., 2005)
aunada a una persistente estimulacion inmunoldgica por la bacteria y la deficiencia
del huésped en controlar la inflamacion resulta en inflamacién crénica pulmonar. La
destruccion de la funciéon pulmonar junto con la respuesta hiperinflamatoria,
exacerbada con las toxinas bacterianas, causan la deterioracion progresiva de la
funcién pulmonar y finalmente hace que la infeccion sea fatal (Blohmeke et al.,
2012).

Otras patologias asociadas a infecciones crénicas pulmonares ocasionadas por
P. aeruginosa son la bronquiectasia cronica y enfermedad cronica obstructiva
pulmonar (COPD). La bronquiectasia crénica es la dilatacion irreversible de las vias
bronquiales causadas por la obstruccidén de los tejidos musculares, usualmente
desemboca en una infeccidn respiratoria severa y es restringida al I6bulo en la cual
originalmente se produjo (Gellatly y Hancock, 2013).

La COPD se genera por una inflamacién cronica del tejido pulmonar y que
desemboca en una disminucion de la funcién pulmonar, el humo del tabaco es
considerado como factor de riesgo para desarrollar COPD debido que los quimicos
contenidos en el cigarro impiden una regulacién adecuada de la repuesta del
sistema inmune (Povinciali et al., 2011).

En la figura 5 se describe la respuesta inmune que se presenta cuando P.
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aeruginosa ingresa a tejido pulmonar.

Figura 5. Mecanismo de infeccion de Pseudomonas aeruginosa en el tracto respiratorio. La
generalidad del proceso de infeccion de la bacteria y la respuesta del sistema inmune en el tejido
pulmonar consiste en: a la llegada de la bacteria a tejido pulmonar las primeras barreras que enfrenta
son el liquido surfactante y el aclaramiento ciliar y los macréfagos residentes del tejido que
monitorean la llegada de agentes patdgenos, una vez que fueron identificados por los macréfagos y
las células epiteliales a través de los TLR's, las células activaran la cascada de inflamacién via NFkB
secretando interleucinas como IL-6 e IL-8, las cuales favorecen la llegada de los neutrdfilos, los
cuales a su llegada se degranularan lo que provoca que enzimas, péptidos antimicrobianos y
compuestos oxidativos, dafien a la bacteria y al tejido. Por otro lado las células presentadoras de
antigenos como los macréfagos estaran fagocitando las bacterias tratando de contenerlas y
secretando IL-1, que permitiran la llegada de células dendriticas y de linfocitos para llevar acabo la
respuesta inmune adaptativa generando memoria y favoreciendo la produccién de anticuerpos.

Modificado de Gellatly y Hancook, 2013
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4. ANTECEDENTES

Los organismos multicelulares estan permanentemente expuestos a miles de
microorganismos potencialmente patdogenos. La inmunidad innata constituye una
primera linea de defensa para contener estos microorganismos. Una parte
importante de la inmunidad innata es un grupo de péptidos con actividad
antimicrobiana, denominados péptidos antimicrobianos (AMP’s). Los AMP’s son
muy heterogéneos en longitud, secuencia y estructura, pero la mayoria de ellos son
pequefos, catidnicos y anfipaticos. Estos péptidos presentan un amplio espectro de
actividad contra bacterias Gram positivas y Gram negativas; levaduras, mohos y
virus (Smet, 2005). Sin embargo, existen una gran variedad de proteinas humanas
que también han sido descritas con actividad antimicrobiana, ademas de jugar un
papel importante en la inmunidad innata; entre ellas se encuentran las quimiocinas.

El analisis de la actividad antimicrobiana de las quimiocinas ha permitido la
sintesis de péptidos derivados de éstas, con la finalidad de entender las regiones y
estructuras adoptadas en relacion a su actividad antimicrobiana y su eficacia contra
los diferentes microorganismos. El péptido derivado de la quimiocina CCL-13
perteneciente a la region carboxilo-terminal, denominada CDAP-4 (Chemokine
Derived Antimicrobial Peptide 4) fue reportada en el 2007 por Martinez-Becerra y
col., como uno de los péptidos con mayor actividad antimicrobiana frente a las cepas
Gram negativas: Pseudomonas aeruginosa, Salmonella typhi, Salmonella
typhimurium, Klebsiella pneumoniae y Escherichia coli ATCC 25922 no patogénica
y Escherichia coli ATCC 39403 resistente a - lactamicos.

CDAP-4 es un péptido de 19 aminoacidos con la secuencia
KWVQNYMKHLGRKAHTLKT, un peso molecular de 23339,79 y un punto
isoeléctrico de 1,58. No tiene una configuracion tridimensional en solucion salina,
sin embargo, en presencia de LPS de E. coli adopta la conformacion de a-hélice,
muy similar a la de las defensinas (Cossio-Ayala, et.al, 2017). Su actividad in vitro
ha sido probada en cepas de referencia como en aislados clinicos manteniendo su
actividad antimicrobiana, en condiciones de osmolaridad elevada y un intervalo de
pH de entre 4 — 8 en cepas de E. coli diarrogénicas (Hernandez et al., 2003).
Ademas, su toxicidad contra eritrocitos humanos es nula (Cossio-Ayala, et.al.,
2017).

Debido a las caracteristicas del péptido mencionadas anteriormente y las
ventajas sobre otros péptidos antimicrobianos, como las defensinas, se desarrollo
un modelo in vivo que permitié evaluar su actividad antimicrobiana contra uno de
los patdogenos mayoritatiamente afectados, P. aeruginosa. El modelo consistié en
generar una infeccion aguda pulmonar en ratones C57BL/6 y tratados con una sola
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dosis de CDAP-4 via intratraqueal, 24 h previas al sacrifio del ratdbn, mostrando: que
el péptido rescataba de la muerte a los ratones infectados; la disminucion de las
Unidades Formadoras de Colonias (UFC) bacterianas en los pulmones
homogenizados; y los cortes histologicos del tejido pulmonar mostraron una
disminucién en el infitrado celular de los ratones tratados con CDAP-4 respecto a
los tratados con solucion salina (Cossio-Ayala, et.al., 2017).
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5. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Hoy en dia la incidencia y prevalencia de P. aeruginosa es de suma importancia
en los hospitales de México, debido al enorme gasto econdmico generado por las
infecciones nosocomiales asociadas a este patdégeno, ya que es uno de los
principales responsable de este tipo de enfermedades, en pacientes quemados,
pacientes con catéter, pacientes inmunosuprimidos y pacientes con fibrosis quistica
(Espinoza-Lopez, 2014).

La formidable capacidad de P. aeruginosa para adaptarse a condiciones
adversas a través del uso de sus factores de virulencia, siendo uno de los mas
importantes: la produccion de biopelicula, que favorece la progresién de un cuadro
infeccioso agudo en uno cronico, aunado a la resistencia natural contra antibidticos
y el fendbmeno de seleccion de resistencia de las cepas (Lambert, 2002) las terapias
farmacoldgicas actuales se ven sobrepasadas al no existir farmacos adecuados que
controlen las infecciones de madera eficaz.

La tendencia en el disefio y sintesis de nuevas farmacos con actividad
antimicrobiana contra P. aeruginosa, sugiere que las moléculas deben ser capaces
de evadir los factores de virulencia y/o controlar su produccion, evitando la
progresion a cuadros infecciosos cronicos, ademas de favorecer la resolucion de
las infecciones crénicas ya establecidas.
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6. JUSTIFICACION

En la actualidad las infecciones generadas por las cepas de P. aeruginosa han
recobrado importancia debido a su incidencia y prevalencia en infecciones
nosocomiales, sobre todo asociadas a pacientes con catéter, quemados, y aquellos
que padecen fibrosis quistica. Todos ellos con la similitud de contar con un sistema
inmune deprimido (Espinoza-Lopez, 2014).

Las cepas aisladas con mayor frecuencia en los pacientes quemados y con
catéter presentan el fenotipo mucoide, es decir, con la capacidad de producir
biopeliculas que favorecen la invasividad del patdogeno agravando los cuadros
infecciosos y promoviendo su evolucion a cuadros cronico (Pereira et al., 2014). Los
tratamientos contra estas cepas suelen ser mas complicados pues dicho factor de
virulencia les permite resistir a ciertos antibiéticos como los B-lactamicos (Ben Haj
et al., 2011).

Ademas, la biopelicula le permite a las bacterias evadir la respuesta del sistema
inmune, como es el caso de los macréfagos al impedir su fagocitosis y evitando que
se lleve a cabo la presentacion de antigenos y por lo tanto evite la activacién de la
respuesta inmune adaptativa. Asimismo los neutréfilos no pueden eliminar a este
patogeno debido a que su bateria enzimatica dificilmente entra en contacto con la
bacteria ya que la biopelicula funciona como una barrera fisica (Rasamiravaka et
al., 2014).

La capacidad de P. aeruginosa para adaptarse y supervivir a diferentes
condiciones de crecimiento, ha obligado que las terapias farmacoldgicas actuales
tengan que ser adaptadas constantemente, por la resistencia natural de P.
aeruginosa y al fenomeno de selecion de cepas resistentes. Por otro lado, el cambio
de fenotipo también ha sido reportado para el caso de pacientes con fibrosis
quistica, cepas aisaladas de pacientes con el fenotipo mucoide, al cultivarlas in vitro
es cambiado a no mucoide (Ortiz-Herrera et al., 2004).

La busqueda de nuevas alternativas farmacologicas ha llevado al desarrollo de
nuevos farmacos para mejorar los tratamientos existentes. Los péptidos
antimicrobianos han retomado importancia por su variabilidad estructural y su
mecanismo de accion (Steckbeck et al., 2014). Dentro de los péptidos
antimicrobianos que podemos considerar como emergentes estan aquellos que son
sintetizados a partir de moléculas existentes de manera natural en los diferentes
seres Vivos.
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En el ano 2000 las quimiocinas fueron descritas como moléculas con actividad
antimicrobiana, representando un nuevo grupo de moléculas de gran interés
farmacoldgico, por su potencial antimicrobiano. La busqueda de las regiones
involucradas con tal actividad favorecio: la sintesis de péptidos derivados de las
regiones amino y carboxilo terminal, el descubrimiento de péptidos derivados de
guimiocinas con actividad antimicrobiana cuando la quimiocina completa carece de
la actividad antimicrobiana y péptidos con potencia antimicrobiana superior al de la
quimiocina completa; algunas de ellos son: los péptidos derivado de CXCL4
(Kotarsky et al., 2010), derivados de IL-8 (Bjourstad et al., 2005) y el derivado de
CCL13 (Martinez-Becerra et al., 2007).

CDAP-4 es un péptido antimicrobiano derivado de la quimiocina CCL13 que tiene
actividad antimicrobiana mayoritariamente contra cepas bacterianas Gram
negativas, como la E. coli, Salmonella sp., Pseudomonas sp., etc. (Martinez-Becerra
et al., 2007). Debido a las bajas concentraciones para alcanzar la eliminacion e
inibicion bacteriana; resistencia a condiciones de pH y concentraciones de sales; y
la poca toxicidad, se evalud la actividad in vivo, en un modelo murino de infeccidn
pulmonar agudo provocado por P. aeruginosa, se admisnitré el péptido via
intratraqueal, resultando en la disminucion de la muerte de los ratones y
favoreciendo el control de la enfermedad hasta su resolucién, quedando establecido
que el péptido mantiene su actividad antimicrobiana en un modelo in vivo (Cossio-
Ayala, et.al., 2017).

Debido a que las infecciones ocasionadas por P. aeruginosa del fenotipo
mucoide desencadenan cuadros cronicos y son de dificil tratamiento, aunada a su
reciente selectividad de las cepas resistentes a las terapias farmacoldgicas actuales
y la falta de tratamientos definitivos en la eliminacion del patogeno; el desarrollo de
modelos crénicos de infeccion y la busqueda de terapias que permitan el control y
la resolucion de la infeccion es de suma importancia en México.

El empleo de CDAP-4 como posible terapia en un modelo de infeccion pulmonar
cronico con resultados favorables es muy probable, ya que su actividad in vitro, asi
como su actividad in vivo en un modelo agudo, respaldan la posibilidad de la
efectividad del péptido.
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7. HIPOTESIS

El péptido CDAP-4 tendra actividad antimicrobiana en un modelo de infeccion
cronica pulmonar generado por Pseudomonas aeruginosa, favoreciendo la
respuesta inmune y la resolucion de la infeccion.
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8. OBJETIVOS

8.1 OBJETIVO GENERAL

Determinar la actividad antimicrobiana de CDAP-4 en un modelo crénico de
infeccion in vivo y en pruebas in vitro con cepas de diferentes fenotipos de
Pseudomonas aeruginosa.

8.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Determinar la actividad antimicrobiana in vitro de CDAP-4 obteniendo la
Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) y la Concentracion Minima Bactericida
(CMB) en cepas de fenotipo mucoide, no mucoide y susceptible a cambiar de
fenotipo de P. aeruginosa.

Evaluar el efecto de CDAP-4 sobre la generacion de biopelicula en cepas de
fenotipo mucoide, no mucoide y susceptible a cambiar de fenotipo de P. aeruginosa.

Desarrollar un modelo murino de infeccion pulmonar crénica por P. aeruginosa
a través del encapsulamiento de las bacterias en perlas de agarosa.

Analizar el efecto de CDAP-4 sobre el modelo crénico de infeccion contabilizando
las Unidades Formadoras de Colonias (UFC) presentes en los grupos tratados
comparando con los no tratados.

Describir las modificaciones generadas por la infeccion cronica en el tejido
pulmonar a nivel morfolégico y de poblaciones celulares del sistema inmune en
presencia y ausencia de CDAP-4
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9. MATERIALES Y METODOS

9.1 Cepas empleadas y mantenimiento de las cepas

Las cepas empleadas durante la realizacion del trabajo fueron: Pseudomonas
aeruginosa ATCC 15692 (PAO1), cepa de referencia cuyo genoma fue
recientemente identificado en el afio 2000 (Stover et al., 2000) y que es susceptible
a adoptar el fenotipo mucoide; Pseudomonas aeruginosa ATCC 39324 (MUC), la
cual es una cepa aislada de un paciente con fibrosis quistica y se obtuvo en la ATCC
como una cepa de referencia de P. aeruginosa con el fenotipo mucoide, es decir
productora de alginato principal componente de la biopelicula (Pier, Matthews, &
Eardley, 1983) y la cepa Pseudomonas aeruginosa AlgC- , la cual tiene una
mutacion en el gen AlgC que codifica para la proteina que regula la sintesis de
alginato y de lipopolisacaridos (Zielinski et al., 1991) por ello su fenotipo no es
mucoide. El aislado clinico 5278, proveniente del Instituto Nacional de Cardiologia,
proveniente de una infeccion gastrointestinal y con fenotipo mucoide; y las cepas
74, 84 y 87 que fueron aisladas en heridas de pacientes quemados en el Hospital
del IMSS Clinica No. 220 del Estado de México.

Todas las cepas de P. aeruginosa mencionadas fueron cultivadas en medio Luria

Bertani (LB) a 37 O©C con una agitacion de 250 rpm durante 24 h, posteriormente se
centrifugaron a 2 550 x g, se remplazé el sobrenadante por medio fresco LB con

DMSO al 10% y se congelaron a -70 OC para su mantenimiento y uso posterior.
Para el manejo de las cepas se utilizd una campana de bioseguridad nivel 2.

9.2 Curvas de crecimiento

Se tomo 10 plL del stock de bacterias de -70 ©C y cultivaron en medio LB durante
24 h a 37 OC a 2 500 x g; posteriormente se tomaron 100 uL del cultivo, los cuales
se sembraron en 100 mL de medio LB, después se realizaron 10 alicuotas de 10

mL en tubos de 15 mL, los cuales se pusieron a incubar a 37 ©C a 250 rpm durante
8 horas. Cada hora fue retirado un tubo, el cual fue centrifugado a2 500 x gy se
resuspendio en el mismo volumen de PBS 1 X. Se determindé la absorbancia a 620
nm en un espectrofotdmetro marca Ultrospec || CKB Biochrom.
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9.3 Suspensidén bacteriana

Se tomaron10 pL del stock de bacterias de -70 OC y se colocaron en 10 mL de
medio LB durante 24 h a 37 ©C a 200 rpm. Después se tomaron 50 uL de la
suspension bacteriana de crecimiento y se llevaron a 10 mL de medio LB, se
incubaron de 4-5 h y procedid a ajustar la absorbancia a 0.500 en una longitud de

620 nm (aproximadamente 6.1X108 UFC/mL), inmediatamente después se colocd
en hielo hasta su uso.

9.4 Obtencion del Péptido Derivado de Quimiocina 4 (CDAP-4)

El péptido fue sintetizado y purificado por la empresa ANASPEC reportando la
pureza del péptido en > 98%, empleando el método de HPLC.

9.5 Concentracion Minima Inhibitoria (CMI)

Se realizd por el método de la microdilucién en caldo en base a la Norma CLSI
M7-A6 y la NCCLS (National Committee for Clinical Laboratory Standards), Anexo
1. Brevemente, en una placa de poliestireno de 96 pozos de fondo redondo se
realizaron diluciones dobles del tratamiento a probar en 50 uL, para CDAP-4 se
partio de una concentracion de 109,1 uM hasta 10,4 uM y para la amikacina de 13.6
- 0.4 uM, para un volumen final de 60 pL, posteriormente se agreg6 10 uL de una
suspension bacteriana con 5x10° UFC/mL por pozo, ver esquema de preparacion
de placa en el Apéndice 1. Dicha placa se incubd 24 h a 37 OC, transcurrido el

tiempo se observo y reporto la CMI como la concentracion menor donde no se
observo crecimiento bacteriano a simple vista.

9.6 Concentraciéon Minima Bactericida (CMB)

En una placa de 96 pozos de poliestireno de fondo redondo se realizaron
diluciones dobles del tratamiento a probar en 50 uL, para CDAP-4 se partio de una
concentracion de 109,1 uM hasta 10,4 uM y para la amikacina de 13.6 - 0.4 uM,
para un volumen final de 60 pL, posteriormente se agregd 10 uL de una suspension

bacteriana con 5x10° UFC/mL por pozo, se incubd durante 48 h. Posterior a la
incubacion se tomaron 10 uL de los pozos donde no se observo crecimiento a simple
vista, se procedio a realizar diluciones y sembrar en placas de agar LB por la
técnica del goteo (gotas de 10 uL), se incubaron por 24 h a 37 ©C. Transcurrido
el tiempo se contabilizaron las UFC que crecieron. Se reporta como CMB la
concentracion donde el 99.9 % de las colonias fueron inhibidas respecto al control.
La formula empleada para obtener el porcentaje de inhibicion del crecimiento fue:
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Ctratamiento 0
( FDtratami ento)(Vtratami ento) (100 /0)

% de inhibicion =

Ccontrol
(FDcontroI ) (Vcontrol )

En las diferentes condiciones:
C= Numero de UFC

FD= Factor de Dilucién

V= Volumen sembrado en mL

9.7 Evaluacion del efecto de CDAP-4 sobre la biopelicula de P. aeruginosa

La evaluacion realizada para cuantificar el efecto de CDAP-4 sobre la biopelicula
se realizé con tres variantes, su efecto en: la adhesién de la bacteria para la
formacién de la biopelicula (prevencion), en la formacion y establecimiento de la
biopelicula (generacién) y sobre la biopelicula ya formada.

Para la primera condicién (prevencion) una placa de poliestireno de 96 pozos
con fondo redondo fue recubierta con diferentes concentraciones de CDAP- 4 por
pozo, con concentraciones de 109,1 uM (256 ng/mL) hasta 3,4 uM (256 ug/mL),
como se muestra en el Apéndice 2, se dejo incubar en agitacion durante 24 h a 4

OC, posteriormente se retird el sobrenadante y se colocé con 100 uL de medio LBy
50 pL de una suspension bacteriana con 5 x 109 UFC/mL por pozo y se incubo
durante 24 h, sin agitacion a 37 ©C. Para su tincion se retird el sobrenadante.

En el caso de la evaluaciéon de CDAP-4 sobre la generacion se emplearon placas
de 96 pozos de fondo redondo, las cuales fueron llenadas con 100 uL de medio LB
que contenia diferentes concentraciones de CDAP-4 (109,1 uM- 3,4 uM), ver

Apéndice 2; y 50 pL de una suspension bacteriana con 5 x 102 UFC/mL, se incubd

durante 24 h, sin agitacion a 37 OC. Posteriormente a su incubacion se retird el
sobrenadante para su tincion.

El efecto de CDAP-4 sobre la biopelicula formada se evalué en placas de 96
pozos de fondo redondo, en las cuales se depositaron 150 uL de una suspension

bacteriana con una concentracion de 5x10° UFC/mL, se incubd durante 24 h a 37

OC, sin agitacién. Posteriormente se retird el sobrenadante, con cuidado de no
retirar la biopelicula formada, posteriormente se agregaron 150 uL de una solucién
con CDAP-4 en concentraciones de 109,1 uM hasta 3,4 uM, se incubo durante 24

h, sin agitacion a 37 OC. Finalmente se retird el sobrenadante para su posterior
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tincion.
9.8 Tinciéon con Cristal Violeta (CV) para cuantificar biopelicula

Una vez obtenida la biopelicula a medir, se retir6 el sobrenadante de la placa de

poliestireno de 96 pozos y se dejo secar por dos horas a 37 ©C. Una vez secas se
colocaron 150 uL de Cristal Violeta (CV) al 0.1 % (w/v) y se tin6 durante 15 minutos,
posteriormente se retird el CV y se lavé con 300 pL de solucion salina 2 veces. Las
placas se dejaran secar completamente a temperatura ambiente y posteriormente
se agregaron 150 uL de etanol absoluto y llevaron a un lector éptico. La absorbancia
se midié a 540 nm, indicando si hubo formacion de biopelicula.

9.9 Encapsulamiento de P. aeruginosa en perlas de agarosa

En un matraz se coloc6é 2 mL de medio TSB (Tryptic Soy Broth / Agar Soya
Tripticaseina) con aproximadamente 5 X 1011 UFC/mL de MUC, en 50 mL de aceite

mineral y 8 mL de agarosa fundida, previamente calentados a 50 OC, se agité
vigorosamente en una plancha de agitacion durante 6 minutos. La emulsién se
colocé en un tubo falcon de 50 mL, se centrifugd durante 30 minutos a 2 500 x g, se
quité el aceite mineral y procedio a realizar los lavados. Para los lavados, se
agregaron 20 mL de SDC (Dodecilsulfato sodico) al 0,5 %, se agito y centrifugé a 2
500 x g, posteriormente se retird el sobrenadante y colocaron 20 mL de SDC 0,25
%, se agito y centrifugd a 2 500 x g, se retir6 el sobrenadante y se realizaron tres
lavados mas con PBS (Phosphate buffered / tampon fosfato salino) 1 X bajo las
mismas condiciones. Finalmente se resuspendié en 15 mL de PBS 1 Xy se mantuvo

a 4 OC hasta su uso (van Heeckeren y Schlucher, 2002). La cantidad de bacterias
contenidas en las perlas fueron cuantificadas al triturarlas y sembrando la
suspension en agar LB.

9.10 Cuantificacion del tamano de las perlas

Una vez preparadas las perlas de agarosa, se montaron para ser vistas al
microscopio. Brevemente en un portaobjetos se colocaron 20 uL de la suspension
de las perlas y encima se coloco un cubre objetos el cual fue sellado con barniz,
posteriormente se observé en un microscopio de contraste de fases Zeiss con
objetivos 40X y 60X; y se tomaron fotografias. Las imagenes fueron analizadas con
el programa Imaged. Se cuantificaron 100 perlas por laminilla, midiendo el diametro
de cada perla, tomando como referencia las escalas del programa y del objetivo
empleado.
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9.11 Infeccidn de los animales

Se procedid a anestesiar a los ratones en una camara de gas con Sevofluorano
por 30 segundos, posteriormente con una canula para alimentar ratones Popper de
2.54 cm con punta redonda se inocularon 50 uL de la suspensién de trabajo para
inocular a los ratones via intra-traqueal. Las suspensiones de trabajo empleadas

fueron: perlas de agar y perlas con 3-5 X 106 UFC/mL aproximadamente de P.
aeruginosa (MUC).

9.12 Modelo murino de infeccidon créonica

Para establecer el modelo se emplearon ratones machos de entre 6 y 8 semanas
de edad, de la cepa C57BL/6, con alimento y agua estéril ad libitum, en las
instalaciones del bioterio del Instituto de Investigaciones Biomédicas y de acuerdo
a las normas del Comisién del Bioterio del mismo, por lo que se planteo el siguiente
disefio experimental.

Se emplearon cuatro grupos con los siguientes tratamientos: 1) Perlas de
agarosa; 2) Perlas de agarosa con MUC y tratados con solucién salina; 3) Perlas de
agarosa con MUC vy tratados con CDAP-4; y 4) Perlas de agarosa con MUC y
tratados con Ciprofloxacino. Cada grupo con 25 ratones, repartidos en 5 tiempos
diferentes: dia O, dia 3, dia 7, dia 14 y dia 21. Los tratamientos consistieron en la
administracion via intratraqueal, 24 h previas a su sacrificio, es decir el dia 2, 6, 13
y 20 fueron administrados con: 50 uL de solucion salina, 200 ng de CDAP-4 en 50
uL y 0.250 ug de Ciprofloxacino en 50 uL para cada grupo respectivamente.

Para el analisis del efecto de CDAP-4 en el modelo de infeccion murino, se
emplearon tres animales para la cuantificacion de Unidades Formadoras de
Colonias (UFC) y dos para el analisis histolégico. Como se muestra en la siguiente
figura 6.

Figura 6. Modelo murino de infeccion crénica
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9.13 Contabilizaciéon de UFC en tejido pulmonar

Una vez anestesiado el raton con 50 uL de una solucién de ketamina/xilacina
(2:1), se le extrajo la sangre por puncién intracardiaca, para evitar que el tejido
pulmonar se dafiara. Se aplico la eutanasia por dislocacion cervical para extraer los
2 l6bulos pulmonares, los cuales fueron colocados en 600 uL de PBS 1 X, para su
posterior homogenizado. Posteriormente se realizaron diluciones decimales, se
plaquearon 10 uL en agar Pseudomonas Isolation Agar (PIA), se incubaron durante

24 h a 37 OC. Transcurrido ese tiempo se procedié a realizar el conteo de las UFC.
Aplicando la siguiente férmula se contabilizaron las UFC por gramo de tejido
pulmonar.

UFC/g=

C= Numero de UFC

FD= Factor de Dilucién

V= Volumen en mililitros

P= Peso del tejido pulmonar en gramos

9.14 Analisis Histologico e Histoquimico del tejido pulmonar

Se anestesio el raton con 50 uL de una solucion de ketamina/xilacina (2:1) via
intraperitoneal, se extrajo su sangre por puncién cardiaca, y se procedio a disectar
la parte toraxica y cuello para descubrir los pulmones y traquea. Se realiz6 una
incision en la traquea e insertd una canula plastica, a través de la cual se
perfundieron los pulmones con 1,0 mL de Formalina al 10 %. Se sell6 la traquea y
procedio a extraer los pulmones que posteriormente se sumergieron en 7 mL de
Formalina al 10%, hasta su inclusion en parafina.

La obtencion de los cortes de parafina (5 um); el montaje y tinciones de los tejidos
(Hematoxilina/Eosina (H/E) sobre las laminillas se realiz6 en la unidad de Técnicas
Histologicas para Microscopia Fotonica de la Facultad de Medicina de la
Universidad Nacional Autonoma de México, bajo la supervision del Dr. César E.
Montalvo.
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9.15 Analisis Morfométrico del tejido pulmonar

Los tejidos tenidos con Hematoxilina/Eosina (H/E) fueron los empleados en el
analisis morfométrico, para el cual se utilizé el analizador de imagenes Leica DM750
acoplado al microscopio ZIDAS (Zeiss Interactive Digital System), en el Instituto
Nacional de Ciencias Médicas y Nutriciéon Salvador Subiran en el Departamento de
Patologia Experimental bajo la supervision del Dr. Rogelio Hernandez Pando.

9.16 Analisis de las poblaciones celulares en lavados bronqueoalveolares
(LBA)

Los lavados bronqueoalveolares (LBA) se realizaron en animales a los que
previamente les fue extraida sangre por puncion cardiaca, posteriormente se
disecto el cuello dejando al descubierto la traquea, por la que se insert6 una canula
plastica acoplada a una jeringa, la cual contenia un 1 mL de solucion salina, que fue
introducida a los pulmones y extraida con la misma jeringa. Este procedimiento se
realizd hasta obtener un volumen de 5 mL. Los lavados se trataron con 2 mL de
solucion de lisis, durante 3 minutos en frio, posteriormente se centrifugaron (2 500
x g) y lavaron con PBS 1X.

Los células extraidas del LBA fueron contabilizadas a través de la técnica de
citometria de flujo. Las células se dividieron en tres pocillos en una placa de
poliestireno de 96 pozos, cada pozo quedo con aproximadamente 20 mil células
viables para realizar el marcaje de acuerdo a cada linaje celular buscado. Los
marcadores empleados para el marcaje fueron: en el pozo uno para macrofagos
F4/80 y linfocitos B CD19; en el pozo dos para neutréfilos GR1Y CD11 b; y en el
pozo tres se colocaron los marcadores CD3, CD4 y CD8 para linfocitos coperadores
y citotoxicos. Los cromoforos acoplados a cada marcador, asi como, las
concentraciones en las que fueron empleados y los canales usados para su lectura
en el citobmetro se describen en el Anexo 2.

9.17 Analisis estadistico

El analisis estadistico consistio inicialmente en determinar la normalidad de los
datos mediante una prueba de Kolmogorov-Smirlov, posteriormente para encontrar
las diferencias significativas entre los grupos analizados se uso una prueba de
Anova de dos colas y posteriormente la prueba post-hoc Turkey con una P< 0.05.
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10. RESULTADOS
10.1 CURVAS DE CRECIMIENTO

Las condiciones 6ptimas de crecimiento de las cepas bacterianas en medio LB
empleadas fueron estandarizadas y obtenidas a través de las curvas de crecimiento
de cada una de ellas. Debido a que cada cepa tiene requerimientos especiales y
condiciones de crecimiento especificas, se determinaron sus curvas de crecimiento
con medio LB completo a 37 °C con agitacion rotatoria a 200 rpm. Se calculo el
tiempo que tardan en alcanzar la fase logaritmica de crecimiento (fase log) de cada
cepa de referencia empleada, PAO 1 (ATCC 1569 cepa de referencia de P.
aeruginosa no productora de biopelicula en condiciones estandar), MUC (ATCC
39324 cepa de referencia de P. aeruginosa productora de biopelicula en
condiciones estandar) y AlgC- (cepa mutante de P. aeruginosa AlgC, no productora
de alginato, principal componente de la biopelicula). En la figura 7 se muestran las
respectivas curvas de crecimiento de cada una de las cepas antes mencionadas,
PAO1 es la cepa mas rapida en iniciar la fase logaritmica (3.5 h) y de mayor
absorbancia, seguida por la cepa MUC (4 h) generadora de biopelicula (mucoide) y
finalmente por la cepa AlgC- (5 h) no productora de biopelicula (no mucoide). De
acuerdo a dichos tiempos se establecio que en promedio 4.2 horas a 37 °C y
agitacion mecanica a 200 rpm es el inicio de la fase logaritmica de crecimiento para
las cepas empleadas, la cual es necesaria para realizar los subsecuentes
experimentos.
1.8+
1.6+
1.4=
1. 0m i imimimrimimrmcmemtcmrme frrm e fHS  ememe meme
1.0=
0.8+
0.6+

0.4+

Absorbancia

B T T
o 1 2 3 4 5 6 7 8 9 14
Tiempo (h)

Figura Y. Curvas de crecimiento de diferentes cepas de P. aeruginosa. Cepa P. aeruginosa
PAO1 de color azul, P. aeruginosa mucoide en color verde y P. aeruginosa no mucoide en color rosa,
ademas muestra la fase logaritmica de crecimiento de las bacterias. Las barras en cada punto
indican las desviacién estandar de cada tiempo analizado por triplicado.
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El tiempo de generacion se obtuvo mediante la ecuacion de la recta, a partir de
la fase logaritmica de la respectiva curva de crecimiento, la cepa que es mas rapida
en dividirse es la AlgC- al tardar 27 minutos, seguida por la MUC (28 min) y
finalmente PAO 1 (29 min). A pesar de que PAO1 es la cepa que entra mas rapido
a la fase logaritmica es la mas lenta en dividirse. AlgC-, contrariamente a PAO1, es
la mas lenta en entrar a la fase logaritmica (adaptarse a las condiciones de
crecimiento) pero lo mas rapida en dividirse. Finalmente la cepa MUC comparada
con el resto de las cepas es la que tarda un tiempo intermedio tanto para entrar en
fase logaritmica como en su tiempo de division, como lo muestra la tabla 4.

Cepa Ecuacion Tiempo de Desviaciéon
generacion (min) Estandar (DE)
PAO 1 29 0.10
MUC 28 0.23
AlgC- x= (y+0.207)/0.363 27 0.26

Tabla 4. Tiempos de duplicacion de las cepas empleadas de P. aeruginosa. Las cepas
empleadas son PAO1 que es susceptible a formar biopelicula, en color azul; la cepa MUC que es
formadora de biopelicula, en rosa; y finalmente AlgC- que no genera alginato, en color verde. La
ecuacion de la recta que se obtuvo de la de la fase logaritmica con su respectivo tiempo en minutos
y desviacion estandar de experimentos realizados por triplicado.

10.2 ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA

Los parametros por excelencia en la clinica para evaluar la actividad
antimicrobiana de un farmaco o principio activo se determinan a través de la
Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) y la Concentracion Minima Bactericida
(CMB). Se evaluaron las cepas de referencia PAO 1 ATCC 15692, MUC ATCC
39324, AlgC-y aislados clinicos provenientes de diferentes centros de salud publica
(ver metodologia) con la finalidad de evaluar la actividad de CDAP-4 en cepas con
fenotipos distintos.

El conteo de las unidades formadoras de colonias (UFC), para la obtencion de la
CMIy CMB, se llevé a cabo de manera directa en las placas de agar LB, de acuerdo
a la norma de CLSI M7-A6, para considerar una UFC o su descarte, como se
muestra en la figura 8.

La CMI de CDAP-4 para las cepas de referencia fue dependiente del fenotipo de
la cepa. La cepa de referencia MUC presentoé una CMI de 104,12 uM, la cepa PAO1
101,7 uM, y la cepa AlgC- 32,8 uM; para el caso de los aislados clinicos proveniente
de pacientes quemados, el aislado 78 con 50,2 uM, para el aislado 84 de 41,1 uM y
el aislado 87 de 31,9 uM. A pesar de que el fenotipo de los aislados clinicos es
mucoide, su CMI es mucho menor al de la cepa de referencia. Por el contrario, el
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aislado proveniente de una sepsis gastrointestinal (aislado clinico 5278) fue mayor
a 109 uM, la cual supera a la cepa de referencia (MUC). Estos resultados indican
que los aislados clinicos proveniente de pacientes quemados tienden a ser mas
susceptibles al efecto antimicrobiano de CDAP-4, que la cepa de referencia de
fenotipo mucoide y al asilado proveniente de una infeccion gastrointestinal, el cual
es mas resistente a este péptido que la cepa de referencia, mostrando una
diferencia en la susceptibilidad de CDAP-4, con tendencias a depender de la fuente
de aislamiento de las cepas.

Figura 8. Placas de crecimiento para determinaciéon de la CMI. Las placas muestran la inhibicion
del crecimiento de P. aeruginosa ATCC 39324 (MUC) en diferentes concentraciones de CDAP-4. A.
Diluciones del control de crecimiento; B. Diluciones de la suspencion bacteriana en presencia de
54.5 uM de CDAP-4; C. Diluciones de la suspensién bacteriana en presencia de 109 uM de CDAP-
4. Solo las UFC individuales fueron concideradas para el conteo de acuerdo norma de CLSI M7-A6,
el resto fueron reportadas como incontales (INC).

En el caso de la CMB se observa que las cepa de referencia mucoide y el aislado
clinico 5278 tienen una CMB superior al resto de las cepas empleadas durante el
estudio, seguida por la cepa susceptible a ser mucoide con una concentracion de
104.1 uM, continuando con los aislados clinicos provenientes de los pacientes
quemados (AC.87: 65,7 uM; AC.78:60.2 uM; AC.84: 43,8 uM) y finalmente con la
cepa AlgC- con 35,6 uM. Se presenta el mismo patréon en cuanto a los incrementos
y decrementos de las concentraciones que en la CMI, como normalmente sucede
con las cepas, las cuales la concentracion bactericida es superior a la concentracion
inhibitoria de crecimiento (Andrews, 2001). En la tabla 5 se muestran los parametros
obtenidos para cada cepa.
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Cepa Fenotipo CMI CMB
uM (DE) ug/mL (DE) uM (DE) ug/mL (DE)

PAO 1 Susceptible a

ser Mucoide 101.7 (£20.7) 237.7 (+48.3) 104.1 (£17.3)  241.7 (+42.6)
PA ATCC 39324 Mucoide 104.12 (£32.8) 243.2 (£40.4) >109 N/A >256 N/A
AlgC- No Mucoide 32.8 (+12.2) 76.8 (+28.6) 35.6 (+13.2)  85.3 (£32.0)
Aislado Clinico Mucoide >109 N/A >256 N/A >109 N/A >256 N/A
5278
Aislado Clinico 78 Mucoide 50.2 (£11.1) 117.3 (£26.1) 60.2 (£17.3) 142.2 (£42.6)
Aislado clinico 84 Mucoide 41.1 (£15.0) 96 (£35.0) 43.8 (£26.4) 135.1 (£50.0)
Aislado clinico 87 Mucoide 31.9(#1L.1) 74.6 (£26.1) 65.7 (£23.1) 156.4 (£56.4)

Tabla 5. Actividad Antimicrobiana de CDAP-4 frente a cepas de Pseudomonas aeruginosa. Los
parametros evaluados fueron la CMI y CMB. En la tabla se muestran las concentraciones en png/mL
y uM del péptido, obtenidas para cada cepa empleada, asi como, su desviaciones estandar
respectivamente. El experimento se realizé por triplicado. CMI, Concentracion Minima Inhibitoria;
CMB, Concentracion Minima Bactericida; DE Desviacion Estandar.

10.3 ACTIVIDAD DE CDAP-4 SOBRE LA BIOPELICULA

Uno de los factores de virulencia de P. aeruginosa que propicia la generacion de
cuadros croénicos de infeccion es la formacién de biopelicula, por lo que se analiz6
el efecto de CDAP-4 en la prevencion de la formacidn de la biopelicula (pre-
tratamiento de las superficies), la generacion de la biopelicula (tratamiento
simultaneo) y sobre la biopelicula ya formada (post-tratamiento de la superficie con
la biopelicula ya formada), en cepas con el fenotipo mucoide (MUC), no mucoide
(AlgC-), y el que es capaz de cambiar su fenotipo a mucoide en condiciones de
estrés (PAO1). En la figura 9 se observan los resultados después de analizar el
efecto del péptido en las condiciones previamente descritas en diferentes
concentraciones de CDAP-4.

Los resultados mostraron que el tratamiento simultaneo, que consistié en evaluar
la generacion de la biopelicula de P. aeruginosa en presencia del péptido de
principio a fin del experimento, fue donde se obtuvo el mayor efecto, ya que se
inhibid la biopelicula hasta un 80 % con una concentracion de 59,5 uM de CDAP-4
para las tres cepas, sin existir diferencia estadisticamente significativa entre las tres
cepas empleadas; dicho efecto se mantiene en concentraciones mayores de
péptido (<109,14 uM). En concentraciones menores de 13,5 uM y 27,28 uM el
efecto se redujo hasta un 30 % de inhibicion de la biopelicula y en concentraciones
inferiores a 6,82 uM en un 25 % de inhibicion; por lo que el efecto de CDAP-4 en el
tratamiento simultaneo es proporcinal a la concentracion empleada, a mayor
concentracion mayor efecto inhibitorio.

Al evaluar el efecto del péptido en la prevencion de la biopelicula, es decir en el
pre-tratamiento de las superficies, se encontré que la cepa mayormente afectada
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fue la cepa MUC (cepa mucoide) ya que a partir de 6,82 uM se obtuvo una inhibicion
de formacion de la biopelicula en un 60 % manteniendo el efecto hasta la
concentracion mas alta empleada de CDAP-4 (109,14 uM), mostrando una
diferencia estadisticamente significativa respecto al resto de las cepas empleadas
en el experimento. Para la cepa AlgC-y PAO1 en concentraciones inferiores a 13,64
uM el efecto fue de un 20 %. Especificamente para PAO1, el mayor efecto se
observo a una concentracion de 109,14 uM con un 85 % de inhibicion. Por otro lado
para la cepa AlgC- (no mucoide) la maxima inhibiciéon Icanzada fue del 50 % a
109,14 uM, siendo esta cepa la menos afectada en la prevencidon de la formacion
de la biopelicula, a pesar de que originalmente esta cepa no producia biopelicula.

Finalmente en la evaluacion del efecto del péptido sobre la biopelicula ya
formada, es decir post-tratamiento, mostré que la cepa mayormente afectada fue la
AlgC- (no mucoide), la reduccion de la biopelicula fue entre un 35 % y 45 % con las
concentraciones menor (3,41 uM) y mayor (109,14 uM) empleada durante el analisis
respectivamente. Seguida por la cepa MUC (cepa mucoide) con un efecto minimo
de 25 % (6,82 uM) y un maximo de 42 % (109,14 uM). La cepa menos afectada fue
la cepa PAO1 (capaz de ser mucoide en condiciones de estrés) solo se produjo una
disminucién de la biopelicula del 10 % (6,82 uM) a un maximo de 25 % (109,14 uM).
La resistencia de la biopelicula ésta determinada por las caracteristicas del medio y
la cepa a evaluar, ya que pueden ser resistentes al efecto del péptido en mayor
(PAO1) o en menor grado (AlgC-).

10.4 ANALISIS DEL MODELO ANIMAL

Una vez determinada la actividad antimicrobiana de CDAP-4 in vitro frente a
diversas cepas de P. aeruginosa, se procedio a evaluar su actividad antimicrobiana
in vivo, a través de un modelo murino de infeccién pulmonar cronica. Para ello se
empleo la cepa de referencia P. aeruginosa ATCC 39324 (MUC), que permitio
simular la patologia de una infeccion por esta bacteria en vias aéreas inferiores de
un paciente humano con fibrosis quistica (FB) (van Heeckeren & Schlucher, 2002).
Para realizar los experimentos fue necesario el encapsulamiento de la bacteria en
perlas de agarosa, que posteriormente fueron inoculadas via intratraqueal (V.l.) a
ratones y monitoreados durante 21 dias para evaluar el efecto de la presencia de
las bacterias en el tejido pulmonar. A continuacion se presentan los resultados de
cada uno de los pasos del procedimiento para desarrollar la infeccidén cronica.

10.4.1 ENCAPSULAMIENTO DE BACTERIAS

De acuerdo al modelo desarrollado por van Heeckeren y Schlucher (2002), fue
necesario encapsular a las bacterias en perlas de agarosa (material inocuo) lo que
les permiti6 su permanencia y favorecié la generacion de un cuadro cronico de
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A) TRATAMIENTO SIMULTANEO
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Figura 9. Actividad del péptido CDAP-4 sobre la biopelicula generada por Pseudomonas
aeruginosa. La técnica empleada fue la del cristal violeta (CV) para el analisis del efecto sobre la
biopelicula. Se emplearon tres cepas fenotipicamente diferentes PAO 1 (sensible a transformarse a
mucoide), MUC (mucoide) y AlgC- (no mucoide). En A) efecto de CDAP-4 en la formacion de la
biopelicula, asi como una fotografia de la placa con la tincién de CV; en B) efecto de CDAP-4
previniendo la formacién de la biopelicula, se muestra su grafica y su placa correspondiente; en C)
se evaluo el efecto de CDAP-4 sobre la biopelicula ya formada, se muestra su grafica y su placa con
CV. El andlisis estadistico empleado fue una prueba ANOVA bifactorial, con una n=9 (* P<0,05; **
P<0,01).
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infeccion. En la figura 10 se presenta la distribucion del tamafo de las perlas, se
observa que el 91 % presenta un tamafo entre 10 y 30 ym, asi como dos
micrografias: una en contraste de fases donde se muestra que las perlas de agarosa
son casi esféricas y una segunda micrografia de las bacterias encapsuadas en las
perlas de agarosa tefidas con cristal violeta (CV).
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Figura 10. Tamaiio y forma de las perlas de agar. A. Micrografia de campo oscuro de las perlas
de agar, B. Tincion con Cristal Violeta de las perlas con P. aeruginosa (MUC) encapsulada, las
flechas muestran bacterias encapsuladas. C. Distribucion del tamafio de 500 perlas de agarosa, con
base al programa ImagedJ; se contaron 100 perlas para cada experimento por triplicado. Se realizé
un analisis estadistico de Kolmogorov-Smirlov, los datos siguen una distribucion normal.

10.4.2 MODELO CRONICO DE INFECCION

El parametro para determinar el establecimiento de la infeccidén y su cronicidad,
fue la presencia de unidades formadoras de colonias (UFC) viables en los pulmones
de los ratones durante los 21 dias que se realizé el analisis. Para la determinacion
de las UFC, el tejido pulmonar completo de los ratones fue homogenizado, diluido y
sembrado en agar de aislamiento para Pseudomonas (PIA), posteriormente fueron
contabilizadas las UFC, el conteo se muestra en la figura 11. Se inicié con una carga
bacteriana de 1 X 108 UFC/g de pulmén, el cual se increment6 a 9.5 X 107 UFC/g
de pulmon en el dia 3 y alcanzé un maximo de 1 X 108 UFC/g de pulmén en el dia
7. Para el dia 14 y 21 se presento una disminucion de la carga bacteriana en un
92% aproximadamente por debajo del indculo inicial, al comparar los grupos entre
ellos, se encontréo diferencias estidisticamente significativaentre todos ellos
exceptuando la comparacion entre los dias 14 y 21. A pesar de una disminucion
elevada, se obtuvd una cronicidad del modelo debido a la permanencia de la
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bacteria hasta los 21 dias ya que la bacteria sin estar encapsulada es eliminada
totalmente entre el dia 7 y 10 posterior a la infeccion (Hoffmann et al., 2005). Estos
resultados permitieron dar seguimiento a la evaluacion del modelo de infeccidn
cronico.
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Figura 11. Cuantificacion de bacterias viables de la cepa P. aeruginosa (MUC) en ratones
C57BL/6 durante la infeccion crénica. El monitoreo se realizé en 5 tiempos diferentes por triplicado
(n=9). Los datos fueron analizados a través de una prueba estadistica de ANOVA de una via y una
prueba post-hoc de Tukey. Se muestran diferencias estadisticamente significativas *** P <0.001.

10.5 ANALISIS DE LA ACTIVIDAD IN VIVO DE CDAP-4 EN EL MODELO
CRONICO DE INFECCION POR P. aeruginosa

Sobre el modelo de infeccidn pulmonar crénico establecido en ratones C57BL/6
se evaluo el efecto del péptido antimicrobiano CDAP-4 (256 ng) en cada uno de los
tiempos predeterminados anteriormente, usando como controles del tratamiento:
solucion salina (SS) y el ciprofloxacino a una concentracion de 0,25 ug, como control
positivo debido a que es el antibidtico de eleccidn para el tratamiento de infecciones
respiratorias por P. aeruginosa.

En la figura 12 se comparan las concentraciones de UFC presentes en los tejidos
pulmonares de los ratones tratados con: perlas de agarosa y solucion salina;
infectados con P. aeruginosa encapsulada en las perlas de agarosa vy tratados con
solucion salina (SS); infectados con P. aeruginosa encapsulada y tratados con
CDAP-4 (P-4); y ratones infectados con P. aeruginosa encapsulada y tratados con
ciprofloxacino (CIPRO); en los diferentes dias que duro el analisis. Para el grupo de
ratones que fue inoculado con las perlas no se muestra barra en la grafica debido a
la inexistencia de UFC aisladas en los tejidos pulmonares de dicho tratamiento,
siendo el control negativo de infeccion, ademas que los ratones no presentaron
ningun sintoma asociado a infecciones originados por P. aeruginosa.
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En las muestras de los homogenizados del tejido pulmonar se encontré que para
los dias tres y siete los tratamientos de CDAP-4 y de ciprofloxacino disminuyeron
las UFC presentes en 98,9 % y 99,9 % respectivamente, estableciéndose
diferencias estadisticamente significativas entre los ratones tratados y no tratados
con antimicrobianos, pero no asi entre los grupos tratados con el péptido, el
ciprofloxacino y las perlas de agarosa en los mismos tiempos. Para el resto de los
dias analizados dicho efecto no fue observable, ya que la cantidad de UFC aisladas
del tejido se mantuvo constante en los diferentes tratamientos con
aproximadamente 1 X 10° UFC/g de pulmon sin importar si los ratones estaban
infectados o si habian recibido tratamiento.
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Figura 12. Efecto de CDAP-4 en las UFC del tejido pulmonar infectado con P. aeruginosa
(MUC). Se muestra las diferentes concentraciones de UFC respecto al tratamiento empleado. El
conteo se llevé a cabo en los homogenizados de tejido pulmonar tres veces por triplicado (n=9). Los
resultados se analizaron mediante la prueba estadistica ANOVA y una prueba post-hoc de Tukey.
Letras diferentes refieren diferencias significativas dentro de un mismo periodo, a-b P<0.001, a-c
P<0.01 ***<P 0.001.

10.5.1 ANALISIS HISTOLOGICO

El analisis del tejido pulmonar es de suma importancia para realizar un contraste
entre el dafno generado en el tejido y la presencia de bacterias, por ello se llevo a
cabo el analisis histologico y morfométrico para conocer el grado de correlacion
entre los datos de UFC y del dafio tisular ocasionado, ademas de generar un
panorama general de la respuesta frente a la infeccion, tratada con solucion salina
y con CDAP-4. Como control positivo del tratamiento se empleo el ciprofloxacino
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(los datos no se muestran), sin embargo presento una inflamacién similar al grupo
tratado con perlas de agarosa En las figuras de la 13-17 se presentan micrografias
de tejido pulmonar con diferentes tratamientos en los diferentes dias del
procedimiento.

De manera general se puede observar que el tejido del grupo control (solucion
salina) presenta un infiltrado inflamatorio casi imperceptible en los tiempos
analizados, ya que la solucion salina no tiene efecto sobre los tejidos. Los tejidos de
los ratones de los grupos administrados unicamente con perlas de agarosa,
presenta una infiltrado moderado y constante, dirigido hacia las perlas mas que al
tejido aledafio, se alcanzaron los picos inflamatorios en los dia 3 y 7 para
posteriormente disminuir en el dia 14 y mantenerse al dia 21, como se puede
observar con la cantidad de células presentes en el tejido pulmonar.

Los tejidos de los grupos de ratones que fueron infectados con P. aeruginosa
(MUC) encapsulada en perlas de agarosa muestra un infiltrado inflamatorio
exacerbado en los bronquios y bronquiolos principalmente, afectando las areas
periféricas donde se localizan las perlas de agar con bacterias, ocasionando que las
areas fueran focalizadas; las paredes de los bronquios se muestran engrosadas y
con un alto grado de infiltracion, siendo mayores en el dia 3, 7 y 14, para
posteriormente disminuir y mantenerse en el dia 21.

Finalmente los tejidos de los grupos de ratones infectados con P. aeruginosa y
tratados con CDAP-4 mostraron una disminucion importante del infiltrado
inflamatorio total, comparado con los grupos unicamente infectados y no tratados,
sin embargo, el engrosamiento de las paredes de los bronquiolos se mantiene para
todos los grupos infectados a partir del dia 7 hasta el dia 21, tanto para los grupos
tratados como no tratados, probablemente debido a que la infeccion no fue impedida
si no resuelta con mayor rapidez en la presencia del péptido.

Por otro lado, el infiltrado inflamatorio y la modificacién de la morfologia de las
estructuras del tejido pulmonar en los grupos infectados, tratados y no tratados,
fueron mas evidentes en los dias 3 y 7 en comparaciéon con los otros tiempos, los
procesos tan exacerbados se podrian asociar a la respuesta aguda de la infeccion;
su disminucion pero constancia en el resto de los dias (14 y 21 dias) denotan las
modificaciones tipicas de una infeccion crénica.
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Figura 13. Histologia del tejido pulmonar generado por una infecciéon de P. aeruginosa (MUC)
con y sin tratamiento de CDAP-4 en el dia cero. Micrografias de cortes transversales del tejido
pulmonar con H/E (Hematoxilina /Eosina), analizados con el microscopio Leica. En la micrografia
superior izquierda se muestra el corte histolégico en presencia de solucidon salina, resaltando un
bronquiolo (A) y una ampliacién del bronquiolo (A). En la micrografia superior derecha se muestra
un tejido inoculado con perlas de agar, ademas la estructura de los alveolos sin alterar (*) y la
ampliacion muestra un bronquiolo (B). En la micrografia inferior izquierda se muestra un bronquiolo
terminal (m) y en la ampliacién un alveolo rodeado de infiltrado peribronquial (IPB) (C) cercano a una
vénula (e). En la micrografia inferior derecha se muestra un alveolo terminal a lado de un bronquio
y su ampliacion (D).
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Figura 14. Histologia del tejido pulmonar generado por una infeccion de P. aeruginosa (MUC)
con y sin tratamiento de CDAP-4 en el dia tres Micrografias de cortes transversales del tejido
pulmonar con H/E (Hematoxilina /Eosina), analizados con el microscopio Leica. En la micrografia
superior izquierda se muestra el corte histologico en presencia de solucién salina; resaltando un
bronquiolo terminal (m) y una ampliacién de éste donde se muestra un area infilirada peribronquial
(IPB) (A). En la micrografia superior derecha se muestra un tejido inoculado con perlas de agar donde
se identifica un bronquiolo( A ), una vénula (¢) y la ampliacion muestra un area infilirada intersticial
(I (B). En la micrografia inferior izquierda se muestra un bronquiolo (A) y en la ampliacién de
infiltrado peribronquial (IPB) combinado con infiltracion bronquioalveolar (IBA) (C). En la micrografia
inferior derecha se muestra una vénula (e) y su ampliacion muestra una perla de agar en un espacio

bronquial rodeado de infiltrado celular (% ), ademas de un leve infiltrado peribronquial (IPB) (D).
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Figura 15. Histologia del tejido pulmonar generado por una infeccion de P. aeruginosa (MUC)
con y sin tratamiento de CDAP-4 en el dia siete. Micrografias de cortes transversales del tejido
pulmonar con H/E (Hematoxilina /Eosina), analizados con el microscopio Leica. En la micrografia
superior izquierda se muestra el corte histoldgico en presencia de solucién salina; resaltando un
bronquiolo (A), una vénula (e), tejido alveolar discontinuo (*) y una ampliacién de infiltrado
peribronquial (A). En la micrografia superior derecha se muestra un tejido inoculado con perlas de
agar en presencia de infiltrado perivascular (®) y la ampliacion muestra de dicha area (B). En la
micrografia inferior izquierda se muestra un bronquiolo terminal (m), una vénula (e) y en la ampliaciéon
infiltrado peribronquial (IPB), combinado con infiltrado perivascular (IPV) e infiltrado bronquioalveolar
(IBA) (C). En la micrografia inferior derecha se muestra un alveolo terminal (m), un bronquiolo (A)y
la ampliacién muestra una perla de agar (%) en el bronquiolo terminal, rodeada de infilirado
peribronquial (IPB) (D).
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Figura 16. Histologia del tejido pulmonar generado por una infeccion de P. aeruginosa (MUC)
con y sin tratamiento de CDAP-4 en el dia catorce. Micrografias de cortes transversales del tejido
pulmonar con H/E (Hematoxilina /Eosina), analizados con el microscopio Leica. En la micrografia
superior izquierda se muestra el corte histolégico en presencia de solucion salina; resaltando un
bronquiolo (A ) y una ampliacién de éste (A). En la micrografia superior derecha se muestra un tejido
inoculado con perlas de agar resaltando la estructura de los alveolos sin alterar (% ), una vénula (e)
y la ampliacién muestra un bronquiolo con su pared ensanchada (B). En la micrografia inferior
izquierda se muestra un bronquiolo terminal (A) rodeado de infiliracion peribronquial (IPB),
combinada con infiltrado bronquioalveolar (IBA), una vénula (e) y en la ampliacion infiltracion
bronquioalveolar (IBA) (C). En la micrografia inferior derecha se muestra un alveolo terminal (A), la
estructura alveolar normal (%) y su ampliacion el infiltrado peribronquial (IPB) e infiltrado
perivascular (IPV)(D).
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Figura 17. Histologia del tejido pulmonar generado por una infeccion de P. aeruginosa (MUC)
con y sin tratamiento de CDAP-4 en el dia veintiuno. Micrografias de cortes transversales del
tejido pulmonar con H/E (Hematoxilina /Eosina), analizados con el microscopio Leica. En la
micrografia superior izquierda se muestra el corte histolégico en presencia de soluciéon salina;
resaltando un bronquiolo (A) y una ampliacién de éste (A). En la micrografia superior derecha se
muestra un tejido inoculado con perlas de agar resaltando un bronquiolo terminal (m) y una vénula
(e); la ampliacion muestra infilirado perivascular (IPV) (B). En la micrografia inferior izquierda se

muestra un bronquiolo (%), una vénula (e) y tejido alveolar normal (* ); en la ampliacion se muestra

el engrosamiento y modificacion de la pared bronquial (C). En la micrografia inferior derecha se
muestra un alveolo terminal (m), una vénula (e) y tejido alveolar discontinuo (3 ); la ampliacion

muestra una perla (¢#) rodeada de infiltrado celular (D).
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10.5.2 CUANTIFICACION DE LAS AREAS PNEUMONICAS

Para determinar de forma cuantitativa el infiltrado celular del tejido pulmonar
obtenido de los diferentes grupos de animales en experimentacion, a los tejidos
pulmonares se les realizé un analisis morfométrico, es decir se medié el infiltrado
celular, tomando como referencia el area infiltrada y el area total del tejido pulmonar
y asi poder definir la existencia de una diferencia entre el grupo tratado con el CDAP-
4y el grupo no tratado.

El infiltrado inflamatorio total muestra diferencias estadisticamente significativas
entre el grupo tratado con CDAP-4 y el grupo tratado con solucidn salina para los
dias 7 y 14 de infeccién (Figura 18). Por lo tanto se llevd a cabo una cuantificacion
diferencial de cada tipo de infiltrado que se pudo encontrar de acuerdo a su
ubicacion en el tejido, de tal forma que se clasifico en: infiltrado intersticial, aquel
que se encontrdé entre los alveolos del tejido; infiltrado bronquioalveolar aquel que
se localiza entre los bronquiolos y los alveolos; infiltrado peribronquial se localiza en
la periferia de los bronquiolos; y el infiltrado perivascular localizado a los alrededores
de las vasos sanguineos que irrigan al tejido pulmonar.

En el tiempo inicial del analisis (dia 0), el tejido no presentd dafo a la estructura
general del tejido pulmonar en ninguno de los tratamientos evaluados. A partir del
tercer dia post-infeccion se muestran cambios en la morfologia e infiltrado presente
en los tejidos.

En el dia 3 del analisis, el infiltrado peribronquial (4,4 %) es mayor en los ratones
infectados y tratados con el péptido que aquellos que fueron tratados con solucién
salina con un 2,8 %, mostrando que la llegada de células del sistema inmunes es
mas eficiente en presencia del péptido, contrario a lo observado en el infiltrado
bronquioalveolar el cual es mayor en ausencia del péptido (2,7 %) respecto a su
presencia (1,5 %). Sin embargo al realizar una comparacién del infiltrado total no
hay diferencia significativa entre los grupos con los diferentes tratamientos, ya que
el infiltrado interticial y perivascular igualan las diferencias y por lo tanto no se
evidencio la diferencia en el infiltrado total.

Para el dia 7 de analisis, el infiltrado total es superior en los grupos infectados
con P. aeruginosa (23 %) comparados con el infiltrado presente en el grupo
infectado y tratado con el CDAP-4 (6 %). El infiltrado intersticial y bronquioalveolar
es mayor en el grupo infectado y tratado con solucion salina (16 % y 2,5 %
respectivamente) en comparacion con el grupo tratado con CDAP-4 (3 % y 0,7 %
respectivamente). En cuanto al infiltrado peribronquial y perivascular no se
encontraron diferencias estadisticamente significativas entre los grupos analizados.
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Dichos infiltrados podrian estar asociados a las areas donde se localizan las perlas
de agarosa, debido a que las perlas mas grandes no pueden atravesar el epitelio
bronquial y por lo tanto favorecen el infiltrado bronquioalveolar; y las perlas mas
pequefias que atraviesan y se dispersan por el tejido alveolar favorecieron el
incremento del infiltrado intersticial.

Para el dia 14 el infiltrado total se vio disminuido significativamente en presencia
de CDAP-4, al pasar de un 21 % tratado con solucion salina a un 9 % tratado con el
péptido. El infiltrado interticial y el peribronquial fueron mayores en los grupos
infectados con un 8,5 % y 7 % respectivamente, contrario a los grupos tratados con
CDAP-4 con 4 %y 3 % de infiltrado, respectivamente. Lo que muestra que el péptido
favorece la modulacion de la respuesta inflamatoria al disminuir el infiltrado ya que
en su ausencia la llegada de las células inflamatorias es en mayor grado. Los
infiltrados bronquioalveolar y perivascular no mostraron diferencias significativas
entre los grupos tratados y no tratados con CDAP-4.

Finalmente en el dia 21 el infiltrado total no mostro diferencias estadisticamente
significativas, sin embargo el analisis individual muestra que el infiltrado
peribronquial es mayor en el grupo infectado (4,5 %) respecto al tratado (2,5 %),
mientras que el infiltrado perivascular es mayor en el grupo infectado y tratado con
el péptido (4,1 %) respecto al tratado con solucion salina (2,3 %). Posiblemente la
presencia del péptido esta favoreciendo la llegada de las células de forma
controlada, pues el infiltrado es menor alrededor de las bronquios y mayor en la
perifera de los vasos sanguineos.

Lo anteriormente expuesto se observa en la figura 18, en la que se presentan los
graficos del infiltrado inflamatorio total y sus diferentes variantes de acuerdo a su
localizacion del tejido, de los ratones tratados y no tratados, asi como, los diferentes
dias del analisis.

10.5.3 CARACTERIZACION DE LAS POBLACIONES CELULARES EN EL
MODELO In vivo

Las infecciones respiratorias generadas por P. aeruginosa provocan un patron
de las poblaciones de células del sistema inmune que participan en el control de la
infeccion y que en algunas ocasiones favorecen la progresion de la infeccion de un
cuadro agudo a uno crénico. Es por ello que se realizé el analisis de las poblaciones
celulares en el infiltrado inflamatorio del tejido pulmonar en ausencia o presencia
del péptido antimicrobiano CDAP-4.

Estas células se obtuvieron a través de lavados bronqueoalveolares (LBA), con
un posterior analisis de citometria de flujo. Las poblaciones analizadas fueron: los
neutrofilos ya que son determinantes en las infecciones agudas y favorecen la
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generacion de cuadros crénicos (Dubin et al., 2011); los macréfagos que también
han sido descritos como determinantes en el control de la infeccion y su
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Figura 18. Analisis morfométrico del infiltrado inflamatorio de los grupos infectados con
tratamiento y sin tratamiento a diferentes tiempos de infeccién. Las mediciones se llevaron a
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cabo en cortes transversales de pulmén tefiidos con H/E. Se analizaron con el procesador de
imagenes LAS (Leica Appplication Suite) con un objetivo de 40 X. Se analizaron 3 laminillas por
tratamiento. A) Infiltrado total de los tejidos B) Infiltrado Bronquioalveolar C) Infiltrado Intersticial D)
Infiltrado Peribronquial E) Infiltrado perivascular. Los datos fueron analizados mediante la prueba
estidistica ANOVA bifactorial y prueba post hoc de Tukey. (*P<0.5, ** P<0.01 *** P< 0.001).

prolongada presencia como factor para establecer un cuadro cronico en la infeccidon
(Feola et al., 2010); y los linfocitos T citotoxicos, T colaboradores y linfocitos B, que
determinan la cronicidad del modelo y del tipo de respuesta generada por el sistema
inmune (Yanagihora et al., 1997).

Para realizar el analisis de las poblaciones celulares en las graficas generadas
por el citometro de flujo, se delimitaron las poblaciones de acuerdo a la zona en la
que se localizarian de acuerdo a su tamano (FSC-H) y granularidad (SSC-H). Asi
para los macrofagos se delimitaron células grandes y granulosas; los granulocitos
de pequeios a madianos y granulosos; y los linfocitos pequefios y no granulosos o
poco granulosos, como se muestra en la figura 19, donde se presentan las
poblaciones seleccionadas del LBA de acuerdo al analisis de citometria de flujo
previamente descrito.

La figura 19 muestra la distribucion de las poblaciones celulares de un raton
infectado con P. aeruginosa encapsuladas en perlas de agar y tratado con solucién
salina en el dia siete. Se distinguen tres poblaciones diferentes de acuerdo al
tamano y a la granularidad de las células; macrofagos, grandes y granulosas (38,7
%); pequenos y pocos granulosos los linfocitos (13,9 %) y pequefios y medianos
pero granulosos los granulocitos (19,2 %).
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Figura 19. Representacion de las poblaciones del lavado bronqueoalveolar de acuerdo al
analisis de citometria de flujo (FACS). La células analizadas fueron las presentes en los espacios
alveolares, bronquiales y bronqueales, obtenidas a través de lavados bronqueoalveolares con PBS
y albumina al 20 %, posteriormente tefiidas, cuantificadas y analizadas por el equipo FACS-Calibur.

De las principales células del sistema inmune que participan durante una
infeccion son los macrofagos. Los cuales se mantienen durante todo el proceso
infeccios, a corto y largo plazo; por lo que su prolongada presencia es una
caracteristica de los cuadros cronicos. Para la busqueda de macrofagos se emple6
el marcador F4-80, el cual es especifico para ellos. La figura 20 muestra las graficas
de FACS y de la cuantificacion de las poblaciones que fueron seleccionadas para
determinar la presencia y su variacion en el tiempo, asi como, los diferentes
tratamientos empleados para la subpoblacion F4-80 positivas.

Las variaciones de la poblacion de células F4-80+ (macrofagos) durante el
tiempo, para el grupo infectado y tratado con solucion salina, confirman el
establecimiento del modelo crénico, ya que su presencia vario entre un 19% a un
57%, alcanzando la mayor concentracién el dia 14 y una posterior disminucién para
el dia 21 (19 %), su disminucién podria hacer referencia a una resolucioén de la
infeccion, como lo muestra el panel C de la figura 20.

El efecto de CDAP-4 sobre la presencia de los macréfagos, fue estadisticamente
significativa en el dia de mayor concentracion, es decir el dia 14, entre el grupo no
tratado (49 %) y el tratado con CDAP-4 (7 %). Ademas de encontrar que el grupo
control (sin ningun tratamiento) inicialmente tuvo un porcentaje elevado de
macrofagos (37 %) y que las perlas inducen la presencia de éstas células (57 %)
en un tiempo prolongado. Por lo que la presencia de macrofagos puede estar
influida por factores extras a los del modelo, sin embargo a pesar ello, el tratamiento
del péptido disminuyd la presencia de los macrofagos inclusive por debajo del
crontol.

Por otra parte los granulocitos, principalmente los neutréfilos, son descritos como
células del sistema inmune de gran relevancia en una infeccién ocasionada por P.
aeruginosa, los cuales juegan un papel muy importante en la primera respuesta
generada por el sistema inmune y posteriormente favoreciendo el desarrollo de un
cuadro cronico de infeccion, al ocasionar un dafo del tejido pulmonar. Para la
busqueda de los neutrofilos en los LBA se emplearon los marcadores GR1y CD11b.
En la figura 21 se presentan los graficos de las poblaciones seleccionadas para su
estudio y las comparaciones entre los diferentes tiempos y tratamientos del analisis.

La concentracion de neutréfilos mas elevada alcanzada durante el analisis se
presentd el dia 3 con un 32 % disminuyendo a un 28 % en el dia 7 y para los dias
14 y 21 solo se contabilizé un 3 % aproximadamente de acuerdo a lo esperado, ya
que los neutrofilos se encuentran elevados en la fase aguda (primeros dias) de la
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infeccion por P. aeruginosa para su posterior disminucion en el cruadro cronico. Por
otro lado, se pudd observar que las perlas tienden a aumentar la presencia de los
neutrofilos, aunque no hay diferencia estadisticamente significativa entre los grupos
control y los tratados con las perlas.
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Figura 20. Analisis de las poblaciones celulares del LBA correspondientes a los macréfagos.
En A) se muestra la poblacion total de un ratén infectado y tratado con solucién salina del dia 14 y
encerrada la subpoblacion empleada para el analisis de los macréfagos. En B) se muestra el grafico
generado a partir de la poblacion previamente seleccionada y positiva para el marcador F4/80, la
cual fue empleada para el analisis de las poblaciones en los diferentes tratamientos. En C) se
muestra la grafica comparativa del porcentaje de células F4/80 + con los diferentes tratamientos y
tiempos empleados. Los resultados fueron analizados con la prueba estadistica de ANOVA
bifactorial y posteriormente con una prueba de Tukey (***<P0.001, **P< 0.01 y *<P0.05; y una n=5).

El tratamiento de CDAP-4 en los grupos infectados disminuyo la presencia de
los neutréfilos, para el dia 3 paso de un 19 % a un 9 % con el péptido, para el dia 7
la misma tendencia se mantuvo al pasar de un 17 % a un 10 %, para los ultimos
dias analizados no se encontro diferencia entre los tratamientos. El péptido favorece
la disminucién de los neutrofilos en el tejido, o que permite que el cuadro no sea
tan agresivo, por la respuesta desmedida y poco dirijida de los neutrdéfilos contra el
patogeno y el dafio también se ocasione al tejido circundante.

De las principales células que conforman la respuesta adaptativa y que fueron
seleccionadas para su analisis durante este estudio fueron: los linfocitos T que a su
vez se clasifican en linfocitos T citotoxicos (Tc) y T colaboradores (Th); y los
linfocitos B. El analisis de los linfocitos T se dividié en dos: para los linfocitos Th, se
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empleo el marcador CD3 y CD4; y para los linfocitos Tc el marcador CD3 y CDS;
para los linfocitos B el marcador CD19.
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Figura 21. Analisis de las poblaciones celulares del LBA correspondientes a los neutrofilos.
En A) se muestra la poblacion total de un ratén infectado y tratado con solucion salina del dia 3 y
encerrada la subpoblacién empleada para el analisis de los neutréfilos. En B) se muestra el grafico
generado a partir de la poblacién previamente seleccionada y positiva para el marcador GR1 y
CD11b, la cual fue empleada para el analisis de las poblaciones en los diferentes tratamientos. En
C) se muestra la grafica comparativa del porcentaje de células GR1+ y CD11b+ con los diferentes
tratamientos y tiempos empleados. Los resultados fueron analizados con la prueba estadistica de
ANOVA bifactorial y posteriormente con una prueba de Tukey (***<P0.001, **P< 0.01 y *<P0.05; y
una n= 5).

Durante el proceso infeccioso se encontré una tendencia al aumento de la
concentracion de células CD4+ a partir del dia tres y manteniedose asi hasta el
ultimo dia de analisis, sin existir una diferencia estadisticamente significativa

Por otro lado, la presencia del péptido, favorecio la disminucion de la poblacién
celular CD4+ en todos los dias analizados. Dicha tendencia sugieren que el péptido
al reducir la poblacién de bacterias, indirectamente favorece la disminucion de las
células CD4+. Los resultados obtenidos se muestran en la figura 22.
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Figura 22. Analisis de las poblaciones celulares del LBA correspondientes a los linfocitos T
coperadores (Th). En A) se muestra la poblacion total de un ratén infectado y tratado con solucion
salina del dia 14 y encerrada la subpoblacién empleada para el analisis de linfocitos Th. En B) se
muestra el grafico generado a partir de la poblaciéon previamente seleccionada y positiva para el
marcador CD3 y CD4, la cual fue empleada para el analisis de las poblaciones en los diferentes
tratamientos. En C) se muestra la grafica comparativa del porcentaje de células CD3+ y CD4+ con
los diferentes tratamientos y tiempos empleados. Los resultados fueron analizados con la prueba
estadistica de ANOVA bifactorial y posteriormente con una prueba de Tukey (***<P0.001, **P< 0.01
y *<P0.05; y una n= 5).

En el analisis de los linfocitos Tc, de manera general existe una tendencia a
incrementar su porcentaje de la en el tiempo, es decir, para el grupo inoculado con
perlas que inicialmente era de 0.5% (dia 3) aument6 a 0.9% (dia 7), continuando
con el 1.2% (dia 14) y finalmente con 1.7% (dia 21). EI comportamiento se repite
en el grupo infectado; y el infectado y tratado, aunque solo para el dia 21 existio una
diferencia significativa, como lo muestra la figura 23 en el panel C.

Los resultados mostraron que la respuesta adaptativa esta mayormente dirigida
a la estimulacion y control del ambiente inflamatorio que al control de las células
infectadas, durante el proceso infeccioso.
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Figura 23. Analisis de las poblaciones celulares del LBA correspondientes a los linfocitos T
citototoxicos (Tc). En A) se muestra la poblacién total de un raton infectado y tratado con CDP-4
del dia 21 y encerrada la subpoblacion empleada para el analisis de linfocitos Tc. En B) se muestra
el grafico generado a partir de la poblacion previamente seleccionada y positiva para el marcador
CD3 y CD8, la cual fue empleada para el analisis de las poblaciones en los diferentes tratamientos.
En C) se muestra la grafica comparativa del porcentaje de células CD3+ y CD8+ con los diferentes
tratamientos y tiempos empleados. Los resultados fueron analizados con la prueba estadistica de
ANOVA bifactorial y posteriormente con una prueba de Tukey (***<P0.001, **P< 0.01 y *<P0.05; y
una n= 5).

Finalmente se evaluaron los linfocitos B, con el marcador CD19, como se
muestra en la figura 24. De forma general, durante el proceso infeccioso, la
poblacion celular correspondiente a los linfocitos B se vio incrementada en los dias
finales del analisis, es decir en los dias 14 y 21.

Los linfocitos B disminuyen un 59.62 % en los grupos no tratados con el péptido
respecto a los que si lo fueron para el dia 14, a pesar de ser el unico dia con
diferencia estadisticamente significativa, la tendencia a disminuir en presencia del
péptido se mantiene en el dia 21, al observar el grupo infectado con un 5.2 % de
células CD19+ disminuye a 3.8 % en presencia del péptido.
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Figura 24. Analisis de las poblaciones celulares del LBA correspondientes a linfocitos B. En
A) se muestra la poblacion total de un tejido pulmonar de un raton infectado y tratado con solucion
salina del dia 14 y encerrada la subpoblacién empleada para el analisis de linfocitos B. En B) se
muestra el grafico generado a partir de la poblacion previamente seleccionada y positiva para el

marcador CD19,

la cual fue empleada para el andlisis de las poblaciones en los diferentes

tratamientos. En C) se muestra la grafica comparativa del porcentaje de células CD19+ con los
diferentes tratamientos y tiempos empleados. Los resultados fueron analizados con la prueba
estadistica de ANOVA bifactorial y posteriormente con una prueba de Tukey (***<P0.001, **P< 0.01
y *<P0.05; y una n= 5).
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11. DISCUSION

El presente trabajo tiene la intensién de evaluar el efecto antimicrobiano del péptido
derivado de la quimiocinas CCL13, conocido como CDAP-4, al cual en el afio 2007
se reporto con actividad antimicrobiana in vitro en cepas Gram negativas (Martinez-
Becerra, 2007). Por otro lado también se demostro que tiene un efecto favorecedor
en la resolucidn y rescate de vida de ratones infectadas con Pseudomona
aeruginosa en un cuadro agudo (Cossio, et.al., 2018).

La importancia de este patdgeno reside en que es uno de los principales agentes
causales de infecciones nosocomiales, principalmente en pacientes con catéter, en
pacientes quemados y que padecen fibrosis quistica; esto debido a que tiene una
gran capacidad de adaptacion al medio donde se encuentra, activando o reduciendo
sus diversos factores de virulencia. Un factor de suma importancia es la generacion
de bidpelicula, la cual tiene la funcidn de proteger a la P. aeruginosa de la respuesta
inmune del hospedero evadiendo los diversos mecanismos de esta, ademas de que
sirve como una barrera fisica para que los antibiéticos empleados no puedan ejercer
su efecto contra el patdgeno, propiciando la generacion de cuadros crénicos de
infeccidn.

Debido a lo anterior y que la seleccidn de las especies resistentes a la terapia
farmacoldgica existente se ha incrementado, es de suma importancia la busqueda
de terapias alternativas, por ello evaluar la actividad antimicrobiana de CDAP-4
representa una oportunidad para ser considerado como una posible alternativa a las
terapias convencionales o a la administracién conjunta con antibiéticos existentes,
que mejore la respuesta y resolucion de la infeccidn, ocasionadas por cepas de P.
aeruginosa generadoras de biopelicula.

Para ello se evaluo la actividad de CDAP-4 in vitro e in vivo. Debido a que las cepas
que representan un mayor reto en su control son las generadoras de biopelicula y
en los analisis previos no se evalué el efecto del péptido sobre ellas
especificamente, se retomaron las pruebas por excelencia en la clinica que
determinan la actividad antimicrobiana de una molécula, la Concentracién Minima
Inhibitoria (CMI) y la Concentracion Minima Bactericida (CMB), sobre cepas de
referencia con el fenotipo mucoide y no mucoide, aislados clinicos con capacidad
de generar biopelicula, y aislados clinicos con el fenotipo mucoide.

De acuerdo a la norma CLSI M7-A6 y a la NCCLS para poder determinar la CMI y
la CMB es necesario que las bacterias se encuentren en su fase logaritmica de
crecimiento ya que en esta fase la bacteria se encuentra en su mejor momento
metabdlico, generando los factores de virulencia que le permiten la invasividad en
su posible hospedero. Debido a que cada cepa tiene requerimientos y condiciones
muy particulares de crecimiento se obtuvieron sus respectivas curvas de
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crecimiento para adecuar los tiempos en los que se consideraria que las cepas se
encontraban en su fase logaritmica de crecimiento. Los resultaron mostraron que
no habia diferencias estadisticamente significativas en el tiempo necesario para
alcanzar la fase logaritmica del crecimiento, sin embargo, aunque es variable no es
significativo, por lo que se cultivaron entre 4 y 5 horas para considerar que las cepas
ya se encontraban en dicha fase. Aunque la diferencia en la concentracién de
bacterias es mayor en las cepas que tardan menos tiempo en alcanzar la fase
logaritmica de crecimiento que las que tardan mas, se elimin6 esta diferencia al
medir la absorbancia para unificar la concentraciéon de bacterias y eliminar esta
posible variacién.

Se evaluo la CMI y la CMB en cepas de referencia (a las cuales se les conoce su
fenotipo) como control y para poder tener una referencia de comparacion con los
aislados clinicos de los cuales solo se conocen sus requerimientos bioquimicos para
su cultivo y su resistencia a antibiéticos, ademas de representar a los aislados
clinicos de mayor frecuencia en infecciones nosocomiales. Los resultados para la
CMI muestran que las cepas de referencias fueron susceptibles al péptido a partir
de 32.8 uM y que la relacion de su actividad esta en funcidn a si las cepas producen
0 no biopelicula, es decir para la cepa generadora de biopelicula (MUC) necesita
una concentraciéon mayor (104.12 uM) para eliminarla comparada con aquella que
no produce biopelicula (AlgC-/32.8 uM) y se necesita una concentracion media
(101.7 uM) para eliminar la cepa que es capaz de producir la biopelicula debido a
que cuenta con el material genético que le permita producirla, pero que necesita ser
activado para su sintesis. (ver tabla 4). Una de las posibles causas por las que se
observa este hecho es debido a que la biopelicula esta funcionando como una
barrera fisica que impide el contacto directo del péptido con la bacteria, lo que
ocasiona que su efecto se vea disminuido como también se ha reportado para P.
aeruginosa y los antibidticos (Shawar, et. al. 1999), ademas de que las condiciones
de crecimiento favorecen que las cepas puedan generar la biopelicula. Sin embargo,
en los valores de CMI para los aislados clinicos fueron muy variables, desde 41.1
uM hasta >109 uM, lo cual nos indica que las cepas son muy diferentes entre si,
que ademas de que son generadoras de biopelicula estan produciendo otros
factores de virulencia como la piocianina, eleastasa, proteasas, exotoxinas A, etc.,
que podrian modificar la actividad del péptido (Ben Haj et,al, 2011). Los aislados
clinicos con una CMI menor al de la cepa de referencia provienen de pacientes
quemados y el aislado con una CMI similar proviene de una infeccion
gastrointestinal, por lo que podria sugerir que el lugar donde se desarrolla la
infeccidn puede tener una influencia sobre los factores de virulencia que las cepas
bacterianas generan de acuerdo al medio en el que se encuentren. (Ma, et. al.,
2009). No obstante, la cantidad de aislados clinicos probados son pocos, por lo que
es necesario incrementar el numero de aislados provenientes de diferentes sitios
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anatomicos de infeccion para poder llevar a cabo un estudio mas amplio al respecto.

Los datos obtenidos para la CMB duplican los valores de CMI, lo cual es consistente
con lo esperado, ya que la concentracion de los antimicrobianos para matar a la
bacteria generalmente duplican las concentraciones que sélo inhiben su crecimiento
(Garcia, 2009). De forma similar la concentracion necesaria para matar a la bacteria
en un 99.998% esta en funcion a la produccion de biopelicula pues se necesita una
concentracion mayor para la cepa MUC (> 109 uM), que para PAO1 (104.1 uM) y
AlgC-(35.6 uM).

La generacidn de biopelicula por las bacterias forma parte de los mecanismos de
resistencia a un ambiente hostil para asegurar su supervivencia aun en dichas
condiciones adversas. Esta es una de las razones por lo que su tratamiento a través
de farmacos se dificulta ya que la biopelicula es una barrera de exopolisacaridos

que impiden la entrada de farmacos. Ademas, es uno de los factores de virulencia
de P. aeruginosa que favorecen la evolucion de las infecciones a cuadros cronicos,
por lo que es importante valorar si el péptido CDAP-4 tiene un efecto sobre la
biopelicula como parte de su posible mecanismo de accién.

La evaluacion del efecto de CDAP-4 sobre la biopelicula generada por P.
aeruginosa se llevé a cabo bajo tres perspectivas que nos permitieron ver si el efecto
era preventivo, sobre su produccidon o directamente en el biofilm formado. Este
analisis se realizo sobre cepas con el fenotipo mucoide (MUC), no mucoide, (AlgC-
) como control, y en la cepa capaz de cambiar su fenotipo a mucoide (PAO 1).

El efecto preventivo de formacion de la biopelicula consistié en recubrir la superficie
de la placa donde se llevaria acabo la formacion de la biopelicula, la superficie se
recubrio con diferentes concentraciones de CDAP-4, para posteriormente colocar a
la bacteria en condiciones favorables que permitieran su establecimiento y posterior
desarrollo de la biopelicula. Los resultados mostraron que la cepa mas afectada fue
MUC al reducir la biopelicula en un 60 % a partir de una concentracion de 6.82 uM
de péptido, lo que posiblemente se deba a una alteracion en la adhesién de las
bacterias a la superficie y a la formacion de su agregacion para formar
microcolonias. La cepa AIgC- presento una reduccion del 30 % a partir de una
concentracion de 54.57 uM. Estos resultados no se esperaban ya que no deberia
existir efecto alguno, debido a que esta cepa en las condiciones anteriores no
formaba biopelicula, sin embargo al enfrentarla a condiciones desfavorables fue
capaz de generarlo, lo que posiblemente sugiere que se activara una ruta catabdlica
alternativa a la canodnica para la formacion de la biopelicula (Karatan & Watnick,
2009). Finalmente, la cepa que es capaz de cambiar su fenotipo a mucoide (PAO1)
se vio afectada en un 30 % a partir de una concentracion de 54.57 uM. Los
resultados sugieren que el efecto del péptido no so6lo depende de las
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concentraciones de CDAP-4 si no también de las condiciones en las que se pruebe
su actividad, ya que ellas juegan un papel importante para la produccion de la
biopelicula y la activacion de las vias metabolicas para su generacion (Sutherland,
2001).

Para la evaluacién del efecto sobre su produccion se colocé a la par del péptido en
presencia de la bacteria, dando como resultado una reduccion de la biopelicula en
un 80 % desde la primera concentracion empleada del péptido (3.41 uM) hasta la
ultima (109.14 uM) en los tres cepas. Debido a que se emplearon las mismas
concentraciones que para las CMI y las CMB el efecto fue mayor al medir la
generacion de la biopelicula, ya que la disminucion de la viabilidad de las bacterias
fue inminente por la concentracion de CDAP-4 empleadas, sin embargo las
condiciones experimentales cambiaron, aumentd la cantidad de nutrientes y el
tiempo de contacto entre la bacteria y el péptido, lo que permitié que la bacteria
formase microcolonias y sintetizara los exopolisacaridos que conforman la
biopelicula.

Finalmente se evaluo la actividad del péptido frente a la biopelicula ya generada,
que es una de las posibles condiciones de empleo, cuando la biopelicula ya esta
formado en el tejido del paciente o en alguno de los dispositivos con los que cuente
el paciente hospitalizado. Los resultados muestran que la cepa AlgC- fue la mas
afectada, entre 40 y 50 % de su biopelicula se vio reducida con respecto al grupo

control a partir de 3.41 uM, seguida por MUC en un 35-45% a partir de una
concentracion de 6.82 uM, y finalmente PAO-1 en la cual la biopelicula sdélo
disminuyd entre un 10 y 35% a partir de 6.82 uM. El efecto sobre la estructura de la
biopelicula es moderada

El efecto es bajo comparado con los porcentajes alcanzados en la prevencion de la
formacion de la biopelicula, o que nos indica que el efecto del péptido sobre la
estructura no es su principal mecanismo de accién. Por lo que seria conveniente
evaluar un posible efecto sinérgico con antibidticos, ya que el péptido podria actuar
como facilitador para que el antibidtico alcance las moléculas blanco favoreciendo
la resolucion de la infeccion a pesar de la presencia de la biopelicula.

El efecto de CDAP-4 se presenté mayormente en la formacién de la biopelicula para
todas las cepas, probablemente se deba a que el péptidos este inhibiendo el
crecimiento de las bacterias o0 matando a una mayoria, pero aquellas que logran
evadir el dafio tienen el tiempo y condiciones suficientes para generar la biopelicula
y complicar la actividad del péptido. Por otro lado la prevencion de la formacion de
la biopelicula también se vio favorecida principalmente para la cepa MUC, lo que
posiblemente se deba a que se estén impidiendo los primeros dos pasos de la
formacién de la biopelicula, es decir, que las bacterias se adhieran a la superficie y
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se generen microcolonias para la posterior secreciéon de los exopolisacaridos
(Dufour, et. al., 2012). El grado de afectacion en la generacion de la biopelicula es
menor

El efecto del péptido sobre la biopelicula formada tiene el menor efecto comparado
con la prevencion y la formacion de la biopelicula, lo que implica que el péptido tiene
cierta capacidad de afectar la estructura de la biopelicula dejando expuesta a la
bacteria, o que limita a la bacteria y evita que siga formando mas biopelicula a pesar
del ya existente. Para comprobar o descartar lo propuesto es necesario implementar
experimentos donde se visualice al péptido llevando a cabo su funcionamiento o la
estructura general de la biopelicula con técnicas de microscopia electrénica de
barrido o confocal (Zutherland (2), 2001).

Determinada la actividad antimicrobiana in vitro de cepas de referencias y de los
aislados clinicos se continuo con el desarrollo de un modelo murino de infeccion
pulmonar crénico. El modelo de referencia es el empleado por van Hoffman vy
colaboradores (Hoffman, et.al., 2005), en el cual se propone reproducir la
fisiopatologia de una infeccion cronica en vias areas inferiores por P. aeruginosa en
pacientes con fibrosis quistica.

Para que la infeccién genere un cuadro cronico, el método indica que la bacteria
debe ser encapsulada, lo que le permitirle resistencia contra la respuesta temprana
del sistema inmune y ofrece el tiempo necesario para establecerse. La ventaja de
este método es que permite evaluar la respuesta completa del sistema inmune,
aunque su gran desventaja es que a pesar de la similitud del dafio ocasionado en
el tejido pulmonar, no deja de condicionar a las bacterias a un ambiente generado
artificialmente. Durante el analisis la bacteria se encontré doblemente protegida,
tanto por su biopelicula y por la perla de agar, aumentando el reto para la actividad
antimicrobiana del péptido y el sistema inmune del hospedero.

El método empleado para la generacion de las perlas tiene poco control sobre el
tamano de las perlas de agar, por lo que fueron tamizadas, con una variacion de
tamano del 20%, teniendo al 80% un tamano de entre 25 y 35 ym. Esto favorecio
que la respuesta del sistema inmune fura mas hacia una respuesta del tipo crénico,
ya que se ha reportado que el tamafo de las perlas produce respuestas inmunes
variables y dependientes vinculadas al tamafo de la perla mas que a la presencia
de la bacteria, a mayor tamafo se genera una respuesta del tipo cronico y a menor
tamano del tipo agudo (Christophersen, et. al., 2012).

Una vez obtenidas las perlas y encapsuladas las P. aeruginosa del fenotipo mucoide
(MUC) la suspension fue inoculada en ratones machos de la cepa C57BL/6 de entre
6 y 8 semanas de edad, debido a que esta es la cepa de ratones donde se establece
mas facilmente la infeccion por Pseudomonas sp. y favorece el desarrollo del cuadro
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cronico a través de una respuesta del tipo Th2 (Morrisette, et. al. 1995). Para
determinar la diferencia entre la infeccion aguda y cronica se evaluaron
principalmente el tiempo de permanencia de las bacterias viables en el tejido
pulmonar y el tipo de poblaciones celulares del sistema inmune presentes en dicho
tejido.

Para evaluar la permanencia de bacterias viables se cuantificaron las Unidades
Formadoras de Colonias (UFC) presentes en los homogenizados del tejido
pulmonar de los ratones infectados, durante 21 dias. Se obtuvo que tras el inoculo
inicial de 1-a 5 millones de bacterias en el dia 0, hubo un incrementoeneldia3y 7
en el numero de UFC contabilizadas, debido al establecimiento de la bacteria, sin
embargo para el dia 14 y 21 el conteo de UFCs disminuyd, a pesar de dicha
disminucién no se encontraron diferencias significativas entre las UFC del indculo
con las de estos dias por lo que la permanencia de las bacterias viables se consiguio
hasta 21 dias post infeccion. En modelos agudos el tiempo maximo de permanencia
de la bacteria como una infeccién es de 3 a 5 dias ya que mas alla de ese tiempo el
ratdon se muere o se recupera de la infeccion, debido a que su sistema inmune es
competente. (Harrison, et. al. 2006). De tal forma que se considerdé que por
permanecia de bacterias viables se habia establecido el modelo de infeccion
cronica.

Establecido el modelo de infeccion cronica en tejido pulmonar de ratones, se evalud
el efecto del péptido CDAP-4 en él. Los grupos de analisis fueron dos controles mas
tres tratamientos, los grupos control consistieron en ratones a los que se administro
solucion salina y otro con las perlas de agar vacias. Los tratamientos consistieron
en administrar a ratones infectados con solucion salina, ciprofloxacino y CDAP-4.

Los grupos control cumplieron la funcidén de evaluar el efecto que la solucién salina
y las perlas de agar, es decir los vehiculos tanto de la bacteria como de los
tratamientos, ocasionaban por si solos, ya que no dejan de ser elementos extrafios
para el tejido pulmonar. Por otro lado se empleo el ciprofloxacino al ser uno de los
farmacos empleados como tratamiento para infecciones de P. aeruginosa
(Espinoza-Lopez, 2014).

Se encontrd que el efecto del péptido tiene sumaximo en los dias 3 y 7 de infeccidn,
la reduccion generada por el péptido es muy similar al obtenido con el farmaco de
referencia (ciprofloxacino) no existiendo diferencias estadisticamente

significativas entre ambos tratamientos, de igual forma el numero de UFC que
permanecen después de los tratamientos no tienen diferencia significativa con el
inoculo inicial, probablemente debido a que las perlas resultan ser impenetrables
para el péptido y el antibidtico y estos no pueden ejercer su actividad sobre las
bacterias.
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Para poder analizar la correlacion existente entre la presencia de células
bacterianas viables y el dafio generadas por estas, asi como el efecto de CDAP-4
sobre éste, se evaluo el proceso inflamatorio en el tejido a través de cortes
histolégicos de los diferentes tratamientos y tiempos analizados. Los tratamientos
evaluados fueron, para el primer grupo el empleo de solucion salina ya que es el
vehiculo en el que las perlas, las perlas con bacterias y el péptido serian
administrados, ya que la presencia de un liquido externo no es propia en los
pulmones. El segundo grupo consistido en inocular perlas de agar vacias con la
finalidad de observar el efecto que las perlas ocasionan por si mismas, el tercer
tratamiento consistid en inocular a los ratones con MUC encapsulada en las perlas
de agar, la cual generaria el proceso infeccioso y tratados con solucion salina y el
cuarto grupo en el que se infectaron los ratones y ademas fueron tratados con
CDAP-4.

El tiempo cero consistio en el procesamiento del tejido realizado una hora después
de la inoculacion con la bacteria encapsulada en las perlas de agar y administrado
el tratamiento ya sea solucion salina o CDAP-4. En ninguno de los cortes se observa
presencia de infiltrado inflamatorio, o diferencias con la histologia del grupo control
de solucion salina debido a que el tiempo es muy corto para que la respuesta del
sistema inmune se presente, pero si nos permite conocer las condiciones iniciales
de los tejidos.

El segundo tiempo evaluado fue a los tres dias post infeccidn y tratados 24 horas
antes de su procesamiento. El incremento de un infiltrado inflamatorio se present6
en todos los grupos evaluados a excepcion del grupo inoculado con solucién salina.
En el grupo inoculado con perlas de agar, los macrofagos atravesaron hacia la luz
del alveolo y se localizaron en la periferia de las perlas para fagocitarlas, en el caso
de las perlas que contenian a las bacterias, se observa un infiltrado mononuclear
exacerbado en los septos alveolares, asi como en los espacios alveolares, ademas
que se encuentran focalizado en las periferias de los bronquiolos principalmente,
comprado el infiltrado inflamatorio generado en el grupo tratado con CDAP-4 con el
de solucion salina se ve que es mucho menor el localizado en la luz de los alveolos
y manteniendo el localizado en el espacio intersticial del bronquiolo.

En el séptimo dia de analisis el infiltrado se mantiene exacerbado para el grupo
infectado y tratado con solucion salina, el cual comparado con el grupo infectado y
tratado con CDAP-4 es mucho mayor. Para el dia 14 y 21 de analisis, el infiltrado
va disminuyendo gradualmente, aparentemente se ve una resolucion de la infeccion
conforme avanza el tiempo de analisis y es normal debido a que el sistema inmune
del ratdn funciona y no deja de generar una respuesta contra agentes extrafios, sin
embargo la presencia del péptidos disminuye el infiltrado inflamatorio en todos los
dias analizados comparados con el grupo que no fue tratado con el péptido,
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probablemente acelera la resolucion de la infeccion.

El analisis histologico mostro diferencias en la localizacion de las areas infiltradas,
por lo que se cuantificd de forma general la inflamacion generada por la infeccion y
se realizé una cuantificacién diferencial de acuerdo al tipo de area afectada.

Todas las areas que presentaran infiltrado celular fueron consideradas como parte
del Infiltrado Total (IT), los resultados muestran tendencia a que el IT es mayor en
el grupo infectado y tratado con solucion salina; solo el incremento fue
estadisticamente significativo para el dia 7 y 14 de la infeccidn respecto a los grupos
infectados y tratados con CDAP-4 y aquellos que fueron inoculados con las perlas
de agar vacias. Por otro lado el incremento y disminucion de las areas infiltradas
muestran que la relacién es directamente proporcional con la cantidad de UFC
viables aisladas del tejido pulmonar de los ratones infectados. Ademas de observar
que la eliminacion de la infeccion es gradual conforme pasa el tiempo.

El infiltrado intersticial fue considerado como todo aquel que se localizara en areas
intersticiales del tejido pulmonar principalmente entre alveolos y bronquiolos, este
se vio aumentado drasticamente en el dia 7 de la infeccion en el grupo tratado con
CDAP-4 en los dias restantes disminuyd. Indicando que el dia 7 fue clave para la
permanencia de las células en los dias siguientes en el infiltrado bronqueoalveolar
y peribronqueal.

El infiltrado broncoalveolar se considerd todo aquel que se localizara en la periferia
de bronquios y bronquiolos, asi como el localizado en el area alveolar, este infiltrado
como indicativo de la respuesta general de la inflamacion, lo que se observé es que
para el caso de los ratones infectados la presencia del infiltrado celular mononuclear
y de polimorfos nucleares se vio en constante aumento desde el dia 0 hasta el dia
14 en el que disminuyé para volver aumentar en el dia 21, significa que la
inflamacion fue constante y elevada, dicha respuesta se esperaba por las perlas y
las bacterias presentes ya que representaban la fuente de esparcimiento de las
bacterias. La presencia del péptido hizo que la maxima presencia de infiltrado
celular se alcanzara en el tercer dia para después ir disminuyendo paulatinamente
en el resto de los dias analizados. CDAP-4 aceler6 la presencia del infiltrado
permitiendo una respuesta mas rapida en contra del patégeno y de la misma forma
su presencia favorecio la disminucion del infiltrado favoreciendo que dicho infiltrado
no ocasionara mayor dafio al tejido del hospedero favoreciendo la diseminacion de
la infeccion.

El comportamiento del infiltrado peribronqueal se comporta de manera
complementaria del grupo infectado sin tratamiento con el grupo que fue tratado con
CDAP-4. En el dia 3 el infiltrado es mayor en el grupo tratado con el péptido que el
grupo no tratado, para el dia 7 el infiltrado sufre una gran disminucion en el grupo
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tratado contrario al grupo no tratado el cual incrementa de manera considerable,
para el dia 14 y 21 el infiltrado aumenta para el grupo tratado y disminuye para el
grupo no tratado.

Estas continuas variaciones indican que el infiltrado celular en la infeccion tardo 7
dias en dar su maxima respuesta en sefal a la obstruccion generada en los
bronquiolos ocasionada por las perlas de agar que contenian las bacterias, sin
embargo esta respuesta fue mas rapida en presencia del péptido ya que dicho
incremento se presentd en el dia 3 pero posteriormente disminuyo drasticamente
para incrementarse en los ultimos dias y estabilizar dicha respuesta. Quizas la
actividad del péptido hizo que las bacterias reaccionaran contra la agresion del éste
secretando sefales para que la llegada de las células fuera mas rapida, pero una
vez establecida la inflamacion el péptido favorecio su disminucion y control.

El infiltrado perivascular es constante durante en los tiempos 0, 3, 7 y 14 dias, lo
que significa que la llegada de las células mononucleares desde el torrente
sanguineo pasa a los vaso y capilares que inervan el tejido pulmonar en respuesta
a las sefnales de lesion del tejido dafiado es constante (Ross, 2005), por otro lado
en el dia 21 el infiltrado es mayor en el dia 21 para el grupo tratado con CDAP-4
con respecto al resto de los tratamientos, lo que posiblemente nos indique que el
péptido favorezca la llegada continua de células mononucleares.

Los continuos cambios en la cantidad de células mononucleares en las diferentes
areas dafadas nos orienta hacia la descripcién de lo que esta ocurriendo en el
transcurso de la infeccién, pero para tener una idea mas clara es necesario
identificar que tipos de células son las que se presentan por lo que su
caracterizacion a través de la citometria de flujo nos indicaran que tipo de células
son las presentes en dichos infiltrados inflamatorios.

Una vez conocido el comportamiento de la localizacion y afluencia del infiltrado
celular en los diferentes dias del analisis y la influencia de los tratamientos en ellos,
se procedio a realizar la descripcidn de las poblaciones celulares presentes en el
lavado bronqueoalveolar.

La primera poblacién analizada fueron los macrofagos, los cuales pertenecen a la
primera linea de defensa del sistema inmune contra las bacterias y que ademas su
constante presencia en tiempos tardios de infecciones también denotan una
cronicidad en el proceso. (Kukavica, et. al. 2008). Para su busqueda se empleo el
marcador F4/80 el cual es tipico para su identificacion (Misharin, et. al., 2013).

Los resultados muestran que los macréfagos estuvieron presentes durante todo el
analisis experimental realizado, manteniendo una concentracion aproximada del
20% y alcanzando su maxima concentracion en el dia 14 con un 50%, dicho
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resultado confirma la cronicidad del modelo. La poblacion celular de macrofagos
disminuyo en los grupos tratados con el péptido CDAP-4 comparados con los no
tratados, la mayor disminucidn se presento en el dia 21 al disminuir un 43% de la
poblacidn, el resto de los dias mostraron la tendencia a disminuir aunque no existe
una diferencia estadisticamente significativa, lo que posiblemente se deba a que el
péptido esta modulando la respuesta inmune favoreciendo que algun otro
mecanismo se active y esta permitiendo el control de la infeccién, quizas otra
poblacion celular como las células dendriticas sean las responsables pues también
tienen la actividad fagocitica y se ha reportado su participacion en infecciones
producidas por Pseudomonas aeruginosa (Kikuchi, et. al., 2001).

Otra de las poblaciones analizadas fueron los neutréfilos, los cuales tienen una
importante funcion en el control de la infeccion eliminando a la P. aeruginosa,
ademas de favorecer la progresion de cuadros agudos a cronicos cuando su
presencia es prolongada debido al dafio ocasionado al tejido pulmonar. Por otro
lado éste patdgeno ha sido capaz de aprovechar su capacidad de adaptacién para
evadir la bateria enzimatica generada por los neutréfilos con la formacion de la
biopelicula y asi evitar el dafo, por lo que este ultimo se producira en el hospedero
y favorecera una infeccion cronica (Dubin, et. al., 2012).

Esta poblacién prolongo su permanencia en el tejido pulmonar, alcanzando su
maximo entre los dias 3 y 7 en el grupo no tratado, sin embargo el efecto de la
administracion de CDAP-4 favorecid la disminucion de la poblacion en dichos dias
lo que permite que el proceso inflamatorio no se prolongue y evite el dafio a las
célula epiteliales impidiendo que se sigan generando sefiales inflamatorias que
continuen con la llegada de células que en lugar de controlar la infeccion favorezcan
un cuadro crénico.

Los linfocitos son células del sistema inmune que muestran la cronicidad de la
infeccion por lo que se buscaron dentro de los LBA. Se analizaron los linfocitos T
citotoxicos (Tc) y colaboradores (Th), y los linfocitos B.

En el caso de los linfocitos T colaboradores (Th) se emplearon como marcadores
CD3 y CD4. Los resultados muestran que esta poblacion comenzo a incrementarse
a partir del séptimo dia de infeccion y alcanzando dos maximos de concentracion el
dia 7 y el 14, probablemente debido a un control de reclutamiento, sin embargo la
presencia del péptido hizo que disminuyeran entre un 30% y 50%. La presencia de
los CD4+ favorece el reclutamiento de los neutrofilos y su disminucion también
disminuye el continuo reclutamiento a los tejidos pulmonares, modulando la
respuesta de las células del sistema inmune como lo demostré Liu y colaboradores
al bloquear a las CD4+, el reclutamiento de los neutrofilos disminuyo en los primeros
inicios de la infeccion generando cuadros agudos mas agresivos (Liu et.al., 2011)
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Para identificar a los linfocitos T citotoxicos (Tc) se emplearon como marcadores a
CD3 y CDS8, las células positivas para estos marcadores muestran que su
concentracion aumenta conforme pasa el tiempo, y el tratamiento con CDAP4
favorecidé aun mas el incremento alcanzando el pico de concentracion el dia 21 en
presencia del péptido. Dicho resultado muestra que a pesar de la disminucién de la
carga bacteriana encontrada para este tiempo es suficiente para que las célula
epiteliales sigan generando receptores para los CD8+ y por lo tanto su llegada hable
de un control de las células que han sido infectadas por P. aeruginosa y reducen la
proliferacion de las bacterias, como anteriormente lo a reportado Burches vy
colaboradores (Burches, 2006).

Los linfocitos B también fueron contabilizados, para ello se emplearon los
marcadores CD3 y CD19, los resultados muestran que esta poblacién celular
aumenta con forme aumenta el tiempo alcanzando el maximo para el dia 14 ya
manteniéndose hasta el dia 21, sin embargo la presencia de CDAP-4 favorecio la
disminucién de dicha poblacion resultado contrario a lo esperado, dicha disminucion
quizas se deba como efecto secundario a la disminucion de alguna citocina o
quimiocina generada por las células disminuidas, por ejemplo la disminucién de IL-
10 disminuye el reclutamiento de los linfocitos B, como quedo expuesto en una
infeccion parasitaria en e 2012 (Fairfax et.al. 2012)

En general el efecto de CDAP-4 sobre las poblaciones celulares es disminuirlas, lo
cual aparentemente beneficia al hospedero al mostrar que en el dia 21 tanto
histologicamente como en el conteo de UFC la infeccion parece encontrase en una
etapa resolutiva. Al reducir las poblaciones celulares en etapas iniciales de la
infeccidon, CDAP-4 le permite al sistema inmune del hospedero plantear una
respuesta mas controlada, eficaz y permanente sobre el antigeno y evitar esa
exacerbacion que Pseudomonas aeruginosa emplea como mecanismo de
invasividad permitiéndole generar cuadros cronicos infecciosos.

En conjunto, todos los resultados muestran a CDAP-4 como una molécula con altas
probabilidades de tener una aplicacién clinica en el control de infecciones cronicas
generada por Pseudomonas aeruginosa, aunque es de suma importancia evaluar
la actividad de CDAP-4 en diferentes modelos de infecciones crénicas, ya sea en
ratones con deficiencias en proteinas, modelos con catéter y/o modelos de
quemaduras, esto permitiria evaluar el efecto del péptido en condiciones muy
diversas, con cepas bacterianas con multiples factores de virulencia activos. Con
estos nuevos analisis podrian buscarse modificaciones a la estructura del péptido
con el fin de volverlo mas eficaz y menos sensible a la variacion de las condiciones
ambientales.
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12. CONCLUSIONES

El péptido CDAP-4, tiene actividad antimicrobiana en cepas de Pseudomonas
aeruginosa de fenotipo mucoide . La cepa de referencia tiene una CMI de 104.12uM
y una CMB de >109uM; y para los aislados clinicos la CMI vario entre 31.9uM a
>109uM y una CMB entre 65.7uM a >109uM

La actividad antimicrobiana es mayor para la cepa no mucoide con una MIC de 32.8
uM y una CMB de 35.8uM. La cepa susceptible a cambiar de fenotipo presento una
CMI de 101.7uM y una CMB de 104.1uM.

El péptido CDAP-4 previene principalmente la formacion de la biopelicula en la cepa
MUC inhibiéndola en un 70% con una concentracion de 6.82 y en menor grado
afecta su generacion (60%) y su estructura (38%), con la misma concentracion de
péptido.

Se establecio al modelo cronico de infeccion pulmonar encapsulando a P.

aeruginosa en perlas de agar, al dia 21 fue posible cuantificar 3.5X104 UFC/g de
tejido pulmonar.

CDAP-4 fue capaz de reducir las UFC presentes en el tejido pulmonar en el dia 3 y
7 en un 99.5%, dias con mayor presencia de UFC/g de tejido pulmonar

El infiltrado inflamatorio total generado durante el proceso infeccioso disminuyo en
un 50% aproximadamente en el dia 7 y 14 de acuerdo al analisis histopatologico y
morfométrico.

Las poblaciones celulares correspondientes a los macrofagos disminuyeron en un
43% en el dia 14 con una dosis de 250uM de CDAP-4.

Los neutrofilos presentaron un pico de concentracion el dia 3 con un 30%
aproximadamente de la poblacion total, el cual disminuyo con el tratamiento de
CDAP-4en un 33.3%.

Los Linfocitos CD4+ se vieron disminuidos en un 2.4% el dia de mayor presencia ,
es decir el dia 7; los CD8+ aumentaron paulatinamente conforme al tiempo avanzo,
alcanzando un maximo el dia 21 con un 3% Yy finalmente los linfocitos CD19
disminuyeron en 3.3% el dia 14; con una dosis 250uM de CDAP-4.
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14. ANEXO

Anexo 1.

Norma CLSI M7-A6. Procedimiento para las Pruebas de CMI por Microdilucién
en Caldo.

1. Células para el inoculo

Las colonias aisladas deben ser seleccionadas de un cultivo en placa de agar
nutritivo después de 18 a 24 horas. Se debe usar un medio no selectivo, como agar
sangre.

2. Prepare la suspension del inoculo.

a. Método de crecimiento

* De la placa de agar, seleccione de tres a cinco colonias bien aisladas y con el
mismo tipo morfoldgico. La parte superior de cada colonia se toca con un asa de
alambre y se transfi ere a un tubo que contenga 4-5 mL de caldo apropiado, como
caldo triptico de soya.

« El caldo de cultivo se incuba a 35°C hasta que alcance la turbidez equivalente a
0,5 del estandar de McFarland (usualmente 4-6 horas).

+ La turbidez del cultivo creciendo activamente en caldo se ajusta con solucion salina
o caldo estéril. La suspensién resultante contiene aproximadamente 1 a 2 x 10 8
(UFC/mL). Para ejecutar este paso apropiadamente, se debe usar ya sea un aparato
fotométrico o, si se hace visualmente, luz adecuada para comparar visualmente el
tubo con el in6culo y el estandar de McFarland al 0,5 frente a una cartulina con
fondo blanco y rayas negras de contraste.

b. Método de suspension directa de colonias
« Como un método alternativo, el indculo puede ser preparado efectuando una
suspension directa en caldo o solucion salina de las colonias aisladas y ajustando
su turbidez a 0,5 del estandar de McFarland.

3. Mezclar la suspension del inoculo antes de diluirlo.

Dentro de los 15 minutos siguientes al ajuste de turbidez del in6culo al 0,5 del
estandar de McFarland, mezcle la suspension y diluyala para que la concentracion
final en cada celdilla sea 5 x 10 5 (UFC/mL). Afiada 2,0 mL de la suspension original
a 38 mL de agua (dilucién1:20). Las puntas del inoculador repartiran 0,01 mL
(dilucion 1:10) en cada celdilla. Inocule cuidadosamente la placa de CIM para evitar
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salpicar de una celdialla a otra. Si no se ajusta y diluye el in6culo dentro de 15
minutos después de preparado se puede afectar la concentracidbn de
microorganismos y por consiguiente los resultados de la prueba.

4. Control de pureza del in6culo

Tome un asa llena con la suspension de la celdilla con el cultivo control de
crecimiento o del reservorio del inéculo, y proceda a realizar un subcultivo en una
placa de agar sangre. Incube durante la noche a 37° C en 3-5% de CO 2, la cual
es una atmdsfera que favorece la deteccion de una amplia gama de contaminantes.
Examine para comprobar que no haya contaminacion antes deproceder con la
lectura de la placa de CI
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Anexo 2

Anticuerpos usados en el analisis de citometria de flujo

Anticuerpo Marcador Canal de lectura
F4-80 FITC FL1
CD3 PE FL2
CDh4 PE-CY5 FL3
CD8 FITC FLA1
CD19 PE FL2
GR1 PerCP FL3

CD1 FITC FLA1
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Anexo 3

Incubadora-Shaker

New Brunswick Scientific

Edison NJ USA

G24 Enviromental Incubator Shaker

Lector de
Modulos Il Microplate Rader

Potenciometro
Magnetic Stirner

Balanza
Sarturius Mecatronic
Modelo TE1535

Citometro de Flujo
FACSCalibur
BD Bioscience

Equipos

Incubadora
Boekel Scientific
Modelo 13 3000

Ultracongelador
REVCO
Forn Scientific Bio-Freezer

Espectrofotometro
Ultrospec Il
CKB Biochrom

Microscopio
LEICA DM750

Homogeneizador
Polytron PT 2500E
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15. APENDICE

Apéndice 1.

Concentracién Minima Inhibitoria. Preparacion de la placa de reaccién.

El llenado de la placa se realizé de acuerdo al siguiente esquema:

Y con el siguiente orden:

1. Se inicia con el llenado del medio de cultivo (TSB 1%)
2. Posteriormente se realiza la dilucion del péptido
3. Finalmente se coloca la suspensién bacteriana
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Apéndice 2.

Evaluacion del efecto de CDAP-4 sobre la biopelicula de P. aeruginosa.
Preparacién de la placa de reaccién.

El llenado de la placa se realiza como lo muestra el diagrama, con las diferentes
indicaciones para cada condicion.

A) Prevencion de la formacion del biopelicula

a. La preparacion de la placa se realiza primero al colocar el PBS y después el
péptido, la placa se mantiene en agitacion durante 12h a 4°C

b. Se retira la solucion y se remplaza por el medio de cultivo y la suspension
bacteriana

B) Inhibicion de la formacion de la biopelicula

a. Se coloca primero el medio, después el peptido y finalmente la suspensién
bacteriana, la placa se incuba y procesa.

C) Inhibicion de la biopelicula

a. La placa se prepara colocando el medio de cultivo y la suspension bacteriana,
se incuba y posteriormente se agrega el peptido.
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Apéndice 3
Medios de cultivo

Caldo Luria-Bertoni (LB)

Reactivo Cantidad
Peptona de 10g
Caseina

( BDBioxon) 59
Extracto de

Levadura 10g

( BDBioxon) 1000 mL

NaCl (J.T. Baker)
Agua Megapura

Placas de Agar LB
Reactivo Cantidad
Peptona de 10g
Caseina
( BDBioxon) 59
Extracto de
Levadura
( BDBioxon) 1049
NaCl (J.T. Baker) 15¢g
Agar (DIFCO) 1000 mL

Agua Megapura

Caldo Triptona Soya (TSB)

Reactivo Cantidad
Medio TSB 30g
( BDBioxon)

Agua Megapura 1000 mL

Placas de Agar PIA
Reactivo Cantidad
Medio PIA 459
(BDBioxon)
Glicerina 10 mL

Agua Megapura 990 mL

Todos los medios y caldos se esterilizaron a 120°C por 15 minutos

Soluciones
PBS 10X

Reactivo Cantidad
NaCl 80,09
KCI 20g
Na2HPO4 11649
KH2PO4 20g
Agua Megapura 1000,0 mL

PBS 1X
Reactivo Cantidad
PBS 10X 100,0 mL
Agua Megapura 900,0 mL
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Solucién 256 ug/mL de CDAP-4

Reactivo Cantidad
NaCl 80,09

KCI 20g
Na2HPO4 1169
KH2PO4 20g
Agua Megapura 1000,0 mL

Cristal violeta 1%
Reactivo Cantidad

Cristal Violeta 0,19
Agua Megapura 100 mL

Soluciéon de TSB 1%

Reactivo Cantidad

CDAP-4 (10mg/mL) 25,6 uL
TSB 1% 9744 uL
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