i DDA NN § 3
T IR T

%
S

3

UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO

Maestriay Doctorado en Ciencias Bioquimicas

INSTITUTO DE BIOTECNOLOGIA

CARACTERIZACION DEL EFECTO DE DOS PEPTIDOS AISLADOS DE LA
SECRECION CUTANEA DE LA RANA MEXICANA Pachymedusa dacnicolor EN
EL PROCESO DE ANGIOGENESIS

TESIS

QUE PARA OPTAR POR EL GRADO DE:
Maestra en Ciencias

PRESENTA:
Veronica Martinez Osorio

TUTOR PRINCIPAL
Dra. Yvonne Rosenstein
Instituto de Biotecnologia

MIEMBROS DEL COMITE TUTOR
Dra. Constance Auvynet
Instituto de Biotecnologia

Dr. Gustavo Pedraza
Instituto de Biotecnologia
Dra. Laura Bonifaz
Centro Médico Nacional Siglo XXI

Cuernavaca, Mor., Agosto, 2020



e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



JURADO DE EXAMEN

Dra. Martha Verdnica Vasquez Laslop
Dra. Bertha Espinosa Gutiérrez
Dra. Denhi Schnabel Peraza
Dr. Fernando Rogel Esquivel Guadarrama

Dr. Ernesto Ortiz Suri



AGRADECIMIENTOS ACADEMICOS

Este trabajo se desarrollé en el Departamento de Medicina Molecular y Bioprocesos del Instituto de
Biotecnologia de la UNAM, y para su desarrollo conté con fondos provenientes del Proyecto 815 de
Fronteras de la Ciencia-CONACyT.

Asimismo, conté con una beca CONACYT durante la maestria (Nim. CVU: 888184).

Al Centro Estatal para la Transfusiéon Sanguinea en Cuernavaca, Morelos, por contribuir con la
materia prima para algunos de los experimentos reportados.

Se agradece el apoyo técnico de la Bio. Erika Melchy Pérez para los experimentos de citometria de
flujo, y del Dr. Angel Flores Alcantar para los experimentos in vivo, con ratones y microscopia. De
igual forma, se agradece a la M.V.z. Maria Elena Elizabeth Mata Moreno y a la M.V.z. Graciela
Margarita Cabeza Pérez por su colaboracién y asesoria en el Bioterio del IBT.

Ala Dra. Laura Bonifaz por su asesoria como tutora de la presente tesis, por sus valiosos comentarios
y aportes, y por proporcionar varias de las lineas celulares utilizadas en este trabajo.

Al Dr. Gustavo Pedraza por su aportacién como tutor de esta tesis, y por sus observaciones e ideas
gue ayudaron a construirla.

A la Dra. Constance Auvynet por formular la idea inicial de este proyecto, y por su guianza y asesoria
a lo largo de todo el desarrollo de este.

A la Dra. Yvonne Rosenstein quien, como tutora principal, supervisé y guio el curso de esta
investigacion, asi como la redaccién y presentacién final de la tesis.

Finalmente, a todos los miembros del laboratorio de immunlogia YR, que de alguna u otra manera
contribuyeron al desarrollo de este trabajo; Elizabeth Fajardo, Jose Ignacio Veytia, lvan Carranza,
Alicia Cafias, Stephania Aleman, Monserrat Sandoval, Daniela Vega, Sara Sarmientos, Den Alvarado,
Emmanuel Castafieda y Alan Fuentes.



AGRADECIMIENTOS PERSONALES

A mis papas, porgue sin ellos no seria la persona que soy hoy. Gracias por fomentar en mi el amor
al estudio y a la ciencia. Por apoyarme siempre en todas mis decisiones. Por cuidarme y siempre
estar presentes para todo lo que he necesitado. Por todo el amor que me han dado desde que naci,
y por hacer que confiara en mis capacidades. No puedo pedirle a la vida mayor privilegio que ser su
hija.

A Nicholay, mi compafiero de vida. Gracias por todo tu apoyo, y por compartir esta experiencia

conmigo. Espero que vivamos muchas otras mas juntos. Fuiste clave en este proceso, y me ayudaste
en muchos sentidos a salir adelante.

A mi hermano Camilo por ser mi guia espiritual y por acompafiarme en todo este proceso. Eres una
de las personas que mas admiro en el mundo. Que suertuda soy al tenerte como hermano.

A la Dra. Yvonne Rosenstein por abrirme las puertas de su laboratorio y darme la oportunidad de
aprender de ella. Por creer en mi y por ensefiarme tantas cosas, no sélo en el ambito académico
sino también ético y moral.

Ala Dra. Constance Auvynet por confiar en mi, ensefiarme y apoyarme en mi desarrollo profesional.
Muchas gracias por tratarme siempre con tanta amabilidad y paciencia. Junto con la Dra. Yvonne
constituyes un ejemplo a seguir para mi.

A Eli, mi hermanita de laboratorio, tuve la suerte de trabajar contigo durante todo este tiempo, pero
mi mayor fortuna fue haber tenido la oportunidad de conocer la maravillosa persona que eres.

A Davi, por hacerme sentir como en casa. TU y Eli se conviertieron en mi familia mexicana.

A Nacho, Dani, Steph y Monse, por hacer tan amena mi estancia en el laboratorio. Gracias por
tenerme tanta paciencia, aprendi mucho de todos ustedes y fueron un apoyo muy importante para
mi.

Por ultimo, quisiera agradecer a mis compafieros de la maestria y demas personas que de alguna u
otra forma estuvieron presentes durante estos dos afios. A todos ustedes por ensefiarme tanto
sobre su cultura. Me hicieron amar al IBT y a México.



Resumen

La angiogénesis se entiende como el proceso mediante el cual se da la formacién de nuevos vasos
sanguineos a partir de la vascularizacién preexistente. Aunque la angiogénesis se da normalmente
bajo condiciones fisioldgicas, cuando ocurre un desbalance entre las moléculas que controlan que
este proceso se dé en el tiempo y en el lugar correcto, pueden desarrollarse patologias, muchas de
las cuales estdn asociadas directamente con la exacerbacion de procesos inflamatorios. De esta
manera, la inflamacién y la angiogénesis se encuentran involucradas en un bucle de
retroalimentacidn positiva que constituye el marco de enfermedades como la artritis reumatoide,
algunas retinopatias y la psoriasis. Aunque se ha propuesto el uso de moléculas anti-angiogénicas
para el tratamiento de este tipo de padecimientos, resulta dificil consolidar tratamientos en los que
ademas de evitar la angiogénesis se logre disminuir la inflamacién, sin comprometer el sistema

inmunoldgico del organismo.

En este proyecto se trabajé con el péptido N, originalmente aislado de la secrecidn cutanea de la
rana Pachymedusa dacnicolor, el cual, junto con sus variantes, el péptido Na (forma
carboxiamidada) y el péptido K12A, presentan propiedades antimicrobianas e inmunosupresoras.
Teniendo en cuenta la asociacién entre inflamacidn y angiogénesis, se decidid evaluar el potencial
anti-angiogénico de estos péptidos. Mediante el uso de modelos ex vivo e in vitro fue posible
determinar el efecto inhibitorio de los péptidos en la angiogénesis, al igual que el rango de
concentraciones éptimas para su actividad. Ademas, se logré obtener informacion del posible
mecanismo de accidn de los péptidos, el cual probablemente implique la induccién de la muerte
celular de varios tipos de células importantes para la angiogénesis, como los son los fibroblastos y
las células inflamatorias. Por ultimo, se probd la efectividad del péptido N en un modelo in vivo de
psoriasis inducida por Imiquimod en ratones y se demostré que la aplicacion tépica de este péptido,
ademas de tener un efecto anti-angiogénico en la piel, disminuyd considerablemente el infiltrado
celular en el tejido, aunque, no se detectaron cambios significativos del estado inflamatorio del
organismo a nivel sistémico. Asi, considerando las propiedades antiinflamatoria, antimicrobiana y
anti-angiogénica de estos péptidos, se propone su uso potencial para desarrollar tratamientos de
padecimientos inflamatorios asociados con un proceso angiogénico importante, sin el riesgo de

volver al organismo mas vulnerable a infecciones oportunistas.



Abstract

Angiogenesis is understood as the process of formation of new blood vessels from pre-existing
vasculature. Although angiogenesis normally takes place under physiological conditions, when there
is a dysregulation of the molecules that control the timing and place for angiogenesis to occur, it
can lead to the development of certain pathologies that are mostly directly associated with the
exacerbation of inflammatory processes. Therefore, inflammation and angiogenesis are involved in
a positive feedback loop that constitutes the hallmark for many diseases such as rheumatoid
arthritis, several types of retinopathies and psoriasis. Although the use of anti-angiogenic molecules
has been proposed to treat this type of diseases, it is hard to obtain compounds able to inhibit
angiogenesis that at the same time can diminish inflammation without compromising the immune

system of the organism.

In this project, we worked with peptide N, originally isolated from the skin secretion of the frog
Pachymedusa dacnicolor, which, along with its two variants, Na (carboxiamidaded form) and K12A,
has antimicrobial and immunosuppressive properties. Considering the association between
inflammation and angiogenesis, we decided to evaluate the antiangiogenic potential of these
peptides. The experimental results allowed to determine the inhibitory effect of the peptides in the
process of angiogenesis, as well as the range of optimal concentrations for their activity, which was
achieved using ex vivo and in vitro models. Furthermore, we obtained information about the
possible mechanism of action of the peptides, which probably involves the induction of the cell
death of some types of cells that are important for angiogenesis, such as fibroblasts and
inflammatory cells. Finally, we proved the effectiveness of peptide N in an in vivo model of
Imiquimod-induced psoriasis in mice and we demonstrated that the topical administration of this
peptide, not only had and antiangiogenic effect on the skin, but also considerably decreased the
cellular infiltrate in the tissue. However, no significant changes in the systemic inflammation were
observed. Hence, considering the anti-inflammatory, antimicrobial, and antiangiogenic properties
of these peptides we postulate them as potential candidates for the treatment of inflammatory
diseases that involve an important angiogenic process, without taking the risk of making the

organism more prone to opportunistic infections.
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Abreviaturas

bFGF: basic Fibroblasts Growth Factor (Factor de crecimiento de fibroblastos basico)
CCL-2: Chemokine Ligand 2 (Ligando de quimiocina 2)

CXCL2: Chemokine (C-X-C motif) Ligand 2 (Ligando de quimiocina 2 con motivo C-X-C)
CXCL8: Chemokine (C-X-C motif) Ligand 8 (Interleucina 8)

DMEM: Dulbeccos’s Modified Eagle Medium (Medio de Eagle modificado por Dulbecco)
DMSO: Dimethyl sulfoxide (Dimetilsulféxido)

EDTA: Ethylenediamine tetraacetic acid (Acido etilenodiaminotetracético)

FBS: Fetal Bovine Serum (Suero fetal bovino)

FGF: Fribroblasts Growth Factor (Factor de crecimiento de fibroblastos)

GM-CSF: Granulocyte-Macrophage Colony Stimulating Factor (Factor estimulante de colonias
de granulocitos y macréfagos)

hCG: Human Chorionic gonadotropin (Gonadotropina coridnica humana)
IFN-a: Interferon-a (Interferén a)

IL-1PB: Interleukin-1B (Interleucina 1)

IL-6: Interleukin-6 (Interleucina 6)

IL-8: Interleukin-8 (Interleucina 8)

IRF: Interferon regulatory factors (Factores reguladores de interferon)
LPS: Lipopolysaccharide (Lipopolisacarido)

MMP: Matrix Metalloproteinase (Metaloproteinasa de matriz)

MPB: Major Basic Protein (Proteina basica principal)

MyD88: Myeloid Differentiation primary response 88 (Respuesta primaria de diferenciacién
mieloide 88)

NBCS: Newborn Calf Serum (Suero de ternero recién nacido)

NFkB: Nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells (Factor nuclear
potenciador de las cadenas ligeras kappa de las células B activadas)

PBS: Phosphate-buffered saline (Solucién salina tamponada de fosfato)

PDGF: Platelet-derived Growth Factor (Factor de crecimiento derivado de plaquetas)



PFA: Paraformaldehyde (Paraformaldehido)

TGFp: Transforming Growth Factor Beta (Factor de crecimiento transformante beta)
TLR: Toll-Like Receptor (Receptor tipo toll)

TNF: Tumor Necrosis Factor (Factor de necrosis tumoral)

TRAF: TNF receptor-associated factor (Factor asociado a receptor de TNF)

VCAM-1: Vascular Cell Adhesion Molecule 1 (Molécula de adhesion celular vascular 1)
VCBM: Vascular Cell Basal Medium (Medio celular vascular basal)

VEGF: Vascular Endothelial Growth Factor (Factor de crecimiento vascular endotelial)

10



1. Introduccidn

La angiogénesis se define como el proceso mediante el cual se da la formacién de nuevos vasos
sanguineos a partir de la vasculatura preexistente. Dicho proceso ocurre de manera normal durante
las etapas tempranas del desarrollo de un organismo, en eventos de cicatrizacion y a lo largo del
ciclo reproductivo en los érganos sexuales femeninos de un individuo adulto. La angiogénesis es
estrictamente regulada por una serie de factores que, en conjunto, determinan el lugar, la magnitud
y la temporalidad en los que se desarrollan los eventos de vascularizacion. Sin embargo, en algunos
casos ocurren alteraciones que perturban los mecanismos de control de la angiogénesis, lo que
conlleva a la progresion de trastornos deletéreos. Entre los padecimientos que resultan de la
desregulacién de la angiogénesis se encuentran el cdncer y varias enfermedades inflamatorias como
lo son la artritis reumatoide, diferentes clases de retinopatias y la psoriasis, en las cuales la
formacidn de nuevos vasos sanguineos es esencial para el desarrollo de la afeccidn. En este orden
de ideas, resalta la importancia del estudio de la angiogénesis bajo una perspectiva que permita
dilucidar los mecanismos de su regulacidn y cdmo estos podrian ser manipulados para tratar el tipo

de enfermedades mencionadas anteriormente.

1.1. Mecanismo de la angiogénesis

La estructura basica de un vaso sanguineo consiste en tres capas que forman las paredes del tubo
por donde circula la sangre: la tlinica adventicia, la tinica media y la tunica intima. La composicién
de estas tres capas varia dependiendo del tipo de vaso sanguineo. Los vasos sanguineos pueden ser
clasificados con base en la composicion de la sangre que transportan. Asi, las arterias llevan la
sangre oxigenada desde los pulmones al resto de las partes del cuerpo, y las venas recogen la sangre
con diéxido de carbono desde los drganos hasta los pulmones. En ambos casos, la sangre debe pasar
por el corazén que proporciona la fuerza necesaria, bombeando la sangre hacia los diferentes
lugares donde se requiere. Ademas, las venas y las arterias se subclasifican segun la proporcion del
tipo de tejido que los conforma y su tamafio en: arterias elasticas, arterias musculares, arteriolas,
vénulas, venas y capilares (Tabla 1.1). Estos ultimos forman una red en donde se da el intercambio

gaseoso y el oxigeno proveniente de los pulmones logra ser distribuido a los tejidos. Los capilares
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también recogen el diéxido de carbono producto del metabolismo celular, y su flujo sanguineo

desemboca en las venas que llevan la sangre de nuevo a los pulmones para su oxigenacion.

Tipo de vaso Diametro | Grosor de | Proporcion
sanguineo del lumen | la pared | de tejidos
Aorta 2,5cm 2 mm D!
Arteria 0,4cm 1 mm H
—
Arteriola 30 um 20 um D
[ K - O
Esfinter 35 um 30 um ﬂ
| B |
Capilar 8 um 1pum
Vénula 20 um 2 um
H M
Endotelial
Vena 0,5cm 0,5mm H-
Muscular
Vena cava 3cm 1,5 mm Fl Fibras de colageno

Tabla 1.1. Caracteristicas principales de los diferentes tipos de vasos sanguineos y la
proporcion de los tejidos que los conforman en humanos. Adaptado de Burton (1954).

En un proceso de angiogénesis, los capilares son los primeros en formarse, y sus componentes son
los modelos por excelencia para el estudio e investigacidn en el drea de la angiogénesis. Siendo los
vasos sanguineos mas pequenos, con un didmetro promedio de 8 um, los capilares estan formados
por una monocapa de células endoteliales (epitelio escamoso) que reposa sobre una lamina basal
rica en laminina, coldgeno tipo IV y proteoglucanos, y que esta recubierta por células de soporte
Ilamadas pericitos. Es importante mencionar que las células endoteliales se caracterizan por ser uno
de los tipos celulares mas estables con una baja tasa de proliferacién. En un individuo adulto tan
solo el 0.01% de las células endoteliales se encuentran en divisién (Carmeliet & Jain, 2011). Sin
embargo, estas células logran proliferar rapidamente ante estimulos angiogénicos, llegando a
igualar la tasa de proliferacion de las células de la médula ésea, esto con el fin de permitir la

formacidn adecuada de nuevos vasos sanguineos (Kalluri, 2003).
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Las etapas por las que progresa un proceso angiogénico son varias (Fig 1.1): 1) Las células
endoteliales que forman las paredes de los vasos sanguineos, reciben sefiales angiogénicas
provenientes de una célula hipdxica, inflamatoria o tumoral. 2) Los pericitos, que actian como
células de soporte en los vasos sanguineos, se liberan de la membrana basal en respuesta a las
sefiales angiogénicas, mediante la degradacién de la matriz extracelular por proteasas especificas.
Esto ocurre al mismo tiempo que las células endoteliales debilitan sus uniones intercelulares,
permitiendo la dilatacién del vaso y el incremento de su permeabilidad. 3) Hay una extravasacion
de proteinas plasmaticas, como el fibrindgeno y la fibronectina, que conforman una matriz
extracelular provisional. 4) Se da la migracidn ordenada de las células endoteliales hacia esta matriz
extracelular provisional, dirigidas por la célula punta o guia que desarrolla filopodios para reconocer
el camino por el cual guiard la migracidn de las demas células. 5) Las células adyacentes a la célula
punta, llamadas células tallo, empiezan a dividirse, haciendo posible la elongacion del tallo
(prolongacién naciente del vaso original que sera el nuevo vaso sanguineo). A partir de este
momento, se establece una comunicacion entre las células para la transmisidn de informacion
espacial que permite la migracidon y elongacion del tallo. 6) Las células mieloides actian como
mediadoras en la fusién de dos tallos elongados, permitiendo con esto el inicio del flujo sanguineo.
7) Por ultimo, se restablece el estado inicial de las células endoteliales y de los pericitos para el
establecimiento del nuevo vaso sanguineo. Los inhibidores de proteasas permiten la deposicién

normal de la membrana basal.
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1. Las células endoteliales que conforman la pared
de los vasos sanguineos se encuentran formando
una monocapa, manteniéndose en un estado qulescente

2. En el momento en el que se genera una sefial
angiogénica los pericitos se despegan de la pared

del vaso y se liberan de la membrana basal, un proceso
mediado por metaloproteasas de matriz.

y estando protegida por sefiales de mantenimiento
mediante sefializacion autdcrina. uniones de e
VE-caderina P VEGF-C %
& ANG-2 A\

FGFs.
Quimiosinas

3. La permeabilidad del vaso aumenta, angiogénica
lo que provoca la extravasacion de proteinas
plasméticas que conforman una matriz

5. Las células endoteliales se dividen
enlongando la prolongacién angiogénica.
Las células mieloides median la fusion
de las prolongaciones permitiendo la
iniciacién del flujo sanguineo.

NOTCH
NRARP
WNTs
PIGF
FGFs
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extracelular provisional.

Fibrinégeno
Fibronectina

VEGFR
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DLL4
JAGGED
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4. Se da la seleccion de la célula "punta” que
guia la migracion ordenada de células endoteliales
hacia la matriz extracelular provisional.

|

|
” 7. La estructura tipica del vaso sanguineo se establece cuando
1 se deposita la membrana basal y se restablcen las uniones
VE-cadnerinas entre las células.

CD34

6. Se establece el lumen. Shlerilciias S

Las células endoteliales vuelven a Hedgehog

un estado quiescente y son cubiertas
por los pericitos. &‘-r

Figura 1.1. Principales etapas de un proceso angiogénico. Adaptado de Carmeliet
& Jain (2011).

El estimulo angiogénico puede provenir de diferentes fuentes, pudiendo tratarse de una célula que
se encuentre bajo condiciones de hipoxia, una célula tumoral, una célula inflamatoria o los
fibroblastos que a su vez hayan sido estimulados por alguna de estas sefiales. La sefial angiogénica
generada por estas células usualmente consiste en factores de crecimiento (VEGF, bFGF, PDGF,
VEGF-C, VEGF-D, TGFB), citocinas (IL-1B, TNF, CXCLS, IL-6), quimiocinas (CXCL2) y metaloproteinasas
de matriz (MMPs) que, en conjunto, desencadenan la respuesta angiogénica (Carmeliet & Jain,

2011).

1.1. Las células endoteliales

Las células endoteliales son el principal tipo celular involucrado en la angiogénesis ya que

constituyen las paredes de los vasos sanguineos. Ademas, la expresion diferencial de receptores y
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moléculas de adhesion en la membrana les confiere a las células endoteliales la polaridad necesaria
para regular la permeabilidad de la pared vascular. Asi, ademads de constituir el soporte estructural
para la formacion de los tubos por los cuales fluye la sangre, estas células pueden regular el paso de

proteinas, nutrientes, gases e incluso células entre el lumen de los capilares y los tejidos.

Equipadas con todas estas funciones, las células endoteliales son capaces de responder ante un
estimulo inflamatorio mediante diferentes formas. En primer lugar, si ocurre la sefializacion
necesaria para que se dé el reclutamiento de células del sistema inmunoldgico en cualquier tejido,
se promueve la expresién de varias moléculas en la membrana luminal de las células endoteliales
como la E-selectina, la P-selectina y la ICAM-1, que encuentran sus ligandos en la membrana de las
células inflamatorias, permitiéndoles atravesar la pared de los capilares mediante el proceso
conocido como extravasacion. En segundo lugar, las células endoteliales también son capaces de
detectar un estimulo hipéxico al cual responden usualmente pasando a un estado de activacién, en
el que adquieren las caracteristicas fenotipicas necesarias para llevar a cabo el proceso de
angiogénesis, como se describié en el apartado anterior. Finalmente, la comunicacién que
mantienen las células endoteliales con los otros tipos celulares que pueden encontrarse en su
microambiente, como los pericitos, los fibroblastos e incluso las células del sistema inmunolégico,
es fundamental para que eventos como la angiogénesis o la extravasacion de leucocitos se regule

de manera adecuada.

1.2. El papel de los fibroblastos en la angiogénesis

Los fibroblastos son parte importante del tejido conectivo. Estas células de origen mesodérmico son
las encargadas de producir la matriz extracelular mediante la secrecién de proteinas y polisacaridos.
En general, los fibroblastos pueden producir varios tipos de coladgeno. Ademads de producir cerca
del 90% del coldgeno de la matriz extracelular, los fibroblastos también participan activamente en
la organizacién y mantenimiento estructural de la matriz. Entre los proteoglicanos producidos por

los fibroblastos se encuentran la decorina, el biglicano y la fibromodulina.

Los fibroblastos producen también varias proteinas implicadas en la migracion y sefializacién celular.
Entre estas proteinas se encuentra la fibronectina, una glicoproteina que facilita la adhesién y la

migracion celular a través de la matriz extracelular. Asimismo, los fibroblastos juegan un papel muy
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importante en un proceso inflamatorio, y son fundamentales en eventos de respuesta al dafio tisular
y su sanacion, pues son estimulados por sefiales inflamatorias que a su vez promueven el
reclutamiento de células del sistema inmunoldgico y la vascularizacion (Ben-Av, Crofford, Wilder, &

Hla, 1995; Erez, Truitt, Olson, & Hanahan, 2010).

Ademas del papel secretor que tienen para la construccidn de la matriz extracelular, los fibroblastos
también secretan un conjunto de factores de crecimiento pertenecientes a la familia de los FGFs
fundamentales para el proceso de angiogénesis. Estos factores de crecimiento intervienen en la
sefializacion previa a varias de las etapas angiogénicas, como la degradacion de la [dmina basal, la
migracion celular, la proliferacion, la morfogénesis y la maduracién de los vasos sanguineos (Sozzani,
Rusnati, Riboldi, Mitola, & Presta, 2007). Se ha demostrado que las células endoteliales cultivadas
sobre Matrigel (extracto de membrana basal) son incapaces de formar tubos en ausencia de FGFb,
lo cual es un indicador de la importancia de este factor en la angiogénesis (Montesano, Vassalli,
Baird, Guillemin, & Orci, 1986). Algo similar ocurre en el contexto tumoral, en el que los FGFs
inducen la angiogénesis, promoviendo el crecimiento de la masa tumoral (Compagni, Wilgenbus,

Impagnatiello, Cotton, & Christofori, 2000).

Los fibroblastos se encuentran en constante interaccidn con las células endoteliales y las células
inflamatorias. Cuando las células endoteliales que componen la microvasculatura de la piel son
activadas por sefiales inflamatorias como IL-1B, TNF e IFN-y, expresan niveles mayores de moléculas
de adhesién como ICAM-1 y VCAM-1, las cuales favorecen la extravasacion de leucocitos al tejido.
Las células endoteliales de la piel también secretan una mayor cantidad de citocinas y quimiocinas
proinflamatorias como IL-6, CCL-2, IL-8, las cuales son percibidas por sus respectivos receptores en
la superficie de los fibroblastos. A su vez, los fibroblastos adquieren un fenotipo proinflamatorio,
secretando mas citocinas inflamatorias (IL-6, CCL-2, IL-8) y metaloproteinasas de matriz como MPP1
y MPP2. Esta serie de eventos establece un microambiente inflamatorio en el que el proceso de
angiogénesis es posible gracias a la remodelacién de la matriz extracelular, y a la migracion y
proliferacion de las células endoteliales. Este microambiente también promueve el reclutamiento
de células del sistema inmunoldgico que llegan al tejido y acentuan la inflamacién (Sanchez et al.,

2019).
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1.3. Las células del sistema inmunoldgico en la angiogénesis

1.3.1. Neutrdfilos

Los neutrofilos son los granulocitos mds abundantes en circulacidén y hacen parte de la primera linea
de defensa frente a una invasién microbiana. El papel de los neutréfilos en el proceso de
angiogénesis en un contexto inflamatorio es crucial. Durante la inflamacidn, los neutréfilos migran
hacia el tejido, atravesando las paredes de los vasos sanguineos, y una vez alli, desempefian varias
funciones. Estas células son una fuente importante de factores pro-angiogénicos como VEGF, IL-8,
TNF, hCG y MMP9. A su vez, el VEGF promueve la migracion de estas mismas células, reforzando la
sefializacion inflamatoria y angiogénica en las areas en donde hay acumulaciéon de neutrdfilos
(Noonan, De Lerma Barbaro, Vannini, Mortara, & Albini, 2008). Asimismo, los neutréfilos son
determinantes en los procesos angiogénicos. Varios experimentos han demostrado que la
angiogénesis se retrasa cuando se inhibe el reclutamiento de neutrdfilos. De hecho, los neutréfilos
a menudo son blancos terapéuticos en terapias anti-angiogénicas (Noonan et al., 2008). Por
ejemplo, existen reportes de varios compuestos, como algunos antibidticos de tipo B-lactamasa, la
hiperperforina y las catequinas que se encuentran en el té verde que, al afectar la viabilidad, la
activacion y/o la capacidad quimiotactica de los neutréfilos, también logran inhibir la angiogénesis

mediada por estas células (Dell’Aica et al., 2007, 2006; Dona et al., 2003).

1.3.2. Monocitos y macrofagos

Los monocitos y los macréfagos son componentes clave del sistema inmunolégico innato y estdn
involucrados en la regulacidn del inicio, desarrollo y resolucién de muchos trastornos inflamatorios.
Estas células también desempefian importantes funciones inmunorreguladoras y reparadoras de
tejidos para abatir las reacciones inmunes y promover la regeneracién de tejidos. Los macréfagos
tienen la capacidad de responder de multiples maneras, dependiendo del contexto en el que se
encuentren. Su plasticidad les permite integrar las sefiales de estimulos especificos que reciben, y
adoptar un determinado fenotipo mediante un proceso conocido como polarizacion. De esta
manera, los macrdéfagos pueden polarizarse principalmente hacia dos fenotipos: M1, o
proinflamatorios, y M2, o antiinflamatorios. De estos dos fenotipos, el M2, que resulta de la

estimulacion principalmente con IL-4 e IL-10, se asocia con reparacién de heridas, supresién de la
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respuesta inmunoldgica adaptativa y la angiogénesis (Ribatti & Crivellato, 2009). Los macréfagos M2
tienen la capacidad de promover la migracién de las células endoteliales y la formacién de

estructuras tubulares, mediante la produccion de VEGF-A, FGF-2 y PIGF (Jetten et al., 2014).

1.3.3. Células dendriticas

Aparte de su funcidn como células presentadoras de antigeno profesionales y de su funcién
reguladora en el proceso inflamatorio, las células dendriticas pueden producir un conjunto de
factores tanto pro-, como anti-angiogénicos, dependiendo del microambiente en el que se
encuentren. Asi, mientras que las células dendriticas activadas por moléculas proinflamatorias como
el LPS, la IL-1 y el TNF adquieren un fenotipo asociado con la respuesta de tipo Thl, aquellas
estimuladas simultdneamente por factores pro- y antiinflamatorios adquieren un estado alternativo
de activacion. Dicho estado alternativo de activacion promueve la regulacion de la angiogénesis, la
cual estd principalmente mediada por VEGF-A. Ademas, las precursoras de las células dendriticas
conservan la capacidad de transdiferenciarse a células con un fenotipo parecido a las células

endoteliales que contribuyen a la vasculogénesis (Sozzani et al., 2007).

1.3.4. Mastocitos

Pertenecientes al linaje mieloide, estas células desempeian funciones reguladoras asociadas a la
vasodilatacién, homeostasis vascular, tolerancia inmunoldgica, alergias, y la respuesta a patdgenos.
Los granulos presentes en los mastocitos contienen varios factores pro-angiogénicos que son
liberados al medio cuando las células son estimuladas. Durante la desgranulaciéon, moléculas como
VEGF, FGF-2, serin-proteasas como la triptasa y la quimasa, la histamina y la heparina contribuyen
a efectuar todos los cambios necesarios para que se lleve a cabo la angiogénesis. Por un lado, los
factores de crecimiento promueven la proliferacion y la migracion de las células endoteliales, y por
el otro, las proteasas ayudan a modificar la matriz extracelular para facilitar la migracion celular,
liberando también los demas factores de crecimiento que se encuentran retenidos en dicha matriz

(Noonan et al., 2008).

1.3.5. Basdfilos
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Siendo el tipo mas escaso de granulocitos en la circulacién, los baséfilos estan involucrados en varios
procesos inmunoldgicos como la estimulacién de los linfocitos T CD4+ y la presentacidén de
antigenos. Los basdfilos pueden producir VEGF-A y VEGF-B, expresando también los receptores
VEGFR-2 y el correceptor neuropilin 1, lo cual los hace responsivos al efecto quimioatrayente del
VEGF, y los involucra en una retroalimentacion positiva para la produccién de este factor de
crecimiento promotor de la angiogénesis (Noonan et al., 2008). Estas células también liberan
histamina, la cual aumenta la permeabilidad de los vasos sanguineos, permitiendo con esto la
extravasacién de los componentes que construyen una matriz extracelular temporal que, a su vez,

funciona como andamiaje para la migracion de las células endoteliales en la angiogénesis.

1.3.6. Eosindfilos

Los eosindfilos, que bajo condiciones normales conforman el 1% de los leucocitos circulantes,
participan en la defensa contra parasitos y son especialmente importantes en las reacciones
alérgicas y las enfermedades autoinmunes. Los eosindfilos producen un conjunto de factores pro-
angiogénicos y proinflamatorios como VEGF, FGF-2, TNF, GM-CSF, NGF, IL-8 y angiogenina. Estas
células liberan VEGF al ser estimuladas por GM-CSF e IL-5 y promueven la proliferacion de células
endoteliales mediante la MBP de eosindfilos (Puxeddu et al., 2009). Ademas, producen MMP9, una
metaloproteasa que participa en la remodelacidn de la matriz extracelular que ocurre durante la

angiogénesis.

1.4. La psoriasis, una enfermedad inflamatoria de la piel

Las células inflamatorias constituyen una de las primeras lineas de defensa para contender con
posibles infecciones y restaurar la homeostasis. Sin embargo, el desbalance en las proporciones de
estas células, asi como de las moléculas que producen, favorece el desarrollo de lesiones y dafo
tisular nocivos para el organismo. En este tipo de procesos patoldgicos, la angiogénesis desempefia
frecuentemente un papel fundamental al ser el vehiculo que permite la migracién de las células
inflamatorias a los tejidos, y que ademas las suplementa con el oxigeno y los nutrientes necesarios
para su mantenimiento y proliferaciéon. Mas aun, las mismas células inflamatorias son capaces de
secretar factores angiogénicos, lo que envuelve a los procesos de inflamaciéon y angiogénesis en un

bucle de retroalimentacién positiva (Jackson, Seed, Kircher, Willoughby, & Winkler, 1997). La
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desregulacién en la angiogénesis puede dar pie al desarrollo de enfermedades como el cancer, la

artritis reumatoide, la degeneracidon macular o enfermedades de la piel como la psoriasis.

La psoriasis se considera como una enfermedad inflamatoria crénica de la piel, en la que se observa
una respuesta exacerbada del sistema inmunoldgico innato y adaptativo (Lowes, Suarez-Far, &
Krueger, 2014). Se estima que afecta del 1% al 3% de la poblacidn a nivel mundial (Huerta, Rivero,
& Garcia Rodriguez, 2007). En las primeras etapas de la enfermedad, los queratinocitos juegan un
papel muy importante, ya que, al ser estimulados por factores intrinsecos y extrinsecos, producen
una serie de agentes quimio-atrayentes y pro-inflamatorios que promueven el reclutamiento de
células inmunitarias como neutréfilos, monocitos, células dendriticas, macréfagos y linfocitos T
(Langley et al., 2014). Esto, a su vez, induce la produccién de citocinas proinflamatorias que
promueven la proliferaciéon y la diferenciacién de los queratinocitos. La activacidén persistente de
estas células conlleva a la formacidn de placas psoridsicas y a la angiogénesis (Fig 1.2.). El desarrollo
de las placas psoriasicas, como producto de la multiplicacion rapida y excesiva de las células de la

epidermis, conlleva a una severa descamacion de la piel (Harden, Krueger, & Bowcock, 2015).
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Figura 1.2. Proceso inflamatorio en la psoriasis. Los queratinocitos que se encuentran en
la epidermis responden ante factores intrinsecos (predisposicién genética o fallas en el
sistema inmunoldgico) o extrinsecos (factores ambientales, microbios y el uso de ciertas
drogas) y, en consecuencia, empiezan a producir factores que activan a su vez otros tipos
celulares como las células dendriticas, los macréfagos y las células T. Estas células son a su
vez estimuladas para producir citocinas y factores que conllevan al progreso de la
enfermedad, entre los que se encuentra el VEGF que estimula la angiogénesis. Adaptado
de Arora (2016).

La respuesta inmunitaria exacerbada caracteristica de la psoriasis se puede deber a varios factores.
En primer lugar, se encuentran los factores genéticos. Se han descrito nueve loci de susceptibilidad
para esta enfermedad, asociados a factores inmunitarios, como lo es el PSORS1, responsable del
50% de los casos de psoriasis (Nickoloff & Nestle, 2004). Ademas, estudios gendmicos han
demostrado que variaciones genéticas en el MHC, el receptor de interleucina 23 (IL-23R) y la

interleucina 12B (IL-12B) estan asociados a un mayor riesgo de padecer de esta enfermedad (Liu et
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al., 2008). En segundo lugar, estan los factores infecciosos. Frecuentemente, la psoriasis se presenta
después de una infeccién nasofaringea estreptocécica, lo que puede estar relacionado directamente
con la activacidn de linfocitos T a partir de un antigeno bacteriano (Griffiths & Barker, 2007). Ademas
de los componentes genéticos e infecciosos, los factores ambientales como el estrés, el tabaquismo,
el consumo de alcohol y el uso de algunos medicamentos pueden aumentar el riesgo de padecer de

esta enfermedad.

Actualmente los tratamientos que existen contra la psoriasis se pueden agrupar en tres tipos
principalmente: tépicos, orales o inyectados, y la fototerapia. Los tratamientos topicos y los orales
o inyectados consisten bdsicamente en corticosteroides e inmunosupresores que buscan atenuar la
inflamacién (Greaves & Winstein, 1995). La fototerapia se basa en la exposicién de la piel afectada
alaradiaciédn UVB, con la finalidad de inhibir la proliferacidn de los queratinocitos; al mismo tiempo,
esta forma de radiacion ejerce un efecto inmunomodulador que se desencadena por la muerte
inicial de los linfocitos T (los cuales presentan hipersensibilidad a la radiacién UV si se los compara
con otros tipos de células como los queratinocitos, monocitos y linfocitos B) y una subsecuente
migracion de linfocitos T CD4+ al tejido irradiado, donde después se favorece la polarizacién hacia
un fenotipo Th2 y la induccién de linfocitos T reguladores. Por otro lado, con la radiacién UV, la
funcionalidad de las células presentadoras de antigeno en el tejido también se inhibe (Carrascosa et

al., 2011; Duthie, Kimber, & Norval, 1999).

Sin embargo, estos tratamientos frecuentemente tienen efectos secundarios que pueden llegar a
ser graves para la salud ya que se compromete el sistema inmunolégico del organismo, lo que hace
al cuerpo mas vulnerable ante infecciones oportunistas. Cuando un paciente que padece de
psoriasis se enferma por alguna infeccién, asi sea una gripe sencilla, es necesario suspender el
tratamiento de la psoriasis durante el tiempo que dure la enfermedad, lo cual resulta en una nueva
crisis de psoriasis algunas semanas después. Por otro lado, la infraestructura necesaria para llevar a
cabo la fototerapia puede constituir una limitante, ya que no todos los establecimientos de salud
cuentan con ella. Todos estos impedimentos para el tratamiento de la psoriasis evidencian la

necesidad de encontrar nuevas terapias que sean mas accesibles, asequibles y eficientes.
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1.5. El modelo de psoriasis inducida por Imiquimod

Descrito por primera vez en el 2009 (van der Fits et al., 2009), el modelo de psoriasis inducida por
Imiquimod en ratones se constituyé como un modelo ampliamente aceptado y utilizado debido a la
inducciéon de un cuadro inflamatorio que presenta caracteristicas fenotipicas similares a las
encontradas en la psoriasis, incluyendo la modificacidn estructural de la piel, la infiltracion de varios
tipos de células inflamatorias, y la sefializacion asociada mayoritariamente al eje 1L-23/IL-17.
Basandose en las observaciones clinicas que indicaban que el uso de Imiquimod, un agonista del
TLR7, podia inducir y exacerbar la psoriasis en pacientes, van der Fits establecié un modelo murino
a partir de la aplicacién tépica diaria de la crema Aldara (con 5% Imiquimod) en el lomo rasurado o
en la oreja de los ratones. Se demostré que, hacia el tercer dia de aplicacidn, la piel de los ratones
empezaba a sufrir modificaciones estructurales parecidas a las encontradas en la psoriasis, como la
acantosis, entendida como el engrosamiento de la epidermis como producto de Ia
hiperproliferacion de los queratinocitos, la descamacidon como indicadora de paraqueratosis, es
decir de la alteracion de diferenciacion epidérmica, y el aumento del enrojecimiento de la piel o
eritema. En estudios posteriores se demostrd que la aplicacién diaria del Imiquimod causaba la
dilatacion de los vasos sanguineos de la piel y el aumento de células inflamatorias infiltrantes en el
tejido. Con el mismo modelo, Terhorst et al., (2015) demostré que los neutréfilos, los monocitos y
las células dendriticas derivadas de monocitos eran las primeras células en aumentar durante la fase
temprana del desarrollo de las lesiones psoridsicas, mostrando un nivel maximo hacia el dia 5 del
tratamiento. Aunque aun no se conoce el mecanismo exacto por el cual se da la infiltracion de los
neutréfilos en este modelo, se ha demostrado que la reduccién de los neutrdfilos infiltrantes se
correlaciona con la disminuciéon de la severidad de la psoriasis inducida por Imiquimod, asi como

con la disminucion de la expresion de IL-1B en la piel (Sumida et al., 2014).

Los efectos del Imiquimod son mediados por la activacién de los TLR7 y 8 de macréfagos, monocitos
y células dendriticas. Asimismo, se ha demostrado que el Imiquimod puede promover la expresién
del TLR7 en queratinocitos, que normalmente lo expresan en niveles bajos (Li et al., 2013). Una vez
estimulados, estos receptores inducen la expresion de citocinas proinflamatorias por una via de
sefializacion que depende de MyD88, TRAF-3/6, y de la activacién de NFkB, IRF-7 e IRF-5 (Petes,
Odoardi, & Gee, 2017). Una vez establecida, la inflamacién resultante por el uso del Imiquimod

promueve la migracién de células inflamatorias al tejido tratado, promoviendo la produccién de
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otras moléculas inflamatorias, entre las que se destaca la IL-23. A su vez, la IL-23 induce la expresion
de otras citocinas proinflamatorias mediante la via de STAT3, como IL-22, IFNy, IL-17A e IL-17F,
constituyendo el eje IL-23/IL-17 caracteristico de enfermedades como la psoriasis o la dermatitis

(Fig. 1.3).
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Figura 1.3. Seializacion en el modelo de psoriasis inducida por Imiquimod. El Imiquimod,
agonista del TLR7, se une a dicho receptor endosomal en macroéfagos, monocitos, células
dendriticas y queratinocitos. Por una via de sefializacién dependiente de MyD88, TRAF3/6, NFkB
e IRF5/7 se promueve la produccion de citocinas proinflamatorias. Las citocinas estimulan la
migracion al tejido de células inflamatorias, como los neutrdéfilos, monocitos, linfocitos Th1, Th17
y NKT, las cuales a su vez producen mas citocinas inflamatorias, especialmente del eje IL-23/IL-
17. En conjunto, estas sefiales afectan la arquitectura de la piel, al propiciar la hiperproliferacion
de los queratinocitos y la angiogénesis (Li et al., 2013; Petes et al., 2017; van der Fits et al., 2009).

A lo largo del desarrollo del modelo, destacan dos picos de citocinas. Un primer pico de IL-23 que
empieza 30 h después de la primera aplicacion de Imiquimod, alcanzando un maximo alas 48 h, y
un segundo pico en el que las citocinas predominantes son la IL-22, IL-17F, y la IL-17A cuya

produccidn inicia desde las 30 h y se prolonga a todo lo largo de la duracién del modelo, con un
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maximo entre las 60 y 75 h (Fig 1.4). Asi mismo, la sefializacién que ocurre en los queratinocitos es
crucial para el desarrollo del fenotipo psoridsico en este modelo. En un estudio hecho por Moos,
Mohebiany, Waisman, & Kurschus (2019), se demostré que cuando se quitaba el receptor IL-17RA
en las células T o del linaje mieloide, no se afectaba el desarrollo de la enfermedad, mientras que si
esto se hacia en los queratinocitos, el fenotipo de la enfermedad reducia significativamente. En este
mismo trabajo se reportd la asociacién de la deficiencia de la sefalizacion por IL-17 con una
disminucion de neutréfilos infiltrantes en la piel, pero no de monocitos, los cuales mantuvieron sus

niveles de infiltraciéon en comparacion a los controles.
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Figura 1.4. Cinética de expresion del mRNA de las citocinas del eje IL-23/IL-17 en el modelo de
psoriasis inducida por Imiquimod en ratones. Se observa que el pico de IL-23p19 se da cerca de
las 48 h después del inicio del tratamiento con Imiquimod. El aumento en la expresion de esta
citocina es acompafiado por el aumento de IL-17A, y el consecuente aumento de IL-17F y IL-22
hacia las 70 h. Adaptado de van der Fits et al. (2009).

1.6. Los péptidos de la piel de rana con propiedades inmunomoduladoras

La piel de los anfibios es un érgano en el que se llevan a cabo procesos de intercambio gaseoso y
osmotico. Estd equipada con glandulas mucosas que secretan compuestos que lubrican la piel,

mantienen la humedad y le confieren permeabilidad. Ademas, cuenta con glandulas granulosas,
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también conocidas como glandulas de veneno, que secretan compuestos que entre otras cosas
sirven como defensa contra potenciales depredadores y patégenos. Por estas caracteristicas, los
péptidos aislados de la secrecién cutanea de los anfibios han sido objeto de numerosos estudios
farmacolégicos que pretenden explotar las propiedades quimicas y bioldgicas de estos compuestos
para el tratamiento de multiples enfermedades. Por lo general, estos péptidos son altamente
eficientes al tener una selectividad elevada (Deslouches & Di, 2017; Erspamer et al., 1989;
Fernandez, Gehman, & Separovic, 2009), lo que ademas disminuye los efectos secundarios que se

puedan presentar durante su implementacién terapéutica.

Entre las especies de anfibios que secretan compuestos biolégicamente activos con potenciales
propiedades farmacoldgicas, se encuentran las especies pertenecientes a la subfamilia de ranas
arboricolas neotropicales Phyllomedusinae. Las ranas pertenecientes a esta familia producen varios
tipos de péptidos con una amplia gama de funciones, como la induccion de la contraccién del
musculo liso y la secrecion en el tracto gastrointestinal (filoceruleina vy filolitorina),
neuromoduladores (taquicininas), vasodilatadores (filoquinina), antidiuréticos (salvagina),
antinociceptivos (dermorfina), antimicrobianos e inmunomoduladores (dermaseptinas) (Erspamer,

Melchiorri, Falconieri Erspamer, Montecucchi, & de Castiglione, 1985).

Las dermaseptinas conforman una familia de pequefios péptidos catidnicos que al igual que muchos
otros péptidos de defensa, tienen la capacidad de adoptar una conformacién de hélice alfa
anfipatica cuando entran en contacto con las membranas celulares, insertdndose en ellas. Con esto,
se logra la formacidn de poros y la subsecuente desestabilizacion de la membrana, afectando la
viabilidad celular (Amiche, M., Delfour, A. & Nicolas, P.,1999). Aunque la actividad antimicrobiana
fue por mucho tiempo la principal funcidn descrita para las dermaseptinas, algunos de los miembros
de esta gran familia de péptidos también tienen propiedades inmunomoduladoras al afectar
directamente la migracién y sobrevida de las células inflamatorias (Auvynet et al., 2008) vy
angiostaticas (van Zoggel et al., 2012). En este trabajo, evaluamos la capacidad de inhibir la
angiogénesis de un péptido aislado de la secrecién cutanea de la rana Pachymedusa dacnicolor y
gue ademds posee propiedades antimicrobianas y antiinflamatorias. Un péptido con dichas
caracteristicas podria abrir el camino para el desarrollo de un farmaco de aplicacion topica para
combatir enfermedades inflamatorias de la piel como la psoriasis, sin necesidad de comprometer el

tratamiento cuando el paciente adquiera alguna infeccion.
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2. Antecedentes

En los estudios previos al presente trabajo, se aisld el péptido N a partir del exudado de piel de la
rana P. dacnicolor, y se demostré que este péptido tenia un efecto antimicrobiano tanto en bacterias
Gramnegativas como en bacterias Grampositivas de diferentes cepas multirresistentes (Tabla 2.1).
Ademas, se encontré que el péptido N era citotdxico para las células inmunitarias de ratén y de
humano, que era mucho menos citotdxico para otros tipos de células como las células epiteliales, y

que no era hemolitico (Fig 2.1).

CMI* (uM)  CMB* (uM)

Escherichia coli ATCC 8739 3.12 3.12
Escherichia coli ATCC ML35p 3.12 3.12
Escherichia coli P7 (BLSE) 1.5 12.5
Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027 12.5 12.5
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27953 12.5 50
Klebsiella oxytoca CIP 7932 3.12 6.25
Salmonella enterica CIP 8297 125 25
Yersinia ruckeri ATCC 8297 3.12 12.5
Vibrio parahemolyticus IFREMER 01 01/252 >50

Staphylococcus aureus ATCC 6538 3.12 3.12
Staphylococcus aureus ST 1065 12.5 12.5
Staphylococcus aureus MRSA 25 >50
Staphylococcus aureus BM 3302 6.25 12.5
Listeria monocytogenes SOR 100 25 25
Enterococcus faecalis CIP A186 50 >50
Micrococcus luteus ATCC 9341 3.12 3.12
Lactococcus garviae ATCC 43921 25 50
Bacillus subtilis CIP 52.65 6.25 6.25
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Tabla 2.1. Actividad antimicrobiana del péptido N en diferentes cepas bacterianas. Se
muestra la concentracién minima inhibitoria (CMI) y la concentracién minima bactericida
(CMB) del péptido N para diferentes cepas de bacterias.
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Figura 2.1. Citotoxicidad del péptido N sobre diferentes estirpes celulares. Viabilidad celular
medida mediante citometria de flujo después de incubar las células en presencia del péptido N
por dos horas. Se aislaron las células inmunitarias (linfocitos T, monocitos, neutréfilos y NK) de
médula dsea de ratdn o de sangre periférica de humano. Las células epiteliales se aislaron de tejido
gastrico. La capacidad hemolitica se midié con eritrocitos de ratén (suspensién al 10% en PBS). Los
resultados que se muestran son el promedio de tres experimentos independientes realizados por
duplicados (resultados no publicados).
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Por otra parte, a partir de andlisis estructurales se determiné que el péptido N consistia basicamente
en una hélice anfipatica y catidnica, con una carga neta de +5 a pH 7. Ademas, un analisis de
estructura-funcién de 20 mutantes del péptido N, permitié identificar dos variantes, K12A y Na
(carboxiamidada) (Tabla 2.2), que mostraron tener una actividad semejante a la del péptido original

sobre la viabilidad de células de médula ésea (Fig 2.2).

Péptido Secuencia de aminoacidos Carga neta (pH 7)
N XXXXX® XXXXXEO XIKXXXE XXXXX20 XXXXXZ XXXX +5
K12A XXXXX® XXXXXEO XAXXXES XXXXXZ0 XXXXX2® XXXX +4
Na XXXXX XXXXXEO XKXXXE XXXXXZ0 XXXXX? XXXX- +6

Tabla 2.2. Carga neta y cambios en la secuencia de aminoacidos de los péptidos N, Na y
K12A. Se muestran los cambios puntuales en la secuencia de aminodcidos de cada péptido
y su correspondiente carga netaa pH 7.

1001

50 1

% Células vivas

0.5 2.5 5.0 10.0 25.0

Concentraciéon (uM)

Figura 2.2. Efecto de los péptidos N, Na y K12A sobre la viabilidad de células de médula
6sea de raton. Resultados de viabilidad celular medida mediante tincién con azul tripano
después de incubar las células por dos horas en presencia de los péptidos a diferentes
concentraciones. Resultados de dos réplicas experimentales independientes realizadas por
duplicado.

En conjunto, estos resultados indicaron que el péptido N y sus dos variantes, ademas de ser
antimicrobianos, podrian actuar como inmunoreguladores al afectar directa y preferencialmente la
viabilidad de las células inflamatorias. Con el propdsito de determinar si estos péptidos tienen algun

potencial para ser implementados en la farmacia, y considerando que la angiogénesis es un proceso
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frecuentemente involucrado en un bucle de retroalimentacién positiva con la inflamacién y que
desempeiia un papel clave para el desarrollo de varias enfermedades inflamatorias, se planteé el

presente proyecto para analizar mas detalladamente el efecto de estos péptidos en el proceso de

angiogénesis.
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3. Hipotesis

El péptido N, aislado de la secrecién cutanea de la rana P. dacnicolor, y sus variantes Na y K12A
tienen propiedades anti-angiogénicas que podrian ser aprovechadas para su implementacidn
terapéutica en el tratamiento de enfermedades que involucren un proceso angiogénico importante,

ademas de un proceso inflamatorio.

4. Objetivo general

Caracterizar el efecto de los péptidos N, Na y K12A en el proceso de angiogénesis patoldgica.

5. Objetivos especificos

1. Determinar el efecto de los péptidos N, Na y K12A en el proceso de angiogénesis ex vivo e

in vitro.

2. Determinar si los péptidos N, Na y K12A afectan la viabilidad de las células endoteliales y

fibroblastos in vitro.
3. Validar los efectos en el proceso de angiogénesis de los péptidos N, Na y K12A in vivo, en el

modelo de psoriasis en ratéon inducida por Imiquimod.
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6. Materiales y métodos

6.1. Sintesis de péptidos
La sintesis de los péptidos utilizados en este trabajo se llevd a cabo mediante un procedimiento
quimico FastMoc de fase sdlida, en un sintetizador de péptidos autémata Applied Biosystems 433°
en el laboratorio de sintesis del Dr. Christophe Piesse, en la Universidad Pierre y Marie Curie, Francia.
Los productos sintetizados se despegaron de la resina usando una mezcla de 4cido triflouroacético
(94%), agua (2.5%), etilenglicol (2.5%), y triisopropilsilano (TIS) (1%). Posteriormente los péptidos se
precipitaron en éter, se concentraron por centrifugacién y se liofilizaron. Después, los péptidos se
purificaron por HPLC (columna de fase reversa C18, modulo PrepLC 25mm, 250 mm x 10 mm,
particula de 15 mm) con una bomba de HPLC Waters 1252 binaria (tasa de flujo 8 mL min™). Los
péptidos liofilizados se disolvieron en agua inyectable PiSA® para su utilizacién en los ensayos.
Ademas de los tres péptidos N, Na y K12A, se sintetizd el péptido Scr cuya estructura primaria

consiste en los mismos aminoacidos de la secuencia del péptido N, pero con un orden aleatorio.

6.2. Animales
Se usaron ratones machos y hembras de la cepa BALB/c de 8 a 18 semanas de edad, provenientes
del bioterio del Instituto de Biotecnologia de la Universidad Nacional Auténoma de México. Los
animales se mantuvieron con suministro de agua y comida ad libitum y ciclos de luz/obscuridad
12/12, en un rack ventilado. En las secciones correspondientes se detalla el tratamiento y uso de los
ratones. Todos los procedimientos realizados fueron avalados por el Comité de Bioética del Instituto

de Biotecnologia.

6.3. Ensayos de angiogénesis con el modelo de anillos adrticos

Después de sacrificar a los ratones por dislocacion cervical, se disecciond la aorta de cada ratény se
lavé con PBS para remover los restos de sangre. Posteriormente ésta se cortdé en segmentos de
aproximadamente 0.5 mm de longitud. Cada segmento, o anillo, se embebié en una gota de
Matrigel™ [Corning®, una preparaciéon de membrana basal secretada por células de sarcoma murino

EHS (Engelbreth-Holm-Swarm) rica en laminina, coldgeno IV, heparan sulfato, proteoglicanos,
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entactina/nidogeno y varios factores de crecimiento] previamente colocada en un pozo de una placa
de 24 pozos. La placa con los anillos adrticos se incubd por una hora a 37 °C, después de lo cual se
agregd a cada pozo 1 mL de medio DMEM Advanced (Gibco®) suplementado con 10% de suero
bovino (FBS:NBCS 1:1) a una concentracién final de 15% de suero, 2 mM de glutamina, 100 U de
penicilina y 50 pg/mL de estreptomicina (Gibco®). Los anillos se incubaron a 37 °C, atmésfera
humeda y 5% de CO, por dos dias para que, usando los factores de crecimiento del Matrigel, las
células endoteliales y los fibroblastos de los anillos pudieran empezar a formar los primordios de
vasos. Al tercer dia, se retird el medio de cada pozo y se agregaron 500 uL de nuevo medio
suplementado de la manera anteriormente descrita. Posteriormente, al cuarto o quinto dia,
dependiendo del crecimiento de la neovasculatura, el medio de cada pozo se suplementd con el
tratamiento control (12.5 pL de agua inyectable) o bien con diferentes concentraciones (5 uM, 10
UM, 15 uM y 25 uM) de cada uno de los cuatro péptidos, en un volumen final de 500 pL. Cada dia,
hasta el cuarto dia de incubacién en presencia de los péptidos, se realizé el registro fotografico de
los anillos. El drea de angiogénesis fue medida en cada imagen utilizando el software Image) 1.50i

(https://imagej.nih.gov/ii/).

Para el analisis estadistico se utilizé la prueba no paramétrica de anadlisis de varianza de una via de
Kruskall-Wallis, la cual puede ser considerada como una extensién de la prueba de Mann Whitnney,
y que sirve para comparar mds de dos muestras independientes de igual o diferente tamafio,

seguida de una prueba de multiples comparaciones de Dunnet.

6.4. Cultivo y preparacion de células

6.4.1. Células TeloHAEC

La linea de células endoteliales humanas TeloHAEC (ATCC® CRL-4052™) se adquirid del ATCC
(“American Type Culture Collection”). Esta linea celular consiste en células endoteliales primarias
provenientes de una aorta humana que fueron modificadas para expresar de manera estable la
subunidad catalitica hTERT de la telomerasa con el propdsito de alargar su vida media. Las células
se cultivaron y se trataron con el medio basal para células vasculares (VCBM) (ATCC® PCS-100-030")
suplementado con el Kit-VEGF para células endoteliales (ATCC® PCS-100-041"), siguiendo las
recomendaciones del proveedor. Las células se incubaron a 37 °C, atmdsfera hiumeda y 5% de COa.

Cuando alcanzaron el 80-85% de confluencia, se les retiré el medio y se lavé con PBS.
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Posteriormente se realizé el tratamiento con Tripsina-EDTA (0.125%) por 4 minutos a 37 °C,
despegdndolasy recolectandolas en medio VCBM suplementado, con lo que se obtuvo la suspension

celular necesaria para cada experimento y para seguir cultivando.

6.4.2. Fibroblastos NIH-3T3

Los fibroblastos embrionarios de ratén de la linea NIH-3T3 se cultivaron en cajas Petri (hasta maximo
15 pases) con medio DMEM Advanced (Gibco®) suplementado con 5% de suero bovino (FBS:NBCS
1:1), 2 mM de glutamina, 100 U de penicilina y 50 pg/mL de estreptomicina (Gibcoe) y se incubaron
a 37 °C, atmdsfera hiumeda y 5% de CO2. Cuando las células alcanzaron el 80-85% de confluencia se
les retird el medio y se lavd con PBS. Posteriormente se realizé el tratamiento con Tripsina-EDTA
(0.25%) por 2 minutos a 37 °C, despegandolas y recolectandolas en medio DMEM suplementado,
con lo que se obtuvo la suspensién celular necesaria para cada experimento, o se procedid a

subcultivar las células.

6.4.3. Fibroblastos humanos

Los fibroblastos aislados de piel humana de individuos sanos y con psoriasis fueron proporcionados
por la Dra. Laura Bonifaz de la Unidad de Investigacién Médica en Enfermedades Autoinmunes del
Centro Médico Nacional Siglo XXI. Las células se mantuvieron en cultivo con medio DMEM bajo en
glucosa, suplementado con 5% de suero fetal bovino (FBS:NBCS 1:1), 2 mM de glutamina, 100 U de
penicilina y 50 ug/mL de estreptomicina (Gibco®) a 37 °C, en atmdsfera himeda y 5% de COz. Para
obtener la suspensién celular necesaria para los experimentos se siguié el mismo procedimiento

descrito para los fibroblastos NIH-3T3.

6.4.4. HaCaT

Las células de esta linea de queratinocitos de piel humana (Boukamp et al., 1988), fueron
proporcionados por la Dra. Laura Bonifaz de la Unidad de Investigacion Médica en Enfermedades
Autoinmunes del Centro Médico Nacional Siglo XXI. Las células se cultivaron en cajas Petri (hasta
maximo 15 pases) con medio DMEM Advanced (Gibco®) suplementado con 5% de suero bovino (FBS:
NBCS 1:1), 2 mM de glutamina, 100 U de penicilina y 50 pg/mL de estreptomicina (Gibcoe®) y se
incubaron a 37 °C, atmdsfera humeda y 5% de CO2. Cuando las células alcanzaron el 70% de

confluencia se les retird el medio y se lavd con PBS. A continuacidn, se realizé un primer lavado con
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Tripsina-EDTA (0.25%) la cual se recolecté inmediatamente, y posteriormente se realizé un segundo
tratamiento con Tripsina-EDTA (0.25%) por 5 minutos a 37 °C despegando las células y
recolectandolas en medio DMEM suplementado, con lo que se obtuvo la suspensidn celular

necesaria para cada experimento, o se procedié a subcultivar las células.

6.5. Ensayos de muerte celular

6.5.1. Azul tripano

El azul tripano es un compuesto derivado de la toluidina, no puede atravesar la membrana de una
célula viva, sin embargo, puede ser absorbido por las células muertas que tienen comprometida la
integridad de su membrana. Para evaluar el efecto de los péptidos sobre la viabilidad de las distintas
estirpes celulares, se utilizaron placas de 48 pozos. En cada pozo se sembraron aproximadamente
500,000 células TeloHAEC en un volumen final de 200 pL de medio VCBM suplementado con
diferentes concentraciones de los péptidos (0.5 uM, 2.5 uM, 5 uM, 10 uM, 15 uM y 25 uM). Para el
control negativo se utilizaron 200 uL de una solucidn de medio y agua inyectable al 25%, y para el
control positivo de muerte celular, se utilizaron 200 pL de una solucién de DMSO al 30% en PBS. Las
células fueron incubadas por dos horas en presencia de los péptidos. Posteriormente se procedié a
hacer el conteo de las células vivas y muertas mediante una cdmara de Neubauer realizando una

dilucidn 1:2 de la muestra con la solucién de azul tripano en un volumen final de 20 L.

6.5.2. Cristal violeta

La tincion de células adherentes con cristal violeta se utiliza comunmente como una medida
indirecta de la muerte celular de células adherentes, ya que, al morir, las células pierden su
adherencia a la placa. Este método es facil y confiable para monitorear el efecto citotdxico de

numerosos farmacos.

En cada pozo de una caja de 96 pozos se sembraron células a una densidad de 15,000 células/pozo,
en un volumen final de 100 pL de medio DMEM o VCBM suplementado (para los fibroblastos y las
células endoteliales, respectivamente). La placa se dejé en incubacién a 37 °C y 5% de CO; durante
24 a 48 h para permitir que llegaran a confluencia. Posteriormente, se retiré el medio de cada pozo

y se agregaron 100 uL de nuevo medio suplementado con diferentes concentraciones de los
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péptidos (0.5 uM, 2.5 uM, 5 uM, 10 uM, 15 uMy 25 uM). Para el control negativo se utilizaron 100
uL de una solucién de medio y agua inyectable al 25%, y para el control positivo de muerte celular,
se utilizaron 100 pL de una solucién de DMSO al 30% en PBS. Después de dos h de incubacién a 37
°C, se retiré el medio y se procedié a lavar cada pozo con 250 uL de PBS para retirar el medio y las
células despegadas remanentes. A continuacidn, se tifié con 50 pL/pozo de una solucién de cristal
violeta al 0.5% en metanol ( 0.5 g de cristal violeta diluidos en 80 mL de agua y 20 mL de metanol) y
se dejo en incubacién a temperatura ambiente por 20 minutos (Feoktistova, Geserick, & Leverkus,
2016). Después de retirar la solucion de cristal violeta se lavé dos veces con agua miliQ (300
uL/pozo). Se dejé secar la placa por 16 h, después de lo cual se agregaron 200 pL de metanol para
solubilizar el cristal violeta y se procedié a leer la absorbancia a 570 nm en un lector de microplacas.
Por cada tratamiento se hicieron triplicados y por cada control se realizaron seis réplicas. El

experimento se hizo un total de tres veces.
El porcentaje de células vivas se estimé mediante la siguiente férmula:

abs 570 nm de pozo tratado con péptido * 100

% de células vivas =
0 abs 570 nm de pozo control negativo de muerte

6.5.3. Citometria de flujo

En una placa de 24 pozos, se sembré en cada pozo una densidad de 50,000 células/pozo, en un
volumen final de 500 pl de medio DMEM suplementado. Las placas con las células fueron incubadas
a37 °Cy 5% CO; por dos dias, tiempo en el que llegaron a confluencia. Posteriormente, se procedid
a realizar el tratamiento con los péptidos a diferentes concentraciones (0.5 uM, 2.5 uM, 5.0 uM,
10.0 uM, 15.0 uM y 25.0 uM) para lo que se retiré el medio de cada pozo y se pusieron 500 pul de
nuevo medio con los péptidos a las diferentes concentraciones indicadas con anterioridad. Para el
control negativo se utilizé una solucién de agua inyectable al 25% en medio, y como control positivo
de muerte celular se usé DMSO al 30% en PBS. Las células fueron entonces incubadas por dos horas
en presencia del péptido, tiempo después del cual se retiré el medio de cada pozo y se lavé con 500
pL de PBS, y se agregaron 150 plL de Tripsina-EDTA 0.25% (Sigma®) para despegar las células. Todo
el liquido recuperado de cada pozo después del tratamiento con los péptidos (medio y PBS utilizado
para los lavados) fue recolectado en el mismo tubo con el propédsito de no perder las células muertas

producto del tratamiento con los péptidos. A continuacion, se lavd con 2 mL de PBS centrifugando
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a 478 xg por 10 minutos y se procedié a hacer la tincién con el colorante eBioscience™ Fixable
Viability Dye eFlour 780™, un compuesto que penetra en las células que tienen comprometida la
integridad de la membrana, a una dilucion final de 1: 10,000 en un volumen de 500 pL, incubando a
4 °C, protegido de la luz por 30 minutos, para después lavar con 2 mL de PBS. El botén celular se
resuspendid y fijé con 200 pL de PFA 2%. La adquisicion de los eventos celulares se llevéd a cabo en
un citémetro de flujo BD FACSCanto Il y su posterior analisis se hizo utilizando el software FlowJo v
10 (la estrategia de gating se puede encontrar en el Anexo 6.1). Para el andlisis estadistico de todos
los experimentos de viabilidad se utilizd la prueba no paramétrica de analisis de varianza de una via

de Kruskall-Wallis, seguida de una prueba de multiples comparaciones de Dunnet.

6.6. Ensayo de formacion de tubos

En una placa de 96 pozos se colocaron en cada pozo 40 uL de Matrigel y se pre-incubé a 37 °C por
30 minutos. Posteriormente, en cada pozo, se sembraron 15,000 a 20,000 células, las cuales se
incubaron por seis horas en presencia de los diferentes péptidos a una concentracion de 15 pM. En
otra modalidad del experimento, las células se incubaron primero por seis horas en ausencia de los
péptidos, y a al término de este tiempo se agregaron los péptidos a 15 puM, incubando las células
por dos horas mas. El analisis de los resultados para ambos casos se realiz6 mediante el registro
fotografico y su subsecuente procesamiento utilizando el software Imagel y el plugin “Angiogenesis
Analyzer” desarrollado por Gilles Carpentier (Carpentier et al., 2012) (Fig 6.1). Se consideraron
cuatro parametros principales: nimero de nodos, nimero de extremos sueltos, nimero de uniones
y area total de la red, cada uno de los cuales fue estimado como porcentaje con respecto al
tratamiento control. Adicionalmente, se calculé un indice de angiogénesis definido mediante la

siguiente ecuacion:

numero de nodos + nimero de uniones + area total de la red — nimero de extremos
100

Para el analisis estadistico se utilizé la prueba no paramétrica de andlisis de varianza de una via de

Mann Whitnney que sirve para comparar dos muestras independientes de igual o diferente tamaiio.
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Figura 6.1. Procesamiento de imagenes con el plug in “Angiogenesis Analyzer” de Imagel.
Se ilustra el proceso de anadlisis de imagenes para la mediciéon de los parametros de
angiogénesis. A) El programa parte de una imagen de microscopia en contraste de fases en
donde se encuentren los tubos formados por las células endoteliales seis horas después de
ser sembradas en Matrigel. B) Se genera un darbol que esquematiza la red de tubos
encontrada. C) Se realiza la medicion de los parametros bdsicos: nimero de nodos (flechas
amarillas), nimero de extremos (flechas verdes) y nimero de uniones (flechas naranjas).

6.7. Ensayo in vivo de psoriasis inducida por Imiquimod

6.7.1. Induccion de psoriasis en ratones

El protocolo experimental descrito a continuacién fue aprobado por el Comité de Bioética del
Instituto de Biotecnologia de la UNAM. El protocolo que se siguio fue el propuesto por van der Fits
et al., (2009), el cual consiste en rasurar el lomo de los ratones BALB/c de ambos sexos, y de entre
12 y 14 semanas de edad, seguida de la aplicacién de crema depiladora. A partir del dia siguiente,
se inicié la aplicacidn tdpica en la zona depilada de 62.5 mg de la crema Aldara™, la cual contiene
5% de Imiquimod, cada 24 h, durante seis dias. Al séptimo dia se procedié al sacrificio de los
animales por dislocacién cervical, para la diseccién de la piel y demas érganos necesarios para los
analisis competentes. Se registro el peso corporal y del bazo, se tomaron fotografias de la piel, se
extrajo sangre y se disecciond la piel, la médula dsea y bazo para el analisis de las poblaciones
celulares inflamatorias mediante citometria de flujo. Ademads, al término del experimento se
tomaron medidas del grosor de la piel del lomo de los ratones utilizando un calibrador Vernier

digital.

En el experimento se consideraron seis grupos experimentales: 1) control negativo de la

enfermedad, 2) control positivo de la enfermedad (Imiquimod), 3) control vehicular del péptido, 4)
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péptido N, 5) péptido Scr, y 6) Clobetasol como tratamiento de referencia de la psoriasis (Feldman
& Yentzer, 2009). La aplicacion de los péptidos (10 ug de péptido/24 h) se hizo de manera tépica,
en el lomo de los ratones, usando como vehiculo 62.5 mg de crema blanca elaborada a base de
petrolato blanco y que demostrd ser inocua por si sola (Anexo 6.2.), una hora después de haber
aplicado el Imiquimod (Tabla 6.1). Para cada grupo experimental se utilizaron de tres a cuatro

ratones por grupo.

Grupo experimental Clave Imiquimod Tratamiento
(1 h después del Imiquimod)
1) Control negativo - - NADA
2) Control positivo + v NADA
3) Control vehicular de Veh v Vehiculo
los péptidos (crema blanca)
4) Péptido N N v péptido N en vehiculo
5) Péptido Scr Scr v péptido Scr en vehiculo
6) Clobetasol Clob v Clobetasol (crema al 0.05%)

Tabla 6.1. Descripcion de cada grupo experimental usado en el modelo de psoriasis
inducida por Imiquimod. Se detallan los grupos experimentales, la designacion de cada
grupo (clave) utilizada a lo largo de todo el documento y la descripcién del tratamiento con
los péptidos o Clobetasol de cada grupo experimental.

6.7.2. Citometria de flujo

Las muestras de médula ésea, sangre y bazo fueron analizadas mediante citometria de flujo. Las
muestras fueron previamente tratadas con buffer de lisis para eritrocitos (155 mM NH4Cl, 12 mM
NaHCOs;y 0.1 mM EDTA) y tefiidas para Ly6G, CD11b, CD3, CD4 y CD8 (Anexo 6.3). Para realizar los
conteos celulares se utilizaron perlas de 3 um de didmetro a una concentracién de 10,000 perlas
por tubo de citometria, y se contabilizaron 5,000 perlas por muestra. Las células se pasaron por un
citémetro de flujo FACSCanto I, se adquirieron con el software BD FACSDiva™ (BD Biosciences,

Oxford, UK) y analizadas con el software FlowJo v. 10 (Tree Star, Ashland, OR).

6.7.3. Ensayo de Multiplex
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Este ensayo se utilizdé para medir los niveles de citocinas inflamatorias producidas en la sangre y en
la piel de los ratones tratados. Para ello, se recolecté el suero de la sangre extraida de los ratones,
y se cultivaron explantes de la piel de los ratones por siete horas en 500 pL de medio de cultivo
RPMI, recuperando los sobrenadantes de cultivo. Se utilizé el kit LEGENDplex™ de Biolegend® (Cat.
No. 740150), el cual reconoce 12 proteinas asociadas directamente a inflamacion: IL-1a, IL-1pB, IL-6,
IL-10, IL-12p70, IL-17A, IL-23, IL-27, MCP-1, IFN-B, IFN-y, TNF-a, y GM-CSF, y se procedié en base a

las intrucciones del fabricante (Anexo 8.3).

6.7.4. Andlisis de vascularizacion de la piel y estimacion de indice de psoriasis

Para analizar la vascularizacidn de la piel se realizé el registro fotografico de la cara interna de la piel
de los ratones tratados. Posteriormente, las imagenes se analizaron utilizando el software Image)
con el plugin de “Vessel Analysis” (Elfarnawany, 2016), el cual permitié medir el drea total de

vascularizacion en la piel y el didmetro de los vasos (Fig 6.2).

Thick

Figura 6.2. Cuantificacion de los principales parametros de vascularizacion. Sucesion de
imagenes generadas por el plug in “Vessel Analysis” del programa Imagel, en el panel
izquierdo la imagen original, en el panel central la imagen generada para la cuantificacion
del area de vascularizacion y hacia la derecha la imagen generada para la estimacion del
didmetro vascular.

Para la estimacién del indice de psoriasis se realizd la evaluacién de la gravedad de las lesiones

psoriasicas por el método de doble ciego considerando tres parametros: eritema, placas y grosor de
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la piel (van der Fits et al., 2009). Cada uno de los parametros se calificd con un puntaje en la escala
del cero al cuatro, siendo el 0 equivalente al control sano y 4 el mayor en cuanto a severidad. El
indice de psoridsis fue calculado sumando los puntajes promedios para el eritema, las placas v,

segun el caso, el grosor de la piel.

El andlisis estadisitco de los datos consistié en la prueba LSD de Fisher no corregida como prueba de
comparacion multiple. Con base en estos resultados se agruparon los tratamientos experimentales
en grupos abcd. Si se desea saber si existe una diferencia significativa entre dos tratamientos basta
con ver si comparten alguna letra (a, b, c o d). Si es asi, ha de suponerse que no existen diferencias
estadisticas entre estos grupos, por el contrario, si no comparten ninguna letra es porque si existe
una diferencia significativa. La tabla de valores p para cada comparacién se encuentra referenciada

en la seccidon de anexos para cada caso.

6.7.5. Histologia de piel

La piel del lomo de los ratones tratados se fijé en formalina el dia del sacrificio y posteriormente se
embebidé en parafina para la realizacién de los cortes para histologia. Se realizaron cortes
transversales de la piel con 5 um de grosor. Posteriormente se procedié a hacer la tincidén con
hematoxilinay eosina. Las imagenes de los cortes fueron adquiridas mediante un microscopio éptico

Nikon® ECLIPSE E600 y una camara Nikon® DS-F.
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7. Resultados

7.1. El péptido N y sus variantes Na y K12A inhiben el proceso de
angiogénesis ex vivo de manera dependiente de dosis.

El ensayo de los anillos adrticos se utiliza para estudiar el proceso de angiogénesis y consiste
basicamente en cultivar explantes de aortas sobre un extracto de membrana basal para promover
la migracidn y proliferacion de las células endoteliales de los anillos. De esta manera, el area que
ocupan las células endoteliales provenientes de la aorta representa una aproximacién cuantitativa

del efecto de cualquier sustancia en el proceso de angiogénesis.

Como primera medida y con el objetivo de determinar si los péptidos tenian algun efecto en la
angiogénesis se utilizd el ensayo de anillos adrticos como modelo experimental para evaluar el
efecto de los péptidos N, Na y K12A a diferentes concentraciones. Se observé que el drea de
angiogénesis de los anillos, conformada por las células endoteliales que migran en el Matrigel,
disminuyd significativamente en presencia de los péptidos (Fig 7.1, panel superior). Los resultados
obtenidos indican que, a las dos concentraciones mas elevadas (15 uM y 25 uM), los péptidos N,
Na y K12A inhiben por completo el crecimiento del area de angiogénesis en los anillos adrticos
(Fig 7.1, panel inferior). A la concentracién de 10 uM, este efecto, aunque estadisticamente
significativo, fue menos marcado para los tres péptidos, y a una concentracién de 5 uM o menor
(Anexo 7.1) no se observo un efecto significativo en ninguno de los casos. Llama la atencién que
para el caso del péptido K12A, a una concentraciéon de 15 uM, el efecto inhibitorio en la
angiogénesis no sea tan marcado como en los demds péptidos a esta misma concentracién. Como
era de esperarse, el péptido Scr, que se utilizd como control al ser una molécula con la misma
composicion de aminodacidos que los péptidos originales, pero en un orden aleatorio y que en
consecuencia no tiene la estructura original, no mostré efecto alguno sobre la angiogénesis en el
ensayo de anillos adrticos, a ninguna de las concentraciones probadas. Esto indica que el efecto
anti-angiogénico de los péptidos N, Na y K12A en realidad depende de su estructura y no es el
resultado inespecifico de la adicion de cualquier molécula semejante a las mismas

concentraciones en el medio de cultivo.
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En conjunto, estos resultados indican que los tres péptidos probados N, Na y K12A, tienen un

efecto inhibitorio en la formacién de la microvasculatura desde una concentracion de 10 uM en

adelante.
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Figura 7.1. Area de angiogénesis al dia 4 después del tratamiento con los péptidos a
diferentes concentraciones. Panel superior: fotografia de un anillo adrtico control y con
el tratamiento del péptido N a 25 uM al dia 4 (dia de inicio del tratamiento con el péptido)
y al dia 7 (dia final del tratamiento). Panel inferior: resultados de la prueba de multiples
comparaciones de Dunnett, después de haber realizado el analisis de varianza de una via
de Kruskal-Wallis (***p<0.0001, **p<0.001, *p<0.01) (0 = control). Los asteriscos negros
indican diferencia estadistica con respecto al control y los verdes con respecto al péptido
Scr. Para cada tratamiento se analizaron de 8 a 15 anillos.
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7.2. El péptido N y sus variantes Na y K12A afectan la viabilidad de los
fibroblastos y en menor medida la de las células endoteliales in vitro.

Para caracterizar mejor el efecto inhibitorio de la angiogénesis por parte de los péptidos, fue
necesario evaluar en qué medida se afectaban los principales componentes celulares de la aorta
importantes en la angiogénesis (células endoteliales, fibroblastos y células inflamatorias). Para
realizar estos experimentos se selecciond la técnica de cristal violeta, la cual resultd ser la mas
adecuada para medir el nimero de células viables remanentes en cada pozo, después del

tratamiento con distintas concentraciones de cada uno de los péptidos.

Considerando que las células endoteliales son las principales células involucradas en el proceso de
angiogénesis se procedid a evaluar el efecto de los péptidos en la viabilidad celular de la linea
TeloHAEC ATCC®. Los resultados (Fig 7.2 A) indicaron que los péptidos afectaron la viabilidad de
las células endoteliales, pero la disminucién en la viabilidad celular no superé en ningln caso el
50% en el rango de concentraciones probadas (0.5 uM a 25 uM), contrario a los datos presentados
en la seccidon de antecedentes para los leucocitos. Cabe resaltar que los péptidos Na y K12A
afectaron significativamente la viabilidad de las células TeloHAEC cuando se aplicaron desde una
concentracién de 10 uM, mientras que el péptido N logré el mismo efecto desde la concentracién

de 15 uM.

El tejido elastico de la aorta es producido principalmente por los fibroblastos. Ademas, los
fibroblastos desempefian un papel muy importante en la angiogénesis al secretar el factor de
crecimiento fibroblastico y proveer el soporte necesario para la estabilizacién de los nuevos vasos
sanguineos (Nakatsu et al., 2003). Para evaluar el efecto de los péptidos sobre este linaje celular
se empled la linea de fibroblastos embrionarios de ratén NIH-3T3 (Fig 7.2. B), y se observé que el
péptido Na tuvo un efecto citotdxico significativo desde una concentracion de 2.5 uM, mientras
que los péptidos N y K12A afectaron significativamente la viabilidad celular al aplicarse desde una
concentracién de 10 pM. A esta misma concentracion, el tratamiento con el péptido Na alcanzé
su maximo nivel de citotoxicidad en las células (aproximadamente 75%), mientras que los péptidos
N y K12A sélo generaron cerca del 40% de muerte celular. A la mayor concentracién (25 pM), los

tres péptidos produjeron la muerte de mas del 75% de las células NIH-3T3. De igual forma, el
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efecto citotéxico de los péptidos sobre los fibroblastos embrionarios de ratén se corroboré por

citometria de flujo (Anexo 7.2).
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Figura 7.2. Viabilidad celular medida después de dos horas de incubacion con los
péptidos. Ensayos de viabilidad con cristal violeta. Prueba de multiples comparaciones de
Dunnett (***p<0.0001, **p<0.001, *p<0.01). Los asteriscos indican diferencia estadistica
con respecto al Scr. Se muestran los resultados de tres réplicas experimentales
independientes, cada una con tres pozos por cada concentracion.

Si se comparan los resultados obtenidos para ambos tipos celulares evaluados, se puede
evidenciar que los péptidos inducen la muerte celular de los fibroblastos de manera mas severa
que en las células endoteliales. Mientras que en éstas Ultimas el nivel maximo de citotoxicidad de
los péptidos alcanzo cerca del 50%, para los fibroblastos este mismo valor fue cerca del 75%. Estos
resultados sugieren que, en condiciones de cultivo equivalentes (células adheridas a una

superficie de plastico, formando una monocapa), los fibroblastos son mas sensibles al efecto

citotdxico de los péptidos que las células endoteliales.

7.3. Ninguno de los péptidos afecta la estructura de la red tubular una vez
establecida.

Al ser cultivadas, las células endoteliales mantienen su potencial para iniciar un proceso
angiogénico si se les proporcionan los factores necesarios (DeCicco-Skinner et al., 2014). Cuando
se siembran sobre un extracto de matriz de membrana basal como el Matrigel y se suplementan

con los factores de crecimiento necesarios, logran diferenciarse morfolégicamente y formar

45



estructuras semejantes a los capilares sanguineos que consisten en tubos con un lumen (Lawley
& Kubota, 1989). El ensayo de formacidn de tubos con células endoteliales es muy util para evaluar
la efectividad de drogas que afecten el proceso de angiogénesis, ya que los efectos observados

bajo estas condiciones a menudo reproducen lo que sucede in vivo.

Con el propésito de evaluar el efecto de los péptidos sobre las células endoteliales cuando
presentan una morfologia mas parecida a la que adoptarian in vivo, es decir, formando estructuras
tubulares que se asemejan a los capilares, se utilizé el ensayo de formacién de tubos sobre
Matrigel (DeCicco-Skinner et al., 2014). Las células endoteliales TeloHAEC se sembraron sobre el
Matrigel y se incubaron durante seis horas, tiempo al cual ya habian establecido la red tubular. A
continuacién, se agregaron los péptidos a una concentracién de 15 uM y las células se incubaron
por dos horas mas para evaluar si los péptidos podian afectar la red tubular una vez establecida.
Bajo estas condiciones experimentales, para ninguno de los parametros considerados se
observaron diferencias marcadas entre los tratamientos con los péptidos y el tratamiento control
(Fig 7.3), indicando que ninguno de los péptidos N, Na y K12A afecta a los tubos, una vez formados.
De igual forma, el indice de angiogénesis que considera los cuatro parametros evaluados muestra
gue no hay diferencias estadisticamente significativas entre el control y los demas tratamientos

con los péptidos.

Estos resultados indican que ninguno de los péptidos evaluados afecta a las células endoteliales

cuando se encuentran organizadas en tubulos.
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Figura 7.3. Una vez formada, la red vascular no se altera por la adicién de los péptidos
evaluados. Las células endoteliales TeloHAEC se sembraron sobre el Matrigel y se
incubaron a 37 °C por seis horas, tiempo al cual se agregaron los péptidos a una
concentracion de 15 uM. En el panel izquierdo se muestra el registro fotografico que se
realizé antes de agregar los péptidos (6 h) y después de dos horas (8 h) de haberlos
agregado. En el panel derecho se muestra la cuantificacién de los parametros de
angiogénesis. Se indica la diferencia estadistica con respecto al control. Prueba de Mann-
Whitney. (***p<0.0001, **p<0.001, *p<0.01, n.s.= no significativo) (n=6). Se muestran los
resultados de dos réplicas experimentales independientes con tres pozos por
tratamiento.

7.4. El péptido Na, mas no los péptidos N y K12A, inhibe la formacion de
tubos por las células endoteliales.

Los resultados descritos en la seccidon anterior que indicaron que los péptidos no afectan la
viabilidad de las células endoteliales cuando ya estan organizadas en tubos se contrapone con los
resultados obtenidos con los ensayos de angiogénesis con anillos adrticos mostrados en la Fig.7.1
en los que, en mayor o menor medida, los tres péptidos afectaron considerablemente el proceso

de angiogénesis. Ademas de ser modelos experimentales de angiogénesis claramente distintos,
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la otra diferencia entre los experimentos mostrados en las Fig 7.1y 7.3 estriba en el momento en
el que se adicionan los péptidos. En el modelo de anillos adrticos, los péptidos se agregaron desde
el inicio del experimento, mientras que en el experimento de formacién de tubos con las células
TeloHAEC descrito en la Fig. 7.3, los péptidos se anadieron una vez establecida la red de tubos.
En funcion de estas diferencias, se realizd un ensayo de formacidon de tubos con las células
endoteliales TeloHAEC, adicionando los péptidos al mismo tiempo que las células se sembraron

en los pozos recubiertos de Matrigel.

El analisis de las imagenes de los pozos en los que se agregd el péptido Na, pero no donde se
agregé el péptido N, el péptido K12A, o el vehiculo de los péptidos, mostrd una inhibicién de la
formacién de tubos por las células TeloHAEC (Fig 7.4). Las imagenes de los pozos tratados con el
péptido Na evidenciaron la presencia de segmentos truncos que no se interconectaban los unos
con los otros para formar una reticula, a diferencia de lo que se observd con los otros péptidos
(Fig 7.4, panel izquierdo). Los parametros medidos, resumidos en el indice de angiogénesis
(numero de extremos, numero de nodos, nimero de uniones y area total de la red) demostraron
una tendencia clara que indicaba la falta de una red tubular en los pozos tratados con el péptido

Na, pero no en los pozos tratados con los péptidos N, K12A o Scr (Fig 7.4 panel derecho).
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Figura 7.4. A excepcion del péptido Na, ninguno de los péptidos inhibe la formacion de
tubos. Las células endoteliales TeloHAEC fueron sembradas sobre el Matrigel en
presencia de los péptidos evaluados a una concentracion de 15 uM. En el panel izquierdo
se muestran las fotografias que se tomaron a las seis horas de incubacion. Las estrellas
negras indican significancia estadistica con respecto al control. En el panel derecho la
cuantificacion de los parametros de angiogénesis. Prueba de Mann-Whitney.
(***p<0.0001, **p<0.001, *p<0.01, n.s.= no significativo)) (n=9). Se muestran lo
resultados de tres réplicas experimentales independientes con tres pozos por réplica y
por concentracion.

Considerando que los datos mostrados en la Fig 7.4 se obtuvieron agregando los péptidos a las
células endoteliales en suspensién al momento de ser sembradas, se decidié evaluar la viabilidad
de las células TeloHAEC en suspensién en presencia de los péptidos a diferentes concentraciones.
Los resultados obtenidos (Fig 7.5.) indicaron que sélo el péptido Na afectd sustancialmente la
viabilidad de las células endoteliales a una concentracién de 15 uM, mientras que a 25 uM los tres
péptidos son citotoxicos. Asi, este experimento, en conjunto con los resultados obtenidos en el

ensayo de formacidn de tubos indica que el efecto del péptido Na en la formacion de tubos se
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debe a la induccién de la muerte de las células endoteliales al momento en que éstas todavia se

encuentran en suspensién sobre el Matrigel.
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Figura 7.5. Los péptidos son citotoxicos para las células TeloHAEC en suspension. Las
células endoteliales TeloHAEC en suspensidn se incubaron por dos horas en presencia de
los péptidos a diferentes concentraciones. Se muestran los resultados de viabilidad
medida a partir de la tincién con azul tripano. Se indica la diferencia estadistica con
respecto al Scr. Prueba de Mann-Whitney. (***p<0.0001, **p<0.001, *p<0.01, n.s.= no

significativo) (n=4). Resultados de dos experimentos independientes con 2 pozos por
concentracion.

En conjunto, estos resultados indican que, en un contexto unicelular, en el que sélo hay células
endoteliales, los péptidos N y K12A tienen poca o nula capacidad de afectar la formacion de tubos
a concentraciones de hasta 15 uM, a diferencia del péptido Na. Si bien el péptido Na afecta la
viabilidad de las células TeloHAEC en suspensidn a esta concentracidn, no induce la muerte de
éstas cuando se encuentran formando tubos, un estado que asemeja las condiciones in vivo. Por
tanto, es posible concluir que el mecanismo por el cual los péptidos inhiben la angiogénesis no es

precisamente afectando la viabilidad de las células endoteliales.

7.5. Aplicacion del péptido N en el modelo de psoriasis inducida por
Imiquimod en raton.

Para validar los resultados anti-angiogénicos y antiinflamatorios observados in vitro y ex vivo, se
probd el efecto del péptido N in vivo, con el modelo de psoriasis inducida por Imiquimod, un

agonista del TLR7. Se utilizd este péptido porque mostré tener un efecto anti-angiogénico ex vivo
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y ser menos citotdxico para las células endoteliales en comparacidon con el péptido Na, una
consideracidn importante en la medida en que se desconocia el efecto que tendria la aplicaciéon

del péptido en un organismo vivo.

La aplicacién del Imiquimod induce inflamacidn, produccidon de citocinas y quimiocinas que
promueven la neovascularizacién y el desarrollo de placas psoriasicas en la piel de los ratones (van
der Fits et al., 2009). Como se menciond en la introduccidn, a lo largo del proceso inflamatorio
que se desarrolla en el modelo de psoriasis inducida por Imiquimod, existe una dinamica en los
niveles de citocinas que dirigen el desarrollo del fenotipo de la enfermedad. Considerando esta
cinética para evaluar la capacidad del péptido N de aminorar el desarrollo de placas psoriasicas,
la neovascularizacion y la reaccidn inflamatoria, se realizé la aplicacion topica diaria del mismo
iniciando a dos tiempos distintos después de la primera aplicacion del Imiquimod: 30 hy 48 h (Fig
7.6). Para estos experimentos se empled Clobetasol como referente, un corticosteroide que se
utiliza como tratamiento para la psoriasis (Feldman & Yentzer, 2009), aplicandolo diariamente

desde las 48 h después del inicio del tratamiento con el Imiquimod.

30h  48h

.

7
(dias)

Tratamiento con Imiquimod

Figura 7.6. Esquema de tratamiento de los ratones con Imiquimod. Las flechas indican los
tiempos del inicio de aplicacién del péptido N. La aplicacién del péptido se realizé cada 24 h a
partir de la primera aplicacion. El tratamiento con Imiquimod se realizdé durante seis dias
consecutivos.

7.5.1. Efecto del péptido N en la estructura de la piel e infiltrado celular.

La aplicacién tépica del Imiquimod sobre la piel de los ratones afectd visiblemente la integridad
del tejido. En los animales tratados Unicamente con Imiquimod (control +), el primer cambio que
se evidencié durante los seis dias de tratamiento fue el enrojecimiento de la piel a partir del tercer
dia después de haber iniciado la aplicacion del Imiquimod, dia en el que se presenta el pico de

citocinas proinflamatorias (Sumida et al., 2014). Hacia el quinto dia, se empezaron a desarrollar
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las placas psoriasicas y lesiones semejantes, y en algunos casos se observaron pequefas placas
localizadas, parecidas a heridas abiertas. Al realizar la evaluacién visual de las pieles el dia del
sacrificio de los ratones, se pudo observar el desarrollo del fenotipo de la psoriasis en los controles
positivos, junto con el enrojecimiento y las placas psoridsicas caracteristicas (Fig 7.7 A). Las pieles
de los controles negativos, a los cuales sélo se les rasurd el pelo, mantuvieron su coloracién

normal, sin lesiones.

El enrojecimiento de la piel en respuesta a los diferentes tratamientos no demostré una tendencia
evidente para ninguno de los casos. Si bien los controles negativos y positivos se pudieron
diferenciar claramente en cuanto al grado de eritema, todas las pieles que fueron tratadas con

Imiquimod demostraron niveles de eritema comparables (Fig 7.7 B).

En cuanto a las placas psoriasicas, en el tiempo 30 h, en los grupos Veh, N y Scr hubo menos placas
qgue en el grupo control +. En el tiempo 48 h, en los ratones tratados con el péptido Scr la
apariencia de las placas fue comparable a la del grupo control +, pero en aquellos tratados con el

péptido N o con el vehiculo hubo menos placas psoriasicas.

El grosor de la piel, el cual sélo se midié en el experimento en el que los péptidos se aplicaron
desde las 30 h después de haber iniciado el tratamiento con Imiquimod, tendié a disminuir en los
grupos Veh, N y Scr, comparado con el grupo control + (Fig 7.7). En general, la piel de los ratones
tratados con el vehiculo (grupos Veh, N y Scr), lucia mas hidratada que la de los controles tratados
Unicamente con Imiquimod (grupo +). El efecto emoliente del vehiculo se puede observar en las
graficas de puntaje acumulado de las 30 y 48 h, aunque tendié a disminuir cuando el tratamiento

empezd6 48 h después de la primera aplicacidon de Imiquimod.

El indice de psoriasis para ambos casos (30 h y 48 h) ubicé al control vehicular, a los tratamientos
con los péptidos y al Clobetasol entre los controles positivo y negativo (Fig 7.7 B). Entre todos, el
control vehicular tuvo mayor variabilidad entre ambos tiempos de aplicacién en cuanto a este
indice, presentando menores niveles que los péptidos cuando fue aplicado desde las 30 h, y

mayores que los mismos cuando fue aplicado desde las 48 h.
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Figura 7.7. Efecto del péptido N sobre la severidad de la psoriasis inducida por Imiquimod. A) Imagen
representativa de la apariencia macroscopica de la piel de los ratones con los tratamientos indicados.
B). Panel izquierdo, puntaje de los pardmetros evaluados a las 30 y 48 h después del inicio del
tratamiento con Imiquimod. Panel derecho, indice de severidad de las lesiones a las 48 h (minimo
cuatro ratones por grupo) y 30 h (con y sin grosor de la piel) (tres a cuatro ratones por grupo). Los
grupos abcd fueron designados segun la prueba de multiples comparaciones usando el método LSD de
Fisher no corregido, la matriz de valores p puede encontrarse en el Anexo 7.3. (-, control negativo; +,
control positivo, sélo Imiquimod; Veh, Imiquimod + control vehicular del péptido; N, Imiquimod
+péptido N; Scr, Imiquimod + péptido Scr).
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Figura 7.8. Efecto de la aplicacion del péptido N en la histologia de la piel. Cortes histolégicos
de las pieles de los animales tratados y tefiidas con hematoxilina y eosina. Panel superior: se
muestran las imagenes con un aumento de 10X. Panel inferior: se muestra el mismo campo con
un objetivo de 40X. (-, control negativo; +, control positivo, sélo Imiquimod; Veh, Imiquimod +
control vehicular del péptido; N, Imiquimod +péptido N; Scr, Imiquimod + péptido Scr).

Al realizar el analisis de los cortes histoldgicos de las pieles de los ratones se evidenciaron
importantes cambios en la estructura tisular de los controles positivos en comparacién a los
controles sanos (Fig 7.8). En primer lugar, la acantosis, entendida como el engrosamiento de la
epidermis, fue muy marcada en los controles positivos, lo cual concuerda con lo reportado en la
literatura para este modelo. En segundo lugar, en la dermis de los controles tratados con
Imiquimod se observé mayor infiltrado inflamatorio. De igual forma, en la piel de los ratones
tratados con el control vehicular se observaron altos niveles de infiltrado en la dermis, el cual fue
mas conspicuo cuando se inicid la aplicacion desde las 30 h. En cambio, el tratamiento con el

péptido N desde las 30 h disminuyd considerablemente el infiltrado celular en la dermis. Aunque
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el tratamiento con el péptido N no impidié el engrosamiento de la epidermis inducido por el
Imiquimod, la apariencia de la dermis se asemejé mas a la del control sano (ratones -). El
tratamiento con el péptido Scr, tanto desde las 30 como desde las 48 h, mostré acantosis e
infiltrado inflamatorio comparable al de los ratones del grupo control positivo. El Clobetasol por
su parte disminuyd considerablemente la acantosis, presentando un grosor de la epidermis muy
similar al control sano, al igual que un menor nivel de infiltrado leucocitario, pero abundantes

vasos sanguineos, en concordancia con el grado de eritema observado.

En conjunto, estos resultados indican que, a diferencia del péptido Scr y a pesar de que el vehiculo
de los péptidos por si solo tiene un cierto efecto emoliente, el péptido N disminuyd la inflamacidn
por el Imiquimod, y que aplicarlo 30 h después de la primera dosis de Imiquimod es mejor que
aplicarlo 48 h después de la primera dosis de Imiquimod. Ademds de mejorar la piel en términos
de eritema y de placas psoridsicas, se observd menor infiltrado inflamatorio en la dermis. Es
importante remarcar que la sola aplicacién del vehiculo del péptido (crema blanca) es suficiente
para disminuir visiblemente la formacién de placas psoriasicas, sin embargo, dicho tratamiento
no logra disminuir el infiltrado celular en la dermis. Finalmente, el Clobetasol, aunque inhibe la
formacidn de las placas psoridsicas, no tiene un efecto significativo en el enrojecimiento de la piel,
lo que se refleja en el puntaje para el eritemay la alta frecuencia de vasos sanguineos observados

en la histologia.

7.5.2. Efecto del péptido N en la angiogénesis in vivo.

La angiogénesis participa de manera importante en el desarrollo de las lesiones psoridsicas. En el
modelo de psoriasis inducido por Imiquimod, este agonista del TLR7 induce la produccion de VEGF,
un potente agente angiogénico, por parte de las células de la epidermis y del endotelio vascular
(Wu, Xie, Zhao, Liu, & Luo, 2016). Para evaluar el nivel de angiogénesis resultante de los distintos
tratamientos se consideraron tres parametros basicos para el analisis de la cara interna de la piel
de los ratones: 1) el didametro promedio de los vasos sanguineos, 2) el didametro mayor alcanzado
por los vasos, y 3) la densidad vascular. Con estos tres elementos, se calculé el indice (puntaje

acumulado) de angiogénesis.
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La piel de los ratones tratados con Imiquimod (control positivo) mostréd una vascularizacion
prominente, comparada con la de los controles sanos. La densidad vascular que se observé en
respuesta a la aplicacién del péptido N a las 30 0 48 h, se mantuvo al nivel del control negativo,
mientras que la densidad vascular en la piel de los ratones tratados con Imiquimod y el vehiculo
del péptido o el péptido Scr fue significativamente mas elevada. Asimismo, el didmetro promedio
de los vasos de la piel de los ratones tratados con el péptido N desde las 30 h después de iniciado
el tratamiento con Imiquimod fue menor que el de la piel de los ratones tratados con el vehiculo,
aunque cuando se aplicé el péptido a las 48 h, se vio un engrosamiento vascular semejante al del

tratamiento con el vehiculo (Fig 7.9) .

El puntaje acumulado de los diferentes pardmetros evidencié el efecto anti-angiogénico del
péptido N cuando éste se aplicé a las 30 h, mostrando valores muy similares al control negativo y
diferencidandose claramente del control positivo y el tratamiento con el péptido Scr. Por otro lado,
la aplicacion del péptdo N a las 48 h de haber iniciado el tratamiento no fue efectiva, pues no logré
diferenciarse ni del vehiculo, ni del tratamiento con el péptido Scr. Por su lado, el Clobetasol no

logré evitar la angiogénesis como resultado del tratamiento con el Imiquimod (Fig.7.9).

Estos resultados indican que el péptido N tiene capacidad anti-angiogénica al ser aplicado
tépicamente en la piel de los ratones tratados con Imiquimod, recapitulando los resultados
obtenidos ex vivo con los ensayos de angiogénesis con anillos adrticos, e in vitro, con los ensayos
de formacién de tubos con las células TeloHAEC. La aplicacion del péptido desde las 30 h de haber
iniciado el tratamiento con Imiquimod fue suficiente para inhibir la formacién de nuevos vasos
sanguineos, mientras que la aplicacion del mismo a las 48 h resultd sélo en una tendencia a

disminuir la densidad vascular que no logré ser estadisticamente significativa.
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Figura 7.9. Diferencias en la vascularizacion entre los distintos tratamientos experimentales. A)
Fotografias de la cara interna de la piel de los ratones al séptimo dia después del inicio del
tratamiento con Imiquimod. B) Cuantificacion de parametros de vascularizaciéon. Los grupos abcd
se designaron segun la prueba de multiples comparaciones usando el método LSD de Fisher no
corregido, la matriz de valores p puede encontrarse en el Anexo 7.4. (n=4). (-, control negativo; +,
control positivo, solo Imiquimod; VEH, Imiquimod + control vehicular del péptido; N, Imiquimod
+péptido N; Scr, Imiquimod + péptido Scr).
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El péptido N tiene un efecto diferencial en las poblaciones de células inflamatorias dependiendo
de su tiempo de aplicacién.

Para tener una idea del efecto sistémico que tendria la aplicacion del péptido N en el modelo de
psoriasis inducida por Imiquimod se evaluaron los niveles de células inflamatorias en la médula
Osea, el bazo y la sangre de los ratones, en el momento del sacrificio. La tendencia general entre
los controles negativos y positivos fue el aumento generalizado de neutrdfilos y monocitos en la
sangre y bazo de los ratones tratados con Imiquimod (Fig 7.10). Por otro lado, los linfocitos CD4 y
CD8 mostraron una tendencia a disminuir en la sangre y a aumentar en el bazo con el tratamiento

con Imiquimod.

Cuando la aplicacidn del péptido N inicié desde las 30 h después de la primera administracién de
Imiquimod, los niveles de neutréfilos y de linfocitos T en sangre disminuyeron y el nimero de
células mieloides CD11b+ Ly6G- fue muy semejante entre grupos. En cambio, cuando la aplicacion
empez6 48 h después de iniciado el tratamiento de Imiquimod, se registré un mayor nimero de
neutrofilos en sangre y una importante disminucion de esta poblacién en médula dsea (sugiriendo
una migracion de neutrdfilos de la médula dsea a la sangre), mientras que los niveles de linfocitos
T fueron comparables a los de los controles tratados con Imiquimod. Asimismo, en este grupo, la
cantidad de células mieloides CD11b+ Ly6G- es mayor en los ratones tratados con el vehiculo de
los péptidos, el péptido N o Scr que en los ratones tratados sélo con Imiquimod o Clobetasol,

reflejando probablemente un efecto del vehiculo.

En el bazo, se encontré un comportamiento mds homogéneo entre todos aquellos tratamientos
en los que se administré Imiquimod. El grupo tratado con Clobetasol, resultd ser similar al control

negativo, tanto en la cantidad de las células inflamatorias como en sus proporciones relativas.
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Figura 7.10. Cantidad de células inflamatorias en médula dsea, sangre y bazo al séptimo dia
del tratamiento con Imiquimod. Se presentan los resultados del conteo de las poblaciones
celulares indicadas en las dos modalidades del ensayo: iniciando el tratamiento con el péptido a
las 30 h o a las 48 h después de la primera aplicacion de Imiquimod (n=3-4 ratones por grupo).
(-, control negativo; +, control positivo, solo Imiquimod; VEH, Imiquimod + control vehicular del
péptido; N, Imiquimod +péptido N; Scr, Imiquimod + péptido Scr). El diagrama de puntos para
cada raton se puede encontrar en el Anexo 7.5.

Otro parametro que se considerd para valorar el efecto del péptido N en el modelo de psoriasis
inducida por Imiquimod fue el peso del bazo. En respuesta al tratamiento con Imiquimod, el
tamafio del bazo aumenta de manera considerable (van der Fits et al., 2009), indicativo de un
proceso inflamatorio generalizado. En congruencia con esto, observamos que, en respuesta a los
diferentes tratamientos, se hizo evidente que el tratamiento con Imiquimod indujo el aumento
del tamafio del bazo, especialmente en el tratamiento con el vehiculo del péptido, el cual resulté
ser significativamente mayor en comparacion al resto, en ambos tiempos de aplicacion (Fig 7.11).
De hecho, los resultados para los dos tiempos de aplicacion probados tuvieron una baja

variabilidad entre los diferentes tratamientos, presentando valores muy parecidos en los que se
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mantuvo la tendencia del aumento del peso del bazo en los controles positivos y los tratamientos
con los péptidos N y Scr por igual. Por otro lado, la aplicacion del Clobetasol abatié la
esplenomegalia inducida por Imiquimod, lo cual es un indicativo mas del caracter sistémico de

este farmaco.

En conjunto, estos resultados indican que la aplicacion tdpica del péptido N altera las proporciones
de células inflamatorias en los tres compartimentos evaluados, pero de una manera menos radical
qgue el Clobetasol, dejando la puerta abierta para montar un proceso inflamatorio a nivel

sistémico.
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Figura 7.11. Peso de los bazos de los ratones en el experimento in vivo con Imiquimod. Se observa
un agrandamiento del bazo en los ratones tratados con Imiquimod. Los grupos abcd fueron
designados segun la prueba de multiples comparaciones usando el método LSD de Fisher no
corregido, la matriz de valores p puede encontrarse en el Anexo 7.6. (n=3-4). (-, control negativo; +,
control positivo, sélo Imiquimod; VEH, Imiquimod + control vehicular del péptido; N, Imiquimod
+péptido N; Scr, Imiquimod + péptido Scr).

7.5.3. Los péptidos N, Na y K12A afectan la viabilidad de los fibroblastos dérmicos y
queratinocitos humanos

Ademads de los factores angiogénicos producidos por las células de la piel y el infiltrado
inflamatorio en las lesiones psoriasicas, los fibroblastos contribuyen a la angiogénesis

produciendo diversos factores angiogénicos como son el VEGF y el FGF, y de manera importante,

60



moléculas para formar y remodelar la matriz extracelular (coldgenas y metaloproteasas) (Nakatsu
et al., 2003). Para evaluar si la inhibicidén de la angiogénesis que observamos in vivo en el ensayo
de psoriasis podria deberse a que el péptido N y sus variantes Na y K12A inducen la muerte de los
fibroblastos, se valoré el efecto citotéxico de los péptidos con fibroblastos humanos aislados de
muestras de piel de individuos sanos y de pacientes con psoriasis (Fig 7.12). De una manera
general, la curva dosis-respuesta para los fibroblastos de donadores sanos no resultd ser
notoriamente diferente a la de fibroblastos provenientes de pacientes con psoriasis, siendo que
ambos fueron igualmente susceptibles a la induccidn de la muerte por efecto de los péptidos
evaluados. Al igual que en los fibroblastos NIH-3T3, el péptido Na resultd ser significativamente
mas citotdxico desde concentraciones mas bajas que el péptido N y el K12A. A diferencia de los
fibroblastos de ratén NIH-3T3 que fueron afectados significativamente por los péptidos N y K12A
desde una concentracion de 10 uM, en los fibroblastos de piel humana se logré el mismo efecto

hasta una concentracién mayor de 15 pM.

En el contexto de la psoriasis, los queratinocitos que son el tipo celular mas abundante de la
epidermis adoptan un fenotipo hiperproliferativo generando acantosis en la piel, entendida como
el engrosamiento de la epidermis. Considerando lo anterior, se realizaron ensayos de viabilidad
con cristal violeta con la linea celular de queratinocitos humanos HaCaT (Fig 7.12). Los resultados
indican que los péptidos son citotdxicos para los queratinocitos desde la concentracién de 5 uM
para la forma carboxiamidada Na, y 10 uM para los péptidos Ny K12A. A 25 uM, los tres péptidos

N, Nay K12A, indujeron la muerte de aproximadamente del 60 % al 70 % de las células.
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Figura 7.12. Viabilidad celular medida después de dos horas de incubacion con los péptidos.
Ensayos de viabilidad con cristal violeta para fibroblastos dérmicos primarios aislados de
personas sanas y con psoriasis, y queratinocitos de la linea HaCaT. Significancia estadistica con
respecto al Scr. Test de multiples comparaciones de Dunnett (***p<0.0001 **p<0.001,

*p<0.01). Resultados de dos réplicas experimentales independientes con tres pozos por
concentracion.

62



8. Discusion

En el presente proyecto se reporta la capacidad de un péptido de defensa aislado de la secrecién
cutanea de la rana P. dacnicolor de inducir la muerte de varios tipos celulares. Dicho péptido,
denominado péptido N, junto con sus variantes Na (carboxiamidada) y K12A, mostré tener un

efecto inhibitorio en el proceso de angiogénesis.

Los resultados obtenidos con los anillos adrticos de ratén indicaron que los péptidos N, Na 'y K12A
inhiben la angiogénesis (Fig 7.1). Considerando que en el crecimiento angiogénico de los anillos
adrticos participa una poblacidn mixta de células (endoteliales, pericitos, fibroblastos, macrofagos
y dendriticas) y que en los Antecedentes de este trabajo se determiné que los péptidos N, K12A 'y
Na eran altamente citotéxicos para las células leucocitarias, se procedid a evaluar el efecto de los
péptidos directamente sobre lineas de células endoteliales y fibroblastos. Esto fue importante
teniendo en cuenta que las células endoteliales constituyen el elemento principal de los vasos
sanguineos y los fibroblastos contribuyen a la angiogénesis remodelando y depositando la matriz

extracelular, ademds de producir factores de crecimiento importantes para este proceso.

Los ensayos de viabilidad realizados con cultivos de células TeloHAEC (células endoteliales
humanas derivadas de aorta e inmortalizadas) crecidas en monocapa mostraron que a la mayor
concentracién probada (25 uM), los tres péptidos (N, Na y K12A) inducian la muerte de cerca del
50% de las células. De manera general el péptido Na mostré tener mayor actividad que el péptido

Ny el péptido K12A (Fig 7.2).

Cuando se evaluo el efecto de los péptidos sobre las células TeloHAEC, en condiciones de cultivo
gue permitian la formacion de tubos se observaron resultados muy diferentes segin el momento
en el que se agregaron los péptidos. Silos péptidos se agregaban cuando las células ya se habian
polarizado y formaban tubos, éstos no tenian un efecto significativo sobre la viabilidad de las
células a concentraciones de hasta 15 uM (Fig 7.3). En cambio, cuando las células y los péptidos
se combinaron en suspensidn a esta misma concentraciéon, en el momento de sembrar las células,
el efecto citotéxico del péptido Na, pero no de los péptidos N o K12A, fue evidente (Fig 7.4), lo
cual pudo deberse a que una proporcion de las células tratadas con el péptido Na haya muerto

antes de lograr adherirse al sustrato y formar tubos. Lo anterior concuerda con los resultados de
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los ensayos de viabilidad de azul tripano (Fig 7.5), en donde el péptido Na indujo la muerte de la
mayoria de las células endoteliales a una concentracién de 15 uM cuando éstas se trataron en

suspension con los péptidos.

Por lo general, cuando las células TeloHAEC crecen en monocapa o estan en suspension, no
presentan polaridad apico-basal. Cuando hacen contacto con las proteinas de matriz extracelular
y los factores de crecimiento del Matrigel, establecen una polaridad apico-basal a través de las
vias de sefalizacidon de VEGF y de NOTCH que les permite alinearse y formar estructuras tubulares
con un lumen, con la zona apical orientada hacia el lumen del vaso y la zona basal en contacto con
la [dmina basal (Nakayama et al., 2013). En funcién de lo anterior, es posible que la mayor
susceptibilidad de las células al efecto citotdxico de los péptidos cuando se encuentran formando una
monocapa o estan en suspensién, comparado a cuando estan polarizadas refleje diferentes
caracteristicas fisicoquimicas de la membrana (Davis, Speichinger, Norden, Kim, & Bowers, 2015). En
particular, es posible que la curvatura de la membrana sea determinante para la accién de los
péptidos N, Na y K12A, como se ha reportado con péptidos de caracteristicas similares (Chen &
Mark, 2011). La dilucidacién del mecanismo exacto por el cual los péptidos evaluados afectan las
membranas celulares va mas alla de los objetivos del presente proyecto, y constituye el principal
objetivo de otros trabajos que se estan llevando a cabo actualmente en nuestro grupo de

investigacion.

Los fibroblastos, el otro tipo celular que estd involucrado de manera importante en la
angiogénesis, fueron mas sensibles al efecto citotdxico de los péptidos que las células
endoteliales, siendo que desde la concentracidon de 10 uM se observd la muerte de mas del 50%
de las células (Fig 7.2 y Fig 7.12). Esto concuerda con los resultados de los experimentos en los
que se evalué la capacidad inhibitoria de la angiogénesis con ensayos de los anillos aérticos (Fig
7.1). No obstante, cabe resaltar que los experimentos que se reportan en este trabajo fueron
realizados con cultivos 2D, con células en monocapa, adheridas a una superficie plana, un estado
gue no reconstituye las caracteristicas de la estructura estratificada propia de este tipo celular.
Por esta razon, para evaluar nuevamente la susceptibilidad de los queratinocitos y los fibroblastos
a los péptidos, serd necesario realizar este tipo de experimentos con células cultivadas en

condiciones 3D.

En conjunto estos resultados sugieren que el efecto anti-angiogénico de los péptidos que se

observo en los ensayos de anillos adrticos, no se debe a la induccion de la muerte de las células
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endoteliales, sino mdas bien a la ausencia de los factores angiogénicos producidos por los
fibroblastos o las células leucocitarias. Esto cobra ain mas sentido si se considera que en el ensayo
de la formacién de tubos se suplementa a las células con todos los factores pro-angiogénicos
recombinantes necesarios, que normalmente serian producidos por las células involucradas en el
proceso (principalmente células inflamatorias y fibroblastos) (DeCicco-Skinner et al., 2014), lo que
explicaria por qué los péptidos no afectaron la formacién y mantenimiento de la red tubular

formada por las células endoteliales TeloHAEC.

En general, la actividad de los péptidos evaluados demostrd tener una tendencia clara: la forma
carboxiamidada Na resulté ser la mas eficiente en la mayoria de los ensayos, mientras que los
péptidos K12A y N, demostraron tener actividades comparables en todos los experimentos, a
excepcion de los ensayos de viabilidad con fibroblastos, en los cuales el N resulté ser ligeramente
mas eficiente. Esto puede explicarse con base en las diferencias estructurales que presentan los
tres péptidos. Se ha reportado que la carboxiamidacion de péptidos antimicrobianos
estructuralmente similares a los utilizados en este proyecto es importante para promover la
estabilidad de las hélices en la interfaz membranal, lo cual a su vez incrementa la concentracién
local del péptido y facilita la formacién de poros o de micelas que desintegran la estructura
membranal (Mura et al., 2016). Por otro lado, para el caso del péptido K12A, el reemplazo de una
lisina por una alanina resulta en una disminucién de la carga neta del péptido, lo que alteraria en

cierta medida su interaccion electrostatica con la membrana.

En un contexto inflamatorio in vivo, la angiogénesis tiene un papel fundamental ya que es la que
permite responder a la demanda de nutrientes y oxigeno de los tejidos; ademas, facilita la
migracién de células inflamatorias al lugar de la lesidon. Asi, muchos procesos inflamatorios se
asocian con una angiogénesis exacerbada que en la mayoria de los casos da lugar al
mantenimiento y progreso de la inflamaciéon. Mas particularmente, siendo la angiogénesis un
proceso esencial para el desarrollo de la psoriasis, se ha propuesto interferir con ella para evitar
el progreso de la enfermedad (Shaker et al., 2013; Weidemann, Crawshaw, Byrne, & Young, 2013).
Sin embargo, tratar este tipo de afecciones inhibiendo sélo la angiogénesis no es suficiente, y es
necesario poder manipular la capacidad inmunoreguladora del organismo para contener y evitar
la inflamacidn crénica. Considerando que los péptidos N, Na y K12A demostraron tener un efecto
citotdxico sobre las células inflamatorias y ademas un efecto anti-angiogénico ex vivo, se evalud

la posibilidad de que estos péptidos tuvieran un potencial para tratar padecimientos en los que
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ademas de una inflamacidn, hubiera un proceso angiogénico importante asociado a ella, por esta
razén se probd la efectividad del péptido N in vivo, en el modelo murino de psoriasis inducida por
Imiquimod. Se selecciond el péptido N en primera instancia por mostrar una actividad intermedia,
y posiblemente menos toxica al ser administrada en un organismo que la que pudiera tener el

péptido Na, que fue mds activo en los ensayos in vitro.

La evaluacién visual de los animales en el modelo de psoriasis inducido por Imiquimod, mostré
que la aplicacién tépica del péptido N aminora ligeramente la aparicién de las lesiones psoridsicas
(Fig 7.7). Asi mismo, disminuyd la angiogénesis en la piel tratada sin importar su tiempo de
aplicacion (30 o 48 h después de la primera aplicacién de Imiquimod) (Fig. 7.10). A nivel
histoldgico, las tinciones de hematoxilina-eosina mostraron que el efecto del péptido fue mas
evidente cuando su aplicacién inicié a las 30 h después de haber iniciado el tratamiento con
Imiquimod, observandose menor infiltrado inflamatorio en la piel tratada comparado con los
ratones control (Fig. 7.9). Como control vehicular de los péptidos, se empled una crema cuya
formulacion es similar a la del vehiculo del Imiquimod (Aldara). Esta crema provoca, por si sola,
una disminucion visible de la formacion de placas psoridsicas, aunque no inhibe el aumento de la
vascularizacion. El uso de un control mas apropiado se vuelve importante en este caso ya que la
gran mayoria de los estudios referentes a este modelo reportan el uso de glicerina (si bien uno de
los componentes del vehiculo, mas no el Unico) como control negativo, la cual, a diferencia del

vehiculo usado en estos experimentos, no tiene un efecto emoliente.

Los linfocitos T CD4+, los neutrdfilos y las células dendriticas son las células cuya funcion se ve
exacerbada en las lesiones psoridsicas (Nickoloff & Nestle, 2004). Aunque en este trabajo no se
pudo evaluar la presencia de estas células en los cortes de piel de los animales de los diferentes
grupos experimentales, se evaluaron las proporciones relativas de estas células en médula 6sea,
sangre y bazo de los ratones. Dependiendo del tiempo en el que se inici6 el tratamiento con el
péptido N (30 h 6 48 h después del inicio de la aplicacién del Imiquimod), los niveles de las células
inflamatorias evaluadas, principalmente de los neutréfilos, variaron considerablemente. Cuando
el péptido N fue aplicado a las 30 h después del inicio del tratamiento con Imiquimod se registré
una disminucién en los niveles de neutréfilos en la sangre en comparacién con los animales
tratados Unicamente con Imiquimod. En cambio, cuando el tratamiento con el péptido se realizd
desde las 48 h después de la primera aplicacién de Imiquimod, se observé un aumento en el

numero de neutrdfilos en la sangre, el cual refleja una migracion incrementada de los mismos
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desde la médula ésea. El tratamiento con Clobetasol, un corticosteroide usado en el tratamiento
de la psoriasis tuvo efectos practicamente opuestos sobre la abundancia relativa de las diferentes
estirpes celulares analizadas, lo cual seiiala que el péptido N y el Clobetasol actian por

mecanismos diferentes (Fig 7.11).

A pesar de que el péptido N aparentemente disminuyd el nimero de neutrdfilos en la sangre, el
infiltrado inflamatorio en el tejido y el desarrollo de nuevos vasos sanguineos en la piel en
respuesta al insulto con Imiquimod, el tratamiento con el péptido no contuvo el aumento en el
peso del bazo caracteristico de este modelo experimental. En cambio, el Clobetasol, un compuesto
gue promueve la sintesis de proteinas antiinflamatorias e inhibe la produccién de varios
mediadores inflamatorios como el acido araquiddnico y las prostaglandinas, impidié claramente
el incremento en el tamafo del bazo inducido por el Imiquimod, y mantuvo una celularidad

comparable a la de los ratones controles negativo (ratones -, no tratados con Imiquimod).

Globalmente, los resultados sugieren que, segln el momento de aplicacién, el péptido N podria
modificar la cinética de la expresion de las principales citocinas implicadas en el modelo de
psoriasis. El pico de expresién de IL-23p19 se da cerca del tercer dia de tratamiento (Fig 1.3),
desencadenando la expresion de las demas citocinas caracteristicas de la respuesta inflamatoria
de tipo Th17 propia de la psoriasis. Al iniciar la aplicacion del péptido N a las 48 h de haber
empezado el tratamiento con Imiquimod, el péptido no pudo frenar la llegada de los neutrdfilos
a las lesiones psoridsicas, ya que para ese tiempo ya se habria dado el pico de expresion de IL-
23p19, los niveles de las demas citocinas ya empezarian a incrementar y a establecer un ambiente
proinflamatorio junto con la sefializacion para el reclutamiento de dichas células. Lo anterior se
evidencid en el aumento de neutréfilos en la sangre y a nivel histolégico, en el infiltrado

leucocitario en las pieles

Desafortunadamente, los experimentos preliminares que se realizaron para evaluar los niveles de
citocinas secretadas por los explantes de la piel de los ratones de los distintos grupos
experimentales (Anexo 8.1) no permitieron concluir acerca de esta hipdtesis. En la realizacion de
estas mediciones pudieron haberse cometido varios errores en cuanto al disefio de los
experimentos. El primero, y probablemente el de mayor peso, es el momento en el que se
realizaron las medidas. Los explantes de piel se obtuvieron al momento del sacrificio de los
animales, es decir en promedio 140 h después de iniciar el tratamiento con Imiquimod, cuando

los niveles de las citocinas disminuyen (Fig 1.3). Es posible ademas que el volumen de medio de
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cultivo en el que se colocaron los explantes haya sido demasiado grande y que la falta de
inhibidores de proteasas resultara en concentraciones de citocinas mas bajas de lo que detecta el
ensayo multiplex que se empled. Disponer de esta informacidn es claramente importante para la
validacién del efecto anti-angiogénico y potencialmente antiinflamatorio del péptido N y que es

interesante resolver.

Los antiinflamatorios esteroideos y no esteroideos constituyen actualmente los tratamientos de
elecciéon para enfermedades como la psoriasis. El principal mecanismo de accidén de este tipo de
medicamentos es promover la sintesis de proteinas antiinflamatorias e inhibir la produccion de
varios mediadores inflamatorios, como los niveles de dcido araquiddnico y prostaglandinas, lo que
resulta en un estado de inmunosupresién, haciendo a los pacientes mds vulnerables a infecciones
oportunistas. En este sentido, las ventajas que tendria la implementacién de una molécula como
lo es el péptido N es que, por un lado, como se muestra en este trabajo, su aplicacidn tiene el
potencial de disminuir la inflamacién local en el tejido lesionado, y, por otro lado, su capacidad
antimicrobiana (ver secciéon de Antecedentes) estaria confiriendo proteccion ante infecciones
oportunistas. Por ultimo, el uso de péptidos con estas capacidades bioldgicas podria ser
implementado para el tratamiento de otras enfermedades diferentes a la psoriasis, en las que
haya un proceso angiogénico patoldgico importante como, por ejemplo, el cancer o la

degeneracion macular.

68



10.

. Conclusiones

El efecto anti-angiogénico producido por los péptidos N, Na y K12A probablemente
involucre la induccion de la muerte de células inflamatorias y fibroblastos, lo que priva a
las células endoteliales de varios de los factores de crecimiento y citocinas que son
necesarias para desencadenar el proceso de angiogénesis.

Los vasos sanguineos ya establecidos tienen poca o nula susceptibilidad a ser afectados
por los péptidos N, Na y K12A.

El péptido N logra inhibir el proceso de angiogénesis en el modelo in vivo de psoriasis

inducida por Imiquimod.

Perspectivas

Evaluar de manera cuantitativa los niveles de células inflamatorias en el tejido tratado
en el modelo de psoriasis.

Demostrar cdmo se ve afectada la viabilidad de las células inflamatorias, fibroblastos y
gueratinocitos in vivo por la accion de los péptidos e in vitro en cultivos 3D.

Evaluar el efecto de los péptidos en otras células implicadas en la angiogénesis como los
pericitos, las células dendriticas y los macréfagos residentes en el tejido de los anillos
adrticos.

Analizar el mecanismo de accion de los péptidos para la induccion de la muerte celular y
el efecto anti-angiogénico.

Evaluar la efectividad de la aplicacion de los péptidos en otro modelo de angiogénesis in

vivo, como en modelos de cancer tumoral.
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12. Anexos

6.1. Estrategia de gating para los ensayos de viabilidad con citometria de
flujo.

250K = 250K = Viability Dye 780-A- Viabilty Dye 780-A+
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6.2. Inocuidad de la crema vehicular.

Se realizco una prueba aplicando topicamente la crema blanca (vehiculo de los péptidos utilizado
en el modelo de psoriasis inducida por imiquimod) sobre la piel de los ratones sanos. La aplicacidn
de la crema blanca no tuvo un efecto significativo ni en la coloracién ni en la vascularizacién de la
piel.

Sin
Vehiculo

Con
Vehiculo
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6.3. Detalles de anticuerpos usados en citometria de flujo.

Anticuerpo Clona Marca # Catdlogo Lote Dilucidn
Anti-Mouse CD4 RM4-5  TONBO 67-0042-U100 C0042120116673 1:100
PerCP Biosciences
Brilliant Violet 510  53-6.7 Biolegend 100752 1:100
anti-mouse CD8
Anti-Human/Mouse M1/70 TONBO 20-0112-U100 C0112011519203 1:100
APC Biosciences
Anti-Mouse Ly-6G RB6- TONBO 35-5931-U500  €5931102715354  1:100
(Gr-1) FITC 8C5 Biosciences
Anti-Mouse CD3a 145- TONBO 50-0031-U100 C0031050819503 1:100
PE 2C11 Biosciences

7.1. Efecto de los péptidos N, Na y K12A en los anillos adrticos a
concentracion de 2.5 uM.
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Efecto de los péptidos en el crecimiento angiogénico en el ensayo de anillos adrticos. Se
muestran los resultados del area de angiogénesis al cuarto dia después de la aplicacién
de los péptidos. Los datos fueron analizados mediante la prueba de multiples
comparaciones de Dunnett, después de haber realizado el analisis de varianza de una via
de Kruskal-Wallis, no encontrandose diferencia estadisticamente significativa entre los
distintos tratamientos.
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7.2. Ensayo de viabilidad por citometria de flujo con fibroblastos NIH 3T3

Células vivas

%

150 A

100 A

NIH 3T3

15 25

Concentracion (M)

Viabilidad celular medida después de dos h de incubacion con los péptidos de
fibroblastos NIH-3T3. Ensayo de viabilidad por citometria de flujo. Test de multiples
comparaciones de Dunnett (***p<0.0001**p<0.001, *p<0.01).

7.3. Matriz de valores p de Fig 7.7.

e Eritema (30 h)

Uncorrected Fisher's LSD

- VS, +

-vs. Veh

-vs. N

- vs. Scr

+vs. Veh

+vs. N

+ vs. Scr

Vehvs. N

Veh vs. Scr

N vs. Scr

Mean Diff, Significant? Summary

-3,000
-1,750
-2,000
-2,750
1,250
1,000
0,2500
-0,2500
-1,000

-0,7500

Yes

Yes

Yes

Yes

No

No

No

No

No

No

* %k ¥

* %

* %k

ns

ns

ns

ns

ns

ns

Individual P Value
0,0003
0,0313
0,0052
0,0010
0,1073
0,1138
0,6999
0,7338
0,2111

0,2592
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e Eritema (48 h)

Uncorrected Fisher's LSD

Mean Diff, Significant? Summary

Individual P Value

-vs. + -3,107 Yes lololol < 0,0001
- vs. Veh -3,190 Yes *Akk < 0,0001
-vs. N -2,107 Yes lololol < 0,0001
- vs. Scr -2,524 Yes lololol < 0,0001
- vs. Clob -3,357 Yes lololl <0,0001
+vs. Veh -0,08333 No ns 0,8735
+vs. N 1,000 No ns 0,0502
+ vs. Scr 0,5833 No ns 0,2728
+ vs. Clob -0,2500 No ns 0,6072
Vehvs. N 1,083 Yes * 0,0496
Veh vs. Scr 0,6667 No ns 0,2421
Veh vs. Clob -0,1667 No ns 0,7505
N vs. Scr -0,4167 No ns 0,4298
N vs. Clob -1,250 Yes * 0,0171
Scr vs. Clob -0,8333 No ns 0,1232
e Placas (30 h)

Uncorrected Fisher's LSD Mean Diff, Significant? Summary Individual P Value
- VS, + -3,250 Yes Hokk 0,0009
-vs. Veh -0,5000 No ns 0,5928
-vs. N -2,000 Yes * 0,0196

- vs. Scr -2,000 Yes * 0,0283
+vs. Veh 2,750 Yes * 0,0106
+vs. N 1,250 No ns 0,1183

+ vs. Scr 1,250 No ns 0,1453
Vehvs. N -1,500 No ns 0,1252
Veh vs. Scr -1,500 No ns 0,1439
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N vs. Scr 0,0 No ns >0,9999
e Placas (48 h)

Uncorrected Fisher's LSD Mean Diff, Significant? Summary Individual P Value
-vs. + -3,250 Yes lololol <0,0001
- vs. Veh -1,667 Yes *x 0,0025
-vs. N -1,750 Yes *kk 0,0007

- vs. Scr -3,000 Yes laloll <0,0001
- vs. Clob -1,500 Yes ** 0,0027
+vs. Veh 1,583 Yes *k 0,0076
+vs. N 1,500 Yes *x 0,0065

+ vs. Scr 0,2500 No ns 0,6428

+ vs. Clob 1,750 Yes ** 0,0021
Vehvs. N -0,08333 No ns 0,8768
Veh vs. Scr -1,333 Yes * 0,0297
Veh vs. Clob 0,1667 No ns 0,7568
N vs. Scr -1,250 Yes * 0,0293
N vs. Clob 0,2500 No ns 0,6166
Scr vs. Clob 1,500 Yes * 0,0108

e Grosor (30 h)

Uncorrected Fisher's LSD Mean Diff, Significant? Summary Individual P Value
- VS, + -3,000 Yes *x 0,0023

- vs. VEH -1,000 No ns 0,3142
-vs. N -1,500 No ns 0,0776

- vs. Scr -0,5000 No ns 0,5625
+vs. VEH 2,000 No ns 0,0575
+vs. N 1,500 No ns 0,0776

+ vs. Scr 2,500 Yes * 0,0115
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VEH vs. N

VEH vs. Scr

N vs. Scr

-0,5000
0,5000

1,000

No

No

ns

ns

ns

0,6090
0,6273

0,2566

e Puntaje acumulado (30 h)

Uncorrected Fisher's LSD

-Vs. +

- vs. Veh

-vs. N

- vs. Scr

+vs. Veh

+vs. N

+vs. Scr

Vehvs. N

Veh vs. Scr

N vs. Scr

Mean Diff,

-6,250
-2,250
-4,000
-4,750
4,000
2,250
1,500
-1,750
-2,500

-0,7500

Significant? Summary

Yes

No

Yes

Yes

Yes

No

No

No

No

No

* %k *

ns

* %

* %

ns

ns

ns

ns

ns

Individual P Value
0,0003
0,1648
0,0073
0,0041
0,0220
0,0950
0,2853
0,2722
0,1448

0,5863

e Puntaje acumulado (48 h)

Uncorrected Fisher's LSD

- VS, +

-vs. Veh

-vs. N

- vs. Scr

- vs. Clob

+vs. Veh

+vs. N

+ vs. Scr

c+ vs. Clob

Vehvs. N

Mean Diff,

-6,357
-4,857
-3,857
-5,524
-4,857
1,500
2,500
0,8333
1,500

1,000

Significant? Summary

Yes

Yes

Yes

Yes

Yes

No

Yes

No

No

No

% %k %k %k

% %k %k %k

%k %k %k %k

%k %k %k %k

%k %k %k %k

ns

* %

ns

ns

ns

Individual P Value
< 0,0001

< 0,0001

< 0,0001

< 0,0001

< 0,0001

0,1001

0,0057

0,3489

0,0774

0,2634




Veh vs. Scr

Veh vs. Clob

N vs. Scr

N vs. Clob

Scr vs. Clob

-0,6667
0,0
-1,667
-1,000

0,6667

No

No

No

No

No

ns

ns

ns

ns

ns

0,4811
>0,9999
0,0699
0,2283

0,4518

e Puntaje acumulado (30 h- incluyendo grosor de la piel)

Uncorrected Fisher's LSD

-Vs. +

- vs. Veh

-vs. N

- vs. Scr

+vs. Veh

+vs. N

+ vs. Scr

Vehvs. N

Veh vs. Scr

N vs. Scr

Mean Diff, Significant? Summary

-9,250
-3,250
-5,500
-5,917
6,000
3,750
3,333
-2,250
-2,667

-0,4167

Yes

No

Yes

Yes

Yes

Yes

Yes

No

No

No

% %k % %

ns

* %

* %

* %

ns

ns

ns

Individual P Value
< 0,0001

0,0799

0,0019

0,0019

0,0041

0,0192

0,0460

0,2100

0,1622

0,7856

7.4. Matriz de valores p de la Figura 7.9.

e Diametro promedio (30 h)

Uncorrected Fisher's LSD

-VS. +

-vs. Veh

-vs. N

- vs. Scr

+vs. Veh

Mean Diff, Significant? Summary

-0,08699
-0,2977
0,03974
-0,08493

-0,2107

ns

* %

ns

ns

Individual P Value
0,2534
0,0019
0,5962
0,2644

0,0311
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+vs. N

+ vs. Scr

Vehvs. N

Veh vs. Scr

N vs. Scr

0,1267
0,002058
0,3375
0,2128

-0,1247

No

Yes

Yes

No

ns

ns

* %

ns

0,1452
0,9805
0,0015
0,0297

0,1515

e Diametro promedio (48 h)

Uncorrected Fisher's LSD

-Vs. +

- vs. Veh

-vs. N

- vs. Scr

- vs. Clob

+vs. Veh

+vs. N

+ vs. Scr

+ vs. Clob

Vehvs. N

Veh vs. Scr

Veh vs. Clob

N vs. Scr

N vs. Clob

Scr vs. Clob

Mean Diff,
-0,08699
-0,2653
-0,1262
-0,05630
-0,2062
-0,1783
-0,03924
0,03069
-0,1192
0,1390
0,2090
0,05905
0,06992
-0,07999

-0,1499

Significant? Summary

No

Yes

No

No

Yes

No

No

No

No

No

No

No

No

No

No

ns

* %

ns

ns

ns

ns

ns

ns

ns

ns

ns

ns

ns

ns

Individual P Value
0,3121
0,0097
0,1483
0,5487
0,0236
0,0969
0,6826
0,7670
0,2224
0,1891
0,0707
0,5697
0,5016
0,4078

0,1583

e Didametro mayor (30 h)

Uncorrected Fisher's LSD

- VS, +

-vs. Veh

-vs. N

Mean Diff,
-0,2563
-0,3323

0,07310

Significant? Summary

Yes

Yes

No

*

* %

ns

Individual P Value
0,0247
0,0099

0,4916
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- vs. Scr

+vs. Veh

+vs. N

+ vs. Scr

Vehvs. N

Veh vs. Scr

N vs. Scr

-0,1025
-0,07600
0,3294
0,1537
0,4054
0,2297

-0,1756

No

No

Yes

No

Yes

No

No

ns

ns

ns

* %

ns

ns

0,3379
0,5565
0,0121
0,2076
0,0053
0,0876

0,1527

e Diametro mayor (48 h)

Uncorrected Fisher's LSD

-VSs. +

- vs. Veh

-vs. N

- vs. Scr

- vs. Clob

+vs. Veh

+vs. N

+ vs. Scr

+ vs. Clob

Vehvs. N

Veh vs. Scr

Veh vs. Clob

N vs. Scr

N vs. Clob

Scr vs. Clob

Mean Diff,
-0,2563
-0,1083
-0,2248
-0,2197
-0,3436
0,1480
0,03147
0,03652
-0,08732
-0,1165
-0,1115
-0,2353
0,005054
-0,1188

-0,1238

Significant? Summary

Yes

No

No

No

Yes

No

No

No

No

No

No

No

No

No

No

*

ns

ns

ns

* %k

ns

ns

ns

ns

ns

ns

ns

ns

ns

ns

Individual P Value
0,0411
0,4109
0,0698
0,1043
0,0085
0,3122
0,8141
0,8005
0,5161
0,4238
0,4734
0,1152
0,9721
0,3793

0,3958

e Densidad vascular (30 h)

Uncorrected Fisher's LSD

-VS. +

Mean Diff,

-0,3916

Significant? Summary

No

ns

Individual P Value

0,1644
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-vs. Veh

-vs. N

- vs. Scr

+vs. Veh

+vs. N

+ vs. Scr

Vehvs. N

Veh vs. Scr

N vs. Scr

-1,110
0,02632
-0,4553
-0,7189
0,4179
-0,06374
1,137
0,6552

-0,4816

Yes

No

No

Yes

No

No

Yes

No

No

* %

ns

ns

ns

ns

* %

ns

ns

0,0035
0,9315
0,1491
0,0434
0,1834
0,8352
0,0052
0,0834

0,1627

e Densidad vascular (48 h)

Uncorrected Fisher's LSD

-VSs. +

- vs. Veh

-vs. N

- vs. Scr

- vs. Clob

+vs. Veh

+vs. N

+ vs. Scr

+ vs. Clob

Vehvs. N

Veh vs. Scr

Veh vs. Clob

N vs. Scr

N vs. Clob

Scr vs. Clob

Mean Diff,

-0,3916
-0,1749
0,01197
-0,1532
-0,9766
0,2167

0,4035

0,2383

-0,5851
0,1869

0,02164
-0,8018
-0,1652
-0,9886

-0,8234

Significant? Summary

Yes

No

No

No

Yes

No

Yes

No

Yes

No

No

Yes

No

Yes

Yes

*

ns

ns

ns

% %k % %

ns

* %

ns

* %

ns

ns

* % %k

ns

%k %k %k %k

%k %k %k %k

Individual P Value
0,0130
0,3397
0,9312
0,3288
< 0,0001
0,2390
0,0068
0,1337
0,0014
0,2877
0,9081
0,0003
0,2648

< 0,0001

<0,0001
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e Puntaje acumulado (30 h)

Uncorrected Fisher's LSD Mean Diff, Significant? Summary

- VS, + -0,9301 No ns
- vs. Veh -1,875 Yes **
-vs. N 0,004372 No ns
- vs. Scr -0,7776 No ns
+vs. Veh -0,9452 No ns
+vs. N 0,9344 No ns
+ vs. Scr 0,1525 No ns
Vehvs. N 1,880 Yes *k
Veh vs. Scr 1,098 No ns
N vs. Scr -0,7820 No ns

Individual P Value
0,0567
0,0016
0,9924
0,1056
0,1064
0,0863
0,7700
0,0035
0,0641

0,1460

e Puntaje acumulado (48 h)

Uncorrected Fisher's LSD Mean Diff, Significant? Summary

- VS, + -0,7430 Yes *
- vs. Veh -0,4962 No ns
-vs. N -0,3143 No ns
- vs. Scr -0,3747 No ns
- vs. Clob -1,474 Yes Hokk
+vs. Veh 0,2469 No ns
+vs. N 0,4288 No ns
+ vs. Scr 0,3684 No ns
+ vs. Clob -0,7312 Yes *
Vehvs. N 0,1819 No ns
Veh vs. Scr 0,1215 No ns
Veh vs. Clob -0,9780 Yes *
N vs. Scr -0,06039 No ns
N vs. Clob -1,160 Yes *x

Individual P Value
0,0260
0,1564
0,3183
0,2787
0,0001
0,5043
0,2174
0,3228
0,0428
0,6217
0,7574
0,0147
0,8695

0,0028
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Scr vs. Clob -1,100 Yes ** 0,0071

7.5. Diagrama de puntos para la citometria de flujo de médula, sangre y bazo.

Aplicacion del péptido a 30 h del inicio del tratamiento con Imiguimod
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Aplicacion del péptido a 30 h del inicio del tratamiento con Imiquimod

e Médula ésea

..
Poblacién CD3-
¥
- .‘.1
Veh i g
e =
“1
“1
N 1
1
1
W ' L
- e
e
=4
: ,
Ser 71 )
s ¥ e
3 w
=
fa)
(]
o
]
] e
B
0 . " o
ot 100
Scr g - 1
] -
o
' .
= :.'m"“f = T ”‘;‘ K B W w ut
P - o e 1




e Sangre

Poblaciéon CD3-

Ly6G

CD4

90



Veh

Scr

Bazo

Poblaciéon CD3-

Ly6G

ComparC-A conparc CompArc.a comeasca

Veh

Scr

Poblaciéon CD3+

CD4

91



7.6. Matriz de valores p para la Figura 7.11

e 30h

Uncorrected Fisher's LSD

Mean Diff, Significant? Summary

Individual P Value

- Vs, + -0,1386 Yes HoAkok < 0,0001
-vs. Veh -0,2519 Yes *Ekk < 0,0001
-vs. N -0,1836 Yes *Ekk < 0,0001
- vs. Scr -0,1661 Yes lololl < 0,0001
+vs. Veh -0,1133 Yes laloll <0,0001
+vs. N -0,0450 Yes * 0,0174
+ vs. Scr -0,0275 No ns 0,1259
Vehvs. N 0,06833 Yes ** 0,0018
Veh vs. Scr 0,08583 Yes *kk 0,0002
N vs. Scr 0,01750 No ns 0,3201
e 48h

Uncorrected Fisher's LSD Mean Diff, Significant? Summary Individual P Value
- VS, + -0,1386 Yes kol < 0,0001
-vs. Veh -0,1986 Yes kol < 0,0001
-vs. N -0,1161 Yes *AkE <0,0001
- vs. Scr -0,1586 Yes ook ok < 0,0001
- vs. Clob 0,008929 No ns 0,6615
+vs. Veh -0,06000 Yes * 0,0441
+vs. N 0,0225 No ns 0,3333

+ vs. Scr -0,0200 No ns 0,4239

+ vs. Clob 0,1475 Yes ook ok <0,0001
Vehvs. N 0,08250  Yes *k 0,0081
Veh vs. Scr 0,04000 No ns 0,1878
Veh vs. Clob 0,2075 Yes Hokok ok <0,0001
N vs. Scr -0,0425 No ns 0,0992
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N vs. Clob

Scr vs. Clob

0,1250

0,1675

Yes

Yes

% %k %k k

%k %k %k k

<0,0001

<0,0001
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8.1. Multiplex de pieles y plasma sanguineo

Se realizé el andlisis de las concentraciones de citocinas inflamatorias descritas en la seccién 6.7.3

para el plasma sanguineo de los ratones tratados. El analisis de las citocinas provenientes de los

explantes de piel solo se realizé para el experimento en el que se inicié el tratamiento con los

péptidos a las 30 h de haber empezado la aplicacién del Imiquimod. Se muestran sélo aquellas

citocinas que mostraron tener niveles detectables en al menos uno de los tratamientos

experimentales.
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