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Resumen

El uso desmedido de antibi6ticos ha contribuido al incremento de bacterias multidrogo resistentes,
provocando una emergencia global; es por ello que se ha propuesto el uso de péptidos
antimicrobianos (AMPs) como posible alternativa para el tratamiento de infecciones sistémicas.
En el laboratorio se ha analizado el efecto antimicrobiano de venenos de distintas especies de

alacran, como es el caso del péptido Cssb4, derivado del alacran Centruroides suffusus suffusus.

Asi mismo, se ha trabajado en la obtencion de proteinas recombinantes con posible efecto
terapéutico, como es el caso de la proteina quimioatrayente de monocitos 1 (MCP-1), expresada

heter6logamente en E. coli.

En el presente trabajo se explord el efecto de Css54 y MCP-1 en una sepsis inducida con Salmonella
Typhimurium en un modelo in vitro e in vivo. Se analiz6 si las dos proteinas tienen efecto
antimicrobiano, asi como neutralizante de LPS de la bacteria, asi mismo se evalu6 su efecto en la
actividad fagocitica de macrofagos y posteriormente se analizé si ambos péptidos tienen efecto
inmunomodulador en un modelo murino. Los resultados mostraron que Css54 presenta efecto
antimicrobiano y neutralizante incluso a bajas concentraciones, mientras que MCP-1 no presenta
actividad. Ademas, ambas moléculas mostraron ser benéficas para la actividad fagocitica en linea
celular. De acuerdo a los resultados del modelo in vivo, ninguna de las dos moléculas logré reducir
la carga bacteriana en peritoneo ni 6rganos; los resultados sugieren que MCP-1 regula la expresion

de citocinas, mientras que Css54 podria estar presentando efecto antiinflamatorio.



1. Introduccion

La definicion mas reciente de sepsis se desarrollé en 2016 y se trata de la disfuncién de 6rganos
potencialmente mortal causada por la respuesta no regulada a una infeccion (Singer et al., 2016).
Es la causa comun de muerte para infecciones severas, incluyendo infecciones bacterianas en el
torrente sanguineo, enfermedades diarreicas, infecciones del tracto respiratorio, malaria, dengue, e
infecciones sistémicas fungicas (World Health Organization (WHO), 2020). De acuerdo a la OMS,
la mortalidad de la sepsis esta frecuentemente relacionada a una mala calidad de cuidado,
inadecuada infraestructura de salud, diagnésticos tardios, asi como administracion clinica
inapropiada. Por lo anterior, combatir la sepsis forma parte integral para cumplir los objetivos del
desarrollo sostenible (SDGs, por sus siglas en inglés) relacionados a salud y bienestar, y su
prevencion esta relacionada con combatir la resistencia antimicrobiana (World Health
Organization (WHO), 2020).

Existen dos retos principales en el tratamiento contra la sepsis, uno es la variedad de bacterias
capaces de diseminarse e inducir la reaccion inflamatoria; el otro es la respuesta rapida a la
infeccion que inicia el hospedero, en donde se da la liberacion de distintas citocinas (Heinbockel
et al., 2013). Es por ello que aun no existe un tratamiento especifico para esta patologia, ademas
del incremento de la resistencia bacteriana, que representa uno de los mayores problemas de salud
publica en el mundo. Una de las alternativas para el desarrollo de nuevos tratamientos es el disefio

de agentes que no sean susceptibles a dicha resistencia como lo son los péptidos antimicrobianos.

Los AMPs al ser componentes clave de la respuesta inmune innata de todos los organismos
multicelulares, son muy selectivos para membranas procariotas ademas de que presentan distintos
mecanismos de disrupcion de las mismas, por lo que las bacterias podrian presentar muy poca
resistencia (Harrison, Abdel-rahman, Miller, & Strong, 2014). Por otro lado, existen otras células
del sistema inmune como las quimiocinas, que son un importante mediador proinflamatorio capaz
de inducir la migracion e infiltracion de monocitos, macréfagos y otras células inmunes a tejidos
dafados (Luo, Shao, Jiao, Yu, & Rong, 2018).

En esta tesis se propone el uso de un péptido antimicrobiano derivado del veneno del escorpion
Centruroides suffusus suffusus junto con una quimiocina, MCP-1, como tratamiento contra sepsis
provocada por Salmonella Typhimurium y se evalla su posible efecto inmunomodulador en un

modelo murino, asi como su impacto en un modelo in vitro.



2. Antecedentes

2.1. Sepsis

La sepsis es un sindrome clinico resultado de la respuesta inflamatoria no regulada a
infecciones microbianas, que conlleva a la disfuncion de érganos vitales entre los que se encuentran
el corazdn, pulmones y rifiones. La sepsis severa y el shock séptico son las principales causas de
muerte en pacientes nosocomiales (Ayalon et al., 2018). De acuerdo a la OMS, 11 millones de
personas mueren por sepsis cada afio, 41% de los casos ocurren en nifilos menores de 5 afios de
edad. Se estima que la mortalidad en pacientes tratados por sepsis en las unidades de cuidado
intensivo es de 42%. Hasta el 2020, se estim0 una incidencia de 189 casos de sepsis en adultos
tratados en hospitales por cada 100,000 personas al afio, con una mortalidad del 26.7%. Ademas,
el 85% de los casos y 84.8% de las muertes relacionadas a sepsis en el mundo, ocurren en paises
con indice sociodemogréafico bajo, medio-bajo o medio(World Health Organization (WHO), 2020).
Se ha estimado que las causas mas comunes de incidencia de sepsis son las enfermedades
diarreicas, infecciones respiratorias, desordenes maternos y desordenes neonatales, ocurriendo la
mayoria de los casos en paises en vias de desarrollo. Se estima que en México hay una incidencia
de sepsis de 340 a 440 de casos por cada 100,000 habitantes (Rudd et al., 2020).

La respuesta normal a una infeccion es un proceso complejo que incluye la activacion de
celulas fagociticas circulantes, asi como la generacion de mediadores proinflamatorios y anti-
inflamatorios. Esta respuesta inicia cuando células del sistema inmunitario innato, particularmente
macrofagos y neutrofilos, reconocen y se unen a componentes microbianos. Esto se puede dar de
diferentes maneras, la primera se basa en los receptores que se expresan en las células inmunes,
conocidos como receptores de reconocimiento de patrones (PRRs), en estos se incluyen los
receptores tipo Toll (TLRs), receptores tipo NOD, entre otros. La segunda estrategia es la
identificacion de patrones moleculares asociados a dafio (DAMPS), los cuales son consecuencia de
la inflamacion e infeccion; aqui se incluyen alarminas, proteinas de choque térmico y &cido urico.
En un tercer caso ocurre la deteccion de moléculas que se expresan en células sanas pero no en las
infectadas, por lo tanto, el reconocimiento de dichas moléculas indica salud normal inhibiendo la
activacion del sistema inmune innato contra un tejido sano. Un ejemplo de ello son las células
natural killer que atacan preferentemente solo a las células infectadas que desregulan proteinas del
complejo mayor de histocompatibilidad clase 1. (Kaur & Secord, 2019). Tras la respuesta al
patogeno, se da la liberacion de mediadores pro-inflamatorios, que de exceder los limites del sitio

3



de infeccidn, pueden conducir a una respuesta inflamatoria generalizada (Taeb, Hooper, & Marik,
2017). Es importante considerar que la funcion de una célula del sistema inmune en respuesta a un
patogeno, depende tanto de la linea celular como de su activacion especifica (Rivera, Siracusa,
Yap, & Gause, 2016).

La respuesta inmune innata y adaptativa observada en la sepsis se da en pasos bifasicos,
una fase temprana de hiperactivacion inmunolégica y una fase crénica tardia Ilamada
inmunosupresion persistente. La primera fase frecuentemente lleva a una inflamacion extendida,
maltiples 6rganos fallan y ocurre un fenébmeno conocido como tormenta de citocinas, donde una
gran cantidad de citocinas proinflamatorias son liberadas, principalmente: TNF-a, IL-1 e IL-6. En
cambio, durante la inmunosupresion persistente ocurren, infecciones secundarias y eventualmente
la muerte del individuo debido a la respuesta hiper inflamatoria (Askar, Higgins, Barrow, & Foster,
2020; Darkwah et al., 2019), en donde las citocinas expresadas a mayor concentracion son
principalmente 1L-6, IL-12p70, IL-17 e IL-8 (Andaluz-Ojeda et al., 2012; Angurana, Bansal,
Muralidharan, Aggarwal, & Singhi, 2021). Se ha observado que un incremento en los niveles de
apoptosis en linfocitos y células dendriticas contribuyen a la supresion de la respuesta inmune
durante la sepsis (Hotchkiss & Nicholson, 2006).

Ademés de la produccion de citocinas proinflamatorias, existen otros mediadores
inflamatorios durante la patogénesis, tales como C5a, un componente del sistema del complemento
que actia como un mediador central, ya que es un potente quimioatrayente de neutrofilos y
macrofagos (Kew, 2014), y ademas modula la cascada de coagulacion, la respuesta del TLR4 y la
liberacion del factor inhibitorio de migracion de macrofagos (MIF, por sus siglas en inglés). MIF
es una citocina que conecta el sistema inmune con el sistema endocrino ademas de activar
macrofagos y células T; se ha observado que una produccion excesiva de MIF esta relacionada con
la fase aguda de la enfermedad debido a que sus efectos contribuyen a la disfuncion de érganos y
al desequilibrio del sistema de coagulacion. Ademas, la presencia de microorganismos en la sangre
causa una activacion del sistema del complemento, resultando en una produccion excesiva de C5a.
Simultaneamente se da la activacion del sistema de coagulacion y la inhibicién de la fibrindlisis,
lo que conlleva a una coagulacién intravascular diseminada (DIC) la cual es una de las mayores

complicaciones de la sepsis (Figura 1) (Rittirsch, Flierl, & Ward, 2008).
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Figura 1. Red inflamatoria durante la sepsis. La liberacién de patrones moleculares asociados a dafio
(DAMPs) de microorganismos invasores resultan en la sobre estimulacion de receptores de reconocimiento
de patrones (PRRs) en las células inmunes, lo que conlleva a la liberacion excesiva de mediadores
proinflamatorios y sus consecuencias. Modificado de Rittirsch et al., 2008.

Uno de los principales problemas en el tratamiento contra la sepsis es que los farmacos
eficientes deben ser capaces de matar a las bacterias sin liberar las toxinas que inducen la
inflamacion, como son el lipopolisacarido, LPS, en Gram- negativas, y otros remanentes
bacterianos (Brandenburg, Heinbockel, Correa, & Lohner, 2016). El uso de péptidos
antimicrobianos se ha considerado una opcion viable debido a que, al ser cationicos, establecen
interacciones electrostaticas con los LPS cargados negativamente permitiendo su unién y
neutralizacion. Ademas, la hidrofobicidad y carga positiva de los AMPs incrementa dicha habilidad
de union (Sun & Shang, 2015). Hasta el dia de hoy, no existe ningun tratamiento contra la sepsis

que conlleve el uso de AMPs.

2.2. Péptidos antimicrobianos y sepsis

Los péptidos antimicrobianos (AMPs, por sus siglas en inglés) son péptidos cortos de 10 a
50 aminoacidos, con una carga neta positiva (generalmente de +2 a +9), y una porcion (mayor o
igual al 30%) de residuos hidrofobicos (Hancock & Sahl, 2006). Forman parte del sistema inmune
innato de los organismos multicelulares y tienen como blanco patdgenos invasores incluyendo

bacterias, virus y parasitos (Martin, van Meegern, Doemming, & Schuerholz, 2015). La



hidrofobicidad, cationicidad y estructura secundaria estan implicadas en su efecto antimicrobiano
(Farnaud et al., 2004).

Los AMPs previenen y controlan infecciones microbianas de dos formas en todos los
organismos: por modulacion de la respuesta inmune innata 0 matando directamente al agente
microbiano (Martin et al., 2015). En ambos casos la secuencia anfipatica de los AMPs les permite
interactuar con la membrana celular de los microorganismos (Bhattacharjya, 2010) cargada
negativamente debido a la gran cantidad de fosfolipidos en ella (Zasloff, 2002). Cuando actuan
como reguladores de la respuesta inmune, pueden alterar la expresion de genes, actuando como
quimiocinas o como inductores de la produccion de las mismas, de igual forma pueden inhibir al
LPS, promover la curacién de heridas, y modular la respuesta de células dendriticas o células T de
la respuesta inmune adaptativa (Lai & Gallo, 2009). Por otro lado, para matar directamente al
agente microbiano, después de su insercion en la membrana, los AMPs actlan rompiendo la
integridad fisica de la bicapa, con formacion de poros, disrupcion de la barrera, o traslocamiento a
través de la membrana para actuar en blancos internos como proteinas o DNA (Hancock & Sahl,
2006).

Se han propuesto diversos modelos para explicar la permeabilizacion de las membranas por
los AMPs: modelo de barril, carpeta y poro toroidal. En el primer caso, los péptidos con estructura
de hélices forman un paquete en la membrana con un lumen central, las regiones hidrofébicas de
los péptidos se alinean con la region lipidica de la bicapa y la regién hidrofilica del péptido forma
un poro en el interior. En el modelo de carpeta los péptidos se acumulan en la superficie de la
bicapa, estos son atraidos electrostaticamente a las regiones anionicas de los fosfolipidos cubriendo
la superficie de la membrana en una forma de carpeta, a altas concentraciones de péptido, estos
alteran la membrana celular formando micelas. Finalmente, en el modelo de poro toroidal, los
péptidos se insertan en la membrana e inducen a las capas lipidicas a doblarse continuamente

permitiendo la entrada de agua y iones a la célula (Figura 2) (Brogden, 2005).
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Figura 2. Mecanismos de accion de los AMPs. Modificado de Kumar et al., 2018.

De acuerdo a las caracteristicas y mecanismos de accion de los AMPs se han disefiado
péptidos que podrian actuar contra sepsis causada por bacterias Gram-negativas. En 2016 Kim et
al. desarrollaron un péptido hibrido de 32 aminoacidos denominado Syn-GNU?7, con una estrategia
basada en la construccion de un péptido de fusion combinando dos componentes esenciales, un
dominio de unioén a LPS y un dominio de muerte bacteriana unidos con un linker flexible y corto;
este péptido es altamente catidénico (+12) e hidrofébico. Syn-GNU7 mostré actividad
antimicrobiana contra Gram+ y Gram-, pero preferentemente contra éstas Ultimas tales como
Escherichia coli y Salmonella Typhimurium, con una MIC de 0.5 y 1 uM respectivamente. El
péptido presenta también una baja toxicidad contra queratinocitos. De igual forma, la expresion de
MRNA de citocinas proinflamatorias como IL-1B y IL-6 fue altamente inhibida cuando se
incubaron células de macréfago con LPS y el péptido, por lo que este péptido podria inhibir los

efectos en sepsis inducida con LPS ( Kim, Jang, Kim, & Cho, 2016).

Otro AMP probado contra sepsis inducida es el Pap12-6, un péptido sintético de 12 residuos
derivado de la cecropina encontrada en la larva de mariposa Papilio xuthus. Este AMP con
estructura a-hélice es capaz de desestabilizar y permeabilizar la membrana bacteriana, y presenta
una potente actividad antibacteriana contra Gram-negativas con una MIC de 4 y 8 uM para E. coli
y S. Typhimurium, respectivamente. Pap12-6 contiene dos residuos de triptéfano, interactia
eficientemente con los LPS cargados negativamente en la membrana de E. coli y neutraliza los
LPS en modelos de shock séptico con ratones, resultando en una alta actividad antibacteriana y
antinflamatoria. El péptido al unirse con el LPS inhibe la activacién de NF-xB y por lo tanto la
produccion de citocinas por macrofagos estimulados con LPS, ya que se bloguea la activacion del

TLR4 a una concentracion de 100 uM del péptido, por lo que se mejora la respuesta inflamatoria
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excesiva durante la sepsis, previniendo la disfuncion de 6rganos e inhibiendo el crecimiento
bacteriano (Kim et al., 2019).

Hasta el momento no se han reportado mas AMPs que muestren una gran actividad

antiinflamatoria contra S. Typhimurium.

2.3. Salmonella Typhimurium

Salmonella Typhimurium es una bacteria Gram- negativa, en forma de bacilo, anaerobia
facultativa, no forma esporas y tiene motilidad peritrica. Se transmite por via oral, por la ingesta
de alimentos o agua contaminados y posee un amplio rango de hospederos, puede generar
enfermedad gastrointestinal en los humanos, infeccion sistémica en ratones y un cuadro crénico

asintomatico en aves (Barreto et al., 2016).

S. Typhimurium posee diferentes estrategias para su virulencia: la mayoria de los genes que
codifican para los factores de virulencia se localizan en las denominadas islas de patogenicidad de
Salmonella (SPIs, por sus siglas en inglés), mientras que otros se encuentran en su plasmido de
virulencia pSLT (Fabrega, 2013). Los receptores tipo Toll (TLRs) que se localizan en la membrana
externa de las células, son los primeros receptores que detectan la presencia de Salmonellay pueden
ser activados por diferentes ligandos, tales como los lipopolisacaridos (TLR4), flagelina Flic
(TLR5) y lipoproteinas (TLR1/2/6) y posteriormente inducir la respuesta inmune para la
produccion de citocinas proinflamatorias (Broz, Ohlson, Monack, & Immunity, 2012).

La infeccién con S. Typhimurium empieza con la ingesta de organismos en agua o
alimentos contaminados. El primer obstaculo que tiene que sobrepasar la bacteria es el pH acido
del estdbmago, para ello activa la respuesta de tolerancia acida (ATR). Posteriormente, Salmonella
debe atravesar la capa mucosa intestinal antes de adherirse a las células epiteliales del intestino. En
ratones, la bacteria se adhiere preferentemente a las células M de las placas de Peyer en el epitelio
intestinal (Jones, Ghori, & Falkow, 1994). Después de la adhesion, ocurren rearreglos del
citoesqueleto lo cual conlleva a la disrupcion de la barrera epitelial e induce la formacién de
vacuolas contenedoras de Salmonella (SCVs), los Gnicos compartimentos intracelulares en los que
la bacteria puede sobrevivir y replicarse. Simultdneamente, se inicia el reclutamiento y migracion
de fagocitos del espacio submucoso al lumen intestinal, este proceso se asocia con la produccion

de citocinas proinflamatorias como TNF e IL-8 (Fabrega, 2013).



En una infeccion sistémica en ratones, la bacteria invade rapidamente el intestino,
posteriormente los nodos linfoides y eventualmente diferentes 6rganos como el higado y el bazo
(Herrero-fresno & Olsen, 2018).

2.4. El péptido Css54

En 2013 Garcia et al. aislaron del veneno de alacrdn Centruroides suffusus suffusus un
péptido de 25 aminoacidos, de tipo que no forma puentes disulfuros (NDBP) y con una masa
molecular de 2,870.4 Da al que denominaron Css54, el sufijo 54 corresponde a la fraccion proteica
donde fue hallado. EIl péptido genera una estructura alfa-hélice en ambientes hidrofobicos, esto
debido a su gran cantidad de residuos alifaticos e hidrofilicos propensos a generar este tipo de
estructura secundaria. Se determind que Css54 tiene efecto antimicrobiano ante bacterias Gram-
positivas y Gram- negativas como S. aureus y E. coli con una concentracion minima inhibitoria de
12.5 ug/mL para ambos casos (Garcia et al., 2013). También se le probd in vitro en presencia de
antibidticos usados para el tratamiento de tuberculosis, tales como Etambutol, Pirazinamida,
Isoniacida y Rifampicina, y se comprobd que se presenta un efecto sinérgico entre el péptido y
dichos antibioticos, posiblemente a que el AMP permea las membranas lipidicas y promueve la

difusion de antibidticos de bajo peso molecular (Garcia et al., 2013).

2.5. Quimiocinas y actividad antimicrobiana

Las quimiocinas son proteinas pequefias, normalmente de 70 a 100 residuos aminoacidicos,
producidas por diferentes tipos de células, especialmente leucocitos, y que estan asociadas a un
efecto quimiotéctico. Su funcién principal es inducir la migracion y activacion de células
especificas, especialmente células inmunes en respuesta a dafios en el organismo (Crawford et al.,
2019; Yao & Tsirka, 2014). También se ha observado que las quimiocinas participan en el
desarrollo de 6rganos, angiogénesis, curacion de heridas y generacion y regulacion de la inmunidad
innata y adaptativa (Chensue, 2001; Griffith, Sokol, & Luster, 2014).

La superfamilia de las quimiocinas esta clasificada con base en el nimero y espacio de los
dos primeros residuos conservados de cisteina en el amino terminal: CXC, CC, C, CX3C (donde
X es un aminoacido) (Esche, Stellato, & Beck, 2005). Estas proteinas mantienen una estructura
terciaria muy conservada que consiste en un N-terminal flexible, un N-loop, tres hojas B-

antiparalelas y un a-hélice en el C-terminal (Deshmane et al., 2009).



Algunas quimiocinas presentan actividad antimicrobiana debido a que poseen estructuras
anfipaticas que contienen parches de aminoacidos cationicos e hidrofobicos. La anfipaticidad es
una caracteristica particular del a-hélice del C-terminal, lo que sugiere que el efecto antimicrobiano
es ejercido por esta region. También se presume que las quimiocinas se localizan en la membrana
bacteriana debido a interacciones electrostaticas, y posteriormente alteran las funciones de la
barrera membranal resultando en la muerte celular. Por ejemplo, CXCL10 despolariza las
membranas bacterianas de B. anthracis, mientras que CXCL6 y CCL28 causan disrupcién
membranal en E. coli y C. albicans, respectivamente (Crawford et al., 2019; Yung & Murphy,
2012).

Se cree que algunas quimiocinas presentan actividad antimicrobiana ya que comparten
caracteristicas con los péptidos antimicrobianos tales como las defensinas. Ambas proteinas
presentan estructura de hojas B con cuatro o seis cisteinas conservadas, tienen una carga cationica,
y pl mayor a 8.0, y su efecto antimicrobiano ocurre a concentraciones micromolares. La actividad
de las quimiocinas puede ser atenuada por altas concentraciones de sales (Yang et al., 2003; Yung
& Murphy, 2012). Ademas, estas proteinas pueden ser producidas por los mismos estimulos como
la IL-1, TNF y ligandos de los TLR (Esche et al., 2005).

2.6. MCP-1

La proteina quimioatrayente de monocitos 1 (MCP-1), también conocida como CCL2,
pertenece a la familia de las quimiocinas CC y tiene 76 aminoacidos, presenta gran actividad
quimiotactica hacia monocitos, células T y células dendriticas ademas de promover la secrecion de
IL-4, una citocina anti-inflamatoria, y LTBas, un atrayente de neutrofilos (Gu et al., 2000;
Kundumani-Sridharan et al., 2013; Matsukawa et al., 1999). La MCP-1 es secretada en respuesta
a una variedad de estimulos, incluyendo agentes infecciosos y citocinas inflamatorias (Serbina &
Pamer, 2006).

Se ha observado que MCP-1 tiene un papel importante en la curacién de heridas ya que se
expresa en la etapa temprana de una lesién, y es esencial para la respuesta de los monocitos y
macrofagos. El tratamiento con MCP-1 en heridas de ratones diabéticos aumenta la infiltracion de

macrofagos y con ello la mejoria en la curacién de estas (Wood et al., 2014).

Existe evidencia de que MCP-1 podria ser benéfico en modelos murinos con sepsis. En

2006 Gomes et al., demostraron que ratones deficientes de mcp-1 son mas susceptibles al sindrome
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de respuesta inflamatoria sistémica y a sepsis inducida por LPS de E. coli. Los macréfagos de estos
ratones produjeron niveles elevados de citocinas proinflamatorias como MIF y TNF, asi como
bajos niveles de IL-10, ademas se observé que se aumentaba la mortalidad en un periodo de 6 dias
después de la infeccidn. Esos resultados sugieren que niveles enddgenos de MCP-1 tienen efectos
antiinflamatorios, protegiendo de la letalidad a través de la produccion de 1L-10 por macrofagos
(Gomes et al., 2006). Por otro lado, Matsukawa et al. (1999) probaron que la neutralizacién de
MCP-1 incrementaba la letalidad en un modelo de sepsis peritoneal, lo cual se asociaba a la
reduccion del reclutamiento y activacion de macrofagos y neutréfilos. Ademas, se observo que
MCP-1 aumenta los niveles de LTB4, por lo cual MCP-1 tendria efectos benéficos durante la
evolucion de la sepsis a través del reclutamiento de varias subpoblaciones de leucocitos necesarias

para eliminar a los microorganismos (Matsukawa et al., 1999).

Finalmente, Wang et al. (2018) determinaron en pacientes enfermos de sepsis, que los
niveles de MCP-1 en el plasma sanguineo son incrementados respecto al control en el primer dia
después del trauma y se reducen durante el desarrollo de la patologia, por lo que esta proteina
podria ser un biomarcador para la prediccion de la sepsis en pacientes nosocomiales (Wang et al.,
2018).

3. Justificacion

En la actualidad no existen tratamientos totalmente eficientes contra la sepsis debido a que
en la mayoria de los casos no se conoce el patdégeno causal, por lo cual se recurre al uso de
antibioticos de alto espectro incrementando el riesgo de crear resistencia bacteriana, ademas de que
se da una posible liberacidn de substancias proinflamatorias por la respuesta rapida del hospedero.

El uso de AMPs y quimiocinas podria ser una gran alternativa de tratamiento debido a su
capacidad de union a los componentes bacterianos y reclutamiento de células del sistema inmune,
respectivamente, que podrian actuar como moduladores de la respuesta inmune y aliviar la

infeccién inhibiendo los remanentes bacterianos sin causar resistencia.

En nuestro laboratorio se ha determinado que el péptido Css54 muestra efecto
antimicrobiano contra bacterias Gram-negativas como Gram-positivas, por lo que es interesante

analizar si también presenta un efecto benéfico contra sepsis bacteriana. Ademas, resulta
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importante analizar si una quimiocina del tipo de MCP-1 tiene efecto antimicrobiano y cudl es su
papel en la patologia, ya que hasta ahora no existen trabajos que lo demuestren claramente.

4. Hipotesis
El péptido Cssb4 y la quimiocina MCP-1 favoreceran la resoluciéon de la sepsis inducida con

Salmonella Typhimurium.

5. Objetivos

Objetivo general
Determinar si el péptido Css54 y MCP-1 presentan efecto inmunomodulador en un modelo murino

de sepsis.

Obijetivos especificos
= Determinar el efecto antimicrobiano in vitro del péptido Css54 y la quimiocina MCP-1
contra S. Typhimurium.
= Determinar in vitro la fagocitosis de S. Typhimurium inducida por el estimulo con Css54 y
MCP-1.
» Analizar la actividad antimicrobiana y expresién de citocinas inducidas por Css54 y MCP-

1 en un modelo murino de sepsis.

6. Materiales y métodos

6.1. Microorganismos

Se utilizé la cepa de Salmonella Typhimurium ATCC 14028 preservada en viales con glicerol al
30% a -70°C. Para su uso las bacterias fueron sembradas por estria en agar Xilosa Lisina
Desoxicolato (XLD) o en medio LB e incubadas a 37°C por 24 h.

6.2. Linea celular
Como modelo se utilizo la linea celular RAW 264.7 ATCC TIB-71. Las células se cultivaron en

cajas de 100 mm con medio RPMI suplementado con 10% de suero fetal bovino inactivado (SFBI),

12



esto es, suero incubado a 55°C por 30 min; en incubacion a 37°C y 5% de CO,. Cuando las células
alcanzaron del 70% al 80% de confluencia, se retird el medio y se realizaron pases para mantener

la viabilidad celular.

6.3. Péptido
Se uso el péptido sintético Css54, realizado por la compafiia GenScript (Piscataway, Nueva Jersey,

Estados Unidos), cuyas caracteristicas se muestran en la tabla 1.

Tabla 1. Secuencia de aminoacidos y peso molecular del péptido.

Péptido Secuencia Peso molecular pl Carga Referencia
(Da)
Css54 | FFGSLLSLGSKLLPSVFKLFQRKKE 2,870.4 10.46 +5 Garcia et al.,
2013
6.4. Plasmido

Para la expresion de la MCP-1 se utiliz6 el plasmido pQE30::MCP-1-3, el cual habia sido disefiado
y construido con anterioridad (Corrales, 2018, datos no publicados). A continuacion, se muestra la

secuencia de amino&cidos de la proteina.

Secuencia de la proteina pQE30::MCP-1-3
MRGSHHHHHHGSENLYFQGQPDAINAPVTCCYNFTNRKISVQRLASYRRITSSKCPKE
AVIFKTIVAKEICADPKQKWVQDSMDHLDKQTQTPKT

6.5. Medios de cultivo

Para la expresion de la MCP-1 se probaron los medios de cultivo de la tabla 2.

Tabla 2. Composicién de los medios de cultivo.

Medio de cultivo Composicion (g/L) Comentarios
Triptona 10 Ajustar a pH 7 vy esterilizar
LB Extracto de levadura 5 en autoclave.
NaCl 10
2xYT Triptona 16
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Extracto de levadura 10 Ajustar a pH 7 y esterilizar

NaCl 5 en autoclave.

Triptona 20 Ajustar a pH 7 vy esterilizar

Extracto de levadura 30 en autoclave.

NaCl 21 El MgS0O47H20 0.7% vy la
MMLE (NH4)2HPO4 3.5 glucosa 0.5% se agregan al

KH2PO4 35 medio al momento de

K2HPO4 5 inducir el cultivo.

MgSO4-7H20 0.7%

Glucosa 0.5%

6.6. Transformacion bacteriana

Para la transformacion del plasmido que expresa a la MCP-1, 100 pL de células quimiocompetentes
E. coli Origami y 2 uL de plasmido se incubaron por 30 min en hielo, posteriormente se realizé un
choque térmico por 30 s a 42°C y después se incub la reaccion 5 min en hielo. Se agregaron 250
uL de medio SOC y se incub0 a 37°C por 1 h. Finalmente, se plaquearon 20 uL de la reaccién en
caja Petri con agar LB y ampicilina, y se incub6 a 37°C por 12 h. Las colonias observables fueron
aquellas que incorporaron el vector pQE30::MCP-1-3 ya que son capaces de crecer en el medio

con antibiotico.

6.7. Expresion heteréloga de MCP-1

A partir de las células recién transformadas, se tomé una colonia y se inoculé en medio LB +
ampicilina (100 pg/mL). El cultivo se incub6 a 37°C por 16 h en agitacion. Se tomaron 10 mL del
cultivo anterior y se adicionaron a 1 L de medio LB, 2xYT 0 MmLB + ampicilina (100 pg/mL) y
se incub6 a 37°C y 200 rpm hasta alcanzar una densidad Optica de 0.8 a 0.9 medida a 600 nm. Se
adiciono el inductor IPTG a una concentracion de 0.5 mM y posteriormente se incubd el cultivo a
16°C, 18 h, 200 rpm.

Finalizada la induccion las células se cosecharon mediante centrifugacion a 7,000 rpm por 15 min
a4°C en una centrifuga Beckman Coulter Avanti J-301. El pellet resultante se resuspendié en buffer
Tris-HCI 0.05 M pH 8.0 y posteriormente las células se rompieron en la prensa francesa One Shot
cell disruptor (Constant Systems®) a una presion de 30 kpsi. Finalmente, el lisado celular se
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sometio a centrifugacién 10,000 rpm, 15 min (Beckman Coulter Avanti J-30I®, rotor JA—-14) para
obtener la fraccion soluble (sobrenadante) e insoluble (pellet), se tomd una muestra de las

fracciones para ser analizadas en un gel SDS-PAGE.

La proteina recuperada en la fraccion soluble se purifico mediante cromatografia de afinidad
usando una columna que contiene la resina Ni-NTA (QiaGen®). La proteina unida a la fase solida
se eluyo con buffer de elusion (Tris-HCI 50 mM + 400 mM imidazol, pH 8.0), se colectaron

fracciones de 1 mL para analizarlas en un gel de SDS-PAGE al 15% para verificar la purificacion.

6.8. Purificacion del péptido MCP-1y Css54 por HPLC

Para el proceso de purificacion de MCP-1 por HPLC en fase reversa, se utiliz6 una columna C4
analitica (Vydac 214TP 4.6 x 250 mm) usando el solvente A (agua + TFA 0.01%) y el solvente B
(acetonitrilo + TFA 0.1%); con un gradiente de 0 a 60% de solvente B desde el minuto 5 hasta el

minuto 65, y con un flujo de 1 mL/min.

En el caso del péptido Css54, se utilizd una columna analitica C18 (Vydac 218TP 4.6 x 250 mm)
usando el solvente A (agua + TFA 0.01%) y el solvente B (acetonitrilo + TFA 0.1%); con un
gradiente de 0 a 60% de solvente B desde el minuto 5 hasta el minuto 65, y con un flujo de 1

mL/min.

6.9. Concentracion de proteina
El rendimiento de la purificacion de la proteina MCP-1 se obtuvo midiendo la absorbancia a 280

nm, y con ayuda del coeficiente de extincién molar, siguiendo la ley de Lambert-Beer:
A=¢edc

Donde:

A: la absorbancia de cada péptido a 280 nm

g: coeficiente de extincion molar de la proteina (0.935 M cm™)

d: distancia que atraviesa el haz de luz (1.0 cm)

c: concentracion de la sustancia absorbente en el medio (M o mol/L).

En el caso del péptido Css54, el rendimiento se obtuvo por el método de Bradford. Para ello, en

una placa de 96 pozos se colocaron 10 uL. de muestra a cuantificar y se adicionaron 200 uL de
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Protein Assay (Bio-Rad) (diluida 1:5 en agua). Se incub6 5 min a T ambiente y se leyo la
absorbancia a 595 nm. Se preparo6 una curva estandar con BSA en solucién salina (NaCl 150 mM)
y a partir de ésta se determind la concentracion de proteina. Se utilizaron 10 pL de solucion salina

como blanco.

6.10. Determinacion de concentracion minima inhibitoria para S. Typhimurium (MIC)

La actividad antimicrobiana del péptido y MCP-1 se determino por el ensayo de microdilucion
seriada (Arenas et al., 2016). Para ello se realizaron diluciones de Css54 y MCP-1 de acuerdo con
el estandar de la CLSI. Los péptidos diluidos en caldo Mueller-Hinton (50 pL) se incubaron en una
placa de 96 pozos con 50 uL de la suspension celular (= 1x108 bacterias/mL). La mezcla se incub6
a 37°C por 18 h y posteriormente se midié la absorbancia a 595 nm. La concentracion mas baja a
la que el péptido o la quimiocina inhiben el crecimiento es la MIC. Se utilizd ceftriaxona 100
ug/mL como control positivo y cultivo bacteriano como control negativo, también se incubaron

caldo MH y la Gltima dilucién del péptido para comprobar su esterilidad.

6.11. Concentracion bactericida minima (MBC)

Para determinar si el péptido es bactericida o bacteriostatico se realizo el ensayo de concentracion
bactericida minima, ademas de que proporciona la concentracién a la cual se logra inhibir el 99.9%
de las bacterias en el medio. Este ensayo se realiza a partir del resultado de la MIC, para ello se
tomaron 10 uL de los pozos donde se inhibi6 el crecimiento y se sembraron en agar MH. La placa
se incub6 a 37°C por 24 h. La concentracion minima que inhibi6 el crecimiento bacteriano se
determin6 como la MBC, si ésta es menor a cuatro veces el valor de la MIC se considera que el
péptido es bactericida (French, 2006).

6.12. Citotoxicidad

Mediante ensayo colorimétrico CellTiter 96® AQueous One Solution se determind la posible
toxicidad del péptido y la quimiocina en las células RAW 264.7 ATCC TIB-71. Dicho ensayo se
basa en que el reactivo contiene un compuesto de tetrazolio [3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-5-(3-
carboximetoxifenil)-2-(4-sulfofenil)-2H-tetrazolio, MTS] y un acoplador de electrones (Etosultafo
de fenacina, PES). Cuando el MTS se reduce a un producto de formazan soluble en medio de
cultivo por las células vivas, se puede leer su absorbancia a 490 nm; por lo que la absorbancia es
directamente proporcional al nimero de células vivas. Brevemente, aproximadamente 1x10°
células fueron incubadas en 600 pL. de medio RPMI + SFB inactivado 10% por 24 h a 37°C y 5%
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de CO., posteriormente se agregaron diferentes concentraciones de Css54 o MCP-1 (desde 100
hasta 0.78 ug/mL) y se incubaron por 1 h. EI medio se retird y las células se lavaron con PBS frio.
Se agregaron 580 uL de medio y 20 pL de solucion acuosa (CellTiter 96®) y se incub6 la placa
por 1 h a las mismas condiciones. Finalizado el tiempo, 100 uL del sobrenadante fueron

recolectados para medir su absorbancia a 490 nm.

6.13. Estimulacion de fagocitosis

Se analizo si la estimulacion con péptido o quimiocina incrementa la capacidad de macrofagos para
fagocitar bacterias. Para ello, en este ensayo se sembraron ~100,000 células RAW 264.7 en una
placa de 24 pozos con 600 uL de medio RPMI + SFB 10% Yy se incubaron por 24 h. Pasado este
tiempo, se agregaron diferentes concentraciones del péptido Css54 o0 MCP-1, desde 12.5 hasta 0.78
ug/mL, y se incubaron durante 18 h. Tras ese tiempo, se recolectaron 200 uL de sobrenadante y se
lavaron las células con PBS, se agreg6 S. Typhimurium con una D.O.= 0.04 en 600 pL de medio y
se incubo por 40 min. Se recolectaron 200 uL de sobrenadante y se lavo la placa con 300 pL de
ceftriaxona (0.006 mg/mL) para eliminar las bacterias presentes fuera de las células, se agregaron
400 uL de Triton 0.5% para lisar a las células y se recuperé el sobrenadante. Se centrifugaron las
muestras a 7,000 rpm, 7 min y se decanté el sobrenadante, se resuspendio el pellet en 1 mL de PBS
estéril y se tomaron 20 pL para colocarlos en un pozo con 180 uL de PBS para realizar diluciones
20:200, 20:4000. Se tomaron 10 pL de cada dilucion y se sembraron por triplicado en placa de agar

XLD para incubar por 24 h a 37°C y posteriormente se realizo el conteo de colonias.

6.14. Neutralizacion de LPS de S. Typhimurium

Para determinar si el péptido o la quimiocina tienen capacidad neutralizante de LPS se realizo el
ensayo cromogénico de cuantificacion de endotoxinas LAL (Thermo Scientific™ Pierce), el cual
se basa en la activacion de la enzima de coagulacion presente en el lisado de amebocitos del
Limulus (LAL) cuando esta en presencia de una endotoxina. La presencia de endotoxina cataliza
la liberacion de p-nitroanilina (PNA) presente en el sustrato cromogénico para producir un color
amarillo; por lo tanto, la intensidad de color es directamente proporcional a la cantidad de
endotoxina presente en la muestra, a menor absorbancia mayor neutralizacion. Para ello, se
incubaron desde 6 hasta 0.18 ug/mL de Css54 o MCP-1 con =~0.5 EU/mL de LPS de S.
Typhimurium por 30 min a 37°C, en todos los casos. El grupo control solo contuvo 0.5 EU/mL de

LPS y agua. Se siguieron las instrucciones del fabricante y finalmente se midié la absorbancia a
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405 nm y se determinaron los niveles de endotoxina utilizando la curva estandar provista en el

ensayo.

6.15. Induccion de sepsis en ratones

El protocolo para el modelo de sepsis bacteriana fue aprobado con el No. 371 por el comité de
bioética del Insituto de Biotecnologia de la UNAM vy se realizo6 bajo los requerimientos establecidos
por el bioterio del mismo instituto, con base en la Norma Oficial Mexicana NOM 062-Z00-1999.
Se utilizaron ratones de la linea Balb/C machos, de 20-23 gramos, fueron alojados en grupos de
trabajo (n=3) en condiciones controladas de luz/oscuridad 12:12h, temperatura y humedad, con
comida y agua ad libitum, en cuarto de nivel de bioseguridad animal 2. Para provocar la infeccion,
S. Typhimurium ATCC 14028 fue inoculada en medio LB y se dejo incubar a 37°C por 18 h hasta
alcanzar una D.O. de 1.2. Posteriormente, se tomo una alicuota de 10 pL, y se diluyo en 10 mL de
PBS estéril, alcanzando una D.O. de 0.004 (equivalente a 4x10° CFU) de la cual se tomaron 10 pL
y se sembraron en agar XLD para contar las CFU a las 24 h (n=3). La dilucién de 9.97 mL, repartida
en viales de 1.5 mL, se centrifugd 1 min a 10,000 rpm, se descarto el sobrenadante y se concentro
el pellet, el cual se resuspendié en 200 puL de PBS. Finalmente, cada raton se inyectd

intraperitonealmente con la solucion bacteriana.

Después de 24 h de infeccion, cada grupo de ratones se traté con 200 pL de Css54 15 uM, 200 uL
de MCP-1 15 uM, 0 400 uL de Css54 15 uM + 15 uM de MCP-1 diluidos en PBS (en todos los

casos), via intraperitoneal.

6.16. Recuento de carga bacteriana

Después 72 h de infeccidn, los individuos fueron sacrificados por dislocaciéon cervical y se
realizaron lavados peritoneales a cada uno. Para ello, se inyectd 1 mL de PBS estéril al peritoneo
y se recolectd en un tubo esteril. Se realizaron diluciones 1:10 y 1:100 y se sembraron 10 uL de
cada muestra por triplicado en agar XLD. La placa se incubd por 24 ha 37°C y se realizé el recuento

bacteriano.

Posteriormente, se extrajo higado y bazo de cada individuo. Se agregé 1 mL de PBS y se maceré
el organo, después se realizd una dilucion 1:10 y de ésta se sembraron 10 uL en agar XLD,
especifico para Salmonella. Se incubd por 24 h a 37°C y se realiz6 el recuento bacteriano en caso

de crecimiento.
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6.17. Andlisis de citocinas por citometria de flujo
Pasadas 72h de infeccion y tratamiento, se extrajeron de 100 a 200 pL de sangre de cada individuo
y se resuspendio con 50 pL de solucion Ko EDTA 7.2 mg. Se centrifugd a 4,000 rpm por 2 min y

se separo el plasma.

Las muestras fueron procesadas para ser analizadas por matriz de perlas citométricas para IL-
12p70, TNF-a, IFN-y, MCP-1, IL-10 e IL-6 (CBA, Mouse inflammation Kit- Becton Dickinson).
Para ello, se agregaron 50 pL de muestra a 50 uL de perlas de captura, posteriormente se afiadieron
50 uL de anticuerpo para PE (Ficoeritrina) y se incubé por 2h a temperatura ambiente. Pasado ese
tiempo, se afiadio 1 mL de buffer de lavado y se centrifugd a 200g por 5 min. Se descarto el

sobrenadante y se agregaron 300 uL de buffer de lavado para resuspender el pellet.

Finalmente, las muestras fueron examinadas en un citdmetro acustico Attune Nxt (Thermofisher
Scientific) con un flujo de 100 uL/min. Los datos fueron analizados con el software FlowJo version
10 (FlowJo, LLC).

6.18 Analisis estadistico

Para el analisis de los datos se utilizé el software GraphPad Prisma (GraphPad). Los datos en barras
son mostrados como la media con su desviacion estandar (£SD). En el caso del andlisis de peso,
conteo bacteriano in vivo y andlisis de expresion de citocinas se realizo un analisis ANOVA de los

tratamientos contra el control.
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7. Resultados
7.1. Obtencién de MCP-1

Se expreso la quimiocina MCP-1 en células de E. coli Origami en diferentes medios de cultivo. La
proteina se encontrd en la fraccion soluble e insoluble pero se decidi6 purificar por cromatografia
de afinidad la fraccion soluble recuperada a partir del medio MmLB por ser la de mejor
rendimiento. Se esperaba un tamafio de 10,935.43 Da, incluyendo el tallo de histidinas, y se
observaron bandas de un tamafio aparente de 14 kDa, esto se puede deber al nimero de cargas
positivas (+14) y su punto isoeléctrico (9.36). En la figura 3 se muestran las bandas de expresion

de las distintas fracciones obtenidas a partir de medio MmLB.

kDaPM 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13

250 & =

75

-— - . .

37 1. Células después de inducir
2. Células sin inducir

> 3. Fraccién soluble

s 4. Fraccién insoluble

- - | 5. 1er lavado purificacion
10 6. 2° lavado purificacion

7-13. Fracciones de elusidon
de purificacion Ni-NTA

Figura 3.Gel SDS-PAGE 15% que muestra la expresion y purificacion de MCP-1. Carriles 1 — 4:
expresion de pQE30::MCP-1 en medio MmLB. Carriles 5 -13: purificacion por cromatografia de
afinidad.

Posteriormente, las fracciones obtenidas por cromatografia de afinidad se sometieron a un segundo
paso de purificacién por HPLC en fase reversa usando una columna C4. La proteina eluy6 en un
tiempo de retencion de 37.8 min (Figura 4).
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Figura 4. Purificacion de MCP-1 por RP-HPLC. Columna C4 (4.6 x 250 mm). Gradiente 0-60 %
B en 60 min, flujo 1 mL/min. Solvente A: H,O+0.1 %TFA,; Solvente B: Acetonitrilo+0.1%TFA.
Tiempo de retencién de MCP-1: 37.8 min (32.8% de B). Los trazos representan la absorbancia a

230 (rojo) y 280 (negro) nm, respectivamente.

La fraccion recolectada con tiempo de retencion de 37.8 min se envid a analisis de masas
moleculares y se obtuvo un peso molecular de 10,928.2 Da (Figura 5). La masa molecular teorica
del péptido oxidado es de 10,931.4 Da y reducido de 10,935.4, con el tallo de histidinas, por lo
tanto, se encuentra en forma oxidada. La diferencia de masa molecular esperada (10,931.4-
10,928.2) de 3.2 unidades de masa atémica pueden deberse a un error de calibracion del equipo o
a que, ya que la proteina forma 2 puentes disulfuro, posiblemente uno de ellos no esté formado

completamente.
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Figura 5. Espectro de iones m/z de la fraccion proteica de MCP-1 obtenida de la purificacion por
RP-HPLC. Se analizé la masa molecular de la fracciéon obtenida de MCP-1 por RP-HPLC y se
obtuvo un peso de 10928.18 Da.

Durante la expresion de MCP-1 se probaron tres medios de cultivo diferentes, 2xYT, LB y MmLB,
a las mismas condiciones de crecimiento para comparar el rendimiento de proteina obtenida. El
medio Optimo para la expresion de la MCP-1 resultd ser MmLB con 640 ug/L, como se muestra
en la tabla 3. Esto se puede deber a que en el momento de induccién con IPTG, el medio también
es suplementado con glucosa, al existir una mayor densidad celular en el medio, se requieren mas
nutrientes y en especial la fuente de carbono para un éptimo crecimiento. Se ha comprobado que
un incremento en la concentracion de glucosa, normalmente de 0.4 a 1%, también incrementa la
densidad celular y el rendimiento de proteina (Sivashanmugam et al., 2009), ademas de que ayuda
a mitigar los problemas de aireacidn en cultivos con cepas derivadas de E. coli K-12 (Ukkonen,

Mayer, Vasala, & Neubauer, 2013) como es el caso de Origami.
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Tabla 3. Rendimiento de MCP-1 en diferentes medios de cultivo.

Medio Rendimiento [ug/L]

2xXYT 40
LB 235
MmLB 640

7.2. Purificacion del péptido Css54

Al ser un péptido de origen sintético, se realizo su purificacion por HPLC-RP, usando una columna
C18. El péptido eluy6 en un tiempo de retencion de 52 min (47% de acetonitrilo+0.1%TFA)
(Figura 6).
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Figura 6. Purificacion de Css54. Se utiliz6 una columna C18 (4.6 x 250 mm) con un gradiente O-
60%B en 65 min, flujo 1 mL/min. Solvente A: H>0+0.1 %TFA; Solvente B:
Acetonitrilo+0.1%TFA. Tiempo de retencion de Css54: 52 min (47% de B).

La fraccidn recolectada en ese tiempo de retencidn se envid a analisis de masas moleculares y se

obtuvo un peso de 2,870.15 Da (Figura 7). La masa molecular tedrica del péptido es de 2,870.4 Da.
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Figura 7. Espectro de iones m/z de la fraccién proteica obtenida a los 52 min de la purificacion
por RP-HPLC de Cssb4. Se obtuvo una masa molecular de 2870.15 Da, la masa tedrica es de
2870.4 Da.

7.3. Concentracion minima inhibitoria

Previamente Garcia et al. (2013) demostraron que la MIC de Css54 para S. aureus y E. coli fue de
12.5 pg/mL, por lo que se probaron concentraciones entre 0.7 y 100 pug/mL del péptido Css54 y
MCP-1 en células de S. Typhimurium ATCC 14028 para determinar su posible actividad
antimicrobiana mediante ensayo de microdilucién seriada. Css54 demostro inhibir el crecimiento
bacteriano a una concentracion de 6.25 pg/mL, mientras que MCP-1 no presentd actividad
antibacteriana, aunque si se observo una disminucion en el crecimiento respecto al control a una

concentracion de 50 png/mL pero sin ser estadisticamente significativo (Figura 8).
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Figura 8. Concentracion minima inhibitoria de Css54 y MCP-1. Se incubaron diferentes
concentraciones del péptido y la quimiocina con 1x108 células de S. Typhimurium ATCC 14028
en caldo Mueller-Hinton (MH) (n=3). MH: caldo sin bacteria; S. Typhimurium; Pept: Css54 o
MCP-1 [0.39 ug/mL c/u] + medio de cultivo MH; Cft: bacteria + ceftriaxona [100 pug/mL]. Se

muestra el promedio de tres experimentos independientes, por triplicado. P = ° < 0.0001

Por otro lado, a partir de la MIC se determin6 que la concentracion bactericida minima (MBC) del
péptido Css54 contra S. Typhimurium es de 25 ug/mL. Por lo tanto, de acuerdo con el criterio de
French et al. 2006, en donde se establece que la concentracién minima de péptido que evita el
crecimiento bacteriano representa la MBC y si la MBC es menor a cuatro veces la MIC, el péptido

tiene un efecto bactericida.

7.4. Citotoxicidad

Como el péptido Css54 o MCP-1 podrian presentar toxicidad en los macréfagos, fue necesario
determinar a qué concentracion se podria generar dicho dafio. Se probaron concentraciones desde
100 hasta 3.125 pg/mL de Css54 o MCP-1. Los resultados indican que el péptido es toxico para
las células a partir de concentraciones mayores a 12.5 pg/mL, mientras que la MCP-1 no provoca

ningun dafio, como se muestra en la figura 9.
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Figura 9. Efecto de los péptidos Css54 y MCP-1 sobre la viabilidad de las células RAW 264.7.
Células RAW 264.7 fueron tratadas con diferentes concentraciones del péptido Css54 o MCP-1 e
incubadas por 1h. (+): células tratadas con Triton 1% y sin Css54 0 MCP-1; (-): células sin péptido.

La figura muestra el promedio de tres experimentos independientes por triplicado.

A partir de estos resultados, se decidié continuar con los anélisis in vitro utilizando una

concentracion maxima de 12.5 ng/mL de Css54 y MCP-1.

7.5. Fagocitosis

Debido a que la fagocitosis es una de las actividades principales de los macrofagos cuando se
encuentran en contacto con un patégeno, se examino si el péptido Cssb4 tiene un efecto en dicha
actividad en la linea celular RAW 264.7. Se probaron diferentes concentraciones desde 12.5 hasta
0.78 ug/mL de Cssb54 y en la mayoria de los casos se observa un incremento en la actividad

fagocitica de S. Typhimurium respecto al control (Figura 10), con un méaximo a 1.562 pg/mL.
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Figura 10. Efecto de Css54 sobre la actividad fagocitica de células RAW 264.7. Las células fueron
tratadas con diferentes concentraciones de péptido (12.5-0.78 ug/mL) por 18 h e infectadas con S.
Typhimurium por 40 min para evaluar su actividad fagocitica (n=3). S. Typhimurium: células

infectadas y sin péptido; Control (-): células sin bacteria.

También se analiz6 si la MCP-1 tiene efecto en la actividad fagocitica, para lo cualse probaron las
mismas concentraciones de la quimiocina, de 12.5 hasta 0.78 ug/mL de MCP-1. Como se observa
en la figura 11, en todas las concentraciones se da un incremento aparente de actividad respecto al

control, con un méximo a 1.562 ug/mL de MCP-1 aunque no resulta ser significativo.
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Figura 11. Efecto de MCP-1 sobre la actividad fagocitica de células RAW 264.7. Las células
fueron tratadas con diferentes concentraciones de la quimiocina (12.5-0.78 pug/mL) por 18 h e
infectadas con S. Typhimurium por 40 min para evaluar su actividad fagocitica. S. Typhimurium:

células infectadas y sin quimiocina; Control (-): células sin bacteria. (n=3)

7.6. Neutralizacion de LPS

Se realiz6 el ensayo LAL para medir la habilidad de Css54 de neutralizar LPS de S. Typhimurium,
ya que los LPS son uno de los principales agentes causantes de inflamacion. En la figura 12 se
muestran los niveles de endotoxina (EU) detectados respecto a la concentraciéon de péptido: se

puede observar que el péptido neutraliza LPS de manera dosis-dependiente.
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Figura 12. Neutralizacién de LPS de S. Typhimurium por el péptido Css54. Se incubaron
diferentes concentraciones de 6 hasta 0.18 pg/mL deCss54 con ~0.5 EU/mL de LPS de S.
Typhimurium por 30 min. A. Unidades de endotoxina (EU) por mL respecto a concentracion de
Css54; B. Porcentaje de inhibicion que se logra al incubar el péptido con LPS. Control (-): LPS +
agua. (n=3) P =, ** < 0.005, **** < 0.0001

A partir de la determinacién de EU/mL se calcul6 el porcentaje de neutralizacion de LPS que
presenta el péptido. En la figura 12-B se puede observar que se tiene un 100% de inhibicion a partir
de concentracion de 3 ug/mL, aunque adn sigue presentando actividad a concentraciones muy bajas
como 0.1875 pug/mL (con un 17.8% de inhibicion), lo que sugiere una gran afinidad del Css54 por
los LPS.

Se realiz6 el mismo ensayo para determinar si MCP-1 presenta actividad neutralizante. En la figura
13 se muestra que si bien, MCP-1 no neutraliza completamente el LPS, reduce los niveles de

endotoxina respecto al control (figura 13-A).
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Figura 13. Neutralizacion de LPS de S. Typhimurium por el MCP-1. Se incubaron concentraciones
de 6 hasta 0.18 ug/mL de MCP-1 con ~0.5 EU/mL de LPS de S. Typhimurium por 30 min (n=3).
A. Unidades de endotoxina (EU) por mL respecto a concentracion de MCP-1; B. Porcentaje de

inhibicidn que se logra al incubar la quimiocina con LPS. Control (-): LPS + agua. P = * < 0.05.

En la figura 13-B se observa el porcentaje de inhibicion de LPS que se logra con el tratamiento,
con un maximo de 44% a 6 ug/mL. A ninguna concentracion se presentd un 100% de inhibicion

con esta proteina.

7.7. Induccion de sepsis en modelo murino

El primer paso para determinar el perfil de expresion de citocinas en ratones con sepsis por S.
Typhimurium fue la estandarizacion de la infeccion. Se probaron dos diluciones de un concentrado
de S. Typhimurium con una D.O = 1.2 y se monitorearon a los ratones a diferentes horas. Los

resultados se muestran en la tabla 4.

Tabla 4. Infeccién de ratones con diferentes D.O. de S. Typhimuirum.

o # Pérdida de
Dilucion D.O. ) Horas
bacterias peso
0.005 0.016 1.3x10’ 48 43-46¢
0.001 0.004 4x10° 96 59-6.3¢
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Debido a que el experimento tiene una duracién de 72 h, se eligi6 infectar a los ratones con una
dilucion del concentrado de 0.001, la cual tuvo una D.O. de 0.004, y un conteo bacteriano de 4x10°
CFU/mL, ya que el tiempo méaximo de supervivencia fue de 96 h (tabla 4) y aunque aparentemente
hubo una mayor pérdida de peso, se debe a que la infeccion tuvo una duracion mas larga. Se ha
reportado que en ratones Balb/c de 18 a 25g con una inoculacion intraperitoneal a partir de 10°
CFU de S. Typhimurium, se presenta una condicion de sepsis a las 24h (Gautam et al., 2016), por

lo que al estar infectando con una cantidad mayor se asegura la induccion de la patologia.

Se trataron a los diferentes grupos con 200 puL de Css54 15 uM, 200 puLL de MCP-1 15 uM, o0 400
uL de Css54 15 uM + 15 uM de MCP-1 diluidos en PBS (en todos los casos), a las 24 y 48 h de
infeccion. Se monitoreo el peso de todos los grupos y se puede observar que los grupos infectados
con la bacteria pierden significativamente (p < 0.0001) hasta un 23% de sus pesos en promedio al
final del experimento (hasta 1.4 g por dia) mientras que los grupos control mantienen su peso
(Figura 14).
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Figura 14. Control de peso de ratones con sepsis, 2 tratamientos. Ratones Balb/c fueron infectados
con S. Typhimurium (= 4x10° CFU) y tratados con Css54, MCP-1 o Css54 y MCP-1 (15 uM en
todos los casos) a las 24 y 48h después. Las barras representan los dias transcurridos del 1 al 4.
Control (-): PBS. n=6. P = **** < (0.0001.
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Por otra parte, se trataron a los diferentes grupos con 15 uM de Css54, 15 uM de MCP-1 0 15 uM
de Cssb4 + 15 uM de MCP-1 unicamente 24 h después de la infeccion. De la misma manera se
monitore6 el peso de todos los grupos y en aquellos infectados con la bacteria observamos que
pierden significativamente hasta el 21.7% en promedio al final del experimento (p < 0.05), se
puede observar que la pérdida abrupta de peso se da al ultimo dia, mientras que los grupos control

aumentan ligeramente su peso (Figura 15).
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Figura 15. Control de peso de ratones con sepsis, 1 tratamiento. Ratones Balb/c fueron infectados
con S. Typhimurium (= 4x10° CFU) y tratados con Css54, MCP-1 o Css54 y MCP-1 (15 uM en
todos los casos) a las 24 h. Las barras representan los dias transcurridos del 1 al 4 (72 h en total).
Control (-): PBS. n=6. P = ** < 0.01, *** < 0.001, **** < 0.0001.

Por otro lado, se verificé si hay una reduccion de la carga bacteriana en higado y bazo, asi como
en peritoneo luego de la administracion de los tratamientos. Los resultados muestran que en el
peritoneo se da una reduccion muy pequefia de la carga bacteriana en el grupo tratado con el péptido
Css54, aungue no resulta ser significativo, mientras que con MCP-1 y la combinacién de ambos

péptidos, la carga aumenta respecto al control (Figura 16).
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Figura 16. Recuento bacteriano en peritoneo. Ratones Balb/c fueron infectados con S.
Typhimurium (= 4x108 CFU) y tratados con Css54, MCP-1 0 Css54 y MCP-1 (15 uM en todos los
casos) a las 24 h. Se realizé el conteo bacteriano en peritoneo a las 72 horas (n=6). Se muestra el

resultado de dos experimentos independientes.

En el caso de higado y bazo, los grupos tratados con Css54 o0 MPC-1 no muestran una reduccion

de carga bacteriana, al contrario, se da un aumento respecto al control (Figura 17).
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Figura 17. Recuento bacteriano en higado y bazo. Ratones Balb/c fueron infectados con S.
Typhimurium (= 4x108 CFU) y tratados con Css54, MCP-1 0 Css54 y MCP-1 (15 uM en todos los
casos) a las 24 h. Se realiz6 el conteo bacteriano en 6rganos a las 72 horas (n=6). Se muestra el

resultado de dos experimentos independientes.
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7.8. Andlisis de expresion de citocinas en modelo murino de sepsis

Se analizo la expresion de diferentes citocinas en plasma sanguineo de ratones infectados con S.
Typhimurium (4x10® CFU/raton) y tratados a diferentes horas. Se establecieron grupos tratados 24
h después de la infeccion, y grupos tratados 24 y 48 h después de la infeccion debido a que en este
ultimo se tratd de dilucidar qué pasaria si el péptido fuera utilizado como un antibiético cada 24 h.
Todos ellos con Css54 15 uM, MCP-1 15 uM o la combinacion de ambos a 15 uM. En el caso de
un solo tratamiento a las 24 h de infeccidn, los resultados muestran que con el tratamiento de Css54,
los niveles de todas las citocinas incrementaron a excepcion de IFN-y que se mantiene respecto al
control infectado y sin tratar. Mientras que, cuando se trataron a los individuos con MCP-1,
citocinas con perfil proinflamatorio como IFN-y, IL-6 e IL-12p70 aumentaron sus niveles, pero la
citocina con perfil antiinflamatorio, I1L-10, se vio disminuida lo que sugiere que MCP-1 podria
asociarse con un perfil proinflamatorio. Ese mismo comportamiento se observa cuando se trataron

a los individuos con la combinacion de péptido y quimiocina (Figura 18).
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Figura 18. Expresion de citocinas en ratones infectados con S. Typhimurium y tratados con Css54,
MCP-1 0 Css54+MCP-1 a las 24 h. Plasma de ratones Balb/C fue extraido a las 72 h de infeccion
y analizado por citometria de flujo a una velocidad de 100 uL/min. Css54: 15 uM; MCP-1: 15 uM;

Css54 + MCP-1: 15 15 uM; Control (-): PBS. Cada grafico muestra el resultado de dos
experimentos independientes con triplicados (n=6).
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En cambio, cuando se trataron a los grupos de ratones cada 24 h (dos tratamientos en total), se
puede observar que, en el grupo tratado con Cssb4 existe una disminucion de IFN-y, IL-6, IL-
12p70, MCP-1 y TNF-a respecto al control infectado y ademéas aumenta el nivel de IL-10,
sugiriendo que el péptido podria tener efecto antiinflamatorio. En el caso de MCP-1, aparentemente
se aumentan los niveles de IL-6 pero existe una disminucion de IFN-y, IL-12p20 e I1L-10 lo que
podria indicar que la quimiocina esta actuando como un regulador de la inflamacion. Mientras que,
el grupo tratado con la combinacién de péptidos, disminuye la expresion de citocinas
proinflamatorias como IFN-y, IL-12p20, y mantiene los niveles de IL-6, IL-10 y TNF-a casi al

nivel del control infectado, sin alterar la expresion. (Figura 19).
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Figura 19. Expresion de citocinas en ratones infectados con S. Typhimurium y tratados con Cssb54,
MCP-1 0 Css54+MCP-1 a las 24 y 48 h. Plasma de ratones Balb/C fue extraido a las 72 h de
infeccion y analizado por citometria de flujo a una velocidad de 100 puL/min. Css54: 15 uM; MCP-

1: 15 uM; Css54 + MCP-1: 15 15 uM; Control (-): PBS. Cada gréafico muestra el resultado de dos
experimentos independientes con triplicados (n=6).

37



8. Discusion

El péptido Css54 demostro tener actividad antimicrobiana contra S. Typhimurium mientras que la
quimiocina no inhibi6 el crecimiento (Figura 8). En el caso de Css54, Garcia et al. (2013)
determinaron una MIC de 12.5 pg/mL contra E. coli y S. aureus, en este trabajo la MIC para S.
Typhimurium fue menor con un valor de 6.25 ng/mL. Probablemente esto se deba a que al ser una
bacteria Gram- negativa existe una composicién diferente en la membrana celular, provista de LPS,
que al estar cargados negativamente pueden interactuar de manera eficiente con los AMPs cargados
positivamente. En el caso de las Gram- positivas, carecen de una segunda membrana o LPS pero
estan enriquecidas de &cido teicoico cargado negativamente (Yeaman & Yount, 2003). Ademas, se
sabe que la membrana externa de las bacterias Gram-negativas es asimétrica, compuesta
principalmente por lipido A, el cual presenta una enorme variabilidad estructural debido a que se
compone por una cabeza con grupo disacarido, de 0 a 2 grupos fosfato cargados negativamente, y
de 4 a 7 colas alifaticas que varian en longitud y saturacién; por ello la estructura y composicion
del lipido A puede servir como una forma de identificacion bacteriana (Liang et al., 2019; Nelson,
Opene, Ernst, & Schwartz, 2020). Nelson et al., 2020 demostraron que los AMPs que interactGan
con mayor fuerza con el lipido A de la membrana bacteriana requieren menores dosis para impartir
su efecto inhibitorio y viceversa (Nelson et al., 2020) por lo que Css54 podria estar interactuando

con mayor afinidad con el lipido A de S. Typhimurium que con otras bacterias Gram-negativas.

En el caso de MCP-1, no se observé un efecto antimicrobiano. Esto se puede deber a que
usualmente, las quimiocinas que presentan esa actividad forman un “parche” de cargas
electrostéaticas positivas en su superficie y en MCP-1 la formacidn de tal parche se ve interrumpida
por residuos anidnicos (Yang et al., 2003). Estos resultados corroboran los efectos observados por
Yang et al., 2003 con Gram negativas, donde MCP-1 no presento efecto antimicrobiano contra E.
coli a una concentracién de 10 ug/mL. Se ha demostrado que esta quimiocina tampoco tiene efecto
contra Gram positivas ni parasitos como S. aureus y Leishmania mexicana, respectivamente
(So6birk et al., 2013; Yang et al., 2003).

Una de las propiedades importantes de los AMPs es que tienen la habilidad de eliminar a las
bacterias sin causar una toxicidad significativa a las células eucariotas. Los resultados muestran

gue Cssb54 no causa citotoxicidad en células de macr6fago RAW 264.7, a concentraciéon maxima
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de 12.5 pg/mL, mientras que MCP-1 no causa dafio incluso a concentraciones altas de 12.5 ug/mL

(Figura 9);esto indica que ambos son péptidos viables en células de este tipo.

Los macrofagos eliminan a las bacterias directamente a través de la fagocitosis o indirectamente
liberando moléculas inflamatorias y oéxido nitrico (NO), asi como secretando factores
proinflamatorios como IL-6, IL-18 y TNF-a (Wang et al., 2019). De acuerdo con los resultados,
Cssb4 demostrd incrementar la actividad fagocitica de los macrofagos contra S. Typhimurium,
incluso a concentraciones pequefias (Figura 10). Diversos reportes han demostrado que los AMPs
pueden activar las funciones de los macrdfagos, la catelicidina LL-37 eleva la fagocitosis
bacteriana por macrofagos humanos a bajas concentraciones del péptido (Wan et al., 2014),
mientras que la sublancina (un AMP producido por B. subtilis) mejora la actividad fagocitica contra
S. aureus in vitro e in vivo (Wang et al., 2019), asi como HD5 (Human a-defensin 5) que facilita
la internalizacién de Shigella y Salmonella en macrofagos por medio de la promocién de adhesion
bacteriana (Xu et al., 2019). Por otro lado, las quimiocinas pueden ejecutar diferentes funciones
dependiendo del estimulo. Se sabe que CYTL1 promueve la fagocitosis de E. coli e induce la
quimiotaxis en neutrofilos (Xue et al., 2020) y aunque no existe evidencia de que las quimiocinas
tipo CC (como es el caso de MCP-1) promuevan la actividad fagocitica en macrofagos, en este
trabajo se observo por primera vez que el tratamiento con MCP-1 resulté en el incremento aparente
de dicha actividad (Figura 11).

Debido a que el tratamiento contra infecciones con antibiéticos promueve la liberacion de factores
patégenicos como los LPS y por lo tanto resulta en sepsis bacteriana, un tratamiento efectivo
deberia combinar una gran actividad antimicrobiana con la habilidad de unién y neutralizacion de
LPS. Los AMPs se han convertido en una alternativa ya que son capaces de interactuar con los
LPS de dos formas, una se debe a la formacion de atracciones electrostaticas entre las cargas
positivas del péptido con los grupos fosfato de los LPS cargados negativamente, otra es la
interaccion hidrofébica entre ellos (Gustafsson, Olin, & Ljunggren, 2010). Los resultados
demuestran que el Css54 muestra una gran habilidad de neutralizacion incluso a concentraciones
menores de 0.5 pg/mL (Figura 12). Esto se puede deber a su gran cantidad de residuos cargados
positivamente e hidrofébicos. Se ha sugerido que la interaccidn entre péptidos y LPS puede deberse
a la unién de los residuos catiénicos a los grupos fosfato de los LPS y la porcion de lipido A, como

ocurre con el LF12 (un péptido derivado de la Lactoferrina) y Mel4 (un péptido hibrido de la

39



Melitina) (Yasir et al., 2018). Ademas, se ha observado que al reemplazar residuos hidrofilicos por
aminoacidos hidrofébicos incrementa la habilidad de unién a los LPS (Rosenfeld, Lev, & Shai,
2010), por lo que el Css54 al tener casi un 50% de residuos hidrofébicos tiene una gran capacidad
tedrica de unidn, por lo que seria interesante realizar un modelado in silico para confirmar esta
interaccion. Por otro lado, MCP-1 no mostr6 una gran capacidad de neutralizacion de LPS (Figura
13), ya que a la mayor concentracion de 6 ng/mL solo se presentd un 44% de neutralizacion. Sin

embargo, es el primer trabajo que reporta una interaccion de LPS con quimiocinas.

Algunos AMPs han demostrado reducir los niveles de crecimiento bacteriano en érganos como
pulmén, higado y rifibn en modelo murino, y, por lo tanto, asegurando la supervivencia de los
individuos (Kim et al., 2019). En este caso, el tratamiento con Css54, MCP-1 o la combinacion de
ambos, no logro reducir la carga bacteriana en peritoneo (Figura 16), higado o bazo (Figura 17).
Lo cual también explicaria la gran pérdida de peso de los individuos a diferentes horas de
tratamiento (Figura 14-15), ya que la bacteria se estaria multiplicando de manera considerable en
todo el organismo. Esto sugiere que, si bien el AMP y la quimiocina mostraron neutralizacion de
LPS in vitro, no se asegura que en un modelo in vivo estén interactuando; lo cual podria deberse a
la gran cantidad de moléculas circulantes en el organismo, ademas de los péptidos, o a que los

péptidos podrian estarse degradando durante todo el ciclo de infeccidn.

Algunos de los tratamientos para la sepsis se enfocan en la neutralizacion de uno 0 mas mediadores
inflamatorios, como antagonistas del receptor de IL-1 y anticuerpos anti-TNF-a; sin embargo, no
han sido del todo efectivas debido a que las terapias antiinflamatorias podrian incrementar
infecciones secundarias y mortalidad (Li et al., 2013). Por ello, la modulacion del sistema inmune
con AMPs podria ser una terapia con gran potencial para las infecciones bacterianas. El péptido
Css54 ha demostrado capacidad para reducir los niveles de citocinas proinflamatorias, TNF-a.,
IFN-y e IL-12, en ratones con una infeccion sistémica a diferentes horas de tratamiento en este
trabajo. Algunos AMPs como LL-37 y Ps-K18 han demostrado neutralizar LPS asi como reducir
niveles de citocinas proinflamatorias; en el caso de Ps-K18, es un péptido de 2,702 Da y carga neta
de +3, que tiene la habilidad de bloguear la activacion del TLR4/NF-xB y por lo tanto reducir la
produccion de TNF e IL6 en un modelo in vivo (Jang et al., 2019; Nagaoka et al., 2020). Por lo que
el Css54, al tener caracteristicas parecidas, peso de 2,870 Da y carga neta de +5, podria estar

actuando de igual manera modulando la respuesta inmune y por lo tanto ser un tratamiento efectivo
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contra la sepsis. Se sabe que cuando el lipido A (el centro activo del LPS) interactta con la proteina
de union a LPS (LBP, por sus siglas en inglés) es extraido del LPS y transferido a la membrana del
CD14, iniciando la cascada de sefializacion del TLR4 y llevando a la produccion de los mediadores
proinflamatorios. Algunos estudios han demostrado que cuando los AMPs interactlan
directamente y con gran afinidad con los LPS, interfieren en la union con LBP suprimiendo la
liberacion de citocinas (Lee, Mereuta, Luchian, & Park, 2019; Veloso Junior et al., 2019); tal es el
caso de ToAP3, un AMP aislado del escorpién T. obscurus y de tipo NDBP, al igual que Css54,
que ademas se actuar de esa manera también decrementa los niveles de transcrito de citocinas
proinflamatorias como TNF-a e IL-1f (Veloso Junior et al., 2019). Otra posible explicacion es que
Css54 estaria actuando como un reclutador de leucocitos al sitio de infeccion afectando la
produccion de IFN-g y MCP-1 e incrementando la sintesis de 1L-10 y suprimiendo los niveles de
citocinas proinflamatorias IL-12p70 y TNF-a, como lo han manifestado con otros AMPs que tienen
efecto contra Salmonella (Silva et al., 2016), lo cual ocurrié con los individuos tratados 2 veces
cada 24h (Figura 19). Por ultimo, los resultados sugieren que, si se administra una sola vez el
péptido o la quimiocina en un modelo in vivo, se tiene un perfil proinflamatorio con ambas
moléculas (Figura 18), mientras que si el tratamiento se realiza més de una vez el perfil de Css54

podria ser antiinflamatorio.

9. Conclusiones

— El péptido Css54 tiene efecto inhibitorio contra S. Typhimurium, y es bactericida.

— Laquimiocina MCP-1 no tiene actividad antimicrobiana.

— El péptido Css54 y MCP-1 no causan citotoxicidad a macréfagos RAW 264.7 a
concentraciones bajas.

— Css54 y MCP-1 estimulan la fagocitosis de S. Typhimurium en células RAW 264.7.

— Cssb4 neutraliza completamente LPS de S. Typhimurium, mientras que MCP-1 no logra
inhibir LPS.

— Cssb4 reduce la carga bacteriana en peritoneo de ratones con sepsis causada por S.
Typhimurium, pero no en 6rganos.

— MCP-1 no reduce la carga bacteriana en peritoneo ni 6rganos de ratones con sepsis.

— Cssb4 podria tener efecto antiinflamatorio en sepsis.
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MCP-1 presenta efecto proinflamatorio en sepsis inducida con S. Typhimurium.

La combinacién de péptido-quimiocina no alivian la sepsis inducida en el modelo in vivo.

10. Perspectivas

Analizar la actividad de Css54 y MCP-1 en macrofagos de linea celular humana.
Probar si existe un efecto sinérgico de Css54 con antibidticos.
Evaluar si el tratamiento con MCP-1 induce la expresion de citocinas antiinflamatorias.

Evaluar el modo de accién de Css54 en membranas bacterianas.
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12. Anexos

12.1. Construccion del péptido MCP-1

El péptido MCP-1 es una secuencia que consta de 76 residuos de aminoacidos y no se dispone de
su gen codificante. Por tanto, para la construccién de un gen y un péptido recombinante, fue
necesario realizar una traduccion reversa de la secuencia aminoacidica y posteriormente analizarla
para establecer tanto el uso preferencial de codones para E. coli, como el balanceo de los mismos
codones en la secuencia. A continuacion, en el extremo 5’ de la secuencia se adicionaron tanto el
sitio de digestion para la enzima de restriccion BamHI, como el sitio de reconocimiento para la
proteasa TEV. En el extremo 3’ se adicionaron dos sitios de parada y el sitio de digestion para la
enzima de restriccion Pstl. La finalidad de este ultimo proceso era llegar a clonar el gen en el
plasmido pQE30 (QiaGen®) utilizando los sitios de digestion mencionados (En la Tabla 1 se

muestran todo el procedimiento descrito anteriormente).

Tabla 1. Flujo de trabajo en términos de secuencias para la obtencién del péptido recombinante
MCP-1

Descripcién Secuencia

1.  Secuencia  de

residuos de QPDAINAPVT CCYNFTNRKI SVQRLASYRR ITSSKCPKEA
aminoacidos del VIFKTIVAKE ICADPKQKWY QDSMDHLDKQ TQTPKT

péptido MCP-1

2. Traduccién reversa
del péptido MCP-1
para obtener el DNA

codificante

3. Secuencia con
analisis de uso
preferencial de
codones para

(8685.03 Da; 76 residuos)

CAGCCGGATGCGATTAACGCGCCGGTGACCTGCTGCTATAACTTTA
CCAACCGCAAAATTAGCGTGCAGCGCCTGGCGAGCTATCGCCGCA
TTACCAGCAGCAAATGCCCGAAAGAAGCGGTGATTTTTAAAACCA
TTGTGGCGAAAGAAATTTGCGCGGATCCGAAACAGAAATGGGTGC
AGGATAGCATGGATCATCTGGATAAACAGACCCAGACCCCGAAAA
CC (228 nucleottidos)

CAGCCGGATGCGATTAALGCaCCtGTGACCTGCTGITACAACTTTACY
AAICGIAAAATCAGIGTICAaCGCCTGGCGAGCTATCGICGCATTACCA
GtAGCAAgTGCCCGAAAGAAGCCGTGATCTTCAAGACIATTGTIGCGA
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expresion en E. coli y
codones balanceados

4. Secuencia completa:
adiciébn  de  sitios
restriccion BamHI y
Pstl y secuencia de
proteasa TEV

AAGAgATCTGtGCaGACCCGAAJCAGAAATGGGTGCAaGATAGCATG
GATCATCTGGATAAJCAGACCCAaACgCCtAAAACTL (228 nucleotidos)

GAGAGGATCCGAAAACCTGTATTTTCAGGGCCAGCCGGATGCGAT
TAAtGCaCCtGTGACCTGCTGtTACAACTTTACgAAICGIAAAATCAGLEG
TtCAaCGCCTGGCGAGCTATCGICGCATTACCAGIAGCAAGTGCCCGA
AAGAAGCCcGTGATCTTCAAGACIATTGTIGCGAAAGAQGATCTGIGCaGA
cCCGAAgCAGAAATGGGTGCAaGATAGCATGGATCATCTGGATAAg
CAGACCCAaACgCCtAAAACITAATAGCTGCAGGAGA (275
nucleotidos)
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12.2.Caracteristicas fisicas de ratones infectados

- Dos tratamientos: 24 y 48h

Grupo

Dia

0 (Infeccion)

2

3

Pelo erizado

Diarrea, ojos cerrados. Poco
movimiento

Sin movimiento, diarrea,
muy delgado.

Pelo erizado, pérdida de peso,

Diarrea, ojos cerrados. Sin

Murié antes de tomar

Css54 + MCP-1

Pelo erizado, con movimiento.

1.S. Typhimurium Normal ojos ligeramente cerrados. movimiento muestra de heces.
Pelo erizado, evidente pérdida | Diarrea, ojos cerrados. Sin Murié antes de tomar
de peso movimiento muestra de heces.
Normal. Con movimiento, sin Normal. Con movimiento, sin Normal. Con movimiento,
2. Css54 Normal . . L
pérdida de peso pérdida de peso sin pérdida de peso
Normal. Con movimiento, sin | Normal. Con movimiento, sin Normal. Con movimiento,
3. MCP-1 Normal . . s
pérdida de peso pérdida de peso sin pérdida de peso
Pelo erizado, con movimiento | Ojos ligeramente cerrados, Sin movimiento, diarrea,
normal. pérdida de peso, diarrea. muy delgado.
4. S. Typhimurium + Normal Pelo erizado, evidente pérdida | Ojos ligeramente cerrados, Sin movimiento, no puede
Css54 de peso muy delgado, diarrea. evacuar, muy delgado.
. L Ojos ligeramente cerrados, Sin movimiento, no puede
Pelo erizado, con movimiento. s R
pérdida de peso, diarrea. evacuar, muy delgado.
. Sin movimiento, ojos
. L Ojos ligeramente cerrados, .
Pelo erizado, con movimiento. o R cerrados, diarrea, muy
pérdida de peso, diarrea.
delgado.
5. S. Typhimurium + MCP- ) - Ojos ligeramente cerrados, Sin movimiento, problemas
Normal Pelo erizado, con movimiento. | . :
1 pérdida de peso, diarrea. para evacuar.
Pelo erizado, evidente pérdida | Ojos ligeramente cerrados, Sin movimiento, problemas
de peso pérdida de peso, diarrea. para evacuar.
L Poco movimiento, ojos
. . Ojos ligeramente cerrados, .
Pelo erizado, con movimiento. 1 R cerrados, diarrea, muy
pérdida de peso, diarrea.
delgado.
6. S. Typhimurium + Normal Ojos ligeramente cerrados, Poco movimiento, diarrea,

pérdida de peso, diarrea.

muy delgado.

Pelo erizado, con movimiento.

Ojos ligeramente cerrados,
pérdida de peso, diarrea.

Poco movimiento, diarrea,
muy delgado.
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7. PBS

Normal

Normal. Con movimiento, sin
pérdida de peso

Normal. Con movimiento, sin

pérdida de peso

Normal. Con movimiento,

sin pérdida de peso

- Un tratamiento: 24h

Dia
Grupo 0 (Infecciodn) 1 2 3
. Diarrea, ojos cerrados. Poco | sin movimiento, diarrea,
Pelo erizado. movimiento muy enfermo.
. . Pelo erizado Diarrea, ojos cerrados. Poco | Sin movimiento, problemas
1. S. Typhimurium Normal : movimiento para evacuar, muy delgado.
. Diarrea, ojos cerrados. Poco | Sin movimiento, problemas
Pelo erizado. L
movimiento para evacuar, muy delgado.
Normal. Con movimiento, | Normal. Con movimiento, Normal. Con movimiento,
2. Css54 Normal R R L
sin pérdida de peso sin pérdida de peso sin pérdida de peso
Normal. Con movimiento, | Normal. Con movimiento, Normal. Con movimiento,
3. MCP-1 Normal R R L
sin pérdida de peso sin pérdida de peso sin pérdida de peso
Pelo erizado, con Ojos ligeramente cerrados, | Poco movimiento, diarrea,
movimiento normal. pérdida de peso, diarrea. muy delgado.
4. S. Typhimurium + N | Pelo erizado, sin pérdida | Ojos ligeramente cerrados, | Poco movimiento, diarrea,
Css54 orma de peso diarrea. muy delgado.
Pelo erizado, con Ojos ligeramente cerrados, | Sin movimiento, problemas
movimiento. pérdida de peso, diarrea. para evacuar, muy delgado.
Pelo erizado, con Ojos ligeramente cerrados, . .
o ., . Poco movimiento, diarrea,
movimiento, pérdida de mucha pérdida de peso,
. muy delgado.
peso. diarrea.
. : Ojos ligeramente cerrados
5. S. Typhimurium + Pelo erizado, con ) g, ) " | Poco movimiento, diarrea,
Normal . poca pérdida de peso,
MCP-1 movimiento. ) muy delgado.
diarrea.
. o Ojos ligeramente cerrados, L .
Pelo erizado, pérdida de ) g . Poco movimiento, diarrea,
L mucha pérdida de peso,
peso, con movimiento. . muy delgado.
diarrea.
. N Poco movimiento, ojos
Pelo erizado, con Ojos ligeramente cerrados, X
- : cerrados, diarrea, muy
. . movimiento. diarrea.
6. S. Typhimurium + delgado.
Normal

Css54 + MCP-1

Pelo erizado, con
movimiento.

Ojos ligeramente cerrados,
poca pérdida de peso,
diarrea.

Poco movimiento, diarrea,
muy delgado.
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Pelo erizado, con
movimiento.

Ojos ligeramente cerrados,
poca pérdida de peso,
diarrea.

Poco movimiento, diarrea,
muy delgado.

7. PBS

Normal

Normal. Con movimiento,
sin pérdida de peso

Normal. Con movimiento,
sin pérdida de peso

Normal. Con movimiento,
sin pérdida de peso
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