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Resumen de la tesis que presenta Daniela Zazueta Favela como requisito parcial para la obtencion del
grado de Maestro en Ciencias en Ciencias de la Vida con orientacién en Biotecnologia Marina

Efecto de toxinas de Californiconus californicus en la diferenciacion de los linfocitos T reguladores y
Th17

Resumen aprobado por:

Dr. Marco Antonio De Leén Nava
Director de tesis

El sistema inmunoldgico de los vertebrados estd conformado por una serie de mecanismos de defensa
gue desencadena acciones protectoras contra patdgenos. Se divide en un sistema innato y un sistema
adaptativo, el cual reconoce antigenos con una alta especificidad. Uno de sus componentes celulares son
los linfocitos T, que se subdividen en linfocitos citotdxicos, cooperadores y reguladores. Los linfocitos
reguladores contribuyen, entre otras funciones, a mantener la homeostasis del organismo al impedir el
ataque a tejidos propios; por otro lado, los linfocitos T cooperadores se diferencian en distintos subtipos,
dependiendo de varios elementos como el reto antigénico, que induce la accién de factores de
transcripcién y de citocinas en el medio; un ejemplo son los linfocitos Th17. Estas células tienen la
capacidad de inducir una respuesta inflamatoria al reclutar neutrdfilos en el lugar de la infeccién y también
juegan un importante papel en algunas enfermedades autoinmunes. Entre varias caracteristicas que los
distinguen, los linfocitos T poseen canales idnicos especificos importantes para su diferenciacién y
proliferacién. En los ultimos afios, se han caracterizado diversas moléculas a partir de caracoles marinos
cuyos blancos moleculares son diversos canales idnicos y se ha incrementado el interés en la investigacion
biomédica por sus posibles aplicaciones terapéuticas. Debido a la importancia de los linfocitos T
reguladores y Th17 (cooperadores) en la respuesta inmunoldgica para combatir diversas patologias, se
evalué el efecto de cuatro toxinas de naturaleza peptidica (ccj2, ccj4, ccj5 y ccj6) de la especie
Californiconus californicus, en la polarizacién de linfocitos T obtenidos de nddulos linfaticos de ratén. Se
observé un incremento en la diferenciacién de linfocitos Th17 en el segundo dia de cultivo por efecto de
ccj4 y ccj6 (5.5 pM); asimismo aumento la produccion de interleucina (IL) 10, una citocina con funciones
supresoras y antiinflamatorias, por parte de las Treg, en el tercer dia, por efecto de ccj2 y ccj5 (5.5 uM), y
en el cuarto dia, por efecto de ccj6 (5.5 uM). No se encontraron cambios en la proliferacién celular en
ninguna de las dos subpoblaciones. Resulta relevante que una conotoxina incrementd la produccién de
IL10 Unicamente en linfocitos T reguladores, y que otro péptido aumentd la cantidad de células Th1l7,
efectos que sugieren la presencia de blancos moleculares especificos en estas poblaciones. En conjunto,
este trabajo indica que algunas conotoxinas pueden modular funciones efectoras de los linfocitos T.

Palabras clave: Linfocito Th17, linfocito T regulador, toxinas, inmunomodulacion, Californiconus
californicus.



Abstract of the thesis presented by Daniela Zazueta Favela as a partial requirement to obtain the Master
of Science degree in Life Science with orientation in Marine Biotechnology

Effect of Californiconus californicus toxins on the differentiation of Regulatory T lymphocytes and Th17

Abstract approved by:

Dr. Marco Antonio De Leén Nava
Thesis Director

The vertebrate immune system represents the defense mechanisms that trigger protective actions against
pathogens. It is divided into an innate system and an adaptive system, which recognizes antigens with high
specificity allowing discrimination of subtle changes. One of its cellular components are T lymphocytes,
which can be subdivided into cytotoxic, helper and regulatory T lymphocytes. Regulatory T cells contribute,
among other functions, to maintain the homeostasis of the organism by preventing the damage to the
own tissues. Helper T cells differentiate into different subtypes, depending on several elements such as
the antigenic challenge, which induces the action of transcription factors and cytokines in the medium; an
example are Th17 lymphocytes. These lymphocytes have the ability to induce an inflammatory response
by recruiting neutrophils to the site of infection and also play an important role in some autoimmune
diseases. Among several characteristics that distinguish them, T lymphocytes have specific ion channels
that are important for their differentiation and proliferation. In recent years, several marine snail
molecules have been characterized delimiting several ion channels as their molecular targets and the
interest of biomedical research in these molecules has increased due to their possible therapeutic
applications. Due to the importance of regulatory T cells and Th17 lymphocytes in the immune response
in combating diverse pathologies, the effect of four toxins (ccj2, ccj4, ccj5 and ccj6) from Californiconus
californicus was evaluated in the polarization of T lymphocytes obtained from mouse lymph nodes. An
increase in Th17 cells was observed on the second day of separate T lymphocyte co-cultures with ccj4 and
ccj6 (5.5 uM) as well as the production of interleukin (IL) 10, a cytokine with suppressive and anti-
inflammatory functions, by regulatory T cells on the third day of co-cultures with ccj2 and ccj5 (5.5 uM)
and on the fourth day with ccj6 (5.5 uM). No effect was found on cell proliferation in either subpopulation.
It is relevant that one conotoxin increased IL10 production only in regulatory T lymphocytes and another
increased the amount of Th17 cells, effects that suggest the presence of specific molecular targets in these
populations. Taken together, this project indicates that some conotoxins can modulate T lymphocyte
effector functions.

Keywords: Th17 lymphocyte, regulatory T cell, toxins, immunemodaulation, Californiconus californicus.
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Capitulo |

1. Introduccion

1.1 Sistema inmunolégico

El sistema inmune esta conformado por una serie de mecanismos de defensa compuesto por un conjunto
heterogéneo de células que confieren proteccidén contra agentes extranos. Este sistema se basa en una
red compleja de comunicacidon entre células en diversos sitios del cuerpo (Arnold et al., 2015), llevando a
cabo respuestas protectoras, especificas y rdpidas contra multiples patdgenos. Es responsable
de mantener la homeostasis a través de la eliminacién de células y moléculas derivadas de diversas fuentes
malignas como virus, bacterias, protozoarios, entre otras. Por tanto, el sistema inmune es muy eficaz y
especifico al decidir acerca de cudndo y cémo tolerar a antigenos derivados del organismo hospedero o

de otros organismos cuando es necesario (Knutson et al., 2007).

Inmunidad Inmunidad

Innata Célula dendritica SR Adaptativa

Mastocito

CélulaB

Macréfago

CélulaT

Célula NKT Anticuerpos

CélulaT Célula
CcD4* CD8?,

Granulocitos

Figura 1. Clasificacion del sistema inmune. Células representativas de la inmunidad innata y adaptativa (Modificado
de Dranoff, 2004).

Los procesos bioldgicos mas importantes de la respuesta inmune son: a) la eliminacidn de agentes

microbianos a través de los mecanismos de proteccion no especificos del sistema inmune innato, b) la



transferencia de informacién por parte del sistema inmune innato a las células del sistema adaptativo y
por lo tanto, generar respuestas en la forma y momento apropiados, c) el reconocimiento de antigenos
extrafios por medio de las células del sistema inmune adaptativo y la movilizacién de mecanismos
potentes para la eliminacién de los microbios que traen consigo estos antigenos, y d) el desarrollo de la
memoria inmunitaria a partir de sus respuestas a exposiciones anteriores y la tolerancia a antigenos

propios (Paul, 2013).

Debido a la presidon selectiva impuesta por los diversos microorganismos infecciosos, el sistema
inmune evoluciond, teniendo como resultado que los organismos multicelulares desarrollaran
mecanismos de defensa con la capacidad de activarse y eliminar los factores infecciosos presentes en el
hospedero. Filogenéticamente, el mecanismo mas antiguo de defensa se conoce como sistema inmune
innato, el cual posee receptores para el reconocimiento de patégenos microbianos. Ademas, se encuentra
el sistema inmune adaptativo, caracteristico sélo de las especies vertebradas y genera un amplio

repertorio de receptores antigénicos con numerosas especificidades (Medzhitov et al., 1997).
1.1.1 Sistema inmune innato

La inmunidad innata es la primera linea de defensa contra los microorganismos, es la proteccidén que existe
en el momento de nacer, siempre esta disponible para proporcionar respuestas rapidas que protegen
contra la enfermedad y no implica el reconocimiento especifico de un microorganismo (Tortora et al.,
2007). Se caracteriza por montar respuestas a los pocos minutos de exposicidon a antigenos microbianos,
generando una respuesta inflamatoria de proteccidon y desempefia un papel importante en la activacion
de la respuesta inmune adaptativa subsiguiente. Aunque su repertorio de receptores es limitado para
detectar patdgenos invasores, puede compensar esta limitante gracias a que existen muchos
componentes microbianos altamente conservados que son compartidos por grandes grupos de agentes
infecciosos. El sistema inmune innato consta de mecanismos de defensa celulares y bioquimicos cuyos
principales componentes son: a) barreras fisicas y quimicas, como el epitelio y sustancias antimicrobianas
producidas en las superficies epiteliales; b) células fagociticas (neutréfilos y macroéfagos), c) células
dendriticas y linfocitos citoliticos naturales (NK), d) proteinas sanguineas, incluyendo el sistema del

complementos y otros mediadores de la inflamacidn y citocinas (Turvey et al., 2010).
1.1.2 Sistema inmune adaptativo

El sistema inmune adaptativo, también conocido como especifico o adquirido, surge en respuesta a la

infeccion y se adapta a ella. Es un tipo de respuesta inmunitaria estimulada por la exposicidon a



microorganismos infecciosos y aumenta en magnitud y capacidad defensiva con cada exposicién sucesiva
a un microbio en particular. Este tiene una gran especificidad frente a moléculas diferentes, genera
memoria inmunoldgica y por ello exhibe una gran capacidad para recordar y responder a exposiciones
repetidas al mismo microorganismo, y desarrolla extraordinarias habilidades para distinguir entre

diferentes antigenos, aunque estos sean muy similares (Abbas et al., 2012).

Las células del sistema inmune adaptativo son los linfocitos B y T. Estas células son altamente
moviles y después de su desarrollo en los érganos linfaticos primarios (médula ésea y timo) se trasladan a
los érganos linfaticos secundarios (bazo y ganglios linfaticos), los cuales sirven para capturar antigenos en
circulacidn. Por ello, la inmunidad adaptativa surge en estas zonas bajo la influencia de las sefiales de la
inmunidad innata provistas directamente por los patégenos en circulacion o indirectamente por las células

presentadoras de antigenos (APC) activadas por patdgenos (Bonilla et al., 2010).
1.1.2.1 Linfocitos T

Los linfocitos T provienen de progenitores de la linea linfoide que surgen en la médula dsea y migran al
timo para completar su maduracidn. En su membrana se encuentra el receptor de célula T (TCR), el cual
interactla con el antigeno para la posterior activacion del linfocito y sus correspondientes acciones

efectoras.

Durante el proceso de maduracién de las células T, ocurren diversos procesos de seleccidon que
llevan a la diferenciacion de los linfocitos T CD8* (citotdxicos) y linfocitos T CD4* (cooperadores). Los
primeros actlan neutralizando patdgenos intracelulares, incluyendo virus y células transformadas, a
través del ataque directo a las células y utilizando enzimas que inducen la apoptosis de las mismas (Bonilla
et al., 2010); mientras que los linfocitos cooperadores son células esenciales de la inmunidad adaptativa,
ya que regulan a las células B para que produzcan anticuerpos, asi como a los linfocitos citotéxicos,
reclutan otras células de la inmunidad innata para llevarlas a los sitios de infeccién, inducen a los
macréfagos a incrementar su actividad microbicida y liberan citocinas para orquestar su respuesta

(Kleinewietfeld y Hafler, 2013).

Una vez que los linfocitos completan su maduracién, migran a los érganos linfaticos secundarios
donde se dala activacidn de las células T. Esto ocurre por la interaccién del TCR con el antigeno presentado
por la molécula del complejo mayor de histocompatibilidad (MHC) tipo Il (para linfocitos T CD4*)

(Luckheeram et al., 2012) en las células dendriticas, macrofagos o células B, denominadas células



presentadoras de antigeno (APC), o por la sinapsis del TCR con el MHC tipo | presente en todas las células

nucleadas para linfocitos T CD8".

Las células CD4* virgenes pueden inducirse y diferenciarse en varios subtipos de células T
colaboradoras (Th) determinadas por las sefiales que reciben durante su interaccién inicial con el antigeno,
asi como la accidn de citocinas en el medio en que se encuentran. Se han clasificado principalmente cuatro
poblaciones mayoritarias claramente definidas en funcidn de las citocinas que producen y de su actividad

predominante: Thl, Th2, Th17 y células T reguladoras (Treg) (Chen et al., 2012).
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Figura 2. Subgrupos de linfocitos T CD4* a partir de la diferenciacion de una célula T virgen (Modificado de O’Shea y
Paul, 2010).

1.1.2.2 Linfocitos Th17

Coffman y Mosmann (1986) descubrieron que no todas las células CD4* tenian la capacidad de producir
todas las citocinas que secretaban los linfocitos T y definieron por primera vez dos grupos de células T

CD4*: Thly Th2 (Zhu et al., 2008).

Las células Thl secretan principalmente interferon gamma (IFN-y), inducen respuestas
inflamatorias y estdn involucradas en la inmunidad contra patdgenos intracelulares. Las células Th2

producen citocinas como la interleucina 4, 5y 13 (IL-4, IL-5, IL-13) y participan en la inmunidad humoral



contra parasitos y reacciones alérgicas. Recientemente se descubrié otro tipo de células Th: las células
Th17, las cuales se caracterizan por la produccién de IL-17A, IL-17F, IL-21, IL-22, y participan en procesos

de inflamaciéon y enfermedades autoinmunes (Awasthi et al., 2008).

Después de la activacion de los linfocitos por el antigeno, la produccién de cierto grupo de células
CD4* esta mediada por factores de transcripcion especificos para cada grupo: T-bet y STAT-4 para células
Th1y GATA-3 y STAT-6 para células Th2. Adicionalmente, los analisis de perfil genético de las células Th17
mostraron que la sobreexpresién de RORyt promueve la diferenciaciéon de linfocitos Th17 y regula la
secreciéon de IL-17, mientras que, si las células son deficientes en este factor, producen poca cantidad de

la citocina IL-17 (Ji et al., 2010).

Se describié que STAT-3, principal factor para la generacion de IL-6, IL-21 e IL-23, también es un
elemento crucial para la regulacion del linaje de las células Th17. Su desarrollo es independiente de las
citocinas requeridas para la diferenciacién de Th1ly Th2, sin embargo TGF- e IL-6 son necesarias para el
desarrollo de las células Thl7 (O’Shea et al., 2009). Los linfocitos de este subgrupo son criticos para la
respuesta inmune contra hongos, contribuyen a reclutar neutrdfilos e inducen la produccidn de factores
antimicrobianos (Chen et al., 2014). Secretan grandes cantidades de IL-17 en los lugares de la infeccidn,
son abundantes en los tejidos mucosos, particularmente en el tubo digestivo y por ello se dice que son
importantes para combatir infecciones intestinales. Se ha encontrado que las células Th1l7 son las
principales participantes en algunas enfermedades autoinmunes como esclerosis multiple, colitis, artritis
reumatoide, psoriasis (Chen et al., 2011), lupus eritematoso y enfermedad de crohn (Bi et al., 2006), y
también se ha descubierto que tienen un papel importante en el desarrollo de tumores (Ji et al., 2010). Se
les ha considerado como un blanco prometedor en el tratamiento de las enfermedades autoinmunes y su

prevalencia y funcion en el cdncer se encuentra en constante investigacién (Li et al., 2013).
1.1.2.3 Células T reguladoras (Treg)

Gershon y colaboradores (1970) reportaron haber encontrado en sus experimentos una poblacién celular
a la que llamaron “células T supresoras” y asumieron que pertenecian al grupo de las células CD4*. Esta
sugerencia no fue apreciada hasta que Sakaguchi et al. (1995) encontraron una poblacidn celular que
poseia actividades inmunosupresoras y se identificé un marcador que las distinguiria de las demas células

T: la molécula CD25. A esta poblacion se les denomina células T reguladoras (Guzman et al., 2013).

Las células T reguladoras (Treg), también conocidas como células supresoras o células reguladoras

CD4* CD25* Foxp3* (Quesniaux et al., 2006), son un subgrupo especial de las células T CD4* y se generan



en el timo, aunque pueden ser inducidas (iTreg) a partir de las células T virgenes por exposicién al factor
de crecimiento de transformacién (TGF-B) y se propagan gracias a lainterleucina 2 (IL-2) (Dang et al., 2011).
Ademas, TGF-B estimula la expresidn de Foxp3, el cual es un factor de transcripcion que se identificé como
marcador para las células Treg y su expresidn contribuye a la diferenciacidon de estas células supresoras

(Beyer et al., 2006).

Estas células son activadas a través de su TCR frente a un antigeno especifico, pero después de
recibir la estimulacion de las APCs, pueden suprimir a su vez la activacién de las células T cooperadoras y

citotoxicas (Linehan et al., 2005).

Entre las funciones de las células T reguladoras, se encuentra el mantener la homeostasis inmune
al proteger al hospedero, al suprimir la respuesta inmune y manteniendo la tolerancia de las células T ante

los antigenos propios (Lai et al., 2011).

La funcidn supresora de las Treg en linfocitos T estd relacionada con la habilidad de inhibir la
produccién de IL-2 y promover el arresto del ciclo celular de las células CD4* y CD8* por un mecanismo que
requiere contacto célula-célula (Miyara et al., 2011). Las células T reguladoras se caracterizan por la
produccién del factor de crecimiento de transformacion (TGF-B) e interleucina 10 (IL-10) donde esta ultima
se considera una citocina inhibidora potente con la habilidad de suprimir las respuestas inflamatorias y

asi, limita el dafio tisular por este tipo de procesos (Luckheeram et al., 2012).

Las células Treg y Th17 comparten un linaje comun, hay evidencia que sugiere que las Treg
maduras pueden ser reprogramadas en células Th17 efectoras competentes, y la plasticidad del linaje de
las células T puede ser un mecanismo importante por el cual se mantiene la homeostasis inmunoldgica

(Gnerlich et al., 2010).
1.1.2.4 Plasticidad de los linfocitos T CD4*

Los linfocitos cooperadores son considerados heterogéneos y flexibles en sus caracteristicas fenotipicas.
La plasticidad se define como la habilidad de una célula T CD4* para adoptar caracteristicas de otros
subgrupos de linfocitos T cooperadores y podria deberse a la co-expresidon de diversos factores de

transcripcidn, citocinas y receptores quimiotdcticos (Wang et al., 2010).

Las citocinas como IL-12 e IL-4 fueron las primeras en ser caracterizadas en la polarizacién de las
células Thl y Th2, respectivamente (estableciendo que una vez polarizadas, las células ya no podrian

cambiar). Sin embargo, con el paso del tiempo este concepto cambid llevando a la conclusion de que las



células se diferenciaban y adquirian funciones flexibles. La capacidad que poseen las células T polarizadas,
particularmente las Th17 y Treg para cambiar de fenotipo, reafirma la hipdtesis de que los linfocitos T CD4*
son adaptables y pueden exhibir plasticidad fenotipica en respuesta a cambios en el ambiente,

respaldando la idea de que las células T poseen una flexibilidad inherente (DuPage et al., 2016).

Th1

Figura 3. Flexibilidad y plasticidad de los subgrupos de linfocitos T CD4* (Modificado de Nakayamada et al. 2012).

Se creia que las células Treg se comportaban como un fenotipo estable, pero el descubrimiento
de que la diferenciacidn tanto de células Th17 y Treg requiere del factor de crecimiento de transformacion
(TGF-B) provee evidencia de que estos subgrupos podrian estar vinculados en su desarrollo. Las Treg
pueden convertirse en células productoras de IL-17 cuando son cultivadas con IL-6 y en ausencia de TGF-
B. La habilidad paraddjica de esta citocina al tener efectos opuestos en rutas similares, muestra su
capacidad de inducir y suprimir inflamacién en diferentes escenarios y las funciones de la misma en el
desarrollo de Th17 o Treg se ven reflejadas en los factores de transcripcién que controlan la divergencia

de estos linajes (Zhu et al., 2010).

Se dice que a altas concentraciones de TGF-B, la funcidn de RORyt se reprime incrementando la
expresion de Foxp3, mientras que a bajas concentraciones de TGF- las seiales iniciadas por IL-6 a través
del factor de transduccion y activador de transcripcidn 3 (STAT3), llevan a la predominancia de RORyt sobre

Foxp3, comprometiendo el linaje hacia Th17. Al llevarse a cabo la activacidn de las células T en presencia



de un antigeno y su expocisidon a TGF-B, éstas son inducidas a co-expresar Foxp3 y RORyt. Cuando las
células dendriticas son activadas por microorganismos que promueven la produccidn de la citocina pro-
inflamatoria IL-6, la diferenciacion de las células T virgenes influida por TGF-B es desviada de la ruta que

lleva hacia las células T reguladoras y se dirige hacia la ruta de los linfocitos Th17 (Weaver et al., 2009).

Existen reportes como los de Yang et al. y Zhou et al. (2008) que indican que las Treg pueden
expresar a RORyt y, bajo ciertas circunstancias, pueden convertirse en células efectoras productoras de IL-
17. A su vez, la expresion de IL-17 dependiente de RORyt puede ocurrir en presencia del factor de
transcripcién Foxp3, pero la concentracion de éste, debe ser lo suficientemente escasa para no bloquear
la funcién de RORyt. Lo anterior sugiere que las células T tienen el potencial de desarrollarse en Treg o
Th17 de acuerdo con el estimulo que reciben, lo cual es un factor critico para mantener la homeostasis
inmunolégica y por lo tanto, resultan posibles blancos para modular ciertos aspectos de la respuesta

inmune.
1.2 Caracoles Conus

Los caracoles de la familia Conidae son moluscos carnivoros que comprenden el género mas grande de
animales marinos (Wang et al., 2004) y despiertan mucho interés por sus potentes venenos utilizados en
la captura de sus presas (Elliger et al., 2011). Las conchas de estas especies son espirales y conicas, de
donde se deriva su nombre. Existen aproximadamente 830 especies (Uribe et al, 2017) en mares calidos
y océanos, principalmente en las regiones del Pacifico e indico-oeste. En América, los caracoles cénicos se
ubican principalmente en el Golfo de California, el Atlantico Mexicano y costas del Pacifico de Sudamérica
(Bokor, 2012). La mayoria crecen en habitats tropicales y subtropicales, aunque algunos se han adaptado
a vivir en ambientes un poco mas frios y se encuentran a mas de 10 metros de profundidad (Carrefio,
2016). En sus habitos de alimentacidn, son por lo general nocturnos y se nutren de poliquetos, moluscos
o peces principalmente, aunque algunas especies tienen una dieta mixta (Peters et al., 2013). Durante el
dia tienden a recorrer zonas de arrecifes y pozas de marea mientras que en las noches se ubican en

sustratos arenosos o rocosos (Field et al., 2010).

Estas criaturas de “movimiento lento” evolucionaron a predadores a través de la incorporacién de
un aparato especializado de envenenamiento, que les permite someter rdpidamente a su presa. Este
aparato comprende un diente hueco similar a un arpén o aguja conectado a un bulbo venenoso a través
de un ducto tubular (Akondi et al., 2014). Se estima que alrededor de 70,000 péptidos son producidos por

las especies de Conus en su conjunto, pero el veneno de cada especie contiene alrededor de 200



componentes con posibles acciones farmacolégicas (Nam et al., 2009), los cuales afectan principalmente

a los canales idnicos activados por ligandos o voltaje (Terlau et al., 2004).
1.3 Californiconus californicus

Californiconus californicus es el Unico miembro del género Californicus y de acuerdo a la clasificacién
propuesta por Puillandre et al. (2014), se le considera asi por ser una especie Unica en sus caracteristicas
moleculares y morfoldgicas. El tamafio de su concha varia entre 1.5 y 3.5 cm y es endémico de la costa
noreste del Pacifico (Elliger et al., 2011). La mayoria de estos caracoles se encuentran distribuidos desde
la bahia de San Francisco, California, E.U.A., hasta Cabo San Lucas, Baja California Sur, México, y estan
adaptados a vivir en aguas un poco frias. Ademdas, poseen una dieta no especializada, ya que consumen
mas de 56 organismos diferentes, incluyendo una gran variedad de moluscos, poliquetos, peces y
crustaceos (Bernaldez et al., 2011), lo cual tiene relacion con sus dientes radulares que suelen ser poco

usuales (Stewart et al., 2005).

Figura 4. Imagen de C. californicus. Archivo del Laboratorio de Inmunologia y Biotoxinas, CICESE.

1.4 Conotoxinas

Los estudios sobre las caracteristicas del veneno de caracoles de la familia Conidae muestran que estd
compuesto por una compleja mezcla de elementos, incluyendo una larga coleccion de péptidos
neuroactivos llamados conotoxinas. Este coctel de toxinas producidas en el ducto venenoso se inyecta en
la presa a través del diente radular, llevando a la paralisis instantanea para su captura, o para defenderse

de sus depredadores (Wang et al., 2004).
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Los conopéptidos se pueden clasificar en dos categorias: el primer grupo, comprende los péptidos
pobres en enlaces disulfuro y, el segundo grupo, representa la mayoria del repertorio de péptidos

venenosos los cuales contienen multiples enlaces disulfuro (conotoxinas) (Akondi et al., 2014).

Las conotoxinas se componen de 10 a 40 residuos de aminoacidos (Espiritu et al., 2001), y se
encuentran genéticamente codificados por pequefias proteinas que son inicialmente traducidas como
precursores pre-pro-péptidos, constituidos por una secuencia sefial (pre-regidn), seguida de una pro-
region y una parte carboxilo terminal (C-terminal) que representa la region madura de la toxina. El péptido
farmacolégicamente activo es generado por un hidrdlisis enzimatica de la regidon C-terminal del pre-pro-

péptido (Becker et al., 2008).

Otra caracteristica sobresaliente de los péptidos de los caracoles marinos es la presencia de una
gran variedad de modificaciones postraduccionales, las cuales incluyen hidroxilacion de prolinas,
carboxilacién de glutamato (Buczek et al., 2005), formacion de enlaces disulfuro, glucosilacién e inversion
estereoquimica de aminoacidos especificos (Durek et al., 2015). Existen evidencias que sugieren que los
caracoles expresan las enzimas responsables de esas modificaciones en sus ductos venenosos

(Bandyopadhyay et al., 1998).

Las conotoxinas se suelen clasificar de acuerdo con caracteristicas como: superfamilias de genes,
marco de cisteinas y por sus efectos farmacoldgicos. Las superfamilias se representan por medio de una
letra mayuscula, el patrén de cisteinas por nimeros romanosy, su blanco molecular se simboliza con letras
del alfabeto griego (Prashanth et al., 2014). Actualmente se conocen 27 superfamilias empleadas por
Conoserver (base de datos de toxinas aisladas de cénidos), cuya clasificacidn por sus patrones de cisteinas,
considera el nimero de cisteinas en el péptido, su patrén y su conectividad dentro de su estructura (Bokor,

2012).

Los blancos moleculares de las conotoxinas son diversos e incluyen una gama de canales idnicos
activados por voltaje o por ligandos, receptores acoplados a proteinas G (GPCR) y transportadores de
neurotransmisores. Por lo tanto, los venenos son una excelente fuente de herramientas potenciales en la
investigacion biomédica para la produccidn de nuevos farmacos, debido a que los canales idnicos estan
involucrados en diversas funciones fisioldgicas (Robinson et al., 2014) y, gracias a la variabilidad en las
secuencias de los péptidos de caracoles, las conotoxinas se convierten en candidatos importantes para

actuar sobre los canales presentes en las células como las T reguladoras y Th17.
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1.5 Canales idnicos

Los canales idnicos son proteinas transmembranales que facilitan la difusion rapida de iones, como K,
Ca*?, Na*, conectando el citosol con el exterior de la célula. Algunos canales se abren y cierran de acuerdo
con el cambio en el potencial de membrana (canales dependientes de voltaje) o en respuesta a ligandos

especificos (canales dependientes de ligandos) (Feske et al., 2013).

Los canales dependientes de voltaje forman parte de una familia de canales que median la
conductancia de iones en respuesta a un cambio en el potencial de membrana. La membrana plasmdtica
de toda célula excitable, contiene canales que son muy selectivos para cada ion y son responsables de

generar potenciales de accién (Terlau et al., 2004).

Por otro lado, los canales i6nicos dependientes de ligando se abren en respuesta a la unidn de
moléculas o neurotransmisores. Este mecanismo se debe a la interaccidn de una sustancia quimica con un
receptor y cambia la conformacion de la proteina abriendo el canal. Muchos receptores de
neurotransmisores funcionan como canales de iones de Na*, K* o Ca*? dependientes de ligandos. Los mds

estudiados son los receptores nicotinicos de acetilcolina.

Los receptores nicotinicos de acetilcolina (nAChR) son una familia de canales idnicos de estructura

pentamérica, que incluyen subunidades al a al0, 1 a B4, vy, 6 y € (Wang et al., 2010), y cuentan con una

amplia distribucidn en las células del sistema nervioso y el sistema inmunoldgico (Vetter et al., 2012). Este
receptor es uno de los canales dependientes de ligando mas estudiados, debido a la disponibilidad de un
gran numero de proteinas y moléculas pequefias que sirven como sondas especificas para estos canales
(Cartier et al., 1996). Su ligando, la acetilcolina (ACh), se une al interior de la estructura a las subunidades
alfa, accién que modifica su posicidon y provoca la dilataciéon y apertura de los poros. Finalmente, la

acetilcolina se disocia con rapidez y se inactiva y con ello el receptor recupera su capacidad funcional

(Albuquerque et al., 2009).

Los venenos de los caracoles son una fuente rica en péptidos con gran afinidad a varios canales
dependientes de voltaje y ligando, incluyendo los receptores nicotinicos de acetilcolina (nAChR) (Dutertre
et al., 2007). Dada su importancia en diversos procesos bioldgicos, se ha estudiado la accién de diferentes

toxinas sobre estas estructuras membranales.
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2. Antecedentes

Debido a un proceso evolutivo de seleccién, los venenos de animales y plantas contienen toxinas que
pueden alterar el funcionamiento de diversos canales idnicos, entre otras acciones pueden provocar
pardlisis, fallas respiratorias y muerte en sus presas y depredadores. Las toxinas derivadas de péptidos de
viboras, escorpiones, arafas, anémonas marinas y caracoles han sido utilizadas para investigar la
estructura y funcidn de los canales iénicos y para el disefio de medicamentos (Zhao et al.,, 2015). Los
canales iénicos de varios tipos de células, como las del musculo liso o cardiaco y neuronas, son ejemplos
claros de blancos potenciales para muchos farmacos utilizados en terapias, como: anestésicos locales,

sedantes, agentes antiarritmicos y vasodilatadores (Krasznai, 2005).

Las células T expresan canales idnicos, objeto de muchas investigaciones, ya que proveen diversas
formas de manipular la funcién de estas célulasy, por lo tanto, la respuesta inmune. Aunque la importancia
de varios canales idnicos y transportadores para la funcién de las células T efectoras es bien conocido, las
formas por las cuales varios mecanismos de transporte iénicos interactian unos con otros, para generar
una respuesta celular de la manera mas adecuada en funcidn de su reto antigénico, aun no se comprende
del todo. Se sugiere que las interacciones entre varios mecanismos de transporte idnico pueden ayudar a
generar rutas de transduccion de sefiales complejas (Feske et al., 2013), lo que repercutiria en distintos
procesos como diferenciacion, proliferacién, produccidn de citocinas e inclusive apoptosis de las células

involucradas en la respuesta inmunoldgica.

Algunos canales presentes en los linfocitos T importantes para diversas funciones de los mismos,
como su homeostasis y activacién, son: canales de potasio (Kv1.3 y KCa3.1) y los canales activados por la
liberacién de Ca*? (CRAC), entre otros. Cabe mencionar que los canales de potasio son muy importantes
para regular la sefializacion de Ca*? requerida para la activacidn del linfocito, al mantener el balance entre

la entrada de Ca*?y salida de K* (Chi et al., 2012).

El Ca*? se encuentra de forma natural en reservorios intracelulares, sin embargo su concentracidn
algunas veces no es suficiente para llevar a cabo la activacion del linfocito, por ello ocurre la
despolarizacidon de la membrana para propiciar la entrada de calcio del medio externo (Gallo et al., 2006),
seguido de la activacion del TCR por el antigeno, permitiendo al factor nuclear de células T activadas
(NFAT) translocarse al nucleo e iniciar la transcripcion (Cahalan et al., 2009), llevando a la activacién y

funcién efectora de las células T (Omilusik et al., 2013).
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Se aislé una toxina con posible potencial inmunorregulador del veneno de una anémona del caribe,
Stichodactyla helianthus, que produce una gran cantidad de proteinas citoliticas y numerosos péptidos
gue bloquean canales idnicos. El primer péptido bloqueador de canales idnicos aislado fue un bloqueador
del canal de sodio (Na*) (ShN), compuesto por 48 residuos de aminodacidos con tres enlaces disulfuro.
Posteriormente otro componente del veneno fue aislado y caracterizado. Este péptido de 35 residuos, la
toxina ShK, también contiene tres enlaces disulfuro y fue considerado la primer toxina derivada de una
anémona bloqueadora de canales idnicos de K. La sintesis quimica de ShK y su caracterizacién,
identificaron una potente actividad bloqueadora del péptido sobre canales Kv1.3, y se le considera el
responsable de controlar el potencial de membrana cuando estas células han terminado de diferenciarse
en células T efectoras de memoria, ademds de presentar un importante rol en enfermedades
autoinmunes; por ello es considerado un blanco importante en el desarrollo farmacéutico (Pennington et

al., 2015).

Por otra parte, se sabe que los linfocitos T tienen otro tipo de canales idnicos activados por ligando,
los NAChR, implicados en su activacidn y en la modulacion de la apoptosis (De Rosa et al., 2009); también
juegan un papel importante en la secrecidon de anticuerpos por parte de los linfocitos B, la sintesis de
citocinas inflamatorias en macréfagos (Wang et al., 2004) y la endocitosis y expresion de moléculas

coestimuladoras en las células dendriticas (Wang et al., 2010).

Con base en lo anterior y dada la importancia que representan, se han llevado a cabo diversas
investigaciones con la finalidad de encontrar moléculas moduladoras de los nAChR, principalmente en
venenos de distintas especies de caracoles Conus. Cartier et al. (1996) lograron aislar un péptido de 16
aminodcidos a partir del veneno del caracol C. magus, el cual tiene una gran capacidad de bloquear los
receptores de acetilcolina, compuestos de subunidades asp,. El péptido fue nombrado como a-Mll, y fue
identificado electrofisiolégicamente en receptores expresados en ovocitos de ranas. Este trabajo
proporciona una muestra de la existencia de toxinas especificas para bloquear nAChR mediante las

diferentes subunidades que los componen.

Dutertre et al. (2007) descubrieron una nueva conotoxina (a-conotoxina TxIA) proveniente de la
especie C. textile; su caracterizacion demostré que posee una alta afinidad por proteinas de unién a
acetilcolina (AChBP) (estas estructuras comparten ciertas similitudes con los dominios de unién a ligando
de los nAChR) de diferentes especies, asi como cierta selectividad a algunos subtipos de nAChR. a-TxIA
presentaba una gran afinidad por algunos nAChR de mamiferos al observar que, concentraciones

nanomolares de dicha conotoxina, eran suficientes para inhibir la subunidad asf; de nAchR. Finalmente,
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establecieron que el estudio de esta toxina podria ser utilizada como marco de referencia para el posterior

aislamiento de nuevas a-conotoxinas de algunos venenos.

Gilly et al. (2011) aislaron dos nuevas conotoxinas a partir del veneno de C. californicus: Call2ay
Cal12b. Ambas conotoxinas fueron identificadas como p-conotoxinas, compuestas por 45 aminoacidos con
8 residuos de cisteinas, en el marco de referencia 12. Se demostré que tanto Call2a como Call2b,
bloquean reversiblemente los canales de Na* en neuronas, pero no tuvieron ningun efecto en canales de

Ca*?y K* (Essack et al., 2012).

Por otro lado, Bernaldez et al. (2011) aislaron la toxina CalTx del veneno de C.californicus. Esta
conotoxina se compone por 13 aminodacidos con un arreglo de cuatro residuos de cisteinas. Al contrario
de las toxinas aisladas ese mismo afio, Cal12a y Call2b, las cuales no tuvieron efecto sobre los canales de
calcio, CalTx si presentd un blogueo reversible en la corriente de Ca*? en neuronas de ratas tratadas con

20 uM de CalTx (Essack et al., 2012).

La presencia de los nAChR ha sido reportada en macroéfagos, células del sistema nervioso y en
linfocitos T, por lo que Cervantes-Luévano (2013) realizd estudios en macréfagos utilizando toxinas
aisladas del veneno de C. californicus y encontré que ccj4 (call4.2b) y ccj5 (call4.2c) favorecen la
produccién de citocinas proinflamatorias, mientras que ccj2 (cal14.1b) presenté efectos antiinflamatorios,
lo cual la hace un potencial candidato en el tratamiento de dolor y otras enfermedades inflamatorias. Es
importante mencionar que el bloqueo de un nAChR podria tener distintas consecuencias a partir de la

célula inmune que se trate y de la subunidad del receptor que se encuentre implicada.

Se ha descrito que los receptores nicotinicos, al mediar la entrada y salida de iones, tienen fuertes
implicaciones en la activacion y diferenciacién de las células T, favoreciendo la polarizaciéon de los linfocitos
CD4* hacia los linajes Th1, Th2, Th17 (Qian et al., 2011) y se ha comprobado que los nAChR también forman

parte de los linfocitos T reguladores (Wang et al., 2010).

De acuerdo con lo anterior es importante mencionar que gracias a la plasticidad de las células T,
en especial de los linfocitos Th17 y Treg, es importante buscar inmunorreguladores que actien a través de
canales idnicos para moldear estos fenotipos y adaptar sus funciones en distintos ambientes, inflamatorios

como reguladores y, por lo tanto, combatir diversos padecimientos.
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3. Justificacion

La diversidad de vida en los océanos ofrece una de las mds grandes colecciones de productos naturales
gue pueden ser explotados como agentes terapéuticos, sin embargo esa fuente sigue sin ser explorada.
Con un estimado de mds de 200,000 especies de animales y plantas y millones de microorganismos, los
productos naturales marinos son casi ilimitados (National Research Council, Committee on the Ocean’s

Role in Human Health, 1999).

Debido a que las conotoxinas poseen caracteristicas como la especificidad por sus blancos
molecularesy facilidad de sintesis quimica, han sido utilizadas como herramientas para modular la funciéon
de distintas células animales, lo que las convierte en moléculas prometedoras para llevar a cabo

intervenciones terapéuticas en distintas patologias.

Los linfocitos T representan factores flexibles importantes para la regulacién de la respuesta
inmunolégica. Por lo tanto, encontrar moléculas inmunomoduladoras capaces de aprovechar esta
plasticidad celular resulta relevante para tratar diferentes patologias. Las conotoxinas son moléculas
candidatas para este propdsito al regular canales iénicos presentes en las células T, accidon que tiene

importantes implicaciones en su diferenciacion y proliferacion.
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4. Hipotesis

Las toxinas de Californiconus californicus de la superfamilia J, afectan la polarizacion de los linfocitos T

reguladores y Th17.

5. Objetivos

5.1 Objetivo General

e Evaluar el efecto de las toxinas de Californiconus californicus de la superfamilia J, en la

diferenciacidon de los linfocitos T reguladores y Th17.

5.2. Objetivos especificos

1. Evaluar el efecto de toxinas de C. californicus en la proliferacion de linfocitos T.

2. Evaluar el efecto de toxinas de C. californicus en la polarizacién de los linfocitos T reguladores y
Th17, mediante la expresidn de citocinas y proteinas membranales.

3. Establecer el efecto de las toxinas de C. californicus en relacion con el tiempo de incubacién de los

linfocitos.



Capitulo I

6. Metodologia

El trabajo experimental para cumplir con los objetivos planteados se llevd a cabo de la siguiente manera

(Figura 5):

Preparacion de
ratones BALB/c

y extraccion de
nédulos
linfaticos

Cultivo primario
y tratamiento
con

conotoxinas
(ccj2, ccj4, ccjs,
ccj6)

Analisis de la
proliferacién
celular mediante
CFSE (citometria
de flujo) y
resazurina sédica
(ensayo

Evaluar la
polarizacion de
linfocitos Treg/Th17
mediante expresion
de citocinas y
proteinas
membranales
(citometria de flujo)

Evaluar el efecto
temporal de las
conotoxinas en
la diferenciacién
de los linfocitos T
(citometria de
flujo)

Analisis de

datos

colorimétrico)

Figura 5. Esquema general de la metodologia del proyecto.

6.1 Toxinas

Se utilizaron cuatro toxinas de la especie Californiconus californicus (Tabla 1) para llevar a cabo los
experimentos correspondientes a los objetivos propuestos. De acuerdo con la clasificacién de las
conotoxinas por su patron de cisteinas y blancos moleculares, éstas pertenecen a la superfamilia J; y
presentan el marco de cisteinas #XIV, con los receptores nicotinicos de acetilcolina como blancos
moleculares. Esas toxinas fueron sintetizadas por el laboratorio “pepMic” en China. Se conservaron
liofilizadas a una temperatura de -80°C, 0 a -20°C cuando su manipulacién era constante. Para su utilizacion
en el tratamiento de células cultivadas se resuspendieron en agua destilada estéril. El rango de
concentracion utilizado fue entre 0.5 uM y 5.5 uM de acuerdo con un trabajo previo en el que se evalud
la accion de otras conotoxinas sobre la respuesta pro y anti inflamatoria de una linea celular tipo

macréfago (Cervantes-Luévano, 2013). En este trabajo se utilizaron toxinas del mismo laboratorio y con
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las mismas caracteristicas fisicoquimicas, pero de dos lotes diferentes (1 y 2) que se adquirieron en

diferentes fechas, aspecto relevante en la secciones de resultados y discusién.

Tabla 1. Caracteristicas de toxinas de Californiconus californicus: nombre, secuencia de aminodacidos y masa
molecular.

ccj2 call4.1b GDCPPWCVGARCRAGKC 1775.10
ccj4 call4.2b RECPPRCPTSHCNAGTC 1828.07
ccj5 call4.2c RDCPPWCPTSHCNAGTC 1844.07
ccj6 calldb RQCPPWCSGEPCRKGTC 1904.22

6.2 Animales

Se utilizaron ratones macho de la cepa BALB/c de entre 6-8 semanas de edad. Se mantuvieron en jaulas,
en una habitacidon especializada, en condiciones controladas de temperatura (24°C), periodos de
luz/oscuridad de 12 horas cada uno y se les proporciond alimento y agua ad libitum. Los ratones se
sacrificaron de la siguiente manera: se administré una dosis de pentobarbital sédico (Dohéthal) (40-70
mg/Kg) y, después de que el anestésico hizo efecto, se sacrificaron mediante dislocacion cervical, de

acuerdo con los lineamientos establecidos en la Norma Oficial Mexicana NOM-062-Z00-1999.

6.3 Extraccion de 6rganos y cultivo celular

Para realizar el cultivo celular se extrajeron los ganglios linfaticos inguinales, axilares y mesentéricos de los

ratones.
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Figura 6. Diseccidn del ratdn para extraccion de ganglios linfaticos inguinales, axilares y mesentéricos (Modificado de

Coligan et al., 2011).

Una vez sacrificado el ratdn, se colocé sobre su espalda en un lugar seco y limpio para realizar la
diseccidn y se rocidé con alcohol al 70% para esterilizar y reducir la posibilidad de contaminacién. Se hizo
una incisién en la linea media con ayuda de unas tijeras, y se removio la piel hacia los costados para
remover los ganglios linfaticos (Figura 6). Estos fueron colocados en 0.5 ml de colagenasa (370 ul/ml)
(enzima utilizada para degradar el tejido celular y obtener el mayor nimero de células posible) (Anexo A.3)
durante una hora a una temperatura 37 °C, y una atmdsfera de 5% CO,. Para completar la disgregacién de
los ganglios, se realizé un proceso de maceracién de los mismos a través de un método mecanico: con una
jeringa de 3 ml se obtuvo la solucidn de colagenasa con los ganglios y se virtio a través de la aguja (calibre
20G) en un tubo de 2 ml, esta accidn se repitid tres veces. Posteriormente la solucién se filtré (Falcon con
poros de 70 um). El filtro se lavé con 1 ml de solucién de Hanks 1x y con otro mililitro se resuspendié el
contenido del tubo con la mezcla de colagenasa y células. El procedimiento de maceracién con la aguja se
realizé dos veces; la mezcla se centrifugd a 302 g (Centrifuga Haraeus Multifuge 1 S-R) durante 10 minutos
a 4 °C. El sobrenadante se decanto, se resuspendid y se agregd 1 ml de solucién de Hanks 1x para hacer
una tincion con azul de tripan (0.4%) (Sigma-Aldrich) a una dilucién 1:10. Las células se contaron con la
ayuda de un hematocitémetro y un microscopio compuesto, con esos datos y la dilucién se estimé el

numero de células por ml.

En una placa de 24 pozos se distribuyeron 2.5 millones de células en cada pozo y se les afiadié 1
ml de medio RPMI 1640 (Corning) suplementado con antibidtico y antimicdtico al 1% y con suero fetal

bovino al 5% (Gibco). Finalmente se afiadieron las conotoxinas a evaluar: cal14.1b (ccj2), call4.2b (ccj4),
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call4.2c (ccj5), calldb (ccj6), cada una a tres concentraciones distintas (0.5 uM, 2.7 uM y 5.5 uM). Al
mismo tiempo, se utilizaron otras células tratadas con 5 pl de Concanavalina A (1 mg/ml) (Sigma-Aldrich)
como control positivo. Otro grupo de células que no recibié ningln estimulo, se utilizé como control
negativo. La placa se incubd durante 4 dias a una temperatura de 37 °C y una atmdsfera de 5% de CO,

(Figura 7).

Células
Sin
estimulo

Figura 7. Diseio experimental de cultivo de células de ganglios de ratéon en placa de 24 pozos. Células sin estimular,
concanavalina A (Con A), toxinas ccj2, ccj4, ccj5 y ccj6 a concentraciones de 0.5, 2.7 y 5.5 uM.

Dado que las citocinas se detectan en el interior de la célula, se realizdé un proceso importante para
retener la mayor cantidad de estas proteinas en el reticulo endopldsmico. Para tal efecto, cuatro horas
antes de finalizar el periodo de incubacion, se afiadieron 5 pl de Brefeldina A (1 mg/ml) (Sigma-Aldrich)

(Anexo A.3) a cada pozo.

6.4 Proliferacion celular

La evaluacidn de la proliferacion celular se llevdé a cabo mediante dos técnicas diferentes: la primera,
utilizando un colorante fluorescente, la carboxifluoresceina (CFSE) (Life Technologies) (Anexo A.3), que
atraviesa la membrana celular y se adhiere a las proteinas citoplasmaticas, en cada divisién celular la
fluorescencia se reparte en las células hijas, disminuyendo la intensidad en las generaciones sucesivas,

dicha fluorescencia se evalta con un citémetro de flujo. La segunda a través de un ensayo colorimétrico
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con una sal, la resazurina sddica (Sigma-Aldrich) (Anexo A.3), que experimenta un cambio de color por las

reacciones 6xido-reduccién, derivadas del metabolismo celular.

Para el ensayo de proliferacién con CFSE, se colocd una placa de 24 pozos adicional con las
condiciones de cultivo sefialadas en la Figura 8, pero afiadiendo a cada pozo 0.5 pl de CFSE (dilucion 1:10)
por cada millédn de células y se incubd a una temperatura de 37°C y una atmdsfera de 5% de CO, durante
cuatro dias. Finalizado el tiempo de incubacién se hizo una tincidn con anticuerpos correspondientes a las
poblaciones de linfocitos T de interés y la proliferacién se evalud de acuerdo con la fluorescencia del CFSE

mediante citometria de flujo (Anexo A.2).

El ensayo colorimétrico para determinar la proliferacidon con resazurina sédica se realizé en una
placa de 96 pozos en la cual se cultivaron 200,000 células/pozo en un volumen final de 200 pl y con las
siguientes condiciones: células sin ningln estimulo como control, células con concanavalina A (Con A) (1
mg/ml) como control positivo, células con dimetilsulféxido (DMSO) (20 pl por pozo) (Sigma-Aldrich) como
control de muerte celular y células con las cuatro conotoxinas a evaluar, es decir, cal14.1b (ccj2), call4.2b
(ccja), cal14.2c (ccj5), call4db (ccj6) a una concentracion de 5.5 uM cada una y se afiadieron 20 pl (dilucién
1:64) de resazurina sédica a todos los pozos. Cada parametro a evaluar se hizo por triplicado como se
muestra en la Figura 9. La placa se incubd por un periodo de cuatro dias y se evalud la absorbancia en un

lector de placas (Epoch, BioTek) a 570 y 600 nm.
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Figura 8. Disefio experimental de cultivo de células de ganglios de ratén en placa de 24 pozos para evaluar
proliferacién celular por tincién con CFSE. Células sin estimular, concanavalina A (Con A), toxinas ccj2, ccj4, ccj5 y ccj6

a una concentracién de 5.5 uM.
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Figura 9. Disefio experimental para evaluar la proliferacion celular con la sal resazurina sédica en placa de 96 pozos.
Células sin estimular, dimetilsulféxido (DMSO), concanavalina A (Con A) y toxinas ccj2, ccj4, ccj5 y ccj6 a una

concentracion de 5.5 uM; cada estimulo fue analizado por triplicado.
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6.5 Deteccion de poblaciones celulares (linfocitos Treg/Th17) por citometria de flujo

Los linfocitos T tienen caracteristicas fenotipicas particulares que se pueden evaluar mediante citometria
de flujo. Esta técnica se utilizé para detectar la presencia de las poblaciones celulares de linfocitos T CD4*
del subtipo Th17 y Treg en las células obtenidas de ganglios de ratdn, tratadas con conotoxinas. Se utilizé
un kit fenotipico de ratén para deteccion de Treg (MACS Miltenyi Biotec) que contiene un coctel de
anticuerpos fluorescentes especificos para CD4 y Foxp3, ademas de la utilizacién de otros anticuerpos

necesarios como anti-1L10 (BioLegend) y anti-CD3, anti-IL17 (BioSciences) para la identificacion de Th17.

Una vez concluido el tiempo de incubacidn, el sobrenadante se retiré6 de cada pozoy se centrifugd
a 302 g durante 10 minutos para conservarlo y almacenarlo a -80°C. A continuacién las células fueron
cosechadas. El proceso se realizé raspando el fondo de cada pozo con una punta de una micropipeta de
forma vertical, horizontal, diagonal y por las paredes del mismo, de tal manera que se desprendiera el
mayor numero de células posible; cada pozo se lavé con 1 ml de solucion salina de Hanks 1x (Gibco) y se

repitié el procedimiento. Una vez cosechadas las células se centrifugaron a 302 g por 10 minutos.

Al finalizar la centrifugacion, se decanté cada uno de los tubos, se resuspendié y se midio el
volumen restante para repartirlo en dos tubos: un negativo y otro para tincién con anticuerpos. A los tubos
para tincion se les afiadieron los anticuerpos extracelulares: 25 pl de anti-CD3 (dilucién 1:400) y 2 ul de
anti-CD4; se incubd durante 15 minutos en la oscuridad. Se lavé cada tubo con 500 pl de solucién de Hanks
1x y se centrifugaron a 250 g por cinco minutos. Posteriormente se decantaron, se resuspendié el volumen
restante, se agregaron 100 pl de solucidn fijacion/permeabilizacidn del kit para deteccidén de Treg y se

incubd durante 30 minutos en la oscuridad.

Se llevo a cabo un lavado de los tubos con solucién amortiguadora de permeabilizacién 1x (kit para
deteccidon de Treg) y se centrifugaron a 250 g durante cinco minutos, y cada uno se decantd, resuspendio
y se le afiadieron los siguientes anticuerpos intracelulares: anti-Foxp3 (2 ul), anti-IL10 (25 pl a partir de una
dilucion 1:400) y anti-IL17 (25 ul de una dilucidn 1:400). Se incubaron por 25 minutos en la oscuridad.
Posteriormente se hizo un lavado con 500 pl de soluciéon permwash a todos los tubos y se centrifugaron a
250 g durante cinco minutos; se decantaron los tubos, se resuspendieron y se les adicionaron 500 ul de
paraformaldehido al 4% (PFA) (Sigma-Aldrich) (Anexo A.3) para fijar las células y proceder a su analisis con

el citometro de flujo (Attune ® Acoustic Focusing Cytometer).
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6.6 Deteccion de poblaciones celulares (Th17/Treg) con respecto al tiempo

A través de la técnica de citometria de flujo se analizaron los marcadores de membrana, factores de
transcripcidn y citocinas correspondientes a linfocitos Treg y Th17 para determinar el efecto de las toxinas
en la polarizacién de dichas poblaciones celulares con respecto al tiempo de incubacion, es decir, a los 0,

1, 2, 3y 4dias.

6.7 Analisis estadistico

Los datos fueron analizados por medio de una prueba de ANOVA de una via con post test de Dunnett. Se
considerd el valor de P<0.05 como significativo. El analisis se llevé a cabo con ayuda del software GraphPad

Prism 5.01.
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Capitulo Il

7. Resultados

En este trabajo se evalud la accidon de cuatro toxinas sintéticas de la familia J, del caracol marino
Californiconus californicus en algunas funciones fisioldgicas como la proliferacién y la diferenciacién de los
linfocitos T reguladores y Th17, dos poblaciones celulares involucradas en varios aspectos de la inmunidad
innata y adaptativa. La intencion de este trabajo es encontrar potenciales moléculas inmunomoduladoras

para contrarrestar diversas patologias asociadas al sistema inmunolégico.

7.1 Efecto de las toxinas de C. californicus en la proliferacion de linfocitos Treg/Th17

En primera instancia se evalué la accidn de estas conotoxinas en la proliferacién de linfocitos mediante
dos metodologias. La primera consistio en tefiir las células con carboxifluoresceina (CFSE) y la segunda,
mediante cambios de coloracion de la sal resazurina sédica, inducidas por reacciones éxido-reduccion. Las
células se trataron con una concentracién de 5.5 uM de las toxinas ccj2, ccj4, ccj5 y ccj6. De acuerdo con
la evidencia que arroja la CFSE en tres experimentos independientes, las toxinas no afectaron Ia
proliferacién de ninguna de las dos poblaciones evaluadas (Figura 10), ya que al analizar la fluorescencia
mediante citometria de flujo no se detectd divisidon de células tratadas con las toxinas en el cuarto dia de
cultivo, mientras que para el caso de las células tratadas con el control positivo (Con A) si se presentaron
varias generaciones celulares, lo que confirma que las toxinas no afectaron la proliferacién. En el caso de
la tincién con resazurina sédica tampoco se observaron efectos de las toxinas en la proliferacion de los
linfocitos como se muestra en la Figura 11. Ambas estrategias experimentales indican que las conotoxinas

no afectan la proliferacidn celular de los linfocitos Th17 y Treg.
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Figura 10. Efecto de cuatro toxinas de C. californicus en la proliferacion de linfocitos Th17 y Treg, evaluado por la
incorporacion de CFSE. Andlisis mediante citometria de flujo de la proliferacion de linfocitos. A) Expresion de Foxp3
respecto a la CFSE. B) Expresién de IL17 respecto a la CFSE. Citograma representativo de tres experimentos
individuales. Células sin estimulo (SE), concanavalina A (Con A) y conotoxinas: ccj2, ccj4, ccj5 y ccj6 a una

concentracion de 5.5 uM.
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Figura 11. Efecto de cuatro toxinas de C. californicus en la proliferacién de linfocitos mediante reacciones de éxido-
reduccién. Ensayo colorimétrico evaluado mediante espectrofotometria a 570 y 600 nm. Los resultados se muestran
como indice de proliferacion y representan la media de tres experimentos independientes. Células sin estimulo (SE),
concanavalina A (Con A) y toxinas: ccj2, ccj4, ccj5 y ccj6 a una concentracion de 5.5 uM.

7.2 Efecto de las toxinas de C. californicus en la diferenciacién de linfocitos Treg/Th17

Para cumplir el objetivo de evaluar el efecto de las toxinas de C. californiconus en la polarizacién de los
linfocitos Treg/Th17, se realizaron cultivos primarios con células de ganglios linfaticos, tratadas con cuatro
conotoxinas (ccj2, ccj4, ccj5 y ccj6) durante periodos de incubacion de tres y cuatro dias para identificar
mediante citometria de flujo la expresidn de proteinas membranales (CD3 y CD4) y citoplasmaticas (Foxp3

para identificar linfocitos Treg e IL17 para identificar linfocitos Th17).

Se realizaron tres experimentos independientes para determinar el efecto de las conotoxinas a
tres concentraciones distintas (0.5, 2.7, 5.5 uM) en la diferenciacion de los linfocitos Treg y Th17. Se
incubaron las células durante tres dias con las condiciones antes mencionadas (Figura 7) anadiendo
concanavalina A (Con A) como control positivo y células sin estimular como control negativo. Los
resultados indican que, en estos periodos de incubacién y con el tratamiento de conotoxinas del lote 1, no
hubo ningin cambio significativo asociado al tratamiento con conotoxinas para Treg (Figura 12A) o para

Th17 (Figura 12B).
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Figura 12. Efecto de conotoxinas de C. californicus en la diferenciacidn de linfocitos al tercer dia de cultivo, evaluado
mediante citometria de flujo. A) Diferenciacién de linfocitos Treg. B) Diferenciacion de linfocitos Th17. Graficas de
barras representativas de tres experimentos independientes. Células sin estimulo (SE), concanavalina A (Con A) y
toxinas (ccj2, ccj4, ccj5, ccj6) a tres concentraciones (0.5 uM, 2.7 uM, 5.5 uM). Prueba estadistica ANOVA, post test
Dunnett. Los cambios estadisticamente significativos se muestran con asterisco (***p<0.05).
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Posteriormente se realizaron otros tres experimentos que consistieron en cultivar las células
tratadas con las mismas concentraciones de conotoxinas, pero en esta ocasion durante cuatro dias. Los
resultados indican que, como en las células tratadas y cultivadas tres dias, en este caso tampoco hubo

cambios significativos en la diferenciacién de las poblaciones celulares evaluadas (Figural3).

Los resultados antes mencionados indican que las toxinas correspondientes al lote 1, no tienen

ningun efecto en la diferenciacion de linfocitos Treg y Th17 en el tercer y cuarto dia de cultivo.

Linfocitos Treg (CD3" CD4"* Foxp3™)

% (CD3" CD4" Foxp3")

Estimulo
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Figural3. Efecto de conotoxinas de C. californicus en la diferenciacién de linfocitos al cuarto dia de cultivo, evaluado
mediante citometria de flujo. A) Diferenciacion de linfocitos Treg. B) Diferenciacién de linfocitos Th17. Graficas de
barras representativas de tres experimentos independientes. Células sin estimulo (SE), concanavalina A (Con A) y
toxinas (ccj2, ccj4, ccj5, ccj6) a tres concentraciones (0.5 uM, 2.7 uM, 5.5 uM). Prueba estadistica ANOVA, post test
Dunnett. Los cambios estadisticamente significativos se muestran con asterisco (**p<0.05).

7.3 Efecto de las toxinas de C. californicus en la diferenciacion de linfocitos Treg/Th17 con
respecto al tiempo

Para cumplir con el tercer objetivo, se realizaron tres experimentos independientes para determinar,
mediante citometria de flujo, el efecto de las conotoxinas (ccj2, ccj4, ccj5, ccj6 a una concentracién de 5.5
UM cada una)alos0, 1, 2,3 y 4 dias de incubacion en la polarizacion de los linfocitos T reguladores y Th17.
En las figuras 11, 12 y 13, se muestran las graficas que expresan el porcentaje de Treg (Figura 14), la
expresion de IL10 por parte de los linfocitos Treg (Figura 15) y Th17 (Figura 16) de células tratadas y no
tratadas durante los cuatro dias de cultivo. Es importante mencionar que en estos experimentos se

utilizaron las toxinas del lote 2.
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Figura 14. Efecto de conotoxinas de C. californicus en la diferenciacion de linfocitos Treg, evaluada mediante
citometria de flujo. Cinética de expresion de proteinas asociadas a Treg (CD3* CD4* Foxp3*) durante cuatro dias de
cultivo. Los datos representan la media de tres experimentos independientes. Células sin estimulo (SE),
concanavalina A, toxinas ccj2, ccj4, ccj5 y ccj6 a una concentracion de 5.5 uM.
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Figura 15. Efecto de conotoxinas de C. californiconus en la expresion de IL10 por parte de los linfocitos Treg, evaluada
mediante citometria de flujo. Cinética de expresién de IL10 por parte de los linfocitos Treg (CD3* CD4* Foxp3* IL10%)
durante cuatro dias de cultivo. Los datos representan la media de tres experimentos independientes. Células sin
estimulo (SE), concanavalina A, toxinas ccj2, ccj4, ccj5 y ccj6 a una concentracion de 5.5 uM.
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Figura 16. Efecto de conotoxinas de C. californicus en la diferenciacidon de linfocitos Th17, evaluada mediante
citometria de flujo. Cinética de expresion de proteinas asociadas a Th17 (CD3* CD4* IL17*) durante cuatro dias de
cultivo. Los datos representan la media de tres experimentos independientes. Células sin estimulo (SE),
concanavalina A (Con A), toxinas ccj2, ccj4, ccj5 y ccj6 a una concentracion de 5.5 uM.

Después del anadlisis estadistico de los datos generados en cada dia de cultivo durante la cinética,
no hubo ninglin cambio significativo en la diferenciacidn de linfocitos Treg en las células tratadas. Al
analizar la expresién de IL10 por parte de los linfocitos Treg, se encontré que durante el tercer dia de
cultivo hubo un incremento en la expresion de IL10 en células tratadas con ccj2 y ccj5 (Figura 17), mientras
que durante el cuarto dia, se obtuvo un aumento en la expresién de esta citocina por efecto de ccj6 (Figura

18). Durante el primer y segundo dia de cultivo no se observaron cambios.
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Figura 17. Efecto de conotoxinas de C. californicus en la expresion de IL10 por parte de linfocitos Treg al tercer dia
de cultivo, evaluada mediante citometria de flujo. Graficas de barras representativas de tres experimentos
independientes. Células sin estimulo (SE), concanavalina A (Con A), toxinas ccj2, ccj4, ccj5 y ccj6 a una concentracion
de 5.5 uM. Prueba estadistica ANOVA, post test Dunnett. Los cambios estadisticamente significativos se muestran
con asterisco (**p<0.01, ***p<0.001).
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Figura 18. Efecto de conotoxinas de C. californicus en la expresion de IL10 por parte de los linfocitos Treg al cuarto
dia de cultivo, evaluada mediante citometria de flujo. Graficas de barras representativas de tres experimentos
independientes. Células sin estimulo (SE), concanavalina A (Con A), toxinas ccj2, ccj4, ccj5 y ccj6 a una concentracion
de 5.5 uM. Prueba estadistica ANOVA, post test Dunnett. Los cambios estadisticamente significativos se muestran
con asterisco (**p<0.01).
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El efecto del tratamiento de las células con las conotoxinas en la diferenciacién de los linfocitos
Th17 indicé que, durante el segundo dia, el porcentaje de esa poblacidn celular se incrementa de forma
significativa al ser incubada con las toxinas ccj4 y ccj6. Los resultados se muestran en la Figura 19. Durante

los demas dias de cultivo, no se encontraron cambios significativos.
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Figura 19. Efecto de conotoxinas de C. californicus en la diferenciacién de linfocitos Th17 en el segundo dia de cultivo,
evaluado mediante citometria de flujo. Graficas de barras representativas de tres experimentos independientes.
Células sin estimulo (SE), concanavalina A (Con A), toxinas ccj2, ccj4, ccj5 y ccj6 a una concentracién de 5.5 uM.
Prueba estadistica ANOVA, post test Dunnett. Los cambios estadisticamente significativos se muestran con asterisco
(*p<0.05).
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Capitulo IV

8. Discusion

La busqueda de moléculas inmunomoduladoras es un campo de actividad cientifica intensa. Recurrir a
organismos como escorpiones, anémonas y caracoles es una estrategia que pretende aprovechar la
evolucidn de estos organismos en un entorno en el que presas y predadores compiten por los recursos
mediante diversas estrategias de defensa y ataque. Esta interaccion ha generado una extensa gama de
productos bioldgicos con posibles aplicaciones en la biomedicina. Sus venenos, por ejemplo, son una
fuente de posibles farmacos dada su versatilidad y especificidad en el reconocimiento de blancos
moleculares. En este trabajo se evalué el efecto de cuatro toxinas sintéticas del caracol marino
Californiconus californicus en la diferenciacién de linfocitos T reguladores y Th17, asi como la proliferacién
de los mismos. Los hallazgos resultan relevantes para una posible modulacidn de aspectos particulares de

la respuesta inmunoldgica.

La proliferacion celular es un proceso importante en el desarrollo de los linfocitos T e implica
cambios en la expresion de diversas moléculas en la superficie y la secrecion de citocinas. Los procesos de
proliferacién y diferenciacién pueden presentarse simultaneamente o puede predominar uno sobre el
otro, en funcién de factores en el microambiente como la presencia de otras células, la cantidad de
antigenos y de citocinas. La proliferacién de los linfocitos T estd mediada principalmente por sefiales
provenientes del receptor del antigeno, sefiales coestimuladoras y factores de crecimiento como la IL2. En
la primera fase del trabajo que consistiéd en evaluar la proliferacidn celular, el resultado de ambas
estrategias experimentales indicd que ninguna de las cuatro conotoxinas afectan la proliferacion de estas
subpoblaciones celulares (Figura 10 y Figura 11). Este efecto nulo puede deberse a que las subunidades
de las que se compone el blanco farmacolégico probable de estas conotoxinas, los receptores nicotinicos
de acetilcolina (nAChR), no estén presentes en la mayoria de las células tratadas. En un trabajo en el que
la proliferacion tampoco se alteré, De Rosa et al. (2005) realizaron un ensayo colorimétrico para
determinar si el ligando de los nAChR, la nicotina, tendria un efecto mitogénico en linfocitos T y no
encontraron cambios significativos en el nimero de células expuestas a concentraciones de 10 y 100 uM
de nicotina. Otra posibilidad que explica el efecto de las toxinas en la proliferacién, es que los linfocitos
Treg estén estimulados por las mismas toxinas para que lleven a cabo acciones supresoras que impidan la
division celular de otros linfocitos. En ese sentido, existen distintas evidencias de que los nAChR, canales

idnicos activados por ligandos que permiten el flujo de iones como el calcio, estan implicados en procesos
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como activacion, apoptosis, produccion de citocinas y proliferacidn de diversas células como los linfocitos
B, macrofagos, dendriticas, neutroéfilos y linfocitos T (De Jonge y Ulloa, 2007); también se ha reportado
que las células Treg expresan la subunidad a7 en los nAChR y que la estimulacién con su ligando potencia
la actividad supresora de estas células, evitando la proliferacidn de los linfocitos T CD4* in vitro (Wang et
al., 2010). Por lo anterior, y considerando la posibilidad de que las conotoxinas estimulen especificamente
la subunidad a7 del nAChR, cabe la suposicidn de que los linfocitos Treg inhiban la proliferacion de los
linfocitos Th17 y, por esta razén, no se observe ningin cambio en la proliferacién de las poblaciones

celulares evaluadas.

Después de evaluar la proliferacion, se procedié a analizar el efecto de las conotoxinas en la
polarizacidn de los linfocitos T reguladores y Th17. En un inicio se propuso realizar estos ensayos a los tres
y cuatro dias de cultivo, tiempo que requieren los linfocitos para activarse y diferenciarse, con tres
concentraciones diferentes: 0.5, 2.7 y 5.5 uM. Una vez finalizado el tiempo de cultivo, se realizdé un marcaje
con anticuerpos monoclonales de las células tratadas para identificar a los linfocitos Treg (anti-CD3, anti-
CD4, anti-Foxp3), la expresion de IL10 por linfocitos Treg (anti-CD3, anti-CD4, anti-Foxp3, anti-IL10) y a los
linfocitos Th17 (anti-CD3, anti-CD4, anti-IL17). Para determinar el porcentaje de las células Tregy Th17, se
hizo el analisis multiparamétrico correspondiente y se seleccionaron los eventos (células) positivos para el
marcaje especifico de cada poblacidn (Anexo A.2). De acuerdo con los resultados, estas conotoxinas
(pertenecientes al lote 1), a las concentraciones utilizadas, no tuvieron efecto en la polarizacion de estas

subpoblaciones de linfocitos (Figura 12 y Figural3).

Ante este panorama, se buscaron posibles explicaciones. En primer lugar se pensé en la velocidad
de accidén del veneno de los caracoles en su presas y, por ende, en la rapidez del reconocimiento entre el
receptor y su ligando, interacciones que suelen darse en unos cuantos segundos. En segundo lugar, se
consideraron experiencias del grupo de trabajo que realiza otros proyectos con conotoxinas en los que se
presentaron resultados dispares en funcién de la fecha de adquisicién de estos péptidos sintéticos. Se
coincide en que los procesos de manejo y almacenaje de las toxinas podrian influir en su estructura y
estabilidad en diferentes ensayos biolégicos. Tomando juntos estos factores, se decidié llevar a cabo dos
acciones. La primera fue la utilizacidon de toxinas de reciente adquisicidn (lote 2) para su evaluacion en el
cultivo celular. Y la segunda, fue la realizacidn de una cinética para determinar el efecto de las conotoxinas
desde el tiempo cero hasta los cuatro dias de cultivo, haciendo un andlisis cada 24 horas. En estos
experimentos se encontraron dos fendmenos interesantes: dos de las toxinas, ccj2 y ccj5, indujeron la

expresion de IL10, una citocina con funciones supresoras y antiinflamatorias por parte de los linfocitos
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Treg al tercer dia (Figura 17), y ccj6 al cuarto dia (Figura 18); mientras que las toxinas ccj4 y ccj6 indujeron
la expresion de la IL17 en el segundo dia de cultivo (Figura 19), citocina con la capacidad de reclutar otros
leucocitos, lo que le da propiedades proinflamatorias. Llama la atencidn que, de acuerdo con los
resultados, la conotoxina ccj6 induce la expresidon de las dos citocinas con funciones opuestas. Este
hallazgo coincide con un trabajo previo en el que utilizaron una linea celular de macréfagos, y se demostré
que ccj2 induce la produccidn de citocinas antiinflamatorias, mientras que ccj4 y ccj5 promueve un perfil
proinflamatorio (Cervantes-Luévano, 2013). Esta coincidencia puede sugerir programas compartidos de
sefalizacion intracelular y genéticos en macréfagos y linfocitos que, a su vez, sugieren la accidn de las

conotoxinas en un posible blanco molecular compartido.

Otro hallazgo importante en este trabajo fue que las conotoxinas (ccj2, ccj5 y ccj6) indujeron la
produccién de IL10 por parte de los linfocitos Treg, sin embargo no afectaron su diferenciacién, lo que
indica que la unidn de la toxina a los nAChR presentes en estas células, afecta vias de sefializacion que
contribuyen a que los linfocitos lleven a cabo sus acciones antiinflamatorias y de regulacién a través de la
secrecién de citocinas. La importancia de la IL10 radica en que actla inhibiendo la activacidon de células
dendriticas, monocitos, macréfagos y linfocitos T cooperadores, asi como la produccién de citocinas
inflamatorias por parte de estas poblaciones celulares. A su vez, induce el reclutamiento, proliferacién y
actividad citotéxica de los linfocitos T CD8*, y también estimula la viabilidad y sobrevivencia de los
linfocitos B (Li y He, 2004), contribuyendo asi al equilibrio del sistema inmune del hospedero. Debido a sus

efectos antiinflamatorios, el tratamiento con IL10 es estudiada como posible terapia contra enfermedades

como psoriasis, esclerosis multiple, artritis reumatoide y colitis (Pérez-Fernandez y Kaski, 2002); ademas,
presenta propiedades antitumorales por su capacidad para disminuir la sintesis del VEGF (factor de
crecimiento endotelial vascular), una proteina importante en la vasculogénesis y angiogénesis asociadas
con células cancerosas. La IL10 resulta asi una molécula candidata cuyos efectos pueden contribuir a la

eliminacion de células malignas (Bhattacharjee et al., 2016).

Por otro lado, gracias a sus propiedades proinflamatorias, los linfocitos Th17 promueven la
defensa contra agentes infecciosos, incluyendo algunas bacterias, hongos, virus y protozoarios, y son
particularmente importantes en mantener la barrera inmunitaria en las superficies mucosas, como el
intestino, los pulmones y la piel. Se considera que esta poblacidn celular también presenta acciones
antitumoralesy el efecto de la IL17 se ha asociado con la produccidn de quimiocinas como CXCL9 y CXCL10
por parte de las células cancerosas, lo que promueve la migracidn de células T efectoras al microambiente

tumoral para suprimir el desarrollo de las células malignas (Zou y Restifo, 2010).
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Los resultados del efecto de las conotoxinas indican que no afectan la proliferaciéon de los
linfocitos, pero si inducen la produccién de IL10, por parte de las Treg, y favorecen la diferenciacion de los
linfocitos Th17. Estos hallazgos duales pueden indicar que las subunidades que forman los blancos
moleculares de las conotoxinas, los nAChR, pueden variar en relacién con el estado ontogénico de los
linfocitos. Es decir, que algunas subunidades, importantes para la interaccién con las conotoxinas, estan
presentes en los linfocitos antes de que adquieran un compromiso fenotipico particular, pero ausentes en
un estado pre-proliferativo. Es importante resaltar que los linfocitos Treg y Th17 comparten un origen
comun, sin embargo, en algunos escenarios sus funciones efectoras resultan antagonistas. Su modulacién
es importante para mantener la homeostasis del organismo y, a su vez, combatir patologias que se

caractericen por un desequilibrio en estas funciones reciprocas.

En conjunto, este trabajo sugiere que algunas conotoxinas pueden modular funciones efectoras
de los linfocitos T, fenédmeno que, de confirmarse con otros experimentos que complementen los
resultados aqui presentados, sefialaria a estos péptidos de origen marino como candidatos farmacoldgicos

gue regulen procesos fundamentales de la respuesta inmunolégica.
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Capitulo V

9. Conclusiones

Las cuatro conotoxinas de la superfamilia J, de Californiconus californicus no tuvieron efecto en la
proliferacién de linfocitos T reguladores ni en los linfocitos Th17 evaluados mediante dos
estrategias experimentales.

Las conotoxinas ccj4 (call4.2b) y ccj6 (calldb) indujeron la diferenciacion de linfocitos Th17
durante el segundo dia de cultivo.

Las conotoxinas ccj2 (cal14.1b) y ccj5 (cal14.2c) incrementaron la expresidon de IL10 por parte de
los linfocitos T reguladores durante el tercer dia de cultivo, mientras que ccj6 (call4b) incrementé
la expresion de IL10 durante el cuarto dia de cultivo.

Las conotoxinas son moléculas candidatas para modular las funciones efectoras de los linfocitos T

en particular y de la respuesta inmunoldgica en general.

10. Perspectivas

Realizar experimentos in vitro para comprobar el efecto de las conotoxinas en otras poblaciones
celulares (ej: Linfocitos T CD8", linfocitos B, macréfagos).
Corroborar la presencia de los nAChR en los linfocitos T reguladores y Th17.

Realizar ensayos in vivo para determinar el efecto de las conotoxinas.
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Anexos

A.1 Citometria de flujo

La citometria es un proceso analitico con el cual, caracteristicas fisicas y quimicas de células individuales o
particulas en suspensién, son medidas por una luz ldser que incide en ellas mientras que pasan una a una

por un punto de deteccidn a través de un citémetro de flujo (Shapiro, 2003).

Con esta técnica se puede determinar multiples pardmetros celulares como el tamafio, forma,
complejidad; puede establecer cuantas células estan presentes en un espécimen, qué tipo de células se
encuentran en la muestra y que caracteristicas funcionales tienen (viabilidad, actividad enzimatica).
(Shapiro, 2003). Ademas ha sido adaptada para el analisis de varios componentes celulares, como acidos
nucleicos, lipidos, proteinas, asi como organelos (lisosomas, mitocondrias) (Jayat y Ratinaud, 1993). La
conjugacion de colorantes fluorescentes a ligandos y anticuerpos mono y policlonales ha permitido que
pueda estudiarse la densidad, receptores, moléculas en la superficie celular y en citoplasma. Ademas,
muchos de los colorantes fluorescentes pueden combinarse para generar mediciones multiples (Ormerod,

2000).

Una importante caracteristica de esta técnica es que las mediciones se realizan de manera
independiente en cada particula de la suspensidn en turno y no es un promedio de valores de toda la
poblacién. La habilidad del laser de los citdmetros de flujo para medir multiples pardmetros celulares
basados en fluorescencia y dispersion de la luz, ha llevado al uso de este instrumento a estudios en biologia

y medicina (Ormerod, 2000).
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Figura 20. Componentes generales del citémetro de flujo. Las células pasan por un sistema de fluidos y se dirigen a
un punto de interrogacién pasando por los distintos lasers que determinan su tamafio, complejidad y algun otro
parametro deseado. Los lentes y prismas colaboran dirigiendo la luz a los detectores correspondientes para la
recopilacion de datos en el sistema informatico (Modificado de Adan et al., 2016).

Las aplicaciones de la citometria de flujo son numerosas. En el campo médico, las aplicaciones mas
relevantes de citometria se han relacionado con hematologia e inmunologia, midiendo parametros como
numero vy clasificacion de células sanguineas. Con esta técnica ha sido posible también el conteo de
subpoblaciones de linfocitos en pacientes con el virus de inmunodeficiencia humana, asi como la

caracterizacion de leucemias agudas, entre otros padecimientos (Barrera Ramirez et al., 2004).
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A.2 Analisis multiparamétrico de linfocitos T reguladores y Th17 por citometria

de flujo
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Figura 21. Citogramas de puntos del analisis multiparamétrico de linfocitos T reguladores y expresién de IL10 por
parte de Treg. A: Seleccién de eventos Unicos en relacion con el tamafio. B: Seleccion de eventos Unicos en relacion
con la granularidad. C: Seleccidn de células mononucleares. D: Selecciéon de células CD3". E: Seleccién de células CD4*
Foxp3* en el cuadrante Q2. F: Selecciéon de células Foxp3* IL10*.
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Figura 22. Citogramas de puntos del andlisis multiparamétrico de linfocitos Th17. A: Seleccion de eventos Unicos en
relacion con el tamafio. B: Seleccién de eventos Unicos en relacidn con la granularidad. C: Seleccién de células
mononucleares. D: Seleccion de células CD3*. E: Seleccidn de células CD4* IL17* en el cuadrante Q6.
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A.3 Especificaciones de reactivos

Azul de tripan

Es un colorante anidnico derivado de la toluidina y su nombre deriva de su capacidad para matar
tripanosomas y pardsitos; es utilizado en tinciones histoldgicas para realizar ensayos de viabilidad celular
y por tanto ayuda a diferenciar células vivas de las muertas. Las células vivas no adoptan el color azul
porque la membrana es selectiva y no permite el paso del colorante, sin embargo en aquellas que estan
muertas, el colorante permeabiliza la membrana y se tifien, por ello se le puede llamar método de tincidn

por exclusion.
Brefeldina A

La brefeldina A (BFA) es una lactona macrociclica sintetizada a partir de palmitato por una variedad de
hongos (ej: Eupenicillium brefeldianum) y en un inicio se caracterizd como un antibidtico antiviral. El
tratamiento de células con BFA ha sido utilizado para estudiar la inhibicién de la secrecidn de proteinas,
lo cual sucede con la ruptura del aparato de Golgi y su redistribucién en el reticulo endoplasmico,

reteniendo las proteinas en este organelo celular (Klausner et al., 1992).
CFSE

El éster de carboxofluoresceina diacetato succinimidil (CFSE) es un reactivo que se ha utilizado para el
estudio de las células en proliferacion, especialmente en linfocitos. Es un colorante que permeabiliza la
membrana celular y se une covalentemente a los grupos amino libres en las proteinas citoplasmaticas
convirtiendo al CFSE en fluorescente; durante el proceso de divisidon celular el CFSE se distribuye en las
células hijas por lo que en cada periodo de division, la intensidad de la fluorescencia se va reduciendo a la
mitad en cada generacion y dichos cambios se detectan mediante un analisis por citometria de flujo (Lyons,

1999; Quah et al., 2010).
Colagenasa

La colagenasa es una enzima aislada de Clostridium histolyticum y es una proteasa con la capacidad de
degradar las fibrillas de colageno nativo de triple hélice que se encuentran en tejidos conectivos, como la
piel, los tendones, los vasos sanguineos y los huesos. Con su actividad proteolitica provee una gentil

digestion de la matriz extracelular generando muy poco dafio a las células y evitando que pierdan su
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viabilidad. La degradacion por colagenasa es adecuada para el cultivo de diversos tejidos humanos y/o de

raton.
Concanavalina A (ConA)

Los mitdgenos son lectinas vegetales que se unen a los carbohidratos de las glicoproteinas de la superficie
de los linfocitos y activan vias de sefalizacidn intracelular, dando lugar al incremento de actividad

metabdlica y a la divisidn celular (Bonilla, 2008).

La ConA es una proteina que se obtiene a partir del frijol Canavalia ensiformis y se le considera un
excelente inductor de mitosis en los linfocitos. Sus efectos mitogénicos se asocian a un incremento en la
concentracién de calcio intracelular generado por la transduccién de sefiales producidas por la unién de
ConA a la cadena zeta de la proteina CD3 de los linfocitos T, la cual forma un complejo con el receptor de

célula T (TCR), que al ser estimulado, lleva a la activacion y proliferacion del linfocito T.
Paraformaldehido (PFA)

El PFA es un compuesto quimico utilizado en la mayoria de técnicas histolégicas como fijador. Se le da este
uso ya que es capaz de inhibir la degradacion celular dada por la hidrdlisis de enzimas y la replicacion
bacteriana, por lo tanto se utiliza para preservacién de muestras. También es utilizado como desinfectante

o fungicida.
Resazurina sodica

El ensayo colorimétrico con resazurina sédica (alamar blue) ha sido disefiado para medir
cuantitativamente la proliferaciéon celular y se basa en la deteccién de la actividad metabdlica,
especialmente por reacciones éxido-reduccion (REDOX); el crecimiento continuo mantiene un ambiente
reductor, mientras que la inhibicién del mismo genera un ambiente oxidativo. El proceso de crecimiento
causa que el indicador REDOX se modifique de un color azul no fluorescente a su forma reducida de color

rosa fluorescente; la cuantificacion del proceso se verifica midiendo la absorbancia a 570 y 600 nm.



