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Resumen de la tesis que presenta Julidan Manuel Cota Arce como requisito parcial para la obtencion del
grado de Maestro en Ciencias en Ciencias de la Vida con orientacion en Biomedicina y Bionanotecnologia.

Efecto inmunomodulador del veneno de dos especies de escorpion, Centruroides limpidus y
Centruroides noxius, en la diferenciacion de linfocitos T cooperadores

Resumen aprobado por:

Dr. Marco Antonio De Leén Nava
Director de tesis

El sistema inmunoldgico posee caracteristicas que indican que puede ser manipulado. Esta ventaja ha sido
aprovechada para el desarrollo de vacunas e inmunoterapias. También representa una posibilidad de
modularlo de manera especifica para favorecer una respuesta en contra de diversos patdgenos o para
atenuarla cuando causa dafo al tejido propio. La exigencia de defender nuestro organismo de infinidad de
retos antigénicos, incluyendo toxinas y células malignas, hace necesario el desarrollo de respuestas
especializadas, a través de la diferenciacién de los linfocitos T cooperadores (Th). Las subpoblaciones Th
estan involucradas en la coordinacién de la respuesta inmune frente a patégenos y en el mantenimiento
de la autotolerancia, ademdas desempefian un papel importante en el desarrollo de enfermedades
autoinmunes, alergias y progresion de tumores. Existe evidencia de que los venenos de escorpidén son
capaces de activar el sistema inmune, mediando la proliferacidn, diferenciacidon y expresion de citocinas
en diferentes tipos celulares. Los venenos de los escorpiones del género Centruroides resultan candidatos
importantes para la modulacién de la respuesta inmune por su alto contenido de toxinas. Estos péptidos
interactuan con los canales idnicos que, en linfocitos Th, intervienen en los procesos de diferenciacion. En
este trabajo se evalud el efecto del veneno de las especies Centruroides limpidus y Centruroides noxius, en
la diferenciacién de linfocitos Thl, Th2 y Th17, asi como en la produccién de IL-10, con la finalidad de
encontrar moléculas moduladoras con potencial terapéutico. Se realizaron cultivos celulares y se trataron
con los venenos fraccionados de C. limpidus y C. noxius a diferentes concentraciones, para evaluar su
efecto en linfocitos T cooperadores. Los resultados indican un incremento de la diferenciacion de linfocitos
Thl, Th2 y Th17, al igual que la produccién de IL-10, evaluada mediante la deteccidon intracelular y
secrecion de citocinas. Los venenos promovieron un perfil inflamatorio, compuesto por las subpoblaciones
Thl y Th17, y disminuyeron la proporcién de linfocitos Th2. Este trabajo muestra el potencial de los
venenos de escorpion para modular la diferenciacion de linfocitos T cooperadores y los resultados podrian
ser utilizados en la busqueda de agentes terapéuticos.

Palabras clave: inmunomodulacién, linfocitos T cooperadores, veneno de escorpidn, Centruroides
limpidus, Centruroides noxius.



Abstract of the thesis presented by Julidan Manuel Cota Arce as a partial requirement to obtain the Master
of Science degree in Life Science with orientation in Biomedicine and Bionanotechnology

Immunomodaulatory effect of two scorpion species venom, Centruroides limpidus and Centruroides
noxius, in the differentiation of T helper lymphocytes

Abstract approved by:

Dr. Marco Antonio De Leén Nava
Thesis Director

The immune system has characteristics that indicate it can be manipulated. This advantage has been used
for the development of vaccines and immunotherapies. It also represents a possibility to modulate it in a
specific way to favor a response against various pathogens or to attenuate it when it causes damage to
the tissue itself. Defending our organism from multiple antigenic challenges, including toxins and
malignant cells, makes necessary the development of specific responses, through the differentiation of T
helper lymphocytes (Th). Th subpopulations are involved in the coordination of the immune response
against pathogens and in the maintenance of self-tolerance, they also play an essential role in the
development of autoimmune diseases, allergies, and tumor progression. There is evidence that scorpion
poisons are capable of activating the immune system, mediating the proliferation, differentiation and
expression of cytokines in different cell types. The venoms of the scorpions of the genus Centruroides are
relevant candidates for the modulation of the immune response due to their high content of toxins. These
peptides interact with the ion channels that, in Th lymphocytes, are involved in the processes of
differentiation. In this work, we evaluated the effect of the venom of Centruroides limpidus and
Centruroides noxius, in the differentiation of Th1, Th2 and Th17 lymphocytes, as well as in the production
of IL-10, to find modulating molecules with therapeutic potential. Cell cultures were performed and
treated with the fractionated poisons of C. limpidus and C. noxius at different concentrations, to evaluate
their effect on Th lymphocytes. The results indicate an increase in the differentiation of Th1, Th2 and Th17
lymphocytes, as well as the production of IL-10, evaluated by intracelular detection and secretion of
cytokines. The poisons promoted an inflammatory profile, composed by the Thl and Th17 subpopulations,
and decreased the proportion of Th2 lymphocytes. This work shows the potential of scorpion poisons to
modulate the differentiation of Th lymphocytes, and the results could be used in the search for therapeutic
agents.

Keywords: immunomodulation, T helper lymphocytes, scorpion venom, Centruroides limpidus,
Centruroides noxius.
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Capitulo 1. Introduccidn

Existen diversas especies de animales que han desarrollado un arsenal de sustancias quimicas que sirven
para atacar o defenderse de otras formas de vida. Los venenos y varios de sus componentes resultan,
después de un largo proceso de seleccion natural, altamente especificos al reconocer a sus blancos
moleculares. Histéricamente, la importancia de estudiar desde diferentes enfoques a los venenos de
diversos animales como escorpiones, serpientes, caracoles, entre otros, ha radicado en la prevencién o
neutralizacion de sus efectos en numerosos casos de envenenamiento humano'y, a su vez, se han utilizado
con distintos propdsitos terapéuticos. Su estudio inicid hace aproximadamente dos milenios, aunque se
desconoce el momento exacto en el cual las personas reconocieron su beneficio y los empezaron a utilizar
para tratar diversas patologias (Utkin, 2015). Fue hasta 1940 cuando se comenzd a hacer uso de sus
componentes activos, ya que poseen un blanco molecular e inducen procesos bioldgicos especificos, lo
que resulta de mucha importancia para dilucidar la funciéon de moléculas sefializadoras y evaluar posibles

nuevos farmacos.

Se han aislado toxinas de plantas como la tubocurarina, utilizada en la actualidad como un
analgésico en algunos procedimientos quirirgicos (Harvey, 2014). Otro ejemplo de moléculas con
importancia médica, es una toxina extraida de la serpiente Bothrops jararaca, capaz de inhibir la sintesis
de la angiotensina y, de esta manera, se promueve una disminucion de la presidn arterial en pacientes que
sufren de hipertension. También se han aislado toxinas de otros grupos animales como cnidarios, moluscos

y artropodos (Oldrati et al., 2016).

Los venenos son fluidos extremadamente complejos, compuestos de cientos de diferentes
moléculas incluidos péptidos, enzimas y otros compuestos de bajo peso molecular (Oldrati et al., 2016).
Como resultado de un largo proceso evolutivo, el veneno de los artropodos ha desarrollado un repertorio
muy amplio y complejo de toxinas. Se ha observado que la inoculacién de estas toxinas en células de
mamiferos induce un amplio rango de efectos sistémicos, ya que inhiben o estimulan con gran afinidad y
especificidad estructuras como canales idnicos, receptores de neurotransmisores y transportadores. En la
actualidad muchos venenos estan siendo evaluados como posibles tratamientos contra padecimientos

como la epilepsia, cancer y enfermedades autoinmunes (Mortari y Cunha, 2013; Harvey, 2014).

Los artrépodos son el grupo de animales mas antiguo y diverso, ademas son considerados como

uno de los phylum de animales con mads éxito ecoldgico y constituyen aproximadamente el 75-85% de
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todas las especies descritas. Muchos artrépodos poseen veneno, el cual les ha servido como medio de

defensa frente a sus depredadores, asi como recurso para neutralizar a sus presas (Daly y Wilson, 2018).

Uno de los grupos de artropodos mas distintivos son los escorpiones (Orden: Scorpiones),
pertenecen a la clase Arachnida y, en algunas zonas geograficas, destacan por poseer venenos mortales
para los humanos (Cao et al., 2014). Se han descrito mas de 2200 especies de escorpiones alrededor del
mundo y, una gran cantidad de péptidos bioactivos ya han sido purificados y caracterizados a partir de sus
venenos (Hmed et al., 2013; Santibafiez-Lopez et al., 2016). Algunas de las aplicaciones terapéuticas en las
gue se han evaluado las toxinas de escorpidn son: actividad antimicrobiana, tratamientos para
enfermedades cardiacas, enfermedades neuroldgicas, cdncer, osteoporosis y la modulacién del sistema
inmune (Attarde y Pandit, 2016; Jiménez et al., 2018). Se sabe que los venenos de escorpion y sus
compuestos derivados son capaces de activar o inhibir la respuesta inmune, modulando la secrecion de
citocinas, proliferacion y diferenciacidn de ciertos tipos celulares (Mohanty et al., 2016; Jiménez et al.,

2018).

El sistema inmune emplea numerosos mecanismos capaces de eliminar una amplia diversidad de
microorganismos patégenos ademds de neutralizar sustancias toxicas y alérgicas (Chaplin, 2010). En
respuesta a la alta diversidad de patégenos y sus procesos adaptativos, como su reproduccion y, en
algunos casos, alta tasa de mutacidn, las células del sistema inmune se han especializado para responder
de manera coordinada y especifica para contrarrestar las estrategias de los microorganismos para
establecerse. Los linfocitos T cooperadores (Th) son un tipo celular del sistema inmune cuya funcién es la
produccién y secrecidn de citocinas; que resultan importantes en la activacién de otros tipos de células o
en la coordinacion de los mecanismos celulares implicados en la respuesta inmune (Zygmunt y Veldhoen,
2011). De acuerdo con la citocina que secretan y las actividades efectoras que promueven, pueden
clasificarse en diversas subpoblaciones, entre las que resaltan: los linfocitos Thl, Th2, Th17 y T

reguladores.

En los ultimos afios se han realizado muchos esfuerzos para tener un mejor entendimiento del
sistema inmunoldgico y cdmo protege la integridad de nuestro cuerpo ante agentes externos. Debido a la
complejidad que representa y del beneficio que produciria su estudio, es necesario desarrollar nuevas
lineas de investigacidn para tener una vision mas amplia e integral de su funcionamiento y, de esta manera,
aprovechar las caracteristicas del sistema inmune con la finalidad de modular su funcién y desarrollar
nuevos tratamientos para contrarrestar diversas condiciones patofisiolégicas. Por lo anterior, en este

trabajo se pretende evaluar el efecto del veneno de dos especies de escorpidn (Centruroides limpidus y
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Centruroides noxius) en la diferenciacién de linfocitos T cooperadores con la finalidad de encontrar
posibles moléculas moduladoras que contribuyan a entender los mecanismos moleculares de la
inmunidad, o bien, para el desarrollo de nuevos farmacos que favorezcan una respuesta mas dirigida y

especializada. El resumen conceptual de este proyecto se puede apreciar en la Figura 1.
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Figura 1. Resumen conceptual del proyecto. Ciertas toxinas de escorpidn son capaces de activar o inhibir la respuesta
inmune, modulando la secrecién de citocinas, proliferacion y diferenciacién de diversos tipos celulares. Debido a la
importancia y a las funciones especificas de cada subpoblacion de linfocitos T cooperadores, en este trabajo se
pretende evaluar el efecto del veneno de dos especies de escorpidn (Centruroides limpidus y Centruroides noxius) en
la diferenciacion de las subpoblaciones Th1, Th2 y Th17 por sus implicaciones en diversas patologias. Modificado de:
O’Shea y Paul, 2010; Oldrati et al., 2016.



1.1 Antecedentes

1.1.1 Sistema inmunoldgico y sus componentes

El sistema inmunoldgico de los mamiferos es el conjunto de células y proteinas que protegen de manera
coordinada todos los tejidos del cuerpo contra antigenos externos como: microorganismos, virus, toxinas
e incluso células cancerosas (Abbas et al., 2017). Puede ser dividido en dos vertientes principales:
inmunidad innata e inmunidad adaptativa (Figura 2). La inmunidad innata es la primera linea de defensa
contra un patégeno y depende de receptores que reconocen y marcan componentes estructurales
compartidos por la mayoria de los microorganismos (Turvey y Broide, 2010). Este tipo de inmunidad
también participa en la activacidn y regulacidn del sistema inmune adaptativo (Riera-Romo et al., 2016).
Por otro lado, la inmunidad adaptativa se caracteriza por poseer una mayor especificidad por antigenos
microbianos y no-microbianos, desarrollar memoria inmunoldgica que le permite al organismo presentar
respuestas mas rdpidas contra patdgenos a los cuales se ha visto expuesto con anterioridad y producir
proteinas que discriminan entre lo propio y lo ajeno, los anticuerpos (Lanier y Sun, 2009; Warrington et

al,, 2011).
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Figura 2. Inmunidad innata y adaptativa. La inmunidad innata representa los primeros mecanismos de defensa
frente a agentes infecciosos. La respuesta adaptativa se desarrolla mas tarde y requiere de la activacién de linfocitos.
Ambas lineas de defensa protegen de manera coordinada los tejidos del cuerpo. Modificado de: Abbas et al., 2017.



1.1.1.1 Inmunidad innata

El sistema inmune innato se encarga de reconocer estructuras conservadas por la mayoria de los
patégenos y de promover condiciones proinflamatorias mediante la secreciéon de citocinas y otras
moléculas sefializadoras que van a reclutar células a las zonas de infeccidn o inflamacion (Mogensen, 2009;
Riera-Romo et al., 2016). Las citocinas son proteinas que regulan y coordinan las actividades celulares del
sistema inmune innato y adaptativo, promoviendo diversos procesos como la liberacidn de anticuerpos,
proteinas y glucoproteinas que van a formar parte de la cascada de la respuesta inmune, asi como la
secreciéon de otras citocinas (Lee y Margolin, 2011). La inmunidad innata también se encarga de remover
las células muertas y sustancias extrafias presentes en érganos y tejidos; asimismo, participa en la
presentacién de antigenos, proceso necesario para la activacion del sistema inmune adaptativo

(Warrington et al., 2011).

Ademas del complemento y las barreras fisicas externas, el sistema inmune innato se compone de
una gran cantidad de tipos celulares como macrdfagos, neutrdfilos, células dendriticas, mastocitos,
basodfilos, eosindfilos y células asesinas naturales (NK). Los macréfagos y neutrdfilos tienen la principal
funcién de fagocitar células externas, y participar en la presentacién de antigenos. Las células dendriticas
también son células fagocitarias y presentadoras de antigeno especializadas (APC); capturan los antigenos
que provienen del medio externo, los transportan a los érganos linfaticos, y los presentan a los linfocitos
T virgenes para iniciar respuestas inmunoldgicas (Worbs et al., 2016). Los mastocitos y basdfilos se
caracterizan por presentar granulos en su citoplasma con mediadores inflamatorios y antimicrobianos,
que se liberan después de ser activados, por lo que estdn implicados en el inicio de la respuesta
inflamatoria. Los eosindéfilos son granulocitos fagociticos y tienen un papel muy importante en la
eliminacion de parasitos que resultan muy grandes para ser eliminados por los macréfagos. Las células NK
se encargan de la destruccion de células cancerosas e infectadas por virus y, su mecanismo de accién es a
través de la secrecion de enzimas liticas (granzimas y perforinas), las cuales inducen apoptosis en las
células malignas (Turvey y Broide, 2010; Warrington et al., 2011). Buena parte de estos procesos de
proteccion en contra de lo ajeno estan vinculados con células del sistema inmune adaptativo, como los

linfocitos T cooperadores.



1.1.1.2 Inmunidad adaptativa

Debido a la alta tasa de mutaciones que presentan los organismos patdgenos, la evolucién del sistema
inmune y sus receptores derivo en el desarrollo de la respuesta adaptativa. Esta ultima, a diferencia de la
respuesta innata, presenta mayor especificidad y diversidad, permitiéndole reconocer diferentes
antigenos e incluso porciones distintas de un mismo complejo proteinico (Bonilla y Oettgen, 2010). Las
principales células efectoras de la inmunidad adaptativa son los linfocitos y, se dividen en dos grandes

poblaciones: los linfocitos Ty B (Boehm y Swann, 2014).

Los linfocitos B median la respuesta humoral caracterizada por la produccién de anticuerpos que
protegen los érganos y tejidos, neutralizando agentes infecciosos o sustancias téxicas (Hoffman et al.,
2016). En las ultimas dos décadas, se les han atribuido otras funciones adicionales, incluyendo la
presentacién de antigenos, produccion de citocinas y capacidad supresora de la respuesta inmune (Mauri
y Bosma, 2012). Se ha visto que defectos en el desarrollo, seleccidn y funcién de los linfocitos B conducen
a padecimientos de autoinmunidad, inmunodeficiencias y alergias. El desarrollo y maduracién de estas
células se lleva a cabo en la medula ésea y se caracterizan por presentar un receptor especifico conocido
como BCR (receptor de linfocitos B). Cuando el receptor entra en contacto con el antigeno, se generan
diversas sefiales intracelulares promoviendo la diferenciacidon y desarrollo de las células de memoria y
células plasmiticas, siendo estas Ultimas las encargadas de producir y secretar los anticuerpos (Pieper et

al., 2013; Tobon et al., 2013).

1.1.2 Linfocitos T

Los linfocitos T se originan en la médula dsea como parte de la estirpe linfoide y posteriormente migran al
timo donde completan su maduracidn. Las células T, como también se les conocen, intervienen en el
mantenimiento de la memoria inmunoldgica y la autotolerancia y, presentan un receptor especifico de
membrana (TCR) con potencial para reconocer diversos antigenos provenientes de patégenos y tumores

(Kumar et al., 2018).

Los linfocitos T reconocen un complejo formado por péptidos derivados de posibles patégenos y
un conjunto proteinico conocido como el complejo mayor de histocompatibilidad (MHC), el cual se

encuentra en todos los tipos celulares. El MHC en células presentadoras de antigenos, ademas de expresar
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péptidos enddgenos, presenta antigenos de proteinas exdgenas para desencadenar una respuesta
inmunolégica en contra de patdgenos (Wieczorek et al.,, 2017; Kumar et al., 2018). El reconocimiento de
antigenos en linfocitos T se da a través del TCR; esta interaccién entre el TCR y el MHC se conoce como
sinapsis inmunoldgica y culmina en la activacidn de los linfocitos, llevando a una respuesta contra los
antigenos provenientes de células infectadas, cancerosas y patdgenos extracelulares. Los linfocitos T se

dividen funcionalmente en dos grandes poblaciones: los linfocitos T cooperadores (CD4*) y los linfocitos T

citotéxicos (CD8*) (Masopust y Schenkel, 2013).

Las células T citotdxicas o citoliticas (CD8*) responden a diversos estimulos, mediante la
presentacién via MHC, como antigenos proteinicos derivados de virus, bacterias y parasitos (Ito y Seishima,
2010). Existen al menos tres mecanismos de accion de los linfocitos T citotdxicos; dos de ellos implican el
contacto célula-célulay el tercero es a través de la secrecion de citocinas. El primer mecanismo promueve
la activacidn y proliferacion de los linfocitos citotdxicos a través de la exposicion a antigenos especificos y
a su vez van a secretar los mediadores citoliticos esenciales (perforina, granzimas y granulisina) e inducir
a apoptosis en las células infectadas o cancerosas (Chavez-Galan et al., 2009). El segundo mecanismo
célula-célula implica la unidn del ligando Fas, expresados en los linfocitos citotdxicos, al receptor Fas
(CD95) en las células diana; esta unién promueve la apoptosis de las células infectadas o cancerosas
(Andersen et al., 2006). Por ultimo, la tercera via es mediada por citocinas como interferén gamma (IFN-
v) v el factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a), los cuales serdn producidos y secretados mientras la
estimulacién del TCR se lleve a cabo y, promoveran la presentacion de antigenos y la actividad fagocitica
(Andersen et al., 2006; Ito y Seishima, 2010). Después de un evento infeccioso la mayoria de las células
citotéxicas mueren y son fagocitadas y algunas otras permanecen disponibles como células de memoria

para responder a nuevas exposiciones a patogenos (Warrington et al., 2011).

1.1.3 Linfocitos T cooperadores (Th)

Los linfocitos T cooperadores (Th), tienen un papel fundamental en la inmunidad adaptativa, regulando un
amplio espectro de funciones bioldgicas: coordinan la respuesta citotdxica y dependiente de anticuerpos,
interactuan con los componentes de la inmunidad innata y responden a los estimulos de la presentacion
de antigenos (lvanova y Orekhov, 2015). De manera especifica, los linfocitos T cooperadores promueven
la produccién de anticuerpos en los linfocitos B; median la proliferacidn y formacion de células de memoria

en linfocitos T citotéxicos; activan macréfagos, aumentando la actividad antimicrobiana; reclutan
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neutréfilos, basdfilos y eosindfilos a los sitios de infeccidn e inflamacién y, producen una gran cantidad de
citocinas y quimiocinas para orquestar mecanismos dentro de las respuestas inmunoldgicas (Zhu y Paul,
2008). El reconocimiento de antigenos en linfocitos T cooperadores se da a través del TCR y la proteina de
superficie CD4, la cual interviene en el reconocimiento de péptidos presentados en el MHC y en la
transmisién de sefales intracelulares, ademas de ser un marcador especifico para identificar las

poblaciones de linfocitos Th (Taniuchi, 2018).

Después del encuentro con los antigenos, los linfocitos T cooperadores se activan y se diferencian
en células efectoras y de memoria. Dependiendo de la intensidad de la estimulacién, la presencia de
citocinas y otros factores, los linfocitos CD4* se pueden diferenciar en varias subpoblaciones con funciones
y propiedades especificas (Figura 3) (lvanova y Orekhov, 2015). Esta especializacién es regulada por un
gran numero de factores de transcripcion que son activados en respuesta a estimulos especificos, y que
promueven la expresidon de moléculas de superficie y factores solubles (Zhu et al., 2010). Estudios recientes
indican que algunas subpoblaciones de linfocitos Th tienen cierta plasticidad, lo que les permite compartir
algunas caracteristicas tipicas de otras poblaciones e incluso perder sus cualidades originales y
diferenciarse en otras subpoblaciones (Baranovski et al., 2015). La plasticidad de los linfocitos T permite
al sistema inmune responder rdpidamente a los cambios del ambiente y adaptar los mecanismos de

defensa en presencia de agentes infecciosos y parasitos cambiantes (lvanova y Orekhov, 2015).

Se reconocen al menos siete subpoblaciones de linfocitos Th, incluyendo los linfocitos T
reguladores (Treg), de las cuales se han descrito las vias de sefalizacién para su desarrollo y las respuestas
en las que intervienen (Luckheeram et al., 2012; Baranovski et al., 2015). En este trabajo nos enfocaremos
en los linfocitos Thl, Th2 y Th17, por sus implicaciones en diversas patologias, ademas de evaluar la

produccién de la interleucina (IL) 10, por su papel en la inmunorregulacién.
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Figura 3. Diferenciacion de los linfocitos T cooperadores (Th). Los linfocitos T cooperadores virgenes (Th0) pueden
diferenciarse en subpoblaciones Th especificas (flechas grises) bajo la influencia de estimulos, citocinas y otros
factores. Por un lado, la presencia de ciertas citocinas en el medio puede promover la diferenciacion a una
subpoblacion especifica (flechas verdes), y por otro lado, puede bloquear la diferenciacién de una subpoblacién
funcionalmente opuesta (flechas rojas). Ademas, los linfocitos Th diferenciados pueden transdiferenciarse en otras
subpoblaciones. IL, interleucina; IFN, interferdn; RA, acido retinoico; Tfh, linfocitos T cooperadores foliculares; TGF-
B, factor de crecimiento transformante beta; Treg, linfocitos T reguladores. Modificado de: Baranovski et al., 2015.

1.1.3.1 Linfocitos Th1l

La diferenciacion al perfil Thl es promovida en respuesta a la IL-12 e IFN-y, dos citocinas que son
producidas en un inicio por las células presentadoras de antigeno y tienen un papel muy importante en la
conexién de la inmunidad innata y la inmunidad adaptativa. La IL-12 induce a las células NK para que
produzcan y secreten mas IFN-y, lo que amplifica la expresion de los factores de transcripcion involucrados
en la diferenciacidn de los linfocitos Th1 (lvanova y Orekhov, 2015). Existen varios factores de transcripcion
implicados en la diferenciacién del perfil Thi, sin embargo, el regulador maestro es T-bet, el cual se
caracteriza, no sélo por promover la trascripcion de genes implicados en la diferenciacion de los linfocitos
Thl, sino también por inhibir el desarrollo de otras subpoblaciones de linfocitos cooperadores

(Luckheeram et al., 2012).
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Las células Thl estan involucradas en la eliminacién de patdgenos intracelulares y en la
autoinmunidad érgano-especifica. Secretan IFN-y principalmente, citocina esencial para la activacion de
células fagociticas como macréfagos, aumentando asi la actividad fagocitica y antimicrobiana (Gagliani y
Huber, 2017). Asimismo, el IFN-y es responsable de activar la transcripcién de genes involucrados en la
eliminacion de patégenos intracelulares, promover un estado antivirico, estimular la expresion de
proteinas que aumentan la presentacion de antigenos y activar linfocitos (Chesler y Reiss, 2002; Walter,
2010). Las células Th1l también secretan factor de necrosis tumoral beta (TNF-B), citocina relacionada con
el desarrollo de algunas enfermedades autoinmunes y la eliminacion de células cancerigenas. Por ultimo,
promueven la proliferacién de linfocitos T a través de la secrecién de IL-2, citocina involucrada en la
generacion de linfocitos T citotdxicos de memoria y en la supervivencia de los linfocitos Treg (Luckheeram

etal.,, 2012).

1.1.3.2 Linfocitos Th2

La diferenciacion de linfocitos Th2 ocurre en respuesta a helmintos y alérgenos, y aumenta por accién de
la IL-4. Esta proteina es producida principalmente por mastocitos y células Th2, y activa el factor de
transcripcién STAT6 para aumentar la expresion del regulador maestro GATA-3 (Walker y McKenzie, 2017).
Se han propuesto tres mecanismos de accién de GATA-3 en la diferenciacion de linfocitos Th2, incluyendo
el aumento de la produccién de citocinas especificas del perfil Th2 (IL-4, IL-5 e IL-13), proliferacidn selectiva

de células Th2 y la inhibicidn de los linfocitos Th1 (Luckheeram et al., 2012).

Los linfocitos Th2 son responsables de los mecanismos implicados en la inmunidad contra
pardsitos extracelulares y también en el desarrollo de alergias y asma. Se caracterizan por secretar IL-4, la
cual participa en la produccién de inmunoglobulinas (Ig) por parte de los linfocitos B; promueve el cambio
de clase de Ig y aumenta la afinidad de las mismas en mastocitos y basoéfilos, provocando su desgranulacion
y liberacién de histamina y serotonina (Luckheeram et al., 2012). Los linfocitos Th2 también acttan en el
proceso de homeostasis inmunoldgica por medio de la secrecidn de IL-10; aumentan la mucosidad en el
intestino, activan eosindfilos y promueven la via de activacién alterna de macréfagos implicada en la

reparacion de tejidos (Zhu y Paul, 2008; Walker y McKenzie, 2017).
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1.1.3.3 Linfocitos Th17

La interaccién entre las células dendriticas con algunas bacterias y hongos estimula la produccién de
citocinas como IL-6, IL-1 e IL-23, las cuales estan involucradas en el desarrollo de los linfocitos Th17. Otra
citocina implicada en la diferenciaciéon del perfil Th17 es TGF-B, una citocina antiinflamatoria que
promueve el desarrollo de las células Th17, es decir, un perfil proinflamatorio (Luckheeram et al., 2012).
Este grupo de citocinas trabajan en conjunto para promover la transcripcion del regulador maestro RORyt,
implicado en la respuesta de los linfocitos Th17. Esta subpoblacién parece ser abundante en el tracto

gastrointestinal porque provee suficiente TGF-B y citocinas proinflamatorias (Muranski y Restifo, 2013).

Estas células se encargan de reclutar leucocitos, principalmente neutrdfilos, a los sitios infectados
por hongos y bacterias extracelulares. Se caracterizan por producir IL-17, citocina importante en el vinculo
de lainmunidad adaptativa y la respuesta inflamatoria aguda, que contribuye a la secrecién de quimiocinas
y citocinas para reclutar a los neutrdfilos y otras células a los sitios de infeccidon, ademads de promover la
secrecion de péptidos antimicrobianos como defensinas de muchos tipos celulares (Muranski y Restifo,
2013). Las células Th17 también producen IL-21, implicada en la diferenciacion de linfocitos B y en la
activacion de linfocitos T y células NK, e IL-22, citocina esencial en la inmunidad de epitelios para inducir

la secrecion péptidos antimicrobianos e incrementar la proliferacion celular (Luckheeram et al., 2012).

1.1.3.4 Interleucina 10

La IL-10 es una citocina producida por diversos tipos celulares, incluyendo células de la inmunidad innata
(macréfagos y células dendriticas). Es capaz de inhibir la secrecién de citocinas proinflamatoria e incluso
es producida por células ajenas al sistema inmunolégico, como los queratinocitos (Abbas et al., 2017). En
relacidn con los linfocitos T cooperadores, la IL-10 es producida por los linfocitos Th1, Th2, Th17 y Treg (Ng

etal., 2013).

La funcion bioldgica de la IL-10 es actuar como un inhibidor de macréfagos activados y células
dendriticas. Debido a que la actividad de estas células es fundamental para la produccidn de IL-12, estimulo
critico para la produccidn de IFN-y, la IL-10 controla la actividad de los linfocitos Th1l. Esta citocina también
estd implicada en la inhibicidn de la expresidn de coestimuladores y moléculas del MHC en células

dendriticas y macréfagos, por lo que inhibe indirectamente la activacion de linfocitos T. Se cree que tiene
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un papel muy importante en el control de respuestas inflamatorias en mucosas, principalmente en el

tracto digestivo (Couper et al., 2008).

En la Figura 4 se resumen las propiedades de las subpoblaciones de estudio como las principales
reacciones inmunes en las que intervienen, las citocinas que secretan y su papel en el desarrollo de
enfermedades. Debido a las funciones especificas que desempefian cada una de las subpoblaciones de
linfocitos T cooperadores y las implicaciones que presentan en la progresion de ciertas enfermedades, es

necesario el estudio de los mecanismos involucrados en la diferenciacién y accién de estas poblaciones.

Linfocitos T oo Célu_la diana Principales Defensa del Papel en
efectores principal reacclones INMmunes huésped enfermedades
Thi ‘k Macrifagos : :

X Activacidn de Patigenos Al_i|:]nﬂ|2rrrr]1;|[r:1i|§r?d,
| IFN-y ) macrdfagos intracelulares o
T"' 4 cranica
p iy
Th2 Eosindfilos
/";‘!( L Activacion de
( 1 IL-5 eosinofilog y Helmintos Blergia
/ 3 :
?‘ IL-13 A rastocitos
'rh1r___j<,. Meutrdfilos I y
e ILAT eclutamiento y Ongos y ; :
}(f y | @\‘: activacidn de bacterias AL:EHQQ:EEEU'
\?‘ IL-22 B neutrafilos extracelulares
Th Macrofagos
"E"' N Inhibicidh de _ y
& ) IL-10 1 macrafagas y _Reaccmm_as Frogresion de
- f"‘ g células dendriticas  nlamatarias turnores

Figura 4. Propiedades de las principales subpoblaciones de linfocitos T cooperadores. Los linfocitos Th virgenes
pueden diferenciarse en distintas subpoblaciones en respuesta al tipo de estimulo y a las citocinas presentes en el
medio. Se resumen las funciones principales de las subpoblaciones, asi como sus células diana y papel en el desarrollo
de enfermedades. Modificado de: Abbas et al., 2017.

1.1.4 Inmunomodulacion

La evolucion del sistema inmune ha dirigido el desarrollo de mecanismos de defensa frente a agentes

causantes de enfermedad; sin embargo, su mal funcionamiento genera algunas de las enfermedades con
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mayor prevalencia en humanos (Fallon y Alcami, 2006). El término inmunomodulacion se refiere a la
habilidad para regular el sistema inmune, ya sea potenciando o atenuando su actividad, con el fin de

mejorar la eficiencia de proteccidon (Dhama et al., 2015).

Un inmunomodulador puede ser definido como cualquier sustancia biolégica o sintética que
afecta el funcionamiento del sistema inmune y mejora la resistencia del huésped a agentes patdgenos y
tumores (Saxena et al., 2012). Pueden ser especificos como las vacunas, e inespecificos, los cuales generan
cambios en la respuesta inmune innata y adaptativa alterando la reactividad del huésped a diferentes

antigenos (Dhama et al., 2015).

Por otro lado, con la produccién de anticuerpos neutralizantes de venenos letales, la comunidad
cientifica ha sido consciente de que los componentes del veneno animal interactian con el sistema inmune
humano. Existe evidencia de que los venenos animales poseen componentes proinflamatorios o que
promueven la produccién de mediadores proinflamatorios como histamina, prostaglandinas, fosfolipasas,
quimiocinas y citocinas (Inserra y Lewis, 2011). Por lo tanto, el estudio sistematico de los venenos animales
y su interaccién con el sistema inmune podria revelar novedosos inmunomoduladores para una plétora

de condiciones patofisiolégicas (Jiménez et al., 2018).

1.1.5 Generalidades de los escorpiones y su veneno

Los escorpiones (Orden: Scorpiones) han vivido en la tierra alrededor de 400 millones de afos y, durante
su proceso evolutivo, desarrollaron venenos complejos que les han servido para defenderse de los
depredadores y para cazar a sus presas (Ye et al., 2016). Son animales nocturnos, con distribucion
cosmopolita y depredadores de invertebrados como insectos, ardcnidos y artropodos, e incluso son
capaces de alimentarse de pequefios vertebrados (Ponce-Saavedra y Francke, 2013; Cao et al., 2014). Se
cree que existen alrededor de 2,200 especies de escorpiones distribuidas en 20 familias; poseen un plan
corporal muy conservado, compuesto de un tronco y una region anterior o abdomen (Ponce-Saavedra y
Francke, 2013; Santibafiez-Lépez et al., 2016). En el tronco o cefalotérax, se encuentran los érganos de los
sentidos como la vista, el gusto y el olfato; los queliceros o colmillos utilizados para comer y las patas
ambulatorias y los pedipalpos (Ponce-Saavedra y Francke, 2013). La region anterior o abdomen estd

conformada por segmentos de quitina y sus ultimos segmentos dan lugar al metasoma. Este ultimo,
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también conocido como cola, es una regidn estrecha y cilindrica que termina en el telson, zona donde se

encuentran las glandulas de veneno y el aguijén que utilizan para atacar (Ponce-Saavedray Francke, 2013).

En México se han descrito 281 especies de escorpidn, lo que equivale a mas del 10% de la
diversidad mundial, y se considera uno de los paises con mayor indice de mortalidad por picadura de
escorpion (escorpionismo) (Chavez-Haro y Ortiz, 2015; Santibanez-Lépez et al., 2016). Se reportan mas de
250,000 casos de escorpionismo por afo, de los cuales 1,000 corresponden a casos de fallecimiento
(Chdvez-Haro y Ortiz, 2015; Cheng et al., 2017). En la actualidad se sabe que sdlo algunas especies de la
familia Buthidae son los escorpiones mas tdxicos y de importancia médica en México por representar un

peligro para la salud humana (Ponce-Saavedra y Francke, 2013; Al-Asmari et al., 2016).

De manera general, los venenos de escorpidon estan compuestos de: agua, mucosa, oligopéptidos,
nucleétidos, aminodcidos, iones, neurotransmisores, sales, péptidos de bajo peso molecular, metales,
mucopéptidos, mucopolisacaridos, hialuronidasa, fosfolipasa, serotonina, histamina, aminas biogénicas y
una gran cantidad de substancias no conocidas (Al-Asmari et al., 2016). Son una fuente rica en
biomoléculas, en su mayoria péptidos y neurotoxinas, las cuales pueden alterar la actividad fisiolégica de
la victima tras la picadura. Las neurotoxinas son las responsables del desarrollo, en los humanos, de
sintomas como dolor, estimulacidon del sistema nervioso periférico y excitacion neuromuscular por
liberacion de neurotransmisores (Casella-Martins et al., 2015; Mohanty et al., 2016). Los venenos de
escorpion también son responsables de la respuesta masiva del sistema inmune al reclutar las células que
intervienen en los procesos de inflamacién y promueven un aumento en los niveles de éxido nitrico (NO)
en sangre, citocinas (antiinflamatorias y proinflamatorias) y quimiocinas (Figura 5). Existe una correlacion
entre la severidad del envenenamiento y la activacion del sistema inmune (Adi-Bessalem et al., 2015;
Casella-Martins et al., 2015). Estas biomoléculas también han demostrado tener un efecto terapéutico
asociado con enfermedades cardiacas, neurolégicas, cancer, leucemia, glioma y osteoporosis (Al-Asmari

et al., 2016; Attarde y Pandit, 2016; Jiménez et al., 2018).

Una de las familias de escorpiones que destacan por su veneno altamente téxico para mamiferos,
y por ser responsable de la mayoria de los envenenamientos por picaduras alrededor del mundo, es la
familia Buthidae (Casella-Martins et al., 2015; Corzo y Espino-Solis, 2017). Los sintomas asociados con sus
picaduras pueden variar, desde dolor o inflamacién local hasta complicaciones clinicas severas incluyendo
la muerte. La severidad de su picadura se debe a la presencia de neurotoxinas que actuan sobre canales
idnicos, lo que causa diferentes manifestaciones inmunoldgicas y toxicoldgicas (Corzo y Espino-Solis,

2017).
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Figura 5. Respuesta inmunoldgica a los componentes del veneno de escorpion. Los venenos de escorpion ejercen
un efecto en el sistema inmune, promoviendo la produccidn y secrecién de citocinas, quimiocinas, mediadores
lipidicos y otras moléculas sefalizadoras. Se resumen los mediadores secretados por las células del sistema inmune
y sus funciones especificas. GM-CSF, factor estimulante de colonias de granulocitos y monocitos; KC, quimioatrayente
de queratinocitos; RANTES, quimioatrayente de monocitos y linfocitos T; ROS, especies reactivas de oxigeno.
Modificado de: Adi-Bessalem et al., 2015.

1.1.6 Escorpiones del género Centruroides (Marx, 1890)

Dentro de la familia Buthidae se encuentran los escorpiones del género Centruroides, conocidos
comunmente como escorpiones de balsas o de corteza. Es uno de los géneros de escorpiones mas diversos
y de mas amplia distribucidon geografica en México (de Armas y Martin-Frias, 2008). Se han descrito
aproximadamente 66 especies, de las cuales 37 se encuentran en México y su distribucién abarca desde
Estados Unidos hasta el norte de América del Sur (Ponce-Saavedra y Francke, 2011). Juegan un papel
importante como depredadores de plagas y fauna nociva. Algunas de las especies son muy toxicas para
los humanos y pueden poner en riesgo la vida de las personas que sufren las picaduras, por lo que son

consideradas como especies de importancia médica (Ponce-Saavedra y Francke, 2013).

El veneno de los escorpiones Centruroides, esta compuesto principalmente de mucopolisacaridos,
hialuronidasa, fosfolipasa, serotonina, histamina, inhibidores de enzimas y una gran cantidad de toxinas,
la mayoria péptidos y neurotoxinas (Petricevich, 2010; Casella-Martins et al, 2015). Los péptidos
neurotéxicos son los responsables del desarrollo de los sintomas como dolor, desregulacién del sistema

nervioso y cardiaco, vémito, dolor abdominal, excitacién neuromuscular, entre otros efectos deletéreos
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(Casella-Martins et al., 2015). Los sintomas surgen por la interaccién que tienen las neurotoxinas con los
canales idnicos de sodio (Na*) principalmente y, en menor medida, con los canales de potasio (K*), calcio
(Ca?*) y cloro (CI') (Osnaya-Romero et al., 2016). Los canales idnicos son poros transmembranales que
estdn involucrados en diversos procesos fisiolégicos como la excitacidén nerviosa y muscular, secrecién de
hormonas, proliferacién celular, transduccion de sefales celulares, osmorregulacién y la activacion de

linfocitos (Batista et al., 2002; Petricevich, 2010).

Las neurotoxinas de escorpion se clasifican de acuerdo con su estructura, mecanismo de acciény
el canal con el cual interactuan (Petricevich, 2010). Se reconocen 4 clases de neurotoxinas de escorpion:
dos que presentan los canales de sodio como su blanco molecular, las a y B-toxinas; las toxinas KT,
asociadas a canales de potasio y, aquellas que interactian con los canales de calcio (Olamendi-Portugal et

al., 2005; Petricevich, 2010).

Estudios previos han reportado neurotoxinas de escorpidn con potencial para modular la
respuesta inmune por medio de mecanismos como: a) estimulacion del sistema inmune innato a través de
receptores tipo Toll o TLRs (Zoccal et al, 2011); b) secrecién de citocinas proinflamatorias y
antiinflamatorias (Mohanty et al., 2016; Jiménez et al., 2018); c) inhibicion de la activacion de linfocitos a
través del bloqueo de canales idnicos (Mohanty et al., 2016; Ye et al., 2016); d) secrecion de IL-12 en
macréfagos (Corzo y Espino-Solis, 2017; Jiménez et al., 2018) y e) inhibicidn de la proliferacidn de linfocitos

T (Casella-Martins et al., 2015).

Las neurotoxinas de escorpion presentan como blanco molecular los canales idnicos, los cuales
son esenciales en la activacion de linfocitos T cooperadores y en procesos posteriores como su
diferenciacidn, secrecién de citocinas y proliferacién. Por lo tanto, los venenos de los escorpiones
Centruroides resultan candidatos para estudiar la diferenciacién en linfocitos T cooperadores, por ser una

fuente rica en neurotoxinas.

1.1.6.1 Centruroides limpidus (Karsch, 1879)

El escorpion Centruroides limpidus es una de las especies mas peligrosas en México y su distribucidén abarca
los estados de Querétaro, Michoacan, Morelos, México, Puebla, Guerrero y Veracruz (Martin-Frias et al.,

2010). También conocido como el escorpidon de Morelos, son escorpiones de talla mediana (5-7 cm) y
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presentan una coloracién amarilla con variacidn pardo-rojiza (Ponce-Saavedra y Francke, 2013). Pueden
encontrarse en distintos ecosistemas como bosque de encinos, pastizales, bosque tropical caducifolio,

matorral xeréfilo y en zonas urbanas (Figura 6).

Existen diversos estudios que reportan la caracterizacién de diferentes componentes del veneno
de C. limpidus; la mayoria son péptidos que afectan los canales iénicos de mamiferos, tales como canales
de Na*y canales de K*; también se han reportado toxinas especificas que afectan a crustaceos, asi como

péptidos neurodepresores y antimicrobianos (Cid-Uribe et al., 2017).

Figura 6. Centruroides limpidus (Karsch, 1879). Escorpion de la izquierda, corresponde a un espécimen hembra;
escorpidn de la derecha, espécimen macho. Se aprecian diferencias en la longitud y grosor del metasoma y tronco.
Tomado de: Cid-Uribe et al., 2017.

1.1.6.2 Centruroides noxius (Hoffman, 1932)

Comunmente conocido como el escorpidn de Nayarit, Centruroides noxius es una especie muy téxica para
los humanos y es causante de muchos de los casos de fallecimiento en la poblacion adulta. Su distribucion
abarca los estados de Nayarit, Sinaloa y Jalisco, principalmente. Presenta una coloracidon marrén-amarilla,

con pedipalpos relativamente cortos y delgados y un metasoma alargado que se hace mas estrecho
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conforme se aleja del tronco. Habita generalmente en zonas calidas y bajas, no obstante, alin se desconoce

mucho de su ecologia (Figura 7) (Teruel et al., 2015).

Estudios previos con veneno de C. noxius han reportado su capacidad para promover la secrecién
sistémica de IL-1 en humanos, citocina implicada en la produccién y liberaciéon de otras citocinas
proinflamatorias y antiinflamatorias incluidas: IL-6, IL-10, TNF-a e IFN-y (Petricevich, 2006; Jiménez et al.,
2018). También se han asilado algunos péptidos que interactian con canales idnicos, e incluso se han
aislado neurotoxinas que bloguean especificamente canales de K* en linfocitos (Gaspar et al., 1995;

Santibafez-Lopez et al., 2015).

Figura 7. Centruroides noxius (Hoffman, 1932). Escorpidn de la izquierda, corresponde a un espécimen hembra;
escorpion de la derecha, espécimen macho. Se aprecian diferencias en la longitud y grosor del metasoma y tronco.
Tomado de: Teruel et al., 2015.

1.1.7 Papel de los canales idnicos en la activacion de linfocitos T

Los canales idnicos son proteinas integrales de membrana que permiten el flujo pasivo de iones a través
de la membrana plasmatica o de los organelos intracelulares. Las células del sistema inmune presentan
una gran variedad de canales idnicos y el flujo de iones a través de ellos puede ser controlado de varias
maneras, incluyendo cambios en el potencial de membrana, unién de ligandos y modificaciones

postraduccionales (Jentsch et al., 2004; Feske et al., 2015).
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Los canales dependientes de voltaje son expresados en una gran cantidad de células excitables y

no excitables y se caracterizan por responder a cambios en el potencial de membrana con modificaciones
conformacionales que permiten la apertura o cierre del canal (Rasband y Trimmer, 2010). Presentan una
estructura general compuesta por una asociacion tetramérica, donde cada subunidad consta de seis
hélices a (S1-S6), conectadas por loops intracelulares y extracelulares (Li y Xiong, 2011). Estos canales se
dividen, a su vez, en cuatro grandes grupos de acuerdo con el ion al que dan paso: canales de potasio,

sodio, calcio y cloro.

Se sabe que los canales idnicos estdn implicados en muchas respuestas celulares, entre las que
destaca la activacion de linfocitos T. El flujo de Ca?* hacia el interior de la célula promueve este proceso
mediante la regulacién de enzimas y factores de transcripcion (Cahalan y Chandy, 2009). La
despolarizacion de la membrana, a consecuencia de la entrada de Ca?" a favor del gradiente
electroquimico, hace necesario el flujo de K* hacia el exterior de la célula para mantener hiperpolarizada
la membrana. De manera especifica, los canales de K* estan involucrados en gran variedad de funciones
como la regulacién de la actividad eléctrica cardiaca y neuronal, contraccién muscular, secrecién de
hormonas, liberacidon de neurotransmisores y la modulacién de la funcidn de las células T (Olamendi-
Portugal et al., 2005). Dos tipos de canales de potasio dominan la conductancia en linfocitos T: los canales
Kv1.3y los canales activados por calcio KCa3.1, un canal independiente de voltaje que se activa por accidn

de la calmodulina (Feske et al., 2015).

El canal dependiente de voltaje Kv1.3 es un homotetramero de cuatro subunidades a, cada una
compuesta de seis segmentos (S1-S6) y un loop entre los segmentos S5 y S6. Cuando ocurre la
despolarizacién de la membrana, los residuos de arginina que se encuentran en el segmento S4 acttan
como sensores de voltaje que permiten la apertura del canal. El canal de K* se encarga de regular el
potencial de membrana en linfocitos Ty activar los canales activados por liberacién de Ca?* (CRAC), canales
esenciales para mantener la entrada de Ca?* extracelular y la activacidn de las células T (Zhao et al., 2015;

Fung-Leung et al., 2017).

En la Figura 8 se describe el papel de los canales Kv1.3 y CRAC en la activacién de linfocitos T.
Después de que las APC realizan la presentacién de antigeno a los linfocitos T, se produce IPs (inositol
trifosfato) que se une a su receptor para promover la liberacidn del calcio contenido en el reticulo
endoplasmatico. Por otra parte, las moléculas de interaccién estromal (STIM1 o STIM2) son secretadas por

el reticulo endoplasmatico para inducir la apertura de los canales CRAC y permitir la entrada de Ca?"
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extracelular. Este Ultimo promueve la activacion del factor de transcripcién NFAT (factor nuclear de
linfocitos T activados), que estd implicado en la diferenciacion, proliferacién y expresion de citocinas en
los linfocitos T. La polarizacidn de la membrana provoca la apertura de los canales Kv1.3 para expulsar K*

intracelular y balancear el aumento de Ca?* en el citoplasma (Zhao et al., 2015).

Linfocitos T
cooperadores

Figura 8. Entrada de Ca?* extracelular y salida de K* intracelular en la estimulacién de linfocitos T cooperadores.
Después de que las APC presentan un antigeno a los linfocitos Th, se genera el segundo mensajero IP3, el cual
promueve la liberacidn de Ca?* del reticulo endoplasmatico. La alta concentracién de Ca?* en el citoplasma provoca
la apertura de los canales Kv1.3 y KCa3.1, lo que permite la salida de K* intracelular y la entrada de Ca?* extracelular,
para que la activacidn del factor de transcripcion NFAT continte. CRAC, canales activados por liberacién de calcio;
IP3, inositol trifosfato; IP3R, receptor de inositol trifosfato; PIP2, fosfatidilinositol bifosfato; PLC, fosfolipasa C; RE,
reticulo endoplasmatico. Modificado de: Zhao et al., 2015.

Estudios recientes han reportado toxinas aisladas de diferentes animales venenosos capaces de
inhibir la activacion de linfocitos T a través del bloqueo de los canales Kv1.3. Estos bloqueadores han
demostrado ser eficaces en modelos animales de reacciones de hipersensibilidad retardada,
encefalomielitis autoinmune, artritis, diabetes autoinmune, trasplantes, dermatitis alérgica y psoriasis. Lo
cual establece la posibilidad de que las toxinas podrian funcionar, por su actividad inmunosupresora, en
el tratamiento de padecimientos autoinmunes en humanos (Ye et al., 2016; Fung-Leung et al., 2017). Sin

embargo, el efecto de los bloqueadores depende en su mayoria de la naturaleza del estimulo y de las
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subpoblaciones de linfocitos T que se pretenda modular, por lo que aln se desconoce mucho sobre su

potencial como moléculas moduladoras (Fung-Leung et al., 2017).

1.2 Justificacion

Los venenos de escorpidn son una fuente rica en toxinas y biomoléculas con potencial terapéutico, y en
México se encuentra mas del 10% de la diversidad mundial de estos aracnidos. Estas toxinas han
demostrado ser eficaces en diversas actividades, entre las que destaca la modulacién del sistema
inmunoldgico. Estudios recientes han reportado que ciertas toxinas de escorpién son capaces de activar
el sistema inmune mediando, entre otros mecanismos, la proliferacion, diferenciacién y expresion de
citocinas en diferentes tipos celulares. Los venenos obtenidos de especies del género Centruroides
resultan candidatos importantes para la modulacion de la respuesta inmune por su alto contenido de
neurotoxinas. Los péptidos neurotdxicos interactian con los canales idnicos que, en linfocitos T

cooperadores, intervienen en los procesos de diferenciacién.

Los linfocitos T cooperadores estan involucrados en la coordinacidon de la respuesta inmune frente
patdgenos intracelulares y extracelulares, asi como en la autotolerancia. Ademas, alteraciones en su
fisiologia desempefian un papel importante en la progresiéon de ciertas enfermedades autoinmunes,
alergias, desarrollo de tumores e inflamacidn crénica. Por ello, encontrar moléculas que modulen las
funciones de estas células, ya sea aumentando o atenuando sus funciones efectoras, resulta importante

en el tratamiento de diversas patologias.

Por lo anterior, se evalud el efecto del veneno de los escorpiones, Centruroides limpidus y
Centruroides noxius, en la diferenciacién de linfocitos Th1, Th2 y Th17, asi como en la produccion de IL-10,

con la finalidad de encontrar moléculas moduladoras.
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1.3 Hipoétesis

El veneno de los escorpiones, Centruroides limpidus y Centruroides noxius, posee toxinas que ejercen un
efecto in vitro asociado a la diferenciacion de linfocitos Thl, Th2 y Th17, y la produccién de IL-10, en células

mononucleares de raton.

1.4 Objetivos

1.4.1 Objetivo general

Evaluar el efecto in vitro del veneno de las especies Centruroides limpidus y Centruroides noxius en la

diferenciacidn de linfocitos Th1, Th2 y Th17, y en la produccién de IL-10.

1.4.2 Objetivos especificos

1. Evaluar el efecto de los venenos de escorpién en la proliferacion de linfocitos T.

2. Determinar el efecto de los venenos en la expresion de citocinas intracelulares especificas para
cada subpoblacion.

3. Evaluar la secrecion de citocinas distintivas de cada subpoblacion, IFN-y, IL-4, IL-17 e IL-10

4. ldentificar moléculas contenidas en las fracciones de veneno que hayan demostrado un efecto.



Capitulo 2. Metodologia

23

En la Figura 9 se presenta el esquema general de la metodologia llevada a cabo para la realizacidn de este

proyecto.

Cultivo celular
y tratamiento

con los
venenos de
escorpion

Evaluacion de la
proliferacion
celular mediante
CFSE y resazurina
sodica

Deteccion de
poblaciones
celulares y
citocinas por
citometria de flujo

Cuantificacion
de citocinas
secretadas las fracciones
(ELISA) de interés
(LC-MS/MS)

Figura 9. Esquema general de la metodologia. El trabajo experimental que se realizé para alcanzar los objetivos
planteados se encuentra resumido. CFSE, carboxifluoresceina; ELISA, ensayo de inmunoabsorcién ligado a enzimas;

LC-MS/MS cromatografia liquida-espectrometria de masas en tandem.

2.1 Venenos de escorpion

2.1.1 Obtencion de los venenos

Las muestras liofilizadas de veneno, de Centruroides limpidus y Centruroides noxius fueron proporcionadas

por el equipo de investigacion de Lourival Possani, del Instituto de Biotecnologia de la Universidad

Nacional Auténoma de México (UNAM). El laboratorio de Possani se ha dedicado los ultimos 35 afios a la

investigacion de los componentes del veneno de escorpidn, por ser de importancia médica y de interés

cientifico por la gran variedad de ligandos moleculares que poseen.
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Los venenos liofilizados fueron almacenados a -20 °C y protegidos de la luz con ayuda de papel

aluminio, hasta su fraccionamiento.

El procedimiento basico de ordefio de escorpiones se describe a continuaciéon. La extraccidn de
veneno se lleva a cabo mediante la estimulacién eléctrica del telson (15 V), con la ayuda de un electrodo,
para promover la expulsién del veneno. Este se recupera con ayuda de un capilar, se solubiliza en agua
destilada y se centrifuga a 14,000 rpm durante 15 minutos. Por ultimo, se liofiliza el sobrenadante y se

almacena a -20 °C (Valdez-Velazquéz et al., 2016).

2.1.2 Fraccionamiento de los venenos

La separacion de los venenos totales se realizé mediante Cromatografia Liquida de Alta Resolucidon en fase
reversa (HPLC-RP). Se utilizé un cromatégrafo LC System 1100A de Agilent Technologies y una columna
analitica Zorbax-300SB Cig (Agilent Technologies, 4.6 x 250 mm, 5 um). La columna fue equilibrada con
solucion A (acido trifluoroacético al 0.12% en agua) durante 30 minutos y el volumen de inyeccion fue de

200 pL, con un flujo binario de 1 mL/min. El gradiente de elucién utilizado se muestra en la Tabla 1.

Tabla 1. Gradiente de elucién utilizado para fraccionar los venenos. Solucién A: acido trifluoroacético al 0.12% en
agua; solucién B: acido trifluoroacético al 0.1% en acetonitrilo.

Condiciones cromatograficas

p— i p— p—
Tiempo (min) A% B%

0 100 0
5 100 0
65 40 60
65.1 0 100

70 0 100

Los venenos liofilizados de C. limpidus y C. noxius (2.5 mg aprox. de cada uno) se resuspendieron
en 200 plL de la solucidn A y se inyectaron en el cromatdgrafo. Los venenos eluyeron a temperatura
ambiente durante 70 minutos y la deteccion de los picos se llevd a cabo en un detector de UV-Vis a 230

nm. La estrategia, que se siguid para fraccionar los venenos consistié en colectar los picos que eluian cada
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5 minutos durante la corrida. Posteriormente, se determind la concentracidon de proteina para cada
fraccion mediante lecturas de absorbancias a 280 nm, por medio de un espectrofotémetro NanoDrop 2000
(Thermo Fisher Scientific) (Casella-Martins et al., 2015). Solamente se consideraron las fracciones con
mayor concentracidn de proteina para los ensayos bioldgicos. Por ultimo, las fracciones fueron congeladas
a -80 °C, liofilizadas y se resuspendieron en agua destilada estéril a la concentracion de 1 pg/uL para

facilitar su manipulacién durante los ensayos celulares.

2.2 Animales

Para el desarrollo de este proyecto se utilizaron ratones macho de la cepa BALB/c, de entre 6 a 8 semanas
de edad. Los ratones se mantuvieron en jaulas de un sistema Optimice (AnimalCare Systems, 484 cm?),
con un fotoperiodo de 12 h (12 h luz: 12 h oscuridad) y una temperatura de 24 °C. Se les proporciond
alimento (Teklad Global Diets-Envigo) y agua ad libitum y se utilizé aserrin como cama de contacto (Teklad-

Envigo).

Para la realizacién de los ensayos biolégicos, los ratones fueron sacrificados mediante dislocacién
cervical después de ser anestesiados con pentobarbital sddico (Dolethal-Vetoquinol) a una concentracion
de 40 — 70 mg por kg del animal. Se siguieron los lineamientos establecidos en la Norma Oficial Mexicana

NOM-062-Z00-1999, para la produccién, cuidado y uso de los animales de laboratorio.

2.2.1 Extraccion de ganglios linfaticos

Se extrajeron los ganglios linfaticos inguinales, axilares, maxilares y mesentéricos de los ratones para llevar

a cabo los cultivos celulares (Figura 10).
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Figura 10. Organos linfaticos de ratén. Los ganglios linfaticos principales se encuentran en la regién axilar, maxilar,
inguinal y mesentérica. El tamaino de los ganglios varia en funcién de los retos antigénicos a los que se expone el
animal. Modificado de: Reeves y Reeves, 2001.

Después de que el ratdn es sacrificado, se coloca sobre su espalda en una tabla de diseccion y se
rocia con alcohol al 70% para esterilizar el area. Para la extraccion de los érganos linfaticos, se realizdé una
linea media en la parte ventral del animal con ayuda de unas tijeras iris y se removio la piel para extraer
los ganglios inguinales, axilares y maxilares. Para los ganglios mesentéricos se realizd una segunda incision
en la zona del peritoneo y asi separar los ganglios del intestino con ayuda de unas pinzas quirurgicas
(Reeves y Reeves, 2001). Los drganos colectados fueron incubados en 0.5 mL de colagenasa (370 puL/mL)
(Gibco) durante 1 h, con una atmésfera de 5% de CO;a 37 °C, con la finalidad de degradar la matriz
extracelular. Las muestras celulares se homogenizaron con ayuda de una jeringa de 3 mL a través de un
proceso mecanico de maceracion; se filtraron (Falcon, 70 um) y se agregaron a un tubo de 15 mL. Se realizo
un lavado del filtro y la jeringa con 2 mL de HBSS 1X (Gibco) y se centrifugd el tubo a 302 g (Haraeus
Multifuge 1 S-R-Thermo Fisher Scientific) durante 10 min a 4 °C. El sobrenadante se decantd, se
resuspendio el pellet y se agregd 1 mL de HBSS 1X para realizar una tincidn con azul tripan (0.4%) (Sigma-
Aldrich) a una dilucién 1:10. Por ultimo, se realizé un conteo celular con ayuda de un hematocitémetro y

un microscopio y se estimd el nimero de células por mililitro.
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2.3 Cultivo celular

Los ensayos bioldgicos de proliferacion y deteccidon de poblaciones y citocinas se realizaron mediante
cultivos celulares. Después del conteo celular, las células se distribuyeron en microplacas (Corning) con
medio RPMI 1640 (Corning), suplementado con antibidtico y antimicético al 1%, y suero fetal bovino al 5%
(Gibco). Finalmente se afadieron las fracciones de los venenos de C. limpidus y C. noxius a diferentes
concentraciones (6.25 — 80 pg/mL), cabe mencionar que la seleccion de concentraciones utilizadas se
realizd conforme a la cantidad de proteina de cada fraccidon. Como control positivo se utilizé concanavalina
A (5 pg/mL) (Sigma-Aldrich), y células sin ningln estimulo como control negativo (Coligan y Bierer, 2011).
El tiempo de incubacién para los ensayos de proliferacién fue de 96 h, y de 24 h para los ensayos de

deteccidon de poblaciones y citocinas, con una atmédsfera de 5% de COza 37 °C (Coligan y Bierer, 2011).

2.3.1 Proliferacion celular

La proliferacién celular se evalué mediante dos técnicas diferentes. El primer método se basa en la
utilizacion del diacetato de carboxifluoresceina (CFSE), un colorante fluorescente capaz de permear la
membrana celular y de unirse covalentemente a los grupos amino libres de las proteinas citoplasmaticas.
Al llevarse a cabo la divisidn celular, la CFSE se distribuye en las células hijas y disminuye su intensidad de
fluorescencia en las generaciones sucesivas; estos cambios en los niveles de fluorescencia se interpretan
con ayuda de un citémetro de flujo (Quah y Parish, 2010). Asimismo, se evalué la proliferacién a través del
método de la resazurina sddica. Se trata de una técnica colorimétrica cuyo fundamento es la reduccién de
la resazurina soédica (compuesto azul no fluorescente) a resorufina (compuesto rojizo-purpura

fluorescente) por accién del metabolismo celular (O’Brien et al., 2000).

2.3.1.1 Evaluacion de la proliferacién celular mediante el método de la carboxifluoresceina

Los ensayos con carboxifluoresceina se realizaron en microplacas de 24 pozos; se distribuyeron 700,000
células/pozo en 500 pL de medio RPMI y se evaluaron las condiciones establecidas en el apartado 2.3

(Figura 11).
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Para llevar a cabo la tincién con CFSE, las células se resuspendieron en un tubo con 1 mL de HBSS
1X; se mezcld 1 plL de CFSE (5 mM) (Life Tecnologies) con 100 plL de HBSS 1X, se agregé al tubo que contenia
las células y se incubd a temperatura ambiente, durante 15 minutos, con agitacién para homogenizar la
tincién. Posteriormente, el tubo se centrifugd a 302 g durante 5 minutos, se decanté y se lavé con 1 mL

de medio RPMI; este procedimiento se realizé tres veces (Quah y Parish, 2010).

Finalizado el tiempo de incubacidn (96 h), se hizo una tincidn con un anticuerpo anti-CD3 (PE-Cy5)
(Biolegend), especifico para linfocitos T de ratén; se agregaron 25 pL del anticuerpo (dilucidn 1:400) y se

analiz6 mediante citometria de flujo.

Los procedimientos para llevar a cabo las tinciones de marcadores fenotipicos y el analisis por
citometria de flujo se describiran a detalle en el apartado 2.3.2. Solamente se evaluaron las fracciones

CIF8, CIF9, CnF11, CnF12 y CnF13 a una concentracion de 35 pg/mL.

Figura 11. Disefio de placa de 24 pozos para el método de la carboxifluoresceina. Se distribuyeron 700,000
células/pozo en 500 pL de medio RPMI. Se evaluaron las condiciones: células sin estimular como control negativo;
con A (5 pg/mL) como control positivo; CIFx, fracciones de C. limpidus; CnFx, fracciones de C. noxius.
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2.3.1.2 Evaluacidn de la proliferacion celular mediante el método de la resazurina sddica

Para los ensayos con resazurina sddica se utilizaron microplacas de 96 pozos en las que se cultivaron
200,000 células/pozo en un volumen final de 200 pL. Se agregaron 20 pL (dilucion 1:64) de resazurina
sddica (Sigma-Aldrich) a todos los pozos (O’Brien et al., 2000) y se evaluaron las fracciones CIF2, CIF7, CIFS8,
CIF9, CnF11, CnF12 y CnF13 de los venenos, a diferentes concentraciones (6.25 — 80 pg/mL). Cada
pardmetro se evalué por triplicado, como se muestra en la Figura 12. Después del periodo de incubacién

(96 h) se realizaron lecturas de absorbancia en un lector de placas (Epoch, BioTek) a 570 y 600 nm.

@ sin estimular

@ cCon A (5 ug/ml)
(O Blanco

@ ciFx

@ cnFx

Figura 12. Diseiio de placa de 96 pozos para el método de la resazurina sddica. Se distribuyeron 200,000
células/pozo en 200 pL de medio RPMI. Se evaluaron las condiciones: células sin estimular como control negativo;
con A (5 pg/mL), concanavalina A como control positivo; blanco, para determinar la absorbancia del medio RPMI;
CIFx, fracciones de C. limpidus; CnFx, fracciones de C. noxius.

2.3.2 Deteccion de poblaciones celulares y citocinas intracelulares

La citometria de flujo es una técnica capaz de medir las caracteristicas fisicas y quimicas de particulas en
suspension, tales como tamano, granularidad y nidmero de particulas o células. Ademas, permite la
utilizaciéon de anticuerpos acoplados con fluorocromos para detectar moléculas de interés, lo que
representa una ventaja para estudios de caracterizacién fenotipica o para marcar componentes
estructurales: marcadores especificos de una poblacién celular, citocinas, proteinas, asi como acidos

nucleicos (Adan et al., 2017).
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Para detectar las subpoblaciones Th1l, Th2 y T17, al igual que la IL-10, se emplearon microplacas

de 24 pozos con el disefio antes mencionado (Figura 11); se evaluaron las fracciones CIF2, CIF6, CIF7, CIF8,
CIF9, CnF11, CnF12, CnF13 y CnF14 de los venenos, a diferentes concentraciones (15 — 45 ug/mL) y las

células fueron tratadas con brefeldina A (BFA) (5 pg/mL) 4 h antes de su cosecha.

Se realizé una tincidn extracelular para los marcadores de superficie CD3 y CD4 para delimitar la
poblacién de linfocitos T cooperadores, asi como una tincién intracelular con anticuerpos anti-IFN-y, anti-
IL-4, anti-IL-17 y anti-IL-17 para detectar las subpoblaciones Th1l, Th2 y Th17 respectivamente, ademas de

anti-1L-10 para delimitar los linfocitos CD4* productores de esta citocina (Coligan y Bierer, 2011).

Una vez concluido el tiempo de incubacidn (24 h), se retird el medio de los pozos y se transfirié a
tubos de 5 mL (Falcon), para centrifugarlos a 302 g durante 10 minutos. Se recuperaron los sobrenadantes
(450 uL aprox.) con el objetivo de cuantificar las citocinas secretadas y se preservaron a -80 °C hasta su
analisis. Las células contenidas en cada tubo se resuspendieron en 100 uL de HBSS 1X y se repartieron en
dos tubos de 1.2 mL (Corning): (-) sin tincién y (+) con tincién con anticuerpos. A los tubos (+) se les
afiadieron 25 pL de una dilucién de anticuerpos extracelulares (Biolegend) en HBSS 1X (1:400): anti-CD3
(PE-Cy5) y anti-CD4 (FITC), y se incubaron durante 15 minutos protegidos de la luz. Se lavaron los tubos
con 500 plL de HBSS 1X y se centrifugaron a 250 g durante 5 minutos. Se descarté el sobrenadante y las
células se resuspendieron en el volumen restante, se agregaron 50 pL de la solucién de
fijacién/permeabilizacion (Kit) (BD Biosciencies) a todos los tubos y se incubaron durante 30 minutos en

obscuridad.

Posteriormente, se realizé un lavado con 500 uL de Perm/Wash Buffer 1X (BD Biosciencies) a cada
tubo y se centrifugaron a 250 g durante 5 minutos. Se decantd el sobrenadante y la solucién con el
sobrenadante restante se tifid (+) con 25 plL de una dilucién de anticuerpos (Biolegend) en Perm/Wash 1X
(1:400): anti-IFN-y (AF647), anti-IL-4 (PE-Cy7), anti-IL-17 (APC-Cy7) y anti-IL-10 (PE), y se incubaron durante
25 minutos protegidos de la luz. Después del tiempo de incubacién, todos los tubos se lavaron con 500 pL
de Perm/Wash 1X y se centrifugaron a 250 g durante 5 minutos. Finalmente, se decantaron los tubos y se
resuspendieron con 500 pL de paraformaldehido (PFA) al 1% (Sigma-Aldrich) para fijar las células. El
analisis posterior se llevé a cabo mediante un citdmetro de flujo (Attune Acoustic Focusing Cytometer) y

los datos generados se analizaron a través del software FlowlJo 10.
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2.4 Deteccion de citocinas solubles mediante el ensayo de inmunoabsorcidon ligado a enzimas

(ELISA)

La cuantificacidon de citocinas secretadas (IFN-y, IL-4, IL-17 e IL-10) se efectué mediante kits de ELISA
(eBioscience) especificos para cada citocina, a partir de los sobrenadantes recuperados en los ensayos de
detecciéon de poblaciones y citocinas (apartado 2.3.2). Con ayuda de estdndares de referencia, se
realizaron curvas de calibracién (1.56 — 200 pg/mL) para determinar la cantidad de citocinas contenidas

en las muestras.

El procedimiento general se describe a continuacién. Se recubrié una microplaca de 96 pozos con
100 pL del anticuerpo de captura (1:250), se envolvid la placa con papel plastico y se incubd durante la
noche a 4 °C. Al dia siguiente se realizaron 3 lavados con 250 uL/pozo de wash buffer (Tween-20 al 0.05%
en PBS 1X), se bloqued cada uno de los pozos con 200 pL de ELISA/ELISPOT 1X y se incubd la placa por 1 h
a temperatura ambiente. Se anadieron 100 uL de las muestras a los pozos apropiados y 100 uL de
ELISA/ELISPOT 1X para los blancos de la placa; se cubrid la placa y se incubd toda la noche a 4 °C. Después
del tiempo de incubacidn, se lavé 5 veces con 250 uL de wash buffer, se agregd el anticuerpo de deteccién
(1:250) y se incubd durante 1 h a temperatura ambiente. Se realizaron 5 lavados mas, se agregaron 100
pL de la enzima Avidin-HRP (1:250) y se incub6 durante 30 minutos. Finalmente se realizaron 7 lavados, se
agregaron 100 pL de la solucion sustrato (TMB 1X), se incubd por 15 minutos y se afiadieron 50 pL de la
solucidn Stop (HzPO4 1M). Para concluir se realizaron lecturas de la absorbancia mediante un lector de

placas a450y 570 nm.

2.5 Analisis estadistico

Para el analisis estadistico y la elaboracion de las graficas se utilizo el software GraphPad Prism 7. Todos
los datos se expresaron como media * la desviacion estandar de tres experimentos independientes. El
analisis estadistico se realizé mediante un analisis de varianza (ANOVA) de una via, considerando el valor

de P<0.03 como significativo, seguido de la prueba de comparacién multiple de Dunnett.
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2.6 Identificacion de las toxinas contenidas en las fracciones de interés

La identificacidn de toxinas se realizé mediante cromatografia liquida acoplada a espectrometria de masas
en tandem (LC-MS/MS). La espectrometria de masas permite la identificacion, caracterizacién y
cuantificacidn de compuestos quimicos basados en las masas moleculares y patrones de fragmentacion
(Vogeser y Parhofer, 2007). Solamente se analizaron las fracciones CIF8, CIF9, CnF12 y CnF13 de los
venenos, por ser aquellas que presentaron efecto en los ensayos de deteccién de poblaciones y citocinas.
La fraccion CnF11 se utilizd como control negativo por ser una muestra con poca actividad y la fraccién
CnF14, a pesar de haber tenido efectos relevantes en los cultivos celulares, no fue posible analizarla a

causa de la baja concentracién de proteina de la muestra.

2.6.1 Preparacion de las muestras

Los protocolos de digestién enzimatica se ajustaron para cada fraccién de acuerdo con la concentracion
de proteina. Las cantidades utilizadas de cada fraccidn, asi como el volumen de los reactivos, se encuentran

expresados en la Tabla 2.

Tabla 2. Digestién enzimatica de las fracciones de los venenos. Se muestran las cantidades utilizadas en el proceso
de digestion para cada una de las fracciones. NH4HCOs3, bicarbonato de amonio; DTT, ditiotreitol; CIFx, fracciones de
C. limpidus; CnFx, fracciones de C. noxius.

Digestion enzimatica
" Muestra | NH,HCO, © o "lodoacetamida | Tripsina
0.5pg/pL (uL) ~ 100 mM (uL) = 10mM (uL) 20mM (ul) 0.2 pg/pl (uL)

|
Fraccion

El proceso general de digestion enzimatica se describe a continuacion. En un tubo de 1 mL se

diluyeron las muestras en bicarbonato de amonio (100 mM) (Sigma-Aldrich), se afiadieron 2 pL de
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ProteaseMAX 1% (Promega) y ditiotreitol (DTT) a la concentraciéon de 10 mM (Promega). Se incubaron las
muestras a 37 °C durante 1 h y se dejaron enfriar a temperatura ambiente. Después del periodo de
enfriamiento se agregd iodoacetamida (20 mM) (Sigma-Aldrich) y se incubd durante 30 minutos en
oscuridad. Posteriormente, se agrego tripsina (0.2 pg/uL) (Promega) y 1 pL de ProteaseMAX 1%, para
después incubar durante 3 h a 37 °C. Finalmente las muestras se desalaron mediante una columna Sep-
Pak C18 Plus Light Cartridge (Waters), se congelaron a -80 °C y se concentraron en un SpeedVac (Thermo

Fisher Scientific).

2.6.2 Analisis por LC-MS/MS

La cromatografia liquida se realizd por medio de un HPLC (Ekspert nanoLC 400) en fase reversa. Se utilizd
una columna HALO fused-core C18 (SCIEX, 0.3 x 150 mm, 2.7 um) con un flujo de 5 uL/min y fue equilibrada
con solucién A (acido férmico al 0.1% en agua) durante 30 minutos. El volumen de inyeccidon fue de 10 pL

y el horno de columna se ajusté a 45 °C. El gradiente de elucidn utilizado se muestra en la Tabla 3.

Tabla 3. Gradiente de elucion utilizado para el analisis por LC-MS/MS. Solucion A: 4cido férmico al 0.1% en agua;
solucién B: acido féormico al 0.1% en acetonitrilo.

Condicioﬁes cromatogrﬁficas —
Tiempo (min) A% B%

117 0 100
120 0 100

El anélisis por LC-MS/MS se realizé mediante un sistema Triple TOF 5600 con una fuente Duo Spray
en modo de ionizacién positiva (AB SCIEX). Se ajustaron las condiciones de operacion del espectrometro
de la siguiente manera: 5500 V para el voltaje de ion spray, 500 °C para la fuente de iones, 25 psi de gas
curtain (CUR), 25 psi de gas nebulizador (GS 1), 35 psi de gas calentador (GS 2) y 100 V para el potencial
desintegrador. Los rangos de masas se establecieron en m/z 250 — 1800 para los scan TOF MS y 50 — 2000

para los experimentos TOF MS/MS. Se utilizoé “Rolling collision energy” para promover la fragmentacion y
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la energia de colision fue de 15 eV para MS/MS. Los 20 iones mas intensos de cada exploracién por MS se

seleccionaron como iones precursores para la fragmentacion de MS/MS.

Con la finalidad de identificar las toxinas, se analizaron los espectros obtenidos con ayuda del
software ProteinPilot 4.5 (algoritmo Paragon) y los resultados se compararon contra la base de datos de
UniProtKB para C. limpidus, C. noxius y Centruroides. Las busquedas se realizaron con un nivel de confianza

2 95% y se consideraron como identificaciones fidedignas si el nUmero de secuencias Unicas era 2 2.
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Capitulo 3. Resultados

3.1 Fraccionamiento de los venenos

Las fracciones de los venenos se obtuvieron mediante la técnica de cromatografia liquida de alta resolucién
(HPLC). Se realizé una corrida de 70 minutos para cada veneno de escorpion a temperatura ambiente, se
inyectaron 2.5 mg de cada veneno y se recuperaron las fracciones cada 5 minutos. Durante la corrida se
presentaron problemas con la presidon en la precolumna, lo que afectd la separacion y el tiempo de
retencién de los picos en ambas muestras. En las Figuras 13 y 14 se muestran los cromatogramas obtenidos

en la separacién de los venenos de Centruroides limpidus y Centruroides noxius, respectivamente.
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Figura 13. Perfil cromatografico del veneno de Centruroides limpidus. Se inyectaron 2.5 mg del veneno de C.
limpidus y se colectaron 12 fracciones en una corrida de 70 minutos.

Al inicio de la corrida del veneno de C. limpidus, la linea directa se desacopld de la precolumna
debido a la alta presién en el sistema, lo que derivé en pérdida de muestra. Sin embargo, al transcurrir el
tiempo de corrida, se detectd que los picos empezaban a eluir y se continud con el procedimiento de

colecta de fracciones.

Se registraron 45 picos, o componentes en el veneno a 230 nm, de los cuales la mayoria eluyeron

entre el minuto 32 al 52. Se colectaron 12 fracciones y se etiquetaron con las iniciales de la especie, seguido
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del nimero de fraccidén en orden del tiempo de corrida, de tal forma que la fraccién 1 se etiqueté como

CIF1y asi sucesivamente las demas fracciones.
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Figura 14. Perfil cromatografico del veneno de Centruroides noxius. Se inyectaron 2.5 mg del veneno de C. noxius y
se colectaron 14 fracciones en una corrida de 75 minutos.

Durante la separacion del veneno de C. noxius, las altas presiones del sistema provocaron que no
eluyeran picos al principio de la corrida. Fue hasta que los niveles de la solucién B (4cido trifluoroacético
al 1% en acetonitrilo) alcanzaron el 50% que los picos empezaron a eluir, pero a causa del corto tiempo de
elucion y al cambio rdpido del porcentaje de la solucion B, los picos no alcanzaron a separarse ni a eluir,

por lo que fue necesario aumentar el tiempo de corrida a 75 minutos con 100% de la solucidn B.

Se colectaron 14 fracciones y se aplicaron los mismos criterios de etiquetado de las fracciones del
veneno de C. limpidus. La fraccién CnF14 (no se muestra en Figura 14) se colectd en tiempo extra de corrida

con 100% de la solucion B.
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3.1.1 Concentracion de proteina

La concentracidon de proteina para cada una de las fracciones se determind a través de lecturas de
absorbancia a 280 nm en un nanodrop 2000 (Casella-Martins et al., 2015). Posteriormente, las fracciones
fueron preservadas a -80 °C para luego liofilizarlas y resuspenderlas en agua destilada estéril y obtener

una concentracion final de 1 pg/uL.

En las Tablas 4 y 5 se muestran las concentraciones de proteina registradas a 280 nm de las
fracciones de los venenos de C. limpidus y C. noxius, respectivamente. También se incluyen los tiempos de

elucién de las fracciones.

Tabla 4. Fracciones del veneno de Centruroides limpidus. Se expresan los tiempos de elucién, asi como las
concentraciones de proteina para cada fraccion.

Veneno de Centruroides limpidus
Tiempo de elucion (min) | Concentracion de proteina (mg/mL) | Cantidad total (pg)

p—

Fraccion
CIF1 0-9.8 0.016 16
CIF2 9.8-15.4 0.114 114
CIF3 15.4-20 0.024 24
CIF4 20- 25 0.016 16
CIF5 25-30.5 0.012 12
CIF6 30.5-35.5 0.09 90
CIF7 35.5-40.8 0.246 246
CIF8 40.8-45.4 0.432 432
CIF9 45.4-51.6 0.6 600
CIF10 51.6- 55 0 0
CIF11 55 - 60 0.038 38
CIF12 60 - 65.4 0.012 12

Con base en la concentracién de proteina registrada por fraccidn, se seleccionaron las fracciones
CIF2, CIF6, CIF7, CIF8 y CIF9 para los ensayos bioldgicos. Asimismo, las concentraciones evaluadas de cada

fraccion estuvieron en funcidn de la cantidad de proteina cuantificada.
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Tabla 5. Fracciones del veneno de Centruroides noxius. Se expresan los tiempos de elucién, asi como las
concentraciones de proteina para cada fraccion.

Veneno de Centruroides noxius

p—— J— I— [—
Fraccion [ Tiempo de elucion (min) " Concentracion de proteina (mg/mL) " Cantidad total (ug)

CnF1 0-5 - -
CnF2 5-10 - -
CnF3 10- 15 - -
CnF4 15-20 - -
CnF5 20- 25 - -
CnF6 25-30 - -
CnF7 30- 35 - -
CnF8 35-40 - -
CnF9 40- 45 - -
CnF10 45 - 50 - -
CnF11 50- 56.2 0.496 496
CnF12 56.2-61.9 0.648 648
CnF13 61.9- 70 1.592 1592
CnF14 70-75 0.076 76

A consecuencia de los problemas antes mencionados (apartado 3.1), no se registré contenido de
proteina de las primeras fracciones de C. noxius (CnF1 — CnF10), por lo tanto, se utilizaron las fracciones
CnF11, CnF12, CnF13 y CnF14 para la realizacién de los ensayos bioldgicos. Esta ultima sélo se evalud en
los ensayos de deteccidon de poblaciones y citocinas, a causa de la baja concentracidon de proteina

registrada.

3.2 Proliferacion celular

Se evalué el efecto de las fracciones seleccionadas previamente en la proliferacién de linfocitos T mediante

dos metodologias, con un tiempo de incubacion de 96 h.
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3.2.1 Evaluacion de la proliferacion celular mediante el método de la carboxifluoresceina

La técnica de la carboxifluoresceina se utilizé para evaluar Unicamente el efecto de las fracciones CIF8,

CIF9, CnF11, CnF12 y CnF13 a 35 pg/mL (Figura 15).
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Figura 15. Efecto de las fracciones de los venenos de C. limpidus y C. noxius en la proliferacion de linfocitos T por
el método de la carboxifluoresceina. El analisis indica el efecto de los venenos en la expresion del marcador CD3
respecto a la CFSE. Se muestra un citograma representativo de cada condicién evaluada.

De acuerdo con los resultados obtenidos en los tres experimentos independientes con CFSE, las
fracciones de los venenos de C. limpidus y C. noxius no ejercen ningun efecto en la proliferacién de
linfocitos T a la concentracidn evaluada, ya que no se detectaron rondas de division celular en las muestras
tratadas con fracciones de veneno; no obstante, el control positivo (células tratadas con concanavalina A
[5 ug/mL]) resulté con 5 rondas o generaciones celulares, lo que valida el método y confirma que las

fracciones no tienen efecto en la proliferacién de linfocitos T.
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3.2.2 Evaluacion de la proliferacion celular mediante el método de la resazurina sodica
El método colorimétrico de la resazurina sédica fue utilizado para evaluar todas las fracciones

seleccionadas a diferentes concentraciones (6.25 — 80 ug/mL). En las Figuras 16 y 17 se muestra el efecto

de las fracciones de C. limpidus y C. noxius en la proliferacién de linfocitos T.
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Figura 16. Efecto de las fracciones de Centruroides limpidus en la proliferacion de linfocitos T mediante el método
de la resazurina sddica. Los valores se expresan como indice de proliferacidn y representan la media + la desviacion
estandar (n=3). Las barras con asteriscos indican diferencia significativa (P<0.03) respecto al grupo sin estimular. (*)
P<0.03; (**) P<0.0021; (***) P<0.0002; (****) P<0.0001. Con A, concanavalina A; CIF, fraccion de C. limpidus.

De acuerdo con los resultados obtenidos, las fracciones de C. limpidus no ejercen efecto en la

proliferacién de linfocitos T a las concentraciones evaluadas.
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Figura 17. Efecto de las fracciones de Centruroides noxius en la proliferacion de linfocitos T mediante el método
de la resazurina sddica. Los valores se expresan como indice de proliferacidn y representan la media + la desviacion
estandar (n=3). Las barras con asteriscos indican diferencia significativa (P<0.03) respecto al grupo sin estimular. (*)
P<0.03; (**) P<0.0021; (***) P<0.0002; (****) P<0.0001. Con A, concanavalina A; CnF, fraccién de C. noxius.

De igual manera, no se encontré diferencia significativa en los grupos tratados con fracciones del
veneno C. noxius a diferentes concentraciones respecto al grupo sin estimular. Por otra parte, las células
tratadas con concanavalina A presentaron mayor indice de proliferacién, comparadas con las células que

no recibieron estimulo.

En conjunto, los datos obtenidos a través de ambas metodologias indican que las fracciones del

veneno de C. limpidus y C. noxius no afectan la proliferacién de linfocitos T.

3.3 Deteccidn de poblaciones celulares y citocinas intracelulares

Se realizaron cultivos celulares para evaluar el efecto de las fracciones de los venenos de C. limpidus y C.

noxius en la diferenciacién de los linfocitos Th1, Th2 y Th17, asi como en la produccidn de IL-10. El tiempo
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de incubacion para los ensayos fue de 24 h. Se evalud la expresidn de los marcadores de superficie (CD3 y
CD4) para identificar la poblacién de linfocitos T cooperadores y citocinas intracelulares, tales como: IFN-
v, IL-4, IL-17 e IL-10. Se probaron todas las fracciones seleccionadas a diferentes concentraciones (15 — 45

pg/mL) y se utilizé concanavalina A (5 pg/mL) como control positivo.

3.3.1 Linfocitos Th1l

Para la deteccidn de los linfocitos Th1, las células tratadas con las fracciones de veneno (C. limpidus y C.
noxius) se tiferon con anti-IFN-y (AF647) y se evalué la expresion del IFN-y mediante citometria de flujo.

En las Figuras 18 y 19 se resumen los resultados del efecto de las fracciones en la diferenciacién de

linfocitos Th1.
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Figura 18. Efecto de las fracciones de Centruroides limpidus en la diferenciacion de linfocitos Th1. El analisis se llevd
a cabo mediante citometria de flujo. Los valores se expresan como % y representan la media + la desviacion estandar
(n=3). Las barras con asteriscos indican diferencia significativa (P<0.03) respecto al grupo sin estimular. (*) P<0.03;
(**) P<0.0021; (***) P<0.0002; (****) P<0.0001. Con A, concanavalina A; CIF, fraccion de C. limpidus.
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Los resultados indican que la fraccidn CIF8 promovié la diferenciacion de los linfocitos T
cooperadores hacia el perfil Th1, de manera dependiente de la concentracién (Figura 18). De igual manera,
el grupo de células tratadas con la fracciéon CIF9 (45 ug/mL) presentd diferencia significativa en la

diferenciacidn de linfocitos Th1 con respecto al grupo sin estimular.
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Figura 19. Efecto de las fracciones de Centruroides noxius en la diferenciacidn de linfocitos Th1. El analisis se llevé
a cabo mediante citometria de flujo. Los valores se expresan como % y representan la media + la desviacion estandar
(n=3). Las barras con asteriscos indican diferencia significativa (P<0.03) respecto al grupo sin estimular. (*) P<0.03;
(**) P<0.0021; (***) P<0.0002; (****) P<0.0001. Con A, concanavalina A; CnF, fraccidn de C. noxius.

En relacién con las fracciones del veneno de C. noxius, se observd que CnF11 y CnF12, a la
concentracién de 35 pg/mL, y CnF14 (25 pg/mL) aumentaron la diferenciacion al perfil Thi
significativamente. Asimismo, se observa una tendencia de incremento del porcentaje de células Thl

dependiente de concentracion por efecto de la fraccién CnF13 (Figura 19).
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En resumen, las fracciones CIF8, CIF9, CnF11, CnF12, CnF13 y CnF14 poseen componentes capaces
de modular la diferenciacién de linfocitos T cooperadores al perfil Thl, mientras que las fracciones CIF8 y

CnF13 incrementaron el porcentaje de células conforme se aumentaba su concentracion.

3.3.2 Linfocitos Th2

El analisis de la diferenciacidn de linfocitos Th2 se llevd a cabo a través de la deteccidn de las células CD3*

CD4* IL-4*, mediante citometria de flujo.

En la Figura 20 se muestra que solamente la fraccion CIF8, a una concentracion de 25 pg/mL

incremento la diferenciacidn al perfil Th2 significativamente.
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Figura 20. Efecto de las fracciones de Centruroides limpidus en la diferenciacion de linfocitos Th2. El analisis se llevd
a cabo mediante citometria de flujo. Los valores se expresan como % y representan la media + la desviacion estandar
(n=3). Las barras con asteriscos indican diferencia significativa (P<0.03) respecto al grupo sin estimular. (*) P<0.03;
(**) P<0.0021; (***) P<0.0002; (****) P<0.0001. Con A, concanavalina A; CIF, fraccién de C. limpidus.
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El efecto de las fracciones de Centruroides noxius en la diferenciacién de los linfocitos Th2 se
expresa en la Figura 21. Las fracciones CnF13 (35 pg/mL) y CnF14 (25 pg/mL) modularon el perfil
significativamente. De igual manera, la fraccién CnF12 promovié el incremento del porcentaje de las

células Th2, de forma proporcional al aumento de concentracidn.

Los datos obtenidos en la evaluacién de las fracciones de C. limpidus y C. noxius sugieren que
ciertas fracciones (CIF8, CnF12, CnF13 y CnF14) tienen la capacidad de inducir la diferenciacion al perfil
Th2 en linfocitos T cooperadores. Es necesario seiialar que no se encontrd diferencia significativa en las

células tratadas con concanavalina A (control positivo) respecto al control sin estimular.
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Figura 21. Efecto de las fracciones de Centruroides noxius en la diferenciacién de linfocitos Th2. El analisis se llevd
a cabo mediante citometria de flujo. Los valores se expresan como % y representan la media % la desviacion estandar
(n=3). Las barras con asteriscos indican diferencia significativa (P<0.03) respecto al grupo sin estimular. (*) P<0.03;
(**) P<0.0021; (***) P<0.0002; (****) P<0.0001. Con A, concanavalina A; CnF, fraccion de C. noxius.
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3.3.3 Linfocitos Th17

Se realizaron tinciones intracelulares especificas para la deteccion de IL-17 y se evalud su expresion

mediante citometria de flujo.

En la Figura 22 se muestran los resultados obtenidos en los ensayos de deteccién de linfocitos
Th17 con fracciones del veneno de C. limpidus. Las fracciones CIF7 y CIF9, a su maxima concentracion (45
ug/mL), promovieron la diferenciacion significativamente. De la misma manera, el grupo de células
tratadas con la fraccion CIF8 (35 pg/mL) resultd con un porcentaje mayor de linfocitos Th17, comparadas

con el control sin estimular.
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Figura 22. Efecto de las fracciones de Centruroides limpidus en la diferenciacion de linfocitos Th17. El analisis se
llevé a cabo mediante citometria de flujo. Los valores se expresan como % y representan la media + la desviacién
estandar (n=3). Las barras con asteriscos indican diferencia significativa (P<0.03) respecto al grupo sin estimular. (*)
P<0.03; (**) P<0.0021; (***) P<0.0002; (****) P<0.0001. Con A, concanavalina A; CIF, fraccién de C. limpidus.
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En relaciéon con las fracciones de C. noxius (Figura 23), las fracciones CnF12 y CnF13, a las

concentraciones de 25 y 35 ug/mL, promovieron un aumento en el porcentaje de linfocitos Th17.

Con base en los resultados obtenidos, se concluye que las fracciones CIF7, CIF8, CIF9, CnF12 y

CnF13 presentaron cambios significativos en la diferenciacion de los linfocitos Th17.
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Figura 23. Efecto de las fracciones de Centruroides noxius en la diferenciacién de linfocitos Th17. El analisis se llevd
a cabo mediante citometria de flujo. Los valores se expresan como % y representan la media + |la desviacién estandar
(n=3). Las barras con asteriscos indican diferencia significativa (P<0.03) respecto al grupo sin estimular. (*) P<0.03;
(**) P<0.0021; (***) P<0.0002; (****) P<0.0001. Con A, concanavalina A; CnF, fraccidn de C. noxius.

3.3.4 Interleucina 10

Para analizar la expresiéon de la IL-10 en linfocitos T cooperadores, las células se cultivaron con las

fracciones de los venenos de C. limpidus y C. noxius y se tifieron con anti-IL-10 (PE). En las Figuras 24 y 25

se muestra el efecto de las fracciones de los venenos en la produccién de IL-10.
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Figura 24. Efecto de las fracciones de Centruroides limpidus en la produccién de IL-10. El andlisis se llevo a cabo
mediante citometria de flujo. Los valores se expresan como % y representan la media + la desviacién estandar (n=3).
Las barras con asteriscos indican diferencia significativa (P<0.03) respecto al grupo sin estimular. (*) P<0.03; (**)
P<0.0021; (***) P<0.0002; (****) P<0.0001. Con A, concanavalina A; CIF, fraccién de C. limpidus.

El andlisis efectuado por citometria de flujo indica que la fraccién CIF2 disminuyd
significativamente el porcentaje de IL-10 en linfocitos T cooperadores. De igual forma, la fraccién CIF8

produjo un aumento en la expresién de la citocina, en ambas concentraciones.

Por otro lado, el cultivo con las fracciones del veneno de C. noxius no promovié ningun efecto en
la produccion de IL-10, a diferencia de la concanavalina A, la cual si estimulé el incremento de la IL-10 por

parte de los linfocitos T cooperadores.
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Linfocitos T (CD3* CD4™ IL-107)

0.5 L Il Sin estimular
‘;_ 0.44 I ] con A (5 pg/mL)
- CnF11 (png/mL)
-l
E 0.3 T 1 EH cnF12 (pg/mL)
o gt = CnF13 (ug/mL)
(a2 ] A p—

8 02 = B3 cnF14 (pg/ml)
® =

0.1 —

0.0- - anilll il

15 25 35 25 35 15 25 35 25
Estimulo

Figura 25. Efecto de las fracciones de Centruroides noxius en la produccion de IL-10. El analisis se llevd a cabo
mediante citometria de flujo. Los valores se expresan como % y representan la media + la desviacidn estandar (n=3).
Las barras con asteriscos indican diferencia significativa (P<0.03) respecto al grupo sin estimular. (*) P<0.03; (**)
P<0.0021; (***) P<0.0002; (****) P<0.0001. Con A, concanavalina A; CnF, fraccion de C. noxius.

3.4 Deteccion de citocinas solubles mediante el ensayo de inmunoabsorcién ligado a enzimas

(ELISA)

Con la finalidad de validar los resultados obtenidos en los ensayos de deteccidn de poblaciones y citocinas,
se evalud la actividad efectora de las células mediante la cuantificacidn de citocinas (IFN-y, IL-4, IL-17, IL-

10) presentes en los sobrenadantes.

Para llevar a cabo este objetivo, se decidid medir la concentracién de citocinas Unicamente de los
sobrenadantes provenientes de las muestras que presentaron cambios significativos al ser analizados por
la técnica de citometria de flujo, es decir, aquellas tratadas con las siguientes fracciones: CIF8 (35 ug/mL),
CIF9 (45 pg/mL), CnF12 (35 pg/mL), CnF13 (35 pug/mL) y CnF14 (25 pug/mL). Solamente se considerd la
concentracién mas alta de cada una para maximizar la deteccion de citocinas, puesto que de manera

general los efectos resultaron dependientes de concentracidn; también se evaluaron los controles sin
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estimular y las células tratadas con concanavalina A (5 pg/mL). Cabe mencionar que se consideré la

fraccién CIF2 (25 pg/mL) como control negativo del ensayo de deteccion de poblaciones y citocinas.

3.4.1 Interfer6n gamma (IFN-y)

La Figura 26 muestra los resultados obtenidos de la cuantificacion de IFN-y en los sobrenadantes

recuperados.
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Figura 26. Concentraciéon de IFN-y en sobrenadantes recuperados. Los valores se expresan como pg/mL vy
representan la media * la desviacidn estandar (n=3). Las barras con asteriscos indican diferencia significativa (P<0.03)
respecto al grupo sin estimular. (*) P<0.03; (**) P<0.0021; (***) P<0.0002; (****) P<0.0001. SE, sin estimular; Con A,
concanavalina A; CIF, fraccion de C. limpidus; CnF, fraccidn de C. noxius.

Los resultados obtenidos indican que las fracciones CIF8, CIF9, CnF12 y CnF13, en su maxima
concentracién, aumentaron la produccion y secrecién de IFN-y en los cultivos celulares. Por otro lado, no

se encontré efecto significativo de la fraccién CnF14 en la secrecion de IFN-y.
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En conjunto, los datos referentes al IFN-y intracelular y secretado, sugieren que las fracciones CIF8,

CIF9, CnF12 y CnF13 promueven la diferenciacién de los linfocitos Th1l.

3.4.2 Interleucina 4 (IL-4)

El efecto de las fracciones de veneno en la secrecidn de IL-4 (Figura 27) se resume a continuacion. Las
células cultivadas con las fracciones CIF8, CIF9 y CnF13, presentaron cambios significativos en la expresién
de IL-4. Contrario a lo esperado, las fracciones CnF12 y CnF14 no aumentaron los niveles de IL-4 secretada,

como sucedié con la IL-4 detectada mediante citometria de flujo.

Los resultados obtenidos mediante citometria de flujo y ELISA indican que las fracciones CIF8 y

CnF13 incrementan la diferenciacién y actividad de linfocitos Th2.
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Figura 27. Concentracién de IL-4 en sobrenadantes recuperados. Los valores se expresan como pg/mLy representan
la media * la desviacion estandar (n=3). Las barras con asteriscos indican diferencia significativa (P<0.03) respecto al
grupo sin estimular. (*) P<0.03; (**) P<0.0021; (***) P<0.0002; (****) P<0.0001. SE, sin estimular; Con A,
concanavalina A; CIF, fraccion de C. limpidus; CnF, fraccidn de C. noxius.
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3.4.3 Interleucina 17 (IL-17)

En la Figura 28 se muestran los resultados de la cuantificacién de IL-17 en los sobrenadantes recuperados.
De acuerdo con los datos obtenidos, las fracciones CIF9, CnF12 y CnF14 incrementaron la secrecion de la
IL-17 en los cultivos celulares. Asimismo, no se encontrd diferencia significativa en los sobrenadantes de

las muestras tratadas con las fracciones CIF8 y CnF13 con respecto al grupo sin estimular.

La cuantificacion de IL-17 en los sobrenadantes confirma que se promueve la diferenciacion de
linfocitos T hacia el perfil Th17 por accion de las fracciones CIF9, CnF12 y CnF14. Sin embargo, a pesar de
gue ésta ultima aumentd los niveles de citocina en los sobrenadantes, esos resultados difieren con los

obtenidos mediante citometria de flujo, los cuales no reflejan efecto alguno.
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Figura 28. Concentracion de IL-17 en sobrenadantes recuperados. Los valores se expresan como pg/mL vy
representan la media * la desviacidn estandar (n=3). Las barras con asteriscos indican diferencia significativa (P<0.03)
respecto al grupo sin estimular. (*) P<0.03; (**) P<0.0021; (***) P<0.0002; (****) P<0.0001. SE, sin estimular; Con A,
concanavalina A; CIF, fraccion de C. limpidus; CnF, fraccion de C. noxius.
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3.4.4 Interleucina 10 (IL-10)

Los resultados obtenidos de la cuantificaciéon de IL-10 en los sobrenadantes recuperados se describen a

continuacion.

De acuerdo con la Figura 29, se percibe que el control positivo, es decir, las células tratadas con
concanavalina A, promovieron la secrecién de IL-10 en los cultivos celulares; sin embargo, no se
encontraron cambios significativos en los sobrenadantes expuestos a la fraccidon CIF2, resultado que difiere

los obtenidos mediante citometria de flujo.

IL-10
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Figura 29. Concentracion de IL-10 en sobrenadantes recuperados. Los valores se expresan como pg/mL vy
representan la media * la desviacion estandar (n=3). Las barras con asteriscos indican diferencia significativa (P<0.03)
respecto al grupo sin estimular. (*, P<0.03; (**) P<0.0021; (***) P<0.0002; (****) P<0.0001. SE, sin estimular; Con A,
concanavalina A; CIF, fraccion de C. limpidus; CnF, fraccidn de C. noxius.
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En resumen, los resultados obtenidos en la deteccién de citocinas por citometria de flujo y ELISA
sugieren que en las fracciones CIF8, CIF9, CnF12, CnF13 y CnF14 existen componentes capaces de modular

la diferenciacién de los linfocitos T cooperadores.

3.5 Proporciones de poblaciones y citocinas

Debido a que la diferenciacién y la funcidn efectora de los linfocitos T cooperadores se encuentran
reguladas por la actividad de otras subpoblaciones Th (Abbas et al., 2017), se realizd un analisis para
determinar la proporcién de las citocinas especificas de cada subpoblacién y, se expresa a continuacién

como la perspectiva global del efecto de los venenos en la diferenciaciéon de linfocitos T cooperadores.

El analisis se realizé con los resultados obtenidos por citometria de flujo y se evaluaron solamente
las fracciones que presentaron actividad significativa en mas de una subpoblacién (en su concentracién
mas alta) y el grupo sin estimular, con el objetivo de establecer las proporciones basales. Se determind la
proporcién de las 4 citocinas (IFN-y, IL-4, IL-17 e IL-10) en las condiciones de interés, considerando el valor

de la media de los tres experimentos como valor absoluto.

En la Figura 30 se muestran las proporciones de linfocitos T cooperadores por cada fraccién. El
analisis indica que en el control sin estimular hay una predominancia de la subpoblacién Th2, mientras que
las citocinas distintivas de los linfocitos Thl y Th17 disminuyeron. Por otro lado, se observa que el perfil
Th17 presenta un porcentaje mayor en los cultivos celulares tratados con las fracciones CIF8, CnF12 y
CnF13, comparado con el grupo sin estimular. Y finalmente, se muestra que las fracciones CIF9 y CnF14,

incrementaron las proporciones de linfocitos Thly Thl7.

En conjunto, los resultados sugieren que los venenos de Centruroides limpidus y Centruroides
noxius modulan el aumento en las proporciones de los perfiles Thl y Th17, comparados con el grupo sin

estimular.
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Figura 30. Proporciones de poblaciones y citocinas. El anadlisis se realizé con los resultados obtenidos por citometria
de flujo y se considero el valor de la media de los tres experimentos como valor absoluto. Solamente se analizaron
las fracciones que presentaron efecto significativo en mas de una subpoblacion. CIF, fraccion de C. limpidus; CnF,
fraccién de C. noxius.

3.6 Identificacion de toxinas contenidas en las fracciones de interés

La identificacion de toxinas se llevd a cabo mediante el analisis de los espectros, con ayuda del software
ProteinPilot (algoritmo Paragon), seguido de la comparacién de los resultados con la base de datos de
UniProtKB. Se analizaron las fracciones CIF8, CIF9, CnF12 y CnF13 debido a que fueron aquellas con

actividad relevante y la fraccién CnF11 como control negativo.

En las Tablas 6 y 7 se muestran las toxinas identificadas en las fracciones de los venenos de C.
limpidus y C. noxius, respectivamente. Ademas, se incluyen la masa de las toxinas, su blanco molecular, el

numero de secuencias Unicas identificadas (95%) y su porcentaje de cobertura al 95%.



56

Tabla 6. Neurotoxinas identificadas en las fracciones de Centruroides limpidus. Se indican las toxinas identificadas
en las fracciones de C. limpidus, asi como sus masas y blancos moleculares. (# aa), niumero de aminoacidos; (Cov %),
porcentaje de cobertura; (-) no determinado.

Toxinas identificadas

w v $éptidos 'Cov% . E # 'Masa | Blanco
Fraccion Toxina

(95%) | (95%) aa (Da) molecular

Alpha-like toxin CsEv5 59 : Canales Nav
2 a3zl Betatoxin Cell8 . 64| 7,459 |  CanalesNav |
7 " BetatoxinClllm 166 7,550 | Canales Nav
. 6 : Beta-toxin CII2 i 66 i 7,584 !  Canales Nav
4 1409 i Betatoxinclls 166 7,854 | CanalesNav
6 : Toxin Cll4 18719934 |  Canales Nav
2 " Toxincllsb  i87:9600 :  CanalesNav
2 : Toxin I1.9 {293,416 :  Canales Nav
CIF8 | 12 {87  ToxinCnll 63 i698 | CanalesNav
4  |333 Toxin CsEv4 {66 7,306 |  Canales Nav
8 Orphan peptide ClINtx :29 i 3,393 ! .
5 P37 {  canalKCal.l
7 i 578 i Potassiumchannel toxin alpha-KTx 2.4 38 4,189 Canales Kv
2 ! Potassium channel toxin alpha-KTx 2.13 : 38 | 4,007 Canales Kv1.2 y Kv1.3
_______ 7.....542, ; Potassium channel toxin gamma-KTx 1.5 1 42 | 4768 | Canalkvil
_______ 5 _....581 : Potassiumchannel toxin gamma-KTx3.1: 43 | 4791 |  Canalkvil
IS 4....488 _Potassiumchannel toxin gammaKTx 4.1} 43 ; 4,840 | _ Camalkvil __
7 : Alpha-toxin Cn12 : ‘- : Canales Nav
6 Beta-toxin ClI2 : Canales Nav
CIF9 | 2 333 _ BeatoinCi3  :66:785 ; CanalesNav
3 i 252 i Toxin CII3 1879040 |  Canales Nav
12 | 643 i Toxin ClI5b i 879600 |  Canales Nav

Se identificaron 17 toxinas en la fraccion CIF8 y 5 toxinas en la fraccion CIF9, con un rango de masas
entre 3,393 a 9,940 daltons (Da). La mayoria de las toxinas identificadas pertenecen a la familia de
neurotoxinas que presentan como blanco molecular los canales de sodio dependientes de voltaje (Nav).
Asimismo, se encontraron toxinas que interactian con los canales de potasio dependientes de voltaje,

incluidos los canales Kv1.3.
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Tabla 7. Neurotoxinas identificadas en las fracciones de Centruroides noxius. Se indican las toxinas identificadas en
las fracciones de C. noxius, asi como sus masas y blancos moleculares. (# aa), nimero de aminoacidos; (Cov %),
porcentaje de cobertura; (No ID), no identificado; (-) no determinado.

Toxinas identificadas

| Féptidos ‘Cov%| " #  Masa . Blanco

Fraccion Toxina

(95%) (95%) | aa | molecular
: Alpha-like toxin CsEv5 {59 i : Canales Nav

________________ B —
Insect-toxin Cn10 Canales Nav

b Toxm II 9 : : :

: . Toxm CII9 84

CnF12. 7 Toxin Cn11 i 63 | f

) Orphan peptlde CIINtx )
72.9 Potassmm channel toxin alpha KTx 1 11 P37 l Canal KCal.1

Canales Nav
Canales Nav

Canales Nav

Canales Nav
Canales Nav

.........................................................................................................................................

74.5 Alpha-like toxin CsEv5 59 : 6,305 Canales Nav

19 | 100 Alpha-toxin Cn12 ‘67 7,148 | Canales Nav
i 5 1687 Beta-toxin Cell8 i 641 7,459 ! Canales Nav

4 35.3 Beta-neurotoxin Css9 i 82
87 Canales Nav
" Beta-toxin Cn7 55
ClnsecttoxinCn10 81! 8812 i  Canales Nav

o e O o

Canales Nav

Beta-toxin Cn4 Canales Nav

Beta-toxin Cn5

Canales Nav

294 Toxin ClI5¢ P 85 ! : Canales Nav

e T
' '

, 54.6 | Toxin Cnl i 86 i :
14 1100 i TodnCnil  i63; 6982 |  CanalesNav
16 574 i  ToxinCngtll 1879587}
' 581  ToxinCngtlv 1869560 i
58.6_: Toxin CsEv3 87 )
93 1 ) Orphan peptide CIINtx B : e R

64.3 Potassmm channel toxin gamma- KTx 1 5 42 i

Canales Nav

Canales Nav
Canales Nav

Canales Nav

(O k
O (S
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En relacidn con las fracciones de C. noxius, se identificaron 18 toxinas en la fraccién CnF12 y 16

toxinas en la fraccidon CnF13 (1,643 — 9,788 Da). De manera general, se identificaron mas neurotoxinas con
accion en los canales Nav y en menor medida, toxinas que interactian con canales de potasio. Cabe
destacar que se detectaron toxinas en la fraccion CnF12 especificas para los canales de potasio
dependientes de calcio (KCa). En contraste, no se encontraron toxinas en la fraccion CnF11 considerada
como control negativo, por lo menos comparando los resultados del andlisis con la base de datos de C.

limpidus, C. noxius y Centruroides.

En resumen, la identificacién mediante LC-MS/MS confirmd la presencia de neurotoxinas con
accién en canales Nav, Kv y KCa en las fracciones CIF8, CIF9, CnF12 y CnF13 y revelé diferencias en la

composicion de dichas fracciones comparadas con la fraccion CnF11.
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Capitulo 4. Discusion

Los venenos de escorpion han demostrado ser una fuente rica en biomoléculas con diversos efectos
terapéuticos, entre los que destaca la modulacidn del sistema inmune (Attarde y Pandit, 2016). Las toxinas
de escorpidn y sus componentes derivados son capaces de activar o inhibir la respuesta inmune,
modulando la secrecidon de citocinas, proliferacion y diferenciacidon de ciertos tipos celulares (Jiménez et
al., 2018). La importancia del estudio de los venenos de escorpidn y su interaccion con el sistema inmune
radica en el desarrollo de nuevos farmacos con potencial inmunomodulador y terapéutico en diversas

patologias (Jiménez et al., 2018).

Los escorpiones del género Centruroides resultan candidatos relevantes en la busqueda de toxinas
con actividad inmunomoduladora debido a que poseen venenos con alto contenido de neurotoxinas. Los
péptidos neurotdxicos presentan como blanco molecular los canales idnicos de K*, Na*, Ca** y CI" en células
excitables y no excitables (Petricevich, 2010; Jiménez et al., 2018). Por otro lado, la actividad de las células
del sistema inmune esta regulada por la activacién e inhibicion de canales iénicos, los cuales intervienen
en los procesos de diferenciacidon, proliferacidon y secrecién de citocinas en linfocitos T cooperadores

(Feske et al., 2012).

Por lo anterior, en este trabajo se evalud el efecto de los venenos de Centruroides limpidus y
Centruroides noxius en la diferenciacidn de linfocitos Th1l, Th2 y Th17, asi como en la produccién de IL-10
y en la proliferaciéon de linfocitos T. Los resultados obtenidos revelan efectos significativos en Ia

modulacién de los procesos de diferenciacion y secrecidn de citocinas de linfocitos T cooperadores.

4.1 Proliferacion de linfocitos T

El reconocimiento de antigenos, en conjunto con otros estimulos de activacidn, induce los procesos de
proliferacidn, diferenciacion y secrecién de citocinas en linfocitos T (Smith-Garvin et al., 2009). La
proliferacién celular es un proceso esencial en el desarrollo de la respuesta inmune, particularmente en
linfocitos T; permite efectuar respuestas rapidas mediante el incremento del nimero de células capaces

de responder a un mismo antigeno (Bocharov et al., 2011).
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La proliferacién en linfocitos T, en respuesta al reconocimiento del antigeno, es mediada por una
combinacion de seiiales del receptor especifico de linfocitos T (TCR), moléculas co-estimuladoras (CD3 y

CD4) y factores de crecimiento autocrinos, principalmente IL-2 (Abbas et al., 2017).

En la primera fase del trabajo se evalud el efecto de las fracciones de los venenos de C. limpidus y
C. noxius en la proliferacién de linfocitos T, a través de los métodos de tincidon con carboxifluoresceina
(Figura 15) y el ensayo colorimétrico de resazurina sddica (Figuras 16 y 17). Los resultados obtenidos, por
ambas metodologias, indican que las fracciones de los venenos no afectan la proliferacion de linfocitos T;
sin embargo, las células tratadas con concanavalina A (control positivo) proliferaron significativamente. Lo
anterior puede deberse a que las toxinas de los venenos y la concanavalina A presentan distintos blancos
moleculares. La concanavalina A, por su parte, es un mitégeno comunmente utilizado para inducir la
proliferacién de linfocitos T, interactia con la cadena zeta de la proteina CD3 en la superficie celular, la
cual forma un complejo con el TCR y promueve la transduccién de seiiales intracelulares implicadas en la
activacion y proliferacion de linfocitos T (Coligan y Bierer, 2011). Por otro lado, las toxinas de los venenos
de C. limpidus y C. noxius presentan especificidad por canales idnicos que estan involucrados en la
generacion de patrones de transduccién y favorecen ciertas vias de sefializacién (Feske et al., 2012). Por
lo tanto, el efecto de los venenos, en linfocitos T, puede variar segun el tipo de canal idnico con el que

interactuen.

En el trabajo elaborado por Casella-Martins et al. (2015) se evalué el efecto del veneno de Tityus
serrulatus (25 — 100 ug/mL), escorpidn de la familia Buthidae, en la proliferacion de linfocitos T por el
método de carboxifluoresceina. Los autores reportaron un efecto nulo en la proliferacion de linfocitos T;
no obstante, el veneno inhibié la proliferacion celular en los grupos tratados con mitégeno
(fitohemaglutinina), sin afectar la viabilidad celular. Los miembros de la familia Buthidae, como los
escorpiones del género Centruroides, no poseen componentes liticos o necréticos en sus venenos, lo que
los hace candidatos relevantes en la busqueda de farmacos (Hmed et al., 2013). Asimismo, Corzo y Espino-
Solis (2017) evaluaron tres toxinas de dos especies de Centruroides (C. suffususy C. noxius) en la secrecidn
de citocinas de células mononucleares de humano. Los resultados del estudio indicaron que la toxina Cn5
(0.2 pg/mL) de C. noxius aumentd los niveles de citocinas intermediarias en la diferenciacion de linfocitos
T cooperadores (IL-1, IL-6 e IL-12); sin embargo, no presentd efecto significativo en la secrecién de IL-2,
factor de crecimiento de linfocitos T. Lo anterior sugiere que las toxinas de los venenos de Centruroides
pueden promover diferenciacion, a través de la secrecidn de citocinas especificas, sin alterar el proceso de

proliferacién en linfocitos T. Fendmeno que se confirma en el trabajo de esta tesis.
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Por ultimo, es importante sefialar que los venenos de Centruroides limpidus y Centruroides noxius
podrian inhibir la proliferacién de linfocitos T activados, por lo cual resultaria relevante evaluar el efecto

de los venenos en la proliferacién de células tratadas con mitégenos.

4.2 Diferenciacion de linfocitos T cooperadores

La exigencia de mantener la integridad de nuestro organismo en contra de la alta diversidad de patdgenos,
toxinas y células malignas, hace necesario el desarrollo de respuestas especializadas por parte del sistema
inmune, con el fin de vencer los agentes causantes de enfermedades mientras se mantiene la
autotolerancia en los tejidos y 6rganos (Baranovski et al., 2015). El proceso de diferenciacidn en linfocitos
T cooperadores ocurre en respuesta a las citocinas presentes en el medio, tipo de estimulo y factores de
transcripcidn especificos. Estos ultimos pueden ser activados mediante sefiales del TCR, moléculas co-

estimuladoras y receptores de citocinas (Luckheeram et al., 2012).

Como parte experimental del proyecto, otro de los objetivos fue evaluar el efecto de los venenos
en la diferenciacion de los linfocitos T cooperadores (Thl, Th2 y Th17), asi como en la produccion de IL-10
a partir de los mismos, mediante la expresidon de citocinas especificas de cada subpoblacion. Para ello, se
realizaron cultivos celulares tratados con las fracciones de C. limpidus y C. noxius (15 — 45 pg/mL) y se
tiferon con anticuerpos monoclonales para IFN-y, IL-4, IL-17 e IL-10; el porcentaje de las subpoblaciones
se determind por medio de un andlisis multiparamétrico seleccionando las células positivas para el marcaje

especifico de cada poblacién de interés.

Los resultados obtenidos indicaron que los venenos de C. limpidus y C. noxius poseen
componentes que promueven la diferenciacidon de linfocitos Thl, Th2 y Th17 (Figuras 18 — 23). Cabe
destacar que las fracciones CIF8, CIF9, CnF12, CnF13 y CnF14 aumentaron la diferenciacién en mas de una
subpoblacién. Lo anterior puede deberse a que las fracciones antes mencionadas poseen diferentes clases
de toxinas, las cuales interactuan con mas de un canal idnico en linfocitos T cooperadores. En el articulo
de revisidon de Feske et al. (2012) se describe el papel de los canales idnicos y transportadores en los
procesos de activacion y diferenciacién en linfocitos T cooperadores. Los autores sefialan que los canales
KCa3.1 estan implicados en la diferenciacidon y actividad de linfocitos Th1 y Th2, mientras que los canales
Kv1.3 intervienen en la diferenciacién de linfocitos Th17. Ya se han reportado toxinas en los venenos de C.

limpidus y C. noxius que interactdan con dichos canales, las cuales posiblemente se vean involucradas en
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los efectos observados (Valdivia et al., 1988; Martin et al., 1994). Asimismo, los canales Kv1.3 y KCa3.1
desempefian un papel esencial en las vias de sefializacién mediadas por Ca?*, favoreciendo la entrada de
calcio extracelular. En el trabajo de Kircher et al. (2018) se analizaron los niveles de Ca?*, liberado tras la
activacion de linfocitos T cooperadores y los autores reportaron diferencias en los perfiles de Ca?*
intracelular para las subpoblaciones Thl, Th2 y Th17. Es importante mencionar que los venenos de las
especies evaluadas en este proyecto también presentan toxinas que interactdan con los canales de sodio,
los cuales intervienen en la actividad de linfocitos Th2 (Vazquez et al., 1995; Feske et al., 2012; Cid-Uribe
et al., 2017). En conjunto, seria posible afirmar que los efectos observados son consecuencia de la accidn
combinada de varias toxinas, debido a la alta complejidad de los venenos (en diversidad de toxinas y

blancos moleculares).

Es importante mencionar que, hasta la fecha, no hay trabajos registrados en los que se hayan
evaluado los venenos de escorpién en la diferenciacion de linfocitos T cooperadores. Sin embargo, se ha
reportado que los venenos de escorpion y sus derivados aumentan la secrecidn de citocinas intermediarias
en la diferenciacién de linfocitos T (CD4*). Estudios previos han sefialado la capacidad de los venenos y
toxinas de escorpidn para promover la secrecidén de IL-12 en células mononucleares (Hadaddezfuli et al.,
2015; Saadi et al., 2015; Corzo y Espino-Solis, 2017). La IL-12 es una citocina esencial en el proceso de
diferenciacién de linfocitos Th1, ya que promueve la secrecidn de IFN-y por parte de células NKy, a su vez,
amplifica las sefiales que intervienen en la diferenciaciéon del perfil Th1 (Ivanova y Orekhov, 2015). De igual
forma, los venenos de ciertos escorpiones (incluido C. noxius) incrementan la secrecion de citocinas
inflamatorias (IL-1 e IL-6), implicadas en la diferenciacién de linfocitos Th17 (Jiménez et al., 2018). Por lo
anterior, es importante considerar la posibilidad de que el efecto observado en la diferenciacién de
linfocitos Thly Th17 sea indirecto o mediante la interaccidn con otros tipos celulares, principalmente de
la inmunidad innata. Con respecto al perfil Th2, en el estudio realizado por Adi-Bessalem et al. (2012) se
evalud el veneno del escorpion Androctonus australis (Buthidae) en la respuesta inflamatoria en ratones

y los autores concluyeron que hubo un aumento en la secrecién de citocinas especificas de linfocitos Th2.

Con respecto a la produccion de la IL-10, solamente las células tratadas con las fracciones CIF2 y
CIF8 presentaron cambios significativos (Figura 24). Por un lado, la fraccién CIF2 inhibié la produccion de
IL-10, mientras que la fraccion CIF8 aumentd su expresion en linfocitos T cooperadores. En ese sentido, los
resultados obtenidos para la fraccion CIF8 coinciden con los reportados por Petricevich (2006) y Corzo y
Espino-Solis (2017), quienes observaron un aumento de IL-10 en células mononucleares tratadas con

toxinas de Centruroides noxius. La funcidon bioldgica de esta citocina radica en efectos antiinflamatorios, al
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inhibir la actividad de macrdfagos y células dendriticas, ademas estd involucrada en el control de
respuestas inflamatorias en mucosas (Couper et al., 2008). Debido a sus efectos supresores, diversos
estudios proponen a la IL-10 como tratamiento en enfermedades autoinmunes: psoriasis, artritis
reumatoide, esclerosis multiple y colitis (Pérez-Fernandez y Kaski, 2002). Una de las limitantes del trabajo
fue determinar la subpoblacién especifica responsable de la produccidn de IL-10, debido a que dentro de
los linfocitos T cooperadores, puede ser producida por los perfiles Thl, Th2, Th17 y T reguladoras (Ng et
al., 2013). En cuanto a la fraccidn CIF2, es importante destacar su potencial inmunosupresor, puesto que

solo tuvo efecto en la produccién de IL-10 y no en la diferenciaciéon de linfocitos Thl, Th2 y Th17.

Para complementar el trabajo, resultaria relevante evaluar el efecto de los venenos de escorpidn
en la diferenciacion de los linfocitos T reguladores (Treg), poblacién implicada en la regulacién de la
respuesta inmunoldgica y en la autotolerancia (Baranovski et al., 2015). De igual forma, es necesario
realizar ensayos con toxinas especificas de C. limpidus y C. noxius en la diferenciacién de linfocitos T

cooperadores, con el fin de encontrar efectos particulares.

4.3 Funcion efectora de linfocitos T cooperadores

Los linfocitos T cooperadores no eliminan patdgenos por si solos, sino que, a través de la secrecién de
citocinas, coordinan las funciones de otros grupos celulares en las respuestas contra: patégenos
intracelulares, helmintos, hongos y bacterias extracelulares (Baranovski et al,, 2015). De igual modo,
desempefian un papel importante en el funcionamiento de barreras, secreciéon de mucosidad y reparacidn

de tejidos (Abbas et al., 2017).

Para asociar los resultados obtenidos por citometria de flujo, que detectan citocinas en el interior
de la célula, se determinaron las concentraciones de IFN-y, IL-4, IL-17 e IL-10 en los sobrenadantes
recuperados (Figuras 26 — 29). Se encontraron efectos significativos en la secrecién de citocinas especificas
de cada subpoblacion (Th1, Th2 y Th17), asi como en la secrecidn de IL-10, en las muestras tratadas con
las fracciones CIF8, CIF9, CnF12, CnF13 y CnF14. Basados en estos resultados se propone que las fracciones
antes mencionadas modulan la diferenciacién en linfocitos T cooperadores y, particularmente, la fraccion
CIF8 aumenta la produccion de IL-10. Los niveles detectados de citocinas intracelulares, como de aquellas
secretadas, no se relacionan en todos los casos. Esta disparidad puede deberse a varios factores, entre

ellos destaca la deteccidon puntual en el tiempo (a las 24 horas de cultivo) de las citocinas intracelulares y,



64
por otro lado, la deteccidn de las citocinas secretadas que pudieron acumularse durante las mismas 24
horas. En ese sentido, existen factores que podrian afectar la estabilidad de las citocinas, como los

procesos de descongelacidn y el tiempo de almacenamiento de las muestras (Ozbey et al., 2014).

Para complementar los resultados obtenidos por ELISA, seria adecuado evaluar la expresion de los
genes que codifican para las citocinas y factores de transcripcién, de cada subpoblacién, en cultivos

celulares tratados con las fracciones CIF8, CIF9, CnF12, CnF13 y CnF14.

4.4 Proporcion de las subpoblaciones de linfocitos T cooperadores

Ademas de orquestar distintos mecanismos celulares, los linfocitos T cooperadores estan implicados en el
desarrollo de enfermedades autoinmunes, alergias e inflamacidon crénica. La progresiéon de estas
condiciones, asi como la funcidn efectora de las subpoblaciones Th, esta en funcidn de la asociacién y el

balance de todas las subpoblaciones de linfocitos T cooperadores (Hirahara y Nakayama, 2016).

En el andlisis de proporcion de subpoblaciones (Figura 30) se determind que en la condicién sin
estimular existe una predominancia del perfil Th2 en comparacidon con los linfocitos Thl y Th17. La
literatura indica que la diferenciacidn y funcion efectora de los linfocitos Th2 inhiben la diferenciacion de
los perfiles Thl y Th17, lo cual se corresponde con lo observado previamente (lvanova y Orekhov, 2015).
Por otro lado, todas las fracciones analizadas (CIF8, CIF9, CnF12, CnF13 y CnF14) promovieron un perfil
inflamatorio, conformado por los linfocitos Th17 y Th1; este ultimo inhibe la diferenciacidn de los linfocitos
Th2 (Peck y Mellins, 2010). En el articulo de revisién de Hirahara y Nakayama (2016) se describe el papel
de las subpoblaciones Thl, Th2 y Th1l7 en el desarrollo de alergias y enfermedades autoinmunes. Los
autores indican que la predominancia de linfocitos Thl y Th17 favorece el desarrollo de enfermedades

autoinmunes, mientras que los linfocitos Th2 estan implicados en alergias.

En conjunto, este trabajo sugiere que las toxinas de los venenos de Centruroides limpidus y
Centruroides noxius podrian tener un efecto terapéutico en condiciones de alergia, modulando un
aumento en las proporciones de linfocitos Thl y Th17. Sin embargo, es necesario realizar otros
experimentos que complementen los resultados, al igual que analizar las proporciones de las

subpoblaciones con respecto al tiempo.
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4.5 ldentificacion de toxinas

Dentro de la familia Buthidae, el género Centruroides es considerado el mas importante debido a que
contiene especies venenosas para los humanos, incluidas las especies mas téxicas del mundo (Valdez-
Veldzquez et al., 2013). Generalmente los componentes del veneno de escorpidn se pueden clasificar en:
péptidos con enlaces disulfuro y péptidos sin enlaces disulfuro (McElroy et al., 2017). Estudios recientes
de caracterizacidon bioquimica del veneno del género Centruroides han identificado varias proteinas con
enlaces disulfuro, incluyendo péptidos neurotéxicos. Las neurotoxinas, como las que interacttiian con los
canales de sodio y potasio, constituyen un gran porcentaje del veneno total de Centruroides y son

componentes toxicos con un amplio rango de actividades bioldgicas (McElroy et al., 2017).

Con la finalidad de sustentar la hipétesis de que la actividad de las fracciones CIF8, CIF9, CnF12 y
CnF13 en la diferenciacién de linfocitos T cooperadores fue promovida por la presencia de neurotoxinas,
se realizé un anadlisis de los espectros de dichas fracciones para determinar la naturaleza de los
componentes (Tablas 6 y 7). Por otro lado, se analizé la fraccién CnF11 (control negativo) para establecer

diferencias en la composicién entre las fracciones antes mencionadas.

De manera general, se identificaron mayormente neurotoxinas (NaTxs) que presentan como
blanco molecular los canales de sodio dependientes de voltaje (Nav), las cuales modifican los mecanismos
de apertura del canal; prolongando la cinética del cierre del canal (alpha-scorpion toxin) o abriendo los
canales a potenciales menos despolarizados (beta-scorpion toxin) (Valdez-Veldzquez et al., 2013). Una de
las caracteristicas distintivas de los escorpiones de la familia Buthidae es el alto contenido de toxinas NaTxs
que expresan en sus venenos (alrededor del 10%) (Renddn-Anaya et al.,, 2012). En este estudio se
reportaron 25 toxinas NaTxs, con un tamafio entre 14 y 87 aminodcidos. Por otro lado, se ha reportado
que los canales de sodio se expresan en linfocitos T; no obstante, aln se desconoce mucho sobre los
isotipos que se expresan y las funciones que estos desempefian en linfocitos T (Huang et al., 2015). En el
estudio realizado por Lo et al. (2012) se determind que la inhibicion farmacoldgica de los canales Nav en
linfocitos T cooperadores inhibe el flujo sostenido de Ca%*al interior de las células, inducido por la seleccién
de ligandos y la seleccidn positiva in vitro de células CD4*. En conjunto, se propone que las toxinas NaTxs
identificadas en las fracciones CIF8, CIF9, CnF12 y CnF13 podrian afectar la diferenciacién de linfocitos T
cooperadores a través de la interaccidn con los canales Nav, estos canales modifican el flujo de Ca?* en las

células y de esta manera se modula la diferenciacién de ciertos perfiles Th.



66

Por otro lado, sélo se identificaron 8 neurotoxinas KTxs en las fracciones con actividad, las cuales
presentan como mecanismo de accién el bloqueo de los canales de potasio (Valdez-Veldzquez et al., 2013).
Es importante mencionar que solamente la neurotoxina Potassium channel toxin alpha-KTx 2.13 se
identific6 en ambos venenos, y que dicha toxina interactda con los canales Kv1.3. De igual forma, se
encontrd una toxina en la fraccion CnF12 (Potassium channel toxin alpha-toxin-KTx 2.1) capaz de bloquear
los canales KCa3.1. Ambos canales (Kv1.3 y KCa3.1) estdn involucrados en el flujo de Ca?* y en el proceso
de diferenciacién en linfocitos T cooperadores (Feske et al., 2012; Zhao et al., 2015). Por lo anterior, es
posible referir que la interaccién de las neurotoxinas KTxs identificadas en las fracciones de C. limpidus y
C. noxius afectan la diferenciacidon a través de la interaccion con los canales Kv1.3 y KCa3.1 en linfocitos T

cooperadores.

No se identificd ninguna neurotoxina en la fraccion CnF11 (control negativo) bajo los parametros
de busqueda utilizados. La diferencia en la composicion de la fraccion CnF11 comparada con las fracciones
CIF8, CIF9, CnF12 y CnF13 indica que probablemente la actividad observada se deba a la presencia de las

neurotoxinas identificadas.

En relacion con las limitantes del analisis por LC-MS/MS, se podria sefialar que probablemente a
causa de las distintas cantidades disponibles de cada una de las fracciones (Tabla 2), se obtuvieron
diferencias notables en los porcentajes de cobertura (95%) y la cantidad de toxinas identificadas entre las
fracciones de C. limpidus y C. noxius, ya que de las fracciones CnF12 y CnF13 se analizaron 20 y 30 ug,
respectivamente, mientras que de las fracciones CIF8 y CIF9 se analizaron 3 y 10 pg, respectivamente. Los
resultados del analisis indican que mismas toxinas fueron encontradas en las fracciones CnF12 y CnF13,
fendmeno que puede ser atribuido a los problemas que se presentaron durante el fraccionamiento del

veneno de C. noxius, hecho que impidié la correcta separacion de los componentes (Figura 14).

En conjunto, las toxinas identificadas en las fracciones CIF8, CIF9, CnF12 y CnF13 podrian
relacionarse con los efectos observados en los ensayos de deteccion de poblaciones y citocinas, debido a
que interacttan con los canales Nav, Kv y KCa implicados en el flujo de Ca?* intracelular, siendo este ion
indispensable para la diferenciacién de linfocitos T cooperadores. Por otro lado, es importante considerar
que no se identificaron otros grupos de toxinas que podrian estar implicados en dichos efectos. Existe
evidencia de que el veneno de Centruroides presenta neurotoxinas que interactdan con los canales idnicos
de Ca?*y CI que, en linfocitos T cooperadores, forman parte de los procesos de proliferacién y produccién

de citocinas (Feske et al., 2012; Osnaya-Romero et al., 2016). Por lo tanto, seria relevante comparar los
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resultados del anadlisis con taxa superiores como familia y orden, con el fin de identificar otros

componentes genéricos en los venenos de Centruroides limpidus y Centruroides noxius.
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Capitulo 5. Conclusiones

A continuacién, se resumen las principales conclusiones del proyecto, asimismo el resumen grafico se

puede apreciar en la Figura 31.
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Los venenos de Centruroides limpidus y Centruroides noxius no afectaron la proliferaciéon de
linfocitos T, evaluada mediante los métodos de la carboxifluoresceina y la resazurina sddica.
Los venenos de C. limpidusy C. noxius promovieron la diferenciacion de linfocitos T cooperadores,
asi como la produccidn de IL-10.
e Las fracciones CIF8, CIF9, CnF11, CnF12, CnF13 y CnF14 aumentaron la diferenciacion de
linfocitos Th1.
e Las fracciones CIF8, CnF12, CnF13 y CnF14 incrementaron la diferenciacién de linfocitos
Th2.
e Las fracciones CIF7, CIF8, CIF9, CnF12 y CnF13 indujeron la diferenciacion de linfocitos
Th17.
e La fraccion CIF2 disminuyé la produccién de IL-10, mientras que la fraccién CIF8 la
incremento.
La cuantificacion de citocinas secretadas confirmdé que las fracciones CIF8, CIF9, CnF12, CnF13 y
CnF14 ejercen un efecto en la diferenciacidon de linfocitos T cooperadores y, especificamente, la
fraccion CIF8 incrementd la produccién de IL-10.
Las fracciones CIF8, CIF9, CnF12, CnF13 y CnF14 promovieron un perfil inflamatorio (conformado
por linfocitos Thly Th17) y disminuyeron la proporcién de linfocitos Th2.
Las fracciones CIF8, CIF9, CnF12 y CnF13 contienen toxinas que interactian con canales idnicos
(Nav, Kv y KCa) implicados en el proceso de diferenciaciéon en linfocitos T cooperadores.
Existen toxinas de origen peptidico en los venenos de Centruroides limpidus y Centruroides noxius
con potencial inmunomodulador para la diferenciacion de linfocitos T cooperadores, asi como en

su actividad efectora.
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Figura 31. Resumen grafico del proyecto. Se identificaron toxinas de las familias NaTxs y KTxs en las fracciones CIF8 y CIF9 del veneno de Centruroides limpidus y, CnF12
y CnF13 del veneno de Centruroides noxius. Dichas toxinas interactian con los canales Nav, Kv1.3 y KCa3.1 que, en linfocitos T cooperadores, estan implicados en el flujo
de Ca?" intracelular y, por lo tanto, en los procesos de proliferacién, diferenciacién y secrecidn de citocinas. Las fracciones de veneno antes mencionadas, ademds de la
fraccion CnF14, promovieron la diferenciacidn de linfocitos Th1, Th2 y Th17, asi como la produccion de la IL-10; aumentaron la secrecidn de citocinas especificas (IFN-y,
IL-4, IL-17 e IL-10) y promovieron un perfil inflamatorio (conformado por los perfiles Thl y Th17). Por otro lado, no se encontré efecto significativo en la proliferacion
celular evaluada mediante los métodos de la carboxifluoresceina y la resazurina sédica.
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