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I. TITULO

“INDUCCION DE PEPTIDOS ANTIMICROBIANOS EN EPITELIO DE VIAS
RESPIRATORIAS”



II. RESUMEN

Antecedentes. El epitelio respiratorio produce péptidos antimicrobianos (PAMs), que
previenen la colonizacién por una amplia diversidad de patdégeno. La B-defensina 2 humana
(hBD-2) y la Catelicidina son los PAMs major documentados en humanos. Diferentes
moléculas bacterianas y el colecalciferol han sido implicados su produccion.

Objetivo. Inducir la produccion de hBD-2 y catelicidina después de la estimulacion del
epitelio respiratorio con bacterias inactivadas y colecalciferol.

Métodos. Primero se realizd un estudio in vitro, estimulando células A-549 con bacterias
inactivadas y colecalciferol. En un segundo estudio, esta vez con un modelo in vivo, se
realizaron lavados nasales a 12 voluntarios sanos, en condiciones basales, y posterior a un
reto nasal, donde por separado se estimuld con bacterias inactivadas (20 millones),
colecalciferol (400 IU), mezcla de bacterias inactivada y colecalciferol, o con un placebo
que contenia solucidn salina isotdnica y glicerol. Finalmente se realizé inmunohistoquimica
en biopsias nasales, después de la estimulacion por 48 h con bacterias inactivadas, para
identificar la presencia y localizacion de hBD-2.

Resultados. No se detectdé hBD-2 o catelicidina por ELISA en el sobrenadante del cultivo
de células A-549, después de ser estimuladas con bacterias inactivadas y/o colecalciferol.
Se detectaron niveles elevados de hBD-2 (4668.99 + 2829.33 pg/ml) por ELISA, en el
liquido de lavado nasal, posterior al reto con bacterias inactivadas. De manera interesante,
cuando se aplicd una prueba t de student para muestras dependientes, se encontré que los
valores de hBD-2 se incrementaban aun mas, al estimular con la mezcla de bacterias
inactivadas y colecalciferol (p=0.013). No se detect6 hBD-2 posterior al reto nasal con
colecalciferol solo, ni posterior al reto con el placebo. Por medio de inmunohistoquimica
fue posible localizar a la hBD-2 en el epitelio.

Conclusiones. la hBD-2 puede ser inducida en el epitelio nasal, tras la estimulacion con
bacterias inactivadas. El colecalficerol podria tener un efecto sinergistico con las bacterias
inactivadas, en la produccién de hBD-2, al menos en el epitelio nasal. La estimulacion de la
inmunidad innata para producir hBD-2, podria ser utilizada para prevenir e inclusive tratar

infecciones causadas por patdogenos respiratorios.



III. ABSTRACT

Background. The airway epithelium produces antimicrobial peptides (AMPs) that prevent
colonization of host tissues by a wide range of pathogens. Human B-defensin 2 (hBD-2)
and Cathelicidine are the most well documented AMPs in humans. Several bacterial
products and cholecalciferol have been implicated in the production of these peptides.

Aim of study. To induce the production of hBD-2 and Cahtelicidine after stimulation of
the respiratory epithelia with inactivated bacteria and cholecalciferol.

Methods. First, an in vitro study stimulating A-549 cells with inactivated bacteria and
cholecalciferol was conducted. After that a second in vivo study, where a nasal lavage
(NL) was performed in 12 healthy volunteers in basal conditions, and after a nasal
challenge with separate and subsequent stimuli with either inactivated bacteria (20 million),
cholecalciferol (400 IU), the mixture of inactivated bacteria and cholecalciferol, or sham-
challenge with glycerol plus isotonic saline solution. Finally, immunohistochemistry was
performed in nasal biopsies 48 hours after stimulation with inactivated bacteria to identify
the presence of hBD-2.

Results. We were unable to detect hBD-2 or Cathelicidine by ELISA in the supernatant of
A-549 cell cultures stimulated with inactivated bacteria and/or cholecalficerol. Increased
levels of hBD-2 (4668.99 + 2829.33 pg/ml) were measured with ELISA in NL fluids
following bacterial challenge. Intriguingly, higher levels of hBD-2 were measured
following the stimulation with the mixture of inactivated bacteria and cholecalciferol, when
a student’s t test for dependent samples was applied (p= 0.013). However, hBD-2
concentrations were below the limit of detection in NL fluids at baseline, and after the
administration of cholecalciferol alone or the sham-challenge. Through
immunohistochemistry, hBD-2 was predominantly localized to the epithelium.
Conclusions. hBD-2 can be induced in the nasal mucosa after administration of inactivated
bacteria. Cholecalciferol could act as a synergistic agent in the production of hBD-2, at
least in the nasal epithelium. Stimulation of the innate immune system to produce hBD-2

could be used to prevent or even treat infections caused by respiratory pathogens.
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Key words: antimicrobial peptides; defensins; host defense; nasal mucosa;

immunostimulants; inactivated bacteria.

IV. MARCO TEORICO

LOS PEPTIDOS ANTIMICROBIANOS:

El sistema inmune de los organismos multicelulares tiene un amplio arsenal para

1

proteger al huésped de los constantes ataques de los microorganismos.’ Los

péptidos antimicrobianos (PAM), también conocidos como péptidos codificados

genéticamente,??

son producidos en muchos organismos incluyendo bacterias,
insectos, plantas y vertebrados, donde cumplen una importante funcién en el
sistema de defensa.*® Estos polipéptidos pueden proteger contra un amplio rango
de microorganismos, incluyendo bacterias, virus, hongos y ciertos parasitos.”® Por
lo anterior, podemos considerar a los PAM como componentes primitivos del
sistema inmune que han evolucionado con diferentes especies, incluyendo, a los
humanos.? En los humanos y en los mamiferos en general, estos péptidos acttian
en los fagocitos donde ayudan a matar a los microorganismos ingeridos; también
actuan en los epitelios de las mucosas, donde previenen la colonizacion de los
tejidos del huésped por los patdégenos. 19 Gracias a la creciente investigacion
sobre esta tema, recientemente se han descrito otros efectos biolégicos de los

11,12

PAM como: (1) neutralizacién de endotoxinas, (2) actividad semejante a

quimiocinas,™ (3) actividades inmunomodulatorias que unen al sistema inmune

14,15

innato con el adaptativo, (4) e induccién de angiogénesis y reparacion de

11



heridas'®"". La mayoria de los PAM tienen caracteristicas en comun. Por ejemplo,
la mayoria son menores a 10kDA, tienen una carga neta positiva, son hidrofobicos
y son activos contra las membranas de microorganismos. '

Las caracteristicas antimicrobianas, antitumorales, y su posible rol en
enfermedades inflamatorias, hace de los PAM candidatos promisorios como

agentes terapéuticos.'??°

RESENA HISTORICA:

En 1981, Steiner et al, aislaron el primer péptido antimicrobiano de la pupa de una
polilla (Hyalophora. Cecropia)?' Para 1985 Ganz, Selsted, et al, aislaron e
identificaron la estructuras de una clase de péptidos encontrados en los granulos
de polimorfonucleares en conejos y humanos. Este grupo de investigadores
emplearon por primera vez el término “defensinas”, al encontrar que los péptidos
eran bactericidas contra microorganismos gram-negativos y gram-positivos, y
ademas inducian inactivacion del cryptococcus neoformans y del herpes virus tipo
1.22,23

Zaslof descubrid, en 1987, que la piel de una rana (Xenopus lavéis) contenia
glandulas multicelulares ricas en PAM, a los que denominé magaininas.

La importancia de los PAM para la investigacion y aplicacion en humanos
sobrevino en el afo de 1995, cuando Bensch et al, aislaron de 4800 litros de
plasma humano la primera B-defensina humana (hBD-1).*® La segunda B-
defensina humana (hBD-2) fue aislada de la piel en 1997 por Harder et al.® En el

2000, Harder, Hoffert, y Teran evidenciaron que la hBD-2 se expresa de manera
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basal en pocos tejidos, pero puede ser inducida en pulmones y traquea, despueés
de la exposicién a patégenos.?’

Después de estos eventos la investigacion sobre los PAM ha sido extensa, de tal
manera que se conocen 895 péptidos en el medio ambiente, de los cuales 30
provienen de mamiferos; este listado se encuentra en una base de datos de la

Universidad de Trieste. (http://www.bbcm.units.it/~tossi/pag1.htm)

La finalizacion en la secuenciacién del genoma humano ha permitido la busqueda
de nuevos genes para B-defensinas, encontrandose 28 genes en el cromosoma

8,% lo cual sugiere la existencia de otros PAM en el humano.

CLASIFICACION DE LOS PAM:

En base a la estructura tridimensional y a su composicion general, los PAM
pueden ser clasificados en cinco grupos.

Grupo I. PAM a-helicoidales: son péptidos sin cisteinas, como las cecropinas
obtenidas del cerdo, magaininas obtenidas de ranas, y la proteina antimicrobiana
cationica humana (hCAP-18) precursor de la catelicidina.

Grupo Il. PAM ricos en cisteina: la mayoria de estos péptidos comparten seis
residuos de cisteina, formando tres puentes disulfuro intramoleculares. Las
posiciones de estos puentes disulfuro se encuentran principalmente entre C1-C4,
C2-C5, C3-C6. Como ejemplo tenemos a las defensinas en los mamiferos, y
protegrinas en cerdos. La drosomicina, péptido aislada de la mosca, contiene

cuatro puentes disulfuro.
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Grupo lll. PAM con plegamiento 3: Se caracterizan por tener aproximadamente 20
residuos y uno o dos enlaces disulfuro que estabilizan su estructura de hojas-b.
Pertenecen a este grupo las taquilepsinas y la polifemusina Il obtenidas del
Limulus polyphemus (cucaracha de mar), asi como la Lactoferricina B (derivado
proteolitico de la lactoferrina).

Grupo IV. PAM con alta proporcion de uno o dos aminoacidos: estos péptidos
estan compuestos por un numero elevado de aminoacidos que se repiten de
manera regular. A este grupo pertenece la histatina, rico en histidina y aislado de
saliva humana; péptidos ricos en prolina como catelicidina (LL-37), Bactenecinas
(Bac-5 y Bac-7); y péptido PR-39 rico en arginina, asilado de leucocitos porcinos.
Grupo V. PAM con modificaciones inusuales en aminoacidos: este grupo tiene
péptidos con aminoacidos modificados de manera inusual, y son producidos
principalmente por bacterias. Como ejemplo podemos citar a la Nisina, producida
por Lactococcus lactis, y compuesta de aminoacidos raros como lantionina, 3-
metillantionina y dehidrobutirina. Los péptidos en este grupo presentan
conformaciones poco usuales, por ello las gramicidinas se incluyen en este grupo,

20,29,30
(

pues forman una estructura con plegamiento-f3 caracteristica. Ver cuadro A)

Cuadro A. Clasificacion de los péptidos antimicrobianos.

GROUP GROUP NAME MAIN CHARACTERISTICS EXAMPLES
NUMBER

I a-Helix AMPs Peptides with no cysteins Cecropins (pig);
Magainins (frog);
hCAP-18(human).

I Cystein-rich AMPs These peptides share six cystein residues, forming Defensins (mammals);
three intra-molecular disulphur bridges. The Protegrins (pig);
positions for these disulphur bridges are mainly Drosomycin (fruit fly).

between C1-C4, C2-C5, and C3-C6.

14



I Beta-sheeted AMPs Characterized for having approximately 20 residues, ~ Tachylepsin and poly-

and one or two disulphide bonds stabilizing their phemusin (horseshoe crab);
beta-sheet structures. Lactoferricin B (Bovine).
v AMPs with a high Peptides with no disulphide bonds but with a high Histatin (human saliva),
proportion of one or content of one or two aminoacids, sequentially Cathelicidin (LL-37);
two aminoacids repeated along their structure. Bactenecins,

PR-39 (porcine leukocytes).

\Y% AMPs with unusually Peptides with uncommon aminoacids, introduced by ~ Nisin (Lactococcus lactis);
modified aminoacids a posttranslational modification of their precursor Methyllantionine;
peptide. Didehydroalanine;

Didehydroaminobutyric acid.

*Extraido de Guani-Guerra et al. Antimicrobial peptides. Clin Immunol 2010;135:1-11.

PRINCIPALES PAM EN EL HUMANO:
Los principales PAM en mamiferos y particularmente en humanos son:

catelicidinas, defensinas e histatinas. (Ver cuadro B)

Catelicidinas

Las catelicidinas deben su nombre a que tienen una prosecuencia que semeja a la
proteina catelina (en inglés cathelin= cathepsin L inhibitor), aislada originalmente
de neutréfilos porcinos. La estructura de esta molécula presenta un extremo
amino-terminal, una prosecuencia altamente conservada (catelina), y un extremo
carboxilo-terminal que puede ser muy heterogéneo.*’

En el humano solo se conoce un gen que codifica para catelicidina, se encuentra
en el cromosoma 3 y es llamado CAMP.° Este gen codifica para una sola pre-
proteina, denominada precursor de catelicidina (hCAP18), el cual fue aislado en
un principio en células de médula 6sea y en queratinocitos en sitios de
inflamacion.®*°> EI hCAP18 incluye un péptido en el extremo carboxilo terminal,
denominado catelicidina ¢ LL-37, pues su estructura comienza con dos residuos
de leucina y se compone de 37 aminoacidos. El procesamiento de LL-37 a partir

de su precursor depende de la enzima proteinasa 3. En el sudor el LL-37 puede

15



ser procesado en péptidos aun mas pequenos conocidos como RK-30 y KS-30,
los cuales comparten con catelicidina propiedades antimicrobianas.>’

El hCAP18/LL-37 es producido por diferentes tipos de células epiteliales. Entre
estas células se encuentran los enterocitos del intestino grueso38, células

epiteliales del tracto urinario®®, células del epitelio respiratorio (incluyendo nariz y

40,41 42,43
Y

pulmén) queratinocitos™ ™. También puede ser expresada en células

mieloides, neutréfilos®®, mastocitos** y monocitos*.

Defensinas

Las defensinas son péptidos cationicos, con un peso molecular de 3.5-4.5 kDa.
Como se comentd previamente, pertenecen al grupo de los PAM ricos en cisteina.
Sus seis residuos de cisteina forman tres puentes disulfuro intramoleculares
caracteristicos, cuyo espaciamiento, en conjunto con la estructura molecular del
péptido origina 3 clases de defensinas: a-defensinas, B-defensinas, 6-defensinas.
a-Defensinas. Estos PAM tiene una longitud de 29-35 residuos, sus tres puentes
disulfuro estan localizados entre las cisteinas 1-6, 2-4, 3-5. Se han identificado
seis a-defensinas en humanos. *® En los granulos azuréfilos de los neutréfilos se
encuentran cuatro a-defensinas denominadas HNP-1 a HNP-4 (HNP, del inglés
“human neutrophil peptides”).***° Las otras dos alfa defensinas, defensinas
humanas 5 y 6, se encuentran en las células de Paneth en el intestino delgado®, y
en el tracto urogenital femenino.*® Los genes que codifican para las a-defensinas y
B-defensinas se encuentran en el cromosoma 8p23. Las defensinas, al igual que la

mayoria de los PAM, son producidas como propéptidos.*?
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B-Defensinas. La longitud de estos péptidos es de 36-42 residuos, sus tres
puentes disulfuro estan localizados entre cisteinas 1-5, 2-4, 3-6."° En el ser
humano se conocen hasta el momento seis B-defensinas, hBD-1 a hBD-6, pero el
analisis gendmico sugiere existen mas. En general son expresadas en células
epiteliales. La hBD-1 se expresa de manera constitutiva en células de epitelio
respiratorio y urinario.**** La hBD-2 fue aislada por primera vez de escamas en
psoriasis,”® y se expresa en piel, epitelios respiratorio, gastrointestinal y urinario.>®
% La hBD-3 es la mas catidnica de las defensinas, y fue aislada de piel con
psoriasis en el 2001.%° Esté péptido se expresa en varias superficies epiteliales, de
momento, se ha encontrado en mayor concentracion en saliva y fluidos
cervicovaginales en la mujer.’’ La hBD-4 se ha encontrado expresada en
testiculos, estémago y utero.®%%

0-Defensinas. Son octapéptidos ciclicos, semejantes a lectina. Unicamente han
sido aisladas de leucocitos de primates no humanos. Entre las mas importantes de
este grupo se encuentran la 6-defensina 1, aislada del modo rhesus y la
retrociclina 2. ®4°°

Histatinas. Familia de péptidos ricos en histidina. Entre los principales
representantes de este grupo se encuentran las histatinas 1 y 3, que presentan
una longitud de 38 y 32 residuos de aminoacidos respectivamente. Los genes que
codifican a estas dos histatinas se encuentran en el cromosoma 4q12. Estos PAM

se encuentran presentes en la saliva de los humanos.®®®’

REGULACION GENICA Y MECANISMOS DE INDUCCION DE LOS PAM:

17



La expresion de estos péptidos esta estrechamente regulada y depende de
distintos mecanismos. En cuanto a catelicidina, recientes estudios han demostrado
que su expresion es especifica y dependiente del microambiente.*® La vitamina D3
(VD3) es un potente inductor de la expresion de LL-37 en keratinocitos, neutrofilos
y monocitos.?®®® También produce este efecto en ciertas lineas celulares
humanas, como en las células SCC5 de carcinoma escamoso de cabeza y cuello,
y en las células Calu-3 de adenocarcinoma de pulmén, que expresan marcadores
de vias aéreas superiores. En un modelo in vitro, la administracion conjunta de
VD3 y liopopolisacaridos (LPS), incrementé de modo sinérgico la expresion de
CAMP en los neutréfilos. ® En el tracto urinario, el principal estimulo para la
produccion y secrecion de LL-37 es el contacto directo de las bacterias con las
células epiteliales.>® En las células epiteliales del colon el principal inductor de LL-
37 es el butirato, un acido graso de cadena corta producido por la flora normal del
colon.**™ En otros tipos celulares, como en las células de glandulas sudoriparas,
la expresién de LL-37 es constitutiva.’

La expresion de hBD-1 es constitutiva, sin embargo, la expresion de hBD-2, hBD-3
y hBD-4 es inducible. En cultivos de células epiteliales se ha demostrado que la
expresion de hBD-2 puede ser estimulada por interleucina (IL) -1a, IL-13, Factor
de necrosis tumoral alfa (TNF-a), microorganismos gram-positivos, gram-
negativos, Candida albicans, M. tuberculosis, M bovis, LPS y lipoarabinomanan
(LAM). 2772109110} 5 /D3 puede estimular la expresién del gen de hBD-2, pero de
manera débil, su efecto es mas importante cuando esta en presencia de 1L-1.%°
Las diferentes vias por las cuales estos estimulos se traducen en la expresion de

las B-defensinas aun no son del todo conocidas. La evidencia actual indica que las
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células epiteliales incrementan la expresion de hBD-2, por medio de diferentes
productos bacterianos y a través de la interacciéon con receptores tipo “toll” (TLR) 2
6 4.7 El TLR-2 reconoce proteoglicanos bacterianos y LAM, mientras que el
TLR-4 reconoce LPS y acido lipoteicoico.”'% Recientemente se ha demostrado
que los factores de transcripcion nuclear AP-1 y NF-kB controlan la expresiéon de
hBD-2 en queratinocitos, tras la estimulacién con Pseudomonas aeruginosa (PA) e

IL-1B.7

19



Cuadro B: Caracteristicas de los principales péptidos antimicrobianos en humanos.

PAM SOURCE REGULATION AND ANTIMICROBIAL ACTIVITY PLEIOTROPIC EFFECTS
INDUCTION STIMULI
a- Helical
LL-37 Epithelial cells: gut, urinary tract,  Constitutive and inducible by: Broad spectrum activity. Induction of chemotactic agents.

Cystein rich
o- defensins
HNP-1,2,3.4

HD-5,6
(Cryptidins)

- defensins
HBD-1

HBD-2

HBD-3

HBD-4

High proportion of 1

or 2 aminoacids:

Histatins 1 and 3

respiratory tract, skin.
Leucocytes:
neutrophils,monocytes

mast and myeloid cells.

Neutrophil azurophilic granules

Paneth cells and epithelial cells of
the female genitourinary tract.

Lung and urinary tract epithelial
Cells

Skin, lung , gut and genitourinary
tract epithelial cells.

Several epithelial surfaces.
High concentration in saliva and
vaginal swabs.

Testicles, uterus and stomach.

Isolated from human saliva

VD3 (keratinocytes, monocytes,
neutrophils)

LPS (synergic effect with VD3)

Butyric acid (colonocytes)

Constitutively expressed.

Constitutively expressed.
Bacterial products
(muramyl dipeptide)
Constitutively expressed.
Inducible expression by:
IL-1a, IL-1B, Gram (+),Gram(-)
TNF,C. albicanas, LPS, LAM.

Inducible expression.

Inducible expression.

Not reported

Specially active against: Shigella
sp, Group A and Group B
Streptococcus, Staphylococcus
aureus, Escherichia coli

Broad spectrum activity against
Gram (+) and Gram (-).

Antiviral activity (Adenovirus).

Defense against orally ingested
pathogens (Escherichia coli,
Salmonella Typhimorium).

Broad spectrum activity.

Broad spectrum activity.
Pseudomonas aeruginosa, E.
coli,
C. albicans, M. tuberculosis.
Broad spectrum activity.
S. aureus, Pityrosporum ovale,
HIV.

Broad spectrum activity.

Candida albicans.

Transcription reduction of
proinflamatory molecules.

Direct chemotactic activity.

Angiogenesis.

HNP 1 to 3 increase the expression
of TNF and IL-1 in monocytes.

Chemotactic activity.

Unknown.

Chemotactic activity.
Cytokines production.
Chemotactic activity.
Cytokines production.

Cytokine and chemokine
expression to a greater extent
than
those observed in HBD-1,2,4.
Chemotactic activity.
Citokynes production.

Unknown.

HBD,Human beta defensins; HD, Human defensins; HIV, Human immunodeficiency virus; HNP, Human neutrophil peptides; LAM, Lipoarabinomannan; LL-37,Cathelicidin;
LPS, Lipopolysaccharides; IL, interleukin; TNF, tumor necrosis factor; VD3, Cholecalciferol. *Extraido de Guani-Guerra et al. Antimicrobial peptides. Clin Immunol 2010;135:1-11.
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FUNCIONES DE LOS PAM:

A los PAM se les atribuyd en un principio unicamente un efecto antimicrobiano.
Actualmente sabemos que en realidad son péptidos multifuncionales. Podriamos
dividir estas funciones en dos grandes grupos: aquellas relacionadas con la
proteccion contra microorganismos, y aquellas que modulan las respuestas
inflamatorias, y por ende estan asociadas a enfermedades cronicas, inflamatorias

y posiblemente neoplasicas.”” (Ver Figura A)
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Fig A. Functions of AMPs in inflammatory diseases. Various cell types are activated by microbes and inflammatory

mediators, causing the production and release of AMPs. This peptides show different functions, including antimicrobial
activity and modulation of the inflammatory response in different diseases.

*Extraido de Guani-Guerra et al. Antimicrobial peptides. Clin Immunol 2010;135:1-11.
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FUNCION EN LAS ENFERMEDADES INFECCIOSAS.

Entre las diversas funciones que estas moléculas pueden tener en la interaccién
del sistema de defensa con los microorganismos se encuentran: efecto
antimicrobiano directo, estimulacion de la inmunidad innata y adquirida,

quimiotaxis, estimulacion de citocinas, bloqueo y depuraciéon de endotoxinas.

Mecanismos de la actividad antimicrobiana directa:

El mecanismo exacto por el cual ejercen sus propiedades antimicrobianas aun es
desconocido, y es probable que existan varios modelos dependiendo de la clase y
subclase del PAM involucrado. Uno de los modelos se conoce como “Barrel stave”
y fue descrito en magainina 2. Este modelo postula que los PAM dada su carga
positiva, son atraidos hacia las membranas celulares de las bacterias, causando
un incremento en la permeabilidad de la membrana, que se traduce en lisis y
muerte celular.”® Otro mecanismo se conoce como “Carpet model” y fue propuesto
para describir el mecanismo de accion de la dermaseptina. En este modelo se
propone que los péptidos “alfombran” o cubren la superficie de la membrana
bacteriana, alineando sus residuos hidrofilicos con la cabeza de los fosfolipidos
localizados en la bicapa bacteriana. Posteriormente los péptidos se reorientan
hacia sus centros hidrofébicos, formando una esfera que desintegra o causa
disrupcién en la membrana bacteriana.”® (Ver Figura B) Se han propuesto y
descrito otros mecanismos de accién para los PAM, que incluyen la formacion de
canales i6nicos,®® activacion o bloqueo de blancos intracelulares tras la

81,82

permeabilizacién de la membrana bacteriana, y la inhibicion de la entrada de
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virus a la célula por bloqueo de receptores y union a glicoproteinas, mecanismo

recientemente descrito para la retrociclina 2.2°

A Opecific chain

S -
Chuter
membrate {

Lipoprotein

Cytoplasmic
membrane
B
: .
Periplaszmic { — N ——
space T ’

Integral protein

Fig B. Mode of action of AMPs. (A) Barrel stave model. The peptides binds to the cell membrane, then the peptides
themselves insert into the hydrophobic core of the membrane forming a pore, causing leakeage of cytoplasmic material and
death of the cell. (B) Carpet model. Peptides binds to the phospholipids at the outer surfaces of the cell membrane, followed
by the alignment of the peptide monomers, then the peptides reorient themselves towards the hydrophobic core of the
membrane causing the disintegration of the lipid bilayer.

*Extraido de Guani-Guerra et al. Antimicrobial peptides. Clinical Immunology. Clin Immunol 2010;135:1-11.

Catelicidina en enfermedades infecciosas
Existe evidencia, que de manera indirecta, sugiere un efecto antimicrobiano del la
catelicidina. Apoyando lo anterior podemos citar que se ha demostrado una

disminucion en la expresion de LL-37 en biopsias de intestino en pacientes con
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infecciones por Shigella.®* La administracién de butirato de sodio en modelo
experimental de conejos con shigellosis, produce mejoria del cuadro clinico y
disminucién en las concentraciones de este microorganismo, tras el incremento en
LL-37.%

Se considera que en piel la catelicidina tiene una importante accién antibacteriana
contra Streptococcus del grupo A, con una concentracion minima inhibitoria (CMI)
de 2-4 uM, condiciones semejantes a las fisiolégicas. También presenta un efecto
antimicrobiano discreto sobre Streptococcus del grupo B, Staphylococcus aureus'y
Escherichia coli, pues este disminuye al incrementar las concentraciones de sal en
los medios de cultivo. ' En otro estudio in Vitro se demostrd que la catelicidina
puede inhibir el crecimiento de E. coli y P.aeruginosa con CMI de 16 pg/ml, y el de
E. faecalis y S. aureus con CMI de 31 pg/ml. Sin embargo, nuevamente al
incrementar las concentraciones de NaCl en el medio a 100 mM, se evidencia que
la actividad del LL-37 disminuye en 2 a 8 veces.®” La adicién a los medios de
cultivo de cationes como Mg?* y Ca®", tratando de mimetizar condiciones mas
fisiologicas, disminuye aun mas la actividad antimicrobiana de este péptido que
concentraciones equivalentes de monoaniones (Na*).”® Se considera ademas,
que la concentraciones de catelicidina en zonas de infeccidn, inflamacion y en
lavados broncoalveolares de nifios sanos es de 5 a 15 pg/ml (1 a 3 pM),3*%°
cantidades menores a las cuales ejerce un efecto antimicrobiano contra la mayoria
de los microorganismos. Esta débil actividad antimicrobiana en condiciones
fisioldgicas, nos sugiere que probablemente la funcién primaria de catelicidina no
sea su capacidad para matar microorganismos de manera directa. Actualmente se

han descrito in vitro multiples efectos de LL-37 en condiciones semejantes a las
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fisioldgicas. Catelicidina puede inducir la trascripcién y liberacion de quimiocinas,
entre ellas IL-8, proteina quimioatrayente de monocitos 1 y 3 (MCP-1, MCP-3);
reclutando asi células de la inmunidad innata requeridas para remover los
microorganismos invasores.?"9%9

La Catelicidina también puede inhibir la trascripcién de citocinas y moléculas
proinflamatorias como TNF-a, 6xido nitrico, y factor tisular; producidas por LPS y
acido lipoteicoico (LTA) en monocitos y macréfagos, efecto posiblemente
involucrado en las resolucién del proceso inflamatorio.***® Al bloquear los LPS, la
catelicidina inhibe la liberacion de TNF-a, y esto la convierte en un posible
tratamiento para la sepsis y choque séptico inducido por gram-negativos.‘r"97 Otra
propiedad importante de este péptido es su capacidad para inducir quimiotaxis de
manera directa sobre monocitos, neutrdfilos y linfocitos T CD4+, a través de la
interaccion con el receptor semejante el péptido formilo 1 (FPRL1).%%%® El FPRL1
parece también estar involucrado con LL-37 en la estimulacion y promocion de
angiogénesis.’ Catelicidina también induce la liberacién de histamina por
mastocitos, proceso que incrementa la permeabilidad vascular y favorece la
infiltracién de neutréfilos a los tejidos inflamados.' La catelicidina es capaz de
inducir cambios fenotipicos y funcionales en las células dendriticas que
incrementan su capacidad presentadora de antigenos, promoviendo una
respuesta tipo Th1, por una mayor interaccion con linfocitos T, estableciendo asi
un impacto en el desarrollo de la inmunidad adaptativa.'® LL-37 ha mostrado
cierta efectividad antimicrobiana en modelos in vitro y en animales contra
Tripanosoma brucei,'® Candida albicans,'® Treponema pallidum,'® virus de la

vacuna,'® y lentivirus entre otros.'”’
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Defensinas en enfermedades infecciosas

Las a-defensinas, en particular HNP 1-4, tienen actividad antibacteriana contra
microorganismos fagocitados por los neutréfilos. HNP-1 muestra una potente
actividad antiviral contra adenovirus y en menor grado contra VIH vy
papilomavirus.'%112

Estos péptidos también pueden incrementar la expresion de TNF e IL-1 en
monocitos.”® A bajas concentraciones pueden incrementar la proliferacion de
fibroblastos y células epiteliales en vias respiratorias.’>'"® Estas defensinas de
los neutréfilos tienen propiedades quimioatrayentes sobre monocitos, linfocitos T,
y células dendriticas.'"®

Las B-defensinas tienen efecto antimicrobiano contra bacterias gramnegativas,
grampositivas, virus y hongos. hBD-2 ha demostrado actividad antimicrobiana
modelos in vitro contra Pseudomonas aeruginosa a concentraciones de 5ug/ml,
contra E. coli a concentraciones de 6ug/ml , y contra Candida albicans a
concentraciones de 18pg/m|.27 hBD3 tiene una potente actividad antibacteriana
contra S. aureus, mientras que hBD-2 tiene un pobre efecto y debe trabajar de
manera sinérgica con otros PAM para matar a S. aureus.""” Recientemente se ha
demostrado que estos péptidos pueden inhibir el crecimiento de las micobacterias
y se ha sugerido un posible rol de hBD-2 y hBD-3 en la patogénesis de la
tuberculosis pulmonar en humanos.'%11®

Se han detectado al igual que para LL-37. Concentraciones de hBD-2 en lavados

bronquioalveolares de recién nacidos que van desde 0 upg/ml en aquellos sin
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proceso infeccioso identificado, hasta una media de 6 ug/ml en aquellos con
infeccion sistémica.®

Al igual que otros péptidos las B-defensinas también pueden modular algunas
funciones del sistema inmune. Algunos de estos péptidos pueden inducir
quimiotraxis de neutrofilos, linfocitos T y células dendriticas inmaduras tras unirse
al receptor de quimiocinas CCR6.""® También pueden inducir quimiotaxis en
mastocitos, e inducir su degranulacién por un mecanismo aun no dilucidado.?°
hBD-2 puede activar a células dendriticas inmaduras promoviendo su maduracion,
a través de un mecanismo mediado por TLR-4."®' Las B-defensinas pueden inducir
la produccién de IL-6, IL-10, proteina 10 inducible por interferén, proteina-1
quimiotactica de monocitos, proteina inflamatoria de macréofagos 3-a, y RANTES,
principalmente en queratinocitos. Se considera que la hBD-3 induce la expresion
de estas citocinas y qumiocinas en mayor grado que las hBD-1, 2, y 4.'%2

Este grupo de péptidos ha demostrado inhibir la replicacién de VIH in vitro, y hBD-
3 en particular, puede inhibir la infeccion por VIH al competir con el factor derivado
de estroma, ligando natural para CXCR4.'*® Por otra parte hBD-3 también ha
demostrado tener actividad antifingica contra Malassezia (Pityrosporum ovale)'?*.

Las 6-defensinas, como se describid previamente, se han encontrado solo en
primates no humanos.'® La ©-defensina 1 tiene la particularidad de ejercer
actividad antimicrobiana independientemente de la concentracion de sal.®* Las
retrociclinas tienen un potencial importante como agentes contra el VIH, influenza

A, y herpes virus simple. Estos péptidos tienen la capacidad de unirse a moléculas

de superficie que contienen carbohidratos, tales como la gp120 y el CD4.%° Se ha
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demostrado que también pueden matar e inactivar al Bacillus antracis y sus
toxinas.'?

Las Histatinas tienene un efecto antimicrobiano principalmente contra hongos.
Este efecto antifungico ha sido descrito principalmente contra Candida albicans, e
inclusive se ha demostrado una asociacién entre niveles bajos de histatinas en

pacientes con VIH, y una mayor incidencia en candidiasis oral.'*"'?®

LA ETERNA LUCHA DEL EPITELIO RESPIRATORIO CONTRA LOS

MICROORGANISMOS:

El contacto inicial con los microorganismos patdgenos se lleva a cabo en las
superficies internas o externas del cuerpo. La superficie de las vias respiratorias
es uno de los principales lugares donde se lleva a cabo la deposicion e
introduccion de los micoorganismos.*® Esta superficie epitelial es la mas grande en
el cuerpo del ser humano, que se encuentra en contacto con el medio externo.
Para evitar que se produzca infeccion por microorganismos, el aparato respiratorio
cuenta con varios sistemas de defensa, incluidos el filtrado de particulas en la
nariz, la secrecion mucosa, el movimiento ciliar, la deglucién, la expectoracion, el
estornudo, el reflejo tusigeno, y por supuesto la produccion de péptidos
antimicrobianos.’®® A las células epiteliales se les ha atribuido recientemente un
papel importante en la defensa innata contra microorganismos, accion que ejercen
en parte por la produccion de defensinas vy catelicidina.”™® La falla en cualquier

punto del sistema de defensa se traduce en la adquisicion de las enefermedades
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con mas alta prevalencia en el ser humano como son la faringitis, rinosinusitis,
otitis. Las infecciones agudas de la via respiratoria alta son el principal motivo de
consulta en México (SINAIS 2006); por otra parte la prevalencia de faringitis,
secundaria a Streptococcus del grupo A, es de 616 millones de individuos
afectados alrededor del mundo. La disrupcién en el sistema de defensa
respiratorio también puede ocasionar enfermedades asociadas con altas tasas de
mortaliad como la neumonia, que actualmente ocupa el 8vo lugar entre las
principales causas de muerte en México (SINAIS 2005). El mejorar o fortalecer los
factores que atafien al huésped, debera traducirse en un menor numero de

infecciones en las vias respiratorias.

MODULACION DE LA INMUNIDAD INNATA EN RESPUESTA A LA

INFECCION:

Actualmente se clasifica la respuesta del huésped contra la infeccién en 2
categorias: inmunidad innata e inmunidad adquirida. La inmunidad innata
incorpora los mecanismos mas rapidos e inespecificos como son la elaboracion de
citocinas, activacion del complemento, respuesta fagocitica, y las defensa de
superficies que incluye a los PAM."®2 Tal y como se ha comentado previamente en
este documento, estos péptidos ademas de sus propiedades antimicrobianas,
puede actuar como factores de crecimiento, mediadores proinflamatorios,
quimiocinas e inductores de la inmunidad adaptativa; de ahi que se halla

propuesto el nombre de “alarminas” para denominar a estas moléculas.'®
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Por otra parte en los ultimos anos, hemos aprendido la importancia del sistema de
reconocimiento de patrones moleculares asociados a patdogenos, mediado por los
TLR.™' Estos receptores son homdlogos a los encontrados en Drosophila y que
fueron llamados Toll."*? Se pueden expresar en monocitos, macréfagos, y células
epiteliales. Hasta el momento se han descrito 10 TLR humanos, los cuales se
unen a un amplio rango de ligandos bacterianos. Los componentes de las paredes
celulares de bacterias grampositivas (proteoglicanos) y el LAM se unen y activan
al TLR2. TLR3 se una a los RNA de doble cadena sintéticos y virales. Los LPS y el
acido lipoteicdico activan TLR4. TLRS es activado por flagelina. TLR6 es requerido
por TLR2 para el reconocimiento de proteoglicanos. TLR7 y 8 reconocen RNA viral
de cadena simple, mientras que TLR9 reconoce los motivos CpG del DNA
bacteriano. Ademas de la interaccion de TLR2 con hBD2, descrita previamente en
este documento, los TLR9 al ser activados por los motivos CpG (en particular los
clase A), pueden estimular a las células plasmocitoides dendriticas para secretar
IFN-a, y a las células NK para secretar IFN-y, mejorando asi la defensa contra
virus y contra bacterias intracelulares respectivamente.”>"®' Esta caracteristica
puede permitirnos en un futuro combatir a las infecciones virales (para las cuales
practicamente no hay tratamiento en la ctualidad) y que afectan sobre todo a nifios
e inmunocomprometidos. Dado el incremento en cepas de microorganismos
multirresistentes a antibidticos, en el 2006 el “National Research Council Nacional
Academy of Sciences” convino que se debe incrementar la inmunidad innata como
mecanismo para combatir a los microorganismos causantes de infecciones.’ Lo
anterior en base a la escasez de nuevos antibidticos, y a que la estimulacion del

sistema inmune innato podria propiciar una baja tasa de resistencia en
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comparacion a la inducida por la presion de los antibioticos. Ademas, prevendria
adquisicion de infecciones, incluida la influenza, y podria ayudar como defensa en

el caso de bioterrorismo.
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V. JUSTIFICACION

Actualmente la inmunidad innata se ha convertido en una opcion importante y
relativamente inexplorada para combatir los procesos infecciosos, ya sean
bacterianos, fungicos, o virales. Recientemente se le ha atribuido al epitelio
respiratorio un papel muy importante entre los mecanismos de inmunidad innata.
Con un estimulo inmunomodulador adecuado podriamos inducir la produccién de
péptidos antimicrobianos y de otros mecanismos de defensa importantes, tales
como la activacién de TLR y la produccion de interferones. De esta manera,
podriamos prevenir y tratar procesos infecciosos en la via aérea, tales como gripa,
rinosinusitis y neumonia. Por otra parte podriamos combatir microorganismos
multirresistentes a antibiéticos, como algunas cepas de Pseudomonas aeruginosa,
Haemophilus influenzae, y Mycobacterium tuberculosis. Todo esto se traduciria en
una disminucion en la morbilidad y mortalidad, ademas del beneficio econémico
que supone un menor uso de medicamentos, menos dias laborales perdidos, asi

como un menor numero de internamientos.

32



VI. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Los péptidos antimicrobianos son un importante mecanismo de defensa en las
vias respiratorias.

Se ha demostrado estudios in vitro, que hBD-2 puede ser producida tras la
estimulacién de TLR-2 y TLR-4, por peptidoglicanos y lipopolisacaridos; existen
férmulas con bacterias inactivadas gran positivas y gran negativas que contienen
peptidoglicanos y lipopolisacaridos respectivamente, mismas que son utilizadas
con fines terapéuticos distintos a la produccion de PAM. Por otra parte, LL-37
puede ser producida tras la estimulacion de los receptores de VD3 principalmente
en células epiteliales cutaneas; sin embargo, la informacion de este efecto en
células epiteliales respiratorias aun es precaria.

Luego entonces, podriamos inducir en el epitelio respiratorio (inicialmente in vitro y
posteriormente in vivo) la produccion de hBD-2 tras la aplicacion de bacterias
inactivadas que estimulen TLR-2 y TLR-4; y a su vez, podriamos inducir la
produccion de LL-37, tras la aplicacién de VD3. El incrementar la produccion de
péptidos antimicrobianos por éste métodos supondria, posiblemente, la
adquisicibon de una nueva herramienta para prevenir el contagio de

enferemedades respiratorias, asi como la posibilidad de combatir las existentes.

¢ Sera posible inducir la producciéon de péptidos antimicrobianos en el epitelio

respiratorio, tras la estimulacién con bacterias inactivadas y VD3?
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VIL HIPOTESIS

e La estimulacién del epitelio respiratorio con Bacterias atenuadas y VD3

inducira la produccion de hBD-2 y Catelicidina, respectivamente.
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VIIl. OBJETIVOS

GENERAL
e Identificar si la estimulacion del epitelio respiratorio con bacterias

inactivadas y VD3 logra inducir la produccién de péptidos antimicrobianos.

Para comprobar nuestra hipotesis y perseguir nuestro objetivo general, disefiamos

tres estudios:

Estudio No.1:
-Modelo in vitro: Induccidn de péptidos antimicrobianos en células A-549
(adenocarcinoma bronquial) tras la estimulacion con bacterias inactivadas y
VD3.

Estudio No.2:
-Modelo in vivo: Induccion de péptidos antimicrobianos en mucosa nasal,
después de la administraciéon de bacterias inactivadas y/o VD3.

Estudio No.3:
-Modelo in vitro: Deteccion y localizacién de hBD-2 en biopsias de mucosa

nasal tras la estimulacion con bacterias inactivadas.
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IX. ESTUDIO NO.1

Induccion de péptidos antimicrobianos en células A-549 (adenocarcinoma

bronquial) tras la estimulacion con bacterias inactivadas y VD3.

HIPOTESIS

La aplicacion de VD3 y Bacterias atenuadas a un cultivo de células epiteliales
bronquiales (A-549), producira un incremento en la expresion de Catelicidina y

hBD-2 respectivamente.

OBJETIVOS:

GENERAL
-Determinar los niveles de catelicidina y hBD-2 en el sobrenadante del cultivo de
células de epitelio bronquial, tras la exposicion a diferentes concentraciones de

VD3 y Bacterias atenuadas.

PARTICULARES

-Determinar el tiempo en el cual se produce la mayor concentracion de
catelicidina y hBD-2, tras la aplicacién del estimulo.

-ldentificar si existe un efecto sinérgico entre VD3 y Bacterias atenuadas en la

expresion de catelicidina y hBD-2.
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-ldentificar si distintas especies bacterianas de manera aislada o combinada,

modifican la expresion de catelicidina y hBD

MATERIAL Y METODOS

TIPO DE ESTUDIO:

-Investigacion basica. (Estudio in vitro)

POBLACION DE ESTUDIO:

-Células de epitelio bronquial A-549 (adenocarcinoma bronquial).

VARIABLES DE ESTUDIO:

o INDEPENDIENTES:

o VD3

Definiciéon Conceptual: llamada también colecalciferol, es la
forma activa de la vitamina D. Puede obtenerse de la dieta o
por la accion de los rayos ultra violeta tipo B (UVB) sobre el 7-
dehidrocholesterol en la piel. Inicialmente se identificd su rol
sobre la homeostasis del calcio, pero actualmente se sabe
que tiene un papel modulador en el sistema inmune.
Definicion  Operativa: VD3 (Colecalciferol), laboratorios
SIGMA. Frasco con 5 g. Se aplicaran 3 dosis distintas sobre el
cultivo de células epiteliales por 24 y 48h.

1. 50 Ul

2. 100 Ul
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3. 200 Ul
Escala de medicion: cuantitativa continua.

Unidad de medicion: Ul

INDEPENDIENTES:

0 Bacterias inactivadas.

Definicidn conceptual: bacterias sometidas a un proceso de
inactivacién (calor), que inhibe todo proceso metabdlico y por
ende su potencial actividad patogénica.
IPI-ASAC: formula liofilizada Sublingual 1ll, Frasco 2. (S.
Pneumoniae, @ Brahmanela  catarrahalis, S.  aureus,
Haemophilus influenzae, Streptococcus alfa-hemoaolitico,
Streptococcus beta-hemolitico, Streptococcus fecales, S.
epidermidis, Bordetella pertussis, proteus sp, pseudomonas
sp, E. coli, corynebacterium diphteriae).
Concentracion= 2600 millones de bacterias / ml.
Se aplicaran sobre el cultivo de células epiteliales 3
concentraciones diferentes por 24 y 48h. Las concentraciones
se haran por multiplicidades de infeccion (radios
bacterias/células) de 100:1, 200:1, 800:1. Cada pozo se
siembra con 100 000 células.

1. 10 millones de bacterias

2. 20 millones de bacterias

3. 80 millones de bacterias
Escala de medicion: cuantitativa continua.

Unidad de medicion: bacterias / ml.
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INDEPENDIENTES:

0 Bacterias inactivadas.

Definicidn conceptual:
Gram__Negativos: Haemophilus influenzae, Pseudomonas

aeruginosa, Klebsiella pneumoniae, Salmonella sp.

Gram Positivas: S. aureus, Streptococcus beta-hemoalitico,

Streptococcus pneumoniae.
Concentracion= 2600 millones de bactérias / ml.
Se aplicaran sobre el cultivo de células epiteliales 3
concentraciones diferentes por 24 y 48h. Las concentraciones
se haran por multiplicidades de infeccion (radios
bacterias/células) de 100:1, 200:1, 800:1. Cada pozo se
siembra con 100 000 células.

1. 10 millones de bacterias

2. 20 millones de bacterias

3. 80 millones de bacterias
Escala de medicion: cuantitativa continua.

Unidad de medicion: bacterias / ml.

DEPENDIENTES:

o Catelicidina : LL-37

Definicidon conceptual: derivada de la pre-proteina hCAP18, su
estructura comienza con dos residuos de leucina y se
compone de 37 aminoacidos. Tiene actividad antimicrobiana e
inmunomoduladora. Es producida por distintos tipos celulares,
incluyendo leucocitos y células epiteliales..

Definicion operativa: péptido antimicrobiano, que sera medido

en el sobrenadante de los cultivos de células epiteliales a las
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24 y 48h, tras la estimulacion con VD3, bacterias inactivadas y
la combinacion de ambos.
Escala de medicion: cuantitativa continua.

Unidad de medicion: uM

o hBD: hBD-2

Definicidn conceptual: péptidos cationicos con una longitud de
36-42 residuos, sus tres puentes disulfuro estan localizados
entre cisteinas 1-5, 2-4, 3-6. En general son expresadas en
células epiteliales.

Definicidn operativa: péptido antimicrobiano, que sera medido
en el sobrenadante de los cultivos de células epiteliales a las
24 y 48h, tras la estimulacién con VD3, bacterias inactivadas y
la combinacion de ambos.

Escala de medicion: cuantitativa continua.

Unidad de medicion: yM

DESCRIPCION OPERATIVA

1.

Cultivo de células epiteliales.

Se cultivaran células de epitelio pulmonar de la cepa A549, la técnica se
describe en el anexo 1.

Se formaran 6 grupos, cada uno con 3 subgrupos por las distintas
concentraciones aplicadas. Diferentes cultivos celulares seran sometidos a
concentraciones crecientes de VD3, bacterias inactivadas o la combinacion
de ambas. (Cada experimento se hara por triplicado).

Grupo I: reto con VD3.

Grupo Il reto con Bacterias inactivadas Férmula 3.

40



Grupo lll: reto con Bacterias Gram (+) inactivadas.

Grupo IV: reto con Bacterias Gram (-) inactivadas.

Grupo V: reto con VD3 + Bacterias inactivadas Férmula 3.

Grupo VI: control (PBS).

El total de pozos sembrados sera de 216. Seis grupos iniciales con 3
subgrupos cada uno =18 pozos. Cada muestra se hara por triplicado, 18x3=
54 pozos. Dado que el sobrenadante de cada pozo solo alcanza para hacer
una prueba de ELISA por duplicado, se haran ensayos distintos para hBD-2
y LL37, entonces 54x2= 108 pozos. De igual forma, dado que el
sobrenadante solo alcanza para una sola prueba, se debe hacer el mismo
experimento a las 24 y 48h, entonces 108 pozos x 2 = 216 pozos.

. La suspension de Bacterias inactivadas Férmula 3, asi como las bacterias
Gram (+) y Gram (-), seran obtenidas de los laboratorios IPI-ASAC.(Ver
anexo 2)

. Medicién de catelicidina y hBD: Se realizara por ELISA del sobrenadante
del cultivo celular, previamente expuesto a VD3 y bacterias atenuadas. La
medicion se realizara a las 24 y 48h posteriores a la aplicacién del inductor
(Ver anexo 3A y 3B para técnica de ELISA y reactivos utilizados en el
estudio). El sobrenadante del cultivo celular sera liofilizado y posteriormente
resuspendido en solucion fisioldgica, para obtener finalmente un
concentrado 5X de la solucion original. Ver Anexo 4 para diagrama del
estudio.

. Las anotaciones se haran en el modelo de captaciéon de datos disefiado

para el estudio in vitro. (Ver anexo 5)
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ANALISIS ESTADISTICO:
Analisis intragrupos:
-Analisis antes y después.
» Resultados con distribucion paramétrica: t-Student muestras
dependientes.
» Resultados sin distribucién paramétrica: Pba. de rangos de Wilcoxon.

-Analisis univariado: ANOVA para muestras repetidas.

Analisis entre grupos:
-Analisis antes y después.
= Distribucion paramétrica: t-Student muestras indepenientes.
= Distribucién no paramétrica: U-Mann Whitney.

-Analisis univariado: ANOVA de 1 factor muestras independientes.

ASPECTOS ETICOS Y LEGALES:

El presente protocolo cumple con los principios éticos para las investigaciones
médicas en seres humanos propuestos en la declaracion de Helsinki de la
asociacion médica mundial, enmendada por la 52"% Asamblea General,

Edimburgo, Escocia en Octubre del 2001.

CONFLICTOS DE INTERES:
El presente estudio tiene fines de investigacion y ensefianza, no lucrativos. No
recibimos apoyo de algun laboratorio o fabricante de los productos que utilizamos

en el estudio.
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X. ESTUDIO NO.2

Induccion de péptidos antimicrobianos en mucosa nasal, después de la

estimulacion con bacterias inactivadas y/o VD3

HIPOTESIS:
La aplicacion intranasal de Bacterias atenuadas y VD3 inducira la produccién de

hBD-2 y Catelicidina, respectivamente.

OBJETIVOS:

GENERAL
Determinar los niveles de hBD-2 y Catelicidina en el lavado nasal realizado a

personas, tras la aplicacion intranasal de bacterias atenuadas y VD3.

PARTICULARES

-Determinar el tiempo en el cual se produce la mayor concentracion de
catelicidina y hBD-2, tras la aplicacion del estimulo.

-ldentificar si existe un efecto sinérgico entre VD3 y Bacterias atenuadas en la
expresion de catelicidina y hBD.

- Identificar posibles efectos secundarios o indeseables tras la aplicacion local de

bacterias atenuadas y/o VD3.
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MATERIAL Y METODOS

TIPO DE ESTUDIO:
Ensayo clinico cruzado.

(Experimental, prospectivo, longitudinal, analitico)

POBLACION DE ESTUDIO:

Voluntarios sanos.

CRITERIOS DE ENTRADA:

= Criterios de inclusién:

» Mayores de 18 afios y menores de 25 afos.

= Género masculino o femenino.

= Personas que se encuentren al menos 1 mes previo al estudio,
sin tratamiento antimicrobiano.

= Personas que se encuentren al menos 1 mes previo al estudio,
sin tratamientos topicos nasales, principalmente esteroides
topicos nasales, vasoconstrictores o antihistaminicos.

» Personas que hayan firmado el consentimiento informado.
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e Criterios de no inclusion:

= Personas con enfermedad de tipo inflamatorio que incluya
nariz y senos paranasales como: sindrome de SAMTER, rinitis
alérgica, rinosinusitis subaguda o cronica, o traumatismo
agudo en nariz.

= Pacientes con proceso neoplasicos identificados en narinas y
senos paranasales, incluidos polipos nasales.

= Personas con enfermedades autoinmunes.

» |ndividuos con enfermedades que causen inmunosupresion
como Diabetes Mellitus (DM), Cancer, VIH, Desnutricion

= Personas que hayan tomado o estén tomando
inmunosupresores o esteroides sistémicos, estos ultimos al

menos 1 mes previo al inicio del estudio.

CRITERIOS DE SALIDA:
e Criterios de exclusion:
= Personas que no hayan cumplido con la aplicacion intranasal
del estimulo (bacterias inactivadas y/o VD3) de acuerdo a lo
estipulado.
e Criterios de eliminacion:

=  Retiro de consentimiento informado.
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Aquellas muestras en las que se halla detectado desarrollo

bacteriano en medio de cultivo.

VARIABLES DE ESTUDIO:

e INDEPENDIENTES:

o0 Bacterias inactivadas.

Definicidn conceptual: bacterias sometidas a un proceso de
inactivacién (calor), que inhibe todo proceso metabdlico y por
ende su potencial actividad patogénica.

IPI-ASAC: formula liofilizada Sublingual 11l, Frasco 2. (S.
Pneumoniae, @ Brahmanela  catarrahalis, @ S.  aureus,
Haemophilus influenzae, Streptococcus alfa-hemolitico,
Streptococcus beta-hemolitico, Streptococcus fecales, S.
epidermidis, Bordetella pertussis, proteus sp, pseudomonas
sp, E. coli, corynebacterium diphteriae).

Concentracion= 2600 millones de bacterias / ml.

Las bacterias inactivadas seran aplicadas intranasalmente, en
una concentracion de 119 millones de bacterias/ml y un
volumen de 0.084mlI(10 y 20 millones de bacterias para el
grupo de 8 y 48h respectivamente), equivalentes a dos
disparos de aplicador intranasal.

Escala de medicion: cuantitativa continua.

Unidad de medicion: bacterias / ml.

o NOTA: el uso de bacterias inactivadas se lleva a cabo

desde 1970, existen varios estudios que demuestran su
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o VD3.

efectividad y sobre todo su seguridad, tras su
administracion en el ser humano. Diversos estudios
demuestran que los efectos adversos reportados no son

mayores al placebo.'313413%

En el Anexo 1 se incluye
informacion sobre la formula bacteriana utilizada en el

presente estudio.

Definicion Conceptual: llamada también colecalciferol, es la

forma activa de la vitamina D. Puede obtenerse de la dieta o

por la accion de los rayos ultra violeta tipo B (UVB) sobre el 7-

dehidrocholesterol en la piel. Inicialmente se identificd su

efecto sobre la homeostasis del calcio, pero actualmente se

sabe que tiene un papel modulador en el sistema inmune.

Definicion  Operativa: VD3 (Colecalciferol), laboratorios

SIGMA. Frasco con 5 g. Se administrara intranasalmente en

una concentracion de 59.5 ug/ml y un volumen de 0.084ml

(200U1).

Escala de medicion: cuantitativa continua.

Unidad de medicion: nm

o NOTA: La dosis diaria maxima de VD3 sugerida a nivel

internacional es de 800 a 1000Ul diarias. En el
presente estudio se utilizar dosis de 200Ul, en un solo
dia por individuo seleccionado, lo que supone nulos

efectos adversos.'3 37
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VARIABLES DE ESTUDIO:

e DEPENDIENTES:

o hBD: hBD-2

Definicidn conceptual: péptidos cationicos con una longitud de
36-42 residuos, sus tres puentes disulfuro estan localizados
entre cisteinas 1-5, 2-4, 3-6. En general son expresadas en
células epiteliales y neutrofilos.

Definicidn operativa: péptido antimicrobiano que sera medido
en el lavado nasal, obtenido de los sujetos de estudio, tras la
estimulacion con bacterias inactivadas, VD3 y la combinacion
de ambos, a las 8 y 48h, dependiendo del grupo de estudio;
respetando un periodo de lavado de 15 dias entre cada toma.
Escala de medicion: cuantitativa continua.

Unidad de medicion: yM

o Catelicidina : LL-37

Definicion conceptual: derivada de la pre-proteina hCAP18, su
estructura comienza con dos residuos de leucina y se
compone de 37 aminoacidos. Tiene actividad antimicrobiana e
inmunomoduladora. Es producida por distintos tipos celulares,
incluyendo leucocitos y células epiteliales.

Definicién operativa: péptido antimicrobiano que sera medido
en el lavado nasal, obtenido de los sujetos de estudio, tras la

estimulacién con VD3, bacterias inactivadas y la combinacion

48



de ambos, a las 8 y 48h, dependiendo del grupo de estudio;
respetando un periodo de lavado de 15 dias entre cada toma.
= Escala de medicion: cuantitativa continua.

» Unidad de medicion: uM

e TAMANO DE LA MUESTRA:

Donde: Za para estudios a dos colas= 1.96

Zp para potencia de 80% = 0.84

6 = 5.32, Desviacion estandar de hBD-2 en reportado en el estudio de Schaller-Bals.”

D= diferencia estimada ( 6 pg/ml)

Sustituyendo los datos en la formula se obtiene un resultado de : 12 pacientes.

*Dado que el disefio del estudio es un Ensayo clinico cruzado, y se hardn 2 grupos

diferentes, cada grupo tendra 12 individuos.
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DESCRIPCION OPERATIVA

1.

Seleccion de los sujetos de estudio. Aplicacion de Criterios de entrada.
Firma de Consentimiento informado (Anexo 6)
Los sujetos de estudio seran asignados aleatoriamente a uno de dos
grupos: -Grupo 1: se le aplicaran los diferentes estimulos y la medicion se

hara a las 8 h.

-Grupo 2: se le aplicaran los diferentes estimulos y la medicion

se haraalas 48 h.
Previa examinacion clinica, y habiendo descartado cualquier sintoma o
signo sugestivo de infeccion, a todos los sujetos de estudio se les realizara
un lavado nasal en condiciones basales con el método modificado de Greiff

and GruEnberg'®"39 (

Ver Anexo 7 para descripcion de la técnica).
Una vez obtenido el liquido de lavado nasal, la muestra sera procesada y
sera guardada a -70°C, hasta el momento en que vaya a ser analizada.
Ni el paciente, ni el médico responsable de hacer el lavado nasal, ni
quimico encargado de procesar la muestra, sabran a qué tipo de estimulo
fue aplicado previa realizaciéon del lavado nasal.
El estimulo a aplicar sera colocado en frascos con aplicador intranasal, y
seran codificados de la siguiente forma:

o A: VD3.

o0 B: Suspensién de bacterias inactivadas F3 (IPI-ASAC).

o C: VD3 + suspension de bacterias inactivadas F3 (IPI-ASAC).

o D: Control, solucién fisiologica, tween 0.15%.
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6. A cada persona incluida en el estudio se le explicara la técnica de
aplicacion intranasal del spray. A cada sujeto de estudio se le aplicaran los
diferentes estimulos intranasales (A, B, C, 6 D); la asignacién al tratamiento
sera aleatoria. Se dejara un periodo de lavado de 15 dias, entre cada
estimulo. La posologia sera la siguiente;

-Grupo 1: la dosis total (10 millones de bacterias, 200 Ul de VD3, y la
combinaciéon de ambas) se aplicara en una sola toma, y el lavado nasal se
realizara a las 8h.

-Grupo 2: la dosis total (20 millones de bacterias, 400 Ul de VD3, y la
combinaciéon de ambas) sera dividida en 4 tomas, separadas cada una por
12 h, y el lavado nasal se realizara a las 48 h.

7. Una vez obtenido el lavado nasal, este sera procesado y posteriormente
guardado hasta el momento en que se haga el andlisis para detectar los
péptidos antimicrobianos. El procesamiento de las muestras incluye:
centrifugacion, extraccion del sobrenadante, liofilizacion y concentracion
(10x), reconstitucion, y almacenamiento a -70°C. (Ver Anexo 8 para una
descripcion detallada del proceso).

8. A cada sujeto de estudio se le dara un formato de captacion de datos
(Anexo 9), previo registro de sus datos personales y antecedentes de
importancia. En dicho formato, la persona podra registrar posibles efectos
secundarios tras la aplicacion del estimulo intranasal.

9. Las muestras guardadas a -70°C, seran descongeladas, y se les realizara
determinacién de hBD-2 y LL-37, por el método de ELISA. (Ver Anexo 3A,

3B para descripcion de reactivos y técnica de ELISA).
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10.Los resultados obtenidos seran capturados y sometidos analisis estadistico

para su ulterior interpretacion. (Ver Anexo 10 para diagrama de estudio)

ANALISIS ESTADISTICO:

Los datos fueron analizados con el programa SPSS version 13.0. En la estadistica
descriptiva se utilizaran proporciones para variables cualitativas, asi como
promedios y desviacion estandar para las cuantitativas. Se realizara chi cuadrada
(y prueba exacta de Fisher) para encontrar diferencia intra y entre grupos en
aquellas variables de tipo cualitativo. Se aplicaran pruebas de normalidad a las
variables cuantitativas, y las diferencias intragrupos y entregrupos seran
analizadas utilizando pruebas de t y pruebas no paramétricas (Wilcoxon y U de

Mann-Whitney) dependiendo del tipo de distribucion.

ASPECTOS ETICOS Y LEGALES:

Riesgo mayor al minimo: Se considera dentro de esta clasificacion de acuerdo a
la ley general de salud, por realizarse en personas sin patologia aparente, un
procedimiento diferente al habitual, en este caso, la aplicacion intranasal del
estimulo para inducir la produccion enddgena de péptidos antimicrobianos. Sin
embargo, tal y como se refiere previamente en este documento, tanto las bacterias
inactivadas (Formula 3 IPI-ASAC), como la VD3, no han reportado efectos
colaterales a las dosis utilizadas, y por ende no comprometen la salud del
individuo y mucho menos su vida. Las posibles complicaciones serian suscitadas

por la presencia de liquido intranasal, unicamente en personas con tendencia a la
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hiperreactividad nasal inespecifica y se manifestarian como sensacién de
obstrucciéon nasal, irritacion nasal o resequedad intranasal. La maniobra de
rescate en caso de presentar alguno de estos sintomas sera comunicarlo de
inmediato al investigador, y de considerarse necesario se evitaran aplicar futuras
dosis. El presente protocolo cumple con los principios éticos para las
investigaciones médicas en seres humanos propuestos en la declaracién de
Helsinki de la asociacion médica mundial, enmendada por la 52*% Asamblea

General, Edimburgo, Escocia en Octubre del 2001.

CONFLICTOS DE INTERES:
El presente estudio tiene fines de investigacion y ensefianza, no lucrativos. No
recibimos apoyo de algun laboratorio o fabricante de los productos que utilizamos

en el estudio.
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XI. ESTUDIO No. 3

Deteccion y localizacion de hBD-2 en biopsias de mucosa nasal tras la

estimulacion con bacterias inactivadas.

HIPOTESIS

La estimulacion de una biopsia de mucosa nasal con bacterias inactivadas

inducira la produccién de hBD-2 en las células epiteliales.

OBJETIVOS:

GENERAL
-Determinar si la estimulaciéon de biopsias de mucosa nasal con bacterias
inactivadas, inducen la produccion de hBD-2 en las células epiteliales de dicho

tejido.

PARTICULARES

-ldentificar si en condiciones basales, es posible detectar hBD-2 en biopsias de
mucosa nasal.

- Determinar si la produccion de hBD-2 se limita al epitelio o se presenta también

en otras partes de la mucosa nasal.
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MATERIAL Y METODOS

TIPO DE ESTUDIO:

-Investigacion basica. (Estudio in vitro)

POBLACION DE ESTUDIO:

-Biopsias de mucosa nasal.

VARIABLES DE ESTUDIO:

o INDEPENDIENTES:

o0 Bacterias inactivadas.

Definicion conceptual: bacterias sometidas a un proceso de
inactivacién (calor), que inhibe todo proceso metabdlico y por
ende su potencial actividad patogénica.

IPI-ASAC: formula liofilizada Sublingual 11l, Frasco 2. (S.
Pneumoniae, Brahmanela catarrahalis, S. aureus,
Haemophilus influenzae, Streptococcus alfa-hemolitico,
Streptococcus beta-hemolitico, Streptococcus fecales, S.
epidermidis, Bordetella pertussis, proteus sp, pseudomonas
sp, E. coli, corynebacterium diphteriae).

Concentracion= 2600 millones de bacterias / ml.

Se aplicaran sobre el cultivo de la biopsia nasal una
concentracion de 10 millones de bacterias por 48h.

Escala de medicion: cuantitativa continua.

Unidad de medicion: bacterias / ml.
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e DEPENDIENTES:

o hBD: hBD-2

= Definicién conceptual: péptidos catidnicos con una longitud de
36-42 residuos, sus tres puentes disulfuro estan localizados
entre cisteinas 1-5, 2-4, 3-6. En general son expresadas en
células epiteliales.

= Definicion operativa: péptido antimicrobiano, que sera
detectado mediante la técnica de inmunohistoquimica en el
cultivo de la biopsia de mucosa nasal, a las 0 y 48h tras la
estimulacién con VD3, bacterias inactivadas y la combinacién
de ambos.

= Escala de medicion: cualitativa nominal dicotomica.

= Unidad de medicion: Si/No.

El tejido epitelial de nariz sera obtenido tras biopsiar a pacientes sometido a
rinoseptumplastia funcional en el servicio de Otorrinolaringologia del INER.
A continuancién se mencionan los criterios de entrada y salida de los pacientes a

los que se les realizara la biopsia.

Criterios de entrada:
e Criterios de inclusion:
» Mayores de 18 afos y menores de 60 afnos.
= Género masculino o femenino.
» |ndividuos que sean sometidos a procedimientos de

rinoplastia funcional.
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= Pacientes que hayan firmado la hoja de consentimiento

informado.
e Criterios de no inclusion:

= Pacientes con proceso infeccioso al momento de la biopsia, 6
quince dias antes del estudio.

= Pacientes con enfermedad de tipo inflamatorio que incluya
nariz y senos paranasales como: sindrome de SAMTER,
rinosinusitis subaguda o cronica, rinitis alérgica.

= Pacientes con proceso neoplasicos identificados en narinas y
senos paranasales, incluidos polipos nasales.

» Pacientes que estén con tratamiento tdépico nasal o sistémico

que incluya esteroides en los ultimos 7 dias.

Criterios de salida:
e Criterios de eliminacion:

= Retiro de consentimiento informado.

DESCRIPCION OPERATIVA
1. Las biopsias de mucosa nasal seran obtenidas, previo consentimiento
informado (Ver anexo 11), en pacientes sometidos a rinoseptumplastia
funcional. Los pacientes deberan estar exentos de procesos infecciosos o
inflamatorios, asi como de atopia, misma que sera descartada por medio de

pruebas cutaneas.
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2. Cada biopsia sera dividida en tres porciones iguales. A cada segmento se
le realizara el siguiente procedimiento:
-Segmento 1: control tiempo cero. Esta porcion sera
fijada en paraformaldehido inmediatamente después de
haber sido tomada.
-Segmento 2: control (solo medio de cultivo)

-Segmento 3: Bacterias inactivadas (10 millones).

3. La suspensiéon de Bacterias inactivadas Formula 3 sera obtenida de los
laboratorios IPI-ASAC. (Ver anexo 2)

4. Deteccion de hBD-2: Se realizara por Inmunohistoquimica. Una vez que la
biopsia haya sido fijada en paraformaldehido, con o sin estimulacién previa,
la biopsia sera incluida en bloques de parafina y posteriormente se haran
cortes del bloque que seran puestos en portaobjetos silanizados para
posteriormente realizar la técnica de inmonohistoquimica.(Ver Anexo 12
para técnica de inmunohistoquimica y procesamiento de las muestras)

5. Las anotaciones se haran en el modelo de captacion de datos disenado

para el presente estudio. (Ver anexo 13)

ASPECTOS ETICOS Y LEGALES:

Riesgo mayor al minimo: Se considera dentro de esta clasificacion de acuerdo a
la ley general de salud, por realizarse a los pacientes con septumplastia, un
procedimiento diferente al habitual, en este caso la toma de biopsia de mucosa

nasal. Sin embargo los efectos colaterales que pudieran ser causados por la toma
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de la muestra no comprometen la vida. Dichos efectos colaterales estan
reportados como sangrado y dolor local. La maniobra de rescate en caso de
sangrado consiste en visualizacion de la hemorragia y cauterizacion o
tamponamiento de la misma. El presente protocolo cumple con los principios
eticos para las investigaciones meédicas en seres humanos propuestos en la
declaracion de Helsinki de la asociacion médica mundial, enmendada por la 52"

Asamblea General, Edimburgo, Escocia en Octubre del 2001.

CONFLICTOS DE INTERES:
El presente estudio tiene fines de investigacion y ensefianza, no lucrativos. No
recibimos apoyo de algun laboratorio o fabricante de los productos que utilizamos

en el estudio.
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XlIl. RESULTADOS

RESULTADOS ESTUDIO 1:

El cultivo de células A549 se dividid en 6 grupos diferentes de acuerdo al
estimulo aplicado. Se utilizaron cultivos diferentes para obtener el sobrenadante a
las 24 y 48 h. También se utilizaron diferentes cultivos para hacer la medicién de
hBD-2 y la de catelicidina. Cada experimento se hizo por triplicado. En total se
sembraron 216 pozos y se realizd igual numero de pruebas de ELISA; 108
pruebas de ELISA para deteccion de hBD-2, y 108 para deteccién de catelicidina
(LL-37). El 100% de las muestras analizadas por ELISA para hBD-2 y LL-37

resultaron negativas. (Ver Cuadro 1)
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Cuadro 1. Detecciéon de hBD-2 y LL-37 en el sobrenadante del cultivo de células

A-549, sometido a distintos estimulos durante 24 y 48h.

GRUPOS hBD-2 (24h) hBD-2 (48h) LL-37 (24h) LL-37 (48h)
n=54 n=54 n=54 n=54
(+) (-) (+) (-) (+) (-) (+) (-)
VD3
-50 Ul - 3 ; 3 ; 3 _ 3
-100 UI - 3 ; 3 ; 3 _ 3
-200 UI - 3 - 3 - 3 - 3
F3
-10 millones - 3 - 3 - 3 - 3
-20 millones - 3 - 3 - 3 - 3
-80 millones - 3 - 3 - 3 - 3

Bacterias Gram (+)

-10 millones - 3 - 3 - 3 - 3
-20 millones - 3 - 3 - 3 - 3
-80 millones - 3 - 3 - 3 - 3

Bacterias Gram ( - )

-10 millones - 3 - 3 - 3 - 3

-20 millones - 3 - 3 - 3 - 3

-80 millones - 3 - 3 - 3 - 3
VD3 +F3

-50 UI + 10 millones - 3 - 3 - 3 - 3

-100 Ut + 20 millones - 3 - 3 - 3 - 3

-200 Ut + 80 millones - 3 - 3 - 3 - 3
Control (PBS) - 9 - 9 - 9 - 9

Volumen 1,2y 3

VD3: vitamina D3; F3: férmula bacteriana 3 de IPI ASAC; PBS: phosphate buffered saline.
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RESULTADOS ESTUDIO 2:

Se incluyeron en el estudio 24 voluntarios sanos. Aleatoriamente se asignaron
a uno de dos grupos; el grupo 1, al cual se le aplico el estimulo en una sola dosis y
se hizo el lavado nasal a las 8h, y el grupo 2 al cual se le administro el doble de la
dosis en comparacién al grupo 1, misma que se dividié en 4 tomas aplicando cada
una con 12h de diferencia, y se realizé el lavado a las 48 h. A cada individuo
incluido en alguno de los dos grupos se le hicieron 5 lavados en total, un lavado en
condiciones basales, uno posterior a la aplicacion de estimulo “A” (VD3), uno
posterior a la aplicacién de estimulo “B” (bacterias inactivadas), una posterior a
estimulo “C” (bacterias inactivadas + VD3), y un ultimo posterior a la aplicacion
intranasal del estimulo “D” (placebo). En el Cuadro 2 se presentan las

caracteristicas generales de los dos grupos de estudio.

En cuanto a la deteccion de hBD-2, en el grupo de 8h no se detecté este
péptido en el lavado inicial (TO), ni en el lavado posterior a la administracién del
estimulo “A”, el “C” o el “D”. Unicamente se detecté hBD-2 en un individuo del
grupo (8.3%) al cual se le hizo el lavado posterior a la administracion de bacterias
inactivadas (estimulo “B”). Ver cuadro 3

Por otra parte, en el grupo de 48 h se detecté hBD-2 en el 58.3% (7 de 12
individuos) de aquellos que recibieron el estimulo “B” o bacterias inactivadas, y en
el 66.6% de los que recibieron el estimulo “C” o bacterias inactivadas + VD3.(Ver
cuadro 4) La media de hBD-2 fue de 4668.99+2829.33 pg/ml cuando a los sujetos

de estudio se les administro intranasalmente bacterias inactivadas, y fue de
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3894.37+2074.30 pg/ml, cuando a este mismo grupo se les aplicé el estimulo “C” o
la combinaciéon de bacterias inactivadas y VD3. No se detect6 hBD-2 en los
individuos de este grupo de estudio cuando se les hizo el lavado nasal en
condiciones basales, o cuando recibieron el estimulo “A”. Solamente a un
individuo (8.3%) se le detecté hBD-2, después de aplicarsele el estimulo “D” o
placebo. (Ver figura 1)

Solamente en 5 voluntarios del grupo 2 fue posible detectar hBD-2 después de la
aplicacién tanto del estimulo “B”, como del estimulo “C”. Los valores de hBD-2
reportados fueron de 3630.349 pg/ml después de aplicar el estimulo “B”, y de
4789.175 pg/ml en los mismos individuos posterior a la aplicacion del estimulo “C”

(p=0.013). Ver figura 2

En cuanto a los efectos secundarios reportados después de la administracion
de los diferentes estimulos, la proporcién de individuos que refirid molestias vario
del 16.7% al 33%; sin embargo, no se encontré diferencia estadisticamente
significativa al comparar los efectos reportados entre el grupo 1 y el grupo 2. (Ver
cuadro 5) El principal sintoma secundario reportado por los sujetos de estudio fue
la obstruccion nasal. Solamente un individuo en el grupo de 8h refirid rinorrea
después de aplicarse el estimulo “D”, otro voluntario del grupo de 48h refirié ardor
posterior a la aplicacion del estimulo “B”, y uno mas del grupo de 8h presento
ardor y resequedad después de la aplicacidén del estimulo “C”. Ningun individuo

reporto fiebre.

63



Cuadro 2. Caracteristicas generales de los pacientes de estudio 2.

GRUPO 1 (8h) GRUPO 2 (48h)
n=12 n=12
Edad 20.92+.515 20.83+.389
Género (M/F) 4/8 57
Antecedentes de tabaquismo 3 1
IVRS/aiio 2.17+.937 2.08+.996

IVRS: infecciones de vias respiratorias superiores.
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Cuadro 3. Valores de hBD-2 (pg/ml) en lavados nasales realizados a las 8h, de individuos
sometidos a diferentes estimulos.

FOLIO GRUPO BASAL ESTIMULO ESTIMULO ESTIMULO ESTIMULO

(TO) “A” “B” “C” “p”»
1 8h 0 0 6008.827 0 0
2 8h 0 0 0 0 0
3 8h 0 0 0 0 0
4 8h 0 0 0 0 0
5 8h 0 0 0 0 0
6 8h 0 0 0 0 0
7 8h 0 0 0 0 0
8 8h 0 0 0 0 0
9 8h 0 0 0 0 0
10 8h 0 0 0 0 0
11 8h 0 0 0 0 0
12 8h 0 0 0 0 0

Basal: lavado inicial, sin ningun estimulo.

Estimulo “A”: VD3 (200 UI)

Estimulo “B”: Bacterias inactivadas (10 millones).

Estimulo “C”: Bacterias inactivadas (10 millones) + VD3 (200 Ul)
Estimulo “D”: Placebo (solucion fisioldgica).

Las dosis fueron administradas en una sola aplicacion.

65



Cuadro 4. Valores de hBD-2 (pg/ml) en lavados nasales realizados a las 48h, de individuos

sometidos a diferentes estimulos.

FOLIO GRUPO  BASAL ESTIMULO ESTIMULO ESTIMULO ESTiMULO
(TO) “A” “B” “C” “p”»
13 48h 0 0 0 0 0

14 48h 0 0 1505.331 3031.431 2639.071
15 48h 0 0 6712.075 8238.131 0
16 48h 0 0 9689.422 0 0
17 48h 0 0 0 1460.445 0
18 48h 0 0 4841.807 0 0
19 48h 0 0 0 0 0
20 48h 0 0 4632.341 4876.548 0
21 48h 0 0 0 1999.068 0
22 48h 0 0 0 3749.598 0
23 48h 0 0 3134.352 3947.361 0
24 48h 0 0 2167.648 3852.402 0

Basal: lavado inicial, sin ningun estimulo.

Estimulo “A”: VD3 (400 Ul)

Estimulo “B”: Bacterias inactivadas (20 millones).

Estimulo “C”: Bacterias inactivadas (20 millones) + VD3 (400 Ul)
Estimulo “D”: Placebo (solucion fisiolégica).
Las dosis fueron divididas en cuatro, y administradas con un tiempo de 12h entre cada dosis.
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Figura 1. Deteccion de hBD-2 por la técnica de ELISA en lavados nasales, a las 48h de
aplicar distintos estimulos intranasales en un mismo grupo de individuos. TO= lavado en
condiciones basales; “A”: vitamina D3 (400Ul); “B”: bacterias inactivadas (Férmula 3 IPI ASAC 20
millones); “C”: bacterias inactivadas (Formula 3 IPI ASAC 20 millones) + vitamina D3 (400Ul); “D™:
placebo (Solucidn fisioldgica). El total de la dosis intranasal fue dividido en 4, y cada dosis se aplic

con 12 h de diferencia entre una y otra.
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Figura 2. Deteccion de hBD-2 por la técnica de ELISA en lavados nasales, a las

48h de aplicar dos estimulos intranasales distintos, en los mismos individuos. “B™:

bacterias inactivadas (Formula 3 IPI ASAC 20 millones); “C”: bacterias inactivadas (Formula 3 IPI

ASAC 20 millones) + vitamina D3 (400Ul). El total de la dosis intranasal fue dividido en 4, y cada

dosis se aplicd con 12 h de diferencia entre una y otra.
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Cuadro 5. Efectos secundarios reportados después de la aplicacion intranasal de distintos
estimulos, previo a la realizacion del lavado nasal para detectar hBD-2.

Estimulo Grupo 8h Grupo 48h Valor de p=*
n=12 n=12

A 2(16.7%) 3(25%) NS

B 3(25%) 3(25%) NS

C 3(25%) 4(33%) NS

D 2(16.7%) 4(33%) NS

*Prueba exacta de Fisher.

“A”: vitamina D3;

“B”: bacterias inactivadas;

“C”: bacterias inactivadas;

“D”: placebo (Solucion fisiolégica).



RESULTADOS ESTUDIO 3:

Se obtuvieron 10 biopsias de mucosa nasal de cornete medio, de 10 distintos
pacientes que fueron sometidos a cirugia de rinoseptumplastia funcional previo
consentimiento informado. De los pacientes 6 fueron mujeres y 4 hombres, con un
rngo de edad de 20 a 34 anos. No se reportaron complicaciones durante ni
posterior a la toma de las muestras. Como se comento previamente, cada una de
las biopsias se dividi6 en 3 segmentos. El primer segmento se fijé en
paraformaldehido y después de incluyé en parafina, inmediatamente después de
ser tomado por biopsia. El segmento dos se cultivd por 48 h sin ningun estimulo, y
el segmento tres se cultivd por 48 h con bacterias inactivadas, para después ser
fijados en paraformaldehidos e incluidos en parafina. Se procesaron las 10
biopsias y cada uno de los segmentos por la técnica de inmunohistoquimica
(Anexo Xll). En condiciones basales y después de 48 h de cultivo sin estimulo, el
40% de las biopsias (4 de 10) mostraron inmunotincidn positiva para hBD-2. Sin
embargo, en el 100 % de las biopsias tras 48 h de cultivo con bacterias
inactivadas ( 1x 107), se detectd una inmunotincién positiva para hBD-2. De
manera caracteristica, la inmunoreactividad fue localizada predominantemente

hacia el epitelio nasal. (Ver Cuadro 6 y Figura 3y 4)
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Cuadro 6. Deteccion de hBD-2 en biopsias de mucosa nasal, por técnica de
inmunohistoquimica, después del cultivo con bacterias inactivadas por 48 h

No. BIOPSIA ESTIMULO TIEMPO hBD-2 (+)06(-)
CULTIVO

1,3,6,7 Condiciones basales Oh +
Sin estimulo 48h +
Bacterias inactivadas 48h +
2,4,5,8,9,10 Condiciones basales Oh -
Sin estimulo 48h -
Bacterias inactivadas 48h +

Condiciones basales= biopsia fijada en paraformaldehido inmediatamente después del
procedimiento quirdrgico.

Sin estimulo = biopsisas cultivadas en MEM, sin estimulo bacteriano.

Bacterias inactivadas= formula bactriana de IPI ASAC (1 x107)
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Figure 3. Biopsias nasales procesadas por inmunohistoquimica. Inmunotincién positiva
para hBD-2 después de 48 h de cultivo y estimulacion con bacterias inactivadas en dos
muestras diferentes ( A y B). Inmunotincidon negativa para hBD-2 después de 48 h de
cultivo, sin ninglin agente estimulante (C). Seccion de biopsia nasal procesada en la
ausencia de anticuerpo primario, control negativo (D). Aumento original 400X.
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Fig. 4. Inmunotincion positiva para hBD-2 después, en biopsia de mucosa nasal, a las 48 h
de cultivo y estimulacion con bacterias inactivadas. Aumento original 1000X.
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XlIl. DISCUSION

DISCUSION ESTUDIO 1:

En este primer estudio, nos propusimos obtener varios datos de un modelo in
vitro para utilizarlos posteriormente en un modelo in vivo. La originalidad de este
estudio in vitro estribaba en la aplicacion de diferentes tipos y concentraciones de
bacterias inactivadas y VD3 para inducir la produccion de PAMs en células
epiteliales bronquiales. Se inici6 con cultivo de células epiteliales A-549
(adenocarcinoma bronquial) por su disponibilidad, facilidad de cultivo, y debido a
que han servido de modelo en distintos estudios. Otra caracteristica original de
este estudio fue el hacer la deteccién de los PAMs por la técnica de ELISA. Sin
embargo, los resultados para la deteccién de hBD-2 y LL-37 fueron negativos.

Distintos factores pudieron influir en el resultado negativo, entre ellos: la técnica
utilizada para medir los PAM (ELISA), y el hecho de que el cultivo de células A549
no representa por completo los eventos que pueden ocurrir en un modelo in vivo,
en donde la participacion de otras células, como monocitos y linfocitos, puede ser
fundamental.

Con respecto a la técnica empleada para detectar los PAM, primero debemos
hacer hincapié en que la hBD-2 puede ser producida en el epitelio bronquial tras
el contacto con microorganismos, y en particular con lipopolisacaridos y
péptidoglicanos. 2"1%%"% | 5 produccién de LL-37 estd mas regulada, y depende
del microambiente.*® La catelicidina es producida principalmente en keratinocitos,

monocitos y neutréfilos;?®®® se ha demostrado que el epitelio bronquial puede
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producirla, aunque en menor proporcion'.

Sin embargo, en todos estos
experimentos las técnicas utilizadas para detectar a estos PAMs fueron PCR,
inmunohistoquimica y Western blot. En ningun estudio se habia reportado si se
podia medir la concentracion de PAM por medio de ELISA en el sobrenadante del
cultivo celular. Dado que la funcién antimicrobiana de estos péptidos se ejerce
entre los 10 y 31 ug/ml para LL-37,'®%" y entre los 5 y 18 pg/ml para hBD-2,%’
nosotros decidimos utilizar la técnica de ELISA para detectar si estos péptidos
alcanzan dicha concentracion, pues como comentamos previamente, nuestro
objetivo final era aplicar el estimulo a personas para inducir la produccion de
péptidos y asi prevenir y combatir procesos infecciosos de las vias respiratorias.
En teoria de poco serviria inducir la produccion de genes, si no se logran
concentraciones adecuadas de dichos péptidos para que logren su efecto
bioldgico. A pesar de que el sobrenadante del cultivo celular se concentré 5X, no
se pudo detectar hBD-2 ni LL-37 por la técnica de ELISA. La concentracion
minima detectable de la técnica de ELISA para hBD-2 fue de 8 pg/ml, y la de
catelicidina fue de 0.14 ng/ml. Dadas las condiciones del experimento, aun si se
produjeron PAM estos habrian sido en tan poca cantidad que no pudieron ser
detectados por nuestra técnica, y por ende, su efecto bilégico seria muy discutido.

Con respecto a hBD-2, otra causa que pudo haber ocasionado el resultado
negativo es el hecho de que en algunos experimentos in vitro, la estimulaciéon de
células epiteliales por moléculas derivadas de microorganismos es muy pobre, y
sblo se incrementa cuando ademas de dichas moléculas se agregan al cultivo
celular, linfocitos y monocitos previamente expuestos a microorganismos. Este

efecto estd asociado a la produccion de interleucina 1 (IL-1) por los monocitos y
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linfocitos.™" Una posible alternativa en nuestro experimento hubiese sido agregar
a los cultivos dicha interleucina; sin embargo, estariamos repitiendo experimentos
hechos con anterioridad, y ademas no nos seria de utilidad para nuestro objetivo
ultimo, que es llevar el modelo a estudios in vivo, pues no seria ética la
administracion de IL-1 a una persona para inducir la produccién de PAM.

En cuanto a LL-37, debemos comentar que otra causa que afectd el
experimento y que ocasion6 que el resultado fuese negativo, es el hecho de que
dicho péptido es principalmente producido, hablando del microambiente del
pulmén, por macréfagos alveolares y en menor grado por las células epiteliales.*
Nuestro experimento fue hecho uUnicamente con células epiteliales A-549, que
ademas son células inmortales de adenocarcinoma, y no reflejan estrictamente lo
que sucede in vivo. Por otra parte, no en todos los estudios ha sido posible
demostrar que LL-37 es producida en células epiteliales bronquiales. Un estudio
en el cual se cultivaron células de epitelio bronquial, y fueron estimuladas con P.
aeruginosa inactivada por calor, fue negativo el resultado para deteccion de LL-37
por PCR. ' Con respecto a este estudio, se podria argumentar que la P.
aeruginosa no fue el estimulo adecuado para inducir LL-37, por tal motivo ademas
de bacterias, decidimos utilizar VD3, ante el hallazgo reciente de que esta
hormona puede inducir la produccion de LL-37 principalmente en keratinocitos,
pero también en células Calu-3, que son células epiteliales de vias aéreas
derivadas de canceres pulmonares.®® Una vez mas el resultado fue negativo para
detectar catelicidina por medio de ELISA, en niveles cercanos a los que ejerce su

efecto antimicrobiano.
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Hasta este punto, la investigacion in vitro podria haberse continuado, solo si se
propusiera la toma de biopsias en voluntarios sanos, para reflejar hallazgos un
poco mas cercanos a lo que sucede in vivo. Mejor aun habria sido el aplicar los
estimulos estudiados (bacterias inactivadas y VD3) a voluntarios sanos, y
posteriormente por medio de biopsias y lavado bronquioalveolar detectar los
PAMs. Sin embargo, dado que hasta este momento contabamos con poca
evidencia para proponer un estudio con este grado de invasién, y que ademas
pudiera ser considerado como riesgoso y poco ético, decidimos continuar nuestra
investigacién con otro modelo in vivo, un modelo nasal.

El hecho de que los estimulos aplicados (bacterias inactivadas y VD3) han sido
previamente utilizados en medicina y tienen un perfil de efectos secundarios bajos,
aunado al hecho de que el modelo nasal es poco invasivo, harian mas factible y
viable la realizacion del estudio nasal in vivo, en comparacion con otro modelo de
estudio en pulmén. Por estos motivos antes de continuar la investigacién en
epitelio bronquial disefamos el estudio 2: “Inducciéon de péptidos antimicrobianos

en mucosa nasal’.

77



DISCUSION ESTUDIO 2:

En el presente estudio decidimos realizar un reto nasal in vivo, aplicando
bacterias inactivadas, VD3, o la combinacién de ambas a voluntarios sanos. Se
decidio realizar la medicion de hBD-2 a las 8h en el primer grupo, y a las 48 h en
el segundo grupo, pues analisis in vitro previos habian demostrado que la
expresion de los PAM puede inducirse desde las 8h hasta las 48h tras la
estimulacion.®®

En el grupo de 8h, pudimos evidenciar que la deteccion de hBD-2 y LL-37 en el
lavado, fue negativo para todos los estimulos, excepto en el caso de un solo
individuo que resultd positivo para hBD-2 tras la administracion intranasal de
bacterias inactivadas. Entre las causas que pudieron ocasionar el resultado
negativo en la deteccion de hBD-2 estan: el momento en el cual se hizo el lavado
nasal (8h), la dosis total aplicada, y la frecuencia de administracion del estimulo.

Se decidi6 hacer el lavado nasal a las 8h, porque como comentamos
previamente, hay evidencia que indica que la expresion de los genes camp (VD3),
y defB2 (hBD-2) se produce de manera importante desde las primeras 8h de ser
estimuladas con VD3 e IL-1 respectivamente.®® Sin embargo, podria ser que in
vivo, para alcanzar concentraciones detectables por medio de ELISA, se requiera
mas tiempo, quizas 24 a 48h. Por otra parte, el hecho de que un individuo haya
resultado positivo para la deteccién de hBD-2 nos hace plantearnos la posibilidad
de que existan sujetos mas sensibles a los estimulos aplicados, en este caso a las
bacterias inactivadas. Mas aun, podria ser que se produzca una concentracidon

detectable de hBD-2 a las 8 h, pero con un estimulo mas potente, como podria ser
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el incremento en la dosis total de bacterias inactivadas. En el presente estudio
aplicamos 10 millones de bacterias inactivadas en una sola dosis, no quisimos
incrementar mas la dosis, pues la experiencia clinica nos ha mostrado que dosis
mayores a esta, si bien es raro, pueden llegar a producir fiebre en ciertos
individuos.

Otro factor a tomar en cuenta es la frecuencia de administracion del estimulo.
Par entender la importancia de esta variable, debemos hacer notar que ademas
del tamano del in6culo (en nuestro estudio seria el total de la dosis), para que un
microorganismo pueda ser reconocido por el sistema de defefensa, requiere cierto
tiempo de contacto con el epitelio. Dado que las bacterias han sido inactivadas,
pierden virulencia y por ende adhesion al epitelio. Aunado a esto hay que recordar
que la mucosa nasal tiene células ciliadas que se encargan de movilizar todas las
particulas que entran a la nariz, incluido el moco, y por supuesto nuestro estimulo.
Por ello una mayor frecuencia en la aplicacién del estimulo supondria un mayor

éxito en la produccion de PAM’s.

Con el razonamiento anterior, emprendimos el siguiente estudio en el grupo de
48 h, donde se aplico el doble de la dosis en comparacién al grupo 1, 20 millones
de bacterias y 400 Ul de VD3. Para disminuir los posibles efectos secundarios, y
ademas incrementar el tiempo de exposicion del epitelio al estimulo, dividimos la
dosis total en 4 aplicaciones, que serian administradas con espacio de 12 h entre
cada una.

De esta forma obtuvimos resultados positivos para hBD-2 en el grupo 2, tras la

estimulaciéon con bacterias inactivadas (Estimulo B) y tras la combinacién de
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bacterias inactivadas y VD3 (Estimulo C). Cuando se aplico el estimulo B en el
grupo de individuos, resultaron positivos para hBD-2 el 58.3%, y cuando se les
administré el estimulo C, resultaron positivos para el mismo péptido el 66.6%, lo
cual contrasta con los resultados obtenidos en el grupo 1, en quienes se obtuvo
resultado positivo para hBD-2 en el 8.3% y 0%, tras la aplicacion del estimulo B y
el C respectivamente. Esto sugiere que tanto la dosis total, como la frecuencia y el
tiempo de aplicacion, influyen en la produccién de los PAM’s.

Dentro de las hipodtesis planteadas inicialmente, nosotros proponiamos que la
combinacioén de bacterias inactivadas y VD3 podria incrementar la produccién de
hBD-2, basandonos en resultados de estudios in vitro. Sin embargo, cuando
comparamos las medias de los valores obtenidos para hBD-2 en los individuos del
grupo 2, tras la aplicacion del estimulo B y el C, encontramos niveles mas altos de
hBD-2 cuando los individuos fueron expuestos al estimulo B (4668.99+2829.33
pg/ml vs 3894.37+2074.30 pg/ml), ver Figura 1. Para encontrar un resultado con
significancia estadistica, aplicamos una prueba de T para grupos dependientes.
Solo 5 individuos dieron positivos para hBD-2 cuando se les aplicé el estimulo B y
el estimulo C. Es por demas interesante el comentar que cuando se hizo este
analisis por separado, se pudo evidenciar que practicamente en todos los
individuos, los niveles de hBD-2 se incrementaron cuando se les aplico la
combinaciéon de bacterias inactivadas + VD3 (Estimulo C), en comparacién los
niveles obtenidos en ellos mismos cuando solo se les aplicod bacterias inactivadas
(Estimulo B). Se obtuvo ademas una diferencia estadisticamente significativa con
un valor de p de 0.013. (Ver figura 2). Este hallazgo concuerda con lo reportado

por Wang et al,®® en donde demuestra que la administracion de pequefias
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cantidades de VD3 (1nM) aunado a la aplicacion de IL-1 (50ng/ml) en un cultivo de
células SCC25, pueden incrementar la expresion del gen defB2 que codifica para
hBD-2, en mayor proporcién que la administracion de IL-1 sola. Si bien en nuestro
experimento no administramos IL-1 a nuestros pacientes por razones éticas, como
se comentd previamente, la exposicion de los monocitos y lo linfocitos a las
bacterias inactivadas podria inducir la produccion de IL-1, tal y como lo sugieren
algunos experimentos in vitro.™! Otro evidencia indirecta del posible efecto de la
VD3 en el incremento de los valores de hBD-2 cuando se administré junto con
bacterias inactivadas podria estar asociada al hallazgo reportado por Schauber et
al.™® En dicho estudio ellos evidencian que la estimulacién de keratinocitos con
VD3 (100nM) indujo la expresion de mRNA de TLR2 y CD14. Si la VD3 pudiera
ocasionar un efecto similar en las células de epitelio nasal, el incremento de
TLR2y CD14, se traduciria en un mayor reconocimiento de peptidoglicanos
bacterianos, que a su vez produciria un incremento en los niveles de hBD-2. Por
supuesto futuros estudios seran necesarios para corroborar dicho hallazgo, pues
debido al disefio del estudio podria tratarse de un efecto “aditivo”, sin embargo
esto es poco probable dado el tiempo de lavado entre la aplicacion de cada
estimulo (15 dias). El hecho de que solo se halla detectado hBD-2 en un individuo
después de la administracion del estimulo D (placebo) también descarta, desde
nuestro punto de vista, el mencionado efecto aditivo. Cabe resaltar, que el unico
individuo que resultd positivo para hBD-2 tras el estimulo D, presentd un cuadro
gripal 2 dias después del lavado nasal, lo cual podria explicar la elevacion del

PAM.
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En cuanto a Catetelicidina, el resultado negativo tras la aplicacion de los
diferentes estimulos en los dos grupos, nos confirma lo comentado con
anterioridad, la regulacién de LL-37 es especifica del microambiente,*® pués atn
cuando en la piel este péptido es producido en los keratinocitos tras ser
estimulados con VD3,%° en otros sitios como en el colon es producida solo tras la
estimulacién con butirato.”® Ciertamente, en el epitelio de la mucosa nasal el
estimulo con VD3 no fue capaz de inducir la produccién de LL-37, al menos en un
nivel detectable por la prueba de ELISA. Tampoco la administracion de la mezcla
de bacterias inactivadas, gram positivas y negativas, fue capaz de inducir su
produccion a niveles detectables. Quizas la administracion de concentraciones
mas altas de bacterias, principalmente gran positivas, asi como un mayor tiempo
de estimulacion podrian propiciar la produccion de LL-37. Futuros estudios seran
necesarios para identificar el estimulo mas potente en la produccion de
catelicidina.

La deteccion de hBD-2 a niveles muy semejantes a los necesarios para ejercer
su efecto antimicrobiano,?” nos abren un panorama muy amplio en la busqueda de
nuevas estrategias terapéuticas para prevenir y tratar procesos infecciosos de las

vias respiratorias superiores.
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DISCUSION ESTUDIO 3:

Para investigar si la hBD-2 que detectamos en los lavados nasales tenia como
origen las células epiteliales, realizamos una tincién por inmunohistoquimica en
biopsias nasales obtenidas de sujetos que fueron sometidos a rinoseptumplastia
por obstruccion nasal. La inmunorreactividad a hBD-2 fue localizada
primordialmente hacia el epitelio, corroborando asi, que las células epiteliales son
las productoras de hBD-2, tal y como se describe en la literatura.’®* De manera
caracteristica, detectamos una inmunotincion positiva para hBD-2 en el 40% de las
biopsias en condiciones basales, es decir, aquellas que fueron procesadas
inmediatamente después del tiempo quirdrgico, sin tiempo de cultivo, y
obviamente sin estimulo alguno. Este hallazgo es semejante al reportado en un
estudio previo por Chen y Fang, en el cual ellos encontraron tincidon positiva para
hBD-2 en el 25% de las biopsias nasales, procesadas de inmediato al terminar el
acto quirtrgico. '** El hecho de que en nuestro estudio, el porcentaje haya sido
discretamente mayor, podria ser debido a que se utilizaron diferentes anticuerpos
en las técnicas de inmunohistoquimica. Es importante mencionar que si bien los
sujetos a los cuales se les practicd la biopsia no presentaban datos de proceso
infeccioso, tenian pruebas cutdneas negativas para alergia y se habia descartado
cualquier otra comorbilidad, fueron sometidos en su mayoria a procedimiento
quirargico por presentar obstruccion nasal debido a un proceso de rinitis
vasomotora o idiopatica. El término de Rinitis denota inflamacién de la nariz, por
lo que no es de extranar que estos péptidos se encuentren en la mucosa de

algunos de estos pacientes, pues como ya se habia comentado su funcién no es
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unicamente antimicrobiana, sino que tienen multiples efectos que denominamos
pleyotrépicos.145 De hecho, en el mismo estudio reportado por Chang y Fang ™,
encontraron la presencia de hBD-2 en el 83% de las biopsias de pdlipos nasales,
patologia que se ha asociado a un proceso inflamatorio importante. Asi pues, su
presencia también podria estar en relacion directa con un proceso de
reepitelizacién tisular, como ha sido demostrado en otros estudios, en los cuales
se ha encontrado un incremento dramatico en la produccion de hBD-2 y LL-37 en
los bordes de una herida, posterior a una lesion.'*147

Por supuesto, el hallazgo de mayor relevancia para el presente estudio, fue el
demostrar que estimulando las biopsias nasales con bacterias inactivadas indujo
una fuerte tincion para hBD-2 en todas las biopsias, lo cual confirma los hallazgos
obtenidos en estudio in vivo de reto nasal y lavados nasales. Como comentamos
ya en la discusién del estudio 2, con los estudios que realizamos, no investigamos
directamente los mecanismos por los cuales los extractos bacterianos inducen la
produccion de hBD-2 in vivo. Sin embargo, esta bien establecido que varias
moléculas bacterianos, incluyendo los proteoglicanos, los LPS, y el LTA, pueden
inducir la produccion de hBD-2 interactuando con los receptores tipo “toll”
(TLRs).”" En estudios previos se logré demostrar que los productos bacterianos
SpeB (una cistein proteasa del Streptococcus pyogenes), LPS de Escherichia Coli,
y péptidoglicanos de Staphylococcus aureus, indujeron la expresion de hBD-2 en
epidermis humana.'' Por estas razones, nosotros formulamos la hipétesis de que

las moléculas presentes en las bacterias inactivadas pudieron haber estimulado a

los TLRs, induciendo asi la produccion local de hBD-2.
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XIV. CONCLUSIONES

La hBD-2 puede ser inducida en el epitelio nasal, tras la estimulacion con
bacterias inactivadas. El colecalficerol podria tener un efecto sinergistico con las
bacterias inactivadas, en la produccion de hBD-2, al menos en el epitelio nasal. La
estimulacién de la inmunidad innata para producir hBD-2, podria ser utilizada para

prevenir e inclusive tratar infecciones causadas por patdgenos respiratorios.
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XVI. ANEXOS

ANEXO 1

Técnica de cultivo de células A-549

10.

11.

Se descongela en bafio maria a 37°C

Se transfiere el contenido del vial a un tubo de centrifuga de 14 ml, el cual contiene 9 ml de
medio F12K con suero fetal bovino (SFB) al 15%.

Se centrifuga a 3500 RPM durante 10 min a 4 C.

Se descarta el sobrenadante y la pastilla de células se resuspende en un volumen “adecuado”
del medio F12K con SFB al 15%, para posteriormente incubarse a 37°C con una atmosfera de
CO2 al 5%.

Cuando se observe confluencia del 90 al 100% se procede a inocular el agente deseado o bien
a propagar las células.

Para lograr la propagacion de las células, estas deben presentar una confluencia del 90 al
100% en el frasco de cultivo. Se lavan las células 2 veces con 3 ml de PBS (Phosphated
buffer saline) y posteriormente se anaden 3 ml de Tripsina-EDTA al 0.25%, se incuban de 5 a
10 min a 37°C y atmésfera al 5% de CO2.

Una vez despegadas las células, se transfieren los 3 ml a un tubo de centrifuga de 14 ml con 9
ml de medio F12K, y se centrifuga a 3500 RPM, 37°C.

Se descarta el sobrenadante y la pastilla se resuspende en un tubo con un volumen “adecuado”
de medio F12K y SFB al 15%.

Se transfiere a los frascos que se quieren cultivar y se incuban a 37°C, 5% CO2.

Para inocular el agente deseado, el frasco debe estar en un 90 a 100% de confluencia,
posteriormente se lava el frasco 2 veces con 3 ml de PBS.

Se inocula el agente deseado a la concentracion necesaria, y se incuba el tiempo establecido

en el protocolo.
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ANEXO 2

La férmula de bacterias inactivadas utilizadas en el presente estudio, esta elaborada por
APl ASAC Pharmaceutical Immunology, S. A., fundada en 1986, en Espana, y se rige
por los mas altos estandares de calidad de la comunidad Europea. Dicha empresa tiene
una filial en México, Ipi ASAC México, S.A. de C.V., que se encarga de comercializar y
distribuir los productos elaborados por esta. La féormula liofilizada Sublingual Ill, tiene en
el mercado Mexicano 10 afios, y ha sido utilizada para el tratamiento de miles de

pacientes, sin reportes adversos.

Bacteriana Sublingual

Suspension de antigenos bacterianos, prescritos por el especialista, en funciéon del diagndstico
establecido sobre el paciente.

TRATAMIENTO BACTERIANO
NASOFARINGEO-SUBLINGUAL
COMPOSICION POR VIAL

Composicion por vial una vez reconstituido:

Antigeno bacteriano... 2600 millones/ml
Clorhexidina........ccoovvviiiiiinnean... 0,01%

Agua calidad inyectable
Lo T o 8 ml.
Formula liofilizada Sublingual 111, Frasco 2. (S. Pneumoniae, Brahmanela catarrahalis, S. aureus, Haemophilus
influenzae, Streptococcus alfa-hemolitico, Streptococcus beta-hemolitico, Streptococcus fecales, S. epidermidis,
Bordetella pertussis, proteus sp, pseudomonas sp, E. coli, corynebacterium diphteriae).

INDICACIONES
Catarros de repeticion, bronquitis obstructiva crénica y asma por infeccion bacteriana.

CONTRAINDICACIONES
Durante las fases agudas de la enfermedad debe suspenderse el tratamiento, reiniciandolo cuando los sintomas

hayan desaparecido.

PRECAUCIONES
Administrese el preparado tal como se indica en este prospecto, en el apartado de instrucciones para la correcta

administracion.

INTERACCIONES
No se han descrito.

!l" ASAC

mm Meéxico
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ANEXO 3-A

Human BD-2
ELISA Development Kit
900-K172 Lot# 0807172

Description: Human BD-2 ELISA development kit
contains the key components required for the quantitative
measucement of natnral and/or recombinant hBD-2 in a
sandwich ELISA format within the range of S-lGDOpg_-"ml.
Using the ELISA protocol descubed below, the
recommended mucroplates, reagents and solutions, the
components supplied in this kit are sufficient to assay
hBED-2 in apprommately 1000 ELISA plate wells.

RECONSTITUTION & STORAGE
Capture Antibody: 251z of antigen-affinity punfied

goat anti-hBD-2 + 2 5mg D-mannitol. Centrifuge vial prior to
opening. Reconstimate in 0.25m] stexle water for a
concentration of 100g/ml

Detecrion Antdbody: 30Ug of biotinvlated antigen-affiuty
poaified goat anti-hBD-2 + 2 5mg D-mannitol. Centrfuge
vial pror to opening. Reconstitute in 0.5ml stecile water for
a concentration of 100pg/ml

Human BD-2 Standard: lug of recombinant hBD-2 +
2.2mg BSA + 11.0mg D-mannitol. Centrifnge vial prior to
opening. Reconstitute in lml sterile water for a concentration
of lug/ml

Nore: The reconstimted components ate stable for 2 weeks
when stored at 2-8°C. Components that have been
reconstituted and alignoted can be stored at -20°C forup to 6
months.

Avidin-HRP Conjugate: 600 vial Upon receipt, avnidin-
HEF conjugate should be aliquoted into ten 611 wials and
stored at <<-209C. Alignots stored frozen at <-20°C are stable
for up to 2 vears form date of receipt. Avoid more than one
freeze-thaw cycle. Avidin should be used in conjuncrion
with ABTS only.

RECOMMENDED MATERIALS

ELISA microplates (Nuac MaziSorp Prod # 439454);
Tween-20 (Sigma Cat. # P-7949);

BSA (Sigma Cat # A-T030);

ABTS Liqud Substrate Solution (Sigma Cat. # A3219);
Dulbecco’s PBS [10x] (Gibeo BRL Cat. # 14200-073).

RECOMMENDED SOLUTIONS

AW solstions showld be ar anebient remperature prior 1o tise.
PES: dilute 10=PES to 1=PBS, pH 7.20 in sterile water.
Wash Buffer: 0.05% Tween-20 in PBS

Block Buffer: 1% BSA in FBS *

Diluent: 0.05% Tween-20, 0.1% BSA in PBS *

* Sterile filter and srore ar 4°C for up ro 1 week

PLATE PREPARATION
1. Dilte captace antthody with PBS to a

concentration of O.ESlug,.-":rﬂ. Immediately, add
100p] to each ELISA plate well. Seal the plate and
incubate overnight at room temperature.

Aspirate the wells to remove liquid and wash the
plate 4 tmes nsing 300Ul of wash buffer per well.

(]

After the last wash invert plate to remove residual
buffer and blot on paper towel.

Add 3000l block buffer to each well. Inenbate for
at least 1 hous at room temperature.

4. Aspuate and wash plate 4 tumes.

[#%]

ELISA PROTOCOL

Standard/Sample: dilnte standard from lng/ml to zero

in divent. Immediately add 100U of standard or sample

to each well in triplicate. Inenbate at room temperature

for at least 2 hous.

Detection: Aspicate and wash plate 4 times.

Dilute detection anttbody in diluent to a concentration

of 0.5ug/ml. Add 100ul per well. Incubate at room
temperature for 2 houss.

Avidin-HRP Conjugate: Aspirate and wash plate 4 times.
Dilute 5.5pl of avidin-HRP conjugate 1:2000 in diluent fora
total volume of 11ml Add 100l per well. Incubate 30
mimites at room temperatire.

ABTS Liguid Substrate:

(ABTE Swbstrare should be ar ambient revsperature priov 1o wse)
Aspirate and wash plate 4 times. Add 100pl of substrate
solution to each well Incubate at room temperature for
color development. Monitor color development with an
ELISA plate reader at 405 am with wavelength correction
set at 650 nm.

INOTE: Reliable standard curves are obtained when either
0.D. readings do not exceed 0.2 wuts for the zero standard
concentrations, or 1.5 units for the highest standard
concentration. The plate should be monitored at 3-minnte
intervals for approximately 35 munutes. O.D. readings may vary.

CROSS REACTIVITY
When tested at 50ng/ml the following antizens did not
exhubit significant cross reactivity:

Human BD-1 (36a.a), BD-1 (47aa), BD-3

1 10 1m 1000 il




Application

Features

Principle

Storage and
stability

Recovery

Linearity

ANEXO 3-B
HUMAN LL-37 ELISA Kit

The human LL-37 ELISA has been developed for the quantitative measurement of natural and
recombinant LL-37 in plasma and cell culture medium. In plasma samples, human LL-37 can be

measured accurately if plasma samples are diluted at least 20 timeas. Most reliable results ane obtained if
EDOTA plasma is used.

Flease be aware that human LL-37 is released from neutrophils into serum in the process of blood

coagulation. This will lead to false positive and difficull to interpret resulis of serum samples. Therefore it
is advised to use ‘careful plasma’

= Minimum concentration which can be measured is 0.14 ng/ml human LL-37.
»  Measurahle concentration range of 0.14-100 ng/m.
= Working volume of 100 plfwell.

*  The human LL-37 ELISA is a ready-to-use solid-phase enzyme-linked immunosorbent assay based
on the sandwich principle with a working time of 3% hours.

»  The efficient format of 2 plates with twelve disposable 8-well strips allows free choice of batch size

for the assay.

Samples and standards are captured by a solid bound specific antibody.

Biotinylated tracer antibody will bind to captured human LL-37.

Streptavidin-peroxidase conjugate will bind to the biotinylated tracer antibody.

Streptavidin-peroxidase conjugate will react with the substrate, tetramethylbenzidine (TMB).

The enzyme reaction is stopped by the addition of citric acid.

The absorbance at 450 nm is measured with a spectrophotometer. A standard curve is obtained by

plotting the absorbance (linear) versus the comesponding concentrations of the human LL-37

standards (log).

*  The human LL-37 concentration of samples, which are run concurrently with the standards, can be
determined from the standard curve.

Froduct should be stored at 4°C. Under recommended storage conditions, product is stable for at least
six maonths. After reconsiitution the reagents are stable for 1 month if stored at 2-3°C, except for the
standard.

After reconstitution the standard is stable for 12 hours. For longer stability we recommend to store
aliquots at —20°C.

Momal human blood samples (plasma), were spiked with human LL-37 in concentrations of 35 and 0.7
ng/mi. Samples with and without human LL-37 were incubated for 1 hour at room temperature. Samples
were measured using the ELISA. Values for human LL-37 ranged hetwesn 79% and 100% (mean 90%).

The lingarity of the assay was determined by serially diluting a sample containing 35 ng/mi human LL-
37. The diluted samples were measured in the assay. The line obtained a slope of 1.185 and a
correlation coefficient of 0,293

Linearity

a0 /t
30 vl
%
1 /
7

1 i) 30 40 0
Expected concentration {ng'ml)

[mg/ml)
v
=]

Oy ed concent rlion
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ANEXO 4

DIAGRAMA DEL ESTUDIO

CULTIVO DE CELULAS EPITELIALES
BRONQUIALES A-549

¥ ) 4 ) 4 v v A4
VD3 Bacterias Bacterias Bacterias VD3 + CONTROL

atenuadas atenuadas atenuadas Bacterias (PBS)
Férmula 3 Gram (+) Gram (-) atenuadas

Formula 3

Liofilizacion.
Concentracion 5X »
Se repite x 3
v

Medicion de LL-37, hBD-2
Método: ELISA

A 4

Andlisis estadistico.
Diferencias: Intra y Entre grupos.
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ANEXO 5

1.-FOLIO: 2.- Fecha: / /
dd/mm/aa

3.-EPITELIO: Nasal () Bronquial ()

4.-INDUCTOR: PBS( ) VD3 ( ) Bacterias( ) VD3+Bacterias( )

5.-Si el inductor fue VD3 marque la concentracion utilizada:
50nm () 100 nm () 200 nm ()

6.-Si el inductor utilizado fueron Bacterias marque la suspension bacteriana utilizada:

-Forumla Bacteriana 3 () Haemophilus influenzae ( ) S. aureus ()

-Gram Positivos ( ) Pseudomonas aeruginosa ( ) Streptococcus beta-hemolitico ( )

-Gram Negativos () Klebsiella pneumoniae ( )  Streptococcus pneumoniae ()
Salmonella sp ()

7.-Con qué procedimiento fueron inactivadas las bactérias: Calor () Sonicaciéon ()

8.- Cual fue la relacion Bacteria/celula usada:
100:1 ( ) 200:1 () 800:1 ()

9.-Si el inductor utilizado fue VD3+Fo6rmula Bacterina 3, marque la dosis utilizada:
VD3 50 nm + Bacterias 100:1 ()
VD3 100 nm + Bacterias 200:1 ( )
VD3 200 nm + Bacterias800:1 ( )

TUO




—— INDUCCION DE PEPTIDOS ANTIMICROBIANOS EN MUCOSA NASAL

ANEXO 6

CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO

Lugar y Fecha

Por medio de la presente acepto participar en el proyecto de investigacion titulado: “Induccién de
péptidos antimicrobianos en mucosa nasal”

Registrado ante el Comité Local de Investigacion en Salud:

El objetivo del estudio es: Determinar los niveles de péptidos antimicrobianos en lavados nasales,
tras la exposicion a diferentes concentraciones de Vitamina D y Bacterias atenuadas.

Se aplicarad por medio de un spray nasal distintas concentraciones de Vitamin D, Bacterias atenuadas,
0 una combinacién de ambas. Posteriormente se realizard un lavado nasal después de la aplicaciéon a
cada estimulo. El liquido obtenido del lavado nasal serd procesado en el laboratorio, donde se
determinaran los niveles de péptidos antimicrobianos. Como parte del protocolo se le realizaran
pruebas cuténeas, para verificar si padece alergia.

Riesgos: la vitamina D y las bacterias inactivadas se han utilizado para otras enfermedades, sin
haberse reportado riesgos importantes. En el caso de la vitamina D, la dosis nasal no excedera lo
dosis diaria maxima recomendada (200 a 400 UI). Dado que la aplicacion sera nasal, puede existir la
posibilidad de presentar irritacion y sensacion de obstruccion nasal. No existe compensacion
econdmica en caso de complicaciones por el procedimiento, sin embargo, El Instituto Nacional de
Enfermedades Respiratorias se hard cargo de la atencion médica, siempre que la complicacion se
haya derivado del protocolo.

Beneficios: usted estard participando en un proyecto de investigacion de alto impacto, que podria
derivar en la prevencidon de enfermedades infecciosas que afectan al aparato respiratorio, incluida la
gripa, sinusitis, y neumonia.

El presente estudio no generara algin costo extra por participacion o procesamiento de muestras. El
numero total de paciente a incluir en el estudio es de 20.

Declaro que se me ha informado ampliamente sobre los posibles riesgos, inconvenientes, molestias y
beneficios derivados de mi participacion en el estudio. Entiendo que al aceptar el presente
consentimiento informado estoy autorizando el acceso a mi expediente médico a terceros.

El investigador principal se ha comprometido a responder cualquier pregunta y aclarar cualquier duda
que le plantee acerca de los procedimientos que se llevaran a cabo, los riesgos, beneficios o cualquier
otro asunto relacionado con la investigacion o con mi tratamiento (en caso de que el proyecto
modifique o interfiera con el tratamiento habitual del paciente el investigador se compromete a dar
informacion oportuna sobre cualquier procedimiento alternativo adecuado que pudiera ser ventajoso
para mi tratamiento)
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Entiendo que conservo el derecho de retirarme del estudio en cualquier momento en que lo considere
conveniente, sin que ello afecte la atencidon médica que recibo en el instituto.

El investigador principal me ha dado seguridades de que no se me identificara en las presentaciones o
publicaciones que se deriven de este estudio u de que los datos relacionados con mi privacidad seran
manejados en forma confidencial. También se ha comprometido a proporcionarme la informacién
actualizada que se obtenga durante el estudio, aunque esta pudiera cambiar de parecer respecto a mi
permanencia en el mismo.

En caso de emergencia, dudas o preguntas relacionadas con el estudio, comunicarse al teléfono
54871740 Pabellon 11 (Investigacion en inmunogenética y alergia), con el Dr. Eduardo Guani Guerra o
el Dr. Luis Manuel Teran Juarez.

Nombre y firma del paciente / Fecha
Nombre y Firma Testigo 1 / Fecha. Domicilio del Testigo 1
Nombre y Firma Testigo 2 / Fecha. Domicilio del Testigo 2

Nombre y firma del Investigador / Fecha




ANEXO 7

TECNICA MODIFICADA DE GREIFF Y GRUENBERG:

1. El lavado nasal se realizara utilizando una sonda Foley de 14 G, de silicon. La punta de la
sonda se corta en la porcidn distal, manteniendo el baldn intacto.

2. Lapunta de la sonda se introduce 1.5cm, teniendo cuidado de no lesionar el septum nasal.

3. Con el sujeto sentado, en posicion de escritura, se infla el globo, y posteriormente se instilan
Sml de solucidn salina, por medio de una jeringa colocada en el extremo de la sonda Foley.
Se pide al paciente que trate de ocluir el espacio nasofaringeo al elevar la porcidon posterior de
la lengua y el paladar blando, evitando asi que la solucién instilada sea deglutida, y se deja la
solucion instilada 2 minutos en cavidad nasal. Posteriormente se extrae la mezcla de solucion
salina y moco con la misma jeringa.

4. Se instilan otros 5 ml de solucion salina al 0.9%, y se repite el procedimiento previamente
descrito. Se procede a desinflar el globo de la sonda Foley, y ulteriormente se retira la misma.

5. La muestra se guarda en tubos estériles de plastico (Falcon), y es enviada para su

. 138,1
procesamiento.**'*

Clin Exp Allergy 2001;31:1111-5.

109




ANEXO 8

PROCESAMIENTO DE LA MUESTRA:

. El liquido obtenido por lavado nasal es centrifugado a 1500 revoluciones durante 10 minutos.
El sobrenadante es colocado en otro recipiente, y al remanente del centrifugado ese le aplica
dithiothreitol (Sputolysin, Calbiochem Corp., San Diego, CA, USA), con el fin de degradar el
moco. Una vez degradado el moco, se realiza un conteo de células en la cdmara de Neubauer,
posteriormente se verifica viabilidad celular por medio de una tincion de Azul de Tripano.
Posteriormente se colocan 10ul del remanente en el citospin, y se centrifuga a 7g por 6
minutos (Shandon III cytocentrifuge), el volumen impactado se tifie con Tincion de Wright
modificada para realizar, posteriormente, conteo celular por microscopio.
. El sobrenadante del lavado nasal, obtenido de la primera centrifugacion (pasos 1 y 2), se
somete a liofilizacion y posteriormente se reconstituye con solucion salina 0.9%, para
concentrar asi 10 veces el volumen inicial.
. El volumen reconstituido, y concentrado 10 veces, se guarda a -70°C en congelador REVCO,

hasta que vaya ser utilizado para cuantificacion de hBD-2 y LL-37 por el método de ELISA.

110




ANEXO 9 No.Folio:

FORMATO CAPTACION DE DATOS:
INDUCCION DE PEPTIDOS

Nombre:

e-mail:

Edad: Fecha de Nacimiento: Sexo: Masculino [
dd /mm /aa Femenino [

Lugar de Origen: Lugar actual de Residencia:

Antecedente Tabaquismo: Si [] No [|  Tabaquismo Actual: Si [| No [

Antecedente de cirugias nasales: Si [ | No [

Antecedentes de fractura nasal: Si [ No [

Antecedentes rinitis alérgica: ~ Si [] No [

En caso de tener rinitis marque con una cruz aquella condicién que se asocie con su cuadro:

e Incrementa por el frio o calor! |
e Incrementa por la noche! |
e Incrementa con olores fuertes! |
e Incrementa tras la exposicion a alergeno conocido (gato, polvo, polen etc) [

Antecedentes de asma: Si ] No [

(Ha recibido tratamiento con inmunotepia o vacunas para alergia? Si [/ No [
Antecedentes de rinosinusitis:  Si [| No [ No. de rinosinusitis por afio:
Numero de cuadros gripales o rinofaringitis por afio (iltimos 5 afos):
Otras enfermedades:

Medicamentos de uso actual o uso frecuente:

Marque con una cruz el cuadrado, si corresponde con algln sintoma o signo que usted presente:

Rinorrea [ | Obstruccion nasal [| Prurito nasal [ | Estornudos en salva [| Voz nasal [ |
Cacosmia [ | Mal aliento [ ] Ojorojo [] Lagrimeo [ | Prurito ocular [| Tos [ Falta de
aire [ | Opresion toracica [ ] Sibilancias [ |

Resultado de Pruebas cutaneas: Positivo | Negativo [ |
Alergeno(s) causante de sensibilizacion:

(Durante la administracion del spray nasal present6 alguna sintomatologia? Si [/ No [
Si la respuesta es afirmativa por favor especifique o describa la sintomatologia:

-Spray 1 (“D”):
-Spray 2 (“A”):
-Spray 3 (“B”):
-Spray 4 (“C”):




ANEXO 10

VOLUNTARIOS

'

GRUPO 1
(Al cual se le
aplicaran estimulos
durante 48h)

'

GRUPO 2
(Al cual se le
aplicaran estimulos
durante 8h)

ALEATORIZACION:
A,B,C.

PERIODO DE
LAVADO =15 dias

7

ANALISIS <:|
RESULTADOS <:| ESTADISTICO

A 4

Lavado Nasal en condiciones BASALES

-

/ VD3 (“A”)

-

BACTERIAS (“B”)

-

BACTERIAS+VD3

Aplicacion intranasal

-

CONTROL (“D”)

\

Aplicacion intranasal —

Aplicacion intranasal =

“C”) —

Aplicacién intranasal ———

|
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noOHE>wn» 2

|

1L

v

PROCESO DE
LA MUESTRA +

ELISAS
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—— INDUCCION DE PEPTIDOS ANTIMICROBIANOS EN MUCOSA NASAL

ANEXO 11

CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO

Lugar y Fecha

Por medio de la presente acepto participar en el proyecto de investigacion titulado: “Induccién de
péptidos antimicrobianos en mucosa nasal”

Registrado ante el Comité Local de Investigacion en Salud:

El objetivo del estudio es: Determinar los niveles de péptidos antimicrobianos en lavados nasales,
tras la exposicion a diferentes concentraciones de Vitamina D y Bacterias atenuadas.

Se aplicara por medio de un spray nasal distintas concentraciones de Vitamin D, Bacterias atenuadas,
o una combinacion de ambas. Posteriormente se realizara un lavado nasal después de la aplicacion a
cada estimulo. El liquido obtenido del lavado nasal sera procesado en el laboratorio, donde se
determinaran los niveles de péptidos antimicrobianos. Como parte del protocolo se le realizaran
pruebas cutdneas, para verificar si padece alergia.

Riesgos: la vitamina D y las bacterias inactivadas se han utilizado para otras enfermedades, sin
haberse reportado riesgos importantes. En el caso de la vitamina D, la dosis nasal no excederd lo
dosis diaria maxima recomendada (200 a 400 UI). Dado que la aplicacion sera nasal, puede existir la
posibilidad de presentar irritacion y sensacion de obstruccion nasal. No existe compensacion
econdmica en caso de complicaciones por el procedimiento, sin embargo, El Instituto Nacional de
Enfermedades Respiratorias se hard cargo de la atencion médica, siempre que la complicacion se
haya derivado del protocolo.

Beneficios: usted estard participando en un proyecto de investigacion de alto impacto, que podria
derivar en la prevencion de enfermedades infecciosas que afectan al aparato respiratorio, incluida la
gripa, sinusitis, y neumonia.

El presente estudio no generard algun costo extra por participacion o procesamiento de muestras. El
numero total de paciente a incluir en el estudio es de 20.

Declaro que se me ha informado ampliamente sobre los posibles riesgos, inconvenientes, molestias y
beneficios derivados de mi participaciéon en el estudio. Entiendo que al aceptar el presente
consentimiento informado estoy autorizando el acceso a mi expediente médico a terceros.

El investigador principal se ha comprometido a responder cualquier pregunta y aclarar cualquier duda
que le plantee acerca de los procedimientos que se llevaran a cabo, los riesgos, beneficios o cualquier
otro asunto relacionado con la investigacion o con mi tratamiento (en caso de que el proyecto
modifique o interfiera con el tratamiento habitual del paciente el investigador se compromete a dar
informacion oportuna sobre cualquier procedimiento alternativo adecuado que pudiera ser ventajoso
para mi tratamiento)
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ANEXO 11

Entiendo que conservo el derecho de retirarme del estudio en cualquier momento en que lo considere
conveniente, sin que ello afecte la atencion médica que recibo en el instituto.

El investigador principal me ha dado seguridades de que no se me identificara en las presentaciones o
publicaciones que se deriven de este estudio u de que los datos relacionados con mi privacidad seran
manejados en forma confidencial. También se ha comprometido a proporcionarme la informacion
actualizada que se obtenga durante el estudio, aunque esta pudiera cambiar de parecer respecto a mi
permanencia en el mismo.

En caso de emergencia, dudas o preguntas relacionadas con el estudio, comunicarse al teléfono
54871740 Pabellon 11 (Investigacion en inmunogenética y alergia), con el Dr. Eduardo Guani Guerra o
el Dr. Luis Manuel Teran Juarez.

Nombre y firma del paciente / Fecha
Nombre y Firma Testigo 1 / Fecha. Domicilio del Testigo 1
Nombre y Firma Testigo 2 / Fecha. Domicilio del Testigo 2
Nombre y firma del Investigador / Fecha

Version de proyecto 220409 Pagina 2/2




ANEXQO 12

Técnica de Inmunohistoquimicas.
Tejidos en Parafina.

1. Desparafinar. Preparar el horno de 60-65° C. El tiempo de desparafinar va desde
20min hasta 1hr dependiendo de la cantidad de laminillas y de la calidad de la
parafina.(algunas laminillas se desparafinan mas rapidamente).

2. Tren de Hidratacién/deshidratacion.

¢ Hidratacion
a) Xilolas(100%)
b) Xilolas(100%)
¢) Xilol,s/Etanol(50:50)
d) Etanol(100%)
e) Etanol(100%)
f) Etanol(90%)
g) Etanol(70%)
h) H,O Destilada.

3. Recuperacion antigénica. En un Vaso Coplin(VC) se pone a calentar Citrato de
sodio (0.01M pH=6.0 )en Bafio Maria a 90° C con agitacion durante 20min.(Poner a
precalentar el citrato cuando se este en el tren de Etanol al 70%)

4. Realizar 3 lavados PBS 1x en VC en agitacion, c/u de Smin.

& min Cada

5 min Cada

5. Eliminar Peroxidasa Enddgena. Presencia de Eritrocitos. Se llevan a cabo con
Metanol,ws/H2O5 41300 .Se llevan a cabo 2 lavados de 15min c/u.

Metanol,ps/HyO03 a1 30%
27ml / 3ml
6. Se realiza un lavado con H,O destilada S5min y agitacion.

7. Se realiza un lavado con PBS 5min y agitacion.
8. Bloqueo con albumina bovina al 1% SBA (0.1 g de SBA en 10 ml de PBS ) *

Se secan las laminillas con una gasa, cuidando de no llevarse ni maltratar el tejido,
se delimita el tejido con el plumoén hidrofébico y se bloquea con el SNC al 2%.Y
poner en camara himeda de 1hr-6hrs en agitacion. Entre més tiempo de bloqueo
mejor, ya que hay menos union inespecifica.
8.1) Si hay Fondo en la laminilla.Bloqueo Avidina/Biotina. *
Se utiliza el kit de Avidina/biotina.
e AVIDINA. Agregar 1 gota de avidina, incubar por 15min en camara
himeda. Después lavar 1 vez con PBS 1x
e BIOTINA. Agregar 1 gota de Biotina, incubar por 15min en camara
hiimeda. Después lavar 1 vez con PBS 1x

Continuar con el anticuerpo Primario.
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10.

11.
12.

13.
14.

15.

16.

17.

18.

19.

Anticuerpo Primario(Ab 1°).sin Lavar poner el Primer anticuerpo entre 50-70ul,
dependiendo del tamafio del tejido.
Dejar incubar en camara humeda con agitacion TODA LA NOCHE.

11. Realizar 5 lavados de 8min c/u con agitacion en el VC con PBS 1x.
12. * Anticuerpo Secundario(Ab 2°).este puedes ser con el Kit universal

biotilinado(KU) o un anticuerpo biotilinado(especifico) a una concentracion de
1:500 para todas las muestras y los controles de isotipo. Incubar en cdmara humeda
con agitacion durante 30min.

o Kit universal biotilinado= 1 gota del link(a-cabra, a-conejo, a-ratdon)

e Anticuerpo Especifico= 50-70ul del Ab.
Realizar 3 lavados con PBS 1x con agitacion durante Smin.
Revelar diaminobecidina(DAB)....super cancerigeno, el cual se inactiva con cloro.
Se observa al microscopio desde 30seg hasta 15min...con crondmetro en mano
para tomar el tiempo de revelado. Siempre se empieza de la mayor concentracion a
la menor.

Para en H,O de la llave. Realizar 2 lavados con agua de la llave.
Contrateiiir con Hematoxilina 30 seg. Esto depende de la concentracion de la

hematoxilina. Puede ir desde 3-30seg.
Tren de Hidratacion/deshidratacion.
e Deshidratacion
a) Etanol(90%)
b) Etanol(100%) 5 min Cada
¢) Xilol,s/Etanol(50:50)
d) Xilolas(100%)

Montar las laminillas con resina y cubreobjetos. Los cubreobjetos deben de estar
limpios.

Dejar secar toda la noche para evitar q se mueva el cubreobjetos Para una revision
rapida en el microscopio, poner a secar de 5-10min en le horno.

Observar al microscopio.
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No.Folio:

ANEXO 13

FORMATO DE CAPTACION DE DATOS:
“Induccién de péptidos antimicrobianos en epitelio respiratorio”
BIOPSIA MUCOSA NASAL

Nombre:
No. Expediente Teléfono:
Edad: Fecha de Nacimiento: Sexo: Masculino [
dd / mm / aa Femenino [
Fecha toma de la biopsia:
dd/mm/ aa

Cirujano que realiz6 biopsia:

Motivo de la cirugia:

Cirugia programada:

Cirugia realizada:

Numero de biopsias enviadas:

Persona que entrega la biopsia:

Nombre y Firma

Persona que recibe la biopsia:

Nombre y Firma

Relizacion previa de pruebas cutaneas (PC):  Sil| No [

Resultado de PC:  Positivas [ ]  Negativas [
Alrgeno (s) causante de sensibilizacion:

Recordar que:

-El paciente debe firmar hoja de consentimiento informado.

-El paciente debe ser sometido a pruebas cutdneas preferentemente antes del procedimiento
quirurgico, en su defecto podran realizarse después. Las pruebas cutaneas se realizaran en el
pabellon 11. La solicitud de pruebas cutaneas debe estar marcada como “protocolo PAM”.

-Si el paciente ya cuenta con resultado de pruebas cutaneas favor de anotarlo en el presente
modelo de captacion.

-El paciente debe estar libre de procesos infecciosos al momento de realizar biopsia.

-La biopsia debera transportarse en el medio de cultivo especifico al pabellén 11, en un lapso no
mavor a 3h.
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ANEXO 13

Recordar que:

-El paciente debe estar libre de esteroides sistémicos o locales (nasales) al menos 7 dias previos al
evento quirurgico.

-El paciente debe estar libre de enfermedades sistémicas, en especial que afecten la via aérea
superior, tales como granulomatosis de Wegener, Poliposis nasosinusal, Sx. de Samter, etc.

Resumen clinico:

Antecedente Tabaq: Si [| No []  Tabaquismo Actual: Si [] No []
-Antecedentes de importancia: DM [, HAS [, Sinusitis [ |, Cirugias nasales previas [ |,
Rinitis [ ], Asma [ | Otros :

-Medicamentos de uso actual:

Observaciones:
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XVII. GLOSARIO

Bacterias inactivadas: bacterias sometidas a un proceso de inactivacion (calor), que
inhibe todo proceso metabdlico y por ende su potencial actividad patogénica.

Barrel stave model: modelo propuesto para explicar uno de los mecanismos por
medio del cual los péptidos antimicrobianos ejercen sus propiedades antibacterianas,
en el cual se postula que los PAM dada su carga positiva, son atraidos hacia las
membranas celulares de las bacterias, causando un incremento en la permeabilidad de
la membrana, que se traduce en lisis y muerte celular

Carpet model: modelo propuesto para explicar uno de los mecanismos por medio del
cual los péptidos antimicrobianos ejercen sus propiedades antibacterianas, el cual fue
propuesto inicialmente para describir el mecanismo de accion de la dermaseptina. Aqui
los péptidos “alfombran” o cubren la superficie de la membrana bacteriana, alineando
sus residuos hidrofilicos con la cabeza de los fosfolipidos localizados en la bicapa
bacteriana. Posteriormente los péptidos se reorientan hacia sus centros hidrofobicos,
formando una esfera que desintegra o causa disrupcion en la membrana bacteriana.
Catelicidina (LL-37): Péptido antimicrobiano que en el humano proviene de una
preproteina conocida por sus siglas en inglés como hCAP-18, “human cationic
antimicrobial peptide-18”. La catelicidina es llamada también LL-37 pues pues su
estructura comienza con dos residuos de leucina y se compone de 37 aminoacidos. Este
péptido es producido principalmente por células mieloides, neutréfilos, mastocitos y
monocitos. Sin embargo, otra fuente importante de este péptido la constituyen las
células epiteliales incluidas células epiteliales del tracto urinario, células del epitelio
respiratorio (incluyendo nariz y pulmon), queratinocitos y enterocitos.

Células A-549: células epiteliales basales alveolares de adenocarcinoma humano. Esta
linea fue aislada en 1972, y desde esa fecha ha sido utilizada en multiples estudios in
vitro, dadas sus caracteristicas fisioldgicas.

Colecalficerol (VD3): es la forma activa de la vitamina D. Puede obtenerse de la dieta
o por la accion de los rayos ultra violeta tipo B (UVB) sobre el 7-dehidrocholesterol en
la piel. Inicialmente se identifico su rol sobre la homeostasis del calcio, pero
actualmente se sabe que tiene un papel modulador en el sistema inmune.

Defensinas: péptidos cationicos, con un peso molecular de 3.5-4.5 kDa. Como se
comentd previamente, pertenecen al grupo de los PAM ricos en cisteina. Sus seis
residuos de cisteina forman tres puentes disulfuro intramoleculares caracteristicos,
cuyo espaciamiento, en conjunto con la estructura molecular del péptido origina 3
clases de defensinas: a-defensinas, -defensinas, 0-defensinas. Las alfa-defensinas se
encuentran en los granulos azuro6filos de neutrofilos y han sido denominadas como a-
defensinas denominadas HNP-1 a HNP-4 (HNP, del inglés “human neutrophil
peptides”). Existen otras 2 alfa-defensinas denominadas, defensinas humanas 5 y 6, se
encuentran en las células de Paneth en el intestino delgado, y en el tracto urogenital
femenino. Referente a las beta-defensinas, en el ser humano se conocen hasta el
momento seis B-defensinas, hBD-1 a hBD-6. Las 0-Defensinas Uinicamente han sido
aisladas de leucocitos de primates no humanos. Entre las mas importantes de este
grupo se encuentran la 6-defensina 1, aislada del modo Rhesus, y la retrociclina 2.
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Epitelio respiratorio: tejido formado por una o varias capas de células unidas entre si
que puestas recubren todas las superficies libres del organismo, y constituyen el
revestimiento interno de las cavidades, 6rganos, huecos, conductos del cuerpo y la piel
y que también forman las mucosas y las glandulas. El epitelio respiratorio es aquel que
recubre la cavidad nasal, nasofaringe, laringe, traque, bronquios y bronquiolos. Se
constituye de distintos tipos de células epiteliales como las cilindricas ciliadas, basales,
caliciformes, en cepillo y granulosas, siendo las del primer tipo las mas frecuentes.
Inmunohistoquimica: corresponde a un grupo de técnicas de inmunotincidén que
permiten demostrar una variedad de antigenos presentes en las células o tejidos
utilizando anticuerpos marcados. Estas técnicas se basan en la capacidad de los
anticuerpos de unirse especificamente a los correspondientes antigenos. Esta reaccion
es visible sdlo si el anticuerpo estd marcado con una sustancia que absorbe o emite luz
o produce coloracion.

Lipopolisacaridos: polimeros complejos con restos de acidos grasos como parte
lipofila y cadenas caracteristicas de oligosacaridos y polisacaridos, que forman la parte
mayoritaria de la capa externa de la membrana externa de bacterias Gram negativas. En
su conjunto, forman una capa protectora hidrofila en torno a la célula bacteriana que no
puede ser atravesada por moléculas lipofilas. El lipopolisacarido es una toxina
termoestable, resistente incluso a la esterilizacion en autoclave, liberada por las
bacterias gram negativas al morir y lisarse. Su antigeno provoca un amplio espectro de
efectos fisiopatoldgicos: cuando la cantidad en sangre es suficiente, el lipopolisacarido
produce la muerte en una o dos horas, debido a shock irreversible.

Mucosa nasal: La mucosa o membrana mucosa es un tipo de tejido que reviste la
cavidad nasal. La mucosa tiene dos tipos de células: Células ciliadas/vellosas y células
nerviosas olfativas. Desde un punto de vista histologico, consta de dos partes dos
partes. La primera, en contacto con el aire, es la parte superficial, y se denomina
epitelio. La segunda, en contacto con el hueso, se denomina tejido conjuntivo. Es en
esta parte profunda o tejido conjuntivo, donde se hallan unas glandulas, que son las
responsables de la secrecion del moco nasal.

Péptidos antimicrobianos: péptidos cationicos que protegen al huésped contra una
gran variedad de microorganismos. Estos péptidos se encuentran en diferentes
especies, incluidas las bacterias, insectos, plantas, vertebrados (incluyendo mamiferos).
Hasta la fecha se conoces poco mas de 1500 péptidos antimicrobianos. En los
mamiferos estos péptidos se expresan en las barreras epiteliales, donde previenen la
colonizacién de microorganismos patégenos. También se encuentran almacenados en
los granulos de fagocitos, donde asisten en la eliminacion de aquellos microorganismos
fagocitados. Ademas de su efecto antimicrobiano se ha descrito que poseen otras
funciones incluidas la  neutralizacion de endotoxinas, quimiotaxis, e
inmunorregulacion.

Poliposis nasosinusal: enfermedad inflamatoria caracterizada por la presencia de
neoformaciones benignas de la mucosa nasosinusal, que se asocia con frecuencia a
otras enfermedades en las cuales también hay inflamacién (asma, rinosinusitis cronica,
fibrosis quistica). En la mayoria de los casos los pdlipos se originan en la mucosa de
los senos etmoidales. Estas neoformaciones crecen obstruyendo los orificios de
comunicacion entre senos paranasales y cavidad nasal.
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Receptores tipo “toll” (TLR): Los receptores tipo Toll (o Toll-like receptor TLRs)
son una familia de proteinas trasmembranas de tipo I que forman parte del sistema
inmunitario innato. son los responsables del reconocimiento de varias vias de patrones
de reconocimieno de patogenos (PAMPs pathogen-associated molecular patterns)
expresados por un amplio espectro de agentes infecciosos. Estos receptores son
homologos a los encontrados en Drosophila y que fueron llamados Toll. Su funcion, en
resumen, es el reconocimiento del patdogeno y la estimulacion de la respuesta
inmunitaria contra dichos patdgenos. después de las defensinas (un tipo de péptido
antimicrobiano), pueden ser el componente del sistema inmune mas antiguo. Estudios
con varios TLRs demuestran que activan la via del NF-kB, que regulan las expresion
de citocinas, a través de varias moléculas inclutyendo el MyD88, TIRAP/Mai y TRF.
Hasta el momento se han descrito 10 TLR humanos, los cuales se unen a un amplio
rango de ligandos bacterianos. Los componentes de las paredes celulares de bacterias
grampositivas (proteoglicanos) y el LAM se unen y activan al TLR2. TLR3 se una a
los RNA de doble cadena sintéticos y virales. Los LPS y el acido lipoteicdico activan
TLR4. TLRS es activado por flagelina. TLR6 es requerido por TLR2 para el
reconocimiento de proteoglicanos. TLR7 y 8 reconocen RNA viral de cadena simple,
mientras que TLR9 reconoce los motivos CpG del DNA bacteriano.

Respuesta inmune Thl: tipo de respuesta montada por células T “helper” (ayudantes)
de tipo 1 (Thl) que producen INF-gamma, IL-2 y factor de necrosis tumoral beta
(TNF-B) los cuales activan macrofagos y son responsables de la inmunidad celular
mediada por células. Las respuestas Thl preferentemente se desarrollan durante
las infecciones por bacterias intracelulares.

Respuesta inmune Th2: tipo de respuesta montada por células T de tipo 2 producen
IL-4, IL-5, IL-10, e IL-13, las cuales son responsables de una fuerte respuesta por
anticuerpos e inhiben muchas de las funciones del macrofago. Las células Th2
predominan durante las infestaciones por nematodos gastrointestinales. Este tipo de
respuesta inmune ha sido asociado con el desarrollo de procesos alérgicos.

Rinitis vasomotora: La rinitis vasomotora, o rinitis no alérgica idiopatica, es una
forma no alérgica de enfermedad nasal persistente observada en nifios mayores y en
adultos, mas comuin en mujeres. Se manifiesta por rinorrea acuosa, obstruccion nasal y
drenaje postnasal. Los sintomas se desencadenan con cambios minimos de
temperaturas en el aire o en la humedad ambiental, olores fuertes, humo de cigarrillo.
Sindrome de SAMTER: proceso inflamatorio en las vias aéreas superiores e
inferiores, en donde originalmente se describio la triada cldsica de poliposis nasal,
asma e intolerancia a la aspirina; en la actualidad se reconoce una cuarta caracteristica:
la sinusitis hipereosinofilica cronica hiperpléstica. Su etiologia es desconocida, pero
fue descrita por primera vez por Widal en 1922 cuando describié una asociacion entre
la presencia de asma, poliposis nasal e hipersensibilidad a la aspirina. Posteriormente
en 1960 Samter publico articulos sobre esta enfermedad y desde entonces adquirio el
nombre de triada de Samter o Sindrome de Samter. A través del tiempo, ha recibido
otros nombres como asma inducida por aspirina, intolerancia a la aspirina, y
enfermedad respiratoria exacerbada por aspirina entre otros.

Sonda Foley: tubos flexibles, generalmente de latex, que se pasan a través de la uretra
y hacia dentro de la vejiga con el proposito de drenar la orina. Quedan retenidos por
medio de un globo en la extremidad del catéter que se infla con agua estéril.
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XIII. ABREVIATURAS

CMI Concentracion minima inhibitoria.

DAB Diaminobencidina.

DNA Acido desoxirribonucleico.

ELISA acronimo del inglés “Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay™.
F3 Formula 3 de bacterias inactivadas. IPI ASAC.
FPRL1 Receptor semejante el péptido formilo 1.

hBD Del inglés “human beta defensin”.

hCAP-18 Del inglés “human cationic antimicrobial peptide-18.
HNP Del inglés “human neutrophil peptide”.

IFN Interferon.

IL Interleucina.

LAM Lipoarabinomanan.

LL-37 Catelicidina.

LPS Lipopolisacéridos.

LTA Acido lipo teicoico.

MCP Protein quimioatrayente de monocitos.

PAM Péptido antimicrobiano.

PBS Del ingles “Phosphate buffered saline”.

PCR Reaccion en cadena polimerasa.

RANTES Regulated upon Activation, Normal T-cell Expressed, and Secreted. (CCL5)
RNA Acido ribonucleico.

SBA Albumina sérica bovina.

TLR Del inglés “Toll-like receptor”.

TNF-a Factor de necrosis tumoral alfa.

Ul Unidades internacionales.

VIH Virus de la inmunodeficiencia humana.
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