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Resumen






Las modificaciones postraduccionales de proteinas constituyen un
mecanismo de especial relevancia en numerosas funciones celulares y en
situaciones patoldgicas, incluyendo las reacciones adversas a farmacos, y en
particular en las alergias medicamentosas. Los farmacos que mas
frecuentemente inducen reacciones alérgicas son los antibidticos
betalactamicos, especialmente la amoxicilina, recetada principalmente para el
tratamiento de infecciones del tracto respiratorio. EI mecanismo por el cual
estos compuestos desencadenan la respuesta alérgica no se conoce. Se
considera que estas moléculas son demasiado pequefias para producir la
respuesta inmune, por lo que deberian unirse con proteinas propias del
paciente para iniciarla. La modificacion covalente de proteinas por farmacos se
denomina haptenizacién. Las proteinas haptenizadas podrian ser degradadas
intracelularmente por via proteasomal o lisosomal, y los péptidos generados,
expuestos en la superficie de células presentadoras de antigeno para su
reconocimiento por células efectoras. Ademas, las proteinas podrian ser
secretadas en estructuras microvesiculares, que a su vez fueran reconocidas o
captadas por las células efectoras. El interés del estudio del proceso de
haptenizacion y del procesamiento de las proteinas haptenizadas no se limita a
los antibioticos betalactdmicos puesto que numerosos farmacos o0 sus
metabolitos pueden modificar covalentemente proteinas. Los antiinflamatorios
no esteroideos, como el ibuprofeno, los antivirales, como el abacavir, 0 los
antineoplasicos, como el clorambucil, pueden modificar covalentemente
proteinas. En este trabajo se han identificado y caracterizado nuevas dianas de
haptenizacion por antibidticos betalactdimicos mediante electroforesis
bidimensional y espectrometria de masas. Ademas, se han explorado las vias
implicadas en el procesamiento de estas proteinas. Los hallazgos de este
trabajo establecen que los exosomas transportan proteinas haptenizadas a
otras células y que la a-enolasa es una de las principales dianas de
haptenizacion de amoxicilina. Este estudio contribuira a una mejor comprension
del proceso de haptenizacién por farmacos y su papel en las respuestas
alérgicas. Las estructuras identificadas podrian resultar de utilidad en el disefio
de nuevos procedimientos diagndsticos o de abordajes preventivos o

terapéuticos.
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I. Introduccion

1. MODIFICACIONES POSTRADUCCIONALES DE PROTEINAS

Las modificaciones postraduccionales constituyen un proceso de
especial importancia para las funciones celulares. Estas modificaciones pueden
determinar la funcion de una proteina, activandola o inhibiéndola; su
localizacion, como el caso de las modificaciones lipidicas de las GTPasas; la
presentacion de las proteinas modificadas como antigenos extrafios y
desencadenar la respuesta inmunitaria, o incluso, determinar el destino de
estas proteinas para que sean reconocidas y eliminadas por los sistemas de
degradacion de la célula.

1.1. Tipos de modificaciones

Las modificaciones postraduccionales contribuyen a generar la gran
diversidad estructural y funcional de las especies proteicas, alterando su
secuencia y sus grupos funcionales. Estas pueden ocurrir de forma enzimatica

0 No enzimatica.

1.1.1. Modificaciones postraduccionales enzimaticas

Existe una gran variedad de enzimas capaces de catalizar reacciones
gue afaden o eliminan grupos quimicos en las proteinas modificando su
funcién. Ejemplos son la fosforilacion, la metilacion o la acetilacion, aunque
hasta la fecha se conocen mas de 100 tipos de modificaciones

postraduccionales enzimaticas.

La fosforilacion consiste en la adicion de grupos fosfato en residuos de
serina, treonina o tirosina, y es catalizada por quinasas. Esta reaccion ocasiona
un incremento de la carga negativa de la proteina. Es una modificacion que
estd implicada en la regulacién de las rutas de sefializacién celular (Day y col.,
2016).

La metilacion puede ocurrir en grupos amino de lisinas de la proteina,

de forma que varios de estos grupos pueden incorporarse sobre el mismo
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aminoacido (Lanouette y col., 2014). Esta modificacion, catalizada por metil
transferasas, es de especial importancia en la regulacion de la expresion de
genes. Ademas, la metilacion del carboxilo terminal de las proteinas puede
influir en su localizacion subcelular (Noguera-Salva y col., 2017).

La acetilacion ocurre frecuentemente en la metionina del N-terminal de
la proteina, aumentando su estabilidad, o en lisinas (Drazic y col., 2016). En el
caso de las histonas, la acetilacion de las lisinas puede interferir en su afinidad
con el ADN. En esta reaccion, el donador es el acetil coenzima A y puede ser
una reaccién enzimatica, llevada a cabo por acetiltransferasas, o no enzimatica
(Verdin y Ott, 2015).

1.1.2. Modificaciones postraduccionales no enzimaticas

Algunas modificaciones postraduccionales pueden ocurrir sin la
participacion activa de enzimas. Las proteinas se encuentran en constante
exposicidn a sustancias reactivas, tanto exdgenas como enddgenas, que

pueden participar en su modificacion.

El estrés oxidativo en condiciones fisiopatoldégicas se debe a la
formacion de especies reactivas de oxigeno y de nitrogeno (Tabla 1). Estas
especies pueden dar lugar a la formacion de productos de la peroxidacién de
lipidos como el malondialdehido, el propanal, el hexanal, el hidroxinonenal
(HNE) y las prostaglandinas ciclopentenonas (Esterbauer y col., 1991;
Benedetti y col., 1980) que pueden interaccionar con proteinas. En concreto, el
HNE puede formar aductos de Michael (Sayre y col., 2006) o bases de Schiff
(Aldini y col.,, 2015) con aminoacidos nucleofilicos como la lisina. Las
prostaglandinas ciclopentenonas pueden modificar diversas proteinas,
interaccionando principalmente con residuos de cisteina de proteinas Ras, de
la glutation-S-transferasa P1-1 (GSTP1-1) (Oeste y Pérez-Sala, 2014) o de las
subunidades del factor de transcripcion NF-kB (Pérez-Sala y col.,, 2003;
Cernuda-Morollon y col., 2001), entre otras. También pueden interaccionar con

compuestos con grupos tioles como el glutation (GSH). En este caso, la
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interaccion entre las prostaglandinas ciclopentenonas y el GSH puede reducir
la modificacion de la GSTP1-1 (Gayarre y col., 2007).

Especies reactivas del oxigeno y del nitrégeno

Radicales libres Especies reactivas no radicales
Superdxido 0," Peréxidode H,0,
hidrégeno
Hidroxilo OH- Hidroperodxidos ROOH
Alcoxi RO Hipoclorito Clo-
Peroxi ROO Oxigenosinglete 0,
Carbonato COy
Oxido nitrico NO Peroxinitrito ONOO-
Didxido de nitrégeno NO,

Tabla 1. Resumen de las principales especies reactivas del oxigeno y del
nitrégeno.

A su vez, las especies reactivas formadas pueden interaccionar
directamente con las proteinas (Davies, 2016). Se conocen numerosas
reacciones de especies reactivas con diferentes aminoacidos de las proteinas.
Por ejemplo, el perdxido de hidrégeno puede interaccionar con la cisteina 34 de
la albumina (Regazzoni y col., 2013). El radical hidroxilo puede formar aductos
con la glicina y la alanina de pequefios péptidos (L. Hawkins y J. Davies, 1998).
El oxigeno singlete se puede unir a residuos de histidina, triptéfano, metionina y
cisteina (Wilkinson y col., 1995).

Ademéas de las modificaciones postraduccionales llevadas a cabo
directa o indirectamente por las especies reactivas, las proteinas también se
pueden modificar por sustancias exdgenas como toxicos ambientales o
farmacos. En concreto, sustancias generadas en el ambiente por la oxidacion
de compuestos organicos como la acroleina, pueden formar aductos mediante
adicion de Michael en cisteinas de las proteinas (Cai y col., 2009). También
compuestos quimicos carcind6genos, como los epdéxidos derivados de
hidrocarburos poliaromaticos, forman aductos en grupos carboxilicos de la
hemoglobina y la albumina sérica (Tannenbaum y col., 1993). Ademas, las

sustancias exogenas pueden inducir modificaciones postraduccionales
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mediante mecanismos indirectos. Por ejemplo, los metales pesados presentes
en el ambiente debido a la contaminacion aumentan en el organismo los
niveles de las especies reactivas del oxigeno (Shen y Dryhurst, 1998; Fowler y
col.,, 2004) y, como consecuencia, se podrian producir las modificaciones
anteriormente descritas. Los farmacos o sus metabolitos pueden modificar
también diversos aminoacidos en proteinas. Una de las proteinas diana de
farmacos mejor estudiada es la albumina. Por ejemplo, la cisteina 34 de esta
proteina se modifica por los antivirales abacavir y nevirapina y por sales de oro
como las empleadas en el tratamiento de la artritis reumatoide (Meng y col.,
2014; Meng y col., 2013; Talib y col., 2006).

En cuanto a las proteinas diana, las modificaciones no enzimaticas no
ocurren de forma aleatoria: no todas las proteinas se modifican en la misma
proporcion, ni tampoco todos los residuos de una proteina. En general, las
modificaciones afectan a residuos en los que se combina una especial
reactividad (son altamente nucleofilicos), accesibilidad (para permitir la
proximidad de la molécula que va a formar el aducto) y en muchos casos, un
entorno determinado que favorece que se produzcan interacciones con los
grupos quimicos de la molécula reactiva y den estabilidad al complejo. De
hecho, en ciertas proteinas existen residuos especialmente reactivos que
pueden ser diana de numerosas modificaciones y se considera que

desemperfian un papel "sensor" ante diversos tipos de estrés.

1.2. Importancia de las modificaciones postraduccionales en

fisiopatologia

Las modificaciones postraduccionales regulan numerosos procesos
celulares y pueden influir en la actividad de muchas proteinas interfiriendo en la
homeostasis celular. Algunos compuestos 0 sustancias exégenas al organismo
pueden reaccionar con proteinas o con el ADN formando aductos y
produciendo efectos toxicos, reacciones adversas o mutaciones en el material

genético que pueden resultar clave para muchas enfermedades.
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1.2.1. Implicacién de modificaciones enzimaticas en patologia

La alteracion de la modificacion enzimética de proteinas puede dar
lugar o contribuir a numerosas patologias, como se ilustra en los ejemplos que

se exponen a continuacion.

En relacion con la fosforilacion, se ha descrito que las alteraciones o
mutaciones de quinasas o fosfatasas pueden estar relacionadas con algunos
tipos de cancer, o con enfermedades como la diabetes o el linfoma no Hodgkin
(Cohen, 2001).

La desregulacion de la acetilacion de proteinas puede estar relacionada
con distintos tipos de enfermedades como el Alzheimer (Zhang y col., 2012), el
Parkinson (Gebremedhin y Rademacher, 2016) o el cancer. Por ejemplo, un
aumento en la acetilacion de la a-tubulina en el cancer de mama puede

aumentar la migracion celular y promover la metéastasis (Boggs y col., 2015).

La metilacibn de argininas de algunas proteinas juega un papel
importante en el desarrollo del cancer (Wei y col., 2014). En varios tipos de
cancer se ha observado un aumento de expresion de metiltransferasas
encargadas de modificar argininas, que puede estar involucrado en su

desarrollo (Yoshimatsu y col., 2011).

1.2.2. Implicacién de modificaciones no enzimaticas en patologia

Las modificaciones postraduccionales no mediadas por procesos
enzimaticos constituyen también un importante factor en el desarrollo de
algunas enfermedades. Tanto las especies reactivas del oxigeno o del
nitrdgeno, como compuestos xenobidticos, como toxicos o farmacos, pueden
producir la modificacion de proteinas, favoreciendo la aparicion de

enfermedades o reacciones adversas.
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En la enfermedad de Alzheimer, la interaccion de radicales libres del
oxigeno con lipidos puede formar productos mucho mas reactivos, como el
HNE o especies con grupos carbonilo. Dichas especies son capaces de
generar aductos mediante adicion de Michael con lisinas, histidinas o cisteinas
que alteren la funcion o la conformacién de las proteinas diana (Butterfield y
col., 2011). De hecho, la formacién de estos aductos se encuentra aumentada

en esta enfermedad (Reed y col., 2009; Perluigi y col., 2009).

En la esclerosis lateral amiotrofica se han identificado numerosas
mutaciones en la enzima superoéxido dismutasa, lo cual provoca un aumento de
las especies reactivas del oxigeno en las células (Beckman y col., 1994).
Posiblemente asociado a este aumento del estrés oxidativo, se ha encontrado
un incremento de hidroxinonenal en el fluido cerebroespinal de pacientes con
esta enfermedad (Smith y col., 1998). En estudios de protedmica realizados en
modelos de ratdbn de esta enfermedad se han encontrado proteinas
modificadas por el HNE, como la HSP70 o la a-enolasa (Perluigi y col., 2005).

En los procesos de respuesta inflamatoria también se generan
productos de lipoxidacion anteriormente descritos (Esterbauer y col., 1991).
Durante estos procesos, la expresion de enzimas que forman parte de la
defensa antioxidante, como la superoxido dismutasa, la catalasa, la
tiorredoxina, las peroxirredoxinas o la GSTP1-1 se encuentra incrementada
(Birben y col., 2012). Sin embargo, la actividad de la enzima GSTP1-1 puede
resultar alterada debido a procesos oxidativos que dan lugar a la formacion de
oligbmeros (Sanchez-Gémez y col., 2010). Por otra parte, la presencia de
prostaglandinas ciclopentenonas, como la 15-desoxi-A(12,14)-prostaglandina
J(2), puede inducir la oligomerizacion de esta enzima ya sea mediante estrés
oxidativo o directamente por “cross-linking” (Sanchez-Gomez y col., 2010), lo

gue provoca su inactivacion.

La modificacion no enziméatica de proteinas también puede dar lugar a
un aumento de su inmunogenicidad. En diversas enfermedades se han
detectado anticuerpos contra neoantigenos que se han generado de esta

forma. Por ejemplo, en la artritis reumatoide, se han encontrado anticuerpos en
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el suero de pacientes que son capaces de reconocer proteinas citrulinadas,
como el colageno, la vimentina o la a-enolasa (Wegner y col., 2010; Klareskog
y col., 2008).

La modificacion de proteinas por farmacos merece una atencion
especial debido a su implicacion en reacciones adversas, que analizaremos
con detalle en el siguiente capitulo. Una vez ingeridos, los farmacos son
transportados generalmente en la sangre unidos a proteinas como la albumina
sérica (Yamasaki y col., 2013; Zhivkova, 2015) y pueden dar lugar a reacciones
adversas, que en algunos casos estan mediadas por sus metabolitos. Uno de
los ejemplos mejor estudiados es la toxicidad hepética inducida por dosis
elevadas de acetaminofeno (Larson y col., 2005), cuyo metabolito, la N-acetil-p-
benzoquinona, puede formar aductos con grupos tioles. Como consecuencia,
se produce una severa reduccién de los niveles de glutation reducido y una
alteraciéon de la funcién de proteinas por reaccion con los residuos de cisteina
de las proteinas (Thompson y col., 2016). En situaciones de enfermedad, es
necesario tener en cuenta que las modificaciones de proteinas por farmacos
pueden coexistir con las modificaciones no enziméticas producidas por
especies reactivas endogenas, y dar lugar a distintos tipos de interacciones que

modifiquen la formacion de aductos de farmacos.

2. REACCIONES ADVERSAS A MEDICAMENTOS

2.1. Definicidn

La gran mayoria de farmacos, aparte de realizar la funcion para la que
han sido diseflados, son capaces de producir efectos no deseados o
reacciones adversas en los pacientes. La Organizacion Mundial de la Salud
define estas reacciones como “cualquier reaccidn nociva no intencionada que
aparece a dosis normalmente usadas en el ser humano para profilaxis,
diagnostico, tratamiento o para modificar funciones fisiologicas” (World Health
Organization., 1972). Las reacciones adversas a farmacos constituyen un

problema para la salud publica. Se estima que alrededor de entre un 3 y un
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10% de los pacientes hospitalizados desarrollan algun tipo de estas reacciones
(Bouvy y col., 2015; Chany col., 2016; Stausberg, 2014).

2.2. Tipos de reacciones adversas

Existen diferentes tipos de reacciones adversas a medicamentos. Estas
reacciones pueden ser predecibles (Tipo A) o impredecibles (Tipo B) (Rawlins y
Thompson, 1977). Las reacciones de Tipo A se caracterizan por ser resultado
de los efectos farmacologicos de los medicamentos. Este tipo de reacciones
son dependientes de la dosis. A pesar de ser el tipo de reaccién mas frecuente,
no suele presentar peligro para la vida del paciente. Ejemplos de este tipo de
reacciones son las hemorragias por el uso de anticoagulantes o la presién
arterial baja por el uso de antihipertensivos. Las reacciones de Tipo B se
caracterizan por presentar efectos no relacionados con el efecto pretendido del
medicamento administrado. Generalmente, son independientes de la dosis
usada. En ciertas ocasiones, pueden provocar enfermedades graves o incluso
la muerte. Ejemplos de este tipo de reacciones son la hipertermia maligna por
el uso de anestésicos o la hipersensibilidad o alergia a ciertos medicamentos.

2.3. Reacciones alérgicas

Uno de los principales efectos adversos producidos del uso de
farmacos es la reaccion alérgica. Esta respuesta se produce debido a la
activacion del sistema inmune al haber entrado en contacto con sustancias

extrafias al organismo, denominadas alérgenos.

La clasificacion de las reacciones alérgicas responde a los sintomas
tipicos y a como se desarrollan. De este modo, se distinguen cuatro tipos (Gell
y Coombs, 1968): Tipo | (mediadas por IgE), Tipo Il (mediadas por reacciones
de citotoxicidad), Tipo Il (mediadas por inmunocomplejos) y Tipo IV
(hipersensibilidad retardada). Las caracteristicas de cada tipo se resumen en la
Tabla 2.
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‘ Reacciones alérgicas

* Inmediata, se produce a los pocos minutos
» Mediada por IgE especificas
Tipo | + Intervienen eosinofilos, mastocitos basofilos y neutrdfilos
» Sintomas: urticaria, conjuntivitis, rinitis alérgica, asma
ylo anafilaxis

* Inmediata, se produce a los pocos minutos u horas
» Citotoxicidad dependiente de anticuerpos
* Intervienen células NK, monaocitos, neutrofilos y

Tipo ll U
P eosinofilos
+ Sintomas: granulocitopenia, anemia hemolitica y/o
trombocitopenia
* Inmediata, se produce a las pocas horas
Tipo I + Intervienen inmunocomplejos, mastocitos y neutrofilos

+ Sintomas: angioedema, sintomas gastrointestinales,
neuropatias, encefalomielitis y/o pericarditis

* Noinmediata, se produce alos 2 o 3 dias
* Mediadapor célulasT
Tipo IV * Intervienen macrofagos, monaocitosy células T
+ Sintomas: erupcion maculopapular, eosinofilia, sindrome
de Stevens-Johnson y/o exantema

Tabla 2. Resumen de las caracteristicas de los diferentes tipos de reacciones
alérgicas. Adaptado de Baldo y Pham (2013).

2.3.1. Antibiéticos betalactamicos

Los farmacos que mas comunmente producen reacciones alérgicas son
los antibidticos betalactamicos (Dofia y col., 2012). Estos antibiéticos actian
impidiendo la formacién de la pared bacteriana. Son uno de los grupos de
farmacos méas usados. Se estima que un 10% de los pacientes que toman
betalactamicos desarrollan reacciones alérgicas (Albin y Agarwal, 2014; Macy,
2014). Sin embargo, esta prevalencia se encuentra en disminucién en paralelo
con un aumento en las reacciones frente a otro betalactamico ampliamente
usado, la amoxicilina, ya sea por si misma o en combinaciéon con el acido

clavulanico (Dofla y col., 2012).

Los betalactamicos se clasifican en diferentes grupos dependiendo de
su estructura quimica: penicilinas, cefalosporinas, carbapenémicos,

monobactamas y clavamas. Exceptuando las monobactamas, la estructura
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general de estos farmacos incluye un anillo betalactamico unido a un anillo

tiazolidinico o a un anillo dihidrotiacinico que forman el nacleo de la molécula

(Esquema 1).
R N
T
(0]
V4

/r—N

3

o
COOH
Cadena lateral Anillo Anillo
R Beta- tiazolidinico

lactamico

Esquema 1: Estructura quimica de los betalactamicos del grupo de las penicilinas.

Los diferentes grupos de betalactamicos se distinguen en funcién de las

diferentes cadenas laterales que pueden estar unidas a estos anillos (Tabla 3).

Grupo Estructura quimica
R f £
T 5 5
Penicilinas o N\><
d
?:ODH
Cefalosporinas g Nz R

Carbapenémicos

T

i o M
Clavamas /];Q\
N R
v
R e I _acH,
Monobactamas T
o N
N\

Tabla 3: Estructura de los diferentes grupos de antibidticos betalactamicos

50



I. Introduccion

Se requieren numerosos factores para la induccion de una reaccion
alérgica por estos medicamentos. Entre ellos, podemos destacar tanto los de
naturaleza inmunol6gica, como la presentacion del antigeno por células
especializadas o el reconocimiento de este por células T, como los de
naturaleza bioquimica, relacionados con la modificaciéon postraduccional de

proteinas por parte del farmaco o de sus metabolitos.

Existen varias hipdtesis que tratan de explicar el desarrollo de las
reacciones alérgicas inducidas por farmacos: la hipétesis de la sefial de peligro,
la de las interacciones farmacoldgicas o concepto “p-i” y la hipotesis del

hapteno.

La hipotesis de la sefal de peligro (Matzinger, 1994) propone que las
moléculas que se generan debido al dafio celular producido por el farmaco y
por la presencia de patdgenos, entre las que se encuentran proteinas virales,
lipopolisacéaridos o citoquinas, pueden influir sobre el sistema inmune. De este
modo, se iniciaria y/o potenciaria una respuesta inflamatoria que podria

desembocar en la reaccion alérgica.

La hipotesis de las interacciones farmacoldgicas (Pichler, 2008)
propone que la unién mediante enlace no covalente del farmaco con receptores
caracteristicos de células que participan en la respuesta inmunitaria podria
iniciar el proceso alérgico. Se han descrito interacciones de caracter no
covalente entre farmacos, como la carbamazepina o el sulfametoxazol y
receptores del sistema inmune, como el complejo principal de
histocompatibilidad (MHC), que se encarga de la presentacidén antigénica, o el
receptor de células T (TCR) (Gerber y Pichler, 2006).

La hipotesis del hapteno (Landsteiner y Jacobs, 1935) establece que el
inicio de la reaccién alérgica se lleva a cabo gracias al reconocimiento por parte
del sistema inmune de complejos moleculares formados por la union covalente
entre el farmaco y proteinas. Las proteinas haptenizadas pueden ser tanto
extracelulares como intracelulares. EI complejo proteina-farmaco formado seria

procesado en el interior celular mediante vias de degradacion reguladas por la
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propia célula, generando el posible o los posibles antigenos y presentandolos

en la superficie celular para dar inicio a la respuesta alérgica.

3. HAPTENIZACION DE PROTEINAS

Se define como hapteno toda molécula de bajo peso molecular (<1.000
Da) que es incapaz de inducir una respuesta inmunitaria por si misma, pero
que, debido a su alta reactividad quimica, tras unirse con moléculas de mayor
tamafio y capacidad antigénica, como proteinas, desencadenaria la respuesta

inmunitaria.

Las primeras evidencias sobre la reactividad de algunos compuestos de
bajo peso molecular para haptenizar proteinas e inducir la activacion del
sistema inmunitario se obtuvieron a partir de la haptenizacion de proteinas por
dinitrofluorobenzeno (Landsteiner y Jacobs, 1935). Posteriormente, la
haptenizacion se comprob6 con otros compuestos como el 6xido de etileno
(Bommer y col., 1985), el formaldehido (Patterson y col., 1986) o el diisocianato
de tolueno (Karol y col., 1978). El funcionamiento de todas estas moléculas de
pequefio tamafio como haptenos podria estar implicado en el desarrollo de

reacciones adversas a las mismas.

A su vez, la informacién sobre haptenizacion de proteinas por farmacos,
concretamente por betalactdmicos, fue desarrollada en numerosos estudios
llevados a cabo con penicilina (Ahlstedt y col., 1980; De Weck y Eisen, 1960;
Levine y Ovary, 1961; Batchelor y col., 1965). En estos estudios se detalla la
reactividad de la propia molécula frente a proteinas y la produccion de
anticuerpos especificos frente al aducto del farmaco con aminoacidos de la
proteina. A partir de entonces, han sido muchos los estudios que han
caracterizado la union de antibioticos betalactdmicos a proteinas tanto

extracelulares como intracelulares.

3.1. Haptenizacion de proteinas extracelulares por betalactamicos
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La haptenizacion de proteinas por farmacos betalactamicos ocurre
mediante un ataque nucleofilico de un grupo amino de la proteina al anillo

betalactamico produciendo la apertura de este (Esquema 2).

R\H/H\
.

Esquema 2: Proceso de haptenizacién de proteinas por betalactamicos. Residuos
nucleofilicos de la proteina, como los grupos amino de las lisinas, reaccionarian
mediante ataque nucleofilico con el anillo betalactamico, produciendo la apertura de
este.

En la literatura existen diversos estudios sobre haptenizacién mediada
por farmacos betalactamicos, en concreto por la flucloxacilina, piperacilina y la

amoxicilina.

La flucloxacilina es un antibidtico betalactdmico semisintético usado
principalmente contra infecciones producidas por Staphilococcus. Este farmaco
puede ser metabolizado por el citocromo P450 3A4 a 5-hidroximetil
flucloxacilina. Tanto el betalactdmico original como su metabolito, han sido
detectados unidos a la albimina humana en pacientes y en condiciones in vitro
(Jenkins y col., 2009). Se ha descrito que ambos compuestos modifican las

lisinas 190 y 212 de esta proteina en ambas condiciones.

La piperacilina es un antibiotico betalactamico semisintético que se
administra para el tratamiento de la neumonia bacteriana. En estudios in vitro
se ha observado que este farmaco también se une a la albumina. Mediante
abordajes de espectrometria de masas, se determiné que la lisina 541 se

haptenizaba con bajas concentraciones del farmaco, mientras que las lisinas
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190, 195, 432 y 541 se haptenizaban en presencia de concentraciones mas
elevadas. Ademas, la haptenizacion de estos aminoacidos se detectd en
plasma de pacientes (Whitaker y col.,, 2011). En este mismo estudio, se
confirm6 la antigenicidad de la albumina haptenizada por este farmaco

mediante estimulacion de células T.

La amoxicilina es una penicilina semisintética perteneciente al grupo de
las aminopenicilinas. Se usa para el tratamiento de enfermedades infecciosas,
principalmente del tracto respiratorio. El hecho de ser uno de Ilos
betalactamicos mas recetados podria estar asociado con la generacion de mas
respuestas alérgicas. El estudio del proceso de haptenizacién de este farmaco
es de especial importancia para comprender el desarrollo de las reacciones

adversas y mejorar la seguridad de este medicamento.

La haptenizacion de proteinas séricas por amoxicilina ha sido objeto de
estudios previos del grupo. En ensayos realizados in vitro, combinando
deteccién inmunoldgica y técnicas de protedmica, se determiné que tanto la
albumina, la apolipoproteina Al, las cadenas ligeras y pesadas de las
inmunoglubulinas, la haptoglobina 2 y la transferrina resultaban haptenizadas
por este farmaco (Ariza y col., 2012). Andlisis mas detallados de la modificacién
de la albumina mediante MS, revelaron que el anillo betalactimico de la
amoxicilina es capaz de reaccionar con la lisina 190, in vitro y en pacientes, y

con la 432, en estudios in vitro (Ariza y col., 2012).

El uso de betalactdmicos derivatizados con distintos grupos funcionales
ha sido importante para la identificacion de proteinas diana de haptenizacion.
El empleo de ciertas especies moleculares acopladas a estos farmacos, que
permiten una deteccion de mayor sensibilidad con métodos bioquimicos
sencillos, ha facilitado la identificacion de las proteinas haptenizadas. De esta
forma, utilizando un analogo biotinilado de la amoxicilina (Esquema 3), se ha
podido confirmar la haptenizacion de proteinas séricas antes identificadas por
amoxicilina, pero en esta ocasion con concentraciones mucho menores y mas

préximas a las que se alcanzan farmacolégicamente (Ariza y col., 2014).
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Esquema 3: Estructura molecular de la amoxicilina biotinilada. La amoxicilina
representada en el esquema es un derivado con trietanolamina (Et3).

3.2. Haptenizacion de proteinas extracelulares por otros farmacos

En la bibliografia se han descrito numerosos farmacos, ademés de los
betalactamicos, que son capaces de haptenizar proteinas, como es el caso de

los antiinflamatorios no esteroideos o los antivirales.

El ibuprofeno es uno de los antiinflamatorios mas usados. Este farmaco
es una de las primeras opciones para paliar sintomas como la fiebre y el dolor.
El mecanismo de accion del ibuprofeno consiste en la inhibicion de las
ciclooxigenasas COX1 y COX2 evitando la formacion de prostaglandinas. El
ibuprofeno se puede degradar por medio del citocromo P450, formando acil
glucurénidos, hidroxi-ibuprofeno y carboxi-ibuprofeno (Geisslinger y col., 1989).
En estudios realizados in vitro, en los cuales se realizaron incubaciones de acil
glucuronido del ibuprofeno junto con proteinas del suero, como la albumina, se
observd que este metabolito se unia a las proteinas plasmaticas (Castillo y col.,
1995). Ademas, en el mismo estudio, se detectd la presencia de proteinas
modificadas por el metabolito en plasma y orina de pacientes tratados con

ibuprofeno.

El diclofenaco es un antiinflamatorio usado frecuentemente para el
tratamiento de procesos articulares y en concreto en la artritis reumatoide. Tras

su administracion, este farmaco es metabolizado por el citocromo P450 a acil
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glucurénidos. Se ha comprobado que estos metabolitos son capaces de

reaccionar con la albumina en ensayos in vitro (Hammond y col., 2014).

Uno de los antivirales mas usados para el tratamiento del SIDA es el
abacavir. Este farmaco ha estado asociado en varias ocasiones con reacciones
de hipersensibilidad (Almeida y col., 2008; Mallal y col., 2002; Peyriere y col.,
2003; Cutrell y col., 2004). En estudios in vitro se ha observado que este
farmaco también es capaz de unirse a la albumina, como revela el analisis
mediante espectrometria de masas (Meng y col., 2014). Sin embargo, se
desconoce si la formacion de aductos entre este farmaco y la albumina es

responsable del desarrollo de reacciones adversas.

El estudio de la formacion de aductos de estos farmacos o de sus
metabolitos con proteinas podria facilitar el conocimiento de los procesos que

favorecen el desarrollo de toxicidad o reacciones adversas.

3.3. Haptenizacion de proteinas intracelulares por farmacos

El estudio de la haptenizacion de proteinas se ha centrado sobre todo
en la modificacion de proteinas presentes en el suero. Sin embargo, se conoce
muy poco acerca de la interaccién de farmacos con proteinas intracelulares. A
lo largo de sus vias de administracion y de distribucion, los farmacos pueden
interactuar con numerosos tipos celulares. Esta interaccion podria favorecer su
internalizacion y finalmente la haptenizacion de proteinas intracelulares. El
analisis de la haptenizacion de proteinas intracelulares por farmacos podria
permitir una mejor comprensién de los procesos celulares que ocurren y que
favorecen la presentacion antigénica del complejo farmaco-proteina. Ademas,

pueden identificar nuevas estructuras implicadas en la respuesta inmune.

En la bibliografia, se ha reportado la haptenizacion de proteinas
intracelulares por agentes antibacterianos como las sulfonamidas. Ejemplos de
sulfonamidas son el sulfametoxazol y la dapsona. La haptenizacion de
proteinas intracelulares por sulfonamidas o por sus metabolitos se ha

demostrado tanto en fibroblastos dérmicos humanos como en células
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dendriticas, mediante ELISA y microscopia de fluorescencia (Bhaiya y col.,
2006; Roychowdhury y col., 2007).

La entrada de farmacos al interior celular esta condicionada en muchos
casos por su carga y otras propiedades quimicas de la molécula. En ocasiones,
se recurre a estrategias alternativas para poder introducir el farmaco en el
interior celular para que este llegue a su diana, como por ejemplo el uso de
péptidos o proteinas (Xu, 2015), liposomas (Lajunen y col., 2015) o mediante
Su union directa a lipidos (Abed y col., 2015).

En el caso de la amoxicilina se ha descrito que puede entrar en células
de rifidbn e higado mediante los contransportadores de protones y péptidos
(PEPT1 y PEPT2) (Sala-Rabanal y col., 2006; Sala-Rabanal y col., 2008;
Tamai y col., 1985). Ademas, mediante ensayos de inmunocitoquimica se ha
detectado este farmaco en el interior de células de intestino, rifién e higado de
rata y de células inmunes (Fujiwara y col., 2011; Ariza y col., 2014).

3.4. Procesamiento intracelular de las proteinas haptenizadas

Se ha propuesto que las vias de procesamiento de proteinas
haptenizadas por farmacos dependen de la procedencia, intracelular o
extracelular, de dichas proteinas. Ello influira en el tipo de degradacion y a su

vez determinara la respuesta inmunitaria que se va a producir.

En el caso de la formacion de antigenos a partir de proteinas
haptenizadas extracelularmente, estas son internalizadas por endocitosis. Las
proteinas, se degradaran en compartimentos endosomales y/o lisosomales por
accion de diferentes proteasas dando lugar a la formacién de péptidos
antigénicos (Shi y col., 1999; Villadangos y col.,, 1999; Rudensky y Beers,
2006). Las moléculas principales de histocompatibilidad de tipo II, o MHC de
tipo Il, sintetizadas en el reticulo endoplasmatico son transportadas en
vesiculas hasta los compartimentos que contienen los antigenos ya
procesados. El complejo antigeno-MHC de tipo Il es expuesto en la superficie
celular de células presentadoras de antigenos donde sera reconocido por

linfocitos T CD4+ o cooperadores (Roche y Furuta, 2015) (Esquema 4).

57



I. Introduccion

Las proteinas haptenizadas en el interior celular, en cambio, podrian ser
procesadas por el proteasoma. Los péptidos antigénicos producidos por el
proteasoma son transportados al interior del reticulo endoplasmatico para
formar el complejo antigeno-MHC de tipo |. Este complejo es transportado
hasta la superficie celular, donde sera reconocido por linfocitos T CD8+ o
citotoxicos (Blum y col., 2013; Cresswell y col., 2005) (Esquema 4). Ademas de
Su exposicion en la superficie celular, las proteinas o péptidos haptenizados
podrian interaccionar con otras células tras su liberacién al medio extracelular,
bien debido a lisis celular o a procesos de secrecién que por el momento han

sido poco explorados.

~ Endocitosis
~— {f@ de la proteina

Endosoma

= §
%

g
1ngien

- Proteasoma e

%%%k:‘ J ﬁ:;te’ a

Antigenos

Esquema 4: Vias de procesamiento de antigenos en el contexto de MHC de tipo |y
de tipo Il. En la via de degradacion lisosomal (parte superior), las proteinas son
internalizadas por endocitosis y son degradadas en pequefios péptidos. Estos péptidos
se unen a los MHC de tipo Il para ser expuestos en la superficie celular. En la via de
degradacion proteasomal (parte inferior), las proteinas intracelulares son degradadas por
el proteasoma. Los antigenos generados son transportados hasta el reticulo
endoplasmatico (RE) donde forman complejos con las moléculas MHC de tipo | que
seran expuestas en la superficie celular. Adaptado de Kobayashi y van den Elsen (2012).

Todos estos datos apoyan la idea de que la modificacién de proteinas
propias del paciente por numerosos farmacos es un proceso clave en el
desarrollo de las respuestas alérgicas. Por ello, el estudio de las principales
dianas proteicas susceptibles de ser modificadas por farmacos de uso muy
comun es importante para obtener informacién y conocimientos sobre como se
llegan a desencadenar las reacciones alérgicas mediadas por farmacos. Un
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mejor analisis en este campo podria mejorar el uso de medicamentos en los
pacientes alérgicos. Para ello, se podrian desarrollar estrategias que impidan
que estos farmacos modifiquen proteinas que estén relacionadas con el
proceso alérgico o que activen el sistema inmune y asi paliar los efectos

adversos de muchos medicamentos.

4. COMUNICACION INTERCELULAR

La comunicacion intercelular es el proceso por el que una célula
interacciona con otra, mediante la secrecion de moléculas o por interaccion
directa, con la finalidad de llevar a cabo una respuesta o accion conjunta en

procesos fisiolégicamente importantes.

El progreso de numerosas enfermedades o patologias se basa en la
transferencia de informacion de unas células a otras. Cualquier alteracién de
esta comunicacion puede perjudicar gravemente la salud. Existen diferentes
formas de transferencia de informacion de una célula a otra en funcion de la
distancia entre célula emisora y receptora o del tipo de informaciéon. De este
modo, la comunicacién puede ser endocrina, paracrina, yuxtacrina o autocrina.
En procesos de inflamacion o de respuesta alérgica predominan la

comunicacién paracrina y yuxtacrina.

Un gran numero de moléculas y de tipos celulares pueden participar en
la comunicacién celular que se lleva a cabo en procesos inflamatorios y en la
alergia. El papel de la comunicacion entre células va a orquestar una respuesta
eficaz frente a un patégeno, agente nocivo o célula dafiada. De este modo,
tanto la sinapsis neuronal como la comunicacion endotelio y tinica media con
las células del sistema inmune van a permitir el correcto desarrollo de la
inflamacion o de la reaccion alérgica. Un ejemplo de comunicacion intercelular

de especial relevancia en los procesos alérgicos es la sinapsis inmunoldgica.

4.1. Sinapsis inmunoldgica
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La sinapsis inmunolégica se define como la interaccion o comunicacion
entre una célula presentadora de antigenos y una célula efectora,
normalmente, un linfocito T (Paul y Seder, 1994; Norcross, 1984). La formacion
de la sinapsis inmunoldgica comienza con la exposicion del antigeno sobre los
complejos MHC. Sin embargo, el linfocito T necesita previamente encontrar a la
célula dendritica y pasar por un proceso de polarizacion que permita el correcto
reconocimiento del complejo MHC-antigeno por el receptor TCR. Este proceso
de polarizacion ocurre mediante la actuacion de quimioquinas. Los receptores
del linfocito T reconocen el gradiente de quimioquinas y sitlan a la célula
mediante un proceso de formacion de uropodios y lamelipodios (Sanchez-
Madrid y del Pozo, 1999).

Una vez el linfocito T y la célula presentadora de antigenos se
encuentran en posicion, ocurre la adhesion entre ambas células mediante
contactos moleculares y quimicos (Grakoui y col., 1999). Independientemente
de estos contactos que puedan ocurrir entre estas dos células, es importante
destacar la presencia de otros mediadores en la sinapsis como las
microvesiculas. En experimentos llevados a cabo con linfocitos T y células
presentadoras de antigenos, se ha comprobado la existencia de una
transferencia unidireccional de exosomas cargados con miARNs de las células
T hacia las células presentadoras de antigenos, que pueden influir en su
expresion génica (Mittelbrunn y col.,, 2011; Mittelorunn y Sanchez-Madrid,
2012). La formacién de la sinapsis inmunoldgica es un proceso clave que

aumenta la transferencia de exosomas entre ambas células.

Finalmente, el reconocimiento del complejo MHC-antigeno por parte del
TCR del linfocito conduce a la activacion de este (Sloan-Lancaster y col., 1998;
Huppa y Davis, 2003). La activacion final del linfocito T supone una serie de
efectos que dependeran del tipo de molécula de histocompatibiidad reconocida,
de forma que los MHC de tipo Il activaran linfocitos T cooperadores CD4+ y los
MHC de tipo | a linfocitos T citotéxicos CD8+. Los linfocitos T cooperadores,
tras haber reconocido el antigeno sobre la superficie de una célula dendritica,
son capaces de reconocer el complejo MHC-antigeno sobre la superficie de

linfocitos B. El proceso de sinapsis sobre estas dos células va a tener como
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consecuencia la activacion de la célula B y la produccion de anticuerpos
especificos contra ese antigeno (Parker, 1993). Los linfocitos T citotoxicos se
activan mediante células infectadas normalmente por virus o por proteinas
haptenizadas procesadas por el proteasoma. La activacion de la célula T
induce la destruccion de la célula con el antigeno mediante la producciéon de

granzimas y perforinas.

4.2. Papel de los exosomas en la respuesta inmune

Como se ha comentado en el apartado anterior, los exosomas pueden
estar directamente implicados en la respuesta inmunitaria y en la comunicacién
intercelular, e incluso pueden mediar con otras células que se encuentren a

distancias mayores que la de la sinapsis inmunoldgica.

Entre las primeras evidencias de la existencia de estas estructuras se
encuentra la descripcién de Trams y col. (1981). Los exosomas son pequefias
vesiculas de membrana lipidica de entre 40 y 100 nm de diametro. Presentan
forma esférica en estado fisiolégico y pueden tener forma de copa al
desecarlos y observarlos mediante microscopia electrénica (Raposo y col.,
1996; Conde-Vancells y col.,, 2008). Estas vesiculas pueden participar en
diferentes procesos como el desarrollo y homeostasis de tejidos sanos (Gross y
col.,, 2012), o en procesos relacionados con el cancer, incluyendo cancer de
ovario (Taylor y Gercel-Taylor, 2005), colorrectal (Dai y col., 2005), de mama
(Wolfers y col., 2001) o de prostata (Mitchell y col., 2009) y la metastasis, en la
gue contribuyen a preparar el microambiente de la nueva zona (Peinado y col.,
2012).

4.2.1. Biogénesis de los exosomas
Los exosomas son secretados al espacio extracelular, en mayor o
menor medida, por todos los tipos celulares, como células hematopoyéticas,

reticulocitos, linfocitos B y T, células dendriticas, mastocitos, algunas células

epiteliales, astrocitos y células tumorales (Zitvogel y col., 2000; Johnstone y
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col., 1989; Raposo y col., 1996; Skokos y col., 2002; van Niel y col., 2001;
Faure y col., 2006).

La formacion de los exosomas ocurre en los cuerpos multivesiculares.
Estos compartimentos celulares provienen de la via endocitica. La maduracion
de los endosomas tempranos hacia endosomas tardios conlleva la produccién
de invaginaciones de membrana que forma las vesiculas intraluminales cuya

liberacion al espacio extracelular daré lugar a los exosomas.

La formaciébn de las vesiculas intraluminales en los cuerpos
multivesiculares se puede llevar a cabo mediante mecanismos dependientes o
independientes de los complejos ESCRT (“Endosomal Sorting Complex
Required for Transport”) (Colombo y col., 2014). Las proteinas ESCRT se
pueden ensamblar formando cuatro complejos (ESCRT-O0, -I, -1l y -11l) junto con
proteinas accesorias (ALIX, VTALl y VPS4). Cada complejo va a desempefar
funciones diferentes en la formacion de las vesiculas. En primer lugar, ESCRT-
0 se encarga de reclutar proteinas ubiquitinadas a la membrana endosomal. A
continuacion, el complejo formado por ESCRT-0 recluta a ESCRT-I que junto
con ESCRT-Il favorece la deformacion de la membrana del endosoma para
comenzar la formacién de la vesicula. Finalmente, el complejo ESCRT-III
formara el cuello de la vesicula individualizandola en el interior del cuerpo

multivesicular (Hanson y Cashikar, 2012; Colombo y col., 2014).

En referencia a los procesos independientes del complejo ESCRT, cabe
destacar la regulacion de la formacion de vesiculas por lipidos. La presencia de
microdominios de esfingolipidos en la membrana de los cuerpos
multivesiculares favorecen la formacion de ceramidas. El aumento de la
concentracion de ceramidas en pequefios dominios puede inducir la curvatura
de la membrana y, en definitiva, la formacién de vesiculas intraluminares.
Ademas, en experimentos realizados en células oligodendrogliales de ratén, se
ha comprobado una disminucion considerable en la produccion de exosomas
cuando se trataban estas células con inhibidores especificos de la
esfingomielinasa neutra (Trajkovic y col.,, 2008), enzima que cataliza la

formacién de ceramidas.
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Finalmente, el destino de los cuerpos multivesiculares puede estar
condicionado por varios factores. En muchos casos, los cuerpos
multivesiculares se fusionan con lisosomas para degradar las proteinas que
haya en el interior. Sin embargo, en otras ocasiones, los cuerpos
multivesiculares pueden unirse a la membrana plasmatica de la célula
exponiendo las proteinas en la membrana o liberandolas en el interior de

exosomas (Piper y Katzmann, 2007).

4.2.2. Estructura y constituyentes de los exosomas

El contenido proteico, lipidico o nucleico de los exosomas va a
determinar su destino y su funcion. Este contenido depende en gran medida del
tipo celular que los libere. Sin embargo, muchas proteinas son comunes a la

gran mayoria de exosomas.

En la superficie de las vesiculas puede haber complejos proteicos
transmembrana como los MHC de tipo | y de tipo Il (Blanchard y col., 2002;
Raposo y col., 1996), integrinas, tetraspaninas como CD63 o CD81 (Chaput y
Thery, 2011) y moléculas de adhesion intercelular (ICAM) (Segura y col., 2005).
En la cara interna de la membrana podemos encontrar anexinas y flotilinas. En
cuanto al contenido lipidico de la membrana, predominan microdominios de
esfingomielina, ceramida, colesterol y fosfatidilserina (Llorente y col., 2013)
(Esquema 5). En el lumen de las vesiculas puede haber una gran variedad de
proteinas, desde proteinas del citoesqueleto, como actina, cofilina, miosina o
tubulina, transductores de sefiales como proteinas G heterotriméricas, enzimas
como la a-enolasa, la aldolasa, la 3-fosfato deshidrogenasa, o la piruvato
quinasa; factores de elongacion y chaperonas como HSP70 (Colombo y col.,
2014; Chaput y Thery, 2011) (Esquema 5). Ademas, pueden contener acidos
nucleicos como mMARN o miARN, que pueden afectar al patron de expresion de

la célula receptora de estas estructuras (Ismail y col., 2013).
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Esquema 5: Representacion y composicién de un exosoma. Los exosomas estan
compuestos por una bicapa lipidica sobre la que pueden ir acopladas proteinas con
diversas funciones: presentacion de antigenos, adhesién y comunicacién celular o
transportadores. La composiciéon de lipidos puede variar, pero cominmente podemos
encontrar esfingomielina, fosfadilserina o ceramida y colesterol. En el interior podemos
encontrar gran variedad de proteinas como enzimas, transductores de sefiales, proteinas
estructurales, proteinas involucradas en la formacién de vesiculas como ESCRT o
acidos nucleicos. Adaptado y modificado de Colombo y col. (2014).

4.2.3. Exosomas como mediadores de la respuesta inmunitaria

El papel de los exosomas en la respuesta inmunitaria se ha abordado
en los dltimos afos con gran interés (Greening y col., 2015; Hwang, 2013;
Shenoda y Ajit, 2016). Estas microvesiculas juegan un papel importante en la
presentacion antigénica, ya que pueden contener complejos MHC tanto de tipo
| como de tipo Il cargados con el antigeno, que pueden ser reconocidos por
linfocitos T CD8+ o CD4+, respectivamente. El reconocimiento del antigeno
induciria la activacion de los linfocitos desencadenando la respuesta

inmunitaria. La presentacion antigénica mediada por exosomas puede ser
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directa o indirecta en funcion de dénde tenga lugar el reconocimiento del

antigeno por el linfocito T (Esquema 6) (Chaput y Thery, 2011).

Via Via
Directa Indirecta
|
) , @ @
\ N ‘ ] \ N

r gl — @ ; r

Célula ) BN : Célula
dendritica ~ ® Y dendritica

/ Exosomas _ _f,/

Esquema 6: Representacion de las diferentes vias de presentacién antigénica
mediada por exosomas. Los exosomas cargados con el complejo MHC-antigeno
procedentes de células presentadoras de antigenos pueden ser reconocidos
directamente por células efectoras (parte izquierda) o pueden ser captados por otras
células presentadoras de antigenos, que expondran el antigeno en su superficie, donde
sera reconocido por las células efectoras (parte derecha). Adaptado de Chaput y Thery
(2011).

En referencia a la via indirecta de presentacién, las células
presentadoras de antigenos pueden producir exosomas con complejos MHC-
antigeno. Los exosomas liberados al espacio extracelular pueden ser captados
por otras células presentadoras de antigenos, como células dendriticas. Estas
células recibirian los exosomas y, a continuacidén, presentarian sobre su
superficie celular el antigeno para ser reconocido por linfocitos T o por linfocitos
B para la produccion de anticuerpos especificos. Por otro lado, la via directa de
presentacion mediada por exosomas se basa en la secrecion de exosomas
cargados con el complejo MHC-antigeno por células presentadoras de
antigenos. Los linfocitos T interaccionarian con los exosomas circulantes,

reconociendo dicho complejo sobre el propio exosoma.

Los exosomas pueden tener otras funciones relacionadas con la
respuesta inmunologica en funcion del tipo celular que los secrete. Se ha
descrito que los exosomas provenientes de linfocitos B son capaces de inducir

respuestas inmunitarias adaptativas. Las microvesiculas secretadas por estas
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células pueden contener el complejo MHC-antigeno, capaz de estimular
linfocitos T CD4+ (Muntasell y col., 2007). Los exosomas provenientes de
macréfagos, en cambio, parecen estar involucrados en procesos de
arterioesclerosis (Truman y col., 2012). Ademas, en estudios realizados in vitro
e in vivo (Bhatnagar y Schorey, 2007; Bhatnagar y col.,, 2007), se ha
demostrado que los exosomas provenientes de macréfagos cultivados con
bacterias o infectados con patdégenos intracelulares son capaces de estimular
macréfagos y neutrofilos para producir mediadores proinflamatorios. La
inhibicibn de la respuesta inmune suele estar producida por exosomas
procedentes de células tumorales. Por ejemplo, en estudios in vitro (Huber y
col.,, 2005; Clayton y col., 2007) se ha constatado una disminucion de
proliferacion de linfocitos T cuando se cultivaban en presencia de exosomas

procedentes de células tumorales.

4.2.4. Implicacion de los exosomas en alergia

La comunicacion intercelular mediada por exosomas es particularmente
relevante en la respuesta alérgica. Se ha comprobado que estas estructuras
pueden potenciar la activacién de células del sistema inmune: exosomas con
antigenos procedentes del epitelio del timo pueden promover la maduracién de
células T reguladoras (Skogberg y col.,, 2015), exosomas procedentes de
células dendriticas pueden estimular a los linfocitos T CD4" (Thery y col.,
2002a) o, exosomas procedentes de mastocitos favorecen la maduracion de
células dendriticas (Skokos y col., 2003).

Los exosomas pueden participar actuando como estructuras
presentadoras de antigenos, uniéndose a los TCR especificos del complejo
MHC-antigeno para promover la activacion del linfocito T. Uno de los primeros
estudios en este campo, en relacion con la presentacion de alérgenos, fue
realizado por (Admyre y col., 2007a). En este trabajo analizaron la presentacion
de péptidos alergénicos Bet vl (alérgeno del abedul comun) por medio de
exosomas derivados de linfocitos B. Estos exosomas promovian la proliferacion

de los linfocitos T aumentando la produccion de citoquinas e interleuquinas. En
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otro estudio llevado a cabo a partir de exosomas procedentes de células
dendriticas se ha observado que los exosomas pueden presentar alérgenos
presentes en el aire, como Fel d1 (principal alérgeno de gato), a linfocitos T y
aumentar la produccion de citoquinas (Vallhov y col., 2015). Ademas, en
estudios con exosomas procedentes de la mucosa de pacientes con rinitis
alérgica atipica se ha comprobado la presencia de alérgenos como el del polvo
(Der pl) o la enterotoxina B del Staphylococcus en su interior (Qiu y col., 2011).
Estos exosomas, ademas, son capaces de inducir la diferenciacion de linfocitos
T CD3" hacia CD8". En el caso de las alergias alimentarias, los exosomas
liberados por el epitelio intestinal pueden contener pequefios péptidos que
actuarian como antigenos. Estos exosomas se podrian dirigir hacia las células
inmunes localizadas en el intestino para desarrollar la respuesta alérgica
(Mallegol y col., 2007).

Los exosomas pueden también inhibir la respuesta alérgica. En
estudios realizados en ratones sensibilizados al alérgeno del olivo (Ole el) a
los que se les administr6 exosomas provenientes de ratones tolerantes al
alérgeno, se ha observado un efecto inhibitorio de la respuesta mediada por
IgE, de la produccién de citoquinas y de la inflamacién de las vias respiratorias
(Prado y col., 2008). El efecto inhibitorio de la respuesta alérgica podria ser
importante para la elaboracion de vacunas que eviten las reacciones adversas

a medicamentos.
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. Justificacién e hip6tesis

El uso extensivo de algunos farmacos esta provocando un aumento en
la frecuencia de reacciones adversas que desencadenan. En el caso de las
reacciones alérgicas, se considera que los farmacos de bajo peso molecular
requeririan de su unién con moléculas mas grandes para inducir la reaccion

alérgica.

En el organismo, tras la administracion de un farmaco, las células mas
expuestas a este agente externo pueden incorporarlo en su forma libre o
acomplejado con las proteinas circulantes. Una vez incorporado, ese farmaco
podria modificar proteinas intracelulares mediante uniones selectivas de
diferente naturaleza. La modificacién postraduccional llevada a cabo por
farmacos tendria lugar en diferentes compartimentos celulares. La posible
modificacion de proteinas en los diferentes compartimentos podria dirigir estas
proteinas a un destino diferente y determinar interacciones entre células

adyacentes y/o distales.

Nuestra hipotesis plantea que la identificacion de proteinas
haptenizadas y el estudio de su destino podran proporcionar informacién sobre
nuevas estructuras implicadas en la respuesta alérgica a farmacos y nuevos
mecanismos en los que se podria actuar para el desarrollo de procedimientos
diagnésticos y nuevas moléculas o terapias que prevengan estas reacciones

adversas.

Este conocimiento, en el sentido amplio de la palabra, contribuira a
dilucidar algunos de los aspectos del proceso de haptenizacién, como la
naturaleza del farmaco o los metabolitos implicados, el sitio de uniéon a las
proteinas, el procesamiento del complejo formado y, por ultimo, su funcion en

las células efectoras de la respuesta final.
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[ll. Objetivos

La familia de farmacos que mas frecuentemente produce reacciones
alérgicas es la de los antibidticos betalactamicos. Actualmente, se desconoce
el proceso por el que estas moléculas son capaces de iniciar el proceso
alérgico. En general, se considera que las moléculas de los farmacos no
alcanzan el tamafio suficiente para desencadenar la respuesta inmune. Por
ello, deberian unirse a proteinas, haptenizandolas. En uno de los escenarios
posibles, las proteinas haptenizadas podrian ser procesadas en el interior
celular, y los péptidos modificados por el farmaco o por sus metabolitos
reactivos presentados en moléculas principales de histocompatibilidad. Con

estos antecedentes, nos planteamos los siguientes objetivos:

l. Identificacion de dianas celulares de haptenizacion por antibioticos

betalactamicos.

Il. Estudio de las vias celulares de procesamiento de las proteinas

haptenizadas.

Il Estudio de haptenizacidon proteica por otros farmacos relevantes en el

desarrollo de reacciones adversas y alérgicas.

V. Caracterizaciéon de la formacion de aductos entre farmacos y proteinas

con un estudio detallado de las dianas de mayor interés.
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1. MATERIAL

1.1. Medios y material para cultivos

Los medios de cultivo celular DMEM, RPMI1640, el medio Optimem
usado para las transfecciones de plasmidos, la penicilina/estreptomicina, la
tripsina-EDTA y el suero fetal de ternera fueron suministrados por Gibco (Life
Technologies). El suero fetal bovino (FBS) fue adquirido a Sigma y a PAA
Laboratories. EI material de plastico utilizado para los cultivos celulares fue
obtenido de Falcon (Corning). Las placas p35 con base de vidrio utilizadas para
experimentos de microscopia confocal fueron obtenidas de MatTek Corp.

1.2. Reactivos para electroforesis

El Tris procedié de Merck. La acrilamida, la N, N’-metilen-bis-acrilamida,
el persulfato amoénico (APS), la N, N, N’, N’-tetrametilendiamida (TEMED), la
glicina y el dodecilsulfato sédico (SDS) utilizados para la realizaciéon de
electroforesis en geles de poliacrilamida (PAGE) y el Sypro-Ruby utilizado para

la tincion de proteinas en los geles fueron suministrados por Bio-Rad.

1.3. Anticuerpos

1.3.1. Anticuerpos para Western blot

Los anticuerpos primarios utilizados frente a ICAM-1 (sc-7891), a-
enolasa (sc-100812), EF-2 (sc-25634), laminas A/C (sc-7292), ubiquitina (sc-
9133) y frente a RhoGDI (sc-360) fueron suministrados por Santa Cruz
Biotechnology. El anticuerpo frente a penicilina fue adquirido a AbDSerotec.
Los anticuerpos frente a B-actina (A2066), a B-tubulina (T8328) y frente a
HSP70 (H5147) procedieron de Sigma. El anticuerpo frente a acetil-lisina
(9441) fue obtenido de Cell Signaling Technology. El anticuerpo frente a
amoxicilina (AO3.2) fue desarrollado por la Dra. Cristobalina Mayorga (Mayorga
y col., 1995).
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Los anticuerpos secundarios correspondientes conjugados con la
peroxidasa de rabano (anticuerpo frente a inmunoglobulinas de conejo (P0448)
y anticuerpo frente a immunoglobulinas de raton (P0260)) fueron de Dako. La
estreptavidina conjugada con peroxidasa de rabano (Estrep-HRP) usada para
reconocer biotina y el reactivo usado para producir quimioluminiscencia (ECL)

procedieron de GE Healthcare.

1.3.2. Anticuerpos y reactivos para inmunofluorescencia

Para la deteccion de proteinas por inmunofluorescencia en células se
utilizaron anticuerpos frente a LAMP-1 (sc-20011), RhoGDI (sc-360), ubiquitina
(sc-9133) y frente a CD-63 (sc-271900) de Santa Cruz. El 4’,6-diamino-2-
fenilindol (DAPI) fue de Sigma. Los anticuerpos secundarios frente a
inmunoglobulinas de raton acoplados a Alexa Fluor 568, Alexa Fluor 488 o
Alexa Flaor 647 fueron suministrados por Invitrogen. El isotiocianato de
fluoresceina (FITC), la estreptavidina acoplada a Alexa Flaor 488 (Estrep-A488)
y la estreptavidina acoplada a Texas Red (Estrep-TXR) procedieron de
Molecular Probes. El “Lysotracker Red” (LTR) fue obtenido de Life

Technologies.

1.4. Otros reactivos

El agua utilizada para la preparacion de tampones, soluciones o
reactivos fue de calidad Milli-Q, purificada en un sistema de Millipore. El
detergente CHAPS fue suministrado por Fluka. El N-benziloxicarbonil-L-leucil-
L-leucil-L-leucinal (ZLLL), el inhibidor no competitivo de la esfingomielinasa
neutra (GW4869), C6-ceramida, dihidro-C6-ceramida, la penicilina G, el
dimetilsulféxido (DMSO) y el acido acetilsalicilico procedieron de Sigma. Para
la cuantificacion de proteinas de lisado celular se usoé el reactivo BCA (Pierce) y
para la cuantificacion de proteinas en las fracciones de microvesiculas o de la
fraccion de proteinas solubles del medio condicionado se usoO el reactivo
Bradford (Bio-Rad). La albumina sérica bovina biotinilada (BSA-B) fue

suministrada por Pierce. La resina conjugada con moléculas de Neutravidina
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utilizada para la purificacion de proteinas con biotina y el reactivo sulfo-NHS-
acetato (SNA) procedieron de Thermo Fisher. La a-enolasa recombinante
(P06733) fue de Acris (AR09287PU-N). La amoxicilina (AX), Clamoxyl®, se
obtuvo de GlaxoSmithkline. La amoxicilina biotinilada (AX-B) fue sintetizada en
el grupo del Dr. Ezequiel Pérez Inestrosa del Departamento de Quimica

Organica de la Universidad de Malaga (Ariza y col., 2014).

2. METODOS

2.1. Modificacién de a-enolasa recombinante in vitro

2.1.1. Haptenizacion de a-enolasa por betalactdmicos in vitro

La proteina a-enolasa recombinante, a una concentracion de 2,12 uM,
se incubo con diferentes concentraciones de farmacos en PBS durante 1 hora
a 37°C. En los experimentos de competicion, la proteina se incubo6 previamente
con diferentes sustratos, cofactores o farmacos a las concentraciones y
tiempos indicados en cada caso. Para estimar el grado de modificacion de esta
proteina por AX-B se elabor6 una curva patrén utilizando cantidades crecientes
de BSA-B, expresadas en picomoles de biotina. La proteina recombinante, una
vez incubada en las condiciones descritas, y las muestras de la curva patron se
cargaron en geles de poliacrilamida y se realiz6 SDS-PAGE, como se describe
a continuacion. Mediante cuantificacion de la sefial obtenida por incubacion de
la membrana con Estrep-HRP tanto de la curva patron como de la proteina
recombinante, se estimo la cantidad de picomoles de biotina asociados a la a-

enolasa en funcién de la cantidad de esta proteina en la reaccion.

2.1.2. Acetilacion de a-enolasa in vitro

La a-enolasa se incubé a una concentracion de 2,12 uM en PBS
durante 1 hora a temperatura ambiente con diferentes concentraciones de

sulfo-NHS-acetato (SNA). Para detener la reaccion se afiadié Tris a la reaccién

en cantidades equivalentes a las de SNA. La acetilacion por &cido

81



IV. Material y Métodos

acetilsalicilico se llevé a cabo incubando la proteina (2,12 uM) a 37°C durante 1
hora en PBS. Tras las incubaciones, la modificacién en la proteina se estudio
mediante electroforesis monodimensional o electroforesis bidimensional

seguida de incubacion con anticuerpo frente a acetil-lisina y deteccion por ECL.
2.2. Ensayos de la actividad enzimatica
La a-enolasa es una enzima glucolitica que cataliza la reaccion del 2-

fosfoglicerato con formacion de fosfoenolpiruvato (Esquema 7), que presenta

un espectro caracteristico de absorcion con un maximo a 220 nm.

0 \ /o- o\ /o-
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Esquema 7: Reacciéon enzimatica llevada a cabo por la a-enolasa durante la
glucolisis. El 2-fosfoglicerato pierde una molécula de agua por la accion enzimatica de
la a-enolasa, transformandose en fosfoenolpiruvato.

Para medir la actividad enzimética de la proteina control o modificada
con AX o AX-B se puso a punto un método basado en la monitorizaciéon de la
generacion del fosfoenolpiruvato (PEP) en 1 ml de tampdn de reaccién (Tris 50
mM pH 7, KCI 12,5 mM, MgCl, 10 mM, 2-PGA 2,5 mM y a-enolasa 21,2 nM)
como el incremento de la absorcion a una longitud de onda de 220 nm en un
espectrofotometro Ultrospec 4300 pro (Amersham Biosciences) (Baranowski y
Wolna, 1975). Se estimoé la actividad enziméatica como moles de PEP/mg de
proteina/unidad de tiempo durante los primeros 90 segundos de la reaccion.
Como control positivo de la inhibicion de la actividad enzimatica se utilizé un
inhibidor especifico de esta enzima: el compuesto AP-Ill-a4, ENOBIlock

(Selleckchem) (Esquema 8).
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F

Esquema 8: Estructura quimica del AP-1lI-a4.

2.3. Cultivos celulares

La linea de linfocitos B de sangre periférica de linfoma B humano
RPMI8866 procedio de Sigma. Las células endoteliales de aorta bovina (BAEC)
fueron suministradas por Lonza. Las células endoteliales de cancer de mama
(MCF-7) y los macréfagos murinos procedentes de tumor inducido por el virus
de la leucemia murina de Abelson, RAW 264.7, se obtuvieron de la “American
Tissue Culture Collection” (ATCC, Manassas, VA).

Las células BAEC, MCF-7 y RAW 264.7 se cultivaron en medio DMEM
suplementado con un 10% de FBS (Sigma), 100 U/ml de penicilina'y 100 ug/mi
de estreptomicina a 37°C, en atmoésfera humidificada y con 5% de CO, Los
pases de estas células se realizaron mediante un procedimiento de
tripsinizacién, posterior lavado mediante centrifugacion y resuspension en

medio fresco.

Las células RPMI 8866 se cultivaron mediante dilucion, manteniéndolas
en un rango de 800000 — 1000000 células/ml, en medio RPMI 1640
suplementado con un 10% de FBS (PAA), 100 U/ml de penicilina y 100 ug/ml
de estreptomicina a 37°C y en atmosfera humidificada con 5% de CO,. Los

cambios de medio se realizaron mediante centrifugacion y resuspension.
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2.4. Tratamientos celulares

Durante una semana antes de comenzar los tratamientos, las células se
cultivaron en medio sin antibidtico para evitar la posible interferencia de la
penicilina. Inmediatamente antes de los tratamientos con farmacos, para evitar
la unién de los farmacos a proteinas mayoritarias presentes en el suero, el FBS
del medio se elimind mediante varios lavados de las células con medio de
cultivo. Las células, sembradas en medio sin suero y sin antibioticos a una
concentracion de 2,66 millones de células por mililitro, fueron tratadas con AX a
2,5 mg/ml, o con varias concentraciones de AX-B o de penicilina G durante 16
horas. Para los tratamientos con diferentes reactivos se usaron las

concentraciones y los tiempos que se indican en cada caso.

2.5. Obtencién de lisados celulares

En primer lugar, las células se aislaron mediante centrifugacion a 1000
X g durante 5 minutos. A continuacion, se lavaron 3 veces con tampon fosfato
salino (PBS) y se resuspendieron en tampdén de homogeneizacién compuesto
por Tris 10 mM pH 7,4, EDTA 0,1 mM, EGTA 0,1 mM, SDS 0,5% (p/v); 2-B3-
mercaptoetanol 0,1 mM, inhibidores de proteasas (leupeptina, Pefabloc,
aprotinina), fluoruro sodico (NaF) 50 mM y ortovanadato sédico 0,1 mM. Las
células, resuspendidas en este tampdn, se homogeneizaron mediante pases
sucesivos a través de jeringuillas de 1 ml con aguja 26G x % ml de la casa
comercial Becton Dickinson para forzar la lisis mecéanica. Los lisados se
centrifugaron a 15000 x g durante 15 minutos a 4° C, obteniendo en el
sobrenadante el lisado celular final y descartando en el “pellet” restos celulares

y organulos.
2.6. Fraccionamiento del medio condicionado
El medio de cultivo condicionado se sometid a fraccionamiento por

centrifugacion diferencial. Los restos celulares se obtuvieron mediante

centrifugacion a 15000 x g durante 20 minutos a 4°C, a esta fraccion se la
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denominé “fraccién de membrana”. El sobrenadante resultante se sometio a
ultracentrifugacion en un rotor de angulo fijo TLA 100.2 (Beckman), en una
centrifuga Beckman Coulter Optima™ max, o en un rotor 70.1 Ti (Beckman), en
una centrifuga Beckman Coulter Optima™ L-100 XP a 200000 x g durante 40
minutos a 4°C. El sobrenadante se consider6 como proteina soluble en el
medio extracelular (S100). El “pellet’, correspondiente a la denominada
“fraccion de vesiculas extracelulares” (EV), se lavd una vez con PBS con el fin

de reducir la contribucién de proteina soluble en esta fraccion.

2.7. Electroforesis en SDS-PAGE y Western blot

Para llevar a cabo la deteccion de proteinas modificadas por farmacos,
las distintas fracciones obtenidas de los tipos celulares descritos se
homogenizaron, se desnaturalizaron durante 5 minutos a 95°C en buffer de
Laemmli (Tris 80 mM pH 6,8; SDS al 2%, glicerol al 10%, B-mercaptoetanol al
5% y azul de bromofenol) y se separaron en geles de poliacrilamida del 10%.
Una vez finalizada la electroforesis, las proteinas se transfirieron del gel a
membranas de PVDF (Immobilon-P, Millipore) en un sistema semiseco de
transferencia (Bio-Rad) siguiendo las indicaciones del fabricante. A
continuacion, las membranas se bloquearon durante 1 hora con solucion de
bloqueo (leche en polvo desnatada al 2% disuelta en TBS y Tween-20 al 0,05%
(viv) (T-TBS)). Para detectar la sefial de biotina, la membrana se incub6 con
Estrep-HRP a una dilucion 1:1000 durante 30 minutos. En otros casos, las
membranas se incubaron también con diferentes anticuerpos que reconocian
proteinas o caracteristicas especificas de dichas proteinas. Los anticuerpos
primarios se prepararon en diluciones entre 1:100 y 1:5000 y los secundarios a
1:2000, en una solucion de 1% de albumina sérica bovina (Sigma) en T-TBS.
Para localizar las proteinas reconocidas por los anticuerpos o los complejos
biotina-avidina, las membranas se incubaron con los reactivos ECL. La
deteccién de la sefial se llevdo a cabo mediante la exposicion de peliculas
fotosensibles (AGFA) a las membranas. Estas, fueron escaneadas con un

escaner Agfa. Los niveles de sefal de las bandas de interés se estimaron
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mediante analisis de imagen con el programa informatico “Scion Image” de

Scion Corporation.

2.8. Electroforesis bidimensional

Las distintas fracciones o proteinas recombinantes se sometieron a
electroforesis bidimensional basada en isoelectroenfoque, separando las
proteinas en primer lugar por su punto isoeléctrico y, a continuacion, por peso

molecular.

Antes de la electroforesis bidimensional, las proteinas se precipitaron
por diversos métodos con el objetivo de eliminar sales u otras sustancias que

pudiesen interferir en el isoelectroenfoque.

Para precipitar la proteina perteneciente a las fracciones de lisado
celular o de proteina soluble del medio condicionado, se usé un protocolo
basado en acetona (Jiang y col., 2004). Se precipitaron 200 ug de proteina del
lisado o 1,8 ml de la fraccién de proteina soluble con 3 volimenes de acetona
fria durante 16 horas a 4° C y en rotacién. A continuacién, las muestras se
centrifugaron a 15000 x g durante 30 minutos. Finalmente, se retird toda la

acetona posible y el sedimento resultante se dejo secar completamente.

En el caso de la proteina de la fraccion de vesiculas extracelulares o de
la proteina recombinante se usé el método de metanol-cloroformo (Fic y col.,
2010). Se precipitaron 4 ug de proteina recombinante o 60 pl de la fraccion de
vesiculas extracelulares afiadiendo dos voliumenes de cloroformo y cuatro
volumenes de metanol. La mezcla se agitd en “vortex” durante un minuto y se
centrifugd a 9000 x g durante un minuto. Se descartd la fase acuosa y se
afiadieron 3 volumenes de metanol. Nuevamente, la mezcla se agitd durante
un minuto en “vortex” y se centrifugd a 9000 x g durante otro minuto.
Finalmente, se retiré todo el sobrenadante posible y se dejo secar el sedimento

completamente.

Las proteinas precipitadas provenientes de las fracciones celulares se

resuspendieron en 278,4 ul de tampon de isoelectroenfoque (tiourea 2 M, urea
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7 M, CHAPS 4%, DTT 100 mM, 0,75 pul (0,5% v/v) de anfolitos (Biolyte, Bio-
Rad), con un rango de punto isoeléctrico (pl) de 3 a 10, y 1 pl (0,7% v/v) de
azul de bromofenol) y se separaron en tiras de 7 cm y gradiente lineal de pH de
3 a 10 (Bio-Rad) para procesarlas por duplicado (Esquema 9). En el caso de la
proteina recombinante precipitada se resuspendio en 139,2 ul de tampon de

isoelectroenfoque.

Primera Dimensidn

/ \ Segunda Dimensidn

Esquema 9: Esquema de la técnica de electroforesis bidimensional basada en
isoelectroenfoque. Una vez precipitada la muestra, las proteinas se separan en la
primera dimension segln su punto isoeléctrico en tiras de gradiente continuo de pH de 3
a 10. Finalizado el isoelectroenfoque, las tiras se equilibraron en primer lugar con DTT y
a continuaciéon iodoacetamida para reducir y bloquear los puentes disulfuro,
respectivamente. A continuacion, las tiras se colocaron encima de los geles como se
muestra en el esquema, donde se separaron segun su tamafio en geles por duplicado,
uno de ellos para Western blot usando Estrep-HRP y el otro para observar la proteina
total del gel tifiendo con Sypro-Ruby. Las manchas con abundante sefial de proteina que
presentaban sefial de biotina se digirieron con tripsina y se identificaron por
espectrometria de masas.

Las tiras se colocaron en el equipo “Protean IEF Cell” (Bio-Rad), en el
que se llevo a cabo el proceso de rehidratacion a 50 V y a 50 pA por tira a 20°C
durante 12 horas. Posteriormente se sometieron a isoelectroenfoque segun el
siguiente programa: 1) 250 V durante 1 hora, 2) 500 V durante 1 hora, 3) 1000
V durante 1 hora, 4) 2000 V durante 1 hora, 5) 8000 V durante 1 hora y 6) 8000

V durante otra hora. Después, las tiras se incubaron durante 15 minutos a
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temperatura ambiente en agitacion con tampén de equilibrado (urea 6 M, SDS
2%, Tris-HCI 0,375 M pH 8,8; y glicerol al 20%) en primer lugar con DTT 130
mM y, a continuacion, en el mismo buffer con iodoacetamida 135 mM durante

15 minutos a temperatura ambiente y con agitacion.

Una vez equilibradas, las dos tiras correspondientes a cada muestra se
colocaron sobre geles de poliacrilamida del 10% para la separacion de las
proteinas en funcion de su tamafio. Uno de los geles se transfirid a una
membrana Immobilon-P que se incubd6 en solucion de bloqueo, y la presencia
de aductos de AX-B o AX se detectd mediante incubacion con Estrep-HRP
(1:2000) o AO3.2 (1:100) respectivamente. Las incubaciones posteriores se

realizaron con anticuerpos que reconocian las proteinas de interés.

El gel duplicado se fij6 con una solucion de metanol al 40% y é&cido
acético al 10% durante 1 hora a temperatura ambiente. Las proteinas del gel se
tiferon mediante incubacion con Sypro-Ruby (Bio-Rad) durante toda la noche
en agitacion y en oscuridad. A continuacion, el gel se lavé con una solucién de
metanol al 10% y &cido acético al 4% durante 1 hora. El gel se escaned con luz
ultravioleta en un transiluminador Gel Doc™ XR+ System (Bio-Rad) para

obtener la sefial de las proteinas presentes en el gel.

2.9. Espectrometria de masas

Para identificar las proteinas, las manchas de interés se escindieron de
los geles bidimensionales tefiidos con Sypro-Ruby mediante EXQuest Cutter
(Bio-Rad) para proceder a su digestion. En primer lugar, se lavaron con
bicarbonato amonico 50 mM pH 8 y seguidamente con acetonitrilo (ACN). Las
proteinas se tripsinizaron durante 8 horas a 37°C con tripsina a 12,5 ng/ul en
una solucion de bicarbonato amoénico 50 mM. Para la extraccion de los
péptidos resultantes se usO una solucion de ACN al 100% vy acido
trifluoroacético (TFA) al 0,5%. La solucidon resultante se evaporé mediante
“speed-vacuum”, y los péptidos se resuspendieron en 6 ul de ACN al 30% y
TFA al 0,5%. Las muestras se analizaron en el espectrdmetro de masas
Autoflex 1l MALDI-TOF/TOF (Bruker-Daltonics). El andlisis de los datos de la
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relacion masa/carga (m/z) se realiz6 usando FlexAnalysis (Bruker-Daltonics) y
los resultados se enfrentaron a la base de datos de proteinas SwissProt
2014 _03. La identificacion de las proteinas se consideré significativa (p<0,05)

cuando su puntuacion fue superior a 59.

2.9.1. Andlisis de a-enolasa modificada por amoxicilina in vitro mediante
MALDI-TOF

La determinacion de la masa por espectrometria de masas basada en
MALDI TOF se llevd a cabo en el Servicio de Protedmica y Gendmica del
Centro de Investigaciones Bioldgicas del CSIC, miembro del Instituto Nacional
de Protedmica, ProteoRed-ISCIIl, usando un Autoflex 1l MALDI-TOF-TOF
(Bruker-Daltonics). El espectro fue adquirido usando la potencia de un laser
justo por encima del umbral de ionizacién. Las muestras se analizaron en el
modo lineal de deteccién de iones positivos y de extraccién retardada. Se
realizd una calibracion externa usando albamina bovina (Sigma), cubriendo un
rango de 15000 a 100000 Da. La solucién matriz de 2,5-dihidroxi-acetofenona
(2,5-DHAP) se prepar6 disolviendo 7,6 mg (50 umoles) en 375 pl de etanol, a la
que se le afiadieron 125 pl de citrato de hidrégeno diaménico 80 mM en
solucion acuosa. Para la preparacion de la muestra, se diluyeron 2 pl de
muestra con 2 ul de acido trifluoroacético al 2% en solucion acuosa, y 2 ul de
solucion matriz. Se coloc6 un volumen de 1 pl de esta mezcla en el AnchorChip
de 800 um (Bruker-Daltonics) y se dejé secar a temperatura ambiente. Los
resultados obtenidos se enfrentaron a la base de datos de proteinas SwissProt
2014 03.

2.9.2. Andlisis de a-enolasa modificada por amoxicilina in vitro mediante
ESI-MS

Los experimentos descritos en este apartado y el siguiente fueron
realizados en el laboratorio del profesor Giancarlo Aldini del Departamento de
Ciencias Farmacéuticas “Pietro Pratesi” de la “Universita degli Studi di Milano”
(Italia), donde se llevd a cabo el analisis de las muestras en un espectroémetro
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de masas con trampa i6nica lineal LTQ Orbitrap™ XL (ThermoFisher Scientific)

equipado con una fuente de ionizacién por electrospray (Finnigan lon Max).

La proteina a-enolasa recombinante se incub6 a una concentracion final
de 2,12 uM con amoxicilina a 21,2 uM durante 3 horas a 37°C. Se tomaron 3
alicuotas de las diferentes muestras de a-enolasa incubada con amoxicilina a
tiempo cero y después de 3 horas, y se filtraron y desalaron por separado en
unidades de filtracion YM-30 con un tamafio de poro de 30 kDa (Microcon
Centrifugal Filter Devices, Millipore) como se describe a continuacion. En
primer lugar, se equilibraron los filtros con H,O Milli-Q centrifugando durante 6
minutos a 12500 rpm. Se cargaron las muestras y se centrifugaron a 12500
rpm durante 6 minutos. A continuacion, las alicuotas se lavaron sucesivamente
para eliminar las posibles interacciones no covalentes entre la proteina y el
farmaco: la primera alicuota se lavd 4 veces con 0,3 ml de H,O Milli-Q, la
segunda alicuota se lavé dos veces con 0,3 ml de H,O Milli-Q y dos veces con
0,3 ml de etanol en solucion acuosa en una proporcion H,O:EtOH 1:1 (viv), y la
tercera alicuota se lavo cuatro veces con 0,3 ml de etanol en solucién acuosa
en una proporcién H,O:EtOH 1:1 (v/v). Los lavados se realizaron centrifugando
las muestras a 12500 rpm hasta tener finalmente un volumen de muestra de 50
pl. Las columnas de filtracibn se invirtieron sobre un nuevo tubo y se
centrifugaron a 3000 rpm durante 3 minutos para recuperar las muestras
concentradas. Las muestras (96 ug de proteina) se diluyeron en 200 ul de H,O
y 200 pl de ACN/H,O/Acido férmico (60:40:0,4 v/viv) y se inyectaron en el
espectrometro de masas con una velocidad de flujo de 5 pl/min. Como
calibracion interna, se us6 una lista de 20 contaminantes plasticos comunes
gue se detectan como sefal de fondo en el analisis por ESI-MS. Los resultados

obtenidos se enfretaron a la base de datos de SEQUEST.

2.9.3. Identificacion de residuos de a-enolasa modificados in vitro por
amoxicilina mediante LC-ESI-MS/MS

La a-enolasa se incub6 a una concentracion final de 2,12 uM con

amoxicilina a 2,12 mM durante toda la noche a 37°C. Tras la incubacién la
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proteina se sometié a electroforesis en SDS-PAGE. Se extrajo la proteina del
gel y se obtuvieron los péptidos resultantes de la digestion con
tripsina/quimotripsina. Antes de cargar las muestras en el sistema de
cromatografia liquida se afiadié &cido férmico a la mezcla de péptidos hasta
una concentracion final del 10%. Un pl de muestra se inyect6 en el sistema de
nanocromatografia (UltiMate 3000 RSLCnano System, Dionex) y la mezcla
peptidica se cargd en una columna de fase reversa (PicoFritTM Column, Halo,
C18, 2,7 microm 100 A, 75 microm i.d. x 10 cm, New Objective). Los péptidos

se eluyeron a una velocidad de flujo constante de 300 nl/min.

El sistema de cromatografia liquida estaba conectado a un
espectrometro de masas LTQ Orbitrap™. La deteccion de los péptidos
modificados por el farmaco y la deteccién de los sitios de modificacion se
realiz6 mediante un proceso compuesto de dos pasos: el primer paso consistid
en el andlisis del espectro de MS/MS registrado en el modo de fragmentacion
de iones mediante disociacion por colision de alta energia (HCD) con el fin de
encontrar los iones diagnosticos de este ensayo; y el siguiente paso consistio
en comparar los iones precursores con una lista teérica de iones modificados
generados a partir de la digestion virtual de la a-enolasa con
tripsina/quimotripsina. Los resultados obtenidos se enfretaron a la base de
datos de SEQUEST.

2.10. Modelado molecular

La estructura de la a-enolasa fue obtenida a partir del codigo 2PSN del
Protein Data Bank (PDB) (Hyo y col., 2008). La estructura del cristal de la
proteina se completd afadiendo hidrégenos polares mediante el programa
informatico AutoDock Tools 1.5.6 (Sanner, 1999). La estructura de la
amoxicilina con su correspondiente geometria fue obtenida a partir de la base
de datos de PubChem con codigo de acceso 33613. La interaccion entre la
amoxicilina y la a-enolasa se model6 mediante el programa informatico
AutoDock Vina (Trott y Olson, 2010) considerando un espacio de 24 A de

diametro alrededor de la lisina 239. El calculo con Vina generé 9 modelos de
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interaccion de la amoxicilina con la a-enolasa alrededor de la lisina 239. Se
consideraron aquellos con los niveles de energia de unidon mas negativos y la
distancia mas pequefia entre el grupo amino de la lisina y el grupo carbonilo del
anillo betalactamico del farmaco. La representacion final de la interaccion se
llevé a cabo mediante el programa informatico PyMOL (The PyMOL Molecular
Graphics System, Version 1.74 Schrodinger, LLC) (Schrodinger, 2015).

2.11. Inmunoprecipitacion

En primer lugar, el anticuerpo especifico contra las proteinas de interés
(2 pg) se incubd con 50 pl de resina conjugada con proteina G en tampon de
homogeneizado 1 (Tris 10 mM pH 7,4, EDTA 0,1 mM, EGTA 0,1 mM, SDS al
0,1% y NP-40 al 0,2%) durante 1 hora a 4°C en agitacion. Tras la incubacion, el
anticuerpo no unido se eliminé mediante lavados de 5 minutos a 3000 x g y
resuspension en el mismo tampdn. A continuacion, la fraccion S100 de medio
condicionado se incub6 con el conjugado de resina con proteina G y anticuerpo
durante 1 hora a 4°C en agitacion. La fraccibn de proteinas no retenidas
(fraccién no unida) se separ6é de la fraccion unida mediante centrifugacion.
Finalmente, tras varios lavados con tampén de homogeneizado 2 (Tris 10 mM
pH 7,4, EDTA 0,1 mM, EGTA 0,1 mM, SDS al 0,5% y NP-40 al 1%) la fraccién
de proteina unida se eluy6 con tampdén Laemmli 2X a 95°C durante 5 minutos.

Las proteinas purificadas se analizaron mediante Western blot.

2.12. Purificacion de proteinas por cromatografia de afinidad basada

en avidina

Las muestras de S100 del medio condicionado fueron sometidas a 10
centrifugaciones consecutivas a 2000 x g durante 9 minutos a 4°C en unidades
de ultrafiltracion Amicon de 10K (Millipore) diluyendo cada vez el concentrado
en 4 ml de tampdén de homogeneizacion 1 para eliminar el exceso de AX-B libre

aun presente. Estas nuevas fracciones se denominaron S100-10K. Para el
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enriguecimiento en avidina se usaron esferas de agarosa combinadas con
Neutravidina (Thermo Fisher) que se habian equilibrado previamente en
tampon de homogeneizacion 1. Las fracciones de interés se incubaron con la
Neutravidina durante 3 horas a 4°C en rotaciéon. Se recogi6 la fraccién no unida
de la purificacion por centrifugacion a 3000 x g durante 2 minutos. Las esferas
de agarosa unidas a proteinas modificadas por AX-B fueron lavadas tres veces
con tampdn de homogeneizacion 2 mediante centrifugacién. El sobrenadante
del ultimo lavado se recogié como control. A continuacion, las proteinas se
eluyeron con tampdén Laemmli 2X hirviendo las muestras a 95°C durante 5
minutos. Las proteinas de interés fueron analizadas posteriormente mediante

electroforesis en gel de poliacrilamida y Western blot.

2.13. Microscopia confocal

2.13.1. Deteccién de AX-B en el interior de varios tipos celulares

Los diferentes tipos celulares se sembraron independientemente en
placas p35 con fondo de cristal 0 en pl2 con cubreobjetos de vidrio
previamente depositados en el fondo de cada pocillo. Las células fueron
tratadas con 0,5 mg/ml de AX-B durante 16 horas a 37°C en el medio
correspondiente sin suero y sin antibiéticos. Seguidamente, las células se
fijaron con paraformaldehido al 4% (p/v) durante 30 minutos, se
permeabilizaron con Triton X-100 al 0,1% en PBS durante 10 minutos y se
bloquearon con BSA al 1% en PBS durante 20 minutos. Las células se
incubaron con 1 ug/ml de Estrep-A488 durante 30 minutos y con DAPI a 3
pg/ml durante 20 minutos para marcar los nucleos. Las preparaciones se
observaron en un microscopio confocal de fluorescencia Leica TCS-SP2-AOBS
del servicio de microscopia laser confocal y multidimensional in vivo del Centro
de Investigaciones Bioldgicas, con un objetivo de 100 aumentos. Las secciones
se obtuvieron cada 0,5 ym. En las figuras aparecen imagenes representativas
de experimentos repetidos al menos tres veces. Las imagenes corresponden a

un solo canal y a una sola seccion del eje z, salvo que se indique lo contrario.
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2.13.2. Internalizacion de vesiculas extracelulares con AX-B en células
BAEC

Las vesiculas extracelulares utilizadas en este ensayo se obtuvieron a
partir de células RPMI 8866 tratadas con AX-B (0,5 mg/ml) durante 16 horas.
Tras este tiempo, se aislaron, se resuspendieron en PBS y se tifieron con FITC
100 pM durante 1 hora a temperatura ambiente para conseguir un marcaje
general de las vesiculas, y con Estrep-TXR 1:200 durante 30 minutos a
temperatura ambiente para marcar especificamente las proteinas biotiniladas
presentes en las vesiculas. Las EVs, una vez marcadas, fueron afiadidas al
medio de cultivo de las células BAEC sembradas en placas p35 con fondo de
cristal. Tras 3 horas de incubacion, las células se fijaron con paraformaldehido
al 4%, se permeabilizaron con Tritdbn X-100 0,1% en PBS durante 10 minutos y
se bloquearon con BSA al 1% en PBS durante 20 minutos. Para delimitar el
area de la célula, la proteina RhoGDI se detectdé mediante inmunofluorescencia
con un anticuerpo especifico (1:1000) preparado en una solucion de 1% BSA
en PBS. La incorporacion de las vesiculas a las células fue analizada en el

microscopio confocal como se detalla en el apartado anterior.

2.13.3. Estudio de diferentes vias de trafico intracelular

Las células RAW 264.7 y las células RPMI 8866 se trataron durante 16
h a 37°C con AX-B (0,5 mg/ml) en el medio correspondiente sin suero y sin
antibioticos junto con ZLLL 100 nM, cloroquina 10 uM, C6-ceramida 10 uM,
dihidro-C6-ceramida 10 uM o GW4869 2 uM. Tras el tratamiento, las células se
incubaron durante 10 minutos a 37°C con LTR 0,5 pyM para tefiir
compartimentos acidos (endosomas tardios o0 cuerpos multivesiculares y
lisosomas, a los que en conjunto nos referiremos como lisosomas para
simplificar). Las células se fijaron como se describe anteriormente, y fueron
incubadas con Estrep-A488, anticuerpo frente a ubiquitina o anticuerpo frente a
CD63. La observacion de las células se realizO mediante microscopia confocal

como se ha descrito en el apartado 2.13.1.

94



IV. Material y Métodos

2.14. Microscopia electronica

Las EVs, obtenidas del tratamiento de células RPMI 8866 con AX-B
(0,5 mg/ml) como se describe en el apartado 2.6, fueron analizadas mediante
microscopia electronica (Thery y col., 2006). Las vesiculas se incubaron con
particulas de oro conjugadas con estreptavidina para detectar la AX-B asociada
y se fijaron con paraformaldehido al 2% durante 30 minutos a 37°C. Una
alicuota de 5 ul de esta preparacion se depositdé sobre gradillas de Formvar-
carbono para microscopia electronica y se dej6é secar durante 20 minutos a
temperatura ambiente. A continuacion, las rejillas se lavaron con una gota de
100 pl de PBS y se transfirieron a una gota de 50 ul de glutaraldehido al 1%
durante 5 minutos. Las rejillas se lavaron mediante contacto con gotas de 100
Ml de agua destilada durante 2 minutos y este paso se repitio ocho veces. Para
contrastar, las rejillas se incubaron durante 5 minutos en una gota de 50 pl de
una solucién de oxalato de uranilo a pH 7. Las rejillas se transfirieron a una
gota de 50 pl de metil celulosa durante 10 minutos en hielo. Finalmente, se

dejaron secar entre 5 y 10 minutos a temperatura ambiente.

Las vesiculas con particulas de oro fueron observadas en un
microscopio electronico JEOL 1230 a 100 kV, del servicio de microscopia
electronica del Centro de Investigaciones Bioldgicas. Las imagenes fueron

obtenidas con un aumento de 40000x.

2.15. Analisis estadistico

Cada experimento fue realizado al menos tres veces. Los resultados se
muestran como la media + error estandar estadistico. Los estudios
comparativos entre variables cuantitativas que seguian una distribucién normal
se valoraron mediante el test t de Student para muestras pareadas o0 no
pareadas segun el experimento. Las diferencias se consideraron
estadisticamente significativas cuando los valores p < 0,05. El analisis

estadistico se realiz6 usando el programa informéatico GraphPad Prism 6.
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1. HAPTENIZACION DE PROTEINAS EN CELULAS RPMI 8866

La haptenizacion de proteinas por farmacos se ha considerado como
una de las principales hipétesis que explican el desarrollo de efectos adversos
de medicamentos (Zhou y col., 2005; Yang y col., 2006; Hinson y col., 1995).
Segun esta hipotesis, el farmaco o sus metabolitos deberian unirse a proteinas
covalentemente (Castillo y col., 1995; Jenkins y col., 2009), formando el aducto
proteina-farmaco que seria capaz de activar el sistema inmune. Comunmente,
la respuesta alérgica es uno de los principales efectos adversos a farmacos.
Uno de los compuestos que mas reacciones alérgicas produce, perteneciente
al grupo de farmacos betalactamicos, es la amoxicilina (Dofia y col., 2012).

En nuestro grupo de laboratorio se ha llevado a cabo previamente la
identificacion de proteinas de suero humano que resultaban haptenizadas por
amoxicilina in vitro (Ariza y col., 2012). La principal diana identificada fue la
albumina. Aunque la informacion sobre la modificacion de proteinas séricas por
amoxicilina es relativamente abundante (Ariza y col., 2012; Ariza y col., 2014;
Garzon y col., 2014; Meng y col., 2016; Ariza y col., 2015), al comenzar estos
estudios, no se conocia qué proteinas intracelulares se haptenizan por
amoxicilina. Los farmacos o sus metabolitos pueden interactuar con numerosos
tipos celulares a lo largo de sus vias de administracion o distribucion en el
organismo. Por ello, la modificacion de proteinas intracelulares por farmacos
podria desempefiar un papel importante en los mecanismos de toxicidad de
farmacos en general y, en particular en las reacciones alérgicas. El inicio de
estas reacciones se produciria mediante la exposicion del antigeno (proteina o
péptido haptenizado). Por ello, nos planteamos la identificacion y confirmacion

de dianas celulares de amoxicilina.

1.1. Selectividad de la unién de betalactamicos a proteinas

intracelulares

Con el objetivo de identificar proteinas intracelulares modificadas por
betalactamicos incubamos linfocitos B, tipo celular relacionado con el proceso

de respuesta inmune y respuesta alérgica, con diferentes antibiéticos. La
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incubacion de estas células con penicilina G (10 mg/ml), amoxicilina (AX, a 2,5
mg/ml) o con el analogo biotinilado de ésta (AX-B, a 0,5 mg/ml), produjo
patrones variados de proteinas haptenizadas, segun se aprecia en la
electroforesis monodimensional (Figura 1A). Las bandas que aparecen en el
control de los experimentos con AX o con AX-B corresponden a sefial no
especifica del anticuerpo o a proteinas biotiniladas enddgenas (Praul y col.,
1998), respectivamente. Ademas, el uso de la AX-B, permiti6 una mejor
deteccidn de los aductos de amoxicilina gracias a la mayor sensibilidad de esta
herramienta. De hecho, la concentracion de AX-B necesaria para detectar los
aductos de amoxicilina se puede reducir al menos hasta 0,1 mg/ml, que ya es
proxima a la que se alcanza en regimenes terapéuticos (Akimoto y col., 1982;
Witkowski y col., 1982), sin que se aprecie una alteracion del patron de

proteinas modificadas (Figura 1B).
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Figura 1: Modificacion de proteinas por antibidticos betalactamicos en linfocitos B.
Los linfocitos B RPMI 8866 se trataron durante 16 horas con penicilina G 10 mg/ml, con
amoxicilina 2,5 mg/ml, o con AX-B 0,5 mg/ml (A) o a las concentraciones indicadas (B)
en medio RPMI 1640 sin suero. Diez ug de proteina de lisado celular se cargaron en
geles de poliacrilamida y la haptenizacion de proteinas se analiz6 mediante Western blot
detectando la sefial de los antibidticos con los anticuerpos correspondientes o la sefial
de biotina con Estrep-HRP.
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Estos resultados indican que la amoxicilina se une a proteinas
celulares. Para confirmar la capacidad de la amoxicilina para entrar en el
interior celular se llevaron a cabo experimentos de microscopia confocal
(Figura 2). La incubacion de linfocitos B con AX-B mostré un aspecto de
localizacion particulada de la sefial de biotina, posiblemente compatible con
compartimentos vesiculares y/o con el procesamiento de las proteinas
haptenizadas por este farmaco. También podria ser compatible con agregados

de proteinas.

Campo

Estrep-A488 DAPI Superposicion
claro

’ ...
N ...

Figura 2: Presencia de AX-B en el interior de linfocitos B. Las células se incubaron
con 0,5 mg/ml de AX-B en medio RPMI 1640 sin suero durante 16 horas. A continuacion,
las células se fijaron y se incubaron durante 30 minutos con estreptavidina acoplada a
Alexa Fluor 488 (Estrep-A488). La sefial correspondiente al ADN del nucleo se obtuvo
mediante incubacion con DAPI durante 15 minutos. Barra de escala: 10 um. En el control
se observa sefial verde correspondiente a las proteinas biotiniladas endégenas.

:?}; .

Ambas evidencias indican que los antibiéticos no se unen de forma

inespecifica a todas las proteinas celulares.

1.2. Deteccién de proteinas haptenizadas en linfocitos B

Con el fin de obtener una perspectiva mas amplia de la modificacién de
proteinas intracelulares, analizamos diversas fracciones del cultivo de linfocitos
B tratados con AX-B (0,5 mg/ml), incluyendo el medio condicionado, en el que
se encuentran la fraccion de restos celulares o “de membrana”, la fraccion de
vesiculas extracelulares y la fraccion de proteina soluble (Figura 3A).

Detectamos un gran niumero de polipéptidos haptenizados por AX-B en todas
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las fracciones. Muchos de ellos, marcados con flechas, se encontraban

presentes en varias de las fracciones, mientras que otros, marcados con

asteriscos, aparecian con mayor intensidad solo en algunas de ellas.

A su vez, realizamos el fraccionamiento de las células tratadas con AX

(2,5 mg/ml) para confirmar el patron obtenido con el analogo biotinilado (Figura

3B). En el analisis de electroforesis monodimensional observamos amplias

similitudes con los patrones obtenidos en el tratamiento con AX-B. Ademas,

como en el caso anterior, algunos polipéptidos estan presentes en varias de las

fracciones.
Medio Medio
A Condicionado B Condicionado
Lisado Fraccion EV Proteinas Lisado Fraccion EVs Proteinas
celular Memb. S Solubles celular Memb. Solubles
AX-B -+ -+ AX -+ - 4+ -+ -4
%gg ——- < 250- - < <
100- 150
75 - — 100 ==
50 < < = < 75- 2 o
- i @ Bt =1 Bstep C( L S B4 A032
< <« w-< < HRP 37 - : v : B J
25-
20- ' 25
75_ e ICAM-1 75- -- —— e — ICAM-1
50- . 50- .
o - - B-actina . ——— - ~ p-actina
50' - — —
| e = — o-enolasa *° —— . a-enolasa
25-
25-
[~ " RhoGDI e ~ RhoGDI

Figura 3: Deteccién de proteinas haptenizadas por amoxicilina en lisado celular y
en el medio condicionado. Las células se trataron con AX-B a 0,5 mg/ml (A) o AXa 2,5
mg/ml (B) durante 16 horas en medio RPMI 1640 sin suero. A continuacion, se
separaron las células del medio condicionado, que se sometid a centrifugaciones
diferenciales para obtener la fraccibn de membranas, la fraccibn de vesiculas
extracelulares (EVs) y la fraccion de proteinas solubles. El analisis de las proteinas
modificadas se realizd mediante Western blot de todas las fracciones incubando las
membranas con Estrep-HRP, con AO3.2 para detectar la sefial de amoxicilina o con
anticuerpos frente a las proteinas indicadas como marcadores tipicos de cada fraccion.
Algunas de las bandas presentes en todas las fracciones aparecen marcadas con puntas
de flecha, mientras que bandas que muestran mayor intensidad en alguna fraccion
aparecen marcadas con asteriscos.

1.3. Identificacion de proteinas haptenizadas por amoxicilina en la

fraccion de proteinas solubles del medio condicionado

La presencia de proteinas haptenizadas por amoxicilina en la fraccion

de proteinas solubles del medio condicionado
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importancia en procesos de comunicacion intercelular. Las proteinas presentes
en esta fraccion, potencialmente secretadas por las células, serian reconocidas
como antigenos por el sistema inmune y podrian provocar procesos
inflamatorios o desencadenar la respuesta alérgica. Por este motivo,
comenzamos a analizar la fraccion de proteinas solubles del medio

extracelular.

Para proceder a la identificacion de las proteinas haptenizadas por
amoxicilina, analizamos mediante electroforesis bidimensional la fraccion de
proteinas solubles del medio extracelular de células control y células tratadas
con amoxicilina biotinilada (Figura 4).

Estrep-HRP Sypro-Ruby
pl pl
3 10 3 10
250-
150-
100-
75- . - -
50-
Ct
37-
25-
20-
250-
e . 150-
100- 4 0] 100-
75- ; © - z ‘ 75-
W e | s
AX-B 37- 1. ' 37-
25- @ 25-|
7 i
20- 20-|

Figura 4: Deteccion de proteinas haptenizadas por amoxicilina biotinilada mediante
electroforesis bidimensional de la fraccion de proteinas solubles del medio
condicionado. La fraccién de proteinas solubles del medio condicionado de células
tratadas con 0,5 mg/ml AX-B se analizé por electroforesis bidimensional en geles
procesados en paralelo. Uno de ellos se us6 para Western blot con Estrep-HRP (paneles
de la izquierda) y el gel duplicado se usé para tincién de proteina total con Sypro-Ruby
(paneles de la derecha). Las manchas seleccionadas para la identificacién por huella
peptidica mediante MALDI-TOF MS se encuentran marcadas con un circulo rojo.
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Obtuvimos un patron complejo de proteinas con sefal de biotina con
manchas intensas, algunas de las cuales coincidian con la sefial de proteina
total obtenida mediante tincion con Sypro-Ruby. Las proteinas biotiniladas que
aparecen en el control corresponden a las proteinas biotiniladas endogenas de
las propias células (Praul y col.,, 1998). Ademas, se obtiene un patron de
proteina total reproducible, como se puede apreciar al comparar las dos
tinciones con Sypro-Ruby.

Del gel tefiido con Sypro-Ruby escindimos 6 manchas que presentaban
sefial de biotina més intensa, marcadas con un circulo rojo en la Figura 4, para
identificarlas mediante huella peptidica por MALDI-TOF MS (Tabla 4). Se
identificaron proteinas estructurales como la B-actina y la p-tubulina, factores
implicados en la sintesis de proteinas como el factor de elongacién 2, enzimas

metabdlicas como la a-enolasa, o chaperonas como HSP70.

Codigo de P .. |Puntuacién Peso Punto

N©° Proteina Puntuacién - . P
acceso Limite molecular | isoeléctrico
1 P60709 B-actina (ACTB) 351 59 40.536 5,55
2 P07437 B-tubulina (TUBB) 246 59 50.096 4,75
a-1A Tubulina
3 Q71U36 (TBA1A) 317 59 46.797 4,96
4 Q53GZ6 HSP70 (HSP70) 157 59 71.083 5,28
5 P13639 EF-2 (EEF2) 100 59 96.246 6,41
6 P06733 |a-enolasa (ENOA) 162 59 47.453 7,01
Subunidad {3 del
7 P49720 proteasoma 136 59 23.219 6,13
(PSMB3)

Tabla 4: Identificacion de proteinas modificadas por AX-B de la fraccion de
proteinas solubles del medio condicionado de linfocitos B tratados con 0,5 mg/ml
AX-B. En la tabla se incluye el nimero de la mancha correspondiente en el gel, el codigo
de acceso de la proteina en UniProt, el nombre de la proteina junto con el nombre del
gen, la puntuacién obtenida en la identificacion, la puntuacién limite, es decir, a partir de
la cual la identificacién se considera significativa; el peso molecular expresado en daltons
y el punto isoeléctrico.

La amoxicilina biotinilada es una herramienta de gran utilidad para la

identificacion de proteinas modificadas por este farmaco, sin embargo, este
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compuesto no se usa en clinica. Para corroborar los resultados obtenidos con
este compuesto, llevamos a cabo el mismo procedimiento utilizando amoxicilina
y detectando las proteinas modificadas con el anticuerpo especifico frente a
este farmaco. En la Figura 5 se puede apreciar un patron de proteinas

modificadas que muestra claras similitudes con el obtenido con AX-B.
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Figura 5: Deteccién de proteinas mediante electroforesis bidimensional de la
fraccion de proteinas solubles del medio condicionado de células tratadas con AX
a 2,5 mg/ml y de células control. Las fracciones se analizaron por electroforesis
bidimensional en geles procesados en paralelo. Uno de ellos se utiliz6 para
inmunodeteccién con el anticuerpo que reconoce la AX, AO3.2 (paneles de la izquierda),
y el gel duplicado se us6 para tincion de proteina total con Sypro-Ruby (paneles de la
derecha). Las manchas cuya posicion coincide con las observadas tras el tratamiento
con AX-B se encuentran marcadas con un circulo naranja y numeradas en el mismo
orden.

1.3.1. Confirmacién por inmunodeteccién de las proteinas identificadas

Un primer abordaje para validar la identificacion realizada por
espectrometria de masas consistié en la inmunodeteccion de las proteinas de

interés en las membranas de las electroforesis bidimensionales.
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Mediante esta técnica, conseguimos confirmar cinco de las siete
proteinas identificadas (Figura 6). Las distintas manchas observadas tanto para
EF-2 como para la a-enolasa pueden ser debidas a la presencia de
modificaciones postraduccionales como la fosforilacion, la metilacion o la
acetilacion que pueden alterar el punto isoeléctrico de estas proteinas (Zhou y
col., 2010). Ademéds, observamos que estas formas resultan haptenizadas en
distinta proporcion, posiblemente debido a la presencia de dichas

modificaciones postraduccionales.

Estrep-HRP B-actina Estrep-HRP (B-tubulina Estrep-HRP HSP70
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Figura 6: Inmunodeteccidon de las proteinas previamente identificadas mediante
espectrometria de masas a partir de la fraccion de proteina soluble del medio
condicionado de células tratadas con AX-B a 0,5 mg/ml. La fraccion de proteina
soluble del medio condicionado se analizé6 por electroforesis bidimensional. Las
proteinas modificadas se detectaron en primer lugar mediante Western blot con Estrep-
HRP (paneles de la izquierda) y, a continuacién, por inmunodeteccién con los
anticuerpos indicados (paneles de la derecha). Mediante este experimento se pudieron
confirmar, por coincidencia de sefial, B-actina, B-tubulina, HSP70, EF-2 y a-enolasa. Las
flechas marcan las sefiales cuya posicién es coincidente en los dos tipos de deteccion.

Aunque la electroforesis bidimensional proporciona una elevada

resolucién, la informacion que arroja este experimento no constituye una
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confirmacion definitiva de la modificacion por AX-B, ya que en una misma
mancha podrian coincidir varias proteinas. Por este motivo, nos propusimos
emplear abordajes adicionales para confirmar las proteinas identificadas por
espectrometria de masas, como pueden ser la purificacion por cromatografia

de afinidad basada en avidina o la inmunoprecipitacion.

1.3.2. Confirmacion por cromatografia de afinidad en avidina de las

proteinas identificadas

Mediante esta confirmacion, se persigue purificar las proteinas que
tienen unida AX-B separandolas de este modo de las que no la tienen. La
cromatografia se realizd, por un lado, a partir de la fraccion de proteina soluble
S100-10K de linfocitos tratados con AX-B (0,5 mg/ml). Por otro lado, en
paralelo, se realizé el mismo procedimiento con la fraccion de proteina soluble
del medio condicionado de células control, para obtener informacién sobre la

posible retencion inespecifica de proteinas en la resina.

Como se muestra en la Figura 7, la fraccion eluida de la purificacion
mostré un enriquecimiento de la sefial de biotina con respecto a la fraccion
S100-10K. Esto indica una purificacion efectiva de la fraccion de proteinas

modificadas.

A continuacion, se incub6 la membrana con anticuerpos frente a las
proteinas identificadas por espectrometria de masas. Este abordaje confirmé
que el factor de elongacion 2, HSP70, a-enolasa y [B-actina se habian

purificado en la fraccion eluida.
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Figura 7: Purificacion por cromatografia de afinidad basada en avidina de la
fraccion de proteina soluble del medio condicionado desalada (S100-10K) de
células tratadas con 0,5 mg/ml de AX-B y células control. La purificacion se realiza
mediante esferas de agarosa recubiertas con Neutravidina. La fraccion S100-10K se
incubd con estas esferas durante 3 horas a 4°C y se separo la fraccion “no unida” de la
fraccion enriquecida con las proteinas haptenizadas por AX-B (eluido). El andlisis de la
purificacion se realiz6 mediante Western blot, incubando la membrana con Estrep-HRP
y, a continuacion, por inmunodeteccién de varias de las proteinas previamente
identificadas por espectrometria de masas.

1.3.3. Confirmacion por inmunoprecipitacién de las proteinas

identificadas

Por ultimo, validamos las dianas identificadas por espectrometria de
masas mediante inmunoprecipitaciébn, observando posteriormente  Si

presentaban sefial de biotina.

Como observamos en la Figura 8, las proteinas inmunoprecipitadas, en
concreto, EF-2, HSP70 y a-enolasa, mostraron sefial de biotina en las muestras

procedentes de células tratadas con AX-B, pero no en el caso de las células
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control. Con esta técnica, por tanto, se consiguio una confirmacion adicional de

la haptenizacion de dichas proteinas por AX-B.

En resumen, el conjunto de abordajes presentados en las Figuras 6, 7 y
8 confirma la modificacién por AX-B de las proteinas previamente identificadas

mediante espectrometria de masas.

Proteinas solubles Proteinas solubles

Ct AX-B 0.5 mg/mL
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Figura 8: Inmunoprecipitacién de las proteinas de interés mediante los anticuerpos
indicados. La inmunoprecipitaciéon (IP) se realiz6 mediante esferas recubiertas con los
anticuerpos especificados en cada caso. La fraccion S100 se incubd con estas esferas
durante 4 horas y se separ0 la fraccion no unida de la fraccion unida a los respectivos
anticuerpos. El andlisis de la inmunoprecipitacion se realizé por Western blot incubando
la membrana en primer lugar con Estrep-HRP y a continuacién con el anticuerpo
correspondiente a cada proteina de interés. Ac CT, anticuerpo conjugado con proteina G
como control de sefial inespecifica del propio anticuerpo o de la proteina G.

1.4. Identificacion de proteinas haptenizadas por AX-B en la fraccién

de lisado celular

Segun la hipétesis del hapteno, la AX-B podria haptenizar proteinas del
exterior celular que luego serian internalizadas en la célula o, por el contrario,
el farmaco podria ser internalizado y modificar proteinas intracelulares. Por
esto, dado el especial interés del estudio detallado de la haptenizacion en la
fraccion de lisado celular, llevamos a cabo la deteccion de proteinas

modificadas por AX-B en esta fraccion mediante electroforesis bidimensional.
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Obtuvimos un patron de proteinas modificadas por AX-B que
presentaba algunas similitudes con el detectado en la fraccion S100 del medio
condicionado (Figura 9). En concreto, aparecen sefales positivas de proteinas
cuyo peso molecular y pl coinciden con los de manchas previamente

identificadas por espectrometria de masas como B-actina, a y B-tubulina,

HSP70 y a-enolasa.
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Figura 9: Analisis de lisados de células tratadas con AX-B a 0,5 mg/ml mediante
electroforesis bidimensional y deteccion de proteinas con sefial positiva de
biotina. Las células RPMI 8866 se trataron durante 16 horas con 0,5 mg/ml de AX-B.
Tras el tratamiento se lisaron como se describe en la seccion de Material y Métodos. La
fraccion de lisado se analizé por electroforesis bidimensional en geles procesados en
paralelo. Uno de ellos se utilizd para Western blot con Estrep-HRP (paneles de la
izquierda) y el gel duplicado para tincidon de proteina total con Sypro-Ruby (paneles de la
derecha). Las manchas sefialadas con un circulo rojo se identificaron por huella
peptidica mediante espectrometria de masas. Las manchas sefialadas con un circulo
azul son algunas de las que coinciden con las que ya se identificaron anteriormente:

actina (a), tubulina (b y ¢) y HSP70 (d).

De este gel se extrajeron 3 nuevas proteinas con una sefial de biotina
intensa y con una cantidad de proteina suficiente para proceder a su
identificacion mediante huella peptidica (Tabla 5). En esta fraccion se
identificaron proteinas que estan directamente relacionadas con el sistema
inmune como es el caso de la cadena V Kappa de la inmunoglobulina, y

enzimas glucoliticas como la piruvato quinasa y la a-enolasa. Esta ultima ya
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habia sido identificada y confirmada previamente en la fraccion S100 del medio

condicionado, lo que podria indicar que es una diana importante de amoxicilina.

Cddigo de . .. |Puntuacion Peso Punto
Ne° Proteina Puntuacion o . P
acceso Limite molecular | isoeléctrico
Cadena V Kappa,
1 P04206 region lll de lg 288 59 11.937 9,34
(IGKV3-20)
2 P06733 |a-enolasa (ENOA) 237 59 47.481 7,01
Piruvato quinasa
3 P14618 (PKM) 368 59 58.470 7,96

Tabla 5: Identificacion de proteinas modificadas por AX-B en la fraccion de lisados
de linfocitos B tratados con AX-B a 0,5 mg/ml. En la tabla se incluye el nimero de la
mancha correspondiente en el gel, el cédigo de acceso de la proteina, el nombre de la
proteina junto con el nombre del gen, la puntuacién obtenida en la identificacion, la
puntuacion limite, el peso molecular expresado en daltons y el punto isoeléctrico.

1.4.1. Confirmacion de las proteinas identificadas mediante

inmunodeteccion

Las proteinas identificadas mediante espectrometria de masas se

detectaron mediante anticuerpos especificos frente a las mismas. De nuevo

observamos una coincidencia en la posicion de la sefial de biotina y la sefal la

a-enolasa (Figura 10). Las otras dos proteinas no se pudieron detectar con los

anticuerpos disponibles.

Estrep-HRP a-enolasa

250-
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Figura 10: Inmunodeteccion de a-enolasa en el lisado de células tratadas con AX-B
a 0,5 mg/ml. La fraccién de lisado se analiz6 por electroforesis bidimensional. En primer
lugar, se observé la sefial de biotina por Western blot con Estrep-HRP (panel de la
izquierda) y, a continuacion, la correspondiente a la a-enolasa por inmunodeteccion con
el anticuerpo especifico (panel de la derecha). Las cabezas de flecha marcan la posicion
de las sefales coincidentes.
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1.5. Estudio de la secrecidon activa de proteinas modificadas por AX-B

por linfocitos B

Las proteinas modificadas por amoxicilina presentes en la fraccion
extracelular de linfocitos B estarian potencialmente implicadas en la respuesta
alérgica. Estas proteinas serian transportadas ya sea en forma soluble, o
encapsuladas en vesiculas, como los exosomas, y participarian en la activacion
de otras células. Dado su interés, nos planteamos explorar su origen con mas
detalle. En concreto, estas proteinas podrian proceder de la lisis celular durante

el tratamiento o de un proceso de secrecidn activa.

Para estudiar la secrecion de proteinas haptenizadas por AX-B, se llevo
a cabo un experimento de pulso-caza en el que, tras el tratamiento de las
células con AX-B durante 16 horas, la AX-B se eliminé del medio extracelular y
las células se mantuvieron durante otras 16 horas en medio fresco. Se
obtuvieron muestras del medio de cultivo a tiempo cero y 16 horas después de
la eliminacion de la AX-B del medio extracelular (Figura 11A). A continuacion,
analizamos las distintas fracciones del medio condicionado obtenido en el
experimento de pulso-caza. En la Figura 11B observamos proteinas
haptenizadas tanto en la fraccién de vesiculas extracelulares (EVs) como en la
fraccion de proteinas solubles. La presencia de proteinas procedentes de lisis
celular en estas fracciones parece poco probable dado que la proteina
citosélica RhoGDI, que se liberaria con la lisis, solo se detecta en los lisados
celulares y esta ausente en el resto de fracciones del medio condicionado. Al
analizar la toxicidad de los tratamientos, el llevado a cabo con AX-B no indujo
un aumento de la citotoxicidad en las condiciones empleadas (Figura 11C), lo
que indica que no hay una pérdida significativa de la integridad celular.
Curiosamente, observamos un enriquecimiento de la proteina a-enolasa en la
fraccibn de proteina soluble del medio condicionado (Figura 11B), lo que

sugiere un posible proceso de secrecion activa de esta proteina.

Estos resultados apoyan la idea de que las proteinas podrian resultar
haptenizadas en el interior celular y a continuacion secretadas al exterior, ya

sea en forma soluble o en vesiculas extracelulares.
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Figura 11: Aparicion de proteinas modificadas por AX-B en el medio extracelular
de linfocitos B. (A) Las células se trataron durante 16 horas con 0,5 mg/ml de AX-B.
Tras el tratamiento, se lavaron exhaustivamente con medio RPMI 1640 mediante
centrifugaciones sucesivas. A continuacion, las células se incubaron durante otras 16
horas en medio sin suero y sin antibidticos. El andlisis de la aparicion de proteinas
modificadas en el medio condicionado (Med. Cond.) se realiz6 por Western blot del
medio recogido al comienzo y al final de la incubacién con el medio fresco. (B) Las
células tratadas con AX-B se lavaron exhaustivamente con medio RPMI 1640 mediante
sucesivas centrifugaciones y se cultivaron durante 24 horas con medio nuevo sin suero y
sin antibiéticos. Por un lado, se lisaron las células para obtener el lisado celular, por otro,
se fracciond el medio, tal y como se describe en la seccién de Material y Métodos. El
andlisis de las distintas fracciones se realiz6 mediante Western blot por incubaciéon con
Estrep-HRP y a continuacion con diferentes anticuerpos frente a proteinas
representativas de cada fraccion. En la incubacion con Estrep-HRP se muestra una
exposicién de 30 segundos de la membrana para panel izquierdo y una de 2 minutos
para el panel derecho. EVs, fraccién de vesiculas extracelulares del medio condicionado.
(C) La muerte celular se estimé contando las células positivas para azul de tripan tras el
tratamiento con AX-B y la incubacion en medio sin suero durante 16 horas. No se
observaron diferencias significativas entre las células control y las tratadas con AX-B.
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1.5.1. Analisis y regulacion de la secrecion de vesiculas extracelulares

por linfocitos B

Para analizar la naturaleza de las vesiculas extracelulares, observamos
la fraccion correspondiente mediante microscopia electronica de transmision
(Figura 12A). Comprobamos que tanto el tamafio como la morfologia de las
vesiculas se correspondian con los que presentan tipicamente los exosomas

(Raposo y Stoorvogel, 2013).

La secrecibn de exosomas es un proceso regulado. Por ello,
comprobamos a continuacion si la presencia de proteinas haptenizadas en la
fraccion de vesiculas extracelulares podia ser modulada por agentes que
estimulan la liberacién de exosomas, en concreto por la C6-ceramida (Raposo
y Stoorvogel, 2013). Observamos que la C6-ceramida (Figura 12B) inducia un
aumento de los niveles de proteinas haptenizadas por AX-B en la fraccion de
vesiculas extracelulares, asi como también un aumento en los niveles de
proteinas que se consideran marcadores de exosomas como ICAM-1, en el
caso de células inmunes, y HSP70, que es un marcador general de exosomas.
Este efecto no se observo usando la dihidro-C6-ceramida, que es un analogo

de la C6-ceramida pero carece de actividad, como control negativo.

Por otro lado, la liberacion de estas vesiculas se puede bloguear con el
inhibidor de la esfingomielinasa neutra, GW4869 (Li y col., 2013; Kulshreshtha
y col.). Como se aprecia en la Figura 12B este tratamiento redujo los niveles de

proteinas haptenizadas y del marcador ICAM-1 en esta fraccion.
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Figura 12: Caracterizacion y regulacién de la secrecidn de vesiculas extracelulares
por linfocitos B. (A) Las vesiculas extracelulares del medio condicionado se observaron
mediante microscopia electrénica como se describe en la seccién de Material y Métodos.
Se muestran imagenes representativas de la forma y tamafio de estas vesiculas
procedentes de varios experimentos. Barra de escala, 200 nm. (B) Los linfocitos B fueron
tratados durante 16 horas con AX-B a 0,5 mg/ml. Tras el tratamiento, las células se
lavaron con RPMI 1640 para eliminar la AX-B que no hubiera reaccionado. A
continuacion, las células se trataron durante 24 horas con C6-ceramida 10 uM, dihidro-
C6-ceramida 10 uM, o GW4869 5 uM. Las vesiculas extracelulares se analizaron por
Western blot incubando la membrana con Estrep-HRP para detectar la presencia de
proteinas haptenizadas y con anticuerpos frente a los marcadores de exosomas ICAM-1
y HSP70.

El conjunto de estos resultados indica que las proteinas haptenizadas
son secretadas en exosomas, puesto que la regulacion de la secrecién de
estos altera los niveles de proteinas modificadas presentes en la fraccion de
EVs. También muestra que esta secrecion de proteinas haptenizadas puede
ser regulada quimicamente a través de la modulacion de la produccion de

exosomas.

1.5.2. Deteccidn e identificacion de proteinas haptenizadas por AX-B en

exosomas de linfocitos B

La presencia de proteinas haptenizadas en exosomas y la regulacion la

liberaciéon de exosomas al medio condicionado mediante el uso de diversos
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compuestos nos llevd a estudiar con mayor detalle las proteinas presentes en

la fraccion de vesiculas extracelulares.

En primer lugar, realizamos electroforesis bidimensional de dicha
fraccion para detectar e identificar las proteinas haptenizadas. Como se
observa en la Figura 13, obtuvimos un patron reproducible con varias manchas
intensas, algunas de ellas con sefal de biotina. Este patrén, sin embargo, es
diferente del de la fraccién de proteinas solubles del medio condicionado y del
obtenido del lisado celular, aunque algunas de las principales manchas son

coincidentes.
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Figura 13: Andlisis de la fraccidn de vesiculas extracelulares de linfocitos tratados
con AX-B a 0,5 mg/ml mediante electroforesis bidimensional y deteccién de
proteinas con sefial positiva de biotina. Las células RPMI 8866 se trataron durante 16
horas con 0,5 mg/ml de AX-B. Tras el tratamiento se aislé la fraccion de vesiculas
extracelulares como se describe en la seccién de Material y Métodos. Dicha fraccién se
analizé por electroforesis bidimensional en geles procesados en paralelo. Uno de ellos
se utilizé para Western blot con Estrep-HRP (paneles de la izquierda) y el gel duplicado
para tincion de proteina total con Sypro-Ruby (paneles de la derecha). Las manchas
sefialadas con un circulo rojo se identificaron por huella peptidica mediante
espectrometria de masas.
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Seguidamente, procedimos a identificar por espectrometria de masas
algunas de las proteinas que presentaron sefial de biotina. La identificacion
mediante esta técnica (Tabla 6) confirmé que la a-enolasa, HSP70 y EF-2,
entre otras, eran secretadas en exosomas hacia el exterior celular como

proteinas haptenizadas por AX-B.

o Cédigo de . .. [Puntuacién Peso Punto
N Proteina Puntuacion P . .
acceso Limite molecular | isoeléctrico

Isoforma 2 de la

1 P08133-2 Anexina A6 73 59 72.720 5,42

(ANXAG)

2 P06733 |a-enolasa (ENOA) 83 59 47.453 7,01

3 P14618 EF2 (EEF2) 195 59 96.246 6,41

4 Q53GZ6 HSP70 (HSP70) 69 59 71.083 5,28
Subunidad 6 del

5 P50990 complejo T (CCT8 139 59 60.153 5,42

Tabla 6: Identificacion de proteinas haptenizadas por AX-B presentes en la fraccién
de vesiculas extracelulares del medio condicionado de linfocitos B tratados con
AX-B a 0,5 mg/ml. En la tabla se incluye el nimero de la mancha correspondiente en el
gel, el cédigo de acceso de la proteina, el nombre de la proteina junto con el nombre del
gen, la puntuacién obtenida en la identificacién, la puntuacion limite, el peso molecular
expresado en daltons y el punto isoeléctrico.

Como en experimentos anteriores, para confirmar la modificacidon de las
proteinas identificadas llevamos a cabo inmunodeteccién con anticuerpos
frente a las proteinas de interés (Figura 14). Asi, pudimos confirmar la
coincidencia de las sefiales de a-enolasa y HSP70 con las sefales de biotina.
En este caso, dada la escasa cantidad de proteina en la fraccién de vesiculas
extracelulares, las purificaciones por inmunoprecipitacion o por cromatografia

de afinidad basada en avidina no se pudieron llevar a cabo.
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Figura 14: Inmunodetecciéon de las proteinas previamente identificadas mediante
espectrometria de masas a partir de la fraccién de vesiculas extracelulares del
medio condicionado de células tratadas con AX-B a 0,5 mg/ml. La fraccién de
vesiculas extracelulares del medio condicionado se analizé por electroforesis
bidimensional. En primer lugar, se detect6 la sefial de biotina con Estrep-HRP (paneles
de la izquierda) y, a continuacién, se realiz6 inmunodeteccion con los anticuerpos
indicados (paneles de la derecha). Las flechas marcan la posicion de las sefiales
coincidentes.

1.5.3. Anadlisis de las vesiculas extracelulares mediante microscopia

electrénica

A continuacion, nos propusimos observar directamente la presencia de
proteinas haptenizadas en exosomas mediante microscopia electrénica. Para
ello, los exosomas secretados al medio extracelular provenientes de células
control o tratadas con AX-B se incubaron con estreptavidina conjugada con
particulas de oro. Mediante esta técnica, pudimos detectar la presencia de
biotina sobre estas estructuras (Figura 15). Para apoyar la hipétesis de que la
sefal detectada se debe a la AX-B, cuantificamos el numero de particulas de
oro asociadas a los exosomas de ceélulas control y de células incubadas con
AX-B. El andlisis estadistico mediante t de Student muestra que las diferencias
entre el control y el tratamiento con AX-B, en cuanto al nimero de particulas de
oro en las vesiculas, son significativas. Este resultado sugiere que el marcaje
por estreptavidina oro es selectivo y no el resultado de que estas particulas
puedan haber quedado depositadas sobre vesiculas que no contengan biotina

por azar durante la preparacion.
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Figura 15: Las vesiculas extracelulares secretadas contienen proteinas o estructuras
modificadas por AX-B. Las vesiculas extracelulares secretadas al medio condicionado de
linfocitos B tratados o sin tratar con AX-B a 0,5 mg/ml se incubaron con particulas de oro de 10
nm conjugadas con moléculas de estreptavidina. A continuacién, las vesiculas fueron
observadas por microscopia electrénica como se describe en la secciéon de Material y Métodos.
Las flechas sefialan algunas de las particulas unidas a las vesiculas. Se muestran imagenes
representativas de varios experimentos. Barra de escala, 200 nm. El grafico muestra la media
error estandar del nimero de particulas de oro por vesicula. * P < 0,05 frente al control. Se
contaron un total de 29 vesiculas en el control y 37 en el tratamiento con AX-B.

1.5.4. Andlisis de las diferencias de haptenizacion entre las proteinas de

exosomas in vitro y en células

Dado que el plasma sanguineo contiene exosomas secretados por
diversos tipos de células tanto en condiciones normales como en ciertas
enfermedades (Tang y Wong, 2015), las proteinas o estructuras presentes en
los exosomas circulantes pueden ser también dianas de haptenizacion por
farmacos. Por este motivo, estudiamos la modificacion de proteinas de
exosomas previamente aislados de linfocitos B incubados con AX-B in vitro y la
comparamos con los aductos presentes en los exosomas secretados por las
células tratadas con este compuesto. Como observamos en la Figura 16, la AX-
B también se une a proteinas de exosomas aislados. El patrén de polipéptidos
con sefial de biotina muestra claras diferencias con respecto al de los
exosomas secretados por células tratadas con AX-B. Estos resultados sugieren

que algunas proteinas haptenizadas intracelularmente pueden ser dirigidas a
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exosomas mientras que en los exosomas aislados es posible que se

modifiquen las proteinas mas accesibles.
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Figura 16: Andlisis de las diferencias en los patrones de proteinas haptenizadas por AX-
B en exosomas incubados in vitro o procedentes de células tratadas con el antibiético.
Los linfocitos B se trataron con o sin AX-B a 0,5 mg/ml y se aislaron las vesiculas
extracelulares segun se describe en la seccién de Material y Métodos. Exosomas procedentes
de células sin tratar fueron incubados in vitro durante 16 horas a 37°C con AX-B a 0,5 mg/ml.
Las diferencias entre los exosomas provenientes de células y los incubados in vitro se
analizaron mediante Western blot y deteccion con Estrep-HRP. Se usé ICAM-1 como marcador
de exosomas. La sefial de biotina se densitometrd y se representd para comparar los patrones
obtenidos mediante ambos abordajes. La linea de puntos corresponde a la unién de AX-B en
exosomas en incubaciones in vitro, y la linea continua a exosomas obtenidos de células
tratadas con AX-B. Los resultados son representativos de tres experimentos diferentes.

1.5.5. Transporte de proteinas haptenizadas en vesiculas extracelulares

a células diana

La comunicacion intercelular es un proceso critico en la fisiologia celular
en el que moléculas como hormonas o ARN mensajero son transportados entre
células en forma soluble o en el interior de vesiculas (Novikov y col., 2015;
Ismail y col., 2013). Se ha descrito que los exosomas pueden jugar un papel
primordial en estos procesos. Partiendo de estos precedentes y teniendo en
cuenta las evidencias obtenidas sobre la presencia de proteinas haptenizadas
por amoxicilina en exosomas, nos propusimos evaluar la internalizacion de
exosomas secretados por linfocitos B en otro tipo celular. Para ello, aislamos
vesiculas extracelulares de linfocitos B control y tratados con AX-B. Estas
vesiculas fueron tefiidas con FITC, como trazador, e incubadas con Estrep-

TXR, para poder observar especificamente la biotina presente. Las vesiculas
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se afiadieron al medio de cultivo de células BAEC. Como células endoteliales,
estas células pueden actuar como células presentadoras de antigenos no
profesionales (Bagai y col., 2005). Mediante microscopia confocal, observamos
vesiculas en el interior de estas células en diferentes etapas de internalizacion,
bien cerca de la membrana celular o en zonas cercanas al nucleo de la célula
(Figura 17). Ademas, como se aprecia en la figura, en la condicion control las
vesiculas unicamente presentan la sefial verde correspondiente a FITC,
mientras que las vesiculas procedentes de linfocitos B tratados con AX-B
muestran tanto la sefial correspondiente a FITC como la sefial roja de Estrep-
TXR, indicando que estas vesiculas contienen proteinas haptenizadas por AX-
B.

FITC Estrep-TXR RhoGDI Superposicion

) ....
o ...

Figura 17: Internalizacion de exosomas de linfocitos B cargados con moléculas de
AX-B en células BAEC. Las vesiculas extracelulares secretadas por linfocitos B
tratados o sin tratar con 0,5 mg/ml de AX-B se aislaron y se incubaron con FITC y con
Estrep-TXR. Las células BAEC se incubaron después con la preparacién de vesiculas
durante 3 horas. La proteina RhoGDI, detectada mediante inmunofluorescencia, se
utilizé para delimitar los limites de la célula. Las células endoteliales se observaron
mediante microscopia confocal de fluorescencia para estudiar la presencia de vesiculas
extracelulares en su interior. Se muestran imagenes representativas de tres
experimentos diferentes. Barra de escala, 20 um.

El conjunto de estos resultados demuestra que las vesiculas cargadas
con proteinas modificadas por AX-B y secretadas al medio extracelular por
linfocitos B pueden ser captadas e internalizadas por otros tipos celulares.
Estas observaciones sugieren que los exosomas pueden jugar un papel

importante en el transporte o presentacion de proteinas modificadas por
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farmacos y como consecuencia en la respuesta alérgica frente a dichos

farmacos.

2. ANALISIS DE LA HAPTENIZACION DE PROTEINAS POR OTROS
FARMACOS Y EN OTROS TIPOS CELULARES

La formacion de aductos de proteinas con farmacos puede ser un
proceso independiente del tipo celular o del tipo de farmaco o presentar
caracteristicas selectivas tanto de los farmacos como de las células diana. En
esta seccion analizaremos, de manera general, la haptenizacion de proteinas
en diferentes tipos celulares potencialmente implicados en la alergia como los
macrofagos o las células endoteliales. Ademas, analizaremos la haptenizacién
de los linfocitos B por penicilina G, que es otro antibidtico betalactdmico de uso

clinico.

2.1. Haptenizacion de proteinas de linfocitos B por penicilina

Con el fin de detectar y obtener el patrén de proteinas haptenizadas por
penicilina, en primer lugar, realizamos un experimento con varias
concentraciones de este antibiético en linfocitos B y, mediante deteccion
inmunolégica, observamos haptenizacion de proteinas, aunque con
concentraciones del antibiotico sensiblemente superiores a las que se alcanzan

farmacolb6gicamente (Frentz y col., 1984).

Detectamos numerosos polipéptidos modificados por penicilina, con un
patron similar, en presencia de las distintas concentraciones empleadas,
aunque observamos algunas diferencias en cuanto a sefial relativa de algunas

de las bandas (marcadas con asteriscos) (Figura 18).

La concentracién que se utilizé para los experimentos posteriores en
células fue de 10 mg/ml. Aunque es una concentracion elevada de farmaco, es
la Optima para obtener sefal facilmente detectable mediante técnicas de

inmunodeteccion.
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Figura 18: Haptenizacion de proteinas de linfocitos B por distintas
concentraciones de penicilina G. Se trataron RPMI 8866 con diferentes
concentraciones de Penicilina G en medio sin suero y sin antibidticos durante 16 horas a
37° C. Tras el tratamiento, se lisaron las células y se cargaron 10 pg de lisado de cada
condicidn en geles de poliacrilamida. Los polipéptidos haptenizados por penicilina se
observaron mediante inmunoblot por incubacion con un anticuerpo frente a penicilina G.
Los asteriscos sefialan polipéptidos cuya sefial relativa difiere con las distintas
concentraciones.

Para obtener una visibn mas detallada de la haptenizacion de proteinas
por penicilina, realizamos fraccionamiento del medio condicionado de linfocitos

B tratados con 10 mg/ml de este farmaco.

El fraccionamiento muestra patrones caracteristicos de cada una de las
fracciones (Figura 19), al igual que con el tratamiento con amoxicilina, aunque
los patrones de modificacién por ambos antibiéticos son diferentes. En este
caso, se detecta menor proporcion de enolasa en el medio extracelular que tras
el tratamiento con amoxicilina. Ademas, comprobamos la correcta obtencion de
cada una de las fracciones mediante marcadores caracteristicos de exosomas
como ICAM-1, que aparece en las fracciones de vesiculas extracelulares,
fraccibn de membrana o restos celulares y lisado celular, y marcador
caracteristico del interior celular como la actina, presente en el lisado celular y

en la fraccion de membrana.
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Figura 19: Deteccion de proteinas haptenizadas por penicilina en lisado celular y
en el medio condicionado. Las células se trataron con penicilina G a 10 mg/ml durante
16 horas en medio RPMI 1640 sin suero. A continuacién, se separaron las células del
medio condicionado, que se sometid a centrifugaciones diferenciales para obtener la
fraccion de membranas, las vesiculas extracelulares (EVs) y la fraccion de proteinas
solubles. El analisis de las proteinas modificadas se realiz6 mediante Western blot de
todas las fracciones incubando las membranas con un anticuerpo frente a penicilina o
con anticuerpos frente a las proteinas indicadas para confirmar la separacion adecuada
de cada fraccién. En la incubacién con el anticuerpo frente a penicilina se muestran dos
tiempos de exposicién diferentes, 30 segundos para las calles de la iquierda y 2 minutos
para las la derecha.

Este resultado apuntaria a que tanto la modificacion global de las
proteinas como los patrones de fraccionamiento, muestran un comportamiento

diferente segun el farmaco empleado incluso con farmacos de la misma familia.

2.2. Haptenizacion de proteinas de células MCF-7 por amoxicilina

Las células epiteliales tumorales de glandula mamaria MCF-7 son
también un buen modelo para estudiar la posible secrecién de proteinas

haptenizadas tanto por vesiculas extracelulares como en forma soluble, dada
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su naturaleza secretora (Gomes y col., 2017; Wang y col., 2017a). En base a
esto, estudiamos la localizacion de proteinas haptenizadas por amoxicilina en
MCF-7 mediante microscopia confocal de fluorescencia y la deteccion de estas

proteinas por Western blot.

Observamos un patron de polipéptidos variado caracteristico de cada
una de las fracciones por Western blot (Figura 20A y 20B). En el control se
observa la sefal correspondiente a las proteinas biotiniladas enddgenas. Los
patrones obtenidos son completamente diferentes a los que se obtuvieron en el

apartado 1.2 de resultados en linfocitos B.
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Figura 20: Haptenizacién de proteinas de MCF-7 en lisado celular y en vesiculas
extracelulares. Las células MCF-7 se trataron durante 16 horas con 0,5 mg/ml de AX-B.
Tras el tratamiento, las células se lisaron. La fraccién de vesiculas extracelulares se
obtuvo como se describe en la seccién de Material y Métodos. Se analizé la modificacion
de las fracciones de lisado (A) y de EVs (B) mediante SDS-PAGE vy posterior incubacién
con Estrep-HRP.

Al analizar la localizacién de proteinas o estructuras modificadas por
AX-B en el interior celular mediante microscopia confocal, observamos una
sefal difusa y homogénea con pequefios acumulos en el citoplasma de la
célula (Figura 21). Este resultado muestra algunas diferencias con el obtenido
en linfocitos B en el apartado de resultados 1.1, donde la sefal no es tan difusa

y homogénea.
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Estos resultados apuntarian a que la amoxicilina también es capaz de
haptenizar las proteinas tanto a nivel celular como a nivel subcelular en

vesiculas que potencialmente serian secretadas al medio extracelular.

Campo
Estrep-A488 claro

Ct

AX-B

Figura 21: Presencia de AX-B en el interior de células MCF-7. Las células se
incubaron con 0,5 mg/ml de AX-B en medio DMEM sin suero durante 16 horas. A
continuacion, tras fijarlas, se incubaron durante 30 minutos con estreptavidina acoplada
a Alexa Fluor 488. Se observa el contorno de la célula en campo claro. Barra de escala:
10 pym.

2.3. Haptenizacion de proteinas de células RAW 264.7 por amoxicilina

Los macrofagos participan directamente en la respuesta inmunitaria y
pueden estar implicados en la respuesta alérgica (Jiang y Zhu, 2016; Robbe y
col.,, 2015). En procesos de inflamacion, la presencia de patégenos puede
producir la liberacion de interleuquina 12 o quimioquinas (CCL15) por los
macroéfagos. La expresion de estos mediadores puede inducir la activacion de
linfocitos T o atraer a linfocitos, monocitos y eosinofilos, potenciando asi la
respuesta inmunitaria (Trinchieri, 2003; Martinez y col., 2006; Mosser y

Edwards, 2008). Ademas, en condiciones de asma atdpica se ha comprobado
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gue los macréfagos pueden actuar como células presentadoras de antigenos
en el contexto del MHC de tipo Il (Caulfield y col., 1999; Janssen y col., 2002).
Dada la importancia de este tipo celular en la respuesta inmune, estudiamos la
haptenizacion de proteinas por amoxicilina en el lisado celular y en las distintas
fracciones del medio condicionado. Como se observa en el fraccionamiento en
la Figura 22, se obtiene un patron de proteinas haptenizadas diferente en cada
una de las fracciones. Por otro lado, en este tipo celular, no detectamos o-

enolasa en el medio condicionado.
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Figura 22: Deteccién de proteinas haptenizadas por amoxicilina biotinilada en
lisado celular y en el medio condicionado de células RAW 264.7. Las células se
trataron con AX-B a 0,5 mg/ml durante 16 horas. A continuacién, se separaron las
células del medio condicionado, que se sometié a centrifugaciones diferenciales para
obtener la fraccibn de membranas, la fracciébn de vesiculas extracelulares (EVs) y la
fraccion de proteinas solubles. El analisis de las proteinas modificadas se realizo
mediante Western blot de todas las fracciones incubando las membranas con Estrep-
HRP para detectar la sefial de biotina de AX-B. El control de carga se realizé mediante
incubacion con el anticuerpo frente a actina, a-enolasa y HSP70. En la incubacion con
Estrep-HRP se muestran tres tiempos de exposicion diferentes, 1 minuto para las calles
de la izquierda, 2 minutos para las centrales y 30 segundos para las de la derecha.

A continuacion, estudiamos la distribucion de las proteinas
haptenizadas en el interior celular mediante microscopia confocal. Observamos
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que el patron de estas proteinas presentaba un aspecto particulado junto con
una sefial difusa en el citoplasma (Figura 23). Este patron es similar al que se
ha obtenido en las células MCF-7 en el apartado anterior, sin embargo, es

distinto al obtenido en linfocitos B, en los que la sefial difusa no es tan evidente.

DAPI Estrep-A488

Ct . .
) . .

Figura 23: Presencia de AX-B en el interior de macr6fagos murinos RAW 264.7. Las
células se incubaron con 0,5 mg/ml de AX-B en medio DMEM sin suero durante 16
horas. A continuacion, tras fijarlas, se incubaron durante 30 minutos con estreptavidina
acoplada a Alexa FlUor 488 y, posteriormente, con DAPI durante 15 minutos. Barra de
escala: 10 ym.

Estos experimentos establecen que la haptenizacion de proteinas por
antibiéticos betalactdmicos presenta particularidades que dependen del tipo
celular. Ademés, no es un proceso unico de las aminopenicilinas, ya que la

penicilina G también es capaz de unirse a proteinas celulares.
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3. ANALISIS DEL PROCESAMIENTO CELULAR DE PROTEINAS
HAPTENIZADAS POR AMOXICILIINA

Segun la hipotesis del hapteno, los lisosomas degradarian las proteinas
que se han modificado por farmacos fuera de la célula, mientras que la via
proteasomal procesaria las proteinas que se han modificado en el interior
celular. Sin embargo, se dan excepciones a esta regla ya que, en las células
dendriticas, el proteasoma puede también procesar proteinas procedentes de
la via endosomal. Los péptidos resultantes pueden unirse al MHC de tipo | en
el reticulo endoplasmético o en compartimentos acidos, en lo que se conoce
como via de presentacion cruzada (Segura y Villadangos, 2011; Rodriguez y
col.,, 1999; Mantegazza y col., 2013). El procesamiento de las proteinas
determinaria la formacion del péptido unido al farmaco que seria expuesto
como antigeno. En esta seccion analizamos el papel que juegan estas vias en

el procesamiento de las proteinas haptenizadas en diversos tipos celulares.

3.1. Degradacion por via lisosomal de las proteinas haptenizadas en
linfocitos B

Para analizar la posible degradacion de estas proteinas por esta via,
incubamos las células con AX-B y con un inhibidor de la acidificacion lisosomal,
la cloroquina (Dunmore y col., 2013; Long y col., 2013; Solomon y Lee, 2009).
La cloroquina se protona en ambientes acidos y se internaliza en los lisosomas
provocando un aumento del pH lisosomal y, de este modo, inhibiendo la
actividad de las enzimas (Slater, 1993; Homewood y col.,, 1972). Como
consecuencia, las células tratadas con este compuesto no podran llevar a cabo
la degradacién mediante lisosoma y presentaran un aumento de tamafo de

estos organulos debido a la acumulacién de material no degradado.

Al inhibir la degradacion lisosomal, observamos mediante Western blot
gue no se habian producido grandes cambios ni en el patrén ni en los niveles
de proteinas haptenizadas (Figura 24). Esto sugiere que si la via lisosomal esta
participando en el procesamiento de las proteinas haptenizadas por AX-B, los

efectos de su inhibicidon no son apreciables en este modelo celular.
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Figura 24: Efecto de la inhibiciéon de la via lisosomal en los niveles de proteinas
haptenizadas. Las células RPMI 8866 se incubaron con cloroquina (CLQ) 10 uyM y con
AX-B a 0,5 mg/ml durante 16 horas. Tras el tratamiento, las células se lisaron y los
niveles de proteinas haptenizadas por AX-B se analizaron mediante Western blot y
deteccion con Estrep-HRP. El nivel de carga de proteina se estimé por incubacion de la
misma membrana con anticuerpo frente a actina. La linea de puntos indica donde se han
acercado dos calles del mismo gel.

A continuacién, estudiamos la posible colocalizacién de los lisosomas
con las proteinas haptenizadas por AX-B. Para ello, los lisosomas se
observaron mediante inmunofluorescencia con un anticuerpo frente a la
proteina LAMP1 (Figura 25), que es una proteina de la membrana interna de
lisosomas y otros compartimentos acidos de la célula (Pryor, 2012).

Al tratar las células con AX-B se observa un aumento en la sefal de
biotina, mientras que en las células sin tratar se observa sefial de biotina
probablemente asociada con las proteinas biotiniladas enddgenas. Por otro
lado, la sefial de LAMP1 aumenta con todos los tratamientos. Sin embargo, en
ninglin caso se observa que la sefal correspondiente a LAMPL1 y la sefial de

biotina correspondiente a la AX-B colocalicen claramente.

Estos resultados parecerian indicar que el procesamiento por via
lisosomal de las proteinas haptenizadas por AX-B en este tipo celular no tiene

una funcion relevante en el procesamiento de dichas proteinas.
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LAMP1 Estrep-A488 Superposicion

Figura 25: Localizacion intracelular de las proteinas haptenizadas por AX-B y de
lisosomas. Las células RPMI 8866 fueron tratadas con cloroquina 10 yM y con AX-B a
0,5 mg/ml durante 16 horas. Tras el tratamiento, las células se fijaron con
paraformaldehido y se incubaron con Estrep-A488 para detectar la sefial de biotina. Se
incubaron ademas con anticuerpo frente a LAMP1 para observar la localizacion de los
lisosomas y con DAPI para observar los nucleos. Se muestra una sola seccion del eje z
en un plano medio de la célula. Barra, 10 um.

3.2. Degradacion por via proteasomal de las proteinas haptenizadas en

linfocitos B

Segun la hipotesis del hapteno, el proteasoma degradaria proteinas
modificadas intracelularmente. Para explorar esta via de procesamiento
incubamos linfocitos B con un inhibidor del proteasoma, ZLLL (MG132)
(Tsubuki y col., 1996), y analizamos las sefiales de biotina y de ubiquitina por
SDS-PAGE vy posterior inmunodeteccién con Estrep-HRP y anticuerpo frente a

ubiquitina, respectivamente.

Observamos que el inhibidor del proteasoma indujo un ligero aumento
de la sefial de biotina en comparacion con las células tratadas solo con AX-B
(Figura 26), mientras que el patron de bandas, de las cuales las mas

caracteristicas estan senaladas con asteriscos, se mantuvo. El tratamiento con
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AX-B indujo un ligero aumento de la sefial de ubiquitina, Por dltimo, la adicion
de ZLLL a las células tratadas con AX-B indujo un potente aumento de la sefial
de ubiquitina. Este resultado pareceria sustentar la idea de que en este tipo
celular las proteinas haptenizadas por AX-B pueden estar siendo procesadas

por el proteasoma.

AX-B AX-B
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Figura 26: Efecto de la inhibiciéon de la via proteasomal en los niveles de proteinas
haptenizadas. Las células RPMI 8866 se incubaron con AX-B a 0,5 mg/ml en presencia
0 ausencia de ZLLL 50 nM durante 16 horas. Tras el tratamiento, las células se lisaron y
los niveles de proteinas haptenizadas y ubiquitinadas se analizaron mediante Western
blot con incubaciéon con Estrep-HRP. El control de carga de proteina se estimé por
incubacion de la misma membrana con anticuerpo frente a actina y se estimé la sefal
relativa de biotina de cada tratamiento, reflejado en la parte inferior, como la media
normalizada + error estdndar de tres experimentos similares.

A su vez, estudiamos la posible colocalizacion de la ubiquitina con la
sefial de biotina procedente de la AX-B mediante microscopia confocal de
fluorescencia. De nuevo, observamos un aumento considerable de la sefial de
biotina con los tratamientos con AX-B (Figura 27). Ademas, la intensidad de la
sefal procedente de las proteinas ubiquitinadas aumentaba al tratar las células
con ZLLL en comparacion con las células control. Sin embargo, tampoco se

observo colocalizacion entre la sefial de biotina y la de ubiquitina.
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Figura 27: Localizacion intracelular de las proteinas modificadas por AX-B y de
proteinas ubiquitinadas. Las células RPMI 8866 fueron tratadas con 0,5 mg/ml de AX-
B y/o con ZLLL 50 nM durante 16 horas. Tras el tratamiento, las células se fijaron con
paraformaldehido y se incubaron con Estrep-A488 para detectar la sefial de biotina. Se
incubaron ademas con anticuerpo frente a ubiquitina para visualizar las proteinas
ubiquitinadas y con DAPI para observar los nicleos. Se muestra una sola seccion del eje
z en el plano medio de la célula. Barra, 10 ym.

En este modelo celular los resultados obtenidos no son lo
suficientemente claros como para proponer de forma inequivoca la implicacién
de una de las dos vias de degradacion en el procesamiento de las proteinas
haptenizadas por amoxicilina. Por este motivo, decidimos estudiar estos

procesos en otro tipo celular, en el que podrian operar mecanismos distintos.

3.3. Degradacion por via lisosomal y proteasomal de las proteinas

haptenizadas en macrdéfagos murinos

Como se ha comprobado en apartados anteriores, las células RAW
264.7 presentan también un patron variado de proteinas haptenizadas por

amoxicilina. Los macréfagos son células especializadas en fagocitar cuerpos
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extrafios como patégenos o restos celulares formando fagosomas. Los
fagosomas formados se pueden fusionar con lisosomas para proceder a la
degradacion (Fairn y Grinstein, 2012; Gao y col., 2017). Por este motivo, estas
células constituyen un excelente modelo para el estudio de vias de

degradacion o procesamiento.

En primer lugar, analizamos la disposicion en la célula de los
compartimentos &cidos, proteinas haptenizadas y proteinas ubiquitinadas
mediante microscopia confocal de fluorescencia. Como se observa en la Figura
28, hay un aumento en la sefial de biotina al tratar las células con amoxicilina
biotinilada. Ademas, al inhibir las rutas de degradacion lisosomal o proteasomal
se observan acumulos de lisosomas y de proteinas ubiquitinadas. Es
importante destacar que, en este caso, podemos observar una clara
colocalizacion entre la sefal procedente de proteinas haptenizadas por AX-B y
de la sefal de lisosomas, lo que indicaria que, en estas células, las proteinas
modificadas por este farmaco se estan degradando por via lisosomal. Sin
embargo, la colocalizacion entre proteinas ubiquitinadas y haptenizadas no
parece estar tan clara, observandose mayoritariamente en zonas donde la
sefial de biotina es menos intensa en la célula. Para obtener una
representacion objetiva de la distribucién de estas proteinas, representamos los
perfiles de intensidad de fluorescencia de las sefiales correspondientes (Figura
28, paneles inferiores), en los que se pueden observar los puntos de

coincidencias entre ellas.
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Figura 28: Localizacién en células RAW 264.7 de proteinas modificadas por AX-B,
de proteinas ubiquitinadas y de lisosomas. Los macréfagos se trataron durante 16
horas con AX-B a 0,5 mg/ml, en presencia o ausencia de ZLLL 50 nM o CLQ 10 uM.
Tras el tratamiento, los lisosomas de las células se tifieron durante 15 minutos a 37°C
con LTR 25 nM. A continuacion, las células se fijaron con paraformaldehido y se
incubaron con Estrep-A488 para detectar la sefial de biotina. Ademas, se incubaron con
anticuerpo frente a ubiquitina para observar las proteinas ubiquitinadas. Se muestra una
sola seccion del eje z en el plano medio de la célula. Barra, 10 ym. En los paneles
inferiores se muestra la intensidad de las sefiales de los canales a lo largo de la linea
dibujada en las imagenes.
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A continuacion, analizamos lisados celulares de macrofagos tratados en

las mismas condiciones experimentales con el fin de comprobar si se producia

una acumulacion de proteinas haptenizadas por amoxicilina al inhibir las rutas

de degradacion.
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Figura 29: Efecto de la inhibiciéon de la via proteasomal y de la via lisosomal en los
niveles de proteinas haptenizadas. Las células RAW 264.7 se incubaron con AX-B a
0,5 mg/ml, con ZLLL 50 nM o con cloroquina 10 uM durante 16 horas. Tras el
tratamiento, las células se lisaron y los niveles de proteinas haptenizadas por AX-B se
analizaron mediante Western blot con incubacién con Estrep-HRP. El grado de
ubiquitinacion se analizé por deteccion con anticuerpo frente a ubiquitina sobre la misma
membrana. El nivel de carga de proteina se estim6 por incubacién de la misma
membrana con anticuerpo frente a actina. Se muestran imagenes representativas de un
total de 3 experimentos. * P < 0,05 con respecto al tratamiento con AX-B.

Como se observa en la Figura 29, hay un claro aumento en los niveles

de proteinas haptenizadas por AX-B al inhibir las rutas de degradacion

lisosomal o proteasomal con sus respectivos inhibidores. Ademas, este

incremento se mantiene cuando se inhiben ambas rutas de degradacion.

Este resultado, junto con el obtenido a partir de microscopia confocal,

pareceria indicar que en este tipo celular las proteinas haptenizadas por

amoxicilina se podrian procesar por ambas vias, aunque la via de degradacion
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lisosomal parece tener una implicacion mas clara dado el aumento de proteinas
haptenizadas al inhibir la degradacion lisosomal y la clara colocalizacion de

estas proteinas con los lisosomas.

4. ESTUDIO DE LA HAPTENIZACION DE a-ENOLASA POR AMOXICILINA

La a-enolasa es una de las principales proteinas modificadas por
amoxicilina, como se ha descrito en la seccién 1 de Resultados. Esta proteina
dimérica es una metaloenzima encargada de la transformacion del 2-
fosfoglicerato a fosfoenolpiruvato en la glucolisis. En este apartado
analizaremos la haptenizacion de esta proteina por farmacos mas

detalladamente.

4.1. Haptenizacion de a-enolasa por amoxicilina in vitro

En primer lugar, confirmamos la modificacion de la a-enolasa por el
analogo biotinilado de la amoxicilina in vitro. Como se observa en la Figura
30A, la incubaciéon con AX-B da lugar a un incremento en la sefial de biotina
asociada a la proteina, dependiente de la concentracion de AX-B en la
reaccion. Esto indica una incorporacion de AX-B a la molécula de a-enolasa

estable en las condiciones de electroforesis monodimensional.

A continuacion, exploramos la capacidad de AX de impedir la
incorporacion de AX-B para lo que incubamos en primer lugar la proteina con
AX en exceso molar, con respecto a AX-B, y a continuacion con AX-B. En este
ensayo (Figura 30B), observamos una disminucion de la sefial de biotina,
indicativa de una menor incorporacién de AX-B en la proteina. Este resultado
sugiere que ambos compuestos podrian estar compitiendo por la unién a los

mismos sitios o residuos de la a-enolasa.
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Figura 30: Haptenizacion de a-enolasa por amoxicilina in vitro. (A) Se incubd 1 ug
de a-enolasa a una concentracion final de 2,12 uM con los excesos molares indicados de
AX-B durante 2 horas a 37° C en PBS. (B) Para el ensayo de competicién se incubd 1 ug
de a-enolasa a una concentracion final de 2,12 uM con un exceso molar de 10 veces de
AX durante 2 horas a 37° C. A continuacion, la proteina se incub6 con AX-B a 2,12 uM,
en las mismas condiciones de tiempo y temperatura. La grafica muestra la cuantificacién
de la sefal de biotina, detectada con Estrep-HRP y expresada como el cociente con la
sefial de a-enolasa presente en la incubacién detectada con anticuerpo frente a a-
enolasa. * P < 0,05 con respecto al control.

Para estimar la incorporacion de AX-B a la a-enolasa comparamos la
sefal de biotina con la proporcionada por una curva patron de albumina sérica
bovina biotinilada (BSA-B). En la Figura 31, estimamos que la incorporacion es
alrededor de 0,7 picomoles de AX-B en 21,2 picomoles de a-enolasa (1:30,3
AX-B:a-enolasa). Este método semicuantitativo proporciona una estimacién de
la incorporacibn que persiste en condiciones de electroforesis

monodimensional.
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Figura 31: Estimacién de la haptenizacion de a-enolasa por AX-B. (A) La a-enolasa
(1 pg) se incubod con AX-B 21,2 uM en PBS durante 1 hora a 37° C. La a-enolasa con
AX-B incorporada y alicuotas de albumina sérica bovina biotinilada equivalentes a los
picomoles de biotina indicados, se separaron en geles de poliacrilamida. La sefal de
biotina se detectd con Estrep-HRP. La intensidad de la sefial de biotina se cuantificé con
el programa informatico Scion Image. (B) La incorporacién de AX-B en la a-enolasa se
estimd por comparacion con la curva patrén de BSA-B. Se muestra una imagen
representativa de tres experimentos similares.

4.2. Efecto de cofactores y sustratos de la a-enolasa en la modificacion

por amoxicilina

La a-enolasa cataliza la transformacion del 2-fosfoglicerato (2-PGA) en
fosfoenolpiruvato, usando Mg®* como cofactor en una reaccién de hidratacion.
En este apartado estudiamos la modificacién de la a-enolasa por amoxicilina en

las condiciones de reaccion.

En primer lugar, analizamos el efecto de la presencia del sustrato 2-
PGA sobre la modificaciéon de la a-enolasa (Figura 32A). Al incubar la proteina
con concentraciones milimolares del sustrato que son las tipicamente
empleadas en los ensayos enzimaticos (Fukano y Kimura, 2014), apreciamos
un leve incremento en la incorporacion de AX-B en la proteina. Ademas,
estudiamos el efecto de la presencia del cofactor de esta enzima. El Mg?* es
necesario para la coordinacién del sustrato con los aminoacidos del sitio
catalitico. En la Figura 32B, se observa una tendencia a la disminucion de la

incorporacién de AX-B a medida que aumenta la concentracién de Mg**.
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Figura 32: Efecto del 2-PGA y del Mg2+ en la modificacion por amoxicilina. (A) Se
incubd 1 pg de a-enolasa (2,12 yM) en PBS con o sin 2-PGA 2,12 mM durante 1 hora a
37°C. A continuacion, la proteina se incub6é con AX-B 21,2 yM en las mismas
condiciones de tiempo y temperatura. (B) Se incubé 1 ug de a-enolasa (2,12 yM) en PBS
con diferentes concentraciones de Mg”* durante 1 hora a 37° C. Seguidamente, la
proteina fue incubada con AX-B 21,2 uM durante el mismo tiempo y a la misma
temperatura. El analisis de la modificacién se realiz6 en ambos casos por SDS-PAGE y
posterior Western blot. La grafica muestra la cuantificacién de la sefial de biotina,
detectada con Estrep-HRP y expresada como el cociente con la sefal de a-enolasa
detectada con el anticuerpo especifico. * P < 0,05 con respecto a la incubacién con AX-
B.

A continuacion, estudiamos la repercusién conjunta del cofactor y el
sustrato sobre la haptenizacién. Como se aprecia en la Figura 33, el efecto
conjunto del sustrato y el cofactor bloquea el incremento de la incorporacion de

AX-B en la proteina por el sustrato.
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Figura 33: Efecto conjunto del Mg2+ y el 2-PGA sobre la haptenizacién de la a-
enolasa por amoxicilina. Se incub6 1 pyg de a-enolasa (2,12 pM) en PBS en presencia
0 ausencia de 2-PGA 2,12 mM y/o Mg2+ 10 mM durante 1 hora a 37° C. A continuacion,
la proteina se incubé con AX-B 21,2 uM en las mismas condiciones de tiempo y
temperatura. El andlisis de la modificacion se realizdé por SDS-PAGE y posterior Western
blot y deteccién de la sefial de biotina con Estrep-HRP e inmunodeteccion de la a a-
enolasa. La grafica muestra la cuantificacion de la sefial de biotina expresada como el
cociente con la sefial de a-enolasa. * P < 0,05 con respecto a la incubacion con AX-B.

4 3. Efecto de la AX 0 AX-B sobre la actividad enziméatica de la a-

enolasa

La modificacion de una proteina por diferentes compuestos o motivos

estructurales puede alterar su funcién. Modificaciones como la fosforilacion,

acetilacion o metilacion pueden activar o inactivar distintas enzimas. En este

apartado nos centraremos en la repercusidn que tiene la presencia de

amoxicilina en la funcién de la a-enolasa.

La incubacion de la a-enolasa en presencia de AX o AX-B se tradujo en

una reduccién de la actividad enziméatica como se muestra en la Figura 34A. El

control positivo del bloqueo de la actividad de la enzima se realiz6 mediante

incubacion con el inhibidor no analogo al sustrato ENOBIlock (Figura 34B), con

el que se obtuvo una inhibicion enzimatica casi total.
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Figura 34: Analisis de la actividad enzimatica de la a-enolasa. (A) La a-enolasa (1
Mg) se incubd en presencia o ausencia de AX 21,2 uM o AX-B 21,2 uM durante 1 hora a
37° C. A continuacion, la actividad de la proteina se midié en 1 ml de tamp6n de reaccion
en presencia de Mg2+ y el sustrato 2-PGA. La cantidad de producto fosfoenolpiruvato
(PEP) formado se analiz6 midiendo la absorbancia a 220 nm. Se representa la media de
cinco experimentos. (B) El control positivo del bloqueo de la actividad enzimatica se
realizé en 1 ml de tampdn de reaccién en presencia de 1 ug de a-enolasa y ENOBIlock
100 uM. *P < 0,05 en todos los casos con respecto al control.

La presencia de AX o de AX-B redujo la actividad total de la proteina,

de forma leve pero significativa, en torno a un 10% o un 15% respectivamente.

Esta disminucion podria estar provocada por cambios conformacionales en la

proteina o por un bloqueo parcial del sitio catalitico.

4.4. Relacién entre la integridad de la proteinay la modificacién por

amoxicilina

La desnaturalizacion de proteinas implica la pérdida de la estructura

terciaria, provocando la exposicién de residuos o sitios que puede que sean
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susceptibles de ser modificados por farmacos. Para explorar si la modificacion
por amoxicilina dependia de la conservacion de la estructura de la proteina, la
a-enolasa se desnaturaliz6 mediante incubacion con urea a 7 M o incubacién a

95°C durante 10 minutos.

No se apreciaron diferencias significativas en el nivel de modificacién de
esta proteina con ninguno de los tratamientos de desnaturalizacion (Figura 35).
Este resultado podria indicar que la desnaturalizacién no conlleva la exposicion
de mas sitios susceptibles de modificacion. También sugeriria que la

modificacion no requiere un sitio conformacional especial.

Ct Urea Calor

-+ -+ + AX-B
| Estrep-HRP
37-
50-
a-enolasa
37-
1.21
1.0 T -‘V
0.8 T

Intensidad

0.4 1

0.21

de la sefal de biotina
o
()]

0.0

Figura 35: Efecto de la desnaturalizacion de la a-enolasa sobre la modificacién por
AX-B. La a-enolasa (1 pg) se desnaturalizé con urea 7 M o con calor a 95° C durante 10
minutos. A continuacion, la proteina se incub6 a una concentracion de 2,12 uM con AX-B
21,2 uyM durante 1 hora a 37° C. El grado de modificacion se analizé por SDS-PAGE y
posterior deteccién con Estrep-HRP. La proteina presente en la incubacion se detect6
con un anticuerpo frente a a-enolasa. Se muestra una imagen representativa de tres
experimentos. No se encontraron diferencias significativas.
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4.5. Estudio de laincorporacion de AX-B aformas de la enolasa con

distinto punto isoeléctrico

Como observamos en el apartado de Resultados 1.3, la a-enolasa que
se obtiene de linfocitos se separa por electroforesis bidimensional en varias
formas que difieren en su punto isoeléctrico. Estas distintas formas podrian
deberse a la presencia de modificaciones postraduccionales. Ademas, no todas

las formas se modifican por AX-B en la misma proporcion.

En este apartado analizamos mas detalladamente la modificacion de
dichas formas in vitro. Para ello, realizamos electroforesis bidimensional de la

proteina recombinante modificada con AX-B (Figura 36).
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Figura 36: Cuantificacién de la modificacién de las formas de la a-enolasa por AX-
B. Se incubaron 4 ug de a-enolasa con AX-B 21,2 yM durante 1 hora a 37° C. A
continuacion, la proteina se precipitd con el protocolo metanol/cloroforomo y se analizo
mediante electroforesis bidimensional basada en isoelectroenfoque en un rango de pH
de 3 a 10. La modificacion de las formas de la a-enolasa, numeradas del 1 al 5, se
detect6 con Estrep-HRP. La a-enolasa se detecté mediante Western blot. La gréfica
muestra la intensidad de la sefal de biotina como valores medios +/- el error estandar de
la media de 3 experimentos.
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La inmunodeteccidon de la a-enolasa muestra un patron de 5 manchas
que es similar en el control y en la muestra tratada. Con respecto a la
modificacion por AX-B, hay una mayor haptenizacion de las formas que tienen
un punto isoeléctrico mas acido, posiblemente debido a modificaciones
postraduccionales como fosforilacion o acetilacion, entre otras. Estas

modificaciones podrian favorecer la union de la AX-B a la proteina.

4.6. Efecto de la acetilacion en la modificacion de a-enolasa por

amoxicilina

La a-enolasa puede sufrir diversas modificaciones postraduccionales,
como fosforilacion, metilacion o acetilacion, que pueden alterar su punto
isoeléctrico. Ademas, se han detectado patrones especificos de estas
modificaciones en diversas situaciones fisiopatologicas (Capello y col., 2011).
En particular, la acetilacion ocurre mas frecuentemente en lisinas, que son los
aminoacidos mas susceptibles de modificacion por amoxicilina (Ariza y col.,
2012). Por ello, en este apartado, exploramos la repercusion de la acetilacion

inducida in vitro sobre la haptenizacién de la a-enolasa por AX-B.

En primer lugar, incubamos la proteina con concentraciones crecientes
del reactivo de acetilacion sulfo-NHS-acetato (SNA), que reacciona con aminas
primarias de la proteina (Esquema 10). La proteina, una vez acetilada, fue
analizada por SDS-PAGE y Western blot (Figura 37). Esto demostré un
incremento en el grado de acetilacion de la proteina dependiente de la
concentracion del compuesto sulfo-NHS-acetato. Sin embargo, bajo estas

condiciones, no observamos sefial de acetilacion en el control.
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Esquema 10: Reaccion de acetilacién producida por el compuesto sulfo-NHS-
acetato en grupos amino de las proteinas. El nitrégeno del grupo amino de la proteina
reacciona con el carbono del grupo acetilo del reactivo, resultando en un enlace
covalente entre el grupo amino y el acetil y, por tanto, acetilando la proteina.
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Figura 37: Acetilacion de a-enolasa por SNA in vitro. La a-enolasa (1 pg) se incubd a
una concentracion de 2,12 uM con diferentes concentraciones de Sulfo-NHS-Acetato en
excesos molares de 18X, 36X, 90X y 180X durante 1 hora a temperatura ambiente. Para
detener la reaccion, se afadié Tris a una concentracion equivalente a la de SNA. El
grado de acetilacion se estimé por SDS-PAGE y posterior Western blot con un
anticuerpo frente a acetil-lisina y la cantidad de proteina por incubacion de la membrana
con anticuerpo frente a a-enolasa. En la parte inferior se muestra la cuantificacion de la
sefial de acetil-lisina con respecto de la sefial de a-enolasa de un experimento
representativo.

A continuacion, exploramos el efecto de concentraciones crecientes de
SNA sobre la modificacion de la a-enolasa por amoxicilina biotinilada. Tras la
incubacion con SNA, la a-enolasa fue incubada con AX-B 21.2 pM vy las

mezclas fueron analizadas mediante SDS-PAGE y Western blot. En la Figura
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38 podemos observar, un aumento progresivo de la acetilacion al aumentar la

cantidad del reactivo SNA. A su vez, se aprecia una disminucién progresiva de

la sefial de biotina a medida que aumenta la acetilacion de la proteina. La

reduccion de la haptenizacién resulta significativa a partir de una concentracion

de SNA de 0,02 mg/ml. Este resultado sugiere una correlacion entre el bloqueo

de lisinas o de otros amino&cidos por acetilacion y la disminucion de la

incorporacion de AX-B en esta proteina.
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Figura 38: Bloqueo de la haptenizacion de a-enolasa por AX-B por acetilacion. La
a-enolasa (1 pg) se acetil6 con diferentes concentraciones de SNA en excesos molares
de 18X, 36X, 90X y 180X durante 1 hora a temperatura ambiente. Tras la acetilacién, se
afiadié Tris en cantidad equivalente a la de SNA. El Tris afiadido a la reaccion no afectd
a la modificacion por amoxicilina. A continuacion, la proteina se incub6 con AX-B 21,2
MM durante 1 hora a 37° C. El grado de modificacion se analizé por SDS-PAGE y
posterior Western blot con Estrep-HRP. La sefial correspondiente a la acetilaciéon se
obtuvo por inmunodeteccion con el anticuerpo frente a acetil-lisina 1:5000 y el control de
carga por incubacion de la membrana con anticuerpo frente a a-enolasa. Se muestra una
imagen representativa de tres experimentos similares. *P < 0.05 con respecto a la

incubacion con AX-B sin SNA.
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4.6.1. Repercusion de la acetilacion in vitro en las distintas formas

modificadas de la proteina

La posible importancia de la acetilaciéon en la haptenizacion de la a-
enolasa por AX-B nos llevé a estudiar con mas detalle la acetilacion in vitro de
las distintas formas de la proteina que se separan mediante electroforesis

bidimensional.

Tras la acetilacion in vitro, observamos un cambio en el patréon de la
proteina, con un incremento en la abundancia de formas de punto isoeléctrico
mas bajo que, ademas, presentan sefial positiva con el anticuerpo frente a
acetil-lisina (Figura 39). Este efecto concuerda con el hecho de que la

acetilacion conlleva potencialmente una disminucion de las cargas positivas de

la proteina.
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Figura 39: Electroforesis bidimensional de a-enolasa recombinante acetilada in
vitro. Se acetilaron 4 pg de proteina con 0,4 ug de SNA (en un exceso molar de 180X)
durante 1 hora a temperatura ambiente. La proteina se precipit6 con metanol-cloroformo
y se analizd mediante electroforesis bidimensional. El grado de modificacién por
acetilacién se analizé mediante Western blot con anti acetil-lisina. El control de carga se
realiz6 por incubacidon con anticuerpo frente a a-enolasa. Se muestra una imagen
representativa de un total de tres experimentos similares.

A continuacion, realizamos electroforesis bidimensional de la proteina
acetilada in vitro e incubada con AX-B. En este caso observamos de nuevo un
desplazamiento de las manchas de proteina hacia pl mas bajos inducido por la
acetilacion (Figura 40). Ademas, curiosamente, se observan algunas
diferencias en cuanto al patron de modificacion. Para apreciar mejor estas

diferencias se ha representado una cuadricula que marca las posiciones
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equivalentes en los geles. En la representacion gréafica de la intensidad de la
sefal de biotina con respecto al punto isoeléctrico de las manchas apreciamos
una mayor haptenizacion por AX-B de las formas de la proteina situadas en
puntos isoeléctricos mas bajos cuando se acetila previamente, es decir, la

sefal de biotina se desplaza hacia la izquierda.
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Figura 40: Electroforesis bidimensional de a-enolasa recombinante acetilada in
vitro y haptenizada por AX-B. Se acetilaron 4 pg (2,12 uM) de proteina con 4 ug (0,38
mM) de sulfo-NHS-acetato durante 1 hora a temperatura ambiente. Tras la acetilacion,
se afiadié Tris en cantidad equivalente a la de SNA. A continuacion, la proteina se
modific6 con AX-B 21,2 uM durante 1 hora a 37° C. La proteina se precipité con el
protocolo metanol/cloroformo y se realizé electroforesis con el objetivo de separar las
distintas formas modificadas de la proteina en funcién de su punto isoeléctrico. La
modificacion por AX-B o por acetilacién se analiz6 mediante Western blot e incubacion
con Estrep-HRP o con anticuerpo frente a acetil-lisina, respectivamente. El control de
carga se realizd por incubacion con anticuerpo frente a a-enolasa. Se muestra una
imagen representativa de un total de tres experimentos similares. En la parte inferior se
representa la intensidad de sefial de biotina o de acetil-lisina correspondiente a cada
cuadricula de este experimento corregida por la sefial de a-enolasa.

4.6.2. Acetilacion de a-enolasa por acido acetilsalicilico in vitro

La acetilacion de proteinas puede ocurrir de forma enzimatica mediante
la accion de enzimas N-alfa-acetiltransferasas (Van Damme y col., 2011), o no
enzimatica por exposicion a ciertos farmacos. En concreto, se ha descrito que
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el acido acetilsalicilico es capaz de acetilar proteinas (Aiy col., 2016; Liyasova
y col., 2010).

Por ello exploramos la acetilacion de la a-enolasa por accion de la
aspirina. Estos ensayos tienen la doble utilidad de servir como un control
adicional y ademas de plantear la posibilidad de interaccion entre la
haptenizacion de proteinas y otros tipos de modificacién inducidos por
farmacos. La reaccion de acetilacion de la aspirina se produce como se
representa en el Esquema 11. Esta reaccion resulta ser idéntica teGricamente a

la producida por el SNA.

/_\
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\H |\ A
(e]
OH
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H
N CH; HO ;:; :}
_— Proteina \ﬁ/ +
[¢]
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Esquema 11: Reaccién de acetilacion producida por el acido acetilsalicilico en
grupos amino de las proteinas.

Para estimar el grado de acetilacion producido por el acido
acetilsalicilico en la a-enolasa, incubamos la proteina con diferentes
concentraciones de este farmaco y llevamos a cabo deteccién por Western blot
(Figura 41). Observamos sefial correspondiente a la acetilacion de lisinas con
una concentracion de aspirina de 20 mM, es decir, fue necesario emplear
concentraciones muy altas del farmaco para poder observar la acetilacién en

condiciones in vitro.
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Figura 41: Acetilacion in vitro de a-enolasa por 4cido acetilsalicilico. La a-enolasa
(1 pg) se incubd en PBS a una concentracion de 2,12 yM con distintas concentraciones
de aspirina durante 1 hora a 37° C. La sefial correspondiente a la acetilacién se analiz6
mediante SDS-PAGE y Western blot con el anticuerpo frente a acetil-lisina. El control de
carga se analizé por incubacion con anticuerpo frente a a-enolasa.

Este resultado sugiere que la acetilacion por acido acetilsalicilico no es
tan efectiva como la producida por el SNA, sin embargo, ambos compuestos
son capaces de acetilar la a-enolasa.

4.7. Modificacion de a-enolasa por penicilina

La haptenizacion de la a-enolasa por amoxicilina parece ser una
reaccion especifica que afecta a su funcion y depende de otras modificaciones,
sin embargo, no se conoce si esta proteina se hapteniza solo por este
betalactamico, o también por otros farmacos de la misma familia. Para
comprobarlo, incubamos la proteina con excesos molares crecientes de
penicilina G. Observamos un incremento en la incorporacién de penicilina
detectada mediante Western blot con un anticuerpo selectivo frente a este
antibidtico (Figura 42). Sin embargo, dada la distinta sensibilidad de los
métodos de deteccion empleados, este tipo de ensayo no nos permite
establecer si la haptenizacion de la a-enolasa por la penicilina es mas o menos
eficiente que la haptenizaciébn por amoxicilina. Se requeririan estudios de
espectrometria de masas para poder corroborar cuél de los dos farmacos se

une mas eficientemente a la a-enolasa.
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Figura 42: Haptenizacion de a-enolasa recombinante por penicilina G in vitro. La a-
enolasa (1 pg) se incubé en PBS a una concentracion de 2,12 yM con distintas
concentraciones de penicilina G durante 1 hora a 37° C. La sefial correspondiente a la
modificacién por penicilina G se analizé mediante SDS-PAGE y Western blot con el
anticuerpo frente a este farmaco. El control de carga se analizd por incubacién con
anticuerpo frente a a-enolasa.

4.8. Andlisis de la a-enolasa modificada por AX in vitro mediante

espectrometria de masas

Nuestros resultados indican que la a-enolasa es una de las principales
dianas celulares de amoxicilina. Por este motivo, realizamos un analisis mas
detallado de su haptenizacién mediante espectrometria de masas. En primer
lugar, se realiz6 MALDI-TOF MS y ESI-MS para comprobar el aumento de
masa en la proteina debido a la incorporacion del farmaco. En segundo lugar,
se procedi6 a la identificacion de los residuos que resultaban modificados por
amoxicilina mediante andlisis con un espectrémetro de masas de alta
resolucion LTQ Orbitrap XL.

4.8.1. Caracterizacion de la haptenizacion de a-enolasa mediante
MALDI-TOF MS y ESI-MS

El abordaje llevado a cabo por MALDI-TOF MS (Figura 43) mostré un
pico en torno a 47 kDa correspondiente al peso molecular de la proteina; sin
embargo, no se apreciaron otros picos que pudiesen corresponder con el

aumento de masa producido por la incorporacion de la amoxicilina.
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Figura 43: Anédlisis de la a-enolasa por MALDI-TOF MS. La proteina a-enolasa (1 ug)
se incubo a una concentracion de 2,12 uM con amoxicilina a 2,12 uM (1X) o con 21,2 uM
(10X) durante 1 hora a 37° C, y la mezcla se analizé mediante MALDI-TOF MS.

Por otro lado, en el andlisis mediante ESI-MS, el espectro
deconvolucionado de la muestra no modificada presentd un pico de 47037 Da
correspondiente a la a-enolasa (Figura 44A). Sin embargo, en el espectro
deconvolucionado de la proteina tras 3 horas de incubacion con amoxicilina no
mostré diferencias aparentes (Figura 44B). Los resultados obtenidos tanto por
MALDI-TOF MS como por ESI-MS pueden ser debidos a una baja proporcion
de la modificacion en las condiciones de incubacion, a que esta técnica no sea

la mas adecuada en este caso o que la proteina modificada se ionice peor.

A A47037 B A47037
46800 47000 47200 46800 47000 47200
Masa Masa

Figura 44: Analisis de la a-enolasa mediante ESI-MS. Espectro de MS
deconvolucionado obtenido a partir de la infusién directa de a-enolasa incubada
previamente con AX durante 3 horas a 37°C en PBS a una proporcion molar o-
enolasa:AX de 1:10. Los picos que se muestran corresponden a la proteina al comienzo
de la incubacion (A) y transcurridas las 3 horas de incubacién (B).
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4.8.2. ldentificacion de los sitios de modificacion de la a-enolasa por AX
mediante LTQ Orbitrap XL

Dado que los abordajes utilizando la proteina completa (“top-down”) no
nos permitieron observar la modificacion por AX, llevamos a cabo abordajes
utilizando la proteina digerida (“bottom-up”) para intentar detectar péptidos
modificados. Para llevar a cabo la identificacion de los posibles péptidos
modificados, la proteina recombinante se incub6 a una proporcion a-
enolasa:AX de 1:1000 durante 16 horas a 37°C. A continuacion, se procedio a
la digestion de la proteina en gel de electroforesis mediante tripsina y
quimotripsina. Esta ultima enzima se utilizé debido a la pérdida de efectividad
de la tripsina sobre las lisinas modificadas y para evitar de este modo que se

obtuviesen péptidos demasiado largos.

La identificacion de los péptidos modificados por amoxicilina se basé en
la incorporacion de la molécula a aminoacidos nucleofilicos como la histidina,
serina, cisteina y, principalmente, la lisina. Esta incorporaciéon deberia producir
un aumento de masa de 365 Da, correspondiente al peso molecular de la
amoxicilina. La digestion de la proteina proporcioné una cobertura del 89,40%
de la secuencia total, incluyendo de este modo la mayoria de lisinas
susceptibles de ser haptenizadas (Figura 45). De los péptidos que se
obtuvieron a partir de la digestién, uno de ellos, ' TDKVVIGMDVAASEF®?,

presentd un aumento de masa compatible con la incorporacién de amoxicilina.
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Figura 45: Cobertura de la secuencia de la a-enolasa. Resaltadas en verde se
muestran las zonas de la secuencia identificada. En la parte superior de la secuencia se
detallan las modificaciones detectadas: carbamidometilaciones (C), oxidaciones (O),
haptenizacion por amoxicilina (A).
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Figura 46: Espectro de MS/MS del péptido modificado **’TDK#VVIGMDVAASEF>"
(K239-AX) con m/z 973,95; z=2. El espectro fue recogido en el modo de disociacion
inducida por colision (CID) en un rango de 150 a 950 m/z en la parte superior y de 950 a
1650 m/z en la parte inferior. El espectro se caracteriza por la presencia de las series “b”
e "y’ de iones, cuyo analisis es compatible con la modificacién de la lisina 239 por

amoxicilina.

Al analizar en detalle el espectro de masas de este péptido (Figura 46),

observamos que todos los iones de la serie “b” detectados presentaban un
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aumento de masa de 365 Da al compararlos con los obtenidos en la
fragmentacion tedrica del péptido sin la modificacién. Todos estos iones
incluyen la Lys 239, incluso el péptido més pequefio detectado (b5). En cambio,
ninguno de los iones de la serie “y”, de los cuales se detectd hasta el ion y11,
presentaron incremento de masa. Estos resultados indican que la incorporacion
de amoxicilina se produce en uno de los cuatro primeros aminodacidos,

probablemente en la lisina 239.

4.9. Modelado molecular

La caracterizacion de la interaccion entre la amoxicilina y su residuo
diana ayudaria no solo a identificar nuevos residuos de esta u otras proteinas
susceptibles de ser modificados por amoxicilina, sino también al disefio de
moléculas que puedan interferir en la union del farmaco a la proteina con el
objetivo de evitar las reacciones adversas a farmacos. De este modo,
decidimos explorar las posibles interacciones entre la Lys239 y la amoxicilina
mediante modelado molecular usando el programa de ajuste molecular
(“docking”) Autodock Vina (Trott y Olson, 2010).

En la Figura 47A se representa la localizacion del Unico sitio de union
de la amoxicilina a la a-enolasa que hemos identificado hasta el momento, y
que se encuentra situado en una zona superficial correspondiente a la region
central de la secuencia de la proteina. Mediante el programa de modelado se
obtuvieron en total nueve modos de unién de la amoxicilina con energias
favorables, en dos de los cuales (Figura 47B y 47C) el carbonilo del anillo
betalactamico se encontraba en la proximidad del grupo amino de la lisina.
Ademas, ambas estructuras presentaron energias de afinidad muy similares.
La cercania entre estos dos grupos podria favorecer que se produjera el ataque
nucleofilico que daria lugar a la formacion del aducto. Ademas, la interaccion
de la amoxicilina en esta region de la proteina resultaria estabilizada mediante
interacciones de sus grupos quimicos con otros aminoacidos de la proteina. En
concreto, habria interacciones entre el grupo carboxilo con la arginina 183 y

entre el hidroxilo del grupo fenol con el aspartico 238 y con la treonina 237.

156



V. Resultados

Figura 47: Modelado molecular de la interaccidon de la amoxicilina con la Lys239 en
la estructura de la a-enolasa (PDB: 2PSN, cadena A) (Hyo y col., 2008). (A) Vision
general de la interaccion del farmaco con la proteina. El gradiente de color muestra el
sentido de la secuencia de aminoacidos (azul hacia el N terminal y rojo hacia el C
terminal). Se muestran dos estructuras con energias de afinidad de -3,7 kcal/mol (B) y -
3,6 kcal/mol (C) en las que el anillo betalactdmico se sitla préximo a la lisina 239. La
linea verde discontinua muestra la distancia en angstroms entre el grupo carbonilo del
anillo betalactamico de la amoxicilina y el grupo amino de la lisina, mientras que las
lineas amarillas muestran la distancia de posibles interacciones de algunos grupos del
farmaco con aminoacidos de la proteina.

El conjunto de estos resultados ilustra la interaccidén entre la amoxicilina
y la a-enolasa. Sin embargo, seran necesarios mas estudios para obtener una
caracterizacion detallada de la interaccion y de su repercusion fisiopatoldgica.

157






V1. Discusion
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1. ANALISIS DE LA HAPTENIZACION DE PROTEINAS INTRACELULARES
POR FARMACOS

Los mecanismos por los que los farmacos pueden desencadenar
reacciones adversas en el organismo son diversos y en algunos casos estan
bien caracterizados; sin embargo, en otros, no se conocen bien. El analisis de
estos resultados ayudard a comprender mejor qué procesos pueden estar
involucrados en el desarrollo de hipersensibilidad a medicamentos. De este
modo, se podran disefiar estrategias terapéuticas para poder prevenir las
reacciones adversas a medicamentos. En este trabajo, nos hemos centrado en
el estudio de la modificacion de proteinas intracelulares por antibioticos

betalactamicos.

Se postulan diversas hipétesis que tratan de explicar los mecanismos
de las reacciones de hipersensibilidad. Una de ellas, la més aceptada por la
comunidad cientifica, es la hipoétesis del hapteno (Landsteiner y Jacobs, 1935).
Esta hipdtesis parte de la idea de que los farmacos son estructuras demasiado
pequefias como para ser reconocidos por el sistema inmunitario. Por tanto,
deberian unirse de manera covalente a proteinas para poder iniciar la reaccion
alérgica. Se conocen numerosos ejemplos en la literatura cientifica en los que
se ha demostrado que los farmacos se pueden unir de forma covalente a
proteinas (Geisslinger y col., 1989; Castillo y col., 1995; Hammond y col., 2014;
Almeida y col., 2008). Sin embargo, en las Ultimas décadas también se han
formulado otras hipotesis como el concepto de las “interacciones
farmacoldgicas” (Pichler, 2008) o el de la “sefial de peligro” (Matzinger, 1994).
El farmaco antiviral abacabir proporciona un ejemplo interesante de
interacciones no covalentes. Este medicamento se une al antigeno leucocitario
humano HLA-B*57:01, alterando la cantidad o la calidad de los péptidos que
reconoce este antigeno lo que resulta en nuevos determinantes antigénicos y la
induccion de autoinmunidad (Norcross y col., 2012). Ademas, este farmaco
interacciona directamente con receptores caracteristicos del sistema inmune,
como los MHC de las células presentadoras de antigenos, activando asi a los
linfocitos T (Bell y col., 2013). En el caso de la hipétesis de la sefial de peligro

se ha comprobado que las células que sufren necrosis por el efecto citotoxico
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de los farmacos, pueden liberar proteinas de choque térmico como las
proteinas HSP70 o HSP90, que actian como sefiales de peligro y activando a

las células dendriticas (Basu y col., 2000).

En relacion con la hipétesis del hapteno, el uso de analogos
derivatizados de algunos farmacos ha permitido mejorar la deteccion y la
identificacion de proteinas modificadas. El analogo biotinilado de la amoxicilina
ha permitido identificar dianas séricas como la albumina (Ariza y col., 2014).
En este trabajo, hemos utilizado este analogo biotinilado para identificar otras
proteinas haptenizadas por este farmaco, con el objetivo de contribuir a
comprender mejor las bases moleculares de la haptenizacion. Ademas, hemos
realizado un estudio de la localizacién celular de estas proteinas y de su
posible destino, con el fin de poder estudiar potenciales vias para regular la

respuesta ante su haptenizacion.

1.1. Estudio de la haptenizacion de proteinas por amoxicilina en

linfocitos B

Como ya se menciond en la revision de literatura cientifica reflejada en
la introduccién, la mayoria de los trabajos sobre haptenizacion de proteinas se
han centrado en el estudio de las proteinas séricas (Ariza y col., 2012; Jenkins
y col., 2009; Whitaker y col., 2011; Castillo y col., 1995; Hammond y col., 2014;
Meng y col.,, 2014). Sin embargo, la informacién sobre haptenizacion de
proteinas intracelulares por farmacos, en general, es muy escasa (Bhaiya y
col.,, 2006; Roychowdhury y col., 2007). La presencia de farmacos en el
torrente sanguineo puede favorecer su incorporacion en el interior de la
mayoria de tipos celulares del organismo, haptenizando de este modo las
proteinas intracelulares. La modificacion de estas proteinas puede conllevar su
procesamiento para dar lugar a una serie de determinantes antigénicos que

inducirian la respuesta alérgica frente al medicamento.

El primer abordaje en relacion con la modificacion de proteinas
intracelulares por amoxicilina establece la presencia de este farmaco en el
interior celular formando mayoritariamente agregados (Figura 2). Estos

resultados son similares a los obtenidos anteriormente en macréfagos murinos,
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en los que se observa el mismo tipo de patron con una sefal casi despreciable
en la membrana celular (Ariza y col., 2014). De este modo, se confirmaria la
entrada de este farmaco en el interior de los linfocitos B, aunque no se puede
determinar si la entrada depende de si, previamente, el farmaco se ha unido
covalentemente a proteinas o a otras estructuras macromoleculares que la
puedan facilitar mediante endocitosis. Por otro lado, el farmaco podria entrar en
la célula mediante transportadores de péptidos (Sala-Rabanal y col., 2006;
Sala-Rabanal y col., 2008; Tamai y col., 1985) y unirse intracelularmente a

proteinas.

A continuacion, nos centramos en la propia haptenizacién de proteinas
por este farmaco con el objetivo de identificar qué proteinas intracelulares se
modifican por amoxicilina. Los estudios de Western blot reflejaron la presencia
de proteinas haptenizadas no solo en el interior celular, la fraccion de lisado,
sino también en las diferentes fracciones extracelulares (Figura 3). Por un lado,
la sefal de proteinas haptenizadas en el interior de la célula podria conllevar un
procesamiento de las mismas para formar el antigeno. Por otro lado, la
deteccion de proteinas modificadas en el exterior celular, tanto en la fraccién de
microvesiculas como en la de proteina soluble, podria indicar que las proteinas
se estuviesen modificando directamente en el entorno extracelular o incluso
que estuviesen siendo secretadas activamente por las células en
microvesiculas o en forma soluble. La modificacion de las proteinas presentes
en forma soluble en el medio condicionado de la célula conllevaria una
respuesta similar a la que se produciria a partir de las proteinas haptenizadas
de suero. En cuanto a las modificadas en el interior celular, la célula puede
llevar a cabo un proceso selectivo de las que van a ser procesadas para la
formacion y secreciéon de los determinantes antigénicos. Finalmente, una vez
formados estos determinantes, seran reconocidos por las células efectoras de

la respuesta inmune.

Mediante estudios basados en electroforesis bidimensional pudimos
analizar con mas detalle el patron de proteinas haptenizadas por amoxicilina
biotinilada en la fraccion de proteina soluble de linfocitos B. Este patron resulto
tener una buena reproducibilidad en todas las fracciones donde se analiz6. Es

interesante destacar que el patron de haptenizacion por amoxicilina es
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especifico, es decir, no todas las proteinas presentes resultan ser modificadas
por este farmaco. La especificidad de unién a proteinas de este farmaco ya se
observd con anterioridad al analizar la haptenizacién en suero de pacientes,
tanto por el farmaco original como por el analogo biotinilado (Ariza y col., 2012;
Ariza y col., 2014). Ademas, al comparar el patrén obtenido con AX-B con el
que se obtiene con AX, se observa la presencia de mas de 20 manchas de las
cuales, al menos 7, son dianas comunes a ambos compuestos, lo que hace
que los patrones sean muy parecidos. Esto indica que ambos compuestos
tienen un comportamiento similar en cuanto a la haptenizacion de proteinas y
que la molécula de biotina del analogo no impide que se una a las dianas mas

caracteristicas de la amoxicilina.

Por otro lado, analizamos el patron de proteinas haptenizadas en la
fraccion de lisado celular (Figura 9). Las diferencias entre este patrén y el
obtenido de la fraccion de proteina soluble podrian ser debidas a la cantidad
relativa de cada proteina en una fraccion y otra y a la regulacion de cada una

de las formas de la proteina durante su secrecion.

1.1.1. Naturaleza de las proteinas haptenizadas por amoxicilina

Las proteinas identificadas mediante espectrometria de masas, entre
las que se incluyen la a-enolasa, HSP70 y el factor de elongacién 2 (Tabla 4 y
Tabla 5) constituyen nuevas dianas para este fArmaco nunca antes descritas,
que pueden resultar importantes en el desarrollo de la respuesta alérgica, para
el diagndstico o incluso para explorar nuevas posibilidades de tratamiento de

las reacciones adversas producidas por este medicamento.

De las proteinas identificadas es interesante destacar, por un lado, la
presencia de a-enolasa en las fracciones de lisado celular, vesiculas
extracelulares y en la fraccion de proteina soluble del medio condicionado. Esto
podria ser un indicio de su predisposicién para ser modificada por amoxicilina y
es posible que también de su potencial papel en el desarrollo de la respuesta
alérgica. La a-enolasa es una proteina dimérica abundante en el citoplasma,
pero también puede estar presente en la superficie celular (Diaz-Ramos y col.,

2012; Pancholi, 2001). Es una metaloenzima que cataliza la conversion del 2-
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fosfoglicerato a fosfoenolpiruvato en la via glucolitica (Esquema 7). Esta
proteina ha sido descrita como un potencial alérgeno en otras reacciones
alérgicas. En la literatura cientifica se ha reportado que esta proteina, cuando
procede de otras especies, puede estar implicada en procesos alérgicos.
Mediante técnicas de inmunoprotedmica, se ha identificado que esta proteina
puede estar involucrada en la alergia frente a diversos tipos de polen (Mani y
col., 2015; Smiljanic y col., 2017; Bordas-Le Floch y col., 2015; Saha y col.,
2015; Mousavi y col., 2017) o en la alergia a distintos tipos de pescado (Tomm
y col., 2013). Algunos estudios han demostrado un alto grado de conservacién
en la secuencia de aminoacidos entre distintas especies (Van der Straeten y
col., 1991; Stamm y Young, 1997; Hannaert y col., 2000). Esto podria provocar
que pequefios cambios en la secuencia, estructurales o modificaciones
postraduccionales en el determinante antigénico de la enolasa humana, como
la haptenizacion, produjera un aumento de la inmunogenicidad. Ademas, se ha
descrito la presencia de autoanticuerpos frente a esta proteina en
enfermedades autoinmunes o enfermedades inflamatorias (Gitlits y col., 2001;
Gitlits y col., 1997). Incluso se han encontrado autoanticuerpos que reconocen
especificamente determinantes antigénicos de la proteina cuando se encuentra
citrulinada, principalmente en los aminoacidos 9 y 15 de la secuencia (Kinloch y
col., 2005; Lundberg y col., 2008; Wegner y col., 2010). De este modo, las
proteinas modificadas o que incluso estén haptenizadas pueden ser mas
inmunogénicas. Los procesos de inflamacion pueden ser factores facilitadores
de la respuesta alérgica. El estrés oxidativo producido en algunas
enfermedades neurodegenerativas como la enfermedad de Alzheimer favorece
la peroxidacién de lipidos. En este sentido, algunos estudios han identificado a
la a-enolasa como diana del HNE, provocando una reduccién de la actividad de
la proteina y, eventualmente, muerte neuronal (Reed y col., 2008; Perluigi y
col.,, 2009), aunque no se conoce si la proteina modificada por HNE esta
implicada en el desarrollo de autoanticuerpos. También se ha descrito que esta
proteina se puede nitrosilar en situaciones de inflamacion (Gao y col., 2005).
Es interesante destacar que la enolasa ha sido identificada en trabajos previos
como una diana de modificacién por prostaglandinas ciclopentenonas, como la
15-desoxi-A(12,14)-prostaglandina J(2) (Aldini y col., 2007; Yamamoto y col.,

2011). Todas estas evidencias indican que esta enzima es altamente

165



VI. Discusion

susceptible de modificacion en situaciones de inflamacion (Esquema 12). En
futuros estudios seria interesante explorar si estas modificaciones pueden

afectar a su antigenicidad y/o cooperar en procesos alérgicos.

Citrulinacion e com V A‘ RN

Lipoxidacion

15-desoxi-A(12,14)-
prostaglandina J(2)

o}\or\ua3 OH
AX O\/\)\/\/\
. /—\ HNE
Nitrosilacion
NO

Esquema 12: Modificaciones de la a-enolasa en situaciones de inflamacién. En el
esquema se representa la proteina (PDB: 2PSN, cadena A) junto con algunas
modificaciones que se pueden encontrar en situaciones de inflamacién o durante
tratamientos con farmacos.

La proteina HSP70 se encuentra localizada en el citoplasma de todas
las células, aunque también puede estar localizada en el ndcleo en situaciones
de estrés (Ernst y col., 2016). Ademas, puede estar presente en los lisosomas,
inhibiendo la permeabilizacién de la membrana lisosomal (Kirkegaard y col.,
2010) o en exosomas, pudiendo tener efectos proinflamatorios (Anand y col.,
2010). La funcién de esta proteina consiste en facilitar el plegamiento de otras
proteinas recién sintetizadas, reensamblar las proteinas que hayan perdido su
estructura o se hayan agregado o controlar la actividad de proteinas
reguladoras (Bukau y col., 2000; Hartl y Hayer-Hartl, 2002; Pratt y Toft, 2003).
Ademas, puede regular la respuesta inmune, liberandose al exterior celular
conjugada con péptidos antigénicos. ElI complejo proteina-péptido es captado
por ceélulas presentadoras de antigenos, donde el péptido puede ser
presentado en el contexto de MHC tipo | (Arnold-Schild y col., 1999). HSP70
también puede estar relacionada con procesos alérgicos (Radauer y col.,

2008). De hecho, HSP70 es un mediador del sistema inmune en la

166



VI. Discusion

hipersensibilidad por contacto. En este tipo de alergia, cuando se aplica el
hapteno 1-fluoro-2,4-dinitrobenceno sobre la piel, la inhibicibn de HSP27 vy
HSP70 produce una reduccion de la respuesta inmunitaria, produciendo
tolerancia hacia este hapteno (Yusuf y col., 2009). Sin embargo, no se ha
estudiado si estas proteinas se modifican por estos compuestos. En cambio, se
han encontrado modificaciones en la Cys306 por guaiandlidos que facilitan la
capacidad de hidrolisis del ATP de esta proteina, produciendo un bloqueo de
las vias de sefalizacion relacionadas con la neuroinflamacion (Wang y col.,
2017b). En situaciones de estrés oxidativo producido en la enfermedad
hepatica alcohdlica, se ha descrito que HSP70 es una diana del HNE. Esta
modificacion provoca una disminucion significativa de la actividad de la proteina
(Smathers y col.,, 2011). También se ha comprobado que es diana de
numerosas modificaciones oxidativas y lipoxidativas (Gharbi y col., 2007) y sus
niveles se elevan en situaciones de estrés (Calabrese y col.,, 2001;
Westerheide y Morimoto, 2005). De este modo, la haptenizacion de esta

proteina podria repercutir directamente en su funcion.

El factor de elongacion 2 se encuentra presente en el citoplasma de las
células, participando en la elongacion de la cadena polipeptidica de las
proteinas en el proceso de traduccion (Kaul y col., 2011). La modificacion de
esta proteina podria interferir directamente con la sintesis de proteinas y la
integridad de la célula. Se conocen modificaciones postraduccionales de esta
proteina, como la formacion de diptamida, una modificacién especifica que
ocurre en un residuo de histidina (Van Ness y col., 1978). Esta modificacion es
reconocida por diferentes toxinas, como la de la difteria, la exotoxina A de
Pseudomonas o la toxina colérica, alterando la sintesis de proteinas y
provocando muerte celular (Su y col., 2013; Oppenheimer y Bodley, 1981).
Ademas, la actividad del EF2 se regula mediante fosforilacion y desfosforilacion
por quinasas especificas (Kaul y col., 2011), lo que evidencia que las
modificaciones postraduccionales sobre esta proteina pueden tener una gran
repercusion en el destino de la célula. Por ello, la modificacién por amoxicilina
podria repercutir en su funcidbn o en la interaccibn con otras proteinas o
sustancias exogenas. En situaciones de estrés oxidativo, se ha estudiado la

formacion de aductos entre aldehidos de bajo peso molecular como el
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malondialdehido y el HNE con esta proteina, que provoca su inactivacion
(Arguelles y col., 2009). La formacion de estos aductos se reduce en presencia
de agentes protectores del estrés oxidativo como la melatonina (Arguelles y
col., 2012). En relacién con la inmunogenicidad del factor de elongacion 2, se
conocen pocos casos en los cuales el sistema inmune lo reconozca como un
antigeno. Por ejemplo, en la enfermedad del Lupus se producen anticuerpos
qgue reconocen el ADN de doble cadena y ademas pueden reconocer el EF-2 e
inhibir la traduccion in vitro, sugiriendo una posible reactividad cruzada con esta
proteina (Alberdi y col., 2001).

A modo de confirmacion de la haptenizacibn de estas proteinas,
realizamos técnicas de purificacion complementarias (Figura 7 y Figura 8) ya
que el estudio mediante electroforesis bidimensional y espectrometria de
masas puede presentar algunas limitaciones, como por ejemplo que se
encuentren varias proteinas en una misma mancha y se identifique alguna que
no esté modificada. En estos ensayos complementarios observamos la
presencia de sefial de biotina asociada a las proteinas inmunoprecipitadas y la
retencion de éstas en una columna de avidina. Por lo tanto, el conjunto de
estos experimentos demuestra la modificacion de estas proteinas por

amoxicilina biotinilada.

El hecho de que estas proteinas sean potencialmente activadoras del
sistema inmunoldgico, tanto cuando proceden del paciente como cuando
proceden de otras especies, y de que aparezcan haptenizadas por amoxicilina

refuerza la hipétesis de su posible implicacion en la alergia a este farmaco.

1.1.2. Secrecidn activa de las proteinas haptenizadas por amoxicilina

Una observacion importante de nuestros estudios es la secrecion de
proteinas haptenizadas al medio condicionado en forma de proteinas solubles y
en microvesiculas (Figura 11). La secrecién de proteinas, por una u otra via,
puede ser un proceso clave en la presentacion antigénica y en las reacciones
alérgicas mediadas por farmacos. Podemos afirmar que las microvesiculas

provienen del interior de la célula gracias a los experimentos de pulso-cazay la
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observacion de la liberacion regulada de exosomas, que implican una

secrecion activa de estos organulos.

Las microvesiculas se analizaron mediante microscopia electronica.
Tanto la forma como el tamafio concordaron con los descritos en la bibliografia
(Raposo y Stoorvogel, 2013; Chernyshev y col., 2015; Caby y col., 2005).
Ademas, los experimentos de microscopia electronica apoyan la presencia de
amoxicilina biotinilada en estas vesiculas (Figura 15). Mediante esta técnica no
se pudo determinar si la amoxicilina biotinilada se encuentra sobre la superficie
de las vesiculas o en el interior. Esta disposicion podria ser importante durante
la captacion del exosoma o incluso en el procesamiento de las proteinas por
parte de la célula presentadora de antigenos. Este andlisis serd objeto de
futuros estudios. Es importante sefialar que la presencia de proteinas
haptenizadas en la fraccion de vesiculas extracelulares del medio condicionado
puede ser regulada a través de la formacion de exosomas mediante farmacos
como el GW4869, inhibidor no competitivo de la esfingomielinasa neutra, y la
C6-ceramida, un analogo de la ceramida que estimula la secrecién de
exosomas (Figura 12). En el futuro, se podria explorar si la respuesta alérgica
se puede modular controlando la liberacién de exosomas. La modulacion de la
liberacion de estas particulas como diana terapéutica es objeto de algunos
estudios. En la calcificacion vascular, algunos factores que pueden incrementar

la liberacion de exosomas promueven este proceso (Kapustin y col., 2015).

La importancia de estos hallazgos radica en que es la primera vez que
se observan aductos de farmaco y proteina en exosomas. Estas microvesiculas
desempefiarian un papel importante en la regulacién del sistema inmune, ya
gue activan a linfocitos T (Chaput y Thery, 2011). Los exosomas provenientes
de células dendriticas contienen complejos MHC-antigeno que pueden activar
a linfocitos T CD4" o CD8". Sin embargo, los exosomas pueden modular la
respuesta inmune sin presentar o transportar antigenos. Cuando estas
estructuras proceden de células tumorales provocan la apoptosis de los
linfocitos T inhibiendo la respuesta inmune (Andreola y col., 2002). Bajo otras
circunstancias, macrofagos infectados por ciertos patdégenos liberan exosomas
que favorecen la inflamacion, induciendo la activacion de linfocitos T y B (Quah

y O'Neill, 2007). Este hecho podria tener implicaciones en el estudio de los
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efectos adversos a farmacos y, concretamente, en el desarrollo de respuestas
alérgicas a betalactdmicos. Los exosomas participan directamente en la
respuesta alérgica. En concreto, la composicion proteica y nucleica de estas
estructuras desempefia un papel importante como biomarcador para el
diagnostico de algunas enfermedades como el asma. Ademas, estos
componentes pueden tener un papel modulador de la respuesta alérgica
(Nazimek y col., 2016; Sastre y col., 2017).

La incubacion de amoxicilina con exosomas aislados también da lugar a
la haptenizacion de las proteinas. Esta observacion suscita la posibilidad de
que, durante su transporte en la sangre, la amoxicilina modifique proteinas de
exosomas presentes en el torrente circulatorio. Los exosomas presentes en
sangre pueden tener una procedencia y una naturaleza muy variada (Liy col.,
2014; Baranyai y col., 2015). Este hecho podria incluso ampliar el abanico de
potenciales proteinas haptenizadas circulantes en sangre de pacientes. Los
estudios de identificacion de dianas de farmacos se han centrado en las
proteinas del suero. Sin embargo, nuestros hallazgos establecen que los
exosomas procedentes de células muestran un patron de haptenizacion
diferente a los modificados in vitro (Figura 16). Por tanto, el mecanismo de
modificacion intracelular y secrecion parece esencial para que se genere esa
combinacién concreta de proteinas haptenizadas vehiculizadas por exosomas.
Nuestros estudios abren nuevas perspectivas basadas en el analisis de los
exosomas circulantes, lo que podria ampliar el abanico de dianas de este
farmaco y ayudar a comprender mejor el proceso de las reacciones alérgicas a
farmacos. Ademas, confirmamos que HSP70, EF2 y la a-enolasa (Tabla 6)
resultan modificadas por este farmaco. Estas tres proteinas ya han sido
descritas en el interior de exosomas en numerosos trabajos (Faught y col.,
2017; Anand y col., 2010; Thery y col., 2002b; Duijvesz y col., 2013; Koles y
Budnik, 2012; Bard y col., 2004). Sin embargo, es la primera vez que se
identifican modificadas por amoxicilina en exosomas. Dichas proteinas podrian
estar siendo transportadas a células diana o células efectoras de la respuesta

inmunoldgica.

El conjunto de estos resultados establece que los componentes de los

exosomas pueden ser dianas de haptenizacién por amoxicilina. Los hallazgos
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obtenidos de este trabajo podrian ayudar a comprender mejor el proceso de
haptenizacion por farmacos no solo a nivel celular sino también en estructuras
circulantes en la sangre y, consecuentemente, a proponer nuevas estrategias

terapéuticas frente a las reacciones adversas a farmacos.

1.1.3. Transporte de proteinas haptenizadas en exosomas

Los exosomas pueden ser secretados por diferentes células para
posteriormente ser internalizados por otras células presentadoras de antigenos.
Una vez incorporados, serian procesados con el objetivo de exponer los
determinantes antigénicos en la superficie celular (Chaput y Thery, 2011). Sin
embargo, los estudios de presentacion directa de antigenos a linfocitos T por
estas microvesiculas en el contexto de la alergia son escasos (Vallhov y col.,
2015; Admyre y col., 2007a).

En este trabajo, hemos podido confirmar que los exosomas
procedentes de linfocitos B cargados con proteinas haptenizadas por
amoxicilina son captados e internalizados por células endoteliales (Esquema
13). Como ya se ha mencionado anteriormente, las células endoteliales pueden
comportarse como células presentadoras de antigenos no profesionales (Bagai
y col., 2005; Epperson y Pober, 1994; Limmer y col., 2000; Rothermel y col.,
2004). La internalizacion de estas microvesiculas ya sea por endocitosis (Tian y
col., 2010), endocitosis mediada por clatrina (Tian y col., 2014), fagocitosis,
(Feng y col., 2010) o por fusibn de membrana (Parolini y col., 2009) podria dar
lugar, por un lado, a la exposicion de los complejos MHC-antigeno
transportados por el exosoma lo que activaria de este modo a los linfocitos T.
Por otro lado, las proteinas haptenizadas que se encuentren en el interior del
exosoma se podrian degradar por la via lisosomal, formando de este modo los
antigenos que seran expuestos en la superficie celular. En el caso de los

exosomas que se fusionen directamente con la membrana plasmatica, las
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proteinas haptenizadas serian degradadas por la via proteasomal formando asi
los antigenos.

Exosomas
a )
S - N A o y
: Y .

R

Esquema 13: Representacion de la secrecion de proteinas haptenizadas en forma
soluble y en exosomas. Los exosomas cargados con proteinas haptenizadas pueden
ser captados por células diana, internalizando las proteinas modificadas por el farmaco.

La transferencia de exosomas a través de células apoyaria la teoria de
que estas vesiculas extracelulares actian como mensajeros en diversas
respuestas fisiopatologicas. De este modo, las proteinas haptenizadas se
transportarian por estas vesiculas e inducirian la respuesta alérgica en células
que se encuentran a mayor distancia. Los exosomas podrian constituir una
nueva ruta en el destino de las proteinas haptenizadas por amoxicilina que

contribuiria al desarrollo de la respuesta alérgica.

1.2. Estudio de la haptenizacién de proteinas por amoxicilina en otros

tipos celulares

Los linfocitos B participan en el reconocimiento de antigenos y pueden
secretar anticuerpos especificos contra dicho antigeno. Sin embargo, en las
respuestas inflamatorias o inmunolégicas participan un amplio abanico de tipos
celulares como los macréfagos, células epiteliales, células endoteliales u otros
linfocitos. Ademas, los farmacos administrados podrian estar en contacto
directo con todos ellos. Debido al transcurso del farmaco por el organismo y
sus posibles implicaciones en el desarrollo de la respuesta alérgica, en este

trabajo nos propusimos estudiar la posibilidad de que otros tipos celulares
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pudieran incorporar el farmaco. Por tanto, analizamos también la haptenizacion

en otros tipos celulares como las células epiteliales o los macrofagos.

Las células epiteliales pueden liberar exosomas. Ademas, las células
epiteliales de glandula mamaria son capaces de secretar farmacos a la leche
materna (Moretti, 2009; Ito y col., 2015; Admyre y col., 2007b; Lasser y col.,
2011). Durante la respuesta alérgica, generan citoquinas y quimioquinas
necesarias para el reclutamiento de otras células como las dendriticas, los
basofilos y los linfocitos T (Hammad y Lambrecht, 2015; Sekiya y col., 2000;
Xue y col.,, 2014). En primer lugar, analizamos, de manera general, la
haptenizacion de proteinas en células MCF-7. Las MCF-7 son células
tumorales de glandula mamaria especializadas en la excrecion o secrecion de

sustancias.

Mediante microscopia confocal se establecié que las células MCF-7
también eran capaces de internalizar el farmaco. En estas células, la sefial de
amoxicilina biotinilada aparece en forma de pequefios acumulos cerca del
nucleo y en forma difusa en todo el citoplasma (Figura 21). El analisis del
patrén de polipéptidos haptenizados por amoxicilina confirmé la presencia de
proteinas modificadas en la fraccion de vesiculas extracelulares (Figura 20).
Sin embargo, no hay informacion en la literatura sobre la presencia de
proteinas haptenizadas en la leche materna. En futuros estudios se podria
investigar si la presencia de proteinas haptenizadas en la leche materna puede
tener algun efecto sobre el neonato. Estos resultados constituyen la primera
evidencia de que las proteinas de células epiteliales resultan también

haptenizadas por amoxicilina.

Los macrofagos son células especializadas en fagocitar cuerpos
extrafios y, junto con las células dendriticas y los linfocitos B, las encargadas
de presentar antigenos (Unanue, 1984; Hume, 2008). En relacion con la
respuesta alérgica, pueden modular la activacion de los linfocitos T mediante la
secrecion de mediadores inflamatorios como especies reactivas del oxigeno y
el nitrdgeno, leucotrienos, prostaglandinas y citoquinas (Gordon y Taylor,
2005).
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En macréfagos, observamos que la sefial de amoxicilina biotinilada se
distribuia preferentemente en compartimentos particulados del citoplasma, lo
que confirma evidencias anteriores (Ariza y col.,, 2014). El analisis mas
detallado de la haptenizacion mediante electroforesis y Western blot en este
tipo celular mostré6 también un patrén complejo de polipéptidos haptenizados
por este farmaco (Figura 22). En el futuro serd interesante identificar las
proteinas haptenizadas en diversos tipos celulares para explorar la presencia
de dianas comunes o especificas del tipo celular. Sin embargo, constatamos

que la produccién de exosomas por este tipo celular era muy escasa.

El conjunto de estos resultados indica que la haptenizacion de proteinas
por amoxicilina tiene lugar en diferentes tipos celulares, aunque presenta
particularidades segun el tipo celular. De este modo, la amoxicilina podria
haptenizar una gran variedad de proteinas e incluso en diferentes proporciones
segun el tipo celular que internalice este farmaco. En este sentido, muchos
tipos celulares del organismo estaran expuestos directamente al farmaco
durante los tratamientos. La formacion de haptenos y su procesamiento podria
tener lugar en distintos lugares del organismo y, por tanto, podria dar lugar a

las diferentes manifestaciones clinicas de la alergia a medicamentos.

1.3. Estudio de la haptenizacion de proteinas por penicilina en
linfocitos B

La formacion de aductos por farmacos es un proceso general que
involucra a diversas familias de medicamentos o sus metabolitos (Meng y col.,
2014; Hammond y col., 2014; Jenkins y col., 2013; Golizeh y col., 2015).
Muchos de estos compuestos provocan reacciones alérgicas que serian
desencadenadas por la modificacibn de proteinas. En este sentido, nos
preguntamos si otros farmacos podrian formar aductos en linfocitos B y si, en el
caso de que estos se produjeran, las dianas serian las mismas que las que se
han identificado para amoxicilina. En este estudio nos centramos en detallar la
haptenizacion de proteinas por betalactdmicos, analizando este proceso con

otro farmaco de esta misma familia de uso muy generalizado, la penicilina.
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Los estudios sobre modificacion de proteinas por este farmaco han
determinado que es capaz de unirse selectivamente a lisinas de la albumina
humana en bajas concentraciones (Meng y col., 2011). Sin embargo, no se han
estudiado otras dianas séricas de este compuesto, como ya se conocen para la
amoxicilina. Ademas, hasta ahora, se desconocia si este antibiotico también

era capaz de unirse a proteinas celulares.

Los resultados obtenidos en este trabajo han demostrado que la
penicilina G es capaz de modificar proteinas celulares en tratamientos de
linfocitos B. El patron de polipéptidos haptenizados presenta pequefas
variaciones segun las concentraciones empleadas (Figura 18). Debido a la
escasa sensibilidad de la deteccion inmunolégica en este caso, las
concentraciones necesarias para observar los aductos fueron siempre mayores
que las que se alcanzan farmacol6gicamente (Giachetto y col., 2004).
Adicionalmente, se observé una haptenizacion diferente en cada una de las

fracciones (Figura 19).

Aunque ambas moléculas, amoxicilina y penicilina, son farmacos
pertenecientes a la misma familia, y ambas son capaces de haptenizar
proteinas celulares, podrian tener distinta reactividad debido a las diferencias
en su cadena lateral. Este hecho interferiria en la union a los sitios en la
proteina que dependan de factores conformacionales. En estudios de
espectrometria de masas de albumina modificada con flucloxacilina (Jenkins y
col., 2009), piperacilina (Whitaker y col.,, 2011; El-Ghaiesh y col., 2012),
amoxicilina (Garzon y col., 2014; Martin y col., 2010) y benzilpenicilina (Meng y
col., 2011) se determin6é que ciertos residuos, como la lisina 190 y la 199, se
modificaban por todos estos farmacos. Sin embargo, también se observo la
modificacion selectiva de otros residuos como la lisina 159, haptenizada solo
por penicilina, o la lisina 162, que se encuentra haptenizada por flucloxacilina y
piperacilina. En el caso de la amoxicilina y la penicilina pueden modificar
residuos comunes en la albumina, como las lisinas 199, la 351 o la 432. Esto
indicaria que, al menos, algunas proteinas se modifican de forma similar por

estos dos farmacos.
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Tanto la amoxiciina como la penicilina modifican proteinas
intracelulares, aunque los patrones no parecen idénticos. En futuros estudios
seria interesante abordar la posible selectividad de la modificacion de las
dianas identificadas y las posibles relaciones estructura-funcién. De forma
similar, la haptenizacion en diferentes tipos celulares puede dar lugar a dianas
especificas de cada tipo celular o comunes a todos ellos.

2. ESTUDIO DEL PROCESAMIENTO DE LAS PROTEINAS
HAPTENIZADAS

El proceso de haptenizacion implica que la union covalente de los
farmacos a las proteinas contribuye a la antigenicidad que inicia la respuesta
alérgica. Sin embargo, el complejo proteina-farmaco formado requiere un
procesamiento celular. Finalmente, el antigeno expuesto podra estar
compuesto por la proteina completa o por un péptido pequefio unido al

farmaco.

El estudio de las vias de procesamiento ayudaria comprender mejor la
presentacion de aductos de farmacos como antigenos y, en consecuencia, las

bases celulares de la respuesta alérgica a medicamentos.

2.1. Andlisis de la via lisosomal de procesamiento

Los linfocitos B son células que pueden iniciar la respuesta alérgica
presentando antigenos sobre su superficie (Martin y Chan, 2006; von Bergwelt-
Baildon y col., 2002) o en exosomas (Raposo y col., 1996) a los linfocitos T.

Como hemos observado en el apartado 1 de Resultados, la amoxicilina
modifica proteinas de estas células que, ademas, pueden ser secretadas en

vesiculas al exterior y ser captadas por otras células.

En primer lugar, analizamos el posible procesamiento lisosomal de las
proteinas modificadas por amoxicilina. Los experimentos realizados mediante

Western blot no mostraron diferencias en cuanto a niveles de proteinas
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haptenizadas al inhibir la ruta de procesamiento lisosomal (Figura 24). Ademas,
se observd una escasa colocalizacion entre compartimentos &cidos,
correspondientes a lisosomas, y proteinas haptenizadas (Figura 25). En base a
estos resultados, no se puede concluir que la via lisosomal este jugando un
papel importante en el procesamiento de proteinas haptenizadas por

amoxicilina.

Por otro lado, realizamos el mismo estudio en macréfagos. Este tipo
celular constituye un buen modelo, no solo por ser células especializadas en
fagocitar y degradar componentes extrafios, sino también por su posible
implicacibn en la degradacion de proteinas haptenizadas. En macréfagos
tratados con albumina haptenizada quimicamente con manosamina conjugada
con biotina se observé colocalizacion de la proteina haptenizada con
compartimentos correspondientes a lisosomas (Gefen y col., 2015). Sin
embargo, posiblemente no todos los haptenos o proteinas haptenizadas se

comporten de la misma forma.

En nuestro trabajo, el andlisis de la inhibicion de la via de
procesamiento lisosomal con cloroquina en estas células mostré un aumento
significativo en cuanto a la cantidad de proteinas haptenizadas por AX-B
(Figura 29). En la valoracion de estos resultados es necesario tener en cuenta
que la cloroquina puede tener un efecto dual sobre las vias de tréfico
intracelular, por un lado, inhibiendo la degradacion lisosomal y por otro
promoviendo la formacion de exosomas (Savina y col., 2003; Yuyama y col.,
2008). Por tanto, la acumulacion de proteinas haptenizadas que se observe
sera el resultado de la contribucién relativa de estos fenédmenos en cada tipo

celular.

Por otra parte, mediante microscopia confocal (Figura 28), observamos
una clara colocalizacion de las estructuras con sefal de biotina, probablemente
proteinas haptenizadas por amoxicilina biotinilada, con compartimentos acidos,
lo que sugiere que estas células estén procesando las proteinas mediante
dicha via. Esto podria implicar que muchas de las proteinas haptenizadas en el
exterior celular estarian siendo endocitadas y, a continuacion, se degradarian

por la via lisosomal. Sin embargo, no se puede descartar que se estén
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modificando en el interior celular. A este respecto, se observa cierta
colocalizacion de la sefial de biotina con ubiquitina, que puede constituir una
sefal para la degradacion de proteinas por la via endolisosomal (Urbe, 2005; Li
y col., 2015). Las proteinas de membrana presentes en los endolisosomas
podrian ser ubiquitinadas y empaquetadas en pequefias vesiculas para ser
internalizadas y degradadas en los lisosomas.

Los resultados obtenidos en macréfagos en este trabajo coinciden, por
tanto, con evidencias anteriores en las que se describe colocalizacion entre la

proteina y lisosomas (Gefen y col., 2015).

Cabe la posibilidad de que las diferencias observadas entre linfocitos y
macréfagos sean debidas posiblemente a que la contribucion de las vias
endolisosomal o del proteasoma a la degradacion de proteinas haptenizadas
en cada tipo celular sea distinta. Incluso el destino de estas proteinas puede
diferir de un tipo celular a otro, de forma que se degraden por completo o sean

procesadas para formar el antigeno.

2.2. Andlisis de la via proteasomal de procesamiento

El procesamiento de proteinas a través del proteasoma también puede
generar antigenos a partir de proteinas haptenizadas por farmacos. En los
estudios realizados en linfocitos B no se observo una coincidencia entre las
sefiales de ubiquitina y biotina en microscopia confocal (Figura 27), sin
embargo, si se aprecié un ligero aumento en la sefial total de ubiquitina tanto
con al tratar con amoxicilina biotinilada como al inhibir el proteasoma. Ademas,
con este Ultimo tratamiento se observd un ligero aumento en la cantidad de
proteinas modificadas por amoxicilina biotinilada (Figura 26). Estos resultados
indican que el proteasoma podria contribuir a la degradacion de proteinas

haptenizadas en este tipo celular.

Por otro lado, el andlisis llevado a cabo en los macrofagos murinos
demostré6 un aumento mas considerable de las proteinas haptenizadas al
inhibir esta via (Figura 29). Ademas, se pudo observar cierta colocalizacion en
algunas zonas de la célula entre la sefial de ubiquitina y la de biotina de las

proteinas modificadas (Figura 28). Sin embargo, esta colocalizacion se
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encuentra en zonas donde la sefial de biotina es poco intensa. Por otro lado, se
requeririan experimentos de inmunoprecipitacion para poder establecer si una

proteina haptenizada por amoxicilina se encuentra también ubiquitinada.

La escasa colocalizacion entre la sefial de ubiquitina y la de las
proteinas haptenizadas no excluye que se procesen por esta via. La ubiquitina
es una proteina de pequefio tamafio que se puede asociar a otras proteinas
marcandolas para ser degradadas por el proteasoma. Sin embargo, en
ocasiones la degradacion de proteinas por el proteasoma es independiente de
ubiquitina (Pickering y Davies, 2012; Erales y Coffino, 2014). La subunidad 20S
del proteasoma puede degradar proteinas que se encuentren parcial o
completamente desplegadas debido a oxidaciones o mutaciones (Aiken y col.,
2011). Es posible que la haptenizacion provoque un cambio de la estructura
proteica fruto de alteraciones del plegamiento. Estos cambios pueden deberse
a la perdida de interaccidn entre algunos aminoacidos o un aumento en la

susceptibilidad a la oxidacion.

En base a estos resultados, la via proteasomal de degradacion podria
estar implicada de una forma directa o indirecta en el procesamiento de
proteinas haptenizadas por AX. La determinacion de la degradacion por el
proteasoma como una via principal o complementaria al procesamiento a

través de los lisosomas seria objeto de estudios mas profundos.

3. ESTUDIO DE LA HAPTENIZACION DE a-ENOLASA POR AMOXICILINA

La a-enolasa es una de las principales proteinas intracelulares que
resultan haptenizadas por amoxicilina. Ademas, hemos comprobado que la a-
enolasa es secretada al exterior celular tanto en forma soluble como en
microvesiculas. El potencial antigénico de esta proteina y la observacion de
gue es una diana de haptenizacién en diversos compartimentos de la célula,
nos ha llevado a estudiar en mas detalle la modificacion de la a-enolasa por

amoxicilina.

Para poder llevar a cabo nuestros objetivos, confirmamos Ia
modificacion de esta proteina en condiciones in vitro (Figura 30A), observando

gue se modifica por el analogo biotinilado de la amoxicilina. En ensayos de
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competicion entre el farmaco original y el analogo, se obtuvo una disminucién
de la sefal correspondiente a la AX-B en presencia de un exceso de AX
(Figura 30B). Esto sugiere que ambos compuestos podrian interaccionar con
los mismos sitios o residuos de la proteina. Ademas, apoya la utilizacion de la
AX-B como una buena herramienta para el estudio de los procesos de

haptenizacion de la amoxicilina.

La principal ventaja de los analogos biotinilados es que permiten utilizar
el sistema biotina-avidina para conseguir una mayor sensibilidad en la
deteccion de los aductos y emplear procedimientos de purificacion mediante
cromatografia de afinidad (Garzon y col., 2010; Cernuda-Morollon y col., 2001;
Stamatakis y Perez-Sala, 2006). A pesar de ello, es conveniente validar los
resultados con el farmaco no modificado. Gracias al uso de estos analogos
hemos podido estimar que el grado de modificacibn de esta proteina en
ensayos in vitro es de aproximadamente un 3% (Figura 31). Sin embargo, la
incorporacion real del farmaco a la proteina podria variar en los experimentos
en células o en los tratamientos de pacientes ya que la estimacion esta
realizada a partir de ensayos in vitro con la proteina recombinante y el analogo
biotinilado seguidos de SDS-PAGE. En estos experimentos, las uniones mas
débiles entre el farmaco y la proteina se pueden perder tanto en el procesado

de la muestra como en la propia electroforesis.

Ademas, analizamos la haptenizacion de esta proteina por otro
betalactamico ampliamente usado, la penicilina (Figura 42). Los resultados
obtenidos indican que la modificacion se detecta peor que la de la albumina
(Ariza y col.,, 2012), pues se requieren concentraciones de penicilina muy

elevadas para poder apreciar la modificacion en Western blot.

En trabajos previos del laboratorio se establecié que la técnica mas
adecuada para la caracterizacion de la haptenizacion de proteinas por
amoxicilina es la espectrometria de masas de alta resoluciéon (Ariza y col.,
2012). En este trabajo quisimos llevar a cabo un abordaje similar identificando
un residuo de la proteina a-enolasa modificado por amoxicilina en ensayos in

vitro.
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Los experimentos “top-down” de MALDI-TOF MS y ESI-MS llevados a
cabo con la proteina completa, mostraron resultados negativos. Esto podria ser
debido a que la proteina se modificara en una proporcion muy baja. El hecho
de que existieran pocos sitios de union del farmaco podria ayudar a desarrollar
estrategias para bloquear completamente la union del farmaco a la a-enolasa.
Por otro lado, mediante experimentos “bottom-up” de espectrometria de masas
de alta sensibilidad pudimos determinar que la lisina 239 se encuentra
modificada por amoxicilina (Figura 46). Este aminoacido se encuentra en el
centro de la secuencia y estd situado en la superficie de la proteina (Esquema
14). Esta localizacion facilitaria en gran medida la union de la amoxicilina, ya
que la lisina se encuentra completamente expuesta. Ademas, los posibles
puentes de hidrogeno que se puedan formar entre el hidroxilo del grupo fenol
de la cadena lateral de amoxicilina y los amino&cidos adyacentes, junto con las
interacciones electrostaticas que se formarian entre el carboxilo de la
amoxicilina y la arginina 183 favorecerian la reaccion (Esquema 15). Esta
localizacion es similar en los resultados obtenidos con la albumina, en la que se
puede apreciar que el carboxilo se sita también cerca de una arginina (Ariza y
col., 2012). Sin embargo, en el caso de la a-enolasa, el ambiente en el que se
encuentra la lisina no parece ser determinante, ya que no se observan cambios
significativos aparentes en los niveles de modificacion al desnaturalizar la
proteina (Figura 35). El estudio comparativo del ambiente que rodea al sitio de
modificacién en distintas proteinas para identificar motivos comunes, ya sea de
secuencia o conformacionales, ayudaria a identificar nuevos sitios de union de
la amoxicilina en estas u otras proteinas. Ademas, partiendo de esta
informacion, se podrian desarrollar moléculas no alergénicas que previniesen o

bloqueasen el proceso de haptenizacion de esta u otras proteinas.
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Esquema 14: Representaciéon de la interaccion de la amoxicilina con la a-enolasa
(PDB: 2PSN, cadena A). (A) Se muestra la superficie de la proteina completa. El
gradiente de color refleja la orientacién de la secuencia de aminoacidos (azul hacia el N
terminal y rojo hacia el C terminal). En color morado se representa la lisina 239. (B)
Detalle de la zona de la lisina 239. De color azul se muestra el grupo amino de la lisina.

Esquema 15: Estructura de la a-enolasa (PDB: 2PSN, cadena A) en la que se
muestran la lisina 239 junto con residuos cercanos. En gradiente de color se muestra
la orientacién de la secuencia de aminoacidos (azul y verde hacia el N terminal y amarillo
y rojo hacia el C terminal).

La lisina 239 es un aminoacido que esta presente en diferentes
especies tanto evolutivamente cercanas como lejanas del ser humano (Tabla
7). Sin embargo, en especies como el ratén o la rata, en la posicion 239 hay
una glutamina, que es un aminoacido no nucleofilico y, en teoria, con menor
capacidad de formar aductos. Por otra parte, la secuencia que rodea a la lisina
esta bastante conservada en las especies analizadas, lo que indicaria que esta
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zona podria tener un papel importante en las funciones que pueda llevar a cabo

la proteina.
Especie Secuencia
Homo sapiens Z5GYTDK VVIGM?#
Mus musculus Z5GYTDQVVIGM#4
Rattus norvegicus Z5GYTDQVVIGM*#4
Pongo abelii Z5GYTDK VVIGM#4
Bos taurus Z5GYSDKVVIGM*#4
Gallus gallus Z5GYSDKVVIGM*#4
Xenopus laevis 25GYPDK VIGM?24

Tabla 7: Secuencia de la proteina a-enolasa desde el aminoacido 235 al 244. En rojo
se encuentra marcada la posicion 239.

En un futuro, se podrian realizar andlisis mas detallados del papel de la
lisina 239 en la haptenizacion de la a-enolasa por amoxicilina utilizando
mutantes o usando la proteina procedente de raton o de rata para comprobar el
grado de haptenizacion de dichas proteinas. De este modo, se pueden realizar
ensayos in vitro comparativos con la proteina mutante y la proteina silvestre, o
realizar transfecciones en células de la proteina mutada, para asi comparar el
nivel de haptenizacion en un modelo celular. Ademas, se deberan realizar
analisis de la modificacion de la a-enolasa en condiciones in vivo y comprobar

si esta lisina es también el sitio de modificacion en sistemas biologicos.

En las electroforesis bidimensionales tanto de la proteina purificada
como la que esta presente en células, la a-enolasa se separa en varias
manchas. La presencia de estas distintas especies puede ser debida a
diferentes modificaciones postraduccionales. Al analizar el grado de
haptenizacion de cada una de las manchas obtenidas, observamos que no
todas se modifican de igual manera, predominando la forma numero 2 (Figura
36) que es la que presenta un punto isoeléctrico intermedio. De este modo, las
modificaciones postraduccionales llevadas a cabo en la célula podrian influir en
la formacion de aductos por farmacos (Gonzalez-Morena y col., 2016) y por
mediadores inflamatorios como prostaglandinas ciclopentenonas, el acido

etacrinico, el clorambucil, o por agentes oxidantes (Sanchez-Gomez y col.,
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2007; van lersel y col., 1997; Sanchez-Gémez y col., 2013). De hecho, algunas
de estas modificaciones compiten en condiciones in vitro entre ellas por el
mismo sitio de unién (Sanchez-Gémez y col., 2013). Por ello, la haptenizacion
de proteinas por farmacos dependeria del contexto celular o fisiolégico y
resultaria interesante estudiar como influyen otros tipos de modificaciones, ya
que podrian disminuir, si se bloquean los sitios de haptenizacién, o potenciar, si

Se exponen nuevos sitios, la respuesta alérgica.

Las modificaciones postraduccionales de proteinas alteran su funcion,
localizacion, estabilidad, e incluso la relacion con otras modificaciones
postraduccionales como en este caso por amoxicilina. Por este motivo, el
estudio detallado de la haptenizacion de proteinas por farmacos ayudaria a

comprender mejor qué tipo de repercusiones tiene esta modificacion.

Se conocen numerosas modificaciones postraduccionales de la a-
enolasa (Zhou y col.,, 2010), ya sean acetilaciones, metilaciones o
fosforilaciones. Se han descrito, ademas, modificaciones para esta proteina
que pueden aumentar su antigenicidad. En concreto, en la artritis reumatoide
se han encontrado anticuerpos que reconocen la a-enolasa cuando se
encuentra citrulinada (Kinloch y col., 2005; Lundberg y col., 2008; Wegner y
col., 2010). En nuestro trabajo decidimos explorar la posible interaccion entre la
acetilacion y la haptenizacién por amoxicilina, ya que ambas modificaciones
ocurren principalmente en lisinas. De hecho, se ha comprobado que la lisina
239 se encuentra acetilada en situaciones fisiopatolégicas como en el
adenocarcinoma ductal de péancreas (Zhou y col.,, 2010). Sin embargo, la
consecuencia concreta de la acetilacion de esta lisina no se conoce. Nuestros
resultados muestran una disminucién de la modificacion por amoxicilina a
medida que se aumenta la acetilacion de la proteina (Figura 38). Esto sugeriria
que la acetilacion y la haptenizacion estarian compitiendo por la unién en la
misma region de la proteina o, incluso en el mismo aminoacido, aunque la
competicion observada también podria ser debida a efectos conformacionales.
Sin embargo, hay que tener presente que la reaccion puede tener lugar en
otros aminoacidos nucleofilicos, como la cisteina. Se han descrito
modificaciones en cisteinas por metabolitos del diclofenaco y por la nevirapina

en la glutation-S-transferasa P1 (Boerma y col., 2012; Meng y col., 2013) o en
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histidinas por la carbamazepina y la nevirapina en la albumina y en la GSTP
(Yip y col., 2014; Meng y col., 2013).

Por otro lado, al analizar las distintas formas de la a-enolasa mediante
electroforesis bidimensional (Figura 40), observamos que las formas
haptenizadas por amoxicilina muestran un punto isoélectrico mas acido. En
este contexto, hay que tener en cuenta que en el punto isoeléctrico de las
proteinas haptenizadas pueden influir no solo la acetilacién sino otro tipo de
modificaciones postraduccionales como la fosforilacion o la metilacion.
Mediante esta técnica no apreciamos una disminucion del grado de
haptenizacion. Sin embargo, hay que considerar que la informacién que se
obtiene mediante los abordajes de electroforesis monodimensional y
bidimensional no son directamente comparables. La caracterizacién detallada
de las modificaciones y su posible repercusion serdn objeto de estudio en

investigaciones futuras.

Todos estos resultados contribuiran de manera esencial al conocimiento
del proceso de haptenizacion de proteinas intracelulares, a la mejora de
herramientas diagnosticas y potencialmente al desarrollo de moléculas que
permitan prevenir el proceso de haptenizacion y, por consiguiente, a la mejora

de la bioseguridad de numerosos farmacos.

En referencia a la funcion de esta proteina, la a-enolasa es una enzima
de la familia de las liasas que participa en la ruta de la glucolisis, utilizando
Mg®* para llevar a cabo la transformacién del 2-fosfogliceraldehido a
fosfoenolpiruvato (Esquema 10). Basandonos en la propia reaccion,
observamos cambios en los niveles de haptenizacibn de esta proteina al
incubar la con amoxicilina biotinilada en presencia del sustrato y/o con el
cofactor (Figura 32 y 33). Las diferencias de modificacion podrian ser debidas a
pequefios cambios conformacionales de la proteina, de modo que quedarian
MAas 0 menos expuestos residuos susceptibles de ser modificados por este
farmaco, o a potenciales blogueos del cofactor o el sustrato de los sitios de

union de la amoxicilina.

La posible interaccién entre el sitio catalitico de la enzima y los sitios de

modificacion resulta mas evidente al analizar la actividad de la proteina en
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presencia de amoxicilina (Figura 34). La disminucion del 10% de la actividad
total, es leve pero reproducible y pareceria indicar que la amoxicilina podria
estar interfiriendo ya sea de manera directa o indirecta, mediante cambios
estructurales, con el sitio catalitico de la enzima. De hecho, la lisina 239 se
encuentra muy préxima a uno de los asparticos que estabilizan los Mg?* del
centro catalitico (Schreier y Hocker, 2010; Larsen y col., 1996). Sin embargo,
desconocemos la repercusion funcional a nivel celular de la modificacion en
células. Ademas, no tenemos constancia de cual seria el grado de inhibicion in

Vivo, que podria ser distinto del obtenido en los experimentos in vitro.

En este trabajo se analiza la haptenizacion por amoxicilina de la a-
enolasa mediante técnicas de alta sensibilidad. En estudios futuros se
analizaran los aductos formados en otras proteinas celulares por este u otros
farmacos para comprender mejor la haptenizacion de proteinas in vivo. De este
modo, se ampliara la informacién sobre la modificacion de proteinas por
farmacos para poder desarrollar herramientas diagnésticas y mejorar la

bioseguridad de muchos medicamentos.
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Como resultado de este trabajo, en el que se ha analizado la

haptenizacion de proteinas celulares por betalactamicos y su procesamiento se

ha llegado a las siguientes conclusiones:

1.

La haptenizacién de proteinas celulares por betalactamicos es un
proceso selectivo. No todas las proteinas se modifican por estos

farmacos.

En la linea de linfocitos B humanos RPMI 8866 se identifican la a-
enolasa, el factor de elongacion 2 y HSP70 como proteinas celulares
haptenizadas por amoxicilina que podrian estar implicadas en el

desarrollo de las reacciones alérgicas a amoxicilina.

En este tipo celular, el analogo biotinilado de la amoxicilina produce

un patron de polipéptidos modificados similar al del farmaco original.

Las proteinas haptenizadas son secretadas al exterior celular en

forma de proteinas solubles asociadas a exosomas.

Los exosomas cargados con proteinas haptenizadas por amoxicilina
pueden ser internalizados por otros tipos celulares. Esto suscita la
posibilidad de que sean procesados para la formacion y la

presentacion del antigeno.

La haptenizacion de proteinas por betalactamicos tiene lugar en
distintos tipos celulares y presenta particularidades segun el tipo de

célula.

Las vias celulares de degradacion por el proteasoma y el lisosoma
pueden participar en el procesamiento de las proteinas haptenizadas
por amoxicilina, aunque de forma diferente en distintas estirpes

celulares.

La proteina a-enolasa se modifica in vitro por AX y AX-B. Existe una

competicion entre ambos compuestos por la unién a la proteina.

La haptenizacion de la a-enolasa inhibe levemente su actividad

catalitica en ensayos in vitro.
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10. La acetilacion in vitro de la a-enolasa reduce su modificacion por

amoxicilina.

11.La lisina 239 de la a-enolasa, localizada en la superficie de la
proteina, ha sido identificada como diana de modificacion por

amoxicilina.
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