CENTRO DE CIENCIAS BASICAS

Titulo de TESIS:
Estudio del efecto del glicomacropéptido sobre la respuesta in vitro del queratinocito al

microambiente tisular de la dermatitis atépica.

PRESENTA

Pamela Gallegos Alcala

PARA OBTENER EL GRADO DE DOCTORA EN CIENCIAS BIOLOGICAS.

TUTORES

Dra. Eva Maria Salinas Miralles.

Dra. Mariela Jiménez Vargas.

INTEGRANTE DEL COMITE TUTORAL

Dr. Daniel Cervantes Garcia.

Aguascalientes, Ags, 14 de noviembre del 2023



TESIS. .. JESIS TESIS TESIS TESIS

TESIS TESIS TESIS TESIS TESIS



TESIS TESIS TESIS TESIS TESIS

TESIS TESIS TESIS TESIS TESIS



IMPACT
CITESCORE FACTOR

7.8 56

an Open Access Journal by MDPI

CERTIFICATE OF PUBLICATION

Certificate of publication for the article titled:

The Keratinocyte as a Crucial Cell in the Predisposition, Onset, Progression, Therapy and Study of the
Atopic Dermatitis

Authored by:

Pamela Gallegos-Alcald; Mariela Jiménez; Daniel Cervantes-Garcia; Eva Salinas

Published in:
Int. J. Mol. Sci. 2021, Volume 22, Issue 19, 10661

Basel, November 2023

IMPACT
FACTOR

5.561

an Open Access Journal by MDPI

CERTIFICATE OF PUBLICATION

Certificate of publication for the article titled:
Glycomacropeptide Protects against Inflammation and Oxidative Stress, and Promotes Wound Healingin an
Atopic Dermatitis Model of Human Keratinocytes
Authored by:
Pamela Gallegos-Alcala; Mariela Jiménez; Daniel Cervantes-Garcia; Laura Elena Cérdova-Dévalos; Irma
Gonzalez-Curiel; Eva Salinas
Published in:
Foods2023, Volume 12, Issue 10, 1932

Basel, May 2023



Agradecimientos

Al consejo nacional de humanidades ciencia y tecnologia que me proporciono una beca
doctoral (numero 713727) para poder realizar un posgrado de alta calidad, vy a la
Universidad Auténoma de Aguascalientes que aparte de sus instalaciones nos
proporciond un apoyo econémico (PIBB20-1) para esta investigacion.

A la Dra. Eva Maria Salinas Miralles, que me abrié las puertas de su laboratorio, sin saber
gue eso marcaria totalmente el rumbo de mi vida. Que me dio la oportunidad de
aprender de todos los que forman su equipo, lo cual me define hoy como la profesionista
gue soy. Gracias a la Dra. por siempre apoyarme en todos mis proyectos y siempre estar
para darme un buen consejo, pero sobre todo por ser un ejemplo para mi como
profesional y como mujer.

A la Dra. Mariela Jiménez, que siempre tiene la disposicion para apoyar y sobre todo un
oido para escuchar y contestar con las palabras perfectas. Que a pesar de su carga de
trabajo siempre encuentra la manera de no dejar pasar fechas y momentos especiales.

Al Dr. Daniel Cervantes Garcia, que desde que entre al laboratorio me impulso y me
motivo, que me ensefio que soy capaz de hacer cosas increibles, por inculcarme vy
transmitirme el amor a la ciencia desde el dia que entre a la carrera, por la tolerancia y
paciencia que ha tenido para escucharme y guiarme para resolver mis dudas, y por todo
el apoyo que siempre me da, aunque tenga mil cosas que hacer y no le corresponda.

A la Dra. Laura que es una persona que brilla con su luz, que en poco tiempo se supo
ganar un lugar en mi corazén. Y que aparte de ser una cientifica talentosa por sus ideas
tan aterrizadas, que sabe ser un gran apoyo y una protectora para todos los que
apoyamos en el laboratorio.

A mis amigas que han estado en el laboratorio (Diana, Bere, Alicia y Marce) en este
trascurso del doctorado, porque entre todas encontramos la manera de echarnos porras,
apoyarnos con nuestros proyectos, motivarnos todos los dias, y de encontrar motivos
para reirnos, a pesar de la pandemia que nos tocd vivir.

A mi familia, a mi marido por darme todo el respaldo que necesite para cumplir con mis
ensayos y con mi trabajo, a mi mami, por esas des madrugadas y desvelos que le tocaron
para que pudiera hacer mis experimentos; a mis hermanos por compartir y festejar todos
mis logros y alegrias, a mi suegra Pily, que siempre me apoya y me motiva en lo que puede
para poder hacer mi trabajo.



Dedicatorias

Le dedico mi proyecto de doctorado a mi esposo Oscar, que me motivo a dedicarme a lo
gue me hiciera feliz y desde el primer dia que decidi estar en el mundo de la ciencia ha
estado detras para impulsarme, motivarme y ayudarme en todo lo que este en sus
manos. A mis hijos Mateo y Amelie (que llegarad pronto), que son mi motivacion para ser
la mejor version de mi misma. Y a mi mami, que estd para mi incondicionalmente vy
siempre me alienta para hacer las cosas, y hacerlas lo mejor que pueda. Sin ellos no lo
hubiera logrado.



(ndice General

ACTONIMOS Y ADIEVIGTUIGS ..ceoeeeiiiiitirreeeeeee e eee e et e eeeeee st rerrereeeeeeeeeeseeeseessssssssrrrseeneees 2
(L=E ] 4 1= o PP PRPPPPR 3
A o A - [ SRR PRSP PPPUPPPPORPPO 4
A oY [UTolol o] o WU PP PUPOPPPRTPI 6
[ [T o Yo Y =Ty £ TR OR PP 10
(0] Y=L}V o ==l =T - | F O UPUPPPP 12
ODbjJEtiVOS PAITICUIAIES ...uvvviviiiiieeiieiiee e e e e et e e e e e e e e s st ereeeeeeeaeeeeeeenns 12
ArticUlBEIE .....................c.cccoeererenenrenenerennonenserd SN UMRRRRRERRRRRRRRRRRRRR .. .. .. ... . . . 14
I The keratinocyte as a crucial cell in the predisposition, onset, progression, therapy and
study of the atopic dermatitis. .......eeiiiciiie e e 15
Il.  Glycomacropeptide protects against inflammation and oxidative stress, and promotes
wound healing in an atopic dermatitis model of human keratinocytes..........ccccoeevveeeennnenn. 45
CoNCIUSION Y PEISPECTIVAS ..vvvvveiriiiiieeieeeeeiieiicirrreree e eeeeeeeeeeseeseassbsrsereeeeeeeaaeaeaesenns 64
Refer@lEIEE.......................cc.covurereneneerennnerenronene o ERRIIE L nnrniener [ 66
AN O X OO e eesaanssss sensessssesihnmnnnnnenen s SO SO0 69

oV [TTV10) oo R TTR YT TP r PP PP Prr OO SO PSR U OO . ..ccc000 TR RO OO PENU USRI 69
Y=o To o] o = - VAP 69
CUIEIVOS CRIUIATES ..eneteeiteeeteeetee ettt sttt ettt e s b e et e s bt e e saae e sateesateesaneenates 69
CUILIVOS DACTEIIAN0OS . eeueeiiiiiieiee ettt ettt st e s bt e st e s bt e e sbae e sateenaaeesaneenases 69
Ensayo de crecimiento DacterianO.........ueicciiie i e e e 69
Ensayo de adhesion bacteriana @ KCs........c.uiviieiiii e e e e e e e e 69
ANALISIS ESTATISTICO .eeuveeeiiiiiieiite ettt e sa e st e st e e s beesbe e s saeesabaeesane e e 71
RESUITATOS ..ttt ettt st sae e bt e e at e e sateesat e e sabeesabeesbeeesbaeesaneenaaeesaneenares 71
Efecto del GMP sobre el crecimiento de S. aureus y S. epidermidis in Vitro ..............ccccccveeeunee... 71
Efecto del GMP sobre la adhesion de S. aureus y S. epidermidis a los KCs in vitro...................... 72
DYoL 1 [ o T 73

[ndice de tablas

Tabla 1. Oligonucleétidos para la deteccidn y cuantificacion de femA de S. aureus y S. epidermidis. ...... 71

[ndice de figuras

Figura 1. Efectos del GMP sobre el crecimiento bacteriano.. .....cccccceveveiiieicieeeceec e 72
Figura 2. Efecto del GMP sobre la adhesidn bacteriana a l0s KCs.........ccccueeiviieeeicciie e 73



Acrénimos y Abreviaturas

AGCC: acidos grasos de cadena corta

cGRP: péptido relacionado con el gen de la calcitonina
COy: didxido de carbono

CST: caldo soya tripticasa

DA: dermatitis atdpica

DMEM: Dubelco’s Modified Eagle Medium

GMP: glicomacropéptido

IFN: interferdn

IL: interleucina

ILC: células linfoides innatas

KC: queratinocito

MDC: quimiocina derivada de macréfagos

NGF: factor de crecimiento nervioso

PBS: solucion salina de fosfatos

ROS: especies reactivas de oxigeno

RPM: revoluciones por minuto

SBF: suero bovino fetal

TARC: quimiocina regulada por activacion y el timo
TGF: factor de crecimiento transformante

Th2: linfocitos T CD4 antigeno-especificos al tipo 2
TNF: factor de necrosis tumoral

TSLP: linfopoyetina del estroma timico

UFC: unidades formadoras de colonia

V: veces



Resumen

El queratinocito (KC) es el principal componente funcional y estructural de la epidermis,
la capa mas externa de la piel. La epidermis estd altamente especializada en la defensa
contra agentes externos y en evitar la pérdida de agua transepidermal. La barrera
epidérmica alterada y la diferenciacion aberrante del KC estan involucradas en la
fisiopatologia de varias enfermedades de la piel, como la dermatitis atopica (DA). La DA
es una condicion alérgica, ampliamente distribuida en todo el mundo y para la que
todavia no hay cura. Se trata de una enfermedad inflamatoria crénica de la piel generada
por la interaccién entre factores genéticos y ambientales y caracterizada por una
respuesta inmunitaria sesgada hacia el perfil tipo 2. Los pacientes con DA presentan una
reduccion de la diversidad microbiana en la piel con un aumento de Staphylococcus spp.
Durante la DA activa hay colonizacion de la piel lesionada con la bacteria oportunista
Staphylococcus aureus que generalmente se mantiene en equilibrio gracias a la presencia
de bacterias comensales como Staphylococcus epidermidis. El glicomacropéptido (GMP)
es un péptido bioactivo derivado de la k-caseina de la leche que se genera por la accion
enzimatica de la pepsina o la quimosina. Tiene propiedades antialérgicas y restauradoras
de la barrera cutdnea cuando se administra por via oral en la DA experimental. El objetivo
de este trabajo fue evaluar el efecto del GMP en las respuestas inflamatorias, oxidativas,
proliferativas y migratorias de los KCs HaCaT en un modelo de DA in vitro. Ademas, se
analizo el efecto del GMP sobre el crecimiento de S. aureus y S. epidermidis en cultivo, asi
como sobre la adhesion de ambas bacterias a las células HaCaT en cultivo. Se observd
que el GMP protegié a los KCs de la muerte y la apoptosis de forma dependiente de la
concentracion. EIGMP a 6.3y 25 mg/mL, respectivamente, redujo la produccién de éxido
nitrico en un 50 % vy 83.2 %, asi como los lipidos hidroperdxidos en un 27.5 %y 45.18 %
en células HaCaT activadas. Mediante el tratamiento con GMP la expresion génica
de TSLP, IL33, TARC, MDCy NGF se regularon significativamente a la baja al compararse
contra el control en KCs activados, mientras quese potencid la expresion
de cGRP. Finalmente, en un microambiente de DA, el GMP a 25 mg/mL estimuld la
proliferacion de células HaCaT, mientras que concentraciones de 0.01 y 0.1 mg/mL
promovieron la migracion de las células. En ensayos in vitro, el GMP a 6.3 mg/mL estimuld
el crecimiento de S. epidermidis un 49% vy el de S. aureus solo en un 25%. Ademas, el GMP
inhibio la adhesion de S. aureus a los KCs en cultivo de una manera dependiente de la
concentracion, llegando a reducir en un 96.9% la adhesién de la bacteria a las células
HaCaT a la concentraciéon de 6.3 mg/mL. Contrariamente, el GMP aumento la adhesidn
de S. epidermidis a los KCs, siendo este efecto inversamente proporcional a la cantidad
de GMP afiadido al medio. Por lo tanto, con este trabajo demostramos que el GMP tiene
propiedades antiinflamatorias y antioxidantes en los KCs, estimula el cierre de heridas en
un modelo in vitro de DA y disminuye la adhesion de la bacteria oportunista S. aureus a
las células HaCaT, reforzando la evidencia del GMP como un candidato terapéutico
potencial para la DA por su efecto benéfico sobre los KCs.



Abstract

The keratinocyte (KC) is the main functional and structural component of the epidermis,
the outermost layer of the skin. The epidermis is highly specialized in defending against
external agents and preventing transepidermal water loss. Disrupted epidermal barrier
and aberrant KC differentiation are involved in the pathophysiology of several skin
diseases, such as atopic dermatitis (AD). AD is an allergic condition, widely distributed
throughout the world and for which there is still no cure. It is a chronic inflammatory skin
disease generated by the interaction between genetic and environmental factors and
characterized by an immune response biased towards the type 2 profile. Patients with AD
present a reduction in microbial diversity on the skin with an increase in Staphylococcus
spp. During active AD there is colonization of the injured skin with the opportunistic
bacteria Staphylococcus aureus, which is generally maintained in balance thanks to the
presence of commensal bacteria such as Staphylococcus epidermidis. Glycomacropeptide
(GMP) is a bioactive peptide derived from milk k-casein that is generated by the
enzymatic action of pepsin or chymosin. It has anti-allergic and skin barrier restorative
properties when administered orally in experimental AD. This study aimed to evaluate
the effect of GMP on the inflammatory, oxidative, proliferative and migratory responses
of HaCaT KCs in an in vitro AD model. Furthermore, the effect of GMP on the growth of
S. aureus and S. epidermidis in culture, as well as on the adhesion of both bacteria to
HaCaT cells in culture, was analyzed. GMP protected KCs from death and apoptosis in a
dose dependent manner. GMP at 6.3 and 25 mg/mL, respectively, reduced nitric oxide
by 50% and 83.2% as well as lipid hydroperoxides by 27.5% and 45.18% in activated
HaCaT cells. The gene expression of TSLP, IL33, TARC, MDC, and NGF was significantly
downregulated comparably to control by GMP treatment in activated KCs, while that
of cGRP was enhanced. Finally, in an AD microenvironment, GMP at 25 mg/mL stimulated
HaCaT cell proliferation, while concentrations of 0.01 and 0.1 mg/mL promoted the
HaCaT cell migration. In in vitro assays, GMP at 6.3 mg/mL stimulated the growth of S.
epidermidis by 49% and that of S. aureus by only 25%. Furthermore, GMP inhibited the
adhesion of S. aqureus to the KCs in culture in a concentration-dependent manner,
reducing the adhesion of the bacteria to the HaCaT cells by 96.9% at the concentration
of 6.3 mg/mL, this effect being inversely proportional to the amount of GMP added to
the medium Therefore, we demonstrate that GMP has anti-inflammatory and
antioxidative properties and stimulates wound closure on an AD model of KCs and
decreases the adhesion of the opportunistic bacteria S. aureus to HaCaT cells. reinforcing
the evidence of GMP as a potential therapeutic candidate for AD due to its beneficial
effect on KCs
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Introduccion

La piel es el 6rgano encargado de proteger al organismo de los agentes externos. La
epidermis, la capa mas externa de la piel, actla como una barrera para prevenir o
dificultar la penetracién de antigenos y la invasion de patogenos. Estd estructurada por
gueratinocitos (KCs) en diferentes etapas de diferenciaciéon (Gallegos-Alcala et al.,
2021). La alteracidon de la homeostasis epidérmica debido a defectos funcionales en las
proteinas estructurales de los KCs, predisposicion genética y desregulacion inmunitaria
provoca la aparicion de la dermatitis atdpica (DA), una de las enfermedades de la piel mas
abundantes en todo el mundo (Gallegos-Alcala et al., 2021; Hadi et al., 2021). Aunque su
prevalencia varia segun la zona geografica, la DA se presenta hasta en un 34% de los nifios
(Hadi et al., 2021). Esta enfermedad suele aparecer en la primera infancia (0-5 afios) y
puede resolverse antes de la pubertad, aunque persiste en el 2-5 % de los adultos
(Barbarot et al., 2018). Se identifica como el comienzo de la marcha atépica, una teoria
epidemioldgica que propone que el desarrollo temprano de la DA predispone a los
pacientes a otras condiciones atdpicas en el futuro (Tsuge et al., 2021). Ademas, la DA
representa una carga econdémica significativa para el sector de la salud y para las familias
de los pacientes por lo que se considera un importante problema de salud mundial (Xue
et al.,2022).

La DA es una enfermedad inflamatoria de la piel, créonica y recidivante, que se
desencadena en pacientes susceptibles tras la constante estimulacion de la epidermis
con antigenos ambientales. Los KCs estan activamente implicados en el inicio,
mantenimiento y exacerbacién de la inflamacion en esta enfermedad. La respuesta
inmunitaria disfuncional en la DA se caracteriza por una diferenciacion predominante de
linfocitos T CD4 antigeno-especificos al tipo 2 (Th2) y la consiguiente sobreproduccion del
factor de necrosis tumoral (TNF)-a, interleucina (IL)-4, IL-5, IL-9 y IL-22 en la piel lesionada
(Gallegos-Alcald et al., 2021). La linfopoyetina del estroma timico (TSLP), la IL-33, la IL-25,
la quimiocina regulada por activacion y el timo (TARC) y la quimiocina derivada de
macréfagos (MDC) liberadas por los KCs participan en la diferenciacién al perfil Th2, la
activacion de las células linfoides innatas (ILC)2 y el reclutamiento de linfocitos de tipo 2
en el sitio de la inflamacion alérgica (Jahnz-Rozyk et al., 2005; Cayrol et al., 2014; Lee et
al.,, 2010). Aungque la polarizacién Th2 prevalece en la enfermedad, otras poblaciones
celulares como los linfocitos Thl con produccion de interferdn (IFN)-y también participan
en la fisiopatologia de la fase crdénica (Fedenko et al., 2011). Ademas, el estrés oxidativo
tiene un papel importante en la patogénesis de la DA, ya que se ha asociado con
respuesta inflamatoria exacerbada y apoptosis de KCs. Los KCs bajo el microambiente Th2
presentan un nivel elevado de estrés oxidativo que puede conducir a la peroxidacién de
lipidos, la oxidacion de proteinas o el dafio del DNA, que como consecuencia genera
disfuncién en las células y por lo tanto deterioro de la funcién de barrera de la piel (Choi
et al., 2021). Asimismo, algunos neuropéptidos, como el factor de crecimiento nervioso
(NGF) y el péptido relacionado con el gen de la calcitonina (cGRP), se han asociado con el
alargamiento de las terminaciones nerviosas aferentes, la inflamacién neurogénica y la
sensacion de picazon (prurito) caracteristica de la DA (Marek-Jozefowicz et al., 2023). Los
antigenos ambientales estimulan a los KCs para que expresen NGF y cGRP de una manera
dependiente de especies reactivas de oxigeno (ROS) (Choi et al., 2021). Debido al intenso



prurito, los pacientes con DA se rascan las areas lesionadas, lo que agrava el dafio en |a
piel, que se exacerba debido a que tienen un proceso alterado de re-epitelizacion de la
herida, ya que las citocinas inflamatorias tipo 2 alteran la capacidad de los KCs para
proliferar y migrar adecuadamente (Zhao et al., 2016). El factor de crecimiento
transformante (TGF)-B, que participa en multiples fases de la cicatrizacion de heridas
(Crowe et al., 2000), tiene una expresion mas baja en pacientes con DA (Arkwright et al
2001). Por lo tanto, los KCs son sin duda células cruciales en la etapa temprana de la
inflamacion tipo 2, la perpetuacion de la inflamacion, el desarrollo de prurito y el dafio
de la piel en la DA.

Por otro lado, se sabe que los pacientes con DA presentan disbiosis en la microbiota
cutanea, con una menor diversidad bacteriana, un sobrecrecimiento del género
Staphylococcus (Koh et al., 2022) y un incremento en la colonizacién por Staphylococcus
aureus. En la DA activa, se ha relacionado la presencia de citocinas inflamatorias
producidas por los KCs con el sobrecrecimiento de la cepa patdgena S. aureus (Domenico
et al., 2018).

Desafortunadamente, no existe una cura para la DA. Las terapias estdn enfocadas a
mitigar los principales sintomas de la enfermedad vy lograr el control de la enfermedad a
largo plazo. Los tratamientos de primera linea son los emolientes, para reparar la barrera
epidérmica, vy la terapia antiinflamatoria con corticoides tdpicos o inhibidores de la
calcineurina, para controlar las exacerbaciones agudas y mantener la remision
(Weidinger et al., 2016). El desarrollo de nuevas terapias que controlen los sintomas de
la enfermedad y modifiquen las respuestas inflamatoria y oxidativa subyacentes en la DA
es un foco de interés actual en investigacion. Estos tratamientos modificadores de la
enfermedad podrian detener la progresién de la marcha atdpica si se utilizan en las
etapas tempranas de la DA.

Recientemente, el uso de péptidos bioactivos naturales ha sido ampliamente explorado
como tratamiento potencial para diferentes patologias debido a su amplia seguridad y
eficacia. En particular, la leche es una fuente de mdultiples péptidos con diversas
actividades bioldgicas (Punia et al., 2020). Uno de estos péptidos es el GMP, un péptido
de 64 aminodcidos generado en el suero de queseria durante el proceso de elaboracion
del queso o fisiolégicamente durante la digestion enzimatica de la leche por la quimosina
o la pepsina, respectivamente, el cual corresponde a la region carboxilo-terminal de la k-
caseina bovina escindida (Jollés et al., 1968). Numerosos estudios in vitro e in vivo le han
atribuido importantes funciones biolégicas al GMP (Cordova-Davalos et al., 2019). Entre
ellos, las actividades antioxidante, antiinflamatoria y antialérgica son importantes para
este estudio. Se ha reportado que el GMP disminuye las respuestas de estrés oxidativo
en macrofagos y hepatocitos in vitro (Li et al., 2017; Cheng et al., 2015). Cuando se
dosifica por via oral en modelos de ratas con DA, reduce la intensidad del edema, la
infiltracion de células inflamatorias, el prurito y la expresién de citocinas Th2 en las
lesiones de DA (Mufioz et al.,, 2017). Ademas, la administracion de GMP previene o
revierte el dafio de la barrera cutanea al aumentar la expresiéon de proteinas estructurales
y péptidos antimicrobianos, y al evitar el engrosamiento epidérmico y la colonizacién por
S. aureus en el tejido cutaneo afectado (Jiménez et al., 2020). El mecanismo de accién del
GMP administrado por via oral esta parcialmente mediado por actividades prebidticas en



la microbiota intestinal y la produccién de moléculas inmunomoduladoras, como los
acidos grasos de cadena corta (AGCC) (Jimenez et al., 2020; Jiménez et al., 2016). Sin
embargo, no se puede descartar un efecto directo cutdaneo del GMP, ya que se ha
detectado en sangre tras la ingestion de leche o yogur (Chabance et al., 1998), y se ha
documentado previamente una actividad moduladora del GMP administrado oralmente
sobre células inflamatorias de la piel, como los mastocitos (Jiménez et al., 2016). El GMP
también podria formularse en cremas o ungiientos para aplicacion tépica. Por lo tanto,
la evaluacién de las actividades bioldgicas del GMP en un modelo de DA en KCs in vitro es
de gran interés.
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Hipdtesis

El GMP tiene un efecto protector sobre la respuesta del KC in vitro a agentes
sensibilizantes o a citocinas inductoras de DA y sobre cambios en la barrera epidérmica

asociados a la patologia.
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OBJETIVOS
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Objetivo general

Estudiar el efecto del GMP sobre la respuesta in vitro del KC al microambiente tisular
caracteristico de la DA.

Objetivos particulares

1. Evaluar el efecto citoprotector del GMP sobre el dafio inducido por agentes
sensibilizantes en KCs en cultivo.

2. Analizar la actividad antioxidante del GMP en KCs activados por agentes
sensibilizantes.

3. Estudiar la expresion de genes relacionados con el desarrollo de la DA en KCs
activados por agentes sensibilizantes o por citocinas involucradas en la patologia, en

presencia o no de GMP.

4. Evaluar el efecto del GMP sobre el crecimiento y la adhesiéon de S. aureus y S.
epidermidis en KCs en cultivo.

5. Analizar el efecto del GMP sobre la regeneracion de heridas y la integridad de la
barrera epidérmica en un modelo in vitro de lesiones cutaneas tipo DA.

12



ARTICULOS
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Articulos

Los metodologia, resultados y discusion para cumplir los objetivos 1,2,3 y 5 se describen
en el articulo de investigacion |l titulado: “Glycomacropeptide protects against
inflammation and oxidative stress, and promotes wound healing in an atopic dermatitis
model of human keratinocytes”. Ademds, en anexos se detallan la metodologia, los
resultados y la discusion relacionada con el objetivo 4, los cuales no se incluyeron en los
articulos.

14



The keratinocyte as a crucial cell in the predisposition, onset, progression,
therapy and study of the atopic dermatitis.

15
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Conclusién y perspectivas

En este estudio demostramos que:

El GMP no es toxico para los KCs.

Cuando los KCs estan en un microambiente atopico en cultivo, el GMP ejerce
actividad citoprotectora, antiinflamatoria y antioxidante sobre estas células,
ademas de regular negativamente la expresion de mediadores pruritogénicos.
El GMP incrementa la proliferacion y la migraciéon de los KCs bajo el
microambiente atdpico, estimulando el cerrado de las heridas in vitro.

El GMP promueve el crecimiento de S. aureus y S. epidemidis in vitro.

El GMP disminuye la adhesién de S. aureus y aumenta la de S. epidermidis a
los KCs en cultivo.

Con estos resultados proponemos que el GMP podria incorporarse a formulaciones
toépicas que se dirijan a tratar los principales sintomas de la DA. Sin embargo, a pesar de
gue los estudios in vitro nos ayudan a determinar toxicidad, efectos y mecanismos, es
necesario realizar estudios in vivo para definir la concentracion éptima de GMP que se
aplicara topicamente en pacientes con DA. Ademas, seria interesante realizar estudios de
adhesion de S. aureus y S. epidermidis a KCs bajo un ambiente atdpico y co-cultivando
ambas bacterias en presencia de GMP.
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Anexos

Efecto del GMP sobre el crecimiento y la adhesion de S. aureus y S. epidermidis en KCs
en cultivo

Metodologia.

Cultivos celulares

La linea celular de KCs inmortalizados humanos HaCaT (CLS Cell Lines Service, 300493)
fue cultivada en medio DMEM (Dubelco’s Modified Eagle Medium; Gibco, NY, USA)
suplementado con 1 g/L de glucosa, 4 mM de L-alanil-glutamina, 10% de suero bovino
fetal (SBF; Gibco, NY, USA) inactivado por calory 2% de la solucién de 5 U/L de penicilina
y 5 pg/L de estreptomicina (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA). Las células se mantuvieron a
37°C con una atmosfera de didxido de carbono (CO;) al 5% y altamente himeda. Los
pasajes se realizaron cuando las células llegaron a una confluencia del 85%. Para cosechar
las células, se realizaron dos lavados con solucién salina de fosfatos (PBS) pH 7.4 vy
posteriormente se despegaron incubandolas con una solucion de tripsina (Sigma-Aldrich)
0.05% y EDTA 0.25%, 6 min a 37°C, neutralizando la reaccion con medio DMEM
suplementado. Las células se recolectaron y se centrifugaron a 112 x g durante 7 min a
temperatura ambiente. Se decantd el sobrenadante y las células se resuspendieron en
medio fresco. Los ensayos fueron realizados cuando las células se encontraron
establecidas entre el tercer y séptimo pase. El conteo de células se realizé con el método
de azul tripano en hemocitdémetro, utilizando el reactivo al 0.4% en PBS.

Cultivos bacterianos

Se trabajé con las cepas de Staphylococcus aureus subsp. aureus Rosenbach (ATCC
12600) y Staphylococcus epidermidis (Winslow and Winslow) Evans (ATCC 14990). Las
bacterias se almacenaron en caldo nutritivo (BD Bioxon, Becton Dickinson, México) y
glicerol al 15%. Se descongelaron y se colocaron en un matraz de 30 mL con caldo soya
tripticasa (CST; BD Bioxon) a 37°C y agitaciéon orbital de 180 revoluciones por minuto
(rpm) hasta llegar a la fase exponencial. La biomasa bacteriana se cuantificé por
espectrofotometria a una densidad optica de 600 nm (DOsoo).

Ensayo de crecimiento bacteriano

Se sembraron 1 x 10° bacterias de S. aureus o S. epidermidis en tubos de ensayo con tapa
en 4 mL de CST en ausencia o presencia de GMP (0.01, 0.6, 1, 1.9 y 3.1, 6.3 mg/mL)
usando como blanco medio CST adicionado con GMP a cada concentracion probada sin
microorganismos. Las muestras se incubaron a 37°C con agitacion orbital a 180 rpm por
7 h para S. gureus y 10 h para S. epidermidis. Finalizado el tiempo de incubacion se
cuantificé la biomasa por DOsgoo.

Ensayo de adhesion bacteriana a KCs

Se sembraron aproximadamente 125 000 KCs de la linea celular HaCaT por pozo en placas
de 24 pocillos, se incubaron 48 h en medio DMEM suplementado con SFB al 10% para
llevarlas a una confluencia del 85-95% (aproximadamente 400 000 células). Pasado el
tiempo, se redujo el SFB al 2% por otras 24 h. Finalmente, se tripsinizaron 2 pocillos para
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determinar la densidad celular por pozo por tincién con azul Tripano. Por otro lado, se
lavaron las bacterias S. aureus o S. epidermidis 3 veces colocando 5 mL de PBS vy
centrifugando a 4577 x g por 7 minutos. Después, éstas se cuantificaron por DOgoo para
gue quedaran a una MOI 10 en 500 uL de cada tratamiento respecto a la cantidad de
células en cada pozo. Las concentraciones de GMP (0, 0.1, 0.6, 1.9, 6.3 mg/mL) probadas
fueron preparadas en medio DMEM con 2% de SFB sin antibidticos.

Previo al cocultivo, las soluciones se adaptaron a las condiciones de cultivo de los KCs por
una hora. Posteriormente, 500 uL de cada tratamiento se afiadio sobre la monocapa de
KCs y se incubaron por 1 h. Finalizado el tiempo, los pozos se lavaron 5 veces con 250 uL
de PBS pH 7.4 para eliminar las bacterias no adheridas. Las células se desprendieron de
los pozos colocando 250 pL de tripsina por 10 min y se inactivd con 250 puL de DMEM
suplementado con SFB al 10% sin antibidtico. Se recolectaron las células en microtubos
de 1.5 mLy se centrifugaron a 960 x g durante 10 min a 4°C y se lavaron 2 veces con 200
uL de PBS pH 7.4 centrifugando en las mismas condiciones.

Para cuantificar las unidades formadoras de colonia (UFC) de S. aureus o S. epidermidis
adheridas a los KCs, se elimind el sobrenadante de la pastilla de células obtenida y se
colocaron 500 pL de Triton X-100 (Sigma-Aldrich) al 0.1% en PBS pH 7.4 y se incubd por
30 min a 37°C para lisar las células. Se realizé una dilucion 1:10 con PBS pH 7.4 y a partir
de ella 6 diluciones seriadas 1:10 en agar soya tripticasa para posteriormente incubarse
por 12 h a 37°C. Por ultimo, se cuantificaron las UFC con un contador de colonias Quebec
(Reichert Technologies Amelek, New York, USA). y los valores se reportaron en porcentaje
de UFC, considerando las UFC del ensayo sin tratamiento como el 100%.

Por otro lado, se evalud la adhesion bacteriana mediante la cuantificacion absoluta de las
copias del gen femA de S. aureus o S. epidermidis. A partir de la pastilla de KCs con
bacterias adheridas obtenida, se extrajo el DNA gendmico con el kit Quick-DNA, fungal,
bacterial miniprep kit (Zymo Research, Irvine, USA) siguiendo las instrucciones del
fabricante. Se realizé una curva de referencia utilizando diluciones de 10 concentraciones
conocidas (de 10* a 10 copias/pL) de los pldsmidos pTZ57R-femA-SA y pTZ57R-femA-SE
generados previamente en el laboratorio (Jiménez et al., 2020). Brevemente, los
plasmidos fueron generados mediante clonacion de los amplicones de PCR del femA de
S. aureusy S. epidermidis (Tabla 1) con el InsTAclone PCR Cloning Kit (Thermo Scientific,
Waltham, USA). Los plasmidos resultantes, pTZ57R-femA-SA y pTZ57R-femA-SE, se
purificaron con el PureYield Plasmid Maxiprep System (Promega, Madison, USA). Las
reacciones de pPCR en tiempo real se desarrollaron con 50 ng de DNA (o 1 uL de
pldsmidos estandar pTZ57R-femA-SA y pTZ57R-femA-SE de 10* a 10'° copias/uL), 0.5 uM
de oligos para femA de S. aureus o S. epidermidis (segin corresponda), 5 pL de buffer
Maxima SYBR Green/ROX gPCR Master Mix (Thermo Scientific) y agua libre de nucleasas
para completar un volumen final de 10 uL en un StepOne Real-Time PCR System (Applied
Biosystems, Foster City, USA). Las condiciones de reaccion fueron las siguientes: 94°C 3
min; 40 ciclos de 94°C por 30 s, 60°C por 30 s; y una extension final de 72°C por 3 min. La
recta estandar se generd con los datos de Ct para cada dilucion versus la concentracion
de numero de copias de los plasmidos en cada reaccion. Para obtener el nimero de
copias del gen femA de S. aureus o S. epidermidis, el valor de Ct de cada muestra
problema se interpold con la ecuacion de la recta estandar previamente generada.
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Tabla 1. Oligonucledtidos para la deteccidn y cuantificacion de femA de S. aureus y S. epidermidis.

Oligonucledtido Secuencia

Fw-femA-SA TGCCTTTACAGATAGCATGCCA
Rv-femA-SA AGTAAGTAAGCAAGCTGCAATGACC
Fw-femA-SE CAACTCGATGCAAATCAGCAA
Rv-femA-SE GAACCGCATAGCTCCCTGC

Andlisis estadistico

Los datos se representaron como la media + SEM de al menos tres ensayos
independientes. Todos los analisis fueron realizados con el software GraphPad Prism 8.0,
se uso una prueba ANOVA de una via con una prueba post-hoc Dunnett. La significancia
se establecio con un valor de p<0.05.

Resultados

Efecto del GMP sobre el crecimiento de S. aureus y S. epidermidis in vitro

Debido a que se sabe que S. epidermidis tiene la capacidad de controlar el crecimiento
de S. aureus (Traisaeng et al., 2019), principal patégeno cutaneo en la DA, evaluamos si
el GMP modificaba el crecimiento de estas bacterias in vitro. Para realizar los ensayos se
utilizaron concentraciones de GMP reportadas por otros autores con efecto sobre la
disminucion de la adhesion de bacterias patogenas (Neeser, 2002) y la concentracion de
6.3 mg/mL, que fue la mas baja en la que se obtuvierons efectos bioldgicos en los KCs. En
los resultados observamos que el GMP fue capaz de inducir el crecimiento de S.
epidermidis cuando se incuban por 10 h. Este efecto se observd a partir de la
concentracion de 0.6 mg/mL de GMP; asi, se aumentd la biomasa un 46% incubando con
0.6 mg/mL de GMP, un 47% incubando con 1 mg/mL, un 61% para 1.9 mg/mL vy 3.1
mg/mL y finalmente un 49% para 6.3 mg/mL, comparando siempre con la condicion
control (Figura 1A; p < 0.001). Por otro lado, en la Figura 1B, se muestra que cuando el S.
aureus fue tratado con GMP hubo un incremento en su crecimiento desde la
concentracion de 0.1 mg/mL, siendo de un 24% (p < 0.05). Ademas, para 0.6 mg/mL de
GMP el aumento de la biomasa fue de 40% (p < 0.001), para la concentracion de 1 mg/mL
fue de 38% (p < 0.001), con 1.9 mg/mL de 41% (p < 0.001), para 3.1 mg/mL de 40% (p <
0.001) y finalmente, este incremento fue de 25% (p < 0.05) para 6.3 mg/mL. El GMP en
el rango de concentraciones entre 0.6 y 6.3 mg/mL promovié el crecimiento in vitro de S.
epidermidis y de S. aureus; sin embargo, este Ultimo mostré un menor crecimiento.
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Figura 1. Efectos del GMP sobre el crecimiento bacteriano. A) 1 X 10 ° bacterias de S. epidermidis fueron
cultivadas durante 10h con GMP. B) 1 X 10°bacterias de S. aureus fueron cultivadas durante 7h con GMP.
El crecimiento bacteriano fue determinado midiendo los valores de DOggo. Los valores representan la media
+ SEM, n=9, tres ensayos independientes por triplicado. Andlisis mediante prueba ANOVA con post-hoc
Dunnett. *p <0.05, **p < 0.0001 contra las bacterias sin tratamiento.

Efecto del GMP sobre la adhesion de S. aureus y S. epidermidis a los KCs in vitro

Para analizar si el GMP pudiera modificar la colonizacién de S. aureus y S. epidermidis en
los KCs, se evalud la adhesidn de las bacterias a células HaCaT in vitro. La concentracién
de GMP de 6.3 mg/mL aumentd 4.9 veces (v) la cantidad de UFC de S. epidermidis
adheridas a los KCs (Figura 2A; p < 0.05), y disminuyd en un 67% la de S. aureus (Figura
2B; p < 0.05). Por otro lado, al medir la adhesidn bacteriana cuantificando las copias del
gen femA, se observd que el tratamiento con GMP aumentd significativamente la
adhesion de S. epidermidis a los KCs, incrementandola 6.3v con la concentracion de 0.1
mg/mL (p < 0.001) y un promedio de 4.35v para concentraciones de 0.6 y 1.9 mg/mL de
GMP (p < 0.01) (Figura 2C). Ademas, el GMP disminuyd la adhesion de S. aureus de una
forma dependiente de la concentracion, llegando a ser esta disminucién hasta del 97%
en la concentracion de 6.3 mg/mL (p < 0.0001; Figura 2D).
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Figura 2. Efecto del GMP sobre la adhesién bacteriana a los KCs. Las cepas de S. epidermidis y S. aureus
fueron sembradas en una MOI 10 sobre una monocapa de células HaCaT e incubadas durante 1 hora. A, B)
UFCs formadas por las bacterias adheridas a los KCs. B, C) Copias del gen femA de S. epidermidis y S. aureus
en la monocapa de células HaCaT. Los valores representan la media + SEM, A,B n=6 tres ensayos
independientes por duplicado; C,D n=3 tres ensayos independientes. Analisis mediante prueba ANOVA con
post-hoc Dunnett. *p <0.05, **p < 0.01, ***p <0.001, ****p < 0.0001 contra el control sin GMP.

Discusion.

La DA se caracteriza por presentar en la piel de los pacientes lesiones en forma de parches
eritematosos con exudaciéon y ampollas, con una sensacion de prurito intensa dificil de
controlar (Weidinger et al, 2016). Asi mismo, se conoce que esta piel presenta una
susceptibilidad a generar infecciones por S. aureus, lo cual se ha relacionado con la
presencia de citocinas inflamatorias y disbiosis en la microbiota cutanea (Qiu et al., 2022;
Gallegos-Alcald et al 2021; Domenico et al., 2018). La necesidad de controlar o evitar que
un paciente con DA presente una infeccion se debe a que estas pueden agravar el estado
de la lesion afectando la integridad de la barrera epidérmica y volverse sistémicas si no
se trata adecuadamente (Ogonowska et al., 2021). En reportes anteriores, nuestro grupo
de investigacion ha mostrado que el GMP tiene un efecto positivo sobre el control de S.
aureus en las lesiones de DA experimental, cuando se dosifica oralmente a ratas (Jiménez
et al., 2020); asi mismo, en un modelo de DA con KCs humanos in vitro hemos mostrado
gue puede proteger contra la inflamacion y el estrés oxidativo, asi como promover la
regeneracion de heridas (Gallegos-Alcald et al., 2023). Nuestros resultados muestran que
el GMP promueve el crecimiento in vitro tanto de S. epidermidis como de S. aureus,
aunque el efecto es menor para S. aqureus. El crecimiento de ambas bacterias en presencia
de GMP podria deberse al aprovechamiento como fuente de carbono del acido sidlico
presente en su estructura, ya que estudios previos han mostrado que este azlcar
favorece el crecimiento de S. aureus de una forma dependiente de la concentracion (Lu
et al., 2021). Por otro lado, demostramos que el GMP disminuye la adhesién de S. aureus
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a los KCs y aumenta la adhesion de S. epidermidis. Otros estudios han mostrado que el
GMP en concentraciones similares a las utilizadas en este estudio puede disminuir la
adhesion a los KCs de algunos de los patégenos mas comunes en la piel (Estreptococcos
pyogenes, Candida albicans, Pityrosporum ovale, Trichophyton rubrum, Malassezia
furfur) (Neeser, 2002). Asi mismo, se ha reportado que el acido sialico puede inhibir la
adhesion de S. aureus a células Caco-2 (Lu et al., 2021), siendo este azlcar abundante en
el GMP; pudiendo ser uno de los mecanismos inhibitorios del GMP sobre la adhesion de
S. aureus a las células HaCaT. El efecto antiinflamatorio mediado por el GMP en los KCs
ayudaria de una manera indirecta a evitar la colonizacion por S. aureus, ya que se ha
demostrado que las citocinas inflamatorias como IL-1B e IFN-y potencian el crecimiento
de S. aureus de manera dependiente de |la concentracion tanto en su forma plancténica
como en forma de biopeliculas (Domenico et al., 2018). Por otro lado, el efecto
antiinflamatorio del GMP se podria asociar a que favorece una mayor adhesién de S.
epidermidis al KC, bacteria comensal que favorece la homeostasis cutanea (Zhou et al.,
2023).

Se sabe que la superficie de la piel, contrario al intestino, presenta escasez de fibras
complejas y carbohidratos necesarios para el metabolismo de los AGCCs, importantes en
la regulacion del sistema inmune. Sin embargo, la microbiota de la epidermis se
enriquece naturalmente de aminodcidos derivados de los KCs. Asi, en pacientes con DA,
se ha encontrado niveles reducidos de un metabolito derivado del catabolismo de
triptofano en la piel, metabolito que ha mostrado un papel importante en el control de
la inflamacion a través del receptor de aril hidrocarburo de los KCs (Yu et al., 2018).
Aungue el GMP no posee triptdéfano en su estructura (Manguy, & Shields, 2019), otros
aminoacidos de su cadena peptidica pudieran ser aprovechados por la microbiota
cutanea generando metabolitos con actividad antiinflamatoria. También se ha visto que
S. epidermidis cultivado in vitro con glicerol produce butirato como consecuencia de su
fermentacion y el butirato puede inhibir el crecimiento de S. agureus y la respuesta
inflamatoria de los KCs mediante la inhibicién de histonas desacetilasas (Traisaeng et al.,
2019). Estudios previos reportan la produccion de butirato tras la fermentacién del GMP
por bacterias intestinales en la rata (Jiménez et al., 2016), sugiriendo que una produccion
potencial de AGCCs por la microbiota cutanea al utilizar al GMP pudiera estar
participando en la actividad protectora que realiza este péptido sobre los KCs y sobre |a
adhesion de S. aureus.
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