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Abreviaturas.

APC Aloficocianina

CCR Receptor de quimiocinas

CD Grupo de diferenciacion

EDTA Acido etilendiaminotetraacético

FITC Isotiocianato de fluoresceina

GM-CSF Factor estimulante de colonias de macrofagos y granulocitos
HLA Antigeno de leucocitos humanos

IFN-y Interferén-y

IMF Intensidad media de fluorescencia

IgA Inmunoglobulina A

IgG Inmunoglobulina G

IgM Inmunoglobulina M

IL Interleucina

LDLox Lipoproteina de baja densidad oxidada
LPS Lipopolisacarido

MCP-1 Proteina quimiotactica de monocitos 1
MHC Complejo mayor de histocompatibilidad
NFkB Factor nuclear k-B

NK Células asesinas naturales

NKT Células asesina naturales T



PAMP
PBS
PE
RORyt
Rpm
SFB
TCR
Th
TGF-B
TLR

TNF-a

Patrones asociados a membranas de patégenos
Regulador de fosfato salina

Ficoeritrina

Del inglés, “RAR-Related Orphan Receptor yt”
Revoluciones por minuto

Suero fetal bovino

Receptor de células T

Célula T cooperadora

Factor de crecimiento transformante-3

Receptor tipo Toll

Factor de necrosis tumoral-a
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Introduccion.

Los linfocitos T cooperadores 17 juegan un papel esencial en la respuesta
inmune, secretando citocinas como la interleucina-17 (IL-17) y colaborando con
otras ceélulas en enfermedades inflamatorias y autoinmunes, asi como en la

defensa del huésped contra infecciones por patdogenos.

Algunos de los efectos de la IL-17 se han explorado en monocitos y se ha
demostrado una reduccion de CCR2 y CXCR4, lo que sugiere un efecto pro-
inflamatorio. Sin embargo, se desconoce la actividad biolégica de la IL-17 en

otras moléculas de superficie de la respuesta inmune en los monocitos.

Los monocitos de sangre periférica en humanos representan aproximadamente
el 10% del total de las células mononucleares, permanecen en circulacion y
migran a los tejidos donde se diferencian en macréfagos o en células
dendriticas. Los monocitos expresan en la superficie diversas moléculas como:
CD16 considerado un receptor de baja afinidad para anticuerpo IgG; HLA-DR,
la cual es indispensable para la presentacion de antigeno; receptores de
quimiocinas que incluye a CCR2, el cual participa en la migracion a diversos
tejidos; también expresan CD86 que esta involucrado en la co-estimulacién de
linfocitos T; ademas de moléculas de adhesién criticas para la migracion de
monocitos como CD11b; asi como receptores involucrados en el
reconocimiento de PAMPs como LPS (CD14, TLR4) y LDLox (CD36).

Hasta la fecha se desconoce si la IL-17 afecta de manera diferencial la
expresion de las moléculas: CD14, CD16, HLA-DR, CD86, CCR2, CD11b, TLR4
y CD36 en monocitos al estimulo de la IL-17 y si asi fuera cuales serian las

posibles consecuencias inmunes.

Por lo que el proyecto se dirige a contestar la siguiente pregunta: ¢ Cual es la
relacion del efecto biologico de la IL-17 en la expresion de moléculas de
superficie involucradas en activacion celular, presentacion de antigeno, co-

estimulacién y activacién en monocitos humanos?




Marco Teérico

Diferenciacion de células Th17

Los linfocitos T CD4" tienen un papel importante en la regulacién de diversas
respuestas en el sistema inmunoldgico. Los linfocitos T naive al ser estimulados
a través del receptor de células T (TCR) y en conjunto con un microambiente de
citocinas determinado, se pueden diferenciar en distintos linajes, entre estos,
incluye a los linfocitos T cooperadores (Th) 1y Th2, los cuales se diferencian al
estimulo de citocinas como IL-12 e IL-4, respectivamente. Los linfocitos Thl se
caracterizan por la produccion de interferon (IFN)-y y juegan un papel
importante en la proteccidon contra patdégenos intracelulares, mientras tanto los
linfocitos Th2 producen interleucina (IL)-4, IL-5, IL-9 e IL-13 y estan

involucrados en la respuesta contra parasitos [1-3].

Existe otra estirpe de linfocitos T CD4", conocida como Th17. La diferenciacion
de linfocitos Th17 en humanos, se induce por citocinas que incluye al factor de
crecimiento transformante- (TGF-B), IL-6, IL-21 e IL-1 (figura 1). El impacto de
la IL-6 e IL-21 en la diferenciacion de células Thl7 no es muy claro. Sin
embargo, el TGF-B en combinacion con la IL-6 o TGF-f mas IL-21 inducen la
expresion del factor de transcripcion RORyt que es caracteristico del linaje de
linfocitos Th17. EI RORyt es esencial para disparar la expresion del receptor de
IL-23. A su vez la IL-23 estabiliza el compromiso de desarrollar células del linaje

Th1l7, a través de la supervivencia y expansion de las células Th17 [2-7].

Los linfocitos Th17 son productores de citocinas como IL-17A, IL-17F, IL-21, IL-
22, TNF-qa, IL-6, IL-26 y GM-CSF [1,5,8]. Se ha demostrado que las células
Th17 cuentan con una plasticidad que les permite secretar citocinas como IFN-y

e IL-4, las cuales se asocian con un perfil Thl y Th2, respectivamente [4-6,8,9].
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Figura 1. Diferenciacion de células Th17. Las células T CD4" naive, después
de la activacion por la sefalizacion a través del TCR y de moléculas co-
estimuladoras, puede diferenciarse en uno de los linajes de células T efectoras,
Thl, Th2 o Thl7. Estas células producen diferentes citocinas y tienen distintas
funciones inmunoreguladoras. El IFN-y producido por las células Th1, es
importante para la inmunidad celular en respuesta a patdégenos intracelulares.
Las células Th2 productoras de IL-4, IL-5 e IL-13 regulan la inmunidad contra
parasitos y son mediadores de las enfermedades alérgicas. Las células Th17
secretan citocinas como IL-17, IL-17F, IL-21 e IL-22 y regulan las respuestas

inflamatorias [modificado de 10].




Interleucina-17 y su receptor

Las células Th1l7 producen diversas citocinas, la mas estudiada es la IL-17A
(IL-17), la cual también es secretada por macrofagos, células dendriticas,

células NK, células NKT y células T yo [11].

Actualmente se conoce que existen 6 moléculas de la familia IL-17: IL-17A, IL-
17B, IL-17C, IL-17D, IL-17E (IL-25) e IL-17F, estas moléculas se presentan
como homodimeros, ademas del heterodimero IL-17A/F. El producto del gen de
la IL-17A humano es una proteina de 150 aminoacidos con un peso molecular
de 15 kDa y se secreta como un homodimero unido por puentes disulfuro de 30
a 35 kDa [16]. EI homodimero A, es quién tiene una mayor actividad, seguido
por el heterodimero A/F. Esta familia de citocinas, provee una nueva via de

comunicacion entre la inmunidad innata y adaptativa [3,5,12-16].

Los efectos biologicos de la IL-17 son mediados por la interaccion con su
receptor, el cual es una glicoproteina transmembranal de tipo I, que se
encuentra ampliamente distribuido en distintos tejidos y células del sistema
inmune como: monocitos, macréfagos, células dendriticas, linfocitos B 'y
neutréfilos [1,4,12,14-19]. Hasta la fecha se han descrito cinco miembros de
receptores para la familia de la IL-17 e incluye al receptor para IL-17 (IL-17RA),
y los receptores IL-17RB, IL-17RC, IL-RD e IL-17RE (figura 2) [20,21].
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Figura 2. Familia de receptores de IL-17. Se han identificado seis miembros
de la familia de citocinas de IL-17 (IL-17A a la IL-17F) y cinco receptores de la
familia de la IL-17 (IL-17RA al IL-17RE). Los receptores forman complejos a
través de los cuales reconocen sus ligandos. El receptor para IL-17D se
desconoce, asi como los ligandos para para el IL-17RD o para el complejo
conformado por el IL-17RD/IL-17RA [modificado de 22].

Sefalizacion del complejo IL-17RA e IL-17RC por la IL-17

La IL-17 induce la activacion de un complejo heterodimérico conformado por los
receptores IL-17RA e IL-17RC. Posteriormente, en el dominio intracelular
SEFIR y Till de los receptores de IL-17, se recluta Actl que actla como una
molécula adaptadora que se asocia a TRAF6, entonces la auto-
poliubiquitinacion de TRAF6 permite la asociacion con el complejo TAK1 (TAK1-
TAB2-TAB3), activando el complejo IKK para la activacion de NF-kB. TRAF6 es
también requerido para la activacion de JNK inducido por la IL-17. La
sefalizacion de NF-kB por la IL-17 suprime la expresion de miR-23b para
detener su efecto supresor sobre sus blanco TAB2 y TAB3, ocasionando un
incremento en la activacion de NF-kB. También, se requiere de Act1 para la
activacion de C/EBP. Actl sefializa de manera independiente de TRAF6 pero

dependiente de TRAF2 y TRAF5 y se denomina la via dependiente para la




estabilizacion de mRNA de mudltiples genes. En condiciones normales SF2 se
une al mMRNA provocando su degradacion. Sin embargo, la estimulacién de IL-
17 induce el reclutamiento de SF2 al complejo Actl/TRAF5/TRAF2 induciendo
la liberacion y estabilizacion del mRNA. La cinasa IKKi media la asociacion de
Actl o TRAF5 a través de la fosforilacidon directa de la serina 311 de Actl [23].
La activacion de esta via de sefalizacion induce la produccién de moléculas
pro-inflamatorias como CXCL1 e IL-1 [24]. Por otro lado, la sefalizacién de IL-
17RA/IL17RC por la IL-17 es desregulada por la proteina HSP90, la cual
interactia con Actl, lo que ocasiona una desregulacion de la activacion de la
via de sefalizacion de complejo IL-17RA/IL17RC por la IL-17 [23]. Otro
mecanismo de regulacion se induce a través del receptor soluble IL-17RA
inhibe selectivamente la actividad de IL-17, mientras que el receptor soluble IL-
17RC inhibe a IL-17F (figura 3) [1,11,13,15,25].

Participacion de interleucina-17 en la enfermedad

En las enfermedades inflamatorias y autoinmunes en humanos y modelos
animales se ha establecido que la IL-17 es uno de los principales actores en la
respuesta inflamatoria. En este sentido, la aterosclerosis es una enfermedad
inflamatoria cronica que afecta las arterias, particularmente cardiacas,
cerebrales y renales [26]. Esta enfermedad se caracteriza por la formacion de
placas aterosclergticas que consisten en nucleos necréticos, acumulacion de
lipidos modificados, células espumosas, asi como células endoteliales vy
leucocitos activados [27]. En este contexto, se ha descrito la presencia de
linfocitos Th1l7 en las placas aterosclerosas de humanos [28]. Inclusive, el
incremento de la frecuencia de linfocitos Th17 correlaciona con la severidad y la
progresion de la aterosclerosis en ratones y humanos [28,29]. Ademas, el
namero de linfocitos Th1l7 en sangre periférica se encuentran elevados en
pacientes con infarto agudo del miocardio y se ha descrito una asociacion entre

los niveles de IL-17 y la severidad de la enfermedad cardiovascular [28-31].
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Figura 3. Representaciéon esquematica de las vias de sefalizacién del
complejo IL-17RA/IL-17RC. La sefalizacion del complejo IL-17RA/IL-17RC se
inicia cuando reconocen a la IL-17. El complejo IL-17RA/IL-17RC sefaliza a
través de la via dependiente de TRAF6 e inician una compleja sefializacion la
cual involucra diversas proteinas, resultando en la activaciéon de NF-kB lo que
genera la expresion de citocinas pro-inflamatorias. También, el complejo IL-
17RA/IL-17RC sefializa a través de una via independiente de TRAF6 pero
dependiente de TRAF2 y TRAF5 lo cual desencadena la estabilizacién de
MRNA de multiples genes (Actl: activador 1; TRAF: factor asociado al receptor
TNF-a; IKKi: cinasa de IkB; IkB: Inhibidor del factor nuclear kappa.B; NF-kB:
Factor nuclear kB; TBK1: cinasa de union a TANK 1; USP25: proteasa
especifica de ubiquitina 25; MAPK: proteinas cinasas activadas por mitdbgenos;
c/EBP: proteina de union a promotor CCAAT; B-TrCP: proteina que contiene (3-
transducina repetida; ERK: cinasa regulada por sefial extracelular; GSK3g:

glucdgeno sintasa cinasa 3) [modificado de 23].




En el modelo animal de la encefalomielitis autoinmune experimental (EAE) que
se utiliza para el estudio de la esclerosis multiple (EM) de humanos, se ha
demostrado en ratones con EAE deficientes de la sefalizacion de IL-17, una
atenuacion en la severidad de la enfermedad al compararse con los ratones
silvestres. En el mismo sentido, la deficiencia de Actl atenda la severidad de la
EAE, confirmando el papel patogénico de la IL-17 en la EM [17]. M&s aun,
estudios clinicos estan utilizando la terapia con un anticuerpo anti-IL17A
(secukinumab) el cual neutraliza a la IL-17. Estos estudios han demostrado una
reduccion en el nimero de nuevas lesiones en la esclerosis multiple. Ademas,
estudios in vitro han demostrado que el secukinumab disminuye la produccién

de IL-6 por astrocitos humanos [31,32].

Otra enfermedad autoinmune sistémica cronica es el lupus eritematoso
sistémico (LES), el cual se caracteriza por la producciéon de anticuerpos contra
antigenos nucleares, resultando en la inflamacién y dafio a multiples 6rganos
[33]. Al igual que en artritis reumatoide, los niveles de IL-17 se encuentran
elevados en el suero de pacientes con LES. La IL-17 interrumpe el paso de
células B a través de los ganglios linfaticos, lo cual puede promover la
generacion de células autoreactivas y aumentar la produccion de anticuerpos.
Ademas se ha descubierto que la IL-17 en sinergismo con BAFF, puede
proteger a las células B de la apoptosis, aumentando el nimero de células

productoras de auto-anticuerpos [14].

La lL-17 en la defensa del huésped

Las células productoras de IL-17 se encuentran en gran proporcion en mucosas
y juegan un papel importante en la defensa del huésped contra bacterias, como
lo es Klebsiella pneumoniae, causante de neumonias (figura 4) [34]. La
sefalizacion de IL-17 a través de su receptor es crucial para la produccién de
G-CSF vy el reclutamiento de neutrofilos durante la infeccion de éste patogeno
extracelular. Los ratones deficientes de IL-17RA, muestran una respuesta

carente de G-CSF y granulopoyesis, aumentando la susceptibilidad de adquirir




una infeccion, ademas de que encuentran una disminucion de CXCL1,
afectando el reclutamiento de neutrofilos. Aquellos ratones deficientes en IL-
17RA también son susceptibles a infecciones por Toxoplasma gondii y Candida
albicans [31,34].

Los efectos bioldgicos de la IL-17 puede ejercerlos directamente en distintos
blancos celulares entre los que destacan células del sistema inmune innato

como los monocitos [1,4,13,15,25].

El monaocito

Los monocitos son células mieloides del sistema fagocitico mononuclear y
representan el 10% del total de las células mononucleares de sangre periférica
en humanos. Los monocitos son células del sistema inmune innato y juegan un
papel central en diversas condiciones patofisiologicas como un componente de
la respuesta infamatoria, como en las infecciones bacterianas, enfermedades
cardiovasculares, céancer, entre otras [35,36]. Los monocitos pueden migrar a
tejidos y son precursores de diferentes tipos de células efectoras, entre las que
se encuentran los macréfagos y las células dendriticas, cumpliendo con
diversas funciones como es la secrecién de citocinas, transporte de antigenos y

polarizacion de células T [36].

Los monocitos expresan en su superficie celular receptores de quimiocinas
(CCR) esenciales para el reclutamiento a tejidos, receptores de reconocimiento
de patrén requeridos para el reconocimiento de microorganismos, moléculas de
coestimulacion, moléculas de presentacion de antigeno, asi como receptores de
citocinas [36,37]. De acuerdo con lo anterior, los monocitos expresan CCR2
cuyo ligando son CCL2, CCL7 y CCLS, entre otros. Este receptor se relaciona
con el proceso de adhesion y migracion de los monocitos a los tejidos y juega
un papel crucial en procesos inflamatorios, en enfermedades inflamatorias

cronicas como la aterosclerosis [38-40].
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También, los monocitos expresan CD11b que se asocia no covalentemente con
la integrina B2 (CD18) para formar el receptor de complemento 3.
Funcionalmente, CD11b regula la adhesion y migracion de leucocitos hacia los
tejidos donde se estd montando la respuesta inflamatoria [41-43]. Los
monocitos se caracterizan por expresar altos niveles de CD14, el cual es una
glicoproteina de membrana glicosilfosfatidilinositol. Ademas, los monocitos
expresan TLR4, el cual es un receptor transmembranal de tipo I. Tanto CD14 y
TLR4 se han descrito que son receptores para LPS. Conjuntamente, estos
receptores son cruciales en la inmunidad innata brindando proteccién por el
reconocimiento de patrones moleculares asociados a patégenos (PAMPSs) y de
patrones moleculares asociados a dafio (DAMPs). En presencia de LPS el
CD14 colabora con TLR4 disparando la secrecion de citocinas pro-
inflamatorias, asi como la regulacion positiva de moléculas de adhesion en
monocitos [41,44-47]. Por otro lado, CD36 es una glicoproteina de membrana
integral, actia como receptor basurero multi-ligando, el cual se expresa en
monocitos. Funcionalmente, CD36 reconoce a acidos grasos de cadena larga,
lipoproteina de baja densidad oxidada, colageno tipo I, IV y V, asi como a
células en apoptosis [48,49]. Asimismo, los monocitos expresan CD16, esta
molécula se conoce como el receptor de baja afinidad de IgG (FcyRIll) y tiene la
capacidad de unir IgG en forma de agregados o en complejos IgG-antigeno.
CD16 estd involucrado en la fagocitosis y la citotoxicidad mediada por
anticuerpos (ADCC). CD16 se expresa en células NK, monocitos y macréfagos,
entre otros [50,51]. También, los monocitos expresan HLA-DR, el cual
pertenece al complejo mayor de histocompatibilidad de clase Il. Esta molécula
es critica para la presentacion de antigeno y activacion de linfocitos a través de
complejo CD3/TCR, asi como de la molécula CD4 [41,52,53]. Otra molécula
esencial en la activacion del linfocito T es CD86, el cual pertenece a la familia
de B7 y se denomina como B7-2, la cual interacciona con CD28
desencadenando sefiales co-estimuladoras que inducen la proliferacién celular
y produccion de citocinas en linfocitos T. En contraste la union de CD86 con
CTLA-4 inhibe estas funciones [54,55].
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Figura 5. Moléculas de superficie de monocito. Los monocitos expresan en
la superficie diversas moléculas como: CD14, el cual es un receptor de LPS;
CD16 considerado un receptor de baja afinidad para anticuerpo IgG; HLA-DR,
la cual es indispensable para la presentacion de antigeno; receptores de
guimiocinas que incluyen a CCR2 que al unirse con su ligando (CCL2), media la
adhesién y la migracién a diversos tejidos; también expresan CD86 que esta
involucrado en la co-estimulacion de linfocitos T; ademéas de moléculas de
adhesion criticas para la migracion de monocitos como CD11b; asi como TLR4
que es el receptor para LPS y CD36, receptor de LDLox.
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Papel de la IL-17 en los monocitos

Diversos estudios han establecido que la IL-17 es un mediador pro-inflamatorio
gue afecta a monocitos y macréfagos. En este contexto, se ha demostrado que
monocitos y macroéfagos derivados de pacientes con artritis reumatoide
producen la metaloproteinasa de matrix 9 al estimulo de la IL-17 [56], en el
mismo sentido la IL-17 induce la secrecion de IL-18 en macrofagos humanos
[57]; interesantemente la IL-17 disminuye la expresion de CCR2 en monocitos
humanos e inhibe la migracion de monocitos de raton [58]. También, se ha
explorado el papel de la IL-17 como un factor quimiotrayente, al respecto
estudios in vitro han demostrado que la IL-17 induce la migracion de monocitos
derivados de ratén y de pacientes con artritis reumatoide [59,60], cuyo proceso
de migracién por la IL-17 activa las vias de p38, ERK, JNK y AKT, siendo la via
de p38 la responsable del proceso de migraciéon de los monocitos [60]. Estas
evidencias sugieren que IL-17 participa en la respuesta inmune induciendo un
fendbmeno inflamatorio, mas aun IL-17 tiene la capacidad de activar a los
monocitos humanos provocando la secrecion de citocinas inflamatorias. A pesar
de las evidencias existentes no se tiene evidencia del efecto de la IL-17 en
moléculas de superficie involucradas en la activacién del monocito; por lo que

fue adecuado plantear:

¢ Cudl sera el efecto de la IL-17 en los monocitos humanos en la expresion de
CD14, CD16, HLA-DR 7 y CD86, entre otras moléculas?
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Planteamiento del problema

La respuesta inmune contra patdogenos o en enfermedades inflamatorias,
involucra diversos mediadores inflamatorios en lo particular citocinas. Multiples
evidencias han demostrado que la IL-17 juega un papel en la respuesta inmune
en la activacibn de monocitos y macrofagos induciendo la migracion y
produccién de citocinas para la eliminacion de hongos y bacterias patégenas.
Cabe destacar que la IL-17 dispara la produccion de citocinas pro-inflamatorias
entre las que se incluye a la IL-13, estas evidencias establecen que la IL-17 es
capaz de disparar la activacion de monocitos. A pesar de las evidencias
demostradas, no se conoce el efecto de la IL-17 en la expresion de moléculas

de superficie de monaocitos; por lo que fue adecuado plantear:

¢, Cudl es el papel que juega la IL-17 en la expresion de CD14, CD16, HLA-DR,
CD86, CCR2, CD11b, TLR4 y CD36 en monocitos?
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Objetivos

Objetivo general

Determinar la expresion de diferentes moléculas de superficie en monocitos

humanos en respuesta a la IL-17.

Obijetivo particular
e Determinar la expresion de las moléculas CD14, CD16, HLA-DR, CD86,
CCR2, CD11b, TLR4 y CD36 en monocitos de sujetos sanos al estimulo

de la IL-17.
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Hipotesis
La IL-17 afectard de manera diferencial la expresién de las moléculas CD14,
CD16, HLA-DR, CD86, CCR2, CD11b, TLR4 y CD36 en monocitos de sujetos

Sanos.
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Disefio experimental

Tipo de estudio

Se realiz6 un estudio experimental.

Poblacién de estudio

Se incluyeron a 8 donadores sanos que ingresaron en forma consecutiva al

Banco Central de Sangre del Centro Médico Nacional Siglo XXI, IMSS.

Criterios de inclusién

1. Donadores masculinos, mayor de 20 afios y menor de 30 afios.

2. Sujetos normolipidémicos.

3. Sin factores de riesgo cardiovascular.

4. Clinicamente sin aparente enfermedad aterosclerosa.

5. Ausencia de infecciones en la Ultima semana.

6. Firma de consentimiento informado por escrito de su aceptacién al

presente estudio.

Criterios de Exclusion

1. Donadores que cursen con sindrome anémico.

2. Donadores con antecedentes de enfermedad inflamatoria crénica o

proceso infeccioso activo.

3. Antecedentes de tratamiento previo con anti-inflamatorios o

inmunosupresores.

Criterios de Eliminacion

1. Negativa a firmar consentimiento informado.

2. Donadores en los que no se logre obtener el nimero de monocitos

necesarios para los experimentos.
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El estudio fue aprobado por el comité de ética e investigacion médica del
Instituto Mexicano del Seguro Social y se condujo de acuerdo a las Guias de

Declaracion de Helsinki.

Variables independientes

l. Células provenientes de los donadores: Sujetos sanos.
Escala de medicion: Presente o ausente.

Tipo de variable: Nominal

Il Interleucina 17 (IL-17).

Escala de medicion: Presente o ausente.

Tipo de variable: Nominal.

Definicion conceptual: Citocina pro-inflamatoria secretada por células Th1l7
como dimeros que inducen la produccién local de citocinas y el reclutamiento

de granulocitos a los sitios de inflamacion.

Definicion operacional: Citocina recombinante humana derivada de Escherichia
coli, utilizada para estimular a los monocitos durante 18 horas a 37°C a una

concentracion de 60 ng/ml.

[l Interferbn gamma (IFN-y)

Escala de medicion: Presente o ausente.
Tipo de variable: Nominal.

Definicion conceptual: Citocina producida por células T y células NK, tiene
actividades pro-inflamatorias, induciendo la produccién de citocinas, asi como

regular la expresion de moléculas de leucocitos.

Definicion operacional: Citocina recombinante humana derivada de Escherichia
coli, utilizada para estimular a los monocitos durante 18 horas a 37°C a una

concentracion de 50 ng/ml.
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Variables dependientes
l. Molécula CD14.

Escala de medicion: Variable de razon.
Tipo de Variable: Cuantitativa continta.
Definicion conceptual: CD14 actia como receptor de LPS.

Definicion operacional: Molécula analizada a través de anticuerpos anti-CD14

por citometria de flujo.

I. Molécula CD16.

Escala de medicién: Variable de razén.

Tipo de variable: Cuantitativa continta.

Definicién conceptual: Receptor de baja afinidad para anticuerpos de clase 1gG.

Definicion operacional: Molécula analizada a través de anticuerpos anti-CD16

por citometria de flujo.

Il Molécula HLA-DR.

Escala de medicion: Variable de razon.

Tipo de variable: Cuantitativa continta.

Definicién conceptual: Molécula involucrada en la presentacién de antigeno.

Definicion operacional: Molécula analizada a través de anticuerpos anti-HLA-DR

por citometria de flujo.
V. Molécula CCR2.
Escala de medicion: Variable de razon.
Tipo de variable: Cuantitativa continta.

Definicion conceptual: Receptor de quimiocinas, involucrado en la adhesion y

migracion a diversos tejidos.
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Definicion operacional: Molécula analizada a través de anticuerpos anti-CCR2

por citometria de flujo.

V. Molécula CD11b.

Escala de medicion: Variable de razon.

Tipo de variable: Cuantitativa continda

Definicion conceptual: Participa en la adhesion a tejidos.

Definicion operacional: Molécula analizada a través de anticuerpos anti-CD11b

por citometria de flujo.

VI. Molécula CD86.

Escala de medicion: Variable de razon.

Tipo de variable: Cuantitativa continda.

Definicidon conceptual: Participa en la co-estimulacion de células T.

Definicion operacional: Molécula analizada a través de anticuerpos anti-CD86

por citometria de flujo.

VII.  Molécula CD36.

Escala de medicion: Variable de razon.
Tipo de variable: Cuantitativa continda.
Definiciéon conceptual: Receptor de LDLox.

Definiciobn operacional: Molécula analizada a través de anticuerpos anti-CD36

por citometria de flujo.
VIIl. Molécula TLRA4.
Escala de mediciéon: Variable de razén.

Tipo de variable: Cuantitativa continua.
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Definicién conceptual: Receptor para LPS.

Definicion operacional: Molécula analizada a través de anticuerpos anti-TLR4

por citometria de flujo.
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Metodologia

Obtencion de células mononucleares

Se obtuvieron 50 ml de sangre venosa en tubos con EDTA, de sujetos sanos, la
cual se diluyé en una proporcion 1:2 con solucion salina isotonica.
Posteriormente, la sangre se coloc6 sobre 12 ml de Lymphoprep (Axis-Shield,
Cambridgeshire, UK) en tubos de 50 ml, se centrifugd a 2000 rpm durante 30
minutos. Después, se recuperd la interfase formada entre el plasma y el
Lymphoprep, las células obtenidas se lavaron dos veces con solucion salina a
1200 rpm durante 15 minutos y 900 rpm, 10 minutos, respectivamente.

Purificacién de monocitos

Se realiz6 la purificacion de monocitos, mediante seleccion negativa utilizando
el kit “Pan Monocyte Isolation Kit, human” (Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach,
Germany). Por cada 10’ células mononucleares, las células se resuspendieron
en 30 uL de MACS buffer (PBS 1x pH 7.4, BSA 0.5%, EDTA 2mM), adicionando
10 pL de anticuerpo bloqueador de FcR y 10 pL de coctel de anticuerpo
biotinilado dirigidos a linfocitos T, linfocitos B, linfocitos NK, granulocitos,
eritrocitos y plaquetas, se incubd durante 5 minutos a 4°C en oscuridad.
Finalizada la incubacién, se adicionaron 30 pL de MACs buffer y 20 pyL de
anticuerpos anti-biotina unido a una perla magnética, incubando 10 minutos a
4°C. Se lavaron las células con 1 mL de buffer, centrifugando a 1500 rpm por 5
minutos. El paquete celular se resuspendié nuevamente en 1 ml de buffer para
pasar las células por una columna LS (Miltenyi Biotec) acoplada a un campo
magnético, se recuperé la fraccion negativa, correspondiente a los monocitos

totales.

Determinacién de la expresién de moléculas de superficie en monocitos

De los monocitos puros, se colocaron 200 000 células por pozo en placas de
96. Posteriormente, se estimularon bajo las siguientes condiciones: 1L-17 (60
ng/mL), IFN-y (50 ng/mL), IL-17/IFN-y, todas recombinantes humanas de la
marca “R&D systems” y como control negativo los monocitos se cultivaron solo
con medio de cultivo RPMI al 10% de SFB, durante 18 horas a 37°C y 5% de
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CO,. Posteriormente, las células se lavaron dos veces con FACS buffer (PBS
1x pH 7.4, BSA 0.5%, azida de sodio 0.01%, EDTA 2mM) para la tincion de
moléculas de superficie con anticuerpos anti-humanos: anti-CD14-APC, anti-
CD16-FITC, anti-HLA-DR-PECy7, anti-CD86-PE, anti-CD11b-PECy7, anti-
TLR4-PECy7 (eBioscience), anti-CCR2-PE y anti-CD36-FITC (R&D System).
Se incubaron a 4°C durante 20 minutos. Después, se lavaron las células con
FACS buffer a 1500 rpm por 5 minutos. Las células se resuspendieron en FACS

buffer para su evaluacion en el citometro de flujo

Citometria de flujo

Todas las muestras fueron adquiridas en el citdmetro de flujo “FACs Canto II”, el
analisis de los datos obtenidos se realizé con el software FlowJo version 7.6.5

(Tree Star, Inc).

Analisis estadistico

El andlisis estadistico fue realizado mediante la prueba de Mann-Whitney. El
nivel de significancia en todos los casos fue de una p<0.005. El analisis fue

realizado utilizando el programa de computo GraphPad Prism 6.
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Resultados

Expresion de CD11b en monocitos

Los monocitos se purificaron por seleccion negativa (obteniendo purezas
mayores al 95%), posteriormente se cultivaron 24 horas en medio de cultivo y
se les determiné la expresion de CD11b. El analisis de citometria de flujo fue
utilizado para evaluar la expresion de las distintas moléculas propuestas en los

posteriores experimentos.

Figura 6. Expresion de CD11b en los monocitos. A partir de una gréafica de
singletes se realiz6 una grafica de puntos de complejidad contra la expresion de
CD14, de la cual se realizdé una segunda ventana que permitio identificar a los

monocitos positivos para CD11b.

Capacidad de activacion de monocitos a la IL-17 en la expresién de CD11b

Para determinar la capacidad biolégica de activacion de la IL-17, se estandarizé
la activacion de monocitos con la IL-17 de manera temporal a las 6, 12, 18 'y 24
horas. Se encontré que la IL-17 aumenta los niveles de expresion de CD11b de
manera temporal hasta las 18 horas, posteriormente a las 24 horas la IL-17
disminuye la expresion de CD11b (figura 7). Con base en la curva obtenida, se
decidié utilizar el tiempo de 18 horas para evaluar las diferentes moléculas
propuestas en los posteriores ensayos. A los cultivos celulares se les determiné
la viabilidad celular por exclusion de azul tripano obteniendo siempre una

viabilidad mayor al 90%.
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Figura 7. Cinética de expresion de CD11b en monocitos. Los monocitos se
cultivaron con medio de cultivo RPMI como control negativo y con 60 ng/ml de
IL-17 a las 6, 12, 18 y 24 horas. En cada tiempo se evallo la expresién de
CD11b por citometria de flujo. Datos representativos de 8 experimentos. IMF:

Intensidad media de fluorescencia (*p<0.05).

Efecto de IL-17 en la expresion de CD11b y CCR2 en monocitos

Inicialmente, se determiné la expresion de CD11b en poblacién de monocitos al
estimulo de la IL-17, por lo que los monocitos purificados se estimularon con la
IL-17 a una concentracién de 60 ng/ml durante 18 horas. Al analizar la region de
monocitos CD14" se determind que la IL-17 incrementa la expresion de CD11b
con respecto a los monocitos cultivados Unicamente con medio de cultivo, el
estimulo de IFN-y aumentd aun mas los niveles de CD11b con respecto a la IL-
17, la combinacion de IL-17/ IFN-y indujo niveles similares de CD11b que el
estimulo de IFN-y (figura 8A). Por otro lado, el estimulo de la IL-17 provoco una
reduccion en la expresion de CCR2 en relacion a los monaocitos cultivados solo
con medio de cultivo, mientras tanto el estimulo de IFN-y o el de IL-17/ IFN-y
mantuvieron niveles similares de CCR2 a los determinados en los monocitos

cultivados solo con medio de cultivo (figura 8B).
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Figura 8. Expresion de CD11b y CCR2 en monocitos. Los monocitos se
cultivaron con IL-17 (60 ng/ml), con medio de cultivo RPMI como control
negativo, con IFN-y (50 ng/mL) como control positivo y con la combinacién IL-17
(60 ng/mL) /IFN-y (50 ng/ml) durante 18 horas. La expresion de CD11b y CCR2
se evaluaron por citometria de flujo. Datos representativos de 8 experimentos.
IMF: Intensidad media de fluorescencia (*p<0.05).

Efecto de la IL-17 en la expresion de CD14 v TLR4 en monocitos

Posteriormente, evaluamos si la expresion de CD14 y TLR4 se afecta en los
monocitos al estimulo de la IL-17. Determinamos que la IL-17 induce un
incremento significativo en los niveles de CD14 con respecto a los monocitos
cultivados solo con medio de cultivo. Sin embargo, el estimulo de IFN-y y la
combinacion de IL-17/IFN-y redujo la expresion de CD14 al compararse con el
estimulo de IL-17 o con los monocitos cultivados solo con medio de cultivo
(figura 9A). Al determinar la expresion de TLR4 tanto la IL-17 e IFN-y tienden a
incrementar ligeramente los niveles de TLR4 al compararse con la expresion de

TLR4 en los monocitos cultivados solo con medio de cultivo (figura 9B).
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Figura 9. Expresion de CD14 y TLR4 en monocitos. Los monocitos se
cultivaron con IL-17 (60 ng/ml), con medio de cultivo RPMI como control
negativo, con IFN-y (50 ng/mL) como control positivo y con la combinacién IL-
17/IFN-y durante 18 horas. La expresion de CD14 y TLR4 se evaluaron por
citometria de flujo. Datos representativos de 8 experimentos. IMF: Intensidad

media de fluorescencia (*p<0.05).

Efecto de la IL-17 en la expresion de CD16 y CD36 en monocitos

Los monocitos fueron tratados con IL-17 para determinar la expresion de CD16
y CD36. La IL-17 no afecta la expresion de CD16 o CD36, los niveles de
expresion de ambas moléculas son similares a las expresadas en los monocitos
cultivados solo con medio de cultivo, en el mismo sentido el estimulo de IFN-y o
la combinacion de IL-17/IFN-y no afectan la expresion de CD16 (figura 10 A) o
CD36 (figura 10 B).

28



300+ 3000+
5 200 2 2000
0 o
@ -
o o
< 100- < 1000+
0 Al Al Al Ll 0 L LS Al Al
RPMI  ILA7  IFN<y  ILA7AFNy RPMI  ILA7  IFN  ILA7AFNg

Figura 10. Expresion de CD16 y CD36 en monocitos. Los monocitos se
cultivaron con IL-17 (60 ng/ml), con medio de cultivo RPMI como control
negativo, con IFN-y (50 ng/mL) como control positivo y con la combinacién IL-
17/IFN-y durante 18 horas. La expresion de CD16 y CD36 se evaludé por
citometria de flujo. Datos representativos de 8 experimentos. IMF: Intensidad

media de fluorescencia.

Efecto de IL-17 en la expresion de CD86 y HLA-DR en monocitos

Finalmente, se evallo la participacion de la IL-17 en la expresion de CD86 y de
HLA-DR en monocitos. Los monocitos humanos fueron tratados con IL-17
durante 18 horas.La IL-17 no afecta los niveles de HLA-DR, en contraste el
tratamiento de IFN-y aumenta significativamente los niveles de HLA-DR, en
este sentido el estimulo de IL-17/IFN-y muestra un efecto aditivo en la
expresion de HLA-DR (figura 11A). Los monocitos muestran un incremento en
la expresion de CD86 al estimulo de IL-17 al compararse con la expresién de
CD86 con los monaocitos cultivados solo con medio de cultivo, de manera similar
el estimulo de IFN-y o de la combinacion IL-17/IFN-y indujo niveles similares de
CD86 (figura 11B).
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Figura 11. Expresion de CD86 y de HLA-DR en monocitos. Los monocitos se
cultivaron con IL-17 (60 ng/ml), con medio de cultivo RPMI como control
negativo, con IFN-y (50 ng/mL) como control positivo y con la combinacién IL-17
/IFN-y durante 18 horas. La expresion de CD86 y de HLA-DR se evaluaron por
citometria de flujo. Datos representativos de 5 experimentos. IMF: Intensidad
media de fluorescencia (*p<0.05).
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Discusion

Los linfocitos T CD4" tienen un papel importante en la regulacién de diversas
respuestas en el sistema inmunolégico. En este contexto, los linfocitos Th17
participan en la inmunidad celular a través de la eliminacion de patdgenos
durante la defensa del hospedero, asi como en diversas enfermedades
inflamatorias [31,33,34]. Las células Thl7 ejercen sus efectos biolégicos a
través de diversas citocinas entre las que se incluye a la IL-17, la cual induce la
produccion de citocinas, quimiocinas pro-inflamatorias y péptidos anti-
microbianos [1,13,25]. Mas audn la IL-17 dispara la secrecidén de citocinas pro-
inflamatorias en macréfagos [57], los cuales junto con los monocitos son células

cruciales del sistema inmune innato [61].

Los resultados presentados en este trabajo muestran que la IL-17 induce un
incremento en la expresion de CD11b en monocitos; lo que sugiere que la IL-17
dispara la activacion de los monocitos, asi mismo, el incremento en la expresion
de CD11b se ha asociado como un marcador de activacion, ademas de que
juega un papel en la adhesion firme de monocitos y neutroéfilos circulantes a la

pared de los vasos sanguineos [62,63].

En sitios de dafio o de lesion del tejido, son reclutadas células del sistema
inmune innato y en estos sitios son susceptibles al efecto biolégico de citocinas
[61]. En este sentido, al evaluar la expresion de CCR2, los resultados
demuestran que la IL-17 induce una reduccion de CCR2 en los monocitos.
Estos resultados concuerdan con lo publicado en la literatura, donde el estimulo
de IL-17 en monocitos derivados de raton disminuy6 la expresion de CCR2, lo
cual se tradujo en una reduccion de la capacidad de migracion de los monocitos
hacia la CCL2 [56]. La perdida de CCR2 y de la migracion de los monocitos en
presencia de IL-17, podria favorecer la acumulacion de monocitos, los cuales

dispararian el proceso inflamatorio.

Los monocitos expresan en superficie celular CD14 y TLR4, receptores
esenciales en la activacion del monocito por productos bacterianos [64]. Al

evaluar la expresibn de CD14 en monocitos estimulados con la IL-17
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interesantemente determinamos un incremento en los niveles de CD14,
evidencias recientes han demostrado que la IL-17 aumenta el transcrito para
CD14 en monocitos [65]; otras citocinas como el GM-CSF también aumentan la
expresion de CD14 [66]. Los datos obtenidos sugieren que el tratamiento de la
IL-17 podria aumentar la respuesta funcional a ligandos de CD14. Por otro lado,
los resultados de la expresion de TLR4 reflejan que la IL-17 tiende aumentar
ligeramente los niveles de TLR4, en el mismo sentido el GM-CSF aumenta los
niveles de TLR2 y TLR4 [66].

Los monocitos fagocitan microorganismos o células a través de diversos
receptores entre los que se incluye a CD16 y CD36 (receptor gamma Ill de baja
afinidad para Fc) [67-69]. Al evaluar el efecto de la IL-17 en la expresion de
CD16 y CD36 no encontramos cambios en la expresion de ambos receptores,
lo que sugiere que la IL-17 no afecte la activacion de los monocitos a través de

estos receptores.

Los monocitos juegan un papel importante en el inicio de la respuesta inmune
especifica como células presentadoras de antigeno. La activacion de monocitos
con LPS o citocinas como el IFN-y incrementan la expresion de moléculas co-
estimuladoras como CD86, asi como de HLA-DR esenciales para la activacion
de linfocitos T [70-72].

Al explorar el efecto de la IL-17 en la expresion de CD86 y HLA-DR
determinamos que la IL-17 aumenta considerablemente los niveles de CD86 en
los monocitos, lo que concuerda con evidencias previas que han demostrado
gue la IL-17 induce un incremento de CD86 [73], sugiriendo que la IL-17
contribuye a la respuesta pro-inflamatoria de monocitos. Por otro lado,
determinamos que la IL-17 tiende a incrementar ligeramente los niveles de
HLA-DR, en el mismo sentido se ha demostrado que altas concentraciones de
IL-17 inducen un incremento en la expresion de HLA-DR en monocitos [73] En
el mismo contexto, determinamos un efecto aditivo de la IL-17 e IFN-y en la

expresion de HLA-DR. Evidencias recientes han reportado un efecto aditivo de
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la IL-17 y LPS en la expresion de citocinas pro-inflamatorias como el TNF-a
[65], el efecto aditivo en la expresion de HLA-DR podria contribuir de manera

mas eficiente en la presentacion de antigeno por el monocito [74].
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Conclusion
Los resultados presentados en este trabajo demuestran que la IL- incrementa la
expresion de CD14, CD86, CD11b, asi como de un efecto aditivo en la

expresion de HLA-DR junto con IFN-y. Ademas, de la disminucién de CCR2.
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Perspectivas
Con base en estos resultados se propone analizar como la IL-17 afecta la
expresion de CD14, CD86, CD1lb y HLA-DR en monocitos clasicos, no

clasicos e intermedios.
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