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Introduccién

Las enfermedades cardiovasculares son la primera causa de muerte en México y
comprenden trastornos del corazon y de los vasos sanguineos. Estas incluyen un
amplio grupo de padecimientos que comprenden la cardiopatia isquémica, la
cardiopatia coronaria, enfermedades cerebrovasculares, insuficiencia cardiaca,
entre otras. La aterosclerosis es la principal causa que contribuye al desarrollo de
las enfermedades cardiovasculares. La aterosclerosis es considerada un
padecimiento inflamatorio crénico, en la cual las citocinas son esenciales. En este
sentido, se ha demostrado que la IL-17 favorece el desarrollo de la placa
aterosclerosa. También, existe evidencia que la IL-17 induce una reduccién de
CCR2 y CXCR4 en monocitos, asi como un incremento en la expresion en los genes
de IL-1, IL-6, CCL2 y CCL8 entre otros, en macrofagos. Estos resultados sugieren

un efecto pro-inflamatorio de la IL-17 en monocitos/macréfagos.

A pesar de la evidencia existente se desconoce si la IL-17 afecta la diferenciacion
de macrdéfagos, asi como su papel en la formacién y activacion de células
espumosas. Por esta razon, el proyecto se dirige a contestar la siguiente pregunta:
¢ Cual es el efecto de la IL-17 en la diferenciacién de macréfagos y en la formacion

de células espumosas?




Marco tedrico

Enfermedades cardiovasculares.
Las enfermedades cardiovasculares (ECV) son trastornos del corazéon y de los
vasos sanguineos. Estas incluyen un amplio grupo de padecimientos que
comprenden la cardiopatia isquémica, la cardiopatia coronaria, cardiopatia
congénita, enfermedades cerebrovasculares, insuficiencia cardiaca, arteriopatias
periféricas, trombosis venosas profundas y embolias pulmonares entre otras [1]. De
acuerdo con la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), las ECV son las principales
causas de morbilidad y mortalidad en el mundo [2]. En 2012 fueron responsables
de 17,5 millones de muertes, que representan el 46% de las muertes por
enfermedades no transmisibles en todo el mundo. De estas muertes, se estima que
7,4 millones se debieron a ataques al corazoén (cardiopatia isquémica) y 6,7 millones
se debieron a accidentes cerebrovasculares [3]. En México en 2013 el 24% de las
muertes ocurridas fueron a causa de enfermedades cardiovasculares, ocupando el
primer lugar de causa de muerte, siendo las principales las enfermedades
isquémicas del corazdn. Respecto con grupos de edad, las ECV ocupan el primer
lugar de muerte en adultos mayores de 65 afos; el tercer lugar en los adultos de
45-64 afios y el quinto en personas de 25-44 anos [4]. Predicciones futuras de la
OMS sugieren que en 2030 el numero de muertes por ECV podria llegar a 23,3

millones [5].

Los factores de riesgo asociados con las ECV son: dislipidemias, diabetes mellitus,
hipertension arterial sistémica, tabaquismo, sindrome metabdlico, obesidad e
inactividad fisica, ademas de algunas infecciones por microorganismos tales como
citomegalovirus y Chlamydia pneumoniae, entre otros [6-8]; de estos, las
dislipidemias y en particular niveles elevados de colesterol total en suero y elevadas
concentraciones de lipoproteina de baja densidad (LDL), asi como bajas
concentraciones de lipoproteina de alta densidad (HDL), han cobrado importancia

como uno de los factores mas importantes de riesgo de aterosclerosis.




Lipoproteina de baja densidad.
Las lipoproteinas son estructuras de naturaleza proteica conjugadas con lipidos, es
decir, con una parte proteica o apoproteina y un grupo prostético de naturaleza
lipidica [9], lo que les confiere ser moléculas anfipaticas y debido a esta propiedad
pueden transportar particulas hidrofébicas, por lo que su funcién principal consiste
en el transporte de lipidos en el organismo a través del sistema circulatorio [10]. La
LDL es una molécula esférica con 2nm de diametro y 2500 KDa de peso molecular,
esta proteina consiste en un nucleo hidrofébico de alrededor de 1600 moléculas de
esteres de colesterol y 170 moléculas de triglicéridos rodeada por una monocapa
superficial de 700 moléculas de fosfolipidos, principalmente fosfatidilcolina, y 600
moléculas de colesterol libre, embebida en la monocapa se localiza la
apolipoproteina B-100 (ApoB-100), constituida de 4536 residuos de aminoacidos

con un peso molecular de 500 KDa, la cual es susceptible a oxidacion [11,12].

Figura 1. Estructura de la lipoproteina de baja densidad. La LDL es una
molécula esférica compuesta por la ApoB-100, fosfolipidos, ésteres de colesterol y

colesterol no esterificado [modificado de 11].




Aterosclerosis y el desarrollo de la placa aterosclerosa.
La aterosclerosis es una enfermedad inflamatoria crénica que puede afectar todas
las arterias, particularmente cardiacas, cerebrales y renales [6]. El proceso
aterogénico inicia con la disfuncion endotelial, que representa uno de los primeros
estadios en la patogénesis. La primera fase consiste en una pérdida de las
funciones homeostaticas del endotelio (anti-adhesiva, anti-agregante, anti-
proliferativa, anti-oxidante, anti-trombdtica y reguladora del tono vaso motor) y como
consecuencia (en presencia de un endotelio disfuncional) se observa la expresion
de moléculas de adhesion tales como las selectinas (E y P), moléculas de adhesién
de plaquetas a células endoteliales (PECAM-1)-1, moléculas de adhesion
intercelular-1 (ICAM-1) y moléculas de adhesion de células vasculares (VCAM)
mediante las cuales se produce la interaccién éntrelos monocitos circulantes con
las células endoteliales (figura 2A) [7,14,15]; ademas, las células del endotelio
liberan quimioatrayentes como la CCL2, CCL5, CXCL10 y CX3CL1 [7,31]; que
estimulan la migracion de monocitos al sitio de la lesion [7]. Estos cambios
tempranos que preceden a la formacion de la lesidn aterosclerosa incluyen un
aumento en la permeabilidad endotelial a la LDL que es retenida por interacciones
de los grupos positivos de lisina y arginina que interactuan con cargas negativas de
grupos sulfatos de cadenas de glicosaminoglicanos de proteoglicanos. La LDL es
modificada por lipoperoxidacién en el espacio subendotelial por especies reactivas
de oxigeno (ROS), generandose una forma oxidada de LDL con propiedades
quimioatrayentes de monocitos y linfocitos; el aumento de particulas de LDL en el

espacio subendotelial inicia la formacién de la placa aterosclerosa [7,8].

En la lesion existe un infiltrado de macrofagos que expresan en su superficie celular
receptores “scavenger” clase A tipo | y I, clase B y CD36 mediante los cuales
identifican y endocitan particulas de LDL modificada oxidativamente y se
transforman en células espumosas (figura 2B) [16], que se acumulan para crear

estrias grasas que posteriormente induciran los ateromas [17].




El proceso inflamatorio estimula la migracion de células del musculo liso (SMC)
desde la capa media hasta la intima, en donde secretan agentes quimiotacticos que
atraen mas células inflamatorias. Ademas, las SMC sintetizan matriz extracelular, lo
que provoca la progresion de la placa [18]. Otro evento que se inicia es la muerte
celular de macréfagos por interferéon (IFN)-y que puede ser generada por la
acumulacion de lipidos promoviendo el avance del nucleo necrético en la placa
(figura 2C).

En la ultima etapa de la aterosclerosis ocurre ruptura o ulceraciéon de la placa
fibrosa; la vulnerabilidad de la placa se origina por un adelgazamiento de la lesién y
ocurre por inhibicién de la secrecién de matriz proveniente de células musculares
lisas a través de IFN-y secretado por linfocitos T, los macréfagos degradan la matriz
de la capa fibrosa por medio de colagenasa intersticial, gelatinasa y estromilisina.
La degradacion de la capa fibrosa frecuentemente se origina en los hombros de la
lesion y puede conducir a una hemorragia, donde las plaquetas activadas se
adhieren a la arteria lesionada ocasionando la formacion de un trombo y la oclusién
de la arteria (figura 2D) [7,8].
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Figura 2. Desarrollo de la placa aterosclerosa. (2A) La lesion se origina por un
dano al endotelio, lo que permite un incremento en la permeabilidad endotelial,
ocasionando la migracién y adhesion de leucocitos. (2B) En la siguiente etapa de la
lesion, las células de musculo liso migran a la lesién, los macréfagos se transforman
a células espumosas, los linfocitos T presentes se activan, las plaquetas se adhieren
y agregan a la lesion y continua el arribo de leucocitos. (2C) En la lesion ocurre una
acumulacién de macréfagos los cuales mueren por apoptosis 0 necrosis,
generandose el nucleo necrético y formacion de la capa fibrosa. (2D) En las etapas

finales la lesién sufre un adelgazamiento de la capa fibrosa, ruptura de la placa y
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hemorragias de microvasos [modificado de 8].




Macréfagos en aterosclerosis.
Los macrofagos pueden derivar de los monocitos o provenir de un progenitor
mieloide-eritroide que se desarrolla en el saco vitelino durante el desarrollo
embrionario. Los macréfagos se encuentran en diversos tejidos donde muestran
una amplia diversidad funcional en la biologia del organismo que incluyen:
homeostasis, reparacion de tejidos y respuesta inmune, y resultan ser una poblacion
celular altamente heterogénea que puede cambiar rapidamente sus funciones en
respuesta a sefiales del microambiente local. Con respecto a esto ultimo, el IFN-y
en combinacion con lipopolisacarido (LPS) o con factor estimulante de colonias de
macréfagos y granulocitos (GM-CSF) inducen la activacion clasica de macrofagos
(macrofagos M1). Por otro lado, los macréfagos activados alternativamente
(macréfagos M2) pueden ser inducidos con; IL-4 o IL-13 (M2a), complejos inmunes
o glucocorticoides (M2b), IL-10 o TGF-B (M2c). En particular, utilizamos M2 como
un nombre genérico para las diversas formas de macrofagos activados
alternativamente. Los macréfagos M1 secretan altos niveles de IL-12, IL-23 y bajos
niveles de IL-10. También, los macréfagos M1 expresan niveles elevados de CD80
y CD86. Mientras tanto los macréfagos M2 producen IL-10 y bajos niveles de IL-12,
ademas expresan CD36 y receptor de manosa (CD206) entre otros, por lo que son

considerados células anti-inflamatorias [19-23].

Los macréfagos son esenciales en todas las etapas de la aterosclerosis. Durante el
desarrollo temprano de la aterosclerosis en el raton hay un predominio de
macrofagos M2 y se sugiere que tienen un efecto ateroprotector debido a que las
lesiones aterosclerosas son pequenas. En contraste en estados avanzados de la
aterosclerosis en el raton predominan los macréfagos M1, los cuales expresan altos
niveles de oxido nitrico sintetasa inducible (iNOS) lo que contribuye al desarrollo de
la placa [24]. También, los macréfagos M1 podrian causar la vulnerabilidad de la
placa debido a que se encuentran localizados en las regiones de los hombros de
placa y secretan metaloproteinasas (MMP) como la MMP-1 y la MMP-10 que
pueden causar la ruptura de la placa y subsecuentemente infarto agudo del
miocardio (IAM) [25]. Las subpoblaciones de macrofagos también son cruciales en




la formacion de células espumosas. Al respecto los macréfagos M2 rapidamente
acumulan LDLox, pero no los macrofagos M1, estos resultados sugieren que los
macréfagos M2 podrian contribuir también en el desarrollo de la placa aterosclerosa
[26]. Mas aun la diferenciacién de los macréfagos puede ser afectada por las

distintas citocinas que se encuentran en el microambiente como la IL-17.

Interleucina-17 y su receptor.
Las células Th17 producen diversas citocinas, la mas estudiada es la IL-17A (IL-
17), la cual también es secretada por macréfagos, células dendriticas, células NK,
células NKT y células T yod [27].

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 de 30 a 35 kDa unido por puentes disulfuro [28].
El homodimero IL-17A/A, es quién tiene una mayor actividad, seguido por el
heterodimero IL-17A/F. Esta familia de citocinas, provee una nueva via de

comunicacién entre la inmunidad innata y adaptativa [28,29].

Los efectos bioldgicos de la IL-17 son mediados por la interaccion con su receptor,
el cual es una glicoproteina transmembranal de tipo |, que se encuentra
ampliamente distribuido en distintos tejidos y células del sistema inmune como:
monocitos, macréfagos, células dendriticas, linfocitos B y neutréfilos [28,29]. 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) [30].




Figura 3. 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 proteinas que constituyen
la familia de receptores de la IL-17 (IL-17RA al IL-17RE). Los receptores forman
complejos a través de los cuales reconocen sus ligandos, estos se encuentran
dispuestos en homodimeros, heterodimeros y trimeros. Cada proteina de receptor
incluye uno o mas dominios de fibronectina (FN), asi como un dominio SEF/IL-17R
(SEFIR) citoplasmatico. La proteina IL-17R también incluye un dominio tipo TIR
(TILL). 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 32].

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 Act1 que actua como una molécula
adaptadora que se asocia a TRAFG6, entonces la auto-poliubiquitinacion de TRAF6
permite la asociacion con el complexo TAK1 (TAK1-TAB2-TAB3), activando el
complejo IKK para la activacion de NF-kB. TRAF6 es también requerido para la
activacién de JNK inducido por la IL-17. La sefnalizacion 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. Act1 sefaliza de manera
independiente de TRAF6 pero dependiente de TRAF2 y TRAF5 y se denomina la
via dependiente para la estabilizacion de mRNA de multiples genes. En condiciones

normales SF2 se une al mRNA provocando su degradaciéon. Sin embargo, la




estimulacion de IL-17 induce el reclutamiento de SF2 al complejo
Act1/TRAF5/TRAF2 induciendo la liberacion y estabilizacion del mRNA. La cinasa
IKKi media la asociacion de Act1 o TRAFS a través de la fosforilacion directa de la
serina 311 de Act1 [323]. La activacidon de esta via de sefalizacion induce la
produccion de moléculas pro-inflamatorias como CXCL1 e IL-1 [34]. Por otro lado,
la senalizacion de IL-17RA/IL17RC por la IL-17 es desregulada por la proteina
HSP9O0, la cual interactua con Act1, lo que ocasiona una desregulacion de la
activacién de la via de senalizacion de complejo IL-17RA/IL17RC porla IL-17 [3332].
Otro mecanismo de regulacion se induce a través del receptor soluble IL-17RA, el
cual inhibe selectivamente la actividad de IL-17, mientras que el receptor soluble IL-
17RC inhibe a IL-17F (figura 4) [35].

Figura 4. Representacion esquematica de las vias de sefalizacion del
complejo IL-17RA/IL-17RC. La sefializacién del complejo IL-17RA/IL-17RC se
inicia cuando reconocen a la IL-17. El complejo IL-17RA/IL-17RC senaliza a través
de la via dependiente de TRAF6 e inician una compleja sefalizacion la cual

involucra diversas proteinas, resultando en la activacién de NF-kB lo que genera la
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expresion de citocinas pro-inflamatorias. También, el complejo IL-17RA/IL-17RC
sefaliza a través de una via independiente de TRAF6 pero dependiente de TRAF2
y TRAF5 lo cual desencadena la estabilizacion de mRNA de multiples genes (Act1:
activador 1; TRAF: factor asociado al receptor factor de necrosis tumoral (TNF)-q;
IKKi: cinasa de IkB; IkB: Inhibidor del factor nuclear kappa.B; NF-kB: Factor nuclear
kKB; MAPK: proteinas cinasas activadas por mitdgenos; c/EBP: proteina de unién a

promotor CCAAT; ERK: cinasa regulada por sefal extracelular [modificado de 31].

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 contexto, se ha descrito la presencia de linfocitos Th17 en las
placas aterosclerosas de humanos [36]. Inclusive, el incremento de la frecuencia de
linfocitos Th17 correlaciona con la severidad y la progresion de la aterosclerosis en
ratones y humanos [3736,38]. Ademas, el numero de linfocitos Th17 en sangre
periférica se encuentra elevado en pacientes con IAM y se ha descrito una
asociacion entre los niveles de IL-17 y la severidad de la enfermedad cardiovascular
[36-39]. Sin embargo, el papel de la IL-17 es controversial, estudios in vivo en
ratones han establecido que la atenuacion de la IL-17 inhibe el desarrollo de la placa
aterosclerosa a través de una disminucion en las moléculas de adhesion como
VCAM-1 y de citocinas pro-inflamatorias como IL-6, y TNF, asi como una
disminucién en el infiltrado celular particularmente de macréfagos [40], en la placa.
En contraste, otros autores sugieren que la deficiencia de IL-17 acelera la formacion
de una placa inestable en ratones propensos a desarrollar aterosclerosis [41]. A
pesar de las evidencias existentes no se tiene evidencia clara del efecto de la IL-17
en la diferenciacion de macréfagos, asi como en la formacion y activacion de células

espumosas; por lo que fue adecuado plantear:

¢ Cual sera el efecto de la IL-17 en la diferenciacion de macréfagos humanos y en

la formacion de células espumosas?
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Planteamiento del problema

La aterosclerosis es una enfermedad inflamatoria cronica que involucra la respuesta
inmune innata y adaptativa. Multiples evidencias han demostrado que la IL-17 juega
un papel en la respuesta inmune en la salud, a través de la activacion de monocitos
y macrofagos induciendo la migracion y produccién de citocinas para la eliminaciéon
de hongos y bacterias patdégenas. Sin embargo, el papel de la IL-17 en la
aterosclerosis esta poco entendido; mas aun se desconoce como la IL-17 afecte la
diferenciacion de macrofagos y formacion de células espumosas; por lo que fue

adecuado plantear:

¢, Cual es el efecto que juega la IL-17 en la diferenciacién de macrofagos y en la

formacion de células espumosas?
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Objetivos

*

Objetivo general.

Determinar si la IL-17 induce la diferenciacion de macréfagos y si modula la

formacion de células espumosas.

*
v

Objetivos particulares.

Determinar la diferenciacién de macrofagos al estimulo de la IL-17.
Determinar la expresion de diferentes moléculas de superficie en macréfagos
inducidos con la IL-17.

Evaluar la formacion de células espumosas en presencia de IL-17.
Determinar la activacion de células espumosas a través de la expresion de

moléculas de superficie.
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Hipotesis
La IL-17 afectara de manera diferencial la expresion de las moléculas de superficie
HLA-DR, CD80, CD86, CD206 y CD36; ademas afectara la formacién y activacion

de células espumosas en macréfagos de sujetos sanos.
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Diseino experimental

Tipo de estudio.

Se realizé 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 inclusion.

1. Donadores masculinos, mayor de 20 aios y menor de 30 afos.

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 aceptacion 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 numero 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 4 (IL-4).

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

Definicion conceptual: es una citocina pleiotropica producida por células T
activadas, participa en la regulacion de respuestas inmunes, en el reclutamiento de

mediadores de crecimiento celular, y en la diferenciacion de células T y macrofagos.

Definicibn operacional: citocina recombinante humana, utilizada para la

diferenciacion de macréfagos M2 durante 24 horas a una concentracion de 50 ng/ml.

Il. Interleucina 17 (IL-17).

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

Definicidon conceptual: Citocina pro-inflamatoria secretada por células Th17 como
dimeros que inducen la produccion local de citocinas y el reclutamiento de

granulocitos a los sitios de inflamacion.

Definicién operacional: citocina recombinante humana, utilizada para estimular a los

macréfagos durante 6 dias a una concentracion de 60 ng/ml.

IV. Interferébn gamma (IFN-y).

Escala de medicion: Presente o ausente.

Tipo de variable: Nominal.
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Definicién conceptual: citocina producida por células T y células NK, tiene
actividades pro-inflamatorias, induciendo la produccion de citocinas, asi como

regular la expresion de moléculas de leucocitos.

Definicién operacional: citocina recombinante humana, utilizada para estimular a los

macréfagos durante 6 dias a una concentracion de 25 ng/ml.

V. Factor estimulante de colonias de granulocitos y macrofagos (GM-CSF).

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

Definicién conceptual: es un factor de crecimiento hematopoyético y un modulador
inmune. Es producida por una variedad de tipos de células incluyendo las células T,

macrofagos, células endoteliales y fibroblastos.

Definicidn operacional: citocina recombinante humana, utilizada para estimular a los

macrofagos durante 6 dias a una concentracion de 40 ng/ml.

VI. Lipopolisacarido (LPS).

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

Definicién conceptual: es una molécula glicolipidica anclada a la membrana externa
de las bacterias Gram negativas, desempefian una importante funciéon en la
activacion del sistema inmune al constituir el antigeno superficial mas importante de

este tipo de bacterias.

Definiciébn operacional: molécula glicolipidica, utilizada para estimular a los

macréfagos durante 6 dias a una concentracién de 100 ng/ml.

VII.  Factor estimulante de colonias de macrofagos (M-CSF).

Escala de medicion: Presente o ausente.

Tipo de variable: Nominal.
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Definicién conceptual: citocina producida por una serie de células, incluyendo
fibroblastos, monocitos, macréfagos activados, células epiteliales, células
endoteliales activadas por LPS o citocinas, y células estromales de médula 6sea.
Es el principal regulador de la supervivencia, la proliferacion y la diferenciacién de

los macrofagos.

Definicidn operacional: citocina recombinante humana, utilizada para estimular a los

macrofagos durante 6 dias a una concentracién de 50 ng/ml.

Variables dependientes.
I.  Molécula CD36.

Escala de medicion: Variable de razon.
Tipo de variable: Cuantitativa continua.
Definicién conceptual: receptor de LDLox.

Definicién operacional: molécula analizada a través de anticuerpos anti-CD36 por

citometria de flujo.

Il.  Molécula CD8O.

Escala de medicion: Variable de razon.
Tipo de variable: Cuantitativa continua
Definicién conceptual: participa en la co-estimulacion de células T.

Definicidon operacional: molécula analizada a través de anticuerpos anti-CD80 por

citometria de flujo.

. Molécula CD86.

Escala de medicion: Variable de razén.
Tipo de variable: Cuantitativa continua.
Definicion conceptual: participa en la co-estimulacion de células T.

Definicidon operacional: molécula analizada a través de anticuerpos anti-CD86 por

citometria de flujo.
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IV.  Molécula CD206.

Escala de medicion: Variable de razén.
Tipo de variable: Cuantitativa continua.

Definicidn conceptual: receptor de reconocimiento de patrones (PRR) que

pertenece a la superfamilia de lectina tipo C.

Definicion operacional: molécula analizada a través de anticuerpos anti-CD206 por

citometria de flujo.

V. Molécula HLA-DR.

Escala de medicion: Variable de razén.
Tipo de variable: Cuantitativa continua.
Definicién conceptual: molécula involucrada en la presentacion de antigeno.

Definicién operacional: molécula analizada a través de anticuerpos anti-HLA-DR por

citometria de flujo.

Vi. Molécula TLR2.

Escala de medicién: Variable de razén.
Tipo de variable: Cuantitativa continua.
Definicién conceptual: receptor para LPS, peptidoglicano entre otros.

Definicién operacional: molécula analizada a través de anticuerpos anti-TLR2 por

citometria de flujo.

VIl.  Molécula TLRA4.

Escala de medicion: Variable de razén.
Tipo de variable: Cuantitativa continua.
Definicién conceptual: receptor para LPS.

Definicién operacional: molécula analizada a través de anticuerpos anti-TLR4 por
citometria de flujo
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Metodologia

Obtencion de lipoproteina de baja densidad.
La LDL se obtuvo a partir de plasma humano de donadores sanos, la cual se ajusté
a una densidad de 1.2 g/ml con KBr (J.T. Baker), posteriormente se colocaron 2.5
ml de plasma (densidad: 1.2 g/ml) y 2.5 ml de solucién salina (densidad: 1.006g/ml)
libre de pirégenos en ocho tubos y se centrifugaron durante 4 horas a 80,000 rpm a
4°C en microultracentrifuga (Sorvall Discovery M150 SE en rotor S80ST3).
Posteriormente, se separo la fase superior correspondiente a la lipoproteina de muy
baja densidad (VLDL) localizada a una densidad de 1.006 g/ml. El resto del volumen
se le adicionaran 2 ml de solucion salina a una densidad de 1.065 g/ml usando KBr
(J.T. Baker), se homogenizé. Tras esto se realiz6 una segunda centrifugacion
durante 4 horas a 80,000 rpm a 4°C. Finalizado el tiempo de centrifugacion se
separo la fase superior la cual corresponde a la LDLn, esta se recuper6 en una
membrana de nitrocelulosa (Sigma) y se dializé contra 1 litro de SSla un pH de 7.4

toda la noche a 4°C.

Analisis de la LDL.
El analisis del colesterol total se realizé por el método de colesterol esterasa y
oxidasa de colesterol (Dade Behring, Deerfiel, lllinois, USA). La concentracion de
triglicéridos se determiné por la actividad de la glicerol cinasa (Dade, Behring). Para
la medicion de la lipoproteina de alta densidad (HDL), se aplicd la técnica de

precipitacion de sulfodextrano y sulfato de magnesio (Dade Behring).
La concentracion de LDL se obtuvo empleando la férmula de Friedewald:
LDL=Colesterol total-(HDL+trigliceridos/5)

Oxidacion de la lipoproteina de baja densidad.
La oxidacion de la proteina se llevé a cabo mediante la adicion de CuSO4-5H20
1mM (Sigma-Aldrich) a una concentracion final de 10uM CuSO4-5H20,
posteriormente se incubé a 37°C durante 24 horas. Después del tiempo de

incubacion la proteina oxidada se dializé en una membrana de nitrocelulosa (Sigma)
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contra 1 litro de solucion salina isoténica 0.9%-EDTA 0.5 mM en agitacién a 4°C

durante 24 horas, para eliminar el CuSOay detener la oxidacion.

Determinacién del grado de oxidacién de la lipoproteina de baja

densidad.
El grado de oxidacion de la proteina se determiné mediante el método de sustancias
reactivas del acido tiobarbiturico. En tubos separados se colocaron 100 ug/ml de
LDL y de LDLox, y se adicionaron 400 ul de amortiguador Tris-preset 7.2 mM a pH
8.0 (J.T. Baker) y 1 ml del &cido 2-tiobarbiturico (TBA al 0.375%) (Sigma Aldrich),
se mezclo y se incubd 15 minutos en bafio de agua en ebullicion. Posteriormente,
los tubos se colocaron en hielo y se les adicioné 0.5 ml de HCI 0.2 N. Se preparo
una curva estandar con malonaldehido (MDA) (Sigma-Aldrich), bajo las condiciones

de reaccion de las muestras y se determiné la densidad optica a 535nm.

Deteccion de endotoxinas en la lipoproteina de baja densidad.
A todas las preparaciones de LDLox, se les realizé la deteccion de endotoxinas de
acuerdo a las especificaciones del kit de lisado de Limulus amoebocyte (LAL) por el
método de “gel clot” (Charles River Endosafe, Charleston S.C.). El estandar de
endotoxinas (LPS de Escherichia coli) y el reactivo de LAL se reconstituyeron en
agua libre de endotoxinas. En tubos por separado se colocaron 100ul de LDLox y
se adicionaron 100 pl del reactivo LAL, se incubaron las muestras a 37°C por una
hora en bafio maria. Se realiz6 una curva estandar con el LPS de 0.03 EU/ml a 0.5
EU/mI bajo las condiciones del fabricante. Las lecturas de las muestras se realizo
de la siguiente manera, los tubos se invirtieron 180°, si se observa la formacion de
un gel intacto que no se desprende del tubo se considera resultado positivo,

cualquier otra condicion se interpretd como resultado negativo.

Obtencidén de células mononucleares.
Las células mononucleares fueron aisladas de concentrados leucocitarios “buffy
coat”, proporcionados por el servicio de Banco de Sangre de CMN SXXI, mediante
un gradiente de densidades de la siguiente manera. La sangre se diluyé 1:2 en
solucion salina isoténica 0.9%, posteriormente en tubos de 50 ml con 15 ml de
Lymphoprep (Axis-Shield, Cambridgeshire, UK) se les adicioné la sangre diluida y
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se centrifugd a 2000 rpm durante 30 minutos; concluido el tiempo de centrifugacién
se recupero el anillo de la interfase correspondiente a la células mononucleares y
se lavaron con solucion salina isotonica 0.9% a 1200 rpm por 15 minutos y dos
lavados mas a 900 rpm 15 minutos; descartando el sobrenadante, el paquete celular

se resuspendio en 1 ml de medio RPMI al 10% de suero fetal bovino (SFB).

Purificacion de monocitos humanos por seleccion negativa.
Los monocitos fueron purificados, mediante seleccidn negativa utilizando el kit “Pan
Monocyte Isolation Kit, human” (Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, Germany). Por
cada 107 células mononucleares, las células se resuspendieron en 30 uL de MACS
buffer (PBS 1x pH 7.4, BSA 0.5%, EDTA 2mM), adicionando 10 yL 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 incub6 durante
5 minutos a 4°C en oscuridad. Finalizada la incubacién, se adicionaron 30 pL de
MACs buffer y 20 yL de anticuerpos anti-biotina unido a una perla magnética,
incubando 10 minutos a 4°C. Se lavaron las células con 1 ml de MACs buffer,
centrifugando a 1500 rpm por 5 minutos. El paquete celular se resuspendio
nuevamente en 1 ml de MACs buffer para pasar las células por una columna LS
(Miltenyi Biotec) acoplada a un campo magnético, recuoerando la fraccidén negativa,

correspondiente a los monocitos totales.

Diferenciacion de monocitos humanos a macréfagos.

Los monocitos fueron cultivados en placas de 96 pozos y en placas de 8 pozos a
una concentracion de 400,000 células por pozo, con medio de cultivo RPMI
(Invitrogen, Carlsbad, CA), al 10% con SFB. Posteriormente se estimularon bajo las
siguientes condiciones: IL-17 (60 ng/ml), GM-CSF (40 ng/ml), M-CSF (50 ng/ml) y
como control negativo los monocitos se cultivaron solo con medio de cultivo, durante
6 dias a 37°C y 5% de COz2, con cambio de medio y estimulo cada tercer dia,
recuperando sobrenadantes.

Al dia 5 las células estimuladas con GM-CSF se polarizaron 24 horas con IFN-y (25
ng/ml) y LPS (100 ng/ml) y los monocitos estimulados con M-CSF se polarizaron
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con IL-4 (50 ng/ml). Posteriormente, las células se recuperaron o se estimularon con

LDLox para la posterior tincion de moléculas de superficie o tincién con rojo oleoso.

Estimulacién para la formacién de células espumosas.
Transcurridos los 6 dias de incubacion de las células, se incubaron con LDLox (30
ng/ml) durante 24 horas a 37°C y 5% de CO:a.

Determinacién de la expresion de moléculas de superficie en

macroéfagos.
Terminado el tiempo de incubacion de 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 viabilidad de las células con el anticuerpo Zombie Aqua™ Fixable Viability Kit
(Biolegend), dejandolo en un periodo de incubacion de 30 minutos a 4°C.
Posteriormente se realizé la tincion de moléculas de superficie con anticuerpos anti-
humanos: anti-CD80-PECy5 (Biolegend), anti-CD86-PE (Biolegend), anti-HLA-DR-
PECy7 (Biolegend), anti-TLR4-PE (Biolegend), anti-TLR2-PE (Biolegend)para los
macrofagos M1; anti-CD36-FITC (R&D System), anti-DC206-PE (Biolegend), anti-
TLR4-PE (Biolegend), anti-TLR2-PE (Biolegend) para los macréfagos M2. Para los
macrofagos estimulados con IL-17 y los macréfagos sin estimulo se les realizo la
tincion de moléculas con todos los anticuerpos mencionados para macréfagos M1
y M2. Posterior a la adicion del anticuerpo 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 MACsQuant de
Miltenyi, el analisis de los datos obtenidos se realizd con el software FlowJo version
7.6.5 (Tree Star, Inc).

Evaluacion de la formacion de células espumosas.
Los macréfagos diferenciados se incubaron con LDLox (30 pg/ml) durante 24 horas

a 37°C y 5% de COg, concluida la incubacion se recuperaron sobrenadantes y se
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lavaron con PBS y se fijaron con paraformaldehido al 2% durante 10 minutos,
posteriormente se realizé la tincion de lipidos con rojo oleoso al 0.3% (en
isopropanol al 90%) durante 10 minutos, después se lavaron las células con
isopropanol al 60% y fueron contrastados con hematoxilina por dos minutos y se
examinaron en el microscopio confocal a un aumento de 63x (Microscopio de
escaneado laser confocal Leica TCS SP8), las células espumosas positivas se
observan tefiidas de color rojo. El conteo celular de 5 experimentos independientes
fue realizado por dos personas de manera independiente contando un total de 100

células.

Analisis estadistico.
El analisis estadistico fue realizado mediante la prueba de Mann-Whitney para
evaluar diferencias significativas entre los grupos experimentales. Muestras con
p<0.05 fueron considerados significativamente diferentes. El analisis fue realizado
utilizando el programa de cémputo SPSS 12.0 para WINDOWS. Las graficas

muestran media + SEM.
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Resultados

Estrategia de analisis de marcadores de superficie en macréfagos.

Los monocitos se purificaron por seleccion negativa (obteniendo purezas mayores
al 95%), posteriormente se cultivaron 6 dias para su diferenciacion a macréfagos de
acuerdo a los diferentes tratamientos, incluyendo en el dia cinco la polarizacion con
IFN-y y LPS para la diferenciacion a macréfagos M1 para los cultivados en presencia
de GM-CSF, por lo mismo a los macréfagos diferenciados con M-CSF, fueron
polarizados con IL-4, para un desarrollo del fenotipo M2. Posterior a esto se les
determind la expresion de moléculas de superficie, llevando a cabo primero la
tincion de células vivas con la posterior tincion de marcadores de superficie como
se indica en la metodologia.

El andlisis de citometria de flujo fue utilizado para evaluar la expresion de las
distintas moléculas propuestas en los posteriores experimentos. A partir de una
grafica de singletes (figura 5A) se realizd una grafica de puntos de tamano contra
granularidad, donde se permitié identificar a la poblacion de macrofagos (figura 5B),
a partir de esta se realiz6é una ventana de puntos de complejidad contra la expresion
del marcador de viabilidad, en donde las células vivas corresponde a las células no
tefidas (figura 5C), de la cual se realizé una cuarta ventana que permitié identificar
a los macrofagos positivos para el marcador analizado (figura 5D). Esta estrategia
fue utilizada para el analisis de las distintas moléculas determinadas en los

macrofagos, en sus distintos tratamientos.
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Figura 5. Estrategia para la identificacion de macrofagos con base en la
expresion de CD80. A) Grafica de singletes; B) Grafica de puntos de tamafio contra
granularidad; C) Ventana de puntos de complejidad contra la expresion del
marcador de viabilidad; D) Histograma representativo de la expresion de CD80 en
macrofagos (histograma 1 correspondiente a macrofagos diferenciados con la IL-
17; histograma 2 corresponde a macrofagos MO y por ultimo el histograma 3

corresponde a macrofagos M1).
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Efecto de la IL-17 en la diferenciacion de macréfagos en comparaciéon

con el fenotipo de macréfagos M1.
Los macréfagos diferenciados con GM-CSF (40 ng/ml) por 6 dias polarizando en el
dia 5 con IFN-y (25 ng/ml) y LPS (100 ng/ml) por 24 horas, expresan niveles
elevados de CD80, CD86 y de HLA-DR en comparacién con los macréfagos
cultivados solo con medio de cultivo (figura 6A, B y C). El fenotipo obtenido de los
macrofagos en presencia de GM-CSF corresponde a macréfagos M1. Mientras
tanto, los macréfagos diferenciados por seis dias en presencia de IL-17 (60 ng/ml)
muestran niveles similares a los macréfagos solo con medio de cultivo como se
muestra en la figura 6, lo que sugiere que la IL-17 no afecta la expresién de

moléculas de superficie relacionadas al fenotipo de macréfagos M1.

Figura 6. Expresion de moléculas de superficie caracteristicas de macréfagos
M1: CD80, CD86 y HLA-DR. Intensidad media de fluorescencia (IMF) de la
expresion de CD80 (A), CD86 (B) y HLA-DR (C) en macréfagos con el tratamiento
de RPMI, GM-CSF e IL-17 (*p<0.05). Datos promedio de 6 experimentos

independientes por duplicado.
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Efecto de la IL-17 en macréfagos en comparacion con el fenotipo de

macroéfagos M2.
Los macréfagos diferenciados con M-CSF (50 ng/ml) por 6 dias y polarizando en el
dia 5 con IL-4 (50 ng/ml) durante 24 horas, expresan niveles elevados de CD36 y
CD206 en comparacién con solo los macrofagos cultivados solo con medio de
cultivo. El fenotipo obtenido de los macréfagos en presencia de M-CSF corresponde
a macrofagos M2. Sin embargo, los niveles de expresion de las moléculas en
macrofagos diferenciados con IL-17 (60ng/ml) son similares a los macréfagos
cultivados solo con medio de cultivo (figura 7), lo que sugiere que la IL-17 no afecta

la expresion de moléculas de superficie relacionadas al fenotipo de macréfagos M2.

Figura 7. Expresiéon de moléculas de superficie caracteristicas de macréfagos
M2. A) Expresion de CD36 en macrofagos; B) Expresion de CD206 en macréfagos.
Los tratamientos evaluados fueron los correspondientes a macrofagos MO
(macrofagos estimulados solo con medio de cultivo RPMI al 10 % con SFB), M2 y
los estimulados con la IL-17. IMF: Intensidad media de fluorescencia (*p<0.05).

Datos promedio de 6 experimentos independientes por duplicado.
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Participacion/accion de macréfagos M1 en la formacion de células

espumosas.
A pesar de que la IL-17 no induce un incremento en los niveles de expresion de
moléculas de superficie relacionados con macrofagos M1 y M2, decidimos evaluar
el efecto de la IL-17 en la formacion de células espumosas, debido a que la
formacion de células espumosas juega un papel importante en el desarrollo de la
aterosclerosis. Para ello se diferenciaron macrofagos con GM-CSF por seis dias
con su respectiva polarizacién en el dia cinco; entonces los macrofagos fueron
estimulados con LDLox (30 ug/ml) por 24 horas. La tinciéon con rojo oleoso, revelo
que los macrofagos M1, exhiben un incremento del contenido de “droplets” de
lipidos (figura 8B), asi como un aumento en el numero de células espumosas ya
que induce en un 33% la formacién de estas células en comparacién con
macréfagos estimulados con medio de cultivo (MO), los cuales solo un 10%

presentaron cambid a células espumosas (figura 8E).

Participacion de macréfagos M2 en la formacién de células
espumosas.
Se diferenciaron macréfagos con M-CSF (50 ng/ml) por seis dias de acuerdo a lo
ya mencionado en la metodologia; entonces los macréfagos M2 fueron estimulados
con LDLox (30 pg/ml) por 24 horas. La tincion con rojo oleoso, reveld que los
macrofagos M2, exhiben un incremento del contenido de “droplets” de lipidos (figura
8C), asi como un aumento de casi el doble en el numero de células espumosas en

comparacion con macrofagos M1 (figura 8E).

Participacion de los macréfagos diferenciados con la IL-17 en la
formacion de células espumosas.
Se diferenciaron macroéfagos con IL-17 por 6 dias; entonces los macrofagos fueron
estimulados con LDLox (30 ug/ml) por 24 horas. La tinciéon con rojo oleoso revelo
que los macrofagos estimulados con IL-17, exhiben un incremento del contenido de
“droplets” de lipidos (figura 8D), asi como una mayor formacién de células
espumosas (20% del total de células) en comparacion con macréfagos MO (9.5%),

30



sin embargo, presentan una menor proporcion que los macrofagos M1y M2 (figura
8E), lo que sugiere que la IL-17 participa en la formacion de células espumosas pero

en menor grado que los macrofagos M1y M2.

Figura 8. Formacion de células espumosa en los diferentes tipos de
macroéfagos. Microfotografias de los diferentes cultivos de células espumosas,
donde las células positivas se observan tefidas de color rojo. A) Células espumosas
desarrolladas en macréfagos MO en presencia de LDLox; B) Macréfagos M1 en
presencia de LDLox; C) Macréfagos M2 en presencia de LDLox; D) Macréfagos
diferenciados con la IL-17 en presencia de LDLox; (microfotografias tomadas a un
aumento de 63x con Microscopio de escaneado laser confocal Leica TCS SP8).
Datos representativos de 6 experimentos. E) Cuantificacion en porcentaje de células
espumosas formadas a partir de los diferentes tipos de macréfagos, las cuales de
determinaron por su positividad al rojo oleoso (*p<0.05). Datos promedio de 6

experimentos independientes por duplicado.
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Determinacién de TLR2 y TLR4 en macréfagos M1, M2 y diferenciados

con IL-17.
El incremento en el contenido de “droplets” de lipidos (figura 8D), asi como un
aumento en el numero de células espumosas por la IL-17 (figura 8E), ademas de la
carencia de un incremento de los niveles de CD36 al estimulo de la IL-17 (figura
7A), sugiere que otros receptores podrian estar involucrados en la formacion de
células espumosas por la IL-17, por lo que determinamos los niveles de TLR2 y
TLR4. Interesantemente, encontramos que los macréfagos M2 son los que
expresan los niveles mas elevados de TLR2, después los macrofagos M1 y en
menor grado los macrofagos diferenciados con IL-17, en comparacion con los
macrofagos cultivados solo con medio de cultivo, los cuales expresan niveles muy
bajos de TLR2 (figura 9A). Por otro lado, los macréfagos M1 y M2 expresaron de
manera similar altos niveles de TLR4; también la IL-17 indujo un alto incremento de
TLR4 en comparacion con los macréfagos cultivados solo con medio de cultivo
(figura 9B), estos resultados sugieren que la IL-17 aumenta la expresion de TLR2 y

TLR4; y podrian participar en la formacion de células espumosas.

Figura 9. Expresion de TLR2 y TLR4 en los diferentes tipos de macréfagos. A)
Expresion de TLR2 en macréfagos; B) Expresion de TLR4 en macréfagos. Ambos
marcadores medidos en macrofagos MO, M1, M2 y macréfagos diferenciados con
IL-17. IMF: intensidad media de fluorescencia (*p<0.05). Datos promedio de 6

experimentos independientes por duplicado.
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Expresiéon de CD80, CD86 y HLA-DR en macréfagos M1 y diferenciados

con IL-17 en presencia de la LDLox.
La LDLox induce un aumento en la expresion de CD86 en los macrofagos MO.
Mientras tanto, los macréfagos M1 estimulados con LDLox expresan niveles
elevados de CD80, CD86 y HLA-DR (figura 10A, By C, respectivamente). Por otro
lado, la IL-17 en presencia de LDLox parece inducir un aumento en los niveles de
CD80 en comparacion con los macrofagos obtenidos solo con medio de cultivo en
presencia de la LDLox, sin embargo no es de manera significativa (figura 10A).
Mientras tanto, los niveles de CD86 y HLA-DR no se afectan en los macréfagos

diferenciados con IL-17 en presencia de la LDLox (figura 10B y C).

Figura 10. Expresion de moléculas de superficie CD80, CD86 y HLA-DR en
macroéfagos estimulados con LDLox. A) Expresion de CD80 en macrdéfagos; B)
Expresion de CD86 en macrofagos y C) Expresion de HLA-DR en macréfagos,
todos los tipos de macréfagos bajo el estimulo de LDLox por 24 horas después de
haber realizado su diferenciacion con los diferentes tratamientos. IMF: intensidad
media de fluorescencia (*p<0.05). Datos promedio de 6 experimentos

independientes por duplicado.
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Expresiéon de CD36 y CD206 en macréfagos M2 y diferenciados con IL-

17.
La LDLox por si sola no afecta la expresién de CD36 y CD206 en los macréfagos
MO (figura 7A y B respectivamente). Por otro lado, los macréfagos M2 estimulados
con LDLox expresan significativamente niveles elevados de CD36 y CD206 (figura
11A y B). Mientras tanto los macréfagos diferenciados con IL-17 en presencia de la
LDLox incrementan los niveles de CD206 (figura 11B), no asi la expresiéon de CD36
(figura 11A).

Figura 11. Expresion de moléculas de superficie CD36 y CD206 en los
diferentes tipos de macréfagos estimulados con LDLox. A) Expresion de CD36
en los diferentes tipos de macréfagos; B) Expresiéon de CD206 en los diferentes
tipos de macréfagos. Los monocitos humanos se diferenciaron a macréfagos con el
tratamiento de RPMI al 10 % con SFB, M-CSF e IL-17, durante 6 dias, cada 2 dias
se cambid el medio de acuerdo al tratamiento. Estimulando con LDLox durante 24
horas, terminado el periodo de diferenciacion. IMF: intensidad media de
fluorescencia (*p<0.05). Datos promedio de 6 experimentos independientes por

duplicado.
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Determinacién de TLR2 y TLR4 en macréfagos estimulados con

LDLox.
La expresion de TLR2 después de la estimulacion con LDLox (30pug/ml) se mantuvo
alta en los macrofagos M1, M2 y en los diferenciados bajo el estimulo de la IL-17
(figura 12A), de la misma manera para TLR4 (figura 12B), manteniéndose baja la
expresion de ambos TLRs en macréfagos estimulados solo con LDLox (figura 12A
y B). Lo cual nos indica que la LDLox no presenta un efecto para el aumento en la

expresion de estos marcadores.

Figura 12. Expresion de TLR2 y TLR4 en los diferentes tipos de macroéfagos
después de la estimulacion con LDLox. A) Expresion de TLR2 en los diferentes
tipos de macréfagos; B) Expresion de TLR4 en os diferentes tipos de macrofagos.
La cuantificacion se llevd a cabo posterior a la estimulacion con LDLox (24 horas).
IMF: intensidad media de fluorescencia (*p<0.05). Datos promedio de 6

experimentos independientes por duplicado.
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Discusion

La aterosclerosis se caracteriza como una enfermedad inflamatoria cronica,
progresiva y multifactorial, en la cual hay una compleja interaccion entre diversos
tipos de células y redes de citocinas. En este contexto, los macréfagos son actores
clave en el desarrollo, progresion y estabilidad de la placa aterosclerotica, debido a
que contribuyen a la formacién del nucleo y la degradacion de la capa fibrosa. Por
otro lado, los macréfagos pueden adoptar diversos fenotipos de acuerdo al

microambiente al que estén expuestos [42].

En este estudio demostramos que la IL-17 no afecta la expresion de marcadores
caracteristicos de macréfagos M1 (CD80, CD86, HLA-DR), tampoco de marcadores
M2 como CD36 y CD206, lo que sugiere que la IL-17 no afecta la diferenciacién
hacia un fenotipo M1 o M2. Estas observaciones coinciden con lo que se ha
reportado en un estudio, que demuestra que la IL-17 no afecta la expresion de
marcadores de macrofagos M1 y M2 [43], pero si se ha encontrado que la IL-17

dispara la secrecion de citocinas pro-inflamatorias en macréfagos [44].

En la aterosclerosis se ha demostrado que moléculas endégenas como LDLox
participan en el desarrollo de la lesién [45], mas aun la LDLox participa en la
formacion de células espumosas [46]. En este sentido, nosotros decidimos
investigar la participacion de la IL-17 en la formacién de células espumosas. Los
resultados obtenidos muestran que los macréfagos diferenciados con IL-17 forman
mas células espumosas que los macrofagos MO. También en este estudio,
demostramos que los macréfagos M1 son resistentes en la formacion de células
espumosas; en contraste, los macréfagos M2 fueron los que generaron el mayor
numero de células espumosas, y con respecto a nuestra pregunta inicial, los
resultados sugieren que la IL-17 es capaz de participar en la formacion de células
espumosas, las cuales son esenciales en el desarrollo de la placa aterosclerosa. Al
respecto, se ha demostrado en placas de pacientes humanos la presencia de la IL-

17 que se co-localiza con macrofagos [47], en el mismo contexto, se ha demostrado

36



un incremento de los niveles de IL-17 en circulacion de pacientes con enfermedad

cardiovascular y se ha asociado con la vulnerabilidad de la placa [48].

Evidencias previas han demostrado que CD36 es esencial en la formacién de
células espumosas [46]. Sin embargo, nosotros no encontramos que la IL-17 afecte
la expresion de CD36. Por lo tanto, decidimos analizar la expresion de TLR2 y TLR4,
los cuales también se han reportado como moléculas clave para la formacion de
células espumosas [46]. Interesantemente, los resultados muestran que la IL-17
induce un incremento de TLR2 y TLR4, similar al encontrado en los macrofagos M1
y M2, lo que sugiere que la IL-17 podria inducir la formacion de células espumosas
a través de los receptores TLR2 y TLR4. Mas aun se ha reportado que la IL-17
favorece la captaciéon de LDL modificada a través de macropinocitosis, lo que podria

contribuir en la formacién de células espumosas [49].

La LDLox es una molécula pro-aterogénica e induce la activacion de macréfagos
[50], por lo que decidimos investigar la participaciéon de macréfagos diferenciados
con IL-17 al estimulo de la LDLox en la expresion de marcadores de activacion
relacionados con los macrofagos M1y M2. Los resultados obtenidos muestran que
los macrofagos diferenciados con la IL-17 en presencia de la LDLox aumentan la
expresion de CD206, un marcador asociado a macrofagos M2, y se observa una
tendencia a aumentar CD86 relacionado con macrofagos M1, lo que sugiere que la
IL-17 en presencia de la LDLox induce un macréfago distinto al reportado para M1
y M2. Estudios previos sugieren, que la IL-17 puede inducir indirectamente
macrofagos anti-inflamatorios donde se demuestra, que depende de un estimulo
adicional como IL-10y glucocorticoides [51]. En contraste macréfagos estimulados
con IL-17 en presencia de M-CSF o GM-CSF inducen la produccién de CCL4 y
CCLS5, quimiocinas involucradas en el reclutamiento de linfocitos y monocitos hacia

los sitios de inflamacion [52].
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Conclusiones

Los resultados presentados en este trabajo sugieren que IL-17 no induce per se la
diferenciacion especifica de macrofagos M1 o M2. Por otro lado, la IL-17 induce la
formacion de células espumosas, asi como un incremento en la expresion de TLR2
y TLR4 en macrofagos humanos. Ademas la IL-17 en presencia de la LDLox induce
un aumento en la expresion de CD206 y una tendencia en el aumento de CD80,
estos resultados en su conjunto sugieren que la IL-17 puede contribuir en la

patogénesis de la aterosclerosis.
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Perspectivas
Con base en estos resultados se propone analizar la secrecidn de citocinas en los
diferentes tipos de macrofagos antes y después de la estimulacién con la LDLox,

asi como, determinar el papel de la IL-17 en la formacion de células espumosas a

través de TLR2 y TLR4.
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