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1. RESUMEN 

 

 

Acinetobacter baumannii es un patógeno asociado a la atención sanitaria considerado una grave 

amenaza para la salud humana debido a la resistencia a antibióticos que se presenta en un elevado 

porcentaje de los aislados clínicos. Debido a esto, la Organización Mundial de la Salud (OMS) ha 

perfilado a A. baumannii como un patógeno para el que es prioridad crítica desarrollar nuevos 

tratamientos menos susceptibles a la resistencia a antibióticos. Entre las manifestaciones clínicas que 

causa este patógeno se encuentran la neumonía, la bacteremia y las infecciones de la piel. 

 

La resolución de una infección no solo depende del efecto del antibiótico sobre el patógeno, sino 

también de los mecanismos de defensa montados por el hospedero para combatir al patógeno. No 

obstante, los mecanismos de defensa que se presentan como consecuencia de las infecciones en piel por 

A. baumannii no han sido estudiados.  

 

La interleucina 17 (IL-17) es una citocina de la que se ha reconocido su importancia en el 

mantenimiento y defensa de las barreras corporales contra patógenos extracelulares a través de la 

modulación positiva del reclutamiento de neutrófilos y la producción de péptidos antimicrobianos. Estos 

mecanismos de defensa han sido identificados en respuesta a la infección por A. baumannii en modelos 

de infección como neumonía.  

 

Mediante el desarrollo de un modelo murino de infección subcutánea por dos cepas distintas de A. 

baumannii, ATCC 17978 y A578, entre cuyas características fenotípicas destaca la diferente 

susceptibilidad a antibióticos, evaluamos la participación y contribución de IL-17 al control y resolución 

de la infección subcutánea por A. baumannii.  

 

Pese a que no observamos inducción significativa de la transcripción y la traducción de IL-17 en 

respuesta a la infección subcutánea por A. baumannii ATCC 17978, identificamos la inducción 

significativa de ambos procesos en respuesta a la infección subcutánea por A. baumannii A578. Aunque 

es necesario realizar experimentos adicionales, nuestros resultados preliminares sugieren que durante las 

primeras 12 horas postinfección, diferentes poblaciones celulares contribuyen a la producción de IL-17 

en el sitio de infección. Entre las poblaciones celulares productoras de IL-17 luego de la infección por A. 

baumannii hemos identificado neutrófilos, linfocitos TCRαβ+ y células TCRγδ. Nuestros resultados 

también sugieren que los porcentajes y números de las diferentes poblaciones celulares que contribuyen 

a la producción de IL-17 tras la infección por A. baumannii, difieren entre los grupos de ratones 

infectados con cada una de las dos diferentes cepas bacterianas y entre los diferentes tiempos de infección 

evaluados. Sin embargo, corroboramos que la presencia de IL-17 no es esencial para el control de la 

infección subcutánea por A. baumannii, ya que, ratones deficientes de IL-17 sobreviven a la infección.  

 

Adicionalmente corroboramos que la patología inducida por la cepa A578 es más severa en 

comparación con la observada durante la infección por ATCC 17978. 

 

Nuestros hallazgos sugieren que la interacción de patógeno hospedero presenta diferencias entre cepas 

distintas de patógenos, pese a pertenecer a una misma especie. 
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ABSTRACT 

 

 

Acinetobacter baumannii is a health care-associated pathogen considered a serious threat to human 

health due to the high antibiotic resistance rates found in a high percentage of clinical isolates. Because 

of this, the World Health Organization (WHO) has identified A. baumannii as a pathogen for which 

developing new treatments, less susceptible to antibiotic resistance, is a critical priority. Among the 

clinical manifestations caused by this pathogen are pneumonia, bacteremia, and skin infections. 

 

The resolution of an infection depends not only on the effect of the antibiotic on the pathogen, but also 

on the defense mechanisms by the host to combat such pathogen. Nevertheless, the immunological 

mechanisms against skin infections caused by A. baumannii have not been studied.  

 

Interleukin 17 (IL-17) is a cytokine that has been recognized for its important role in the maintenance 

and defense of corporal barriers against extracellular pathogens through the upregulation of neutrophil 

recruitment and the production of antimicrobial peptides. These defense mechanisms have been 

identified in response to A. baumannii infection in models such as pneumonia. 

 

Through the development of a murine model of subcutaneous infection using two different strains of 

A. baumannii, ATCC 17978 and A578, whose phenotypic characteristics include differential 

susceptibility to antibiotics, we evaluated the involvement and contribution of IL-17 to the control and 

resolution of the subcutaneous infection by A. baumannii.  

 

Despite of the fact that we did not observe significative induction of the transcription nor the translation 

of IL-17 in response to the subcutaneous infection by A. baumannii ATCC 17978, we identified 

significative induction of both processes, transcription and translation of IL-17, in response to the 

subcutaneous infection by A. baumannii A578. Although additional experiments are required, our 

preliminary results suggest that within the first 12 hours postinfection diverse cell populations, such as 

neutrophils, TCRαβ+ lymphocytes, and TCRγδ cells contribute to the production of IL-17 at the site of 

infection. Our results also suggest that the percentages as well as the numbers of different cell populations 

which contribute to the production of IL-17 after the infection by A. baumannii, vary between the groups 

of mice infected either with ATCC 17978 or with A578, as well as between the different evaluated 

postifection-timepoints. Nevertheless, we confirmed that IL-17 is not essential for the control of the 

subcutaneous infection caused by A. baumannii, since IL-17-deficient mice survive the infection. 

 

Additionally, we confirmed that the pathology induced by the A578 strain is more severe compared to 

that observed during infection by the ATCC 17978 strain. 

 

Our findings suggest that the host-pathogen interaction presents some significant differences between 

infections caused by different strains of pathogens, despite belonging to the same species. 
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2. ABREVIATURAS  

 
Abreviatura Español Inglés 

3’ UTR región 3’ no traducida  3’ untranslated region 

A. baumannii  Acinetobacter baumannii  Acinetobacter baumannii  

A. fumigatus Aspergillus fumigatus Aspergillus fumigatus 

ACB 
complejo Acinetobacter calcoaceticus-

Acinetobacter baumannii 

Acinetobacter calcoaceticus-

Acinetobacter baumannii complex 

AIRE regulador autoinmune autoimmune regulator 

ANOVA prueba de análisis de varianza analysis of variance 

ARE-BP 
proteínas de unión a elementos ricos en 

adenilato-uridilato  

adenylate-uridylte-rich element-

binding proteins 

ARN ácido ribonucléico ribonucleic acid 

ARNm ácido ribonucléico mensajero messenger ribonucleic acid 

ATCC Colección Americana de Cultivos Tipo American Type Tissue Collection 

B. burgdorferi  Borrelia burgdorferi  Borrelia burgdorferi  

B. canis Brucella canis  Brucella canis  

B. pertussis  Bordetella pertussis  Bordetella pertussis  

C. albicans  Candida albicans  Candida albicans  

C. rodentium Citrobacter rodentium Citrobacter rodentium 

C/EBP 
proteína de unión a la secuencia 

potenciadora CCAAT  
CCAAT/enhancer binding proteins 

cADN 
ácido desoxirribonucléico 

complementario  
complementary  deoxyribonucleic acid 

CCL ligado de quimiocina con motivo C-C chemokine (C-C motif) ligand  

CD cúmulo de diferenciación  cluster of differentiation 

CDC 
Centros para el Control y la Prevención 

de Enfermedades  

Centers fos Disease Control and 

Prevention 

CLSI 
Instituto de Normas Clínicas y de 

Laboratorio 

Clinical and Laboratory Standards 

Institute 

cm2 centímetros cuadrados square centimeters 

CTLA-8 antígeno 8 de linfocitos T citotóxicos  
cytotoxic T-lymphocyte-associated 

antigen 8 

CXCL 
ligando de quimiocina con motivo C-

X-C 
chemokine (C-X-C motif) ligand  

DETCs células T dendríticas epiteliales  dendritic epithelial T cells 

DLNs ganglios linfáticos drenantes draining lymph nodes 

dNTPs 2’-deoxinucleótidos trifosfato 2’-deoxynucleotide triphosphates 

DTT ditiotreitol dithiothreitol 

E. coli  Escherichia coli  Escherichia coli  

EDTA ácido etilendiaminotetraacético Ethylenediaminetetraacetic acid 

eGFP proteína verde fluorescente mejorada  enhanced green fluorescent protein 
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EGFR 
receptor del factor de crecimiento 

epidermal 
epidermal growth factor receptor 

ELISA 
ensayo de inmunoadsorción ligado a 

enzima  
enzyme-Linked Immunosorbent assay 

ENA-78 
péptido epitelial activador de 

neutrófilos (78 aminoácidos) 

epithelial neutrophil-activating peptide 

(78 amino acids) 

ESKAPE 

Enterococcus faecium, Staphylococcus 

aureus, Klebsiella pneumoniae, 

Acinetobacter baumannii, 

Pseudomonas aeruginosa y 

Enterobacter spp 

Enterococcus faecium, Staphylococcus 

aureus, Klebsiella pneumoniae, 

Acinetobacter baumannii, 

Pseudomonas aeruginosa and 

Enterobacter spp 

EUCAST 
comité europeo de pruebas de 

sensibilidad a los antimicrobianos 

European Committee on Antimicrobial 

Susceptibility Testing 

FcεRIα 
cadena alfa del receptor de la fracción 

cristalizable de inmunoglobulinas E 

alpha chain of the receptor for the Fc 

región of immunoglobulin E 

FDA 

Administración de Alimentos y 

Fármacos de los Estados Unidos de 

América  

Food and Drug Administration 

Fig. figura figure 

g gramo gram 

g fuerza g g-force 

G-CSF 
factor estimulante de colonias de 

granulocitos  
granulocyte colony-stimulating factor 

GM-CSF 
factor estimulante de colonias de 

granulocitos y macrófagos 

granulocyte-macrophage colony-

stimulating factor 

i.p. intraperitoneal intraperitoneal 

IFN-γ interferón gamma interferon gamma 

IGF-1 
factor de crecimiento 1 similar a la 

insulina 
insulin-like growth factor 

IL interleucina interleukin 

IL-17A/F KO 

ratones B6.Cg-Il17a/Il17ftm1.1Impr 

Thy1a/J deficientes de IL-17A e IL-

17F 

B6.Cg-Il17a/Il17ftm1.1Impr Thy1a/J mice 

ILC células linfoides innatas innate lymphoid cells 

IMF intensidad media de fluorescencia mean fluorescence intensity 

iNKTs células asesinas naturales T invariantes  invariant natural killer T cells 

IRES sitio interno de entrada al ribosoma internal ribosome entry site 

K. pneumoniae Klebsiella pneumoniae Klebsiella pneumoniae 

KC quimiocina derivada de queratinocitos keratinocyte-derived chemokine 

kDa kilodáltones kilodaltons 

L. 

monocytogenes 
Listeria monocytogenes Listeria monocytogenes 

L. pneumophila  Legionella pneumophila  Legionella pneumophila  

LB medio de lisogenia  lysogeny broth 

Lin linaje lineage 
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LPS lipopolisacárido lipopolysaccharide 

LTi-like 
células tipo células inductoras de tejido 

linfoide 
lymphoid tissue inducer cells 

LTis células inductoras de tejido linfoide lymphoid tissue inducer cells-like 

Ly6G 
locus G del complejo 6 del antígeno 

linfocitario 
lymphocyte antigen 6 complex, locus G 

M. tuberculosis  Mycobacterium tuberculosis  Mycobacterium tuberculosis  

MAIT 
linfocitos T invariantes asociados a la 

mucosa  
mucosal-associated invariant T cells 

MAPK 
proteínas cinasa activadas por 

mitógeno  
mytogen-activated protein kinases 

MATE 
expulsión multifármacos y compuestos 

tóxicos 

multidrug and toxic compound 

extrusion 

MCP proteína quimioatrayente de monocitos monocyte chemoattractant protein 

MDR multidrogorresistente multridrugreaistant 

MFS facilitadores principales major facilitator superfamily 

mg miligramo milligram 

MIP proteina inflamatoria de macrófagos macrophage inflammatory protein 

mL mililitro milliliter 

mM milimolar millimolar 

MMP metaloproteasa de matriz extracelular  matrix metalloprotease 

moDCs 
células dendríticas derivadas de 

monocitos 
monocyte-derived dendritic cells 

Mφs macrófagos macrophages 

N.D. no detectado non-detected 

NDLNs ganglios linfáticos no drenantes non-draining lymph nodes 

NKs células asesinas naturales natural killer cells 

nTh17 células T cooperadoras 17 naturales naturat T helper cells 

OMS Organización Mundial de la Salud World Health Organization 

P. aeruginosa Pseudomonas aeruginosa Pseudomonas aeruginosa 

P. berghei  Plasmodium berghei  Plasmodium berghei  

PBP proteínas de unión a penicilina penicillin binding protein 

PBS 
solución salina amortiguada con 

fosfatos 
phosphate-buffered saline 

PDR pandrogorresistente pandrug-resistant 

pg picogramo picogram 

pH potencial de hidrógeno hydrogen potentitial 

poli I:C ácido poliinosínico-policitidílico polyinosinic:polycytidylic acid 

RNAseq secuenciación de ácido ribonucleico ribonucleic acid-sequencing 

RND resistencia-nodulación-división resistance-nodulation-division 

RORγt 

la isoforma específica de timo del 

receptor gamma huérfano relacionado 

con el receptor del ácido retinóico 

thymus-specific isoform of the retinoic 

acid receptor-related orphan receptor 

gamma 
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RPMI medio Roswell Park Memorial Institute 
Roswell Park Memorial Institute 

medium 

RT-PCR 
reacción en cadena de la polimerasa 

con transcripción inversa 

reverse transcription polymerase chain 

reaction 

S. aureus Staphylococcus aureus Staphylococcus aureus 

S. epidermidis Staphylococcus epidermidis Staphylococcus epidermidis 

SFB suero fetal bovino fetal bovine serum 

SMR resistencia pequeña a multifármacos small multidrug resistance 

sp. especie  species 

spp. especies several species 

Supl. suplementaria supplementary 

T. cruzi Tripanosoma cruzi Tripanosoma cruzi 

TCR receptor de linfocitos T T-cell receptor 

TGF-β 
factor de crecimiento transformante 

beta 
transforming growth factor beta 

Th linfocito T cooperador T helper cell 

TLR receptor tipo toll toll like receptor 

TNF-α  factor de necrosis tumoral alfa tumor necrosis factor alpha  

TRAF factor asociado al receptor de TNF  TNF receptor associated factor 

UFCs unidades formadoras de colonias  forming coloy units 

VEGF 
factor de crecimiento vascular 

endotelial 
vascular endothelial growth factor 

WT silvestre wild type 

XDR 
extensivamente/extremadamente  

drogorresistente 
extensively drug-resistant 

α-GalCer alfa-galactosilceramida  alpha-Galactosylceramide 

μg microgramo microgram 

μL mililítros microliter 

μm micrómetro micrometer 

μM micromolar micromolar 
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3. INTRODUCCIÓN 
 

 

3.1. INFECCIONES ASOCIADAS A LA ATENCIÓN SANITARIA CAUSADAS 

POR MICROORGANISMOS RESISTENTES A ANTIBIÓTICOS 
 

 

De acuerdo con la organización mundial de la salud (OMS), las infecciones asociadas a la atención 

sanitaria, también llamadas infecciones adquiridas en el entorno sanitario, infecciones nosocomiales o 

infecciones hospitalarias; son aquéllas que se presentan en un paciente durante la atención médica e 

incluyen las infecciones que ocurren tras el alta hospitalaria, que no estaban presentes ni en periodo de 

incubación al tiempo de la admisión e infecciones ocupacionales que afectan al personal que proporciona 

servicios de atención a salud. Las infecciones asociadas a la atención sanitaria son el efecto adverso más 

común en la atención sanitaria y se presentan con mayor frecuencia en países de ingresos económicos 

bajos y medios, en comparación con los países de ingresos altos [1].  

 

Debido a las complicaciones para recolectar datos relacionados con las infecciones asociadas a la 

atención sanitaria, en parte por la falta de criterios uniformes para el diagnóstico de las mismas, no es 

posible conocer su prevalencia ni su impacto [2, 3], aunque la OMS reporta una prevalencia de 7 % en 

países desarrollados y de hasta 10 % en países en vías de desarrollo [4].  

 

Entre las consecuencias negativas de las infecciones asociadas a la atención sanitaria, se encuentran la 

prolongación en la atención médica hacia el paciente, deterioro en la salud del mismo, alteraciones 

socioeconómicas, contribución en el aumento de la resistencia a antimicrobianos e incremento en la tasa 

de mortalidad [4]. 

 

Una condición prevalente en los establecimientos de atención a la salud es el empleo de antibióticos 

[5]. La presión de selección que genera la presencia de éstos en el entorno sanitario y, en menor medida, 

el contacto entre pacientes y personal que brinda los servicios, favorecen la presencia y diseminación de 

resistencia entre microorganismos, algunos de los cuales suelen ser causantes de infecciones asociadas a 

la atención sanitaria [5-8].  

 

Durante 2015 y 2017, el sistema más grande de seguimiento de infecciones asociadas a la atención 

sanitaria de los Estados Unidos de América, denominado Red Nacional de Seguridad Sanitaria (National 

Healthcare Safety Network) de los Centros para el Control y la Prevención de Enfermedades (CDC; 

Centers for Disease Control and Prevention) reportó resistencia a múltiples antibióticos en las especies 

de patógenos que con mayor frecuencia se identificaron como agentes etiológicos de infecciones 

asociadas a la atención sanitaria, en porcentajes que van desde 1.9 % hasta 43.1 % [9]. 

 

Los microorganismos resistentes a antibióticos identificados con mayor frecuencia como causantes de 

infecciones asociadas a la atención sanitaria han sido incluidos en un grupo denominado ESKAPE, 

designado de esta manera por el acrónimo de las especies bacterianas que se incluyen en él (Enterococcus 

faecium, Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter baumannii, Pseudomonas 

aeruginosa, y Enterobacter spp) y porque, debido a los múltiples mecanismos de resistencia que 

presentan, dichas bacterias escapan a la acción de diversos antibióticos. Esto último dificulta el 

tratamiento de las infecciones causadas por el grupo ESKAPE, así como la contención de los brotes que 

provocan [7, 10].  
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3.2. Acineobacter baumannii 
 

Acinetobacter baumannii es un cocobacilo pleomórfico Gram negativo (Fig. 1 [11-13]), aerobio 

estricto, no fastidioso (es decir que no requiere condiciones ambientales o nutricionales estrictas para su 

crecimiento) [14, 15], positivo para catalasa y negativo a oxidasa, no fermentador y de motilidad variable, 

que pertenece a la familia Moraxellaceae. Este patógeno oportunista extracelular es causante de un 

amplio rango de infecciones, principalmente asociadas a la atención sanitaria y, en menor medida, de 

infecciones adquiridas en la comunidad [14, 16].  

 

 

A. B. C. 

   
Figura 1.  A. Amplificación 10X de colonias de A. baumannii obtenidas tras 48 horas de incubación a 37 °C en agar sangre 

de carnero. [11]. B. Amplificación 1000X de tinción Gram realizada a un cultivo de A. baumannii en fase de crecimiento 

exponencial [12]. C. Microscopía electrónica de barrido que muestra la amplificación 27600X de un cúmulo de A. baumannii 

[13].  

 

 

El género al que pertenece A. baumannii actualmente incluye más de 70 especies [17-19], 4 de ellas 

(Acinetobacter calcoaceticus, A. baumannii, Acinetobacter pitti y Acinetobacter nosocomialis) son muy 

parecidas fenotípicamente y se han designado con el término “complejo Acinetobacter calcoaceticus-

Acinetobacter baumannii” (Complejo ACB) [14, 20]. Este complejo incluye a las especies del género 

que, mayormente, son causantes de infecciones asociadas a la atención sanitaria, siendo A. baumannii el 

patógeno identificado con mayor frecuencia de entre las especies del complejo ACB [14, 21].  

 

 

 

3.3. INFECCIONES EN PIEL Y TEJIDO BLANDO POR A. baumannii 
 

 

Entre las infecciones que puede causar A. baumannii se encuentran neumonía, septicemia, infecciones 

de la piel y tejido blando, osteomielitis, infecciones en el tracto urinario, endocarditis y meningitis, y se 

presentan con mayor frecuencia en personas inmunocomprometidas, que cursan con comorbilidades 

crónicas o que se someten a procedimientos invasivos [22-24]. De entre éstas, la que con mayor 

frecuencia causa A. baumannii es la neumonía, a menudo asociada al uso de ventiladores [25], seguida 

de infecciones en piel y tejido blando [26, 27].  

 

Diferentes trabajos [28-32] han identificado a A. baumannii como un patógeno oportunista de 

relevancia en el contexto de infecciones en piel y tejido blando que se presentan en heridas quirúrgicas, 



9 
 

quemaduras, lesiones y en menor medida, en infecciones adquiridas en la comunidad [33-35]. 

Desafortunadamente, gran parte de la información que se tiene sobre las infecciones en piel y tejido 

blando por A. baumannii se limita a cuestiones epidemiológicas o al estudio de casos, [36-38] sin ahondar 

sobre los mecanismos moleculares que se producen durante el curso de la infección. Adicionalmente, 

algunas especies de Acinetobacter se han identificado como colonizadores de la piel de acuerdo con lo 

reportado en estudios realizados en individuos sanos, así como en pacientes hospitalizados sin 

procedimientos invasivos y en personal empleado en establecimientos de atención a la salud [21, 39-40]. 

 

La incidencia de infecciones en piel y tejido blando por A. baumannii se ha visto favorecida, en parte, 

a que la resistencia a múltiples antibióticos de este patógeno ha ido en aumento [41]. A. baumannii se ha 

identificado como el agente causal de diferentes tipos de infecciones en la piel, tales como celulitis [42], 

abscesos [43, 44], foliculitis [45] y fascitis necrosante [46, 47], Estas distintas infecciones afectan 

diferentes estratos de la piel, e incluyen infecciones que afectan capas superficiales, hasta infecciones 

profundas que posteriormente dan lugar a osteomielitis o a bacteremia [37, 48, 49]. 

 

Un estudio de vigilancia epidemiológica realizado entre 1998 y 2004 por los laboratorios JMI, reportó 

a Acinetobacter spp. entre los principales 10 microorganismos causantes de infecciones en piel y tejido 

blando, tanto en América Latina como en Europa [38]. Mientras que un estudio realizado en 2006 en el 

que participaron 104 unidades de atención a quemados de los Estados Unidos de América reportó una 

prevalencia del 9 % de Acinetobacter sp. [50]. En países como China y Singapur, A. baumannii ha sido 

identificada como la principal bacteria responsable de infecciones en lesiones por quemadura (agente 

etiológico de hasta 88.89 % y 23.4 %, respectivamente, de las lesiones infectadas estudiadas) [51-53] y, 

de manera alarmante, un gran porcentaje de las cepas de A. baumannii que se han aislado de pacientes 

con quemaduras, presentan resistencia a antibióticos (53 %) [52, 54, 55]. Entre los factores de riesgo para 

que los pacientes quemados adquieran infección por A. baumannii resistente a antibióticos se encuentran 

quemaduras superiores al 30 % de la superficie corporal total, escisión tardía de la quemadura, 

internamiento posterior al primer día de la quemadura, estancias prolongadas en unidad de cuidados 

intensivos y exposición a procedimientos invasivos, así como el uso previo de antibióticos [52]. 

 

La infección por A. baumannii en pacientes con quemaduras dificulta la cicatrización y favorece la 

pérdida de injertos [52]. En el caso de estos pacientes, las infecciones causadas por A. baumannii no sólo 

se limitan a la zona de la piel afectada, sino que suelen presentar neumonía, bacteremia, así como 

infecciones del tracto urinario [51]. Cabe señalar que la presencia de A. baumannii como colonizador en 

el área lesionada ha sido reportada tanto de forma independiente como sin hacer distinción respecto a su 

condición de patógeno [51, 53].  

 

Otros grupos severamente afectados por infecciones en piel y tejido blando cuyo agente etiológico es 

A. baumannii, son los sobrevivientes de desastres naturales como terremotos [56, 57] desastres causados 

por el hombre, como ataques terroristas [58] o incursiones militares preferentemente en Oriente Medio 

[49, 59-62]. Durante 2002 y 2004 se reportó una alta incidencia de infecciones en piel y tejido blando 

causadas por A. baumannii en el personal militar con inclusiones en Irak, Kuwait y Afganistán [59-62]. 

De las infecciones causadas por A. baumannii durante dicho periodo, el 17.0 % se reportó como 

infecciones en piel y tejido blando [49].  

 

De manera general, la mortalidad de las infecciones en piel y tejido blando causadas por A. baumannii 

llega a ser de hasta el 30 % [37] y en México, de las infecciones causadas por A. baumannii, entre 23.2-

38.9 % se reportan en piel y tejido blando [63-65].  
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Pese a que A. baumannii se encuentra dentro de los primeros agentes etiológicos causantes de 

infecciones en piel y tejido blando asociadas a la atención sanitaria [38], a la fecha no se han realizado 

estudios sobre la respuesta inmunológica de piel en respuesta a esta infección.  

 

 

 

3.4. RESISTENCIA A ANTIBIÓTICOS EN A. baumannii 
 

 

La importancia clínica de A. baumannii radica en el incremento en la prevalencia de este patógeno y, 

sobre todo, en su capacidad de expresar resistencia a múltiples fármacos antimicrobianos [37].  

 

De manera general, la resistencia a antimicrobianos (antibióticos, antifúngicos, antivirales y 

antiparasitarios) se presenta cuando los microorganismos adquieren la habilidad de crecer o sobrevivir 

en concentraciones de agentes empleados para matarlos o para inhibir su crecimiento a las que 

previamente no lograban sobrevivir o crecer [66-68]. Pese a que esta situación es un fenómeno natural 

de la evolución [69], en el ámbito clínico implica un grave problema de salud [70].  

 

En la clínica, la condición de resistencia para un patógeno puede definirse con referencia a la población 

de microorganismos previa a la exposición a un fármaco antimicrobiano, pero también con relación a la 

capacidad de un paciente para controlar la infección bajo un tratamiento antimicrobiano dado [71]. En 

consistencia con esto último, el comité europeo de pruebas de sensibilidad a los antimicrobianos 

(EUCAST, del inglés European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing), considera 

resistentes a determinado antibiótico, a los microorganismos para los que, incluso a exposición 

incrementada, en dosis o tiempo, el antibiótico en cuestión tiene una alta probabilidad de resultar en falla 

terapéutica [72, 73]. Adicionalmente, en el ámbito clínico, con el fin de hacer referencia a la capacidad 

de los microorganismos para tolerar el efecto de los antibióticos, no solo se emplea el término 

“resistente”, sino también se utiliza un término más amplio en el que se incluye a los microrganismos 

resistentes; este término es el de “microorganismos no susceptibles”.  Un microorganismo, no susceptible 

es aquél que, con base en los puntos de corte de importancia clínica establecidos por la EUCAST,  por 

el Instituto de Normas Clínicas y de Laboratorio (CLSI, del inglés Clinical and Laboratory Standards 

Institute) o por la Administración de Alimentos y Fármacos de los Estados Unidos de América (FDA, 

del inglés Food and Drug Administration), muestra no- susceptibilidad, susceptibilidad intermedia 

(susceptibilidad dependiente de la dosis) o resistencia durante las pruebas in vitro [74], criterios que 

difieren para cada prueba y microorganismo y que consideran la extrapolación al uso terapéutico de los 

antimicrobianos [72, 74]. 

 

De manera general, se considera multidrogorresistente (MDR) a aquel microorganismo que muestra 

resistencia a más de un agente antimicrobiano tras la evaluación del efecto de éstos in vitro. Sin embargo, 

ésta no es la única definición para el término MDR, ya que éste también suele emplearse para hacer 

referencia a un microorganismo de importancia clínica que presenta resistencia a un determinado 

antimicrobiano que es considerado clave para el tratamiento de las infecciones causadas por dicho 

patógeno, aunque adicionalmente, estos microorganismos suelen mostrar resistencia a otros 

antimicrobianos [74].  

 

Para referirse a microorganismos que presentan resistencia a antibióticos de diversas categorías, 

algunos autores emplean los términos “extremadamente/extensivamente drogorresistente” o XDR y 

“pandrogorresistente” o PDR [74, 75]. Pese a que no existe un consenso sobre la definición de cada uno 
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de ellos y en ocasiones suelan emplearse indistintamente [75], se ha propuesto designar con estos 

distintos términos a cepas de patógenos, entre ellos, A. baumannii con base en el perfil de resistencia a 

antibióticos de diferentes categorías (Tabla 1) de acuerdo con su importancia epidemiológica [74]. De 

esta manera, Magiorakos y colaboradores [74], sugieren que las cepas de A. baumannii se consideren 

MDR cuando son no susceptibles a al menos un agente de tres de las diferentes categorías de antibióticos 

mostradas en la tabla 1; que se designen XDR cuando son no susceptibles a, al menos, un agente de todas 

las categorías de antibióticos, excepto 2 de las mostradas en la tabla 1; y que se consideren PDR cuando 

son no susceptibles a todos los agentes incluidos en la tabla 1. 

 
 

 

Tabla 1. Agentes antimicrobianos de relevancia clínica para clasificar cepas de A. baumannii como MDR, XDR o PDR. 

Basada en Magiorakos y colaboradores, 2012. 

Categoría de Antimicrobianos Antimicrobiano 

Aminoglucósidos 

Gentamicina 

Tobramicina 

Amicacina 

Netilmicina 

Carbapenémicos antipseudomonales 

Imipenem 

Meropenem 

Dotipenem 

Fluoroquinolonas antipseudomonales 
Ciprofloxacino 

Levofloxacino 

Penicilinas antipseudomonales + 

inhibidores de β-lactamasas 

Piperacilina-tazobactam 

Ticarcilina-ácido clavulánico 

Cefalosporinas de espectro extendido 

Cefotaxima 

Ceftriaxona 

Ceftazidima 

Cefepima 

Inhibidores de la vía de los folatos Trimetoprim-sulfametoxazol 

Penicilinas + inhibidores de β-lactamasas Ampicilina- sulbactam 

Polimixinas 
Colistina 

Polimixina 

Tetraciclinas 

Tetraciclina 

Doxiciclina 

Minociclinas 

 

 

  

La multidrogorresistencia que se presenta en patógenos representa un problema de salud muy grave. 

En febrero de 2017, la OMS publicó una lista de patógenos resistentes a antibióticos para los que es 

prioridad desarrollar nuevas alternativas de tratamiento.  Esta lista considera la mortalidad, la prevalencia 

de la resistencia a antibióticos de los agentes etiológicos, su presencia en el entorno asociado a la atención 

sanitaria y en la comunidad, así como la capacidad para prevenir las infecciones por dicho 

microorganismo y el éxito de los tratamientos disponibles en la actualidad. Encabezando la lista, que 

incluye 12 familias de bacterias, con prioridad en grado crítico para desarrollar nuevos tratamientos, se 

encuentra A. baumannii resistente a carbapenémicos, para la que las únicas opciones de tratamiento son 

la colistina y la tigeciclina o la combinación de múltiples antibióticos [76, 77]. Sin embargo, estos 
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antibióticos usados como tratamiento de último recurso representan una elevada toxicidad para el 

hospedero, menor eficacia contra la bacteria o, en el caso de múltiples combinaciones, costos elevados 

[36]; aunado a esto, a la fecha y aunque en bajas frecuencias (3 y 25 %) se ha identificado resistencia 

tanto a colistina como a tigeciclina en aislados clínicos de A. baumannii [78]. 

 

La prevalencia de microorganismos con resistencia a múltiples antibióticos representa una grave 

amenaza para la salud humana, tiene un impacto económico debido a la necesidad de utilizar antibióticos 

más costosos y a la prolongación del internamiento de los pacientes, además, debido a la falta de 

tratamientos exitosos, afecta la calidad de vida de los pacientes e incrementa sustancialmente la 

mortalidad [1]. Por todo lo anterior, es necesario encontrar tratamientos alternativos para combatir 

exitosamente las infecciones causadas por A. baumannii resistente a múltiples antibióticos.  

 

Entre los aislados de A. baumannii, el primer reporte de resistencia a antibióticos data de 1960 y desde 

entonces, se ha registrado un incremento en la resistencia, de forma tal que a la fecha se tiene 

documentada la presencia de pandrogorresistencia en cepas de A. baumannii causantes de infecciones 

nosocomiales [79, 80] 

 

En México, la resistencia a múltiples antibióticos para los aislados de A. baumannii, se reportó en 

porcentajes superiores al 75 % por estudios publicados entre 2012 y 2018 [81, 82]. Entre los años 2005 

y 2015, los aislados de A. baumannii en México, mostraban un incremento sostenido en la resistencia a 

amikacina, ceftazidima, carbapenémicos y fluoroquinolonas [83]. 

 

Adicionalmente a la resistencia adquirida por diferentes mecanismos de transferencia horizontal de 

genes [84] y por mutaciones en su genoma [85, 86], A. baumannii es un patógeno que posee resistencia 

intrínseca, definida ésta como la resistencia que no se adquiere por procesos de transferencia horizontal 

de genes, sino que es resultado de la adaptación de los microorganismos a su ambiente natural [87, 88]. 

Entre las categorías de antibióticos hacia las que A. baumannii se reporta como intrínsecamente 

resistente, se encuentran las aminopenicilinas, cefalosporinas, cloranfenicol, vancomicina, fosfomicina, 

y sulfonamidas. Esta resistencia intrínseca, se debe principalmente a la composición de la pared de A. 

baumannii y a la presencia de bombas de eflujo [89]. 

 

Mientras que algunos de los elementos genéticos adquiridos por transferencia horizontal en A. 

baumannii contribuyen a la resistencia a antibióticos como los carbapenémicos [84], aminoglucósidos 

[90] y cefalosporinas de tercera generación [91]. En tanto que para mecanismos involucrados en la 

resistencia a antibióticos como carbapenémicos, tetraciclinas y colistina se ha identificado la contribución 

de mutaciones en el genoma de A. baumannii [85, 86]. 

 

Los mecanismos de resistencia a antibióticos que se han identificado en A. baumannii se pueden agrupar 

en tres categorías: 1) expresión de enzimas inactivadoras de fármacos, 2) disminución del acceso a la 

estructura blanco y 3) modificación en los blancos o en funciones celulares (Fig. 2.2. [89]) [77, 89]. 
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Figura 2. Principales mecanismos de resistencia reportados en A. baumannii. Los mecanismos que median la resistencia a 

antibióticos en A. baumannii pueden agruparse en tres categorías. 1) expresión de enzimas inactivadoras de fármacos, 2) 

disminución del acceso a la estructura blanco y 3) modificación en los blancos o en funciones celulares. Se muestran los 

antibióticos hacia los que se genera resistencia por los mecanismos de cada categoría A = aminoglucósidos; B = 

betalactámicos C = cloranfenicol; F = fosfomicina; L = lincosamidas; M = macrólidos; O = oxazolidinonas; P = polimixinas; 

PBP = proteínas de unión a penicilina; Q = fluoroquinolonas; R = rifamicinas, S = diaminopirimidinas/sulfonamidas; T = 

tetraciclinas. Modificado de Kyriakidis y colaboradores, 2018 [89]. 

 

 

 

3.5. PLASTICIDAD GENÓMICA Y DIVERSIDAD EN A. baumannii 

 

 
A. baumannii es un patógeno con un genoma altamente plástico, es decir que, esta bacteria tiene una 

elevada capacidad de incorporar en su genoma genes no esenciales que le confieren ventajas adaptativas 

[92, 93]. Como consecuencia de ello, existe una alta variabilidad genética entre los aislados clínicos que 

circulan actualmente [93, 94]. 

  

Entre las ventajas adaptativas que puede adquirir A. baumannii a través de la incorporación de genes 

accesorios a su genoma, se encuentra la resistencia a antibióticos, misma que en la actualidad representa 

un alto riesgo para la salud humana [95, 96].  

 

Las cepas de A. baumannii que circulan en el entorno hospitalario en la actualidad presentan resistencia 

a mayor número de antibióticos en comparación con cepas de referencia que suelen emplearse en trabajos 

de investigación [97, 98]. De manera destacable, lo anterior se ha demostrado para aislados clínicos 

recuperados de pacientes afectados por infecciones en la piel [98].  
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Algunas de las estructuras bacterianas involucradas en conferir resistencia a antibióticos en A. 

baumannii impactan en cómo se llevan a cabo los mecanismos de interacción patógeno-hospedero [99-

105 sin embargo, la plasticidad del genoma de A. baumannii no solo le permite incorporar genes que le 

confieren resistencia a antibióticos. Genes relacionados con procesos metabólicos, regulación 

transcripcional y otros procesos de adaptación al medio, como determinantes de virulencia, también 

pueden incorporase con facilidad al genoma de A. baumannii, cuyos productos también están 

involucrados en la interacción con el hospedero [92, 105-107]. La presencia de estresores como 

antibióticos en el ambiente hospitalario, permite la selección de cepas mejor adaptadas a la supervivencia 

en presencia de estos compuestos, características que, colateralmente impactan en la manera en que se 

lleva a cabo la interacción patógeno-hospedero [105, 108, 109]. 

 

Tomando en cuenta lo anterior, algunos trabajos experimentales se han llevado a cabo empleando tanto 

aislados de circulación actual, como cepas de referencia, que suelen ser cepas aisladas hace varias 

décadas y cuya virulencia y resistencia difiere en gran medida de los aislados clínicos actuales [110, 

111], identificando diferencias importantes en las respuestas inducidas en el hospedero, entre las que se 

encuentran, la producción diferencial de citocinas proinflamatorias [110, 112], o la capacidad de la 

bacteria para sobrevivir en el interior de células del sistema inmunológico [111]. Estos resultados 

destacan la importancia de llevar a cabo estudios de investigación sobre A. baumannii, empleando cepas 

de reciente aislamiento de relevancia clínica [113], sobre todo en estudios relacionados con interacciones 

patógeno-hospedero. 

 

 

 

3.6. MECANISMOS INMUNOLÓGICOS ACTIVADOS EN RESPUESTA A LA 

INFECCIÓN POR A. baumannii 
 

 

Considerando que, la resolución de una infección y el éxito de los tratamientos resulta de la 

colaboración entre la actividad de los antibióticos y la respuesta inmunológica del hospedero [114], es 

indispensable conocer cómo se lleva a cabo la respuesta inmunológica durante las infecciones causadas 

por A. baumannii, que se presentan, sobre todo en individuos inmunocomprometidos o con morbilidades 

asociadas [115-117]. Desafortunadamente, a la fecha, la respuesta inmunológica contra las infecciones 

causadas por A. baumannii se ha estudiado poco y el desconocimiento de los efectores inmunológicos y 

los mecanismos a través de los que actúan en el combate contra A. baumannii, dificulta la prescripción 

de tratamientos efectivos contra determinadas cepas e incluso frena el desarrollo de terapias alternativas, 

como las inmunoterapias, para el combate de infecciones, sobre todo las causadas por A. baumannii 

resistente a múltiples antibióticos [41, 118].  

 

Los estudios sobre la respuesta inmunológica, así como lo de interacción hospedero-patógeno durante 

la infección por A. baumannii se han realizado sobre todo en modelos de infección pulmonar, septicemia 

o bacteremia [119-121], pero no en infecciones en piel o tejido blando.  
 

Algunos de los mecanismos inmunológicos que se inducen en respuesta a la infección por A. baumannii, 

establecen que los neutrófilos juegan un papel indispensable en el control de la infección [119]. Lo 

anterior se demostró en un modelo de infección intranasal en el que se llevó a cabo la eliminación de 

neutrófilos, lo que tornó letales inóculos de bacteria que no lo son para un hospedero sin depleción 

neutrofílica [119].  
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Otros trabajos han corroborado la participación de neutrófilos en la infección por A. baumannii. En 

algunos modelos de neumonía [120], así como en un modelo de infección en herida por A. baumannii 

[122], se observó el reclutamiento de neutrófilos al sitio de infección y la participación de éstos en el 

control de la carga bacteriana [120, 123]. En este sentido, la rápida producción de quimiocinas atrayentes 

de neutrófilos, como el ligando 1 de quimiocina con motivo C-X-C (CXCL, del inglés chemokine (C-X-

C motif) ligand 1), también llamado quimiocina derivada de queratinocitos (KC, del inglés keratinocyte-

derived chemokine); CXCL2, también llamado proteína inflamatoria de macrófagos (MIP-2, del inglés 

macrophage inflammatory protein) y el ligando 2 de la quimiocina con motivo C-C (CCL2, del inglés  

chemokine (C-C motif) ligand 2) / proteína quimioatrayente de monocitos (MCP-1, del inglés monocyte 

chemoattractant protein-1) es determinante para el control de la infección [100, 119]. Se sabe que la 

magnitud del reclutamiento de los neutrófilos al sitio de infección está influenciada por factores propios 

de diferentes cepas bacterianas, lo que quedó demostrado por un estudio llevado a cabo por Dikshit y 

colaboradores donde el porcentaje de neutrófilos reclutados al pulmón, tras la infección por la cepa tipo, 

es mayor en comparación con el porcentaje reclutado posterior a la infección por un aislado clínico [110].  

 

Otro de los mecanismos inmunológicos que se han observado en respuesta a A. baumannii es la 

producción de citocinas proinflamatorias como interleucina (IL)-1β, IL-6 y el factor de necrosis tumoral 

alfa (TNF-α, del inglés tumor necrosis factor alpha), siendo los macrófagos (Mφs), fuente importante de 

dichas citocinas [124].  

 

Un mecanismo inmunológico más, observado en respuesta a la infección por A. baumannii, que tiene 

la peculiaridad de presentar actividad bactericida contra esta bacteria, es la producción de péptidos 

antimicrobianos, como β-defensinas y proteínas S100, por diferentes tipos de epitelio [125, 126].  

 

Para algunas de las estructuras involucradas en la resistencia a antibióticos en bacterias, como las 

porinas, las bombas de expulsión y las proteínas de unión a penicilina, se ha demostrado su capacidad 

para interactuar directamente con elementos del hospedero e incluso activar algunos mecanismos de la 

respuesta inmunológica [99-104], impactando no solo en la capacidad de los microorganismos para 

sobrevivir en presencia de antimicrobianos, sino en la habilidad del hospedero para controlar e incluso 

resolver la infección [110]. 

 

En el caso de A. baumannii, la porina OmpA, además de estar involucrada en resistencia a antibióticos 

como cloranfenicol y aztreonam [101], se ha observado que, empleándola para estimular células 

dendríticas in vivo, las activa confiriéndoles la capacidad de producir interferón γ (IFN-γ) [99]. Por otro 

lado, debido a la característica de inmunodominancia de las porinas, algunas de ellas, se han empleado 

para realizar inmunizaciones protectoras contra cepas MDR [103, 104]. 

 

Moffatt y colaboradores [127] encontraron que la estimulación de Mφs con una cepa de A. baumannii 

resistente a colistina, carente de lipopolisacárido (LPS), resulta en una menor producción de TNF-α, en 

comparación con la estimulación de las mismas células con una cepa bacteriana sensible a colistina. En 

este trabajo también se reportó que la cepa sensible a colistina estimula a los Mφs a través del receptor 

tipo toll (TLR, toll like receptor) 4, mientras que la cepa resistente lo hace a través de TLR2; y si bien la 

cepa carente de LPS, es resistente a colistina, resulta más sensible a la catelicidina LL37 [127]. 

 

Un hallazgo destacable de un estudio llevado a cabo por Gebhardt y colaboradores [105] sugiere que 

algunas estructuras involucradas en resistencia a antibióticos en A. baumannii también favorecen la 

capacidad de proliferación de la bacteria dentro del hospedero [105]. En este estudio los autores sugieren 

que estos genes confieren capacidad de adaptación ante los estresores que representan los antibióticos o 



16 
 

los mecanismos de defensa del hospedero. En este mismo trabajo se reportó que genes identificados 

como reguladores transcripcionales putativos que impactan en la sensibilidad a antibióticos en A. 

baumannii, también son requeridos para el crecimiento dentro del hospedero [105]. Adicionalmente, 

trabajos como los realizados por Gesinger y colaboradores, [108] así como el de Roux y colaboradores 

[113], reportaron una correlación directa entre la virulencia de cepas de A. baumannii y la capacidad de 

éstas para sobrevivir en presencia de antibióticos [108, 109].  

 

Dada la expresión diferencial de estructuras inmunomoduladoras en cepas resistentes y sensibles a 

antibióticos la respuesta inmunológica del hospedero durante la infección con una cepa sensible podría 

ser distinta de la respuesta contra una cepa que posee resistencia a antibióticos. 

 

 

 

3.7. INTERLEUCINA 17 (IL-17) 
 

 

La interleucina 17A (inicialmente conocida como antígeno 8 de linfocitos T citotóxicos (CTLA-8, 

inglés cytotoxic T-lymphocyte-associated antigen 8), es también llamada interleucina 17 (IL-17), forma 

en la que será designada a partir de aquí en este texto, es una proteína homodimérica de entre 30 – 35 

kDa (Fig. 2.3. [128]). Es considerada una citocina proinflamatoria dada su capacidad para inducir la 

expresión de mediadores inflamatorios (otras citocinas, quimiocinas y factores de crecimiento) [129, 

130]. Esta molécula es la citocina prototipo de las citocinas de la familia de la IL-17, también conformada 

por las citocinas IL-17B, IL-17C, IL-17D, IL-17E e IL-17F, mismas que comparten la presencia de 

cisteínas en el extremo C-terminal que permiten el plegamiento de estas proteínas en una estructura 

denominada nudo de cisteínas, característica de las citocinas de la familia de IL-17. De entre ellas, las 

que poseen mayor homología, tanto en humano como en ratón, son IL-17 e IL-17F. Estas citocinas 

presentan 50 % de identidad a nivel secuencia de aminoácidos, además de encontrarse codificados en el 

mismo cromosoma, unirse al mismo receptor y ser secretados por las mismas fuentes celulares [129, 131, 

132].  

 

IL-17 se ha asociado al desarrollo y establecimiento de múltiples patologías autoinmunes. En psoriasis, 

artritis reumatoide, lupus y esclerosis múltiple se ha detectado una elevada producción de IL-17, aunque, 

por otro lado, también se ha evidenciado su participación en la respuesta contra diversos patógenos 

extracelulares, sobre todo bacterias y hongos [133, 134]. 

 

Para ejercer sus efectos biológicos, la IL-17 actúa en forma de heterodímero (IL-17A/IL-17A), aunque 

también los monómeros de IL-17 pueden heterodimerizarse con IL-17F (IL-17A/IL-17F) mediante 

enlaces disulfuro para ambos casos, pudiendo, de esta manera, unirse a su receptor conformado por las 

cadenas de los receptores IL-17RA e IL-17RC [135].  
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Figura 3. Representación estructural tridimensional de la citocina IL-17 empleando el modelo de listones. Se muestra la 

estructura terciaria (homodímero) compuesta por la cadena A, en verde, y la cadena B, en color anaranjado. Se señalan los 

extremos amino terminal (N) y carboxilo terminal (C) de las cadenas. Modificado de Liu, S. 2013 [128]. 

 

 

 

3.8. FUENTES CELULARES DE IL-17 
 

 

La producción de IL-17 ha sido corroborada en múltiples poblaciones celulares de origen 

hematopoyético distribuidas en diferentes órganos y tejidos (Fig. 4 [136]) [136] (Tabla suplementaria 1), 

sobre todo en barreras corporales donde no solo participa en su defensa contra patógenos extracelulares 

[137, 138] sino también en el mantenimiento de la integridad de estas barreras [139].  

 

Una de las fuentes celulares de IL-17 más estudiadas hasta el momento, es una subpoblación de 

linfocitos T cooperadores (Th, del inglés T helper) CD4+, designada como linfocitos Th17, precisamente 

por su habilidad para producir IL-17 [140-144]. Sin embargo; la capacidad de producir esta citocina ha 

sido identificada en muchas otras subpoblaciones inmunológicas de origen hematopoyético, como 

linfocitos TCRγδ, células linfoides innatas (ILCs, del inglés innate lymphoid cells) y linfocitos T CD8+, 

entre otras; lo anterior en respuesta a diversos estímulos y en diversas condiciones, tanto fisiológicas 

como patológicas [145, 146].  

 

La producción de IL-17 por linfocitos Th17 se ha identificado tanto en humanos como en ratones, en 

diferentes condiciones inflamatorias como en algunos modelos de patologías autoinmunes para 

encefalitis experimental y artritis inducida por colágeno, así como en respuesta a la infección por 

patógenos bacterianos extracelulares como K. pneumoniae [147, 144]. La diferenciación de linfocitos T 

naïve hacia la subpoblación efectora Th17 requiere de la acción de la combinación de algunas citocinas 
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como IL-1β e IL-6, IL-23 e IL-1β o el factor de crecimiento transformante beta (TGF-β, del inglés 

transforming growth factor beta) e IL-21 [148-150]. Estas citocinas permiten la expresión de la isoforma 

específica de timo del receptor gamma huérfano relacionado con el receptor del ácido retinoico (RORγt, 

del inglés thymus-specific isoform of the retinoic acid receptor-related orphan receptor gamma) lo que 

finalmente permite la producción de IL-17 por linfocitos Th17 [149, 151]. 

 

Los linfocitos Th17 no son las únicas células del sistema inmunológico adaptativo capaces de producir 

IL-17. La producción de IL-17 se ha corroborado en una subpoblación de linfocitos T CD8+, a la que se 

ha designado como Tc17. Células Tc17 fueron originalmente identificadas en piel de pacientes con 

psoriasis [152], posteriormente se identificaron en lesiones cerebrales de pacientes con esclerosis 

múltiple [153], en bronquios de pacientes con enfermedad pulmonar obstructiva crónica [154], diabetes 

tipo I [155] y en la efusión pleural y sangre de pacientes con tuberculosis [156, 157]. Células Tc17 

también se han identificado en ratones luego de la infección por el virus de la influenza tipo A [158] .La 

diferenciación de linfocitos T CD8+ hacia células productoras de IL-17 depende de la presencia de TGF-

β junto con IL-6 o IL-21. Estas células son positivas para el factor transcripcional RORγt y la 

estabilización del fenotipo productor de IL-17 se consigue en presencia de IL-23 [159].  

 

Una tercera población celular de la respuesta inmune adaptativa capaz de producir IL-17 son los 

linfocitos B. En 2013, Bermejo y colaboradores [160] evidenciaron la producción de IL-17 por células 

B estimuladas con transialidasa de tripomastigotes de Tripanosoma cruzi.  

 

Otros tipos celulares que pueden ser fuente de IL-17, incluyen los linfocitos TCRγδ+, ILC3, células 

asesinas naturales (NKs, del inglés natural killer cells), células asesinas naturales T invariantes (iNKTs, 

del inglés invariant natural killer T cells), linfocitos T invariantes asociados a la mucosa (MAIT, del 

inglés mucosal-associated invariant T cells), células inductoras de tejido linfoide (LTis, del inglés 

lymphoid tissue inducer cells), células tipo LTis (LTi-like), neutrófilos, Mφs, células cebadas, monocitos, 

células de Langerhans e incluso células dendríticas derivadas de monocitos (moDCs, del inglés 

monocyte-derived dendritic cells) [153, 161-166].  

 

Las células TCRγδ+ capaces de producir IL-17 expresan el receptor para quimiocinas CCR6 [167] y 

corresponden a las subpoblaciones con las siguientes regiones variables de la cadena γ: Vγ4+, Vγ6+ y 

algunas subpoblaciones de Vγ1+ [168]. TGF-β1 y RORγt son esenciales para el desarrollo de células 

TCRγδ+ productoras de IL-17 [151,169, 1170]. Diversos estímulos, que actúan de manera conjunta, han 

sido identificados como inductores de la producción de IL-17 por células TCRγδ+, incluyendo a las 

citocinas IL-1β, IL-6, IL-18, IL-23, TGF-β; la estimulación a través de TLR2 y de la lectina 1 tipo C 

asociada a células dendríticas (dectina 1) [151, 169-171]. In vitro, la estimulación a través de IL-1β e IL-

23 ha mostrado ser suficiente para la inducción de IL-17 en células TCRγδ+ [169].  

 

Células TCRγδ+ productoras de IL-17 han sido identificadas en múltiples modelos murinos de 

patologías autoinmunes, incluida la encefalitis autoinmune experimental, modelos de artritis, colitis, 

diabetes tipo I y psoriasis [168. 172-174]. En autoinmunidades humanas, la presencia de linfocitos 

TCRγδ+ productores de IL-17 se ha identificado en patologías como la esclerosis múltiple, la 

espondiloartritis, psoriasis y artritis psoriásica [168, 173, 175]. En infecciones, la participación de éstas 

se ha demostrado en modelos de infección por Mycobacterium tuberculosis y en infección hepática por 

Listeria monocytogenes, en infecciones intraperitoneales tanto por Escherichia coli como por S. aureus 

y en infecciones por Bordetella pertussis y Candida albicans [168, 176, 177]. Linfocitos TCRγδ+ 

humanos productores de IL-17 se han identificado en sangre de pacientes con meningitis bacterianas 

[178] y en sangre de pacientes que cursan con tuberculosis [179].  
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Algunas ILCs también pueden expresar IL-17. Estas células se han clasificado en tres grupos: el grupo 

1 que incluye ILC1s y NKs, el grupo 2 que incluye a ILC2s y el grupo 3 conformado por ILC3s y LTis. 

Tanto las células incluidas en el grupo 1 como en el grupo 3, han mostrado ser capaces de producir IL-

17 [169, 180].  

 

Tanto las LTis, como las LTi-like expresan constitutivamente RORγt, factor que promueve la expresión 

de IL-17. Las LTis expresan constitutivamente IL-17 durante el desarrollo fetal y en etapas posteriores 

la expresan al ser estimuladas con IL-23 o con zimosán [145, 181]. Las ILC3s productoras de IL-17 han 

sido identificadas en la defensa contra infecciones por hongos, como C. albicans [182, 183].  

 

El otro grupo de ILCs productor de IL-17 es el grupo 1. Pasos y colaboradores [184] observaron la 

producción de IL-17 por NKs en un modelo de infección por Toxoplasma gondii. En otro modelo murino 

se observó que la exacerbación del fenotipo de asma, inducido por ácido poliinosínico-policitidílico (poli 

I:C), es dependiente de la producción de IL-17 por NKs e independiente de la producción de IL-23 [185]. 

Por otro lado, en humanos, Pandya y colaboradores [186], lograron identificar la presencia de células 

NKs productoras de IL-17, que designaron como NK17, en sangre periférica de voluntarios sanos [169, 

186].  

 

También en las iNKTs, del grupo 1 de los ILCs, se ha evidenciado la producción de IL-17 [169]. Estas 

células dependen de RORγt durante su desarrollo y expresan constitutivamente IL-23R [187]. Michel y 

colaboradores [178] identificaron la producción de IL-17 por iNKTs, luego del tratamiento intranasal de 

ratones con α-galactosilceramida (α-GalCer), PBS-57 e in vitro luego de la estimulación con glicolípidos 

de Sphingomonas wittichii y de Borrelia burgdorferi [188]. Otros modelos en los que se corroboró la 

producción de IL-17 por iNKTs fue luego de la estimulación sistémica con S. aureus o E. coli inactivadas 

por calor [169, 189].  

 

Los neutrófilos son células de rápida acción, con la capacidad para realizar diversas actividades 

microbicidas [190]. Estas células se asocian a la presencia de IL-17, pero generalmente como células 

cuya respuesta es favorecida por la presencia de dicha citocina; sin embargo, diversas investigaciones 

han corroborado que estas células polimorfonucleares son, a su vez, fuente importante de IL-17 [145, 

162] y que incluso pueden responder a ella en forma autócrina [191]. Tanto en ratón, como en humano, 

se ha evidenciado la presencia de neutrófilos productores de IL-17. En el caso de ratón, entre las 

condiciones en las que se han detectado neutrófilos positivos para IL-17 se encuentran, la estimulación 

ex vivo con anticuerpos anti-citoplasma de neutrófilos [192], un modelo murino de daño a riñón por 

isquemia-reperfusión [193], un modelo de artritis reumatoide inducida por suero de ratones K/BxN [194], 

un modelo de neutrofilia en vías aéreas inducida por LPS [195], en ratones administrados con Aspergillus 

fumigatus [191, 196], en infección pulmonar por B. pertussis [197] o por Legionella pneumophila [198] 

e incluso en la infección peritoneal por E. coli [199].  

 

En humanos, la presencia de neutrófilos positivos para la expresión de IL-17 ha sido corroborada en 

tejido tumoral de pacientes con cáncer gástrico [200], en sangre periférica de pacientes con asma alérgica, 

sobre todo en aquellos pacientes con alergia a hongos [201] y tras la infección con L. pneumophila [198].  

 

La producción de IL-17 por Mφs ha sido demostrada en algunos trabajos [145, 181], por ejemplo, en el 

desarrollado por Da Silva y colegas [202], donde se identificaron Mφs IL-17+ tras su estimulación con 

quitina. También se han identificado estas células en la infección por Plasmodium berghei [203] y en un 
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modelo murino de asma alérgica [204]. En humanos, la producción de IL-17 por Mφs ha sido identificada 

en pacientes con cáncer de próstata [2055].  

 

Algunas investigaciones han identificado la presencia de IL-17 en células cebadas estimuladas con 

ácido lipoteicóico [206]. En humanos, células cebadas positivas para IL-17 fueron identificadas en tejido 

sinovial de pacientes con artritis reumatoide, aunque se h reportado que no son una fuente importante de 

esta citocina [207, 208]. Sin embargo, en fechas más recientes, Noordenbos y colaboradores [209], fueron 

incapaces de detectar ácido ribonucleico mensajero (ARNm) de esta citocina en células cebadas 

provenientes de amígdalas humanas y de sinovio, pese a la presencia de la proteína dentro de las mismas. 

En este mismo trabajo se detectó la internalización por endocitosis de IL-17 por las células cebadas y la 

posterior liberación de la misma en forma bioactiva [209]. Células cebadas positivas para IL-17 han sido 

identificadas en otras patologías humanas, como en psoriasis [210], inflamación de las vías aéreas [211] 

y en diversos tipos de cáncer [212, 213], sin embargo, es necesario interpretar con cautela tales resultados, 

considerando los resultados publicados en 2016 por Noordenbos [209].  

 

En otras subpoblaciones innatas, la producción de IL-17 no ha sido estudiada tan profundamente pero 

sí se ha detectado la presencia de la citocina en estas poblaciones celulares en algunas condiciones 

patológicas o tras la estimulación in vitro de las células. Por ejemplo, monocitos productores de IL-17 

han sido identificados en pacientes que cursan con histiocitosis de células de Langerhans [164]; también 

en cromoblastomicosis, se han identificado células de Langerhans positivas para IL-17 [165], mientras 

que la producción de IL-17 se ha observado en moDCs tras su estimulación con Brucella canis [166]. 

 

 

 

3.9. PRODUCCIÓN DE IL-17 EN PIEL 
 

 

Siendo una barrera corporal, la piel es un sitio en el que la presencia de IL-17 ha sido identificada en 

condiciones homeostáticas [214], así como inflamatorias de origen diverso [210, 215, 216, 217] (Tabla 

suplementaria 1). 

 

A la fecha, múltiples trabajos han identificado que la producción de IL-17 por linfocitos Th17 

presentes en la piel, contribuye a la patogénesis de psoriasis [210, 216-218], dermatitis atópica [217], 

dermatitis alérgica por contacto [219], dermatosis neutrofílica febril aguda, pioderma gangrenoso [220] 

y la enfermedad de Behçet [221]. 

 

Otra subpoblación de linfocitos presente en piel en la que se ha demostrado la producción de IL-17 son 

las células Tc17 [222], mismas que en condiciones homeostáticas producen IL-17 como consecuencia 

de su estimulación con IL-1α e IL-1β inducidas por la presencia del comensal Staphylococcus 

epidermidis. La producción de IL-17 por esta población celular induce la producción de los péptidos 

antimicrobianos S100A8 y S100A9, mismos que contribuyen a la defensa contra C. albicans [222]. Por 

otro lado, la producción de IL-17 por linfocitos T CD8+, ha sido identificada en la piel de pacientes con 

psoriasis y en menor medida en pacientes con dermatitis atópica  [223]. 

 

Otras subpoblaciones de linfocitos presentes en piel y que en diferentes condiciones han sido 

identificadas como productoras de IL-17, son los linfocitos TCRγδ, principalmente de las subpoblaciones 

Vγ4 epidermales y Vγ6 dermales que se caracterizan por tener una expresión intermedia o baja de 
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receptor TCR y cuya producción de IL-17 se induce a través de la estimulación con IL-1β e IL-23 [224-

228]. Una tercera subpoblación de linfocitos TCRγδ que producen IL-17 es la subpoblación Vγ5+, 

también denominadas células T dendríticas epiteliales (DETCs, del inglés dendritic epithelial T cells) en 

las que la producción de IL-17 es dependiente de la presencia de IL-23, IL-1 y de la estimulación de 

TLR-2 [229]. 

 

 La producción de IL-17 por células TCRγδ en piel se ha detectado en hipersensibilidad por contacto 

[230], en respuesta a patógenos que infectan la piel, como S. aureus y Mycobacterium tuberculosis [226, 

231] y en modelos de psoriasis en los que promueve el reclutamiento de neutrófilos [232]. 

 

También la producción de IL-17 ha sido detectada en piel por MAIT, más específicamente para la 

subpoblación CD4- CD8-, en la que la producción de IL-17 depende de la presencia de la microbiota y 

de las citocinas IL-1β e IL-18 [233]. 

 

En condiciones homeostáticas, la producción de IL-17 por ILC3s ha sido identificada en la piel de 

ratones, pero también durante la reparación de heridas, proceso en el que las ILC3s se reclutan al sitio de 

lesión como consecuencia de la activación de queratinocitos a través de la vía de Notch1 [234]. 

Adicionalmente, la producción de IL-17 por ILC3s se ha detectado en la piel durante patologías como 

modelos de dermatitis atópica [235]. 

 

Entre los granulocitos, tanto neutrófilos como células cebadas han sido identificadas entre las células 

IL-17+ en piel de pacientes con psoriasis [210]. Interesantemente, en algunas de estas células IL-17+ se 

ha observado la liberación de trampas extracelulares al medio [210]. 

 

 

 

3.10. CÉLULAS BLANCO Y EFECTOS DE IL-17 
 

 

Las células blanco sobre las que puede actuar IL-17 también son diversas (Fig. 4 [136]), ya que sus 

receptores, IL-17RA/RC se expresan en múltiples tipos celulares. El receptor IL-17RA se encuentra 

ampliamente distribuido en diferentes tejidos y tipos celulares [236], con una elevada expresión en 

células de origen hematopoyético, mientras que la subunidad IL-17RC tiene expresión más restringida, 

presentando alta expresión en células endoteliales, epidermales, mesenquimales, musculares, adipocitos 

y condrocitos, lo que las hace excelentes blancos de IL-17. Durante procesos inflamatorios IL-17 ejerce 

sus efectos, principalmente sobre endotelio, células del sistema inmunológico, fibroblastos, 

queratinocitos, condrocitos, sinoviocitos y osteoblastos [136, 215, 237].  
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Figura 4. Principales fuentes y blancos celulares de IL-17. Tanto en condiciones de homeostasis como en diferentes 

condiciones inflamatorias diversas células de origen hematopoyético producen IL-17. Diversas poblaciones celulares, al 

expresar el receptor de IL-17 IL-17RA/RC, son blanco sobre el que esta citocina induce sus efectos. Los blancos celulares de 

IL-17 son principalmente células no hematopoyéticas, como células epiteliales, fibroblastos, células endoteliales y 

osteoblastos, aunque IL-17 puede actuar sobre diversas poblaciones, incluidas células de origen hematopoyético. Modificado 

de Abusleme, L., y Moutsopoulos, N. M. (2017) [136]. 

 

 

Para llevar a cabo sus efectos sobre las diferentes poblaciones celulares, el homodímero IL-17A/IL-

17A, o el hereridímero IL-17A/IL-17F, se une a la subunidad IL-17RA, lo que favorece la unión de la 

subunidad IL-17RC [238, 239], esto permite el reclutamiento de la proteína adaptadora Act1 al motivo 

SEFIR del receptor [240, 241] y el posterior reclutamiento y ubiquitinación de los factores asociados al 

receptor de TNF (TRAF, del inglés TNF receptor associated factors), como TRAF6, lo que culmina con 

la activación de vías de las proteínas cinasa activadas por mitógeno (MAPKs, del inglés mytogen-

activated protein kinases),  del factor nuclear NFκB ( NFκB, del inglés Nuclear Factor Kappa B) o de 

la proteína β de unión a la secuencia potenciadora CCAAT (C/EBPβ, del inglés CCAAT/enhancer 

binding proteins) y C/EBPδ [240, 242, 243]. 

 

Igual que muchas otras citocinas, IL-17 es una molécula pleiotrópica, misma que a través de la 

estimulación de su receptor en las células blanco, induce la producción de quimiocinas, péptidos 

antimicrobianos, factores de crecimiento, citocinas proinflamatorias, metaloproteasas de matriz 

extracelular (MMP) y proteínas de fase aguda; todo lo anterior tiene como efecto la expansión y 

reclutamiento de células inmunológicas y la promoción de respuestas contra patógenos; 

desafortunadamente, la inflamación crónica mediada por esta citocina contra blancos innocuos propios 

del hospedero, también tiene como efecto la destrucción de tejido, condición en la que se presentan 

patologías autoinmunes [244].  
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IL-17 es una citocina con alta relevancia en la defensa contra patógenos de barreras epiteliales y 

mucosas. Se ha demostrado su participación en la respuesta contra infecciones de la piel causadas por S. 

aureus y C. albicans y contra infecciones en mucosas causadas por K. pneumoniae y Citrobacter 

rodentium. En estos sitios de barrera, promueve la producción de sustancias antimicrobianas tras 

estimular células epiteliales, neutrófilos y Mφs, induciendo la producción de β-defensinas, proteínas 

S100/calgranulinas, catelicidinas, lipocalinas y lactoferrinas [215, 245].  

 

IL-17 promueve la infiltración celular al estimular células epiteliales e inducir la producción de 

quimiocinas (CXCL1/KC, CXCL2/MIP-2α, CXCL5/péptido epitelial de 78 aminoácidos activador de 

neutrófilos (ENA-78, del inglés epithelial neutrophil-activating peptide 78), CXCL8/IL-8, CCL2/MCP-

1), citocinas (IL-6, IL-1β, TNF-α), factores de crecimiento como el factor estimulante de colonias de 

granulocitos (G-CSF, del inglés, granulocyte colony-stimulating factor) y el factor estimulante de 

colonias de granulocitos y macrófagos (GM-CSF, del inglés, granulocyte-macrophage colony-

stimulating factor); y de MMP1, MMP3, MMP9, MMP13 (Fig. 5. [215]) [162, 215, 246]. IL-17 es una 

citocina que favorece ampliamente las respuestas mediadas por neutrófilos y es a través de la inducción 

de G-CSF que IL-17 es capaz de incrementar la expansión de las células progenitoras de granulocitos en 

la médula ósea y bazo [247]. También mediante la inducción de G-CSF así como de GM-CSF, IL-17 

favorece la supervivencia de neutrófilos [248], mientras que es, principalmente, a través de la inducción 

de CXCL1 y CXCL2 que induce el reclutamiento de neutrófilos [249. 250].  

 

La piel es uno de los órganos de barrera con amplia exposición al exterior [251]. En éste, IL-17 juega 

un papel importante tanto en estado basal [222, 252] como tras el encuentro con patógenos y en el 

desarrollo y progresión de patologías autoinmunes, como psoriasis (patología inflamatoria crónica de la 

piel, caracterizada por la proliferación incrementada y la diferenciación aberrante de queratinocitos) 

[253, 254]. La expresión en piel de IL-17 en condiciones de homeostasis, se induce en respuesta a la 

presencia de microorganismos comensales. [222, 255]. Estos niveles basales de IL-17 en condiciones de 

homeostasis, regulan positivamente la claudina 4, incrementando la fuerza de las uniones estrechas en el 

estrato córneo de piel, favoreciendo la función de barrera de la piel, de forma tal que cuando 

posteriormente, la piel sufre daño mecánico o se enfrenta a patógenos, la presencia de IL-17 en las previas 

condiciones homeostáticas, es quien favorece la reparación de lesiones e incrementa la respuesta a 

patógenos como C. albicans [222, 255]. 

 

La participación de IL-17 en la resolución de infecciones de la piel, se ha evidenciado en la respuesta 

contra diferentes patógenos, tanto fúngicos como bacterianos [143, 229, 256]. En el caso de la infección 

mucocutánea por C. albicans, IL-17 induce la expresión de los péptidos antimicrobianos S100A9 y β-

defensina 3 que participan en el control de la levadura [257]; mientras que el control de S. aureus durante 

la infección cutánea, depende del reclutamiento de neutrófilos mediado por IL-17 [229], lo que sugiere 

que IL-17 participa en el control de patógenos cutáneos mediante diferentes mecanismos.  

 

 



24 
 

 
Figura 5. Principales efectos de IL-17 sobre sus blancos celulares. La señalización de IL-17 tras a la unión a su receptor en 

sus blancos celulares tanto de origen hematopoyético, como no hematopoyético, induce procesos inflamatorios y 

antimicrobianos. Al actuar sobre fibroblastos, IL-17 favorece la a granulopoyesis a través de la regulación al alta de G-CSF. 

Adicionalmente favorece el reclutamiento celular mediante la inducción y regulación al alta de quimiocinas. En células 

epiteliales, es capaz de inducir la producción de péptidos antimicrobianos, mientras que su acción sobre algunas células de 

origen hematopoyético amplifica la respuesta inflamatoria al inducir la producción de otras citocinas. Modificado de Zenobia, 

C. y Hajishengallis, G. (2015) [215]. 

 

 

 

 

3.11. IL-17 EN LA INFECCIÓN POR A. baumannii  
 

 

Algunos de los mecanismos inmunológicos que se inducen en respuesta a la infección por A. baumannii, 

como el reclutamiento de neutrófilos —células esenciales en la resolución de la infección por este 

patógeno— mediado por la producción de CXCL1, CXCL2 y CCL2; la producción de citocinas 

proinflamatorias como IL-1β, IL-6 y la producción de péptidos antimicrobianos (Fig. 6. [258]), en 

distintas condiciones fisiológicas o patológicas pueden ser inducidos o favorecidos por efecto de IL-17 

[215]. Sin embargo, no existen estudios que aborden la participación de IL-17 sobre la inducción o 

modulación de estos mecanismos durante la infección por A. baumannii.  

 

A la fecha, se tiene poca información respecto a la participación de IL-17 en respuesta a la infección 

por A. baumannii. En modelos de infección sistémica o de neumonía por A. baumannii se ha evidenciado 

la inducción de IL-17 en respuesta a la infección [259, 260]. En un estudio realizado por Qiu y 
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colaboradores, enfocado en evaluar la protección ante un reto secundario por A. baumannii intranasal 

[259], se pudo detectar la presencia de IL-17 en el lavado bronqueoalveolar, tanto tras la infección 

primaria, como luego del reto secundario [259]. Mientras que Breslow y colaboradores detectaron la 

presencia de IL-17 en exudado peritoneal tras la infección intraperitoneal con A. baumannii [260]. 

Desafortunadamente, ninguno de estos estudios profundiza sobre el papel que esta citocina pudiera tener 

en el control de la infección. 

 

Como ya se mencionó, la piel es un órgano en cuya defensa contra agentes infecciosos extracelulares 

la participación de IL-17 es relevante e incluso, en algunos casos, esencial para el control y resolución 

de la infección [229]; sin embargo, hasta donde tenemos conocimiento, la respuesta inmunológica 

montada contra la infección cutánea por A. baumannii no ha sido estudiada y mucho menos se ha 

evaluado la contribución de IL-17 a dicha respuesta. 

 

Tomando en cuenta todo lo anterior, consideramos que es necesario determinar si IL-17 se induce en 

respuesta a la infección en piel por A. baumannii y conocer cuál es su papel en la respuesta a la infección 

por distintas cepas, sin dejar de lado la alta plasticidad del genoma de esta bacteria y el incremento en la 

adquisición de mecanismos de resistencia a antibióticos en las cepas que se recuperan actualmente de las 

unidades que prestan servicios sanitarios [41], mediados por estructuras que pueden afectar las 

interacciones patógeno-hospedero [99-101]. 

 

 

 
Figura 6. Mecanismos inmunológicos activados en respuesta a la infección por A. baumannii. Las células epiteliales 

producen péptidos antimicrobianos en respuesta a la infección por A. baumannii, mismos que resultan bactericidas para este 

patógeno. En respuesta a la infección, tanto células epiteliales como células hematopoyéticas producen quimiocinas como 

CXCL1 y CXCL2 que permiten el reclutamiento de poblaciones celulares inmunológicas al sitio de infección, mismas que 

amplifican la respuesta inflamatoria mediante la producción de citocinas como IL-1β e IL-6.  Modificado de García-Patiño y 

colaboradores [258]. 
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4. HIPÓTESIS  
 

La infección cutánea por A. baumannii inducirá la expresión de IL-17, lo que contribuirá al control y a 

la eliminación de la bacteria.  

 

 

 

 

 

5. OBJETIVOS  
 

 

OBJETIVO GENERAL 

  

Identificar la participación de IL-17 y caracterizar su papel en la respuesta a la infección por dos cepas 

distintas de A. baumannii en un modelo murino de infección cutánea aguda. 

 

 

 

OBJETIVOS PARTICULARES  

 

I. Establecer el modelo murino cutáneo de infección por A. baumannii.  

 
II. Identificar la inducción de IL-17 en respuesta a la infección aguda por la infección de dos cepas 

distintas de A. baumannii.  

 

III. Identificar y caracterizar las poblaciones inmunológicas celulares productoras de IL-17 que pueden 

responder con la producción de esta citocina a la infección por cada una de las cepas de A. baumannii 

a diferentes tiempos post infección.  

 

IV. Evaluar la contribución de la presencia de IL-17 sobre el reclutamiento celular al sitio de infección.  

 

V. Cuantificar la carga bacteriana a nivel local y sistémico tras la infección por cada una de las cepas 

bacterianas a diferentes tiempos post infección en ratones con fenotipo silvestre, así como en ratones 

deficientes de IL-17.  
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6. METODOLOGÍA  
 

 

6.1. ESTABLECIMIENTO DE LA INFECCIÓN POR A. baumannii EN UN 

MODELO DE INFECCIÓN SUBCUTÁNEA  
 

 

Debido a las diferencias reportadas previamente entre cepas de referencia y aislados clínicos de 

circulación actual [110-112], para llevar a cabo la infección en ratón, se emplearon dos distintas cepas 

de A. baumannii. La cepa de referencia ATCC 17978 adquirida de la compañía American Type Culture 

Collection con fenotipo susceptible a múltiples antibióticos y la cepa MDR A578, aislada en 2015 de un 

paciente interno del Instituto Nacional de Rehabilitación “Luis Guillermo Ibarra” de la Ciudad de 

México, proporcionada por el Dr. Rafael Franco Cendejas y por el Dr. Rodolfo García Contreras. El 

perfil de resistencia a diferentes antibióticos para las cepas ATCC 17978 y A578 se muestra en la Tabla 

2 [261]. 
 

 
Tabla 2. Perfil de Resistencia de las cepas ATCC 17978 y A578 de A. baumannii. Basado en Cruz-Muñiz 

y colaboradores, 2016, a su vez basado en los puntos de corte con base en la guía de los CLSI 2015. [261] 

Categoría Antibiótico 
Sensibilidad 

ATCC 17978 A578 

Aminoglucósidos 
Amikacina Sensible Resistente 

Gentamicina Sensible Resistente 

Cefalosporinas 
Ceftazidima Sensible Resistente 

Cefepima Intermedia Resistente 

Fluoroquinolonas 
Ciprofloxacino Sensible Resistente 

Levofloxacino Sensible Resistente 

Ureidopeniclinas  

(β-lactámicos) 
Piperacilina/tazobactam Sensible Resistente 

Carbapenémicos 

(β-lactámicos) 

Imipenem Sensible Sensible 

Meropenem Sensible Sensible 

Doripenem Sensible Resistente 

Polimixinas Colistina Sensible Sensible 

 

 

 

La infección se realizó vía subcutánea a fin de superar la barrera protectora que representan la epidermis 

y la dermis, inoculando ratones mayores a 8 semanas de edad de las cepas C57BL/6, C57BL/6-

Il17atm1Bcgen/J (The Jackson Laboratory) [262] reporteros para la expresión de IL-17, proporcionados por 

el Dr. José Carlos Crispín Acuña (Instituto Nacional de Ciencias Médicas y Nutrición. Salvador Zubirán) 

o B6.Cg-Il17a/Il17ftm1.1Impr Thy1a/J [263] deficientes en IL-17 e IL-17F (denominados en este trabajo 

como IL-17A/F KO), proporcionados por el Dr. Samuel Huber (Department of Medicine, University 

Medical Center Hamburg-Eppendorf ).  
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En los ratones Il17atm1Bcgen/J la proteína verde fluorescente mejorada (eGFP, del inglés enhanced green 

fluorescent protein) se expresa como reportera de la actividad de Il17a. En estos ratones de fondo 

C57BL/6N, la secuencia IRES-EGFP-SV40-poliA se localiza luego del codón de paro de Il17a [262]. 

 

Los ratones B6.Cg-Il17a/Il17ftm1.1Impr Thy1a/J son deficientes tanto de Il17a como de Il17f. Para la 

obtención de estos ratones, una región de 43 kilobases que comprende los exones 2 y 3 de ambos genes 

se eliminó mediante recombinación homóloga en células troncales embrionarias Bruce 4 [263] 

 

Para evaluar la patogenicidad, así como realizar la cuantificación de la carga bacteriana, la 

cuantificación de las proteínas IL-17, IL-17A/IL-17F e IL-17F y evaluar la transcripción de Il17a, la 

infección se realizó en el dorso en el área de la base de la cola en ratones de las cepas C57BL/6 o IL-

17A/F KO. Para ello, dos días antes de realizar la infección se rasuró el dorso de los ratones con una 

cortadora de pelo eléctrica. Para inocular las bacterias, los ratones se introdujeron en un dispositivo de 

restricción de movimientos para roedores y 2x109 unidades formadoras de colonias (UFCs) de la cepa 

sensible ATCC 17978 o de la cepa resistente a antibióticos A578 en la fase exponencial de crecimiento, 

resuspendidas en 200 μL de solución amortiguadora salina (PBS, del inglés phosphate-buffered saline,) 

fueron inoculadas subcutáneamente, cerca de la base de la cola. Al grupo control se le administraron, vía 

subcutánea, 200 μL de PBS estéril, del mismo lote que el utilizado para resuspender el inóculo bacteriano. 

Tras la infección, para ser empleados como marcadores de enfermedad [264], se determinaron el peso 

corporal de los ratones y el área de la lesión con ayuda de un Vernier.  

 

 

 

6.2. CUANTIFICACIÓN RELATIVA DE LOS NIVELES DE ARN MENSAJERO 

DE Il17a EN PIEL INFECTADA POR A. baumannii MEDIANTE REACCIÓN 

EN CADENA DE LA POLIMERASA CON TRANSCRIPCIÓN INVERSA 

(RT-PCR) 
 

 

Ratones inoculados vía subcutánea con 2x109 UFCs de la cepa ATCC 17978 o de la cepa A578 de A. 

baumannii, fueron sometidos a eutanasia luego de 2, 4, 12, 24, 48 o 72 horas de haber sido infectados. 

De cada uno de ellos se obtuvo el fragmento de piel infectada que se incubó en 500 μL de medio Roswell 

Park Memorial Institute-1640 (RPMI) al 10 % de suero fetal bovino (SFB) con Liberasa T® (Roche) 

[2.5 μg/mL] y desoxirribonucleasa I de páncreas bovino (Sigma) [0.125 μg/mL], durante 45 minutos a 

37 °C. La piel se fragmentó con tijeras de disección y se incubó nuevamente durante 45 minutos a 37 °C 

con agitación de 250 rpm en el mismo medio en el que se había incubado con anterioridad. Para detener 

la digestión enzimática, se adicionaron 2.5 mL de RPMI 10 % de SFB con EDTA 5 mM. El tejido grueso 

se separó mediante filtración por malla y la suspensión celular se centrifugó durante 5 minutos a 400 x 

g, se desechó el sobrenadante y el botón celular se resuspendió en 2 mL de RPMI con desoxirribonucleasa 

I de páncreas bovino [0.125 μg/mL], incubando en hielo durante 5 minutos. La suspensión celular se 

centrifugó a 400 x g durante 5 minutos, se desechó el sobrenadante y las células se recuperaron en 500 

μL de TRIzol®.  

 

Para extraer el ARNm de los tejidos disgregados, el homogenizado se atemperó a temperatura ambiente 

y a cada muestra se le adicionó cloroformo (1/5) incubando durante 3 minutos. Las muestras se 

centrifugaron durante 15 minutos a 12000 x g a 4 °C y se conservó la fase acuosa. La fase acuosa se 

incubó con isopropanol a temperatura ambiente para posteriormente centrifugarse durante 10 minutos a 

12000 x g a 4 °C y recuperar el botón de ARN.  Se realizó un lavado con etanol al 75% centrifugando 
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durante 5 minutos a 7500 x g a 4 °C. Se permitió la evaporación del etanol y cada muestra se recuperó 

en agua libre de ARNasas. Se determinó la pureza del ARNm evaluando la proporción A260/A280 y la 

concentración del ARNm obtenido mediante la absorbancia A260 en un espectrofotómetro para 

microvolúmenes  NanoDrop 2000c® (Thermo Scientifics).  

 

Obtenido el ARN, se sintetizó el ADN complementario (cADN) al mismo, de la siguiente manera. Para 

cada muestra se tomó el volumen correspondiente a 1 μg de ARN y se llevó a un volumen de 56 μL con 

agua, se adicionaron 2 μL de 2’-deoxinucleótidos trifosfato (dNTPs) [10 mM] y 2 μL de oligo (dT) [0.5 

μg/μL]. Las muestras se calentaron 5 minutos a 65 °C, enfriándose inmediatamente después en hielo. A 

cada muestra se agregaron 6 μL de ditiotreitol (DTT) [0.1 M] y 12 μL First Strand Buffer® (Invitrogen) 

[5x]. Cada muestra se incubó durante 2 minutos a 42 °C. A cada muestra se le adicionó 1 μL de enzima 

Super Script II® (Invitrogen) [200 U/μL] y se permitió la síntesis de cADN en las siguientes condiciones: 

50 minutos a 42 °C y 15 minutos a 70 °C.  

 

La cuantificación relativa del ARN mensajero de Il17a se realizó, empleando los siguientes 

oligoncleótidos: 5’-ccctcagactacctcaacc-3’ y 5’-agcttcccagatcacagag-3’; mientras que para la 

cuantificación del mensajero de Il17f se emplearon los oligonucleótidos: 5’-ggagaaaccagcatgaagtg-3’ y 

5’-aagtcccaacataaagtag-3’. Para realizar la amplificación, se mezclaron 1μL de cADN, con 5 μL de la 

enzima iTaq® Universal SYBR® Green (Bio-Rad), 1 μL de cada oligonucleótido [10 mM] en un 

volumen final de 10 μL. La amplificación se llevó a cabo calentando la reacción 3 minutos a 95 °C, 

realizando posteriormente 40 ciclos de amplificación de calentamiento a 95 °C 3 segundos y 65 °C 30 

segundos empleando un equipo CFX384 Touch Real-Time PCR Detection System® (Bio Rad).  

 

 

 

6.3. CUANTIFICACIÓN DE LAS PROTEÍNAS IL-17, IL-17F E IL-17A/IL-17F EN 

PIEL INFECTADA POR A. baumannii  
 

 

Para determinar la concentración de IL-17 en piel, tras la infección por A. baumannii de la cepa ATCC 

17978 o de la cepa A578, a diferentes tiempos postinfección, 2, 4, 12, 24, 48 o 72 horas, se realizó 

eutanasia a ratones infectados con cada una de las dos cepas bacterianas. Se recuperó y pesó el fragmento 

de piel donde previamente se llevó a cabo la inoculación. El fragmento recuperado de cada ratón se 

recuperó en 500 μL de solución de extracción (NaCl [0.4 M], polisorbato 20 [0.05 %], albúmina sérica 

bovina [0.5 %]) con inhibidor de proteasas cOmplete® (Merck) (extracto de páncreas [0.15 mg/mL], 

pronasa [0.0015 mg/mL], termolisina [0.0008 mg/mL], quimiotripsina [0.0015 mg/mL], tripsina [0.0002 

mg/mL], papaína [1 mg/mL]).  

 

Cada muestra se disgregó mecánicamente en la solución de extracción, mediante un homogenizador de 

tejido eléctrico Ultra-turrax® (IKA) mediante pulsos de 10 segundos. Las muestras se mantuvieron a -

70 °C hasta realizar el ensayo de cuantificación.  

 

La concentración de IL-17 en cada una de las muestras de piel infectadas por distintos intervalos de 

tiempo, se llevó a cabo mediante ensayo de inmunoadsorción ligado a enzima (ELISA) ELISA MAX® 

(Biolegend) para IL-17, LEGEND MAX Mouse IL-17F ELISA Kit® (Biolegend) para IL-17F o ELISA 

MAX Deluxe Set Mouse IL-17A/F ® (Biolegend) para IL-17A/IL-17F, siguiendo las recomendaciones 

de los proveedores. 

 

https://www.googleadservices.com/pagead/aclk?sa=L&ai=DChcSEwjgucGhyfj4AhURh1sKHaOpB0cYABAFGgJ5bQ&ohost=www.google.com&cid=CAESa-D2oZZo_eZOfc6lyVjoIKxghLdY23gaA1N-XAD5dFD0EYQkVr9GGg4bfaM6lxuticaeZak9oqKEz9kb8cwa0G-2OISQck8oVzZLgUWqoe4l9rJnHyabNpCHz_wbhIBUwIx627zd5vj2zMMs&sig=AOD64_1JsQL4jTNF7fasXOnd1t6UEW2n3w&q&adurl&ved=2ahUKEwjLqrqhyfj4AhX7rIkEHVsqCSgQ0Qx6BAgEEAE
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De manera general, para IL-17 e IL-17A/IL-17F, el anticuerpo de captura se inmovilizó en pozos de 

una placa para ELISA durante toda la noche a 4 °C. Concluida la incubación, se retiró la solución y se 

lavó la placa con solución de lavados (polisorbato 20 [0.05 %] en PBS). La placa fue bloqueada con 

solución diluyente (SFB [10 %] en PBS) y posteriormente se incubó con una curva patrón 

correspondiente y con las suspensiones de las muestras recuperadas de ratones infectados con A. 

baumannii. Concluida la incubación, se retiraron las muestras y se lavó la placa. La placa se incubó con 

anticuerpo de detección y posteriormente se lavó. La placa se incubó con solución de avidina-peroxidasa 

de rábano, lavándose posteriormente. La placase incubó con solución de tetrametil bencidina. La reacción 

se detuvo con solución para detener la reacción (H2SO4 [2 N]) y se realizó la lectura espectrofotométrica 

a 450 nm en un lector de absorbancia para placas Elx808® (BioTek).   

 

En tanto que para IL-17F, la placa se incubó con la curva patrón correspondiente y con las suspensiones 

de las muestras recuperadas de ratones infectados con A. baumannii. Concluida la incubación, la placa 

fue lavada e incubada con anticuerpo de detección. Posteriormente se lavó y se incubó con solución de 

avidina-peroxidasa de rábano para lavarse posteriormente. La placa se incubó con solución de tetrametil 

bencidina. La reacción se detuvo con solución para detener la reacción y se realizó la lectura 

espectrofotométrica a 450 nm en un lector de absorbancia para placas Elx808® (BioTek).   

 

 

 

6.4. CUANTIFICACIÓN DE LA CARGA BACTERIANA A NIVEL LOCAL Y 

SISTÉMICO A DIFERENTES TIEMPOS POST-INFECCIÓN  
 

 

A diferentes tiempos después de haber inoculado subcutáneamente la bacteria, a los ratones se les 

practicó eutanasia y se recuperaron el fragmento de piel infectado o control, el bazo y 25 μL de sangre 

recuperada por punción cardiaca, inmediatamente después de realizar la eutanasia. La piel y el bazo se 

recuperaron en 1 mL de PBS estéril, se disgregaron mecánicamente mediante el uso de un 

homogeneizador de tejido Ultra-turrax® (IKA). A partir de la suspensión del órgano disgregado, se 

realizaron diluciones seriadas, de la piel hasta 10-6 y del bazo hasta 10-3, con PBS estéril. De cada una de 

las tres diluciones de menor concentración, se sembraron 25 μL de cada dilución en una placa de agar 

con medio de lisogenia (lysogeny broth, LB). Para la sangre, se sembraron en placa de agar LB 10 μL de 

sangre sin diluir y los 10 μL restantes se diluyeron con 90 μL de PBS, dilución de la que se sembraron 

25 μL en una placa de LB. Las placas se incubaron por 8 h a 37 °C, al término de lo cual se realizó el 

conteo de las colonias presentes en cada placa.  

 
 

 

6.5. ANÁLISIS DE LAS POBLACIONES CELULARES INMUNOLÓGICAS 

PRESENTES EN PIEL DE RATONES INFECTADOS MEDIANTE 

CITOMETRÍA DE FLUJO  
 

 

A diferentes tiempos postinfección, a ratones de la cepa C57BL/6, se les indujo eutanasia y se disectaron 

para recuperar el fragmento de piel infectado, el bazo, los ganglios linfáticos axilares, que se consideraron 

no drenantes (NDLNs) y los ganglios linfáticos inguinales, considerados drenantes (DLNs) por su 



31 
 

cercanía con el sitio de infección. Cada uno de los diferentes órganos se recuperó en medio RPMI 

suplementado con 5 % de SFB y se mantuvo a 4 °C mientras fue procesado. 

 

Los ganglios y el bazo se disgregaron mediante una malla para procesar tejido. Una vez disgregados 

los ganglios y el bazo, la suspensión celular se centrifugó durante 5 minutos a 400 x g. Se desechó el 

sobrenadante y se descompactó el botón celular. Las células se resuspendieron en 1 mL de solución de 

cloruro de amonio y bicarbonato de potasio (NH4Cl [150 mM], KHCO3 [10 mM], Na2EDTA [100 μM]) 

incubándose durante 1 minuto a temperatura ambiente para realizar lisis eritrocitaria. Para detener la 

reacción se adicionaron 4 mL de RPMI al 5 % de SFB y se centrifugó durante 5 minutos a 400 x g,  

 

Para obtener una suspensión celular enriquecida en células hematopoyéticas a partir de los fragmentos 

de piel del dorso de ratón, cada fragmento de piel se incubó en 500 μL de RPMI al 10% de SFB con 

Liberasa T® (Roche) [2.5 μg/mL] y desoxirribonucleasa I de páncreas bovino (Sigma) [0.125 μg/mL] 

durante 45 minutos a 37 °C. Concluida esta incubación, la piel se fragmentó mediante el uso de tijeras 

de disección y se incubó nuevamente durante 45 minutos a 37 °C con agitación de 250 rpm en el mismo 

medio en el que se había incubado con anterioridad. Para detener la digestión enzimática, se adicionaron 

2.5 mL de RPMI 10 % de SFB con EDTA 5 mM. El tejido grueso se separó y eliminó mediante la 

filtración de las muestras a través de una malla y la suspensión celular recuperada se centrifugó durante 

5 minutos a 400 x g. Se desechó el sobrenadante y el botón celular se resuspendió en 2 mL de RPMI al 

10 % de SFB con desoxirribonucleasa I de páncreas bovino [0.125 μg/mL], incubando las células en 

hielo durante 5 minutos. La suspensión celular se centrifugó a 400 x g durante 5 minutos, se desechó el 

sobrenadante y las células se recuperaron en 500 μL de RPMI al 10 % de SFB. 

 

Para recuperar los leucocitos a partir de piel de orejas de ratón a diferentes tiempos postinfección se 

recuperó la oreja, dejándola libre de cartílago. La oreja se separó por la mitad interna y la cara de ambos 

fragmentos se incubaron en medio dedigestión, que consiste en 500 µL de RPMI al 10 % de SFB con 

Liberasa T® (Roche) [2.5 μg/mL] y desoxirribonucleasa I de páncreas bovino (Sigma) [0.125 µg/mL], 

durante 45 minutos a 37 °C. Concluida esta dgestión, el tejido se fragmentó manualmente con tijeras de 

disección. Posteriormente, los fragmentos de tejido se sometiron a una segunda incubación en el mismo 

medio en el que se había incubado con anterioridad durante 45 minutos a 37 °C con agitación de 250 

rpm. Para detener la digestión enzimática, se adicionaron 2.5 mL de RPMI 10 % de SFB con EDTA 5 

mM. Concluidas las digestiones, el tejido grueso fue separado mediante filtración por malla de nylon y 

la suspensión celular se centrifugó durante 5 minutos a 400 x g. El sobrenadante fue desechado y el botón 

celular se resuspendió en 2 mL de RPMI con desoxirribonucleasa I de páncreas bovino [0.125 µg/mL] 

en que se incubó en hielo durante 5 minutos. La suspensión celular obtenida se centrifugó a 400 x g 

durante 5 minutos para posteriormente realizar la tinción con anticuerpos acoplados a florocromos. 

 

Antes de comenzar con la tinción, las muestras se centrifugaron durante 5 minutos a 400 x g para 

eliminar el RPMI y se lavaron con solución de lavados citometría de flujo (PBS al 2 % de SFB), se 

resuspendieron en 100 μL de PBS 1/500 con colorante fluorescente para determinación de viabilidad 

(Zombie-aqua®. Biolegend). Las células permanecieron en incubación 15 minutos a temperatura 

ambiente protegidas de la luz. La tinción se detuvo agregando 400 μL de solución de lavados para 

citometría de flujo y centrifugando durante 5 minutos a 400 x g. Se desechó el sobrenadante y las células 

se resuspendieron en 100 μL de solución para lavados de citometría de flujo con los siguientes 

anticuerpos acoplados a fluorocromos: anti-CD4, anti-CD8, anti-CD11b, anti-CD45, anti-Ly-6G, anti-

TCRγδ, anti-FcεRI (Biolegend); o biotinilados para el coctel de linaje: anti-CD11c, anti-TER-119, anti-

CD19, anti-Siglec F, anti-B220 y, anti-NK 1.1 (eBioscience). Las muestras permanecieron en incubación 

a 4 °C durante 30 minutos protegidas de la luz luego de lo cual se lavaron adicionando a cada muestra 



32 
 

400 μL de solución amortiguadora de lavados para citometría de flujo y centrifugando durante 5 minutos 

a 400 x g. El sobrenadante se desechó, se descompactó el botón celular y cada muestra se resuspendió 

en 300 μL de solución amortiguadora de lavados para citometría de flujo. En el caso de los anticuerpos 

biotinilados, la tinción secundaria se realizó adicionando 100 μL de solución amortiguadora de lavados 

para citometría de flujo con estreptavidina conjugada con ficoeritrina (Biolegend), se realizó una 

incubación en la oscuridad a 4 °C durante 30 minutos, luego de lo cual, para lavar, se adicionaron 400 

μL y se centrifugó durante 5 minutos a 400 x g.  

 

Las muestras se capturaron utilizando los citómetros Attune NxT Cytometer ® (Thermo Fisher), BD 

Influx ® (BD Biosciences) o Melody® (Beckman Coulter). 

 

El análisis de las poblaciones celulares se realizó con el programa FlowJo® (Becton Dickinson & 

Company) versión 10.8.0 para Windows® Microsoft. 

 

Para obtener los porcentajes de las diferentes poblaciones analizadas dentro de la región de las células 

hematopoyéticas CD45.2+, se multiplicaron las frecuencias relativas de la población en cada una de las 

regiones de interés definidas en el análisis secuencial. Y para expresarlo como porcentaje se multiplicó 

por 100.  

 

% (𝑝𝑜𝑏𝑙𝑎𝑐𝑖ó𝑛) = [ ∏ 𝑓𝑖 (𝑟𝑒𝑔𝑖ó𝑛 𝑑𝑒 𝑖𝑛𝑡𝑒𝑟é𝑠) 

𝑛 (𝑟𝑒𝑔𝑖ó𝑛 𝑑𝑒 𝑖𝑛𝑡𝑒𝑟é𝑠)

𝑖=1

] ∗ 100  

 

 

 

 

6.6. INMUNOFLUOROTINCIONES DE PIEL DE RATÓN 
 

 

Transcurridas 12 horas después de haber realizado la infección subcutánea con cada una de las cepas 

de A. baumannii, se realizó eutanasia a ratones de la cepa C57BL/6. Se recuperó el fragmento de piel 

infectado y se fijó en paraformaldehído al 4 % durante 24 horas a 4 °C. Posteriormente la Unidad de 

Histología del Instituto de Fisiología Celular realizó el servició de inclusión del tejido en parafina, la 

obtención de cortes trasversales de 5 μm empleando un criostato Leica CM1900 ® (Leica Microsystems 

Nussloch GmbH) y el montaje de los mismos sobre portaobjetos electrocargados Superfrost Plus Yellow, 

Sigma Aldrich ®. 

 

Para realizar la tinción, el tejido se sometió a desparafinización calentando las laminillas en una estufa 

a 70 °C durante 45 minutos. Para terminar de remover la parafina, se realizaron los siguientes lavados: 

un lavado de 5 minutos con xilol a 70 °C, un lavado de 5 minutos con xilol a temperatura ambiente, un 

lavado de 5 minutos con xilol:etanol 1:1 a temperatura ambiente, un lavado de 5 minutos con etanol al 

100 % a temperatura ambiente, dos lavados de 5 minutos con etanol al 80 % a temperatura ambiente,  un 

lavado de 5 minutos con etanol al 50 % a temperatura ambiente, y finalmente, un lavado de 5 minutos 

con agua a temperatura ambiente.  

 

Posteriormente, se realizó el proceso de recuperación antigénica durante 20 minutos en solución 

amortiguadora de citratos (citrato de sodio 10 μM; pH = 6) a 90 °C, luego de lo cual, se realizó un lavado 

durante 5 minutos con PBS a temperatura ambiente.  
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Los tejidos se permeabilizaron mediante su incubación a temperatura ambiente durante 2 horas en una 

solución amortiguadora de permeabilización (albúmina sérica bovina [10 mg/mL], suero de caballo [5 

%], azida de sodio [0.02 %], tritón [0.5 %] en PBS).  

 

La tinción con anticuerpos primarios se llevó a cabo incubando el tejido toda la noche a temperatura 

ambiente con los siguientes anticuerpos: anti-IL-17 de ratón policlonal hecho en conejo (Abcam), anti-

Ly-6G/Ly6C (Gr-1) de ratón RB6-8C5 hecho en rata (Tonbo), anti-CD11b de ratón/humano M1/70 

hecho en rata (Tonbo) o anti-CD4 de ratón GK1.5 hecho en rata (BD Pharmingen). 

 

Se realizaron 4 lavados, de 5 minutos cada uno, con PBS a temperatura ambiente, luego de lo cual, se 

realizó la tinción con los anticuerpos secundarios anti-IgG (H+L) de conejo AlexaFluor® 488 

RRID:AB_2313584 (Jackson ImmunoResearch Labs) y anti-IgG (H+L) de rata AlexaFluor® 594 

RRID:AB_2340689 (Jackson ImmunoResearch Labs) incubando durante 2 horas a temperatura 

ambiente. Luego de la incubación con el anticuerpo secundario, se realizaron 4 lavados, de 5 minutos 

cada uno, con PBS a temperatura ambiente. 

 

Finalmente, se realizó una contratinción nuclear con Hoechst (Invitrogen) durante 10 minutos a 

temperatura ambiente, luego de lo cual, se realizó un lavado de 5 minutos con PBS. Las muestras se 

montaron empleando medio de montaje Vectashield® (Vector Laboratories) y las micrografías de las 

mismas se adquirieron en el Laboratorio Nacional de Microscopia Avanzada, Centro Médico Nacional 

Siglo XXI del Instituto Mexicano del Seguro Social, empleando un microscopio confocal Nikon A1. El 

análisis de las micrografías se realizó con el programa ImageJ (National Institutes of Health). 

 

 

 

6.7 ANÁLISIS ESTADÍSTICO 
 

 

El análisis estadístico para supervivencia se realizó empleando una prueba Mantel-Cox. El resto de los 

análisis estadísticos se realizó mediante la aplicación de la prueba de análisis de varianza (ANOVA) para 

medidas repetidas, seguida una prueba post hoc usando los métodos de Tukey o de Bonferroni. En cada 

prueba se consideró significancia estadística para valores con p < 0.05, donde * = p < 0.05, ** = p < 0.01, 

*** p < 0.001, **** = p < 0.0001. El análisis estadístico se realizó con el programa GraphPad Prism® 

versión 6.00 para Windows® Microsoft, GraphPad Software ®, San Diego California. 

 

 

 

6.8. RESUMEN GRÁFICO 
 

 

El resumen gráfico fue realizado con ilustraciones elaboradas por BioRender.com (2020). Obtenido de 

https://app.biorender.com/ 

 

 

 

 

 

https://app.biorender.com/
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7. RESULTADOS  
 

 

7.1. LA TRANSCRIPCIÓN Y TRADUCCIÓN DE IL-17 SE INDUCEN EN 

RESPUESTA A LA INFECCIÓN SUBCUTÁNEA POR A. baumannii A578 
 

 

Para corroborar la inducción y participación de IL-17 en la resolución de la infección cutánea por A. 

baumannii, desarrollamos un modelo de infección en el que, considerando las grandes diferencias que 

han sido reportadas entre los genomas de las cepas de referencia en comparación con las cepas de 

circulación actual en el entorno hospitalario [92, 94], administramos vía subcutánea, A. baumannii, ya 

fuera de la cepa de referencia ATCC 17978, o A578 resistente a múltiples antibióticos, de reciente 

aislamiento de un paciente internado en el Instituto Nacional de Rehabilitación “Luis Guillermo Ibarra” 

de la Ciudad de México.  

 

Por experimentos realizados previamente en el laboratorio como parte de otro proyecto, se ha 

determinado que la dosis mínima letal vía intraperitoneal (i.p.) para cada las cepas de A. baumannii 

ATCC 17978 o A578 es de 2x108 UFCs (Fig. 7). Para determinar la cantidad de bacteria a administrar 

vía subcutánea tomamos en cuenta que diferencias importantes han sido reportadas en cuanto a la 

letalidad de la misma cantidad de inóculo de una cepa de A. baumannii dependiendo de la vía de 

inoculación [264] y, adicionalmente, consideramos el volumen máximo permitido para una 

administración subcutánea [265, 266]. Tomando en cuenta estos aspectos, en el modelo empleado en este 

trabajo administramos, vía subcutánea, un inóculo de 2x109 UFCs de A. baumannii de las cepas ATCC 

17978 o A578 en el dorso de ratones C56BL/6.   
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Figura 7. La infección intraperitoneal de ratones con 2x108 UFCs de A. baumannii ATCC 17978 o A578 resulta letal dentro 

las primeras 30 horas postinfección. Ratones de la cepa C57BL/6 se infectaron intraperitonealmente con inóculos crecientes 

de A. baumannii ATCC 17978 o A578, luego de lo cual, se evaluó su supervivencia. Se muestran gráficas de supervivencia 

para ratones infectados con 2x107 (azul oscuro), 2x108 (azul claro) o 2x109 UFCs de A. baumannii ATCC 17978 y de ratones 

infectados con 2x107 (rosa), 2x108 (anaranjado) o 2x109 (rojo) UFCs de A. baumannii A578. * = p < 0.05, ** = p < 0.01, *** 

p < 0.001, **** = p < 0.0001. Supervivencia de ratones en 3 experimentos independientes, n = 1-5 ratones por grupo en cada 

experimento. * = p < 0.05, ** = p < 0.01, *** p < 0.001. Prueba de Mantel-Cox. 
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En primer lugar, para tratar de definir el papel de IL-17 en la infección por A. baumannii, evaluamos la 

transcripción del ARNm de Il17a en el sitio de infección tras la inoculación con cada una de las cepas 

bacterianas a diferentes tiempos postinfección dentro de las primeras 72 horas. Nos enfocamos en este 

periodo de tiempo postinfección ya que trabajos previos han identificado que las respuestas inmediatas 

tras la infección (tan tempranas como 4 horas post infección), son cruciales para el control exitoso de A. 

baumannii [120, 267, 268].  

 

Al analizar la cantidad relativa de ARNm de Il17a en los grupos de ratones con diferentes tratamientos, 

encontramos que el único cambio estadísticamente significativo en los niveles de ARNm de Il17a tras la 

infección con A. baumannii dentro de las primeras 72 horas postinfección, en comparación con los 

niveles de Il17a de ratones administrados con vehículo, se presentó en el dorso de ratones luego de 2 

horas de haber sido inoculados con A. baumannii A578 (Fig. 8A). En estos ratones, la cantidad de ARNm 

de Il17a se incrementó 4.23 ± 1.64 veces (p = 0.0088) respecto a la cantidad de ARNm de Il17a en 

ratones que solo recibieron vehículo. A este mismo tiempo postinfección, logramos observar una 

tendencia al incremento (2.56 ± 0.82 veces) en la cantidad de ARNm de Il17a, que no resulta ser 

estadísticamente significativa (p > 0.999), en ratones que fueron infectados con A. baumannii ATCC 

17978, para los que el incremento en los niveles del ARNm de Il17a fue de 2.56 veces respecto al grupo 

de ratones tratados únicamente con vehículo (Fig.8A). 

 

Habiendo identificado la inducción estadísticamente significativa de la transcripción de Ill7a tras la 

infección por A. baumannii A578, cuantificamos los niveles de proteína de IL-17 a diferentes tiempos 

postinfección, tanto para ratones infectados subcutáneamente con A. baumannii ATCC 17978 como 

A578 (Fig. 8B), encontrando un incremento estadísticamente significativo (p = 0.0002) en los niveles de 

proteína luego de 12 horas de infección en los ratones infectados con A. baumannii A578 (1463.71 ± 

299.71 pg/g de tejido) en comparación con los niveles de proteína encontrados en los ratones que 

únicamente fueron administrados con vehículo (380.84 ± 33.86 pg/g de tejido); aunque luego de 24 horas 

postinfección, en los ratones de este grupo de tratamiento, los niveles de proteína de IL-17 volvieron a 

ser estadísticamente similares (871.25 ± 199.95 pg/g de tejido; p = 0.6215) a los de ratones administrados 

con vehículo, y pese a que a las 72 horas postinfección se observa nuevamente una tendencia al 

incremento en los niveles de proteína, este incremento no resultó estadísticamente significativo (1083.02 

± 262.62 pg/g de tejido; p = 0.2128) (Fig. 8B).  

 

Por otro lado, la infección con la cepa de referencia, ATCC 17978, no mostró niveles de IL-17 

incrementados significativamente con respecto al nivel basal, aunque muestra una tendencia a 

incrementar cerca de las 8 (887.40 ± 228.50 pg/g de tejido; p = 0.568) y las 12 horas postinfección 

(875.50 ± 181.80 pg/g de tejido; p = 0.5952). Esa tendencia al incremento termina a las 24 horas, en las 

que los niveles de la proteína regresan a ser indistinguibles del nivel encontrado en ratones administrados 

únicamente con vehículo. De manera similar a lo que se observa con la concentración de IL-17 en ratones 

infectados con la cepa A578, en los ratones infectados con la cepa ATCC 17978, a las 72 horas se observa 

una tendencia al incremento que no resulta significativa (618.52 ± 145.83 pg/g de tejido; p > 0.999) (Fig. 

8B). Es probable que, a tiempos posteriores, este incremento pudiera ser significativo, pero habría que 

corroborarlo experimentalmente.  
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Figura 8. La infección subcutánea con A. baumannii A578 induce la transcripción y traducción de IL-17. A. Cinética de los 

niveles relativos del ARNm de Il17a en el área de infección de ratones infectados subcutáneamente con A. baumannii ATCC 

17978 (azul) o A578 (rojo) respecto a ratones administrados únicamente con vehículo. B. Cinética de la proteína IL-17 en el 

sitio de infección de ratones infectados subcutáneamente con A. baumannii ATCC 17978 (azul) o A578 (rojo). Las gráficas 

muestran la media aritmética y el correspondiente error estándar de 3 experimentos independientes para cada tiempo, n = 2-3 

ratones por grupo en cada experimento. ** = p < 0.01. *** p < 0.001. Diferencias significativas respecto al vehículo. ANOVA 

y prueba post hoc de Bonferroni.  

 

 

 

Se ha reportado que IL-17 tiene una elevada identidad con IL-17F perteneciente a la misma familia de 

citocinas [269, 270] y comparten algunas funciones [269, 271]. Por lo anterior, consideramos importante 
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determinar la inducción de la transcripción y cuantificar los niveles de proteína de IL-17F (Fig. 9). Al 

hacerlo, encontramos que luego de la infección subcutánea con A. baumannii ATCC 17978 o A578 no 

hay un cambio estadísticamente significativo en la transcripción de Il17f dentro de las primeras 72 horas 

posteriores a la infección con ninguna de las dos cepas de A. baumannii. Sin embargo, en las primeras 2 

horas tras la infección con cada una de las cepas bacterianas, se observa una tendencia, no significativa, 

al incremento en la cantidad del ARNm de Il17f de 12.35 ± 4.94 veces para los ratones infectados con la 

cepa ATCC 17978, y 24.00 ± 15.68 veces para ratones infectaos con la cepa A578 (Fig. 9A). 

 

En cuanto a los niveles de proteína de IL-17F, observamos que, dentro de las primeras 72 horas 

posteriores a la infección con cada una de las cepas de A. baumannii, la proteína se incrementa de forma 

estadísticamente significativa en el área subcutánea de infección, con cualquiera de las cepas bacterianas, 

luego de 8 horas, alcanzando concentraciones de 626.49 ± 71.38 pg/g de tejido para el grupo infectado 

con la cepa ATCC 17978 y de 557.83 ± 62.27 pg/g de tejido para el grupo infectado con la cepa A578 

(Fig. 9B). Ambas concentraciones mostraron ser estadísticamente mayores (p < 0.0001, para cada 

concentración) en comparación con la cantidad de IL-17F presente en el tejido subcutáneo de ratones 

que solo recibieron vehículo (9.53 ± 9.33 pg/g de tejido) (Fig. 9B). Dichos niveles, permanecen elevados 

durante las primeras 72 horas posteriores a la infección, tanto para el grupo infectado con la cepa ATCC 

17978 (763.10 ± 4.60 pg/g de tejido, p < 0.0001), como para el grupo infectado con la cepa A578 (751.18 

± 8.84 pg/g de tejido, p < 0.0001) (Fig. 9B).  

 

Reportes previos han corroborado que la forma monomérica de IL-17 es capaz de heterodimerizarse 

con un monómero de IL-17F [272, 273] y señalizar a través del receptor IL-17RA/IL-17RC [274], debido 

a esto, cuantificamos los niveles del heterodímero IL-17A/IL-17F a distintos tiempos postinfección 

durante las primeras 72 horas (Fig. 9C). Luego de 2, 4 y 72 horas de infección pudimos identificar un 

descenso estadísticamente significativo en la concentración de heterodímero en ratones que fueron 

infectados con la cepa A578 (309.74 ± 94.17 pg/g de tejido, p = 0.0359; 235.90 ± 54.39 pg/g de tejido, 

p = 0.0203 y 284.13 ± 73.96 pg/g de tejido, p = 0.0259, respectivamente), en comparación con la 

concentración del heterodímero en el grupo de ratones control administrados únicamente con vehículo 

(1312.17 ± 163.28 pg/g de tejido) (Fig. 9C). Mientras que para la concentración de IL-17A/IL-17F en el 

grupo infectado con la cepa ATCC 17978, solo tras 4 horas postinfección se observó una concentración 

estadísticamente menor del heterodímero (343.17 ± 91.22 pg/g de tejido, p = 0.0460) en comparación 

con la concentración del heterodímero en ratones administrados con vehículo (1312.17 ± 163.28 pg/g de 

tejido) (Fig. 9C).  
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Figura 9. IL-17F se induce en respuesta a la infección subcutánea causada por A. baumannii ATCC 17978 o A578. A. 

Cinética de los niveles relativos del ARNm de Il17f en el área de infección de ratones infectados subcutáneamente con A. 

baumannii ATCC 17978 (azul) o A578 (rojo) respecto a ratones administrados únicamente con vehículo (verde). B. Cinética 

de la proteína IL-17F en el sitio de infección de ratones infectados subcutáneamente con A. baumannii ATCC 17978 (azul), 

A. baumannii A578 (rojo) o que recibieron vehículo (verde). C. Cinética de la concentración del heterodímero proteico IL-

17A/IL-17F en área subcutánea infectada con A. baumannii ATCC 17978 (azul), A. baumannii A578 (rojo) o en el tejido 

subcutáneo en ratones tratados con vehículo (verde). Las gráficas muestran la media aritmética y el correspondiente error 

estándar de triplicados biológicos de un experimento en cada gráfica. N.D. = no detectado. n = 2-3 ratones por grupo en cada 

experimento. **** = p < 0.0001. * = p < 0.05. ANOVA y prueba post hoc de Bonferroni. 
 

 

 

7.2. IL-17 NO ES ESENCIAL PARA EL CONTROL DE LA INFECCIÓN 

SUBCUTÁNEA POR A. baumannii 
 

 

Habiendo identificado una tendencia al incremento en IL-17 tras la infección subcutánea con A. 

baumannii ATCC 17978 y un incremento estadísticamente significativo en la proteína luego de la 

infección con A. baumannii A578, evaluamos si la presencia de esta citocina es esencial para el control 

o la resolución de la infección subcutánea por estas cepas bacterianas. Para ello, ratones deficientes de 

IL-17 e IL-17F, B6.Cg-Il17a/Il17ftm1.1Impr Thy1a/J, designados en este trabajo como IL-17A/F KO, fueron 

infectados vía subcutánea con 2x109 UFCs de cada una de las cepas bacterianas y posteriormente se 

evaluó la capacidad de estos ratones para sobrevivir a la infección (Fig. 10).  
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Figura 10. IL-17 no es esencial para el control de la infección subcutánea causada por A. baumannii. A. Supervivencia de 

ratones WT (líneas continuas) e IL-17A/F KO (líneas punteadas) infectados subcutáneamente con 2x109 UFC de A. baumannii 

ATCC 17978 (azul) o A578 (rojo) o administrados con vehículo (verde). B. Supervivencia de ratones WT (líneas continuas) 

e IL-17A/F KO (líneas punteadas) infectados vía intraperitoneal (i.p.) con A. baumannii ATCC 17978 (azul) o A578 (rojo) o 

administrados con vehículo (verde). Supervivencia de ratones en 3 experimentos independientes, n = 2-5 ratones por grupo. 

* = p < 0.05, ** = p < 0.01, *** p < 0.001. Prueba de Mantel-Cox.  

 

El total de ratones infectados subcutáneamente con 2x109 UFCs de A. baumannii ATCC 17978 o A578, 

independientemente de si éstos fueron silvestres (WT) o IL17A/F KO, sobrevivieron al menos 16 días 

después de haber sido infectados (Fig. 10A), pese a que ambas cepas bacterianas son patogénicas y el 

inóculo administrado de cada una de ellas puede ser letal si se modifica la vía de administración (Figs. 

7, 10B), pues al administrar 2x109 UFCs de A. baumannii ATCC 17978 o A578 vía intraperitoneal, todos 

los ratones murieron dentro de las primeras 15 horas post infección. Sin embargo, es importante destacar 

que hay diferencia estadísticamente significativa (p = 0.0042) en la supervivencia de ratones WT 

infectados con la cepa A578, para los que el 100 % estaba muerto luego de 7.23 horas de haber sido 

infectados, mientras ratones también WT, pero infectados con la cepa ATCC 17987, murieron en su 

totalidad hasta 15.00 horas después de haber sido infectados. También encontramos diferencia estadística 

(p = 0.0101) en la supervivencia de ratones IL-17 WT e IL-17A/F KO infectados con la cepa A578, los 

que murieron en su totalidad luego de 7.23 y 14.20 horas, respectivamente, de haber sido infectados. El 
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hecho de que ninguno de los ratones infectados subcutáneamente con A. baumannii murió en el tiempo 

en el que monitoreamos la supervivencia, sugiere que IL-17 e IL-17F no son esenciales para el control 

de la infección subcutánea, sin embargo, hasta este punto, no podemos descartar que estas citocinas 

favorezcan una pronta o absoluta resolución de la infección. 

 

 

 

 

7.3. DURANTE LA INFECCIÓN SUBCUTÁNEA CAUSADA POR LA CEPA A578 

DE A. baumannii SE GENERA UNA LESIÓN DE MENOR TAMAÑO EN 

AUSENCIA DE IL-17 
 

 

Una vez que descartamos que IL-17 e IL-17F fueran esenciales para el control de la infección 

subcutánea por A. baumannii, evaluamos el peso de los ratones infectados (Fig. 11A-B, Fig. Supl. 1A-

B) y el tamaño de la lesión (Fig. 11C-D, Figs. Supl. 1C-E) provocada por A. baumannii, como indicadores 

de la severidad de la infección [275=277]. 

 

Los ratones WT e IL-17A/F KO infectados con A. baumannii ATCC 17978, mostraron una pérdida de 

peso significativa respecto al grupo de ratones control correspondiente —WT o IL-17A/F KO— durante 

los tres primeros días postinfección (Fig. 11A). Los porcentajes de peso correspondientes a los ratones 

WT infectados con la cepa bacteriana ATCC 17978 que mostraron diferencias fueron  91.42 ± 0.42 %, 

p < 0.0001 luego de un día; 92.02 ± 0.58 %, p < 0.0001 luego de dos días y 94.94 ± 0.67 %, p = 0.0001 

después de tres días de infección; esto respecto al grupo de ratones WT administrados únicamente con 

vehículo, cuyos porcentajes de peso corporal promedio fue de 98.39 ± 0.34 % al día posterior a la 

administración del vehículo, de 99.01 ± 0.50 % a los dos días y de 100.96 ± 0.92 % luego de tres días de 

la administración (Fig. 11A). Mientras para los ratones IL-17A/F KO infectados con A. baumannii ATCC 

17978, los porcentajes de peso corporal que alcanzaron diferencia fueron 93.27 ± 0.54 %, p < 0.0001 

después de un día, 93.50 ± 0.83 %, p < 0.0001 luego de dos días y 95.30 ± 0.63 %, p = 0.0063 luego de 

tres días de haberse realizado la infección, lo anterior en comparación con los porcentajes registrados 

para el grupo de ratones IL-17A/F KO control que recibió solo vehículo y cuyos porcentajes de peso 

promedio fueron de 100.06 ± 1.79 %, 100.73 ± 1.75 % y 100.57 ± 1.90 %, luego de uno, dos y tres días 

posteriores a la administración del vehículo, respectivamente (Fig. 11A).  Es muy importante señalar 

que, dentro del periodo en el que se realizó el registro del peso corporal, los porcentajes de peso de ambos 

grupos de ratones —WT e IL-17A/F KO—, infectados con la cepa ATCC 17978 no mostraron diferencia 

estadística entre ellos (Fig. 11A).   

 

En cuanto a la infección por la cepa A578, los ratones WT mostraron una pérdida de peso significativa 

durante los cuatro primeros días postinfección respecto al grupo de ratones WT administrados 

únicamente con el vehículo, siendo los valores de dichos porcentajes de 89.86 ± 1.16 %, p < 0.0001 luego 

de dos días de haber llevado a cabo la infección y de 94.15 ± 0.95 %, p < 0.0001 luego de tres días de la 

infección con A. baumannii A578; en comparación con el porcentaje corporal del grupo de ratones WT 

que recibieron vehículo cuyo porcentaje de peso corporal promedio fue de 98.39 ± 0.34 % al día posterior 

a la administración del vehículo, de 99.01 ± 0.50 % a los dos días y de 100.96 ± 0.92 % luego de tres 

días posteriores a la administración (Fig. 11B). Sin embargo, en el caso de ratones IL-17A/F KO 

infectados con la cepa bacteriana A578, pese a no mostrar diferencia significativa en el cambio de peso 

corporal en comparación con los ratones WT infectados con esta misma cepa bacteriana durante el 

periodo de tiempo evaluado (Fig. 11B), la pérdida de peso corporal en comparación con el grupo control 
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de ratones IL-17A/F KO, administrados solamente con vehículo, fue estadísticamente distinta durante 5 

días postinfección. Los porcentajes de peso corporal de ratones IL-17A/F KO infectados con A. 

baumannii A578 que alcanzaron disminución estadísticamente significativa fueron 90.09 ± 0.47 %, p < 

0.0001 luego de un día postinfección; 90.79 ± 0.49 %, p < 0.0001, después de dos días; 92.46 ± 0.37 %, 

p < 0.0001 al día tres postinfección; 95.40 ± 0.476 %, p = 0.0437 al cuarto día y 95.81 ± 0.59 %, p = 

0.0209 tras cinco días postinfección, en comparación con el ratones IL-17A/F KO que recibieron solo  

vehículo, cuyos porcentajes de peso corporal a los días cuatro y cinco postinfección fueron, 

respectivamente de 99.62 ± 1.85 % y 100.41 ± 1.90 % (Fig. 11B). De forma similar a lo observado para 

los ratones infectados con la cepa ATCC 17978 de A. baumannii, en el caso de los ratones infectados 

con la cepa A578, tampoco se observó diferencia estadística entre los pesos corporales que se registraron 

para las cepas de ratones WT e IL-17A/F KO (Fig. 11B). 

 

Al analizar estos mismos datos de porcentaje de peso corporal tras la infección, comparando la pérdida 

de peso registrada en una misma cepa de ratones infectados con diferentes cepas bacterianas (Fig. Supl. 

1A-B), también puede visualizarse que solo los ratones IL-17A/F KO infectados con la cepa A578 tardan 

un mayor tiempo en recuperar un porcentaje de peso corporal similar al de los ratones IL-17A/F KO del 

grupo control que solo recibieron vehículo, hecho que se presenta hasta el día seis postinfección, en el 

que el porcentaje de peso corporal para los ratones infectados fue de 96.71 ± 0.58 %, mientras que para 

los ratones administrados con vehículo fue de 99.93 ± 1.86 % (Fig. Supl. 1B). 

 

Lo anterior sugiere que la patología asociada a la infección subcutánea por A. baumannii A578 es más 

severa en ratones deficientes de IL-17 e IL-17F. 

 

Es importante destacar que, a ningún tiempo evaluado hubo diferencia estadística en el porcentaje de 

peso corporal en ratones WT e IL-17A/F KO infectados con la misma cepa bacteriana (Fig. 11A-B), ni 

al comparar ratones de una misma cepa infectados con cepas bacterianas distintas (Fig. Supl. 1A-B).  

 

Un enfoque distinto que empleamos para comparar la severidad de la patología de la infección 

subcutánea entre ratones IL-17A/F KO y ratones WT, fue el evaluar el tamaño de la lesión como otro 

marcador de la severidad de la infección tanto en ratones infectados con A. baumannii ATCC 17978 

como A578 (Fig. 11C-E, Fig. Supl. 1C-E). 

 

Tras realizar la infección subcutánea con A. baumannii ATCC 17978 pudimos observar que el tamaño 

de la lesión que se generó en ratones WT fue comparable con el tamaño de la lesión que mostraron los 

ratones IL-17A/F KO tras la infección con esta misma cepa bacteriana durante los siguientes 16 días 

posteriores a la infección (Fig. 11D). Sin embargo, al comparar el tamaño de la lesión observada en cada 

uno de los grupos de ratones —WT o IL-17A/F KO— luego de la infección con A. baumannii ATCC 

17978 contra el tejido de ratones administrados únicamente con vehículo, pudimos identificar algunas 

diferencias en cuanto a la evolución del tamaño de la lesión generada en cada cepa de ratones (Fig. 11D). 

Para los ratones WT infectados con la cepa ATCC 17978 la lesión dejó de ser estadísticamente mayor en 

comparación con el tejido de los ratones WT administrados únicamente con vehículo a los 11 días 

postinfección (Fig. 11D), mientras que para los ratones IL-17A/F KO infectados también con la cepa 

ATCC 17978, la lesión se mantuvo por mayor tiempo, dejando de ser significativamente más distinta en 

comparación con el tejido de ratones IL-17A/F KO administrados con vehículo hasta los 14 días 

postinfección (Fig. 11E).  
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Figura 11. La patología durante la infección subcutánea por A. baumannii A578 menos severa en ausencia de IL-17 en. A. 

Cinética del porcentaje de peso corporal de ratones WT (línea azul continua) o IL-17A/F KO (línea azul punteada) tras la 
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infección subcutánea con A. baumannii ATCC 17978 y de ratones WT (línea verde continua) o IL-17A/F KO (línea verde 

punteada) administrados con vehículo. B. Porcentaje de peso corporal de ratones WT (línea roja continua) o IL-17A/F KO 

(línea roja punteada) tras la infección subcutánea con A. baumannii A578 y de ratones WT (línea verde continua) o IL-17A/F 

KO (línea verde punteada) administrados con vehículo. C. Fotografías representativas de la lesión desarrollada por ratones 

WT e IL-17A/F KO 10 días después de haber sido infectados con A. baumannii ATCC 17978 o A578. D. Cinética del tamaño 

de la lesión desarrollada en el área de infección por ratones WT (línea azul continua) o IL-17A/F KO (línea azul punteada) 

tras la infección subcutánea con A. baumannii ATCC 17978 y de ratones WT (línea verde continua) o IL-17A/F KO (línea 

verde punteada) administrados con vehículo.  E. Tamaño de la lesión desarrollada en el área de infección WT (línea roja 

continua) o IL-17A/F KO (línea roja punteada) tras la infección subcutánea con A. baumannii A578 y de ratones WT (línea 

verde continua) o IL-17A/F KO (línea verde punteada) administrados con vehículo. A-B, D-E Media aritmética y error 

estándar de 4 experimentos independientes, cada uno con n = 3-7 ratones por grupo. * = p < 0.05, ** = p < 0.01, *** p < 

0.001, **** = p < 0.0001.  * = ratones WT vs. IL-17A/F KO,   = ratones WT infectados vs. ratones WT vehículo,    

= ratones IL-17A/F KO infectados vs. ratones IL-17A/F KO vehículo, * = ratones WT vs ratones IL-17A/F KO ANOVA y 

prueba post hoc de Tukey.   

 

 

En cuanto a los grupos de ratones infectados con la cepa A578 de A. baumannii, observamos que los 

ratones WT infectados con la cepa A578 desarrollaron una lesión significativamente más grande en los 

días 9 (0.837 ± 0.092 cm2; p = 0.0134), 10 (0.698 ± 0.080 cm2; p = 0.0226) y 11 (0.532 ± 0.088; p < 

0.0001) postinfección, en comparación con la lesión que desarrollaron los ratones IL-17A/F KO luego 

de la infección con esa cepa bacteriana (0.552 ± 0.061; 0.459 ± 0.053; y 0.028 ± 0.026 cm2, 

respectivamente). Por otro lado, al comparar la lesión que se produjo como consecuencia de la infección 

por A. baumannii A578, tanto en ratones WT como en ratones IL-17A/F KO con sus respectivos controles 

—ratones WT o ratones IL-17A/F KO administrados con vehículo— (Fig. 11E), a diferencia de lo 

observado durante la infección por la cepa ATCC 17978 (Fig. 11D), las lesiones en ambos grupos de 

ratones mostraron ser significativamente mayores durante los 16 días que fueron sometidas a medición 

(Fig. 11E), lo que sugiere que el cierre de herida en los ratones deficientes de IL-17 e IL-17F infectados 

con la cepa ATCC 17978, es un proceso que requiere de mayor tiempo para llevarse a cabo. 

 

Estos mismos datos del tamaño de la lesión fueron analizados comparando el tamaño de éstas en una 

misa cepa de ratones, ya fueran WT o IL-17A/F KO, infectados con cada una de las distintas cepas 

bacterianas (Fig. Supl. 1), observando que, en algunos de los tiempos a los que se evaluó el tamaño de la 

herida, para una misma cepa de ratones, la lesión generada tras la infección con la cepa A578, fue 

estadísticamente mayor, en comparación con la herida provocada por la cepa ATCC 17978 (Fig. Supl. 1 

significancia marcada en color negro), lo que, de forma similar a los resultados del cambio en el peso 

corporal de los ratones tras la infección, que la cepa A578 de A. baumannii, sugiere que esta cepa 

bacteriana provoca una patología más severa. 

 

 

 

7.4. LA AUSENCIA DE IL-17 RETARDA LA RESOLUCIÓN DE LA INFECCIÓN 

SUBCUTÁNEA POR LA CEPA A578 DE A. baumannii 

 

 

Considerando que el tamaño de la herida producida durante la infección subcutánea fue distinto tras la 

infección con cada una de las cepas bacterianas, quisimos determinar si la cinética de la resolución de la 

infección también difería para la infección causada por cada una de las cepas bacterianas y tratamos de 

identificar la contribución de IL-17 al proceso de la resolución de la infección. Para ello, cuantificamos 

la carga bacteriana a diferentes tiempos postinfección en distintos órganos de ratones WT o IL-17A/F 

KO (Figs. 12-15). 

* * 
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Al cuantificar la carga bacteriana luego de 4 y 24, horas, 6, 8 12, 14, 16, 18, 20 o 22 días postinfección 

(Fig. 12), no logramos identificar diferencia estadísticamente significativa en el número de UFCs 

recuperadas del área del dorso infectada en ratones WT inoculados con A. baumannii ATCC 17978 o A. 

baumannii A578. Para el día 22 postinfección, ratones WT habían resuelto completamente la infección, 

independientemente de si habían sido infectados con A. baumannii ATCC 17978 o A578. Esto sugiere 

que la resolución de la infección subcutánea por la cepa ATCC 17978 se lleva a cabo en un tiempo similar 

al de la infección subcutánea ocasionada por la cepa A578 en ratones WT.  

 

Adicionalmente, no se identificó presencia de bacteria en órganos internos de los ratones WT infectados 

subcutáneamente ni con la cepa ATCC 17978 ni A578 y estos valores no mostraron diferencia estadística 

en comparación con ratones administrados únicamente con vehículo (Fig. 13). Esto indica que la 

infección subcutánea con cada una de las cepas empleadas en este trabajo permanece localizada en el 

tejido subcutáneo ya que con los resultados generados al momento indican que no hay una diseminación 

estadísticamente significativa a sangre o a bazo. 
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Figura 12. La resolución de la infección subcutánea por A. baumannii ATCC 17978 tiene una cinética similar la resolución 

de la infección subcutánea causada por la cepa A578. Unidades formadoras de colonia (UFCs) bacterianas recuperadas a 

distintos tiempos postinfección del dorso de ratones WT infectados subcutáneamente con A. baumannii ATCC 17978 (azul) 

o A578 (rojo). La línea punteada señala el inóculo inicial con el que fueron infectados los ratones (2x109 UFCs). Media 

aritmética y error estándar de 11 experimentos independientes, con grupos de n = 1-3 cada uno. No se encontró diferencia 

significativa en la carga bacteriana entre diferentes cepas. ANOVA y prueba post hoc de Tukey. 
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Figura 13. No hay diseminación bacteriana significativa a sangre o bazo tras la infección subcutánea por A. baumannii 

ATCC 17978 o A578. Unidades formadoras de colonia (UFCs) bacterianas recuperadas a distintos tiempos postinfección de 

sangre y bazo de ratones infectados subcutáneamente con A. baumannii ATCC 17978 (azul) o A578 (rojo). La línea punteada 

señala el inóculo inicial con el que fueron infectados los ratones (2x109 UFCs). Media aritmética y error estándar de 13 

experimentos independientes, con grupos de n = 1-3 cada uno. No se encontró diferencia estadística.  ANOVA y prueba post 

hoc de Bonferroni. 

 

 

 

Para tratar de dilucidar la contribución de IL-17 a la resolución de la infección, conocer si la cinética 

de la resolución de la infección subcutánea en ausencia de IL-17 ocurre de manera similar a como se 

presenta en ratones WT y si la resolución de la infección se lleva a cabo al mismo tiempo en ausencia o 

presencia de esta citocina, realizamos la infección con cada una de las cepas bacterianas en ratones IL-

17A/F KO y hemos cuantificado la carga bacteriana a algunos tiempos postinfección.  

 

De momento, hemos encontrado que a los días 16 y 20 postinfección, los ratones IL-17A/F KO, 

deficientes de IL-17 e IL-17F, infectados subcutáneamente con la cepa A578 muestran una tendencia a 

presentar una carga bacteriana mayor en comparación con el resto de los grupos evaluados, esto es, tanto 

en comparación con ratones WT infectados con la misma cepa bacteriana A578, como en comparación 

con ratones WT e IL-17A/F KO infectados con A. baumannii ATCC 17978 (Fig. 14). Es importante 

destacar que al día 20 postinfección, la carga bacteriana recuperada del dorso de ratones IL-17A/F KO 

infectados con la cepa A578 es significativamente mayor en comparación con ratones sin infectar (Fig. 

14).  

 

De forma interesante, pese a que ratones IL-17A/F KO tardan más tiempo en resolver la infección 

subcutánea, al menos la causada por la cepa A578, éstos son capaces de mantener la infección localizada, 

pues al cuantificar la carga bacteriana en otros órganos del ratón, no logramos recuperar bacteria (Fig. 

15).  
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Figura 14. IL-17 y/o IL-17F contribuyen a la pronta resolución de la infección subcutánea causada por A. baumannii A578. 

Unidades formadoras de colonia (UFCs) bacterianas recuperadas de piel de ratones WT (símbolos rellenos) o IL-17A/F KO 

(símbolos vacíos) infectados subcutáneamente durante 16 o 20 días con A. baumannii ATCC 17978 (azul) o A578 (rojo). 

Media aritmética y error estándar de 4 experimentos independientes con grupos de ratones n = 1-4 cada uno. * = p < 0.05. 

ANOVA y prueba post hoc de Tukey. 
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Figura 15. IL-17 ni IL-17F participan en el control de la diseminación de la infección subcutánea por A. baumannii ATCC 

17978 ni A578. Unidades formadoras de colonia (UFCs) bacterianas recuperadas a distintos tiempos postinfección de sangre 

y bazo de ratones WT (símbolos rellenos) o IL-17A/F KO (símbolos vacíos) infectados subcutáneamente con A. baumannii 

ATCC 17978 (azul) o A578 (rojo). La línea punteada señala el inóculo inicial con el que fueron infectados los ratones (2x109 

UFCs). Media aritmética y error estándar de 4 experimentos independientes con grupos de ratones n = 1-4 cada uno. No se 

encontró diferencia estadística.  ANOVA y prueba post hoc de Bonferroni 
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7.5. NEUTRÓFILOS, LINFOCITOS T CD8+ Y CÉLULAS TCRγδ PRODUCEN IL-

17 EN RESPUESTA A LA INFECCIÓN SUBCUTÁNEA POR A. baumannii 

ATCC 17978, MIENTRAS QUE LINFOCITOS TCRαβ+ CONTRIBUYEN A 

LA PRODUCCIÓN DE IL-17 EN RESPUESTA A LA INFECCIÓN POR A. 

baumannii A578  
 

 

Tomando en cuenta que la infección subcutánea por A. baumannii A578 induce la transcripción (Fig. 

8A) y traducción de IL-17 (Fig. 8B) y que la ausencia de esta citocina impacta negativamente en el 

tiempo de resolución de la infección subcutánea por A. baumannii A578 (Fig. 14), consideramos 

importante identificar la fuente celular responsable de esta producción temprana de IL-17, que 

previamente habíamos observado tras la infección con A. baumannii (Fig. 8B). Para ello, tras realizar la 

infección subcutánea con cada una de las cepas bacterianas en ratones C57BL/6-Il17atm1Bcgen/J reporteros 

para la expresión de Il17a, en los que eGFP está regulada por el promotor de Il17a [262], analizamos 

mediante citometría de flujo, siguiendo las estrategias de análisis mostradas en las figuras suplementarias 

2-4, diversas poblaciones celulares presentes en piel (Figs. 16-18), bazo DLNs y NDLN (Figs. Supl. 5-

7).  

 

El objeto de este trabajo se centra en evaluar la importancia de la participación de IL-17 que se produce 

durante, la infección subcutánea aguda por A. baumannii, en la resolución de dicha infección, y es por 

ello que la producción de IL-17 y sus posibles fuentes celulares se analizaron dentro de los 3 primeros 

días postinfección, aunque las presencia de la bacteria se haya evaluado varios días después, puesto que 

la carga bacteriana a estos tiempos, bien podría estar influenciada por la producción temprana de IL-17. 

 

Considerando nuestro interés en la participación de IL-17 producida en la etapa aguda de la infección 

a la resolución de la misma, el análisis de poblaciones celulares se realizó luego de 4 (Fig. 16 y Fig. Supl. 

5), 12 (Fig. 17 y Fig. Supl. 6) y 24 (Fig. 18 y Fig. Supl. 7) horas postinfección para tratar de identificar 

las poblaciones celulares responsables de la producción de IL-17 en el sitio de infección en cada uno de 

estos diferentes tiempos y ya que, diversas poblaciones celulares han sido identificadas como productoras 

de IL-17 en la piel en diferentes condiciones [210, 216, 223], analizamos diversos marcadores de 

superficie para identificar diferentes poblaciones celulares. Sin embargo, el uso de un panel de 

anticuerpos acoplados a fluorocromos que permitan realizar un análisis preciso de múltiples poblaciones 

llega a ser complicado [278], sobre todo en muestras provenientes de tejidos complejos y ricos en 

compuestos altamente fluorescentes como la piel [279, 280], así que tratamos de establecer un panel de 

anticuerpos acoplados a fluorocromos que nos permitiera el análisis del mayor número de poblaciones 

celulares potencialmente productoras para IL-17, aunque como consecuencia de ello, la estrategia de 

análisis a diferentes tiempos postinfección fue diferente (Figs. Supl. 2-4) y para cada tiempo analizamos 

diferentes marcadores de superficie (Figs. 16-18), pero siempre considerando el análisis de las 

poblaciones celulares que se han reportado como principales productoras de IL-17 en la piel, como 

linfocitos TCRαβ+ CD4+ [281], TCRγδ+ [282], TCRαβ+ CD8+ [283] y, en algunos casos, ILC3s [284, 

285], caracterizadas por carecer de la expresión de marcadores de linaje [273] e incluso realizamos el 

análisis de la producción de IL-17 en poblaciones celulares que clásicamente no son considerados como 

productores de IL-17, como los neutrófilos [210].  

 

Para los diferentes tiempos postinfección a los que se analizaron las poblaciones celulares, se 

identificaron los eventos positivos para IL-17 entre el total de células hematopoyéticas (CD45.2+) 

recuperadas de la piel (Figs. 16-18), así como de bazo y ganglios (Figs. Supl. 5-7).  
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Luego de 4 horas postinfección, las poblaciones celulares analizadas para identificar su posible 

contribución a la producción de IL-17 en respuesta a la infección fueron linfocitos TCRβ+ CD4+, TCRβ+ 

CD8+, TCRγδ+, y neutrófilos (Ly6G+ CD11b+) (Fig. 16).  

 

Decidimos estudiar la posible contribución a la producción de IL-17 por linfocitos TCRαβ, aunque 4 

horas postinfección es un tiempo corto considerando que, en previos reportes, la producción de IL-17 

por linfocitos T CD4+ o CD8+ en la piel se ha detectado días después de haber ocurrido el insulto 

antigénico ya que la inducción de la citocina es antígeno-específica y este tipo de respuesta requiere de 

algunos días para llevarse a cabo [222, 287]. Sin embargo, aunque no en piel, en tejidos como los 

pulmones y la mucosa oral se han identificado poblaciones de linfocitos T CD4+, denominados Th17 

naturales (nTh17), capaces producir IL-17 horas después de un encuentro primario con el antígeno [288, 

289], de forma que en nuestro modelo de infección consideramos importante analizar poblaciones TCRβ+ 

pese a que el mayor tiempo postinfección al que analizamos las poblaciones fueron 24 horas.  

 

De manera destacable, con base en el nivel de expresión del receptor TCRγδ pudimos identificar dos 

subpoblaciones de linfocitos TCRγδ (Fig. 16-18, Fig. Supl. 2-4). Previamente, la distinción de dos 

poblaciones celulares de linfocitos TCRγδ con base en el nivel de expresión del receptor TCR ya había 

sido reportada en piel [225]. Es importante mencionar que, a partir de las células recuperadas de ratones 

que solo recibieron el vehículo, así como de algunas de las muestras obtenidas de ratones infectados, la 

detección de eventos correspondientes a la población con una expresión elevada del TCRγδ fue mínima 

o incluso nula (Fig. 16A), sobre todo en el caso de eventos positivos para IL-17, por lo que realizamos 

el análisis únicamente con base en la presencia o ausencia del receptor TCRγδ sin considerar el nivel de 

expresión del mismo (Figs. 16, 18). En el caso de la infección subcutánea por A. baumannii luego de 4 

horas, las pocas células TCRγδ+ IL-17+ que logramos identificar, muestran una baja expresión del 

receptor TCRγδ (Figs. 16B-C); aunque ni los porcentajes de esta población celular (Fig. 16D), ni el 

número total de células (Fig. 16F), se modifican significativamente en respuesta a la infección, lo que 

sugiere que los linfocitos TCRγδ no son fuente importante de IL-17 a las 4 horas postinfección en la 

infección por A. baumannii. 

 

Además de analizar las poblaciones que comúnmente se reportan como fuente IL-17 en la piel, 

analizamos neutrófilos como posible fuente de IL-17. El análisis de las poblaciones celulares luego de 4 

horas postinfección, muestra un incremento significativo en el porcentaje de los neutrófilos (Ly6G+ 

CD11b+) positivos para IL-17 en la piel del grupo de ratones infectados con la cepa ATCC 17978 (18.33 

± 3.08 %), tanto en comparación con el porcentaje de esta población celular en la piel de ratones que solo 

recibieron el vehículo (0.57 ± 0.56 %; p = 0.0018), como en comparación con el grupo de ratones 

infectados con la cepa A578 (4.24 ± 1.73 %; p = 0.0040) (Fig. 16D). Sin embargo, al cuantificar los 

neutrófilos IL-17+ totales por cada gramo de piel infectada, no pudimos identificar un incremento 

significativo en esta población celular, lo que sugiere que el cambio en la frecuencia podría derivarse del 

cambio en poblaciones que quedaron fuera del análisis con los marcadores evaluados.  

 

El análisis de la intensidad media de fluorescencia (IMF) de las diferentes poblaciones celulares 

positivas para la producción de esta citocina, sugiere que luego de 4 horas post infección, los neutrófilos 

no son la única población celular que produce IL-17, puesto que al realizar el análisis de la IMF asociada 

a la presencia de IL-17, la población celular que en ratones infectados mostró una IMF asociada a la 

presencia de IL-17, significativamente mayor en el grupo de ratones infectados con la cepa bacteriana 

ATCC 17978, fueron los linfocitos TCRβ+ CD8+ (1.308 ± 0.313) en comparación con la IMF de la misma 
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población celular en el grupo de ratones infectados con la cepa A578 (0.1372 ± 0.1372; p = 0.0327) (Fig. 

16E).  
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Figura 16. Neutrófilos (CD11b+ Ly6G+) y linfocitos TCRβ+ CD8+ contribuyen a la producción de IL-17 luego de 4 horas 

de infección subcutánea con A. baumannii ATCC 17978. A-C. Gráficas de contornos representativas de las poblaciones 

celulares positivas para IL-17 analizadas en piel de ratones C57BL/6-Il17atm1Bcgen/J luego de 4 horas postinfección a partir de 

la población inmediata anterior en el análisis mostrado en la Fig. Supl. 2. Se muestran gráficas representativas del análisis de 

IL-17 a partir de las poblaciones celulares TCRβ+ CD4+, TCRβ+ CD8+, TCRγδ+ o Ly6G+ CD11b+ (neutrófilos) analizadas en 

la piel de A. un ratón que solo recibió administración de vehículo, B. de un ratón luego de 4 horas de infección subcutánea 

con A. baumannii ATCC 17978 o C. de un ratón luego de 4 horas de infección subcutánea con A. baumannii A578. D. 

Porcentajes de diferentes subpoblaciones celulares IL-17+ analizadas en el compartimento hematopoyético (CD45.2+) 

recuperado de piel infectada durante 4 horas con A. baumannii ATCC 17978 (azul) o A578 (rojo) o administrados únicamente 

con vehículo (verde). E. Intensidad media de fluorescencia (IMF) correspondiente a la expresión de eGFP como reportera 

para la expresión de Il17a respecto a los valores obtenidos para las diferentes subpoblaciones recuperadas de ratones 

C57BL/6-Il17atm1Bcgen/J administrados únicamente con vehículo (verde). F. Número total de células IL-17+ de diferentes 

subpoblaciones recuperadas por cada gramo (g) de piel de ratones C57BL/6-Il17atm1Bcgen/J luego de 4 horas de infección 

subcutánea con A. baumannii.  D-F. Media aritmética y error estándar de 4 experimentos independientes, con grupos de n = 

1-2 cada uno. * = p < 0.05, ** = p < 0.01. ANOVA y prueba post hoc de Tukey. 
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Derivado de la dificultad para recuperar células hematopoyéticas a partir de dorso luego de diferentes 

tiempos postinfección, el análisis de poblaciones celulares involucradas en la respuesta a la infección 

subcutánea por A. baumannii luego de 12 horas se realizó en piel de oreja de ratón (Fig.17). 

 

Tras 12 horas post infección se analizaron algunas poblaciones celulares como potenciales fuentes de 

IL-17, entre ellas, linfocitos TCRβ+, aunque para este tiempo postinfección sin evaluar la expresión de 

los marcadores CD4 y CD8 que nos permitiera identificar ambas subpoblaciones de linfocitos TCRαβ. 

A este tiempo también se evaluaron neutrófilos (Ly6G+ CD11b+), linfocitos TCRαβ+, y células positivas 

para la expresión de la cadena alfa del receptor para la fracción cristalizable de inmunoglobulinas E 

(FcεRIα+, del inglés chain of the receptor for the Fc región of immunoglobulin E) como posibles fuentes 

de IL-17 [290]. 

 

Al evaluar los porcentajes de células hematopoyéticas IL-17+ recuperadas del sitio de infección luego 

de 12 horas de la inoculación subcutánea con A. baumannii ATCC 17978 o A578, solo detectamos una 

tendencia al incremento de dichas células tras la infección con cada una de las cepas bacterianas, sin que 

ninguno de estos incrementos resultara estadísticamente significativo (Fig. 17A-D). 

 

Por otro lado, la distinción de dos poblaciones celulares de linfocitos TCRγδ+ con base en el nivel de 

expresión del receptor TCR, designadas como TCRγδbajo y TCRγδalto, resultó mucho más evidente a este 

tiempo post infección, aunque también estas poblaciones pueden apreciarse claramente en lo ratones del 

grupo que recibió solo vehículo (Fig. 17A-C), a diferencia de otros tiempos analizados (Fig. 16A). A este 

tiempo pudimos observar que luego de 12 horas de infección con la cepa ATCC 17978, el porcentaje de 

células TCRγδbajo IL-17+ (1.875 ± 0.149 %) es significativamente mayor (p = 0.0419) al porcentaje de 

células TCRγδbajo IL-17+ (0.844 ± 0.179 %) dentro del compartimento hematopoyético presentes en la 

piel de ratones que solo recibieron el vehículo (Fig. 17D). Mientras que el porcentaje de esta 

subpoblación celular luego de 12 horas de la infección subcutánea con la cepa A578 (1.795 ± 0.160 %) 

no es estadísticamente distinto del porcentaje de esta subpoblación observado en ratones tratados con el 

vehículo (Fig. 17D). 

 

Para darnos una idea sobre la población celular que luego de 12 horas postinfección pudiera estar 

produciendo mayor cantidad de IL-17, analizamos la IMF en los eventos positivos para IL-17 en las 

diferentes poblaciones analizadas (Fig. 17E). Al llevar a cabo este análisis, la población que mostró un 

incremento significativo en la IMF respecto a la población en el grupo control administrado con el 

vehículo, fue la de las células TCRβ+ IL-17+, tanto en el grupo de ratones infectados con la cepa ATCC 

17978 (1.546 ± 0. 039; p = 0.0266) como en el grupo de ratones infectados con la cepa A578 (1.499 ± 

0.0356; p = 0.0366). Sin embargo, como a este tiempo postinfección no evaluamos la expresión de los 

marcadores CD4 ni CD8 por la combinación de fluorocromos y anticuerpos seleccionados, 

desconocemos si estas células TCRβ que están contribuyendo con una mayor producción de IL-17, son 

CD8+ como lo que se observó luego de 4 horas de infección (Fig. 16E). 

 

Al analizar cómo impacta la infección subcutánea por A. baumannii durante 12 horas al número total 

de células IL-17+ de diferentes poblaciones celulares presentes en el sitio de infección, solo identificamos 

incremento significativo de una población celular tras 12 horas de infección por A. baumannii ATCC 

17978 (Fig. 17F). En este grupo de ratones encontramos que el total de células TCRγδbajo IL-17+ 

recuperadas por cada gramo de piel infectada (8005.133 ± 1004.170 células/g de tejido) incrementó 

significativamente (p = 0.047) respecto al número de células TCRγδbajo IL-17+ (1799.549 ± 378.546 

células/g de tejido) recuperadas de la piel de ratones que no recibieron bacteria. En cuanto al total de 
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células TCRγδbajo IL-17+ recuperadas de la piel de ratones infectados con la cepa A578 (5370.344 ± 

1413.16 células/g de tejido), pese a que muestra una tendencia al incremento respecto al total de células 

recuperadas del grupo control, este aumento no resulta ser estadísticamente significativo (Fig. 17F). Por 

otro lado, el número de células TCRγδalto IL-17+ en piel de ratones infectados también tiende a aumentar 

con respecto al vehículo independientemente de la cepa de bacteria utilizada, aunque este aumento no es 

significativo. 
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Figura 17. Diferentes poblaciones de linfocitos contribuyen a la producción de IL-17 luego de 12 horas de infección 

subcutánea con A. baumannii. A-C. Gráficas de contornos representativas de las poblaciones celulares positivas para IL-17 

analizadas en piel de ratones C57BL/6-Il17atm1Bcgen/J luego de 12 horas postinfección a partir de la población inmediata 

anterior en el análisis mostrado en la Fig. Supl. 3. Se muestran gráficas representativas de análisis de IL-17 a partir de las 

subpoblaciones celulares TCRβ+, CD11b+ Ly6G+ (neutrófilos), células FcεRIα+, TCRγδalto o TCRγδbajo analizadas en la piel 

de A. un ratón al que solo se le administró vehículo, B. de un ratón tras 12 horas de infección subcutánea con A. baumannii 

ATCC 17978 o C. de un ratón tras 12 horas de infección subcutánea con A. baumannii A578. D. Porcentajes de diferentes 

subpoblaciones celulares IL-17+ analizadas en el compartimento hematopoyético (CD45.2+) recuperado de piel infectada 

durante 12 horas con A. baumannii ATCC 17978 (azul) o A578 (rojo). E. Intensidad media de fluorescencia (IMF) 

correspondiente a la expresión de eGFP como reportera para la expresión de Il17a en células de piel de ratones infectados 

subcutáneamente con A. baumannii respecto a los valores obtenidos para las diferentes subpoblaciones recuperadas de ratones 

reporteros C57BL/6-Il17atm1Bcgen/J administrados únicamente con vehículo (verde). F. Número total de células IL-17+ de 

diferentes subpoblaciones recuperadas por cada gramo de piel infectada de ratones C57BL/6-Il17atm1Bcgen/J luego de 12 horas 

de infección subcutánea con A. baumannii.  D-F. Media aritmética y error estándar de un experimento, con n = 2 para cada 

tratamiento distinto. * = p < 0.05. ANOVA y prueba post hoc de Tukey. 

 

 

 

A este tiempo postinfección, también evaluamos la presencia de IL-17 en diferentes poblaciones 

mediante inmunofluorotinciones en cortes histológicos obtenidos a partir de la piel del dorso de ratones 

infectados con A. baumannii ATCC 17978 o A578 y su posterior análisis mediante microscopía confocal 

(Fig. Supl. 8A). Al analizar de esta manera las poblaciones celulares positivas para IL-17, encontramos 

que tanto tras la infección por A. baumannii ATCC 17978 como por A578, los porcentajes de las células 

identificadas como positivas para IL-17, sin tener en cuenta a qué subpoblación pertenecieran (Fig. Supl. 

8B), se incrementaron de manera estadísticamente significativa tanto en ratones infectados con la cepa 

bacteriana ATCC 17978 (7.71 ± 1.04 %, p < 0.0001) como A578 (6.90 ± 0.50 %, p = 0.0003), en 

comparación con el porcentaje cuantificado en ratones que solo recibieron vehículo (2.81 ± 0.38 %).  
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Cuando, mediante microscopía confocal, determinamos los porcentajes de algunas poblaciones 

celulares positivas para IL-17 en los tejidos de ratones infectados durante 12 horas, encontramos que, el 

porcentaje de Ly6C/G+ IL-17+ (5.2 ± 1.02 %) y de CD11b+ IL-17+ (10.00 ± 1.97 %), fue 

significativamente mayor en comparación con los porcentajes de esas misma subpoblaciones analizados 

en ratones administrados con vehículo (Ly6C/G+ IL-17+: 1.80 ± 0.59  %, p = 0.0238; CD11b+ IL-17+ 

(0.5 ± 0.34 %, p = 0.0001) (Fig. Supl. 8B). En tanto que para los ratones infectados durante 12 horas con 

A. baumannii A578, logramos identificar un incremento estadísticamente significativo, respecto a ratones 

que recibieron vehículo, para los porcentajes de las tres poblaciones celulares analizadas, CD4+ IL-17+ 

(6.00 ± 0.68, p = 0.0034), Ly6C/G+ IL-17+ (5.25 ± 0.75 %, p = 0.0300) y CD11b+ IL-17+ (6.80 ± 0.50 

%, p = 0.0037) (Fig. Supl. 8B). Lo anterior sugiere que, adicionalmente a las células TCRγδ (Figs. 17D, 

F), otras poblaciones celulares como neutrófilos, y células CD4+, contribuyen con a la producción de IL-

17 a las 12 horas postinfección durante la infección subcutánea por A. baumannii. Es importante destacar 

que fue posible detectar poblaciones de células productoras de IL-17 al menos con dos diferentes métodos 

y será necesario repetir estos experimentos para poder llegar a conclusiones finales al respecto. 

 

Luego de 24 horas postinfección, las poblaciones celulares en las que evaluamos la actividad de Il17a 

mediante citometría de flujo, fueron linfocitos TCRβ+ CD4+, TCRβ+ CD8+, TCRγδ+, células negativas 

para la expresión de marcadores de linaje (Lin-) (CD11-, FcεRI-, TER-119-, CD19-, Siglec F-, CD8-, 

B220- y NK1.1-) y neutrófilos (Ly6G+ CD11b+) (Fig. 18 y Fig. Supl. 7). 

 

A este tiempo postinfección por cada una de las cepas bacterianas, el porcentaje de células 

hematopoyéticas CD45.2+ IL-17+, no mostró cambio significativo respecto a las células recuperadas del 

grupo administrado con vehículo (Fig. 18D). Al tratar de identificar si alguna de las subpoblaciones 

analizadas contribuye de manera importante a la producción de IL-17 a este tiempo postinfección, no 

identificamos cambio significativo en el porcentaje de ninguna de las poblaciones celulares IL-17+ 

analizadas en el sitio infectado luego de 24 horas de infección subcutánea con A. baumannii (Fig. 18D).  

 

Interesantemente, al analizar la IMF para generar una idea sobre cuál de las poblaciones analizadas 

podría estar produciendo en mayor medida IL-17 (Fig. 18E), encontramos que la fluorescencia asociada 

a la actividad de Il17a en el total de células IL-17+ dentro del total de células hematopoyéticas CD45.2+, 

tanto luego de 24 horas de infección con A. baumannii ATCC 17978 (0.852 ± 0.024; p = 0.0015) como 

al mismo tiempo postinfección con A578 (0.869 ± 0.0003; p = 0.0024) fue estadísticamente menor en 

comparación con la IMF de células IL-17+ del total de células hematopoyéticas recuperadas de ratones 

no infectados. También una disminución significativa en la IMF de células IL-17+ en la población de 

neutrófilos (Ly6G+ CD11b+) se identificó tras 24 horas de infección con ATCC 17978 (0.831 ± 0.022; p 

= 0.0122), así como con A578 (0.840 ± 0.019; p = 0.0144) (Fig. 18E). Esta disminución, muy 

probablemente esté relacionada con la cinética de la producción de IL-17 en esta población celular, es 

decir, que a este tiempo tengan una menor producción de la citocina. 

 

Pese a que a las 24 horas postinfección, la IMF de las células IL-17+ de algunas poblaciones en piel—

TCRβ+ CD8+ y Lin— tiende a ser mayor tras la infección por A. baumannii, el cambio no es 

estadísticamente significativo; aunque definitivamente, esto no implica que la producción de IL-17 por 

estas células no contribuya al control o resolución de la infección. 

 

Tampoco identificamos un cambio estadísticamente significativo en el total de células IL-17+ de las 

diferentes poblaciones recuperadas de la piel de ratones infectados subcutáneamente durante 24 horas, 

respecto al número de esas células en ratones administrados únicamente con el vehículo (Fig. 18F). 
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Adicionalmente, analizamos las células IL-17+ presentes en diferentes órganos, bazo, DLNs y NDLNs, 

a diferentes tiempos postinfección (Figs. Supl. 5, 6, 7) para conocer si la producción de IL-17 es un 

fenómeno más generalizado, o se presenta solo en el sitio de infección. En los DLNs de ratones infectados 

con la cepa ATCC 17978, encontramos un aumento significativo en el número total de células TCRγδ+ 

IL-17 así como en el número total de células Lin- IL-17+, respecto a los números de estas poblaciones en 

los DLNs de ratones administrados con el vehículo a las 24 horas postinfección (Fig. Supl. 7). 

En nuestro modelo de infección subcutánea por A. baumannii, salvo en los DLNs luego de 24 horas de 

infección, donde identificamos un incremento estadísticamente significativo en células TCRγδ+ IL-17+ 

y en células Lin- IL-17+ (Fig. Supl. 7B), en ningún otro órgano a ninguno de los tiempos evaluados, 

observamos incremento en las células productoras de IL-17 tras la infección. Lo anterior sugiere que la 

producción de IL-17 que contribuye al control de la infección por A. baumannii, principalmente es un 

fenómeno local llevado a cabo en el sitio de infección, al menos tras las primeras 24 horas postinfección, 

sin embargo, el hecho de que al tiempo más tardío analizado se esté observando respuesta en los DLNs, 

sugiere que la respuesta se está amplificando y a tiempos posteriores cabría esperarse una respuesta 

sistémica en la producción de IL-17. 
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Figura 18. 24 horas después de la infección subcutánea por A. baumannii ATCC 17978 o A578 no hay una producción 

significativa de IL-17. A-C. Gráficas de contornos representativas de las poblaciones celulares positivas para IL-17 analizadas 

en piel de ratones C57BL/6-Il17atm1Bcgen/J luego de 24 horas postinfección a partir de la población inmediata anterior en el 

análisis mostrado en la Fig. Supl. 4. Se muestran gráficas representativas de análisis de IL-17 en las subpoblaciones celulares 

TCRβ+ CD4+, TCRβ+ CD8+, Lin-, TCRγδ o CD11b+ Ly6G+ (neutrófilos) analizadas en la piel de A. un ratón al que solo se le 

administró vehículo, B. de un ratón tras 12 horas de infección subcutánea con A. baumannii ATCC 17978 o C. de un ratón 

tras 24 horas de infección subcutánea con A. baumannii A578. D. Porcentajes de diferentes subpoblaciones celulares IL-17+ 

analizadas en el compartimento hematopoyético (CD45.2+) recuperado de piel infectada durante 24 horas con A. baumannii 

ATCC 17978 (azul) o A578 (rojo). E. Intensidad media de fluorescencia (IMF) correspondiente a la expresión de eGFP como 

reportera para la expresión de Il17a en diferentes poblaciones celulares en piel de ratones infectados con A. baumannii 

respecto a los valores obtenidos para las diferentes subpoblaciones recuperadas de ratones reporteros C57BL/6-Il17atm1Bcgen/J 

administrados únicamente con vehículo (verde). F. Número total de células de diferentes subpoblaciones recuperadas por 

gramo de piel infectada de ratones luego de 24 horas de infección subcutánea con A. baumannii.  D-F. Media aritmética y 

error estándar de 1 experimento, con n = 2-4 ratones por grupo. * = p < 0.05. ANOVA y prueba post hoc de Tukey. 

 

 

 

7.6. LA INFECCIÓN SUBCUTÁNEA POR A. baumannii INDUCE EL 

RECLUTAMIENTO DE NEUTRÓFILOS AL SITIO DE INFECCIÓN  
 

 

Adicionalmente al análisis de la dinámica de diferentes poblaciones celulares positivas para IL-17 

presentes en el tejido infectado y en otros órganos, analizamos algunas poblaciones celulares, sin evaluar 

su contribución a la producción de IL-17, para caracterizar del infiltrado inflamatorio en respuesta a la 

infección por las dos distintas cepas de A. baumannii. Este análisis lo llevamos a cabo tanto en el sitio de 

infección (Figs. 19-21), como en diferentes órganos (bazo, DLNs y NDLNs) (Figs. Supl. 5-7). 

 

En primer lugar, analizamos las poblaciones celulares presentes en la piel de ratones luego de 4 horas 

de haber inducido la infección subcutánea por A. baumannii (Fig. 19A-C).  Al comparar los porcentajes 
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de diferentes poblaciones celulares luego de 4 horas postinfección con la cepa ATCC 17978, 

encontramos que en el área de la piel infectada hubo un incremento significativo en el porcentaje de 

neutrófilos (Ly6G+ CD11b+) (52.897 ± 4.571 %; p = 0.0018) en comparación con el porcentaje de los 

ratones del grupo control que recibieron únicamente vehículo (4.126 ± 3.917 %) (Fig. 19D). De manera 

interesante, este porcentaje también es estadísticamente superior al de neutrófilos en el grupo de ratones 

infectados con la cepa bacteriana A578 (19.740 ± 8.14 %; p = 0.00150) y aunque al comparar los 

porcentajes de neutrófilos (Ly6G+ CD11b+) entre el grupo control y el grupo infectado con la cepa A578 

se observa una tendencia al incremento en el porcentaje de esa población celular en este último grupo, 

ese cambio no logra ser estadísticamente significativo (Fig. 19D). A este tiempo postinfección no 

logramos identificar cambio estadísticamente significativo en los números totales de las poblaciones 

celulares analizadas en el sitio de infección, en comparación con los números totales de células 

recuperadas del grupo administrado con vehículo (Fig.19E). 
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Figura 19. La infección subcutánea por A. baumannii ATCC 17978 provoca el reclutamiento de neutrófilos a la zona infectada 

luego de 4 horas postinfección. A-C. Gráficas de contornos representativas de las poblaciones celulares analizadas en piel de 

ratones luego de 4 horas postinfección. Se muestran gráficas representativas de análisis las subpoblaciones celulares TCRβ+ 

CD4+, TCRβ+ CD8+, TCRγδ+ o Ly6G+ CD11b+ (neutrófilos) analizadas en la piel de A. un ratón que solo recibió 

administración de vehículo, B. de un ratón luego de 4 horas de infección subcutánea con A. baumannii ATCC 17978 o C. de 
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un ratón luego de 4 horas de infección subcutánea con A. baumannii A578. D. Porcentajes de diferentes subpoblaciones 

celulares analizadas en el compartimento hematopoyético recuperado de piel infectada durante 4 horas con A. baumannii 

ATCC 17978 (azul) o A578 (rojo) o de piel de ratones que solo fueron administrados con vehículo (verde). E. Número de 

células de diferentes subpoblaciones recuperadas por gramo de piel infectada de ratones C57BL/6-Il17atm1Bcgen/ luego de 4 

horas de infección subcutánea con A. baumannii.  D-E. Media aritmética y error estándar de 4 experimentos independientes, 

con grupos de n = 1-2 ratones cada uno. * = p < 0.05, ** = p < 0.01. ANOVA y prueba post hoc de Tukey. 

 

 

 

Al realizar el análisis de las diferentes poblaciones celulares recuperadas del sitio de infección luego de 

12 horas de infección subcutánea por A. baumannii en comparación con las poblaciones celulares 

presentes en el grupo administrado con vehículo (Fig. 20AC), aunque no logramos identificar cambios 

estadísticamente significativos en cuanto a los porcentajes de las diferentes poblaciones celulares 

analizadas (Fig. 20D), identificamos un incremento estadísticamente significativo en el número de 

células tanto TCRγδalto luego de la infección por ATCC 17978 (1483202.500 ± 92663.5 células/g de 

tejido; p = 0.0295) como por A578 (1893566.000 ± 194992.000 células/g de tejido; p = 0.0135), así como 

de las células TCRγδbajo , también tras la infección por ATCC 17978 (1507159.5 ± 97520.5 células/g de 

tejido; p = 0.0296), así como tras la infección por A578 (1909822.5 ± 197890.5 células/g de tejido; p = 

0.0139), respecto a estas mismas poblaciones celulares evaluadas en el grupo de ratones administrados 

únicamente con el vehículo (TCRγδalto: 218035.15 ± 214009.45 células/g de tejido. TCRγδbajo: 229820.35 

± 214037.05 células/g de tejido) (Fig. 20E). 
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Figura 20. 12 horas después de la infección subcutánea por A. baumannii se incrementan las células TCRγδ+ en la zona 

infectada. A-C. Gráficas de contornos representativas de las poblaciones celulares analizadas en piel de ratones luego de 12 

horas postinfección. Se muestran gráficas representativas del análisis de las subpoblaciones celulares TCRβ+, CD11b+ Ly6G+ 

(neutrófilos), células FcεRIα+, TCRγδalto o TCRγδbajo analizadas en la piel de A. un ratón al que solo se le administró vehículo, 

B. de un ratón tras 12 horas de infección subcutánea con A. baumannii ATCC 17978 o C. de un ratón tras 12 horas de infección 

subcutánea con A. baumannii A578. D. Porcentajes de diferentes subpoblaciones celulares analizadas en el compartimento 

hematopoyético (CD45.2+) recuperado de piel infectada durante 12 horas con A. baumannii ATCC 17978 (azul) o A578 

(rojo). E Número total de células pertenecientes a diferentes subpoblaciones recuperadas por cada gramo de piel infectada de 

ratones C57BL/6-Il17atm1Bcgen/J luego de 12 horas de infección subcutánea con A. baumannii.  D-F Media aritmética y error 

estándar de un experimento, con n = 2 ratones para cada tratamiento distinto. * = p < 0.05. ANOVA y prueba post hoc de 

Tukey. 

 

 

 

El análisis de las poblaciones celulares presentes en el sitio infectado luego de 24 horas (Fig. 21A-C) 

nos permitió observar un incremento significativo tanto en el porcentaje de neutrófilos (Ly6G+ CD11b+) 

(88.136 ± 7.523 %; p < 0.0001), como en el número total de estas células recuperadas de la piel infectada 

con la cepa ATCC 17978 (2434751.000 ± 234879.000 células/g de tejido; p = 0.0054), así como con la 

cepa A578 (62.572 ± 2.950 %; p = 0.0004. 2434751.000 ± 234879.000 células/g de tejido; p = 0.0400) 

en comparación con ratones que solo recibieron vehículo (4.749 ± 2.792 %. 73825.604 ± 66735.391 

células/g de tejido) (Figs. 21D-E). Es importante destacar que el porcentaje de neutrófilos (Ly6G+ 

CD11b+) observado en la piel de ratones infectados durante 24 horas con la cepa ATCC 17978 es 

significativamente mayor en comparación con el porcentaje de estas células en la piel de ratones 

infectados durante 24 horas con la cepa A578 (p = 0.0259) (Fig. 21D), sin embargo, en el número total 

de neutrófilos recuperadas de la piel de ratones infectadas con cada una de las cepas bacteriana, no 

logramos observar diferencias (Fig. 21E). 

 

A los diferentes tiempos post infección —4, 12 y 24 horas— también se analizaron las diferentes 

poblaciones celulares, sin considerar si fueron o no productoras de IL-17 en DLNs y NDLNs, así como 
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en bazo (Figs. Supl. 5-7). El cambio relevante que pudimos observar en estas poblaciones celulares fue 

un incremento estadísticamente significativo para el número total de neutrófilos recuperados de los DLNs  

de ratones infectados durante 24 horas con la cepa ATCC 17978 (1810.550 ± 521.825 células) respecto 

a los números de esta población celular en los ratones administrados solo con vehículo (100.447 ± 45.252 

células; p = 0.0252) y respecto al número de neutrófilos recuperados de los DLNs de ratones infectados 

con la cepa A578 (445.225 ± 269.436 células; p = 0.0405) (Fig. Supl. 7B). 

 

Todo lo anterior sugiere que los neutrófilos tienen un papel importante en el control y resolución de la 

infección subcutánea por A. baumannii.  
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Figura 21. 24 horas después de la infección subcutánea por A. baumannii se incrementan los neutrófilos en la zona infectada. 

A-C. Gráficas de contornos representativas de las poblaciones celulares analizadas en piel de ratones C57BL/6-Il17atm1Bcgen/J 

luego de 24 horas postinfección. Se muestran gráficas representativas de análisis de las subpoblaciones celulares TCRβ+ 

CD4+, TCRβ+ CD8+, TCRγδ+, Lin- o CD11b+ Ly6G+ (neutrófilos) analizadas en la piel de A. un ratón al que solo se le 

administró vehículo, B. de un ratón tras 24 horas de infección subcutánea con A. baumannii ATCC 17978 o C. de un ratón 

tras 24 horas de infección subcutánea con A. baumannii A578. D. Porcentajes de diferentes subpoblaciones celulares 

analizadas en el compartimento hematopoyético (CD45.2+) recuperado de piel infectada de ratones C57BL/6-Il17atm1Bcgen/J 

durante 24 horas con A. baumannii ATCC 17978 (azul), A578 (rojo) o administrado solo con vehículo (verde). E. Intensidad 

media de fluorescencia (IMF) correspondiente a la expresión de eGFP como reportera para la expresión de Il17 respecto a los 
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valores obtenidos para las diferentes subpoblaciones recuperadas de ratones administradas únicamente con vehículo (verde). 

F. Número total de células IL-17+ de diferentes subpoblaciones recuperadas por gramo de piel infectada de ratones luego de 

24 horas de infección subcutánea con A. baumannii.  D-F. Media aritmética y error estándar de 1 experimento, con grupos de 

n = 1-2 ratones cada uno. * = p < 0.05, ** = p < 0.01. ANOVA y prueba post hoc de Tukey. 

 

 

 

 

8. DISCUSIÓN 
 

 

A. baumannii es una bacteria patógena oportunista causante infecciones asociadas a la atención sanitaria 

que ha ganado relevancia por la resistencia a múltiples antibióticos de uso clínico en las cepas de 

circulación actual en el entorno hospitalario [11, 14].  

 

Esta bacteria Gram negativa es un patógeno, principalmente, extracelular [292-294], para los que se 

sabe que IL-17 es una citocina proinflamatoria cuya contribución a la resolución de este tipo de 

infecciones, es relevante, sobre todo, favoreciendo la participación de neutrófilos [146, 295, 296], que 

son células inmunológicas caracterizadas por poseer elevada capacidad bactericida [297].  

 

Considerando, justamente que, una de las poblaciones celulares inmunológicas que ha demostrado ser 

crucial para el control y la resolución de infecciones como neumonía, causadas por A. baumannii, son 

los neutrófilos [119, 120, 298] y teniendo en cuenta la relevancia de la participación de IL-17 en la 

defensa contra patógenos en barreras anatómicas, sobre todo, mediando el reclutamiento de neutrófilos 

[215, 226, 231], en este trabajo buscamos caracterizar la contribución de IL-17 en el control de la 

infección por A. baumannii. Específicamente, este trabajo está enfocado en identificar el papel de IL-17 

en la infección subcutánea por A. baumannii, tipo de infección para el que, hasta donde tenemos 

conocimiento, no se ha caracterizado la respuesta inmunológica contra este patógeno. 

 

Por otra parte, teniendo en cuenta que la resistencia contra antibióticos en A. baumannii es un problema 

de salud mundial y un elevado porcentaje de los aislados clínicos que circulan en el ambiente nosocomial, 

tanto a nivel mundial [259, 299, 300] como en México [301, 302, 303], presentan resistencia a múltiples 

antibióticos, consideramos esencial realizar este trabajo de investigación tanto con la cepa de referencia 

ATCC 17978 de A. baumannii, como con la cepa A578, un aislado clínico resistente a múltiples 

antibióticos (tabla 2) recuperado del hisopado vertebral de un paciente internado durante el año 2015 en 

el Instituto Nacional de Rehabilitación “Luis Guillermo Ibarra” [261]. La cepa referencia ATCC 17978 

fue aislada en 1967 [304, 305] y a la fecha es ampliamente utilizada en diversos trabajos de investigación 

para caracterizar al patógeno, así como para obtener información sobre la interacción con el hospedero 

[303-309]. Sin embargo, la cepa ATCC 17978, es sensible a muchos de los antibióticos de uso clínico 

para los que las cepas aisladas en la actualidad suelen presentar resistencia [301, 302]. De manera 

destacable, algunos de los aislados clínicos actuales que presentan resistencia a múltiples antibióticos 

también presentan un alto grado de virulencia [108, 109] y, además, algunas de las estructuras bacterianas 

de A. baumannii involucradas en conferir resistencia a antibióticos han mostrado estimular mecanismos 

de defensa por parte de hospedero [102, 127, 310], por lo que la interacción entre cada una de estas cepas 

y el hospedero podría ser distinta.  

 

Para determinar la contribución de IL-17 al control y resolución de la infección subcutánea por A. 

baumannii empleamos un modelo en el que inoculamos la bacteria directamente en el tejido subcutáneo 
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considerando que los pacientes que desarrollan infección en piel y tejido blando por A. baumannii 

presentan pérdida de la continuidad de la barrera de la piel como consecuencia de heridas, quemaduras 

o procedimientos quirúrgicos [37, 49, 55,311,312]. 

 

Este modelo nos permitió identificar la inducción significativa de la transcripción del gen de nuestra 

proteína de interés, IL-17, desde las dos horas posteriores a la infección con la cepa A578 y el incremento 

en la concentración de la proteína en el área de la lesión en respuesta a la infección por esta misma cepa 

bacteriana. Estos procesos, tanto la transcripción como la traducción de IL-17, se indujeron en menor 

medida tras la infección por A. baumannii ATCC 17978 (Fig. 8). Lo anterior sugiere que, si bien la 

infección por cada una de las cepas puede activar en el hospedero el mismo tipo de moléculas, es posible 

que la cantidad o el tiempo en el que se inducen éstas impacte sobre la capacidad de resolver exitosamente 

la infección. Es probable que la intensidad de un mismo tipo de respuesta también se vea afectada por 

factores presentes en un escenario clínico en el que el paciente esté bajo un régimen antibiótico, puesto 

que las cepas resistentes podrían estar expresando estructuras que le permitan sobrevivir al estresor que 

representa el antibiótico [89] y estas mismas estructuras impactar en la magnitud de la respuesta montada 

por el hospedero [101, 102, 127]. En este punto es importante mencionar que dicha respuesta también 

dependerá de la condición y comorbilidades del paciente [55, 101, 102, 105, 108, 109], lo que implica 

que la evolución de la infección tiene influencia multifactorial. 

 

El modelo de infección por A. baumannii empleado en este trabajo nos permitió detectar un incremento 

significativo en el ARNm de Il17a tras dos horas de infección con la cepa A578, mientras que, para la 

infección por esa misma cepa bacteriana, el incremento significativo en la concentración de la proteína 

en el sitio de infección fue detectado hasta las 12 horas postinfección, para posteriormente, luego de 24 

horas postinfección, disminuir (Fig. 8). Esta disminución en los niveles de IL-17 podría estar relacionada 

con los mecanismos de regulación de la señalización de la proteína, misma que, algunos autores sugieren 

que ocurre, en parte, a través de la internalización de la citocina unida a la subunidad IL-17RA de su 

receptor [313, 314]. Posteriormente, luego de 72 horas de infección con la cepa A578, la concentración 

de IL-17 muestra una tendencia a incrementarse nuevamente, sin que este incremento sea significativo 

(Fig.8). Desconocemos si a tiempos posteriores el incremento continúa y si pudiera resultar significativo 

puesto que 72 horas fue el tiempo más tardío al que cuantificamos la proteína (Fig.8).  

 

A partir de 8 horas postinfección con cada una de las cepas bacterianas empleadas en este trabajo, se 

observa una tendencia a la disminución en la transcripción de Il17a respecto al nivel de transcripción 

basal (Fig. 8). Pese a que esta disminución no es estadísticamente significativa (Fig. 8), es conveniente 

mencionar que el análisis transcripcional in vitro de células epiteliales tras diferentes tiempos de 

cocultivo con A. baumannii, evidenció la regulación a la baja de algunos genes inflamatorios de citocinas, 

como Tnf e Il1a, y quimiocinas, como Cxcl1, luego de 6 horas de infección [315], y aunque en nuestro 

análisis la disminución no fue significativa, esta regulación a la baja sí es un cambio que cabría esperarse 

como efecto de la infección por A. baumannii, con base en lo que ha sido reportado en la literatura [315]. 

Pese a que, biológicamente, cabría esperar una correlación proporcional entre el nivel de ARNm y la 

abundancia de su proteína [316.], esto no necesariamente ocurre siempre [316, 317], tal como podemos 

observar en los resultados mostrados en este trabajo respecto al ARNm y de IL-17 a nivel de proteína 

(Fig. 8). En los resultados mostrados observamos que existe una congruencia en cuanto a que únicamente 

tras la infección por A. baumannii A578 hay un incremento significativo en los niveles de Il17a y también 

hay un incremento significativo en IL-17 a nivel de proteína luego de la infección por A. baumannii 

A578, pero éste se observa hasta las 12 horas postinfección (Fig. 8). 
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Es importante tener en cuenta que, diferentes procesos celulares afectan el tiempo que transcurre entre 

la transcripción y la traducción de IL-17. En primer lugar, es importante considerar la estabilidad y 

tiempo de vida media tanto de los transcritos como de la proteína. De manera general, el ARNm de 

citocinas es considerado una molécula de vida corta, lo que puede deberse a su rápida degradación, 

procesamiento o traducción [318]. Lo anterior hace que su detección sea complicada aún mediante el 

empleo de técnicas altamente sensibles para la detección de ARNm [318]. El tiempo de vida media del 

ARNm de Il17a ex vivo se ha calculado entre 36 minutos y 2.98 horas [319, 320], sin embargo, en el 

caso de nuestro modelo de infección in vivo, diferentes mecanismos de regulación postranscripcional 

podrían estar impactando en el tiempo de vida media del ARNm de Il17a. Entre estos mecanismos 

podrían encontrarse algunos microARNs como miR-21, Let-7e, miR-23b y miR-132, que se han 

identificado como reguladores postranscripcionales negativos de Il17a [321].  

Adicionalmente a los microARNs, proteínas de unión a elementos ricos en adenilato-uridilato (ARE-

BP, del inglés AU-rich element-binding proteins) están involucradas en la regulación de la estabilidad de 

los ARNm mediante su unión a la región 3’ no traducida (3’ UTR, del inglés 3’ untranslated region) 

[321, 322]. Para Il17a, se ha identificado que la proteína tristetrapolina participa como ARE-BP 

reguladora negativa de la estabilidad del ARNm, mientras que la proteína HuR, también mediante la 

unión a la región 3’ UTR del ARNm del Il17a, estabiliza los transcritos de esta citocina prolongando su 

vida media [319]; sería de utilidad evaluar la expresión de estas proteínas para conocer si en el modelo 

de infección presentado en este trabajo tienen participación en la regulación del ARNm de Il17a.  

En lo que respecta a IL-17 como proteína y la disminución de los niveles de ésta luego del incremento 

significativo que se observó luego de 12 horas de infección con A. baumannii A578 es importante 

considerar que diferentes autores coinciden en que tiene un tiempo corto de vida media [323-326]. En 

suero de ratón, para IL-17 recombinante administrada exógenamente, el tiempo de vida media fue 

estimado con un valor de una hora [326], mientras que el tiempo de vida media de IL-17 endógena de 

monos y humanos se calculado con valores de 10 y 22 minutos en suero, respectivamente [324]. Hasta 

donde tenemos conocimiento, el tiempo de vida media de IL-17 no se ha estimado en otros tejidos, como 

la piel, sitio donde fue evaluada en este trabajo, de forma que desconocemos el tiempo óptimo 

aproximado para realizar la cuantificación de la proteína, una vez identificado el incremento de ARNm 

de Il17a. 

Por otro lado, factores parácrinos podrían estar contribuyendo a la disminución en los niveles de IL-17 

a nivel de proteína, incluidos factores que, río arriba, inducen la transcripción de IL-17, como los niveles 

de IL-23 o IL-6 [321], para tener una visión más general del microambiente que está contribuyendo a la 

resolución de A. baumannii en nuestro modelo de infección, sería de suma utilidad cuantificar otras 

citocinas, entre ellas IL-23 e IL-6. 

Cabe la posibilidad de que algunos factores de virulencia de la bacteria, como exoproteasas que han 

mostrado degradar proteínas del hospedero [327], pudieran estar participando en la disminución de la 

proteína IL-17; aunque también se ha corroborado la participación de exoproteasas propias del 

hospedero, como las proteasas de serina dependientes de serglicina, en la degradación de IL-17 [328]. 

Otro de los factores que podría tener un impacto directo en el tiempo en el que puede detectarse IL-17 

como proteína en el tejido es la capacidad de almacenamiento intracelular de IL-17 [329]. El 

almacenamiento de IL-17 dentro de gránulos de IL-17 ha sido detectado en el citoplasma de células en 

las que, pese a ser evaluada, no pudo evidenciarse actividad transcripcional del gen Il17a [329, 330.]. Se 
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ha sugerido que, en células como los neutrófilos, IL-17 es almacenada intracelularmente luego de su 

transcripción, motivo por el que se sugiere que el incremento en la proteína no siempre esté precedido 

inmediatamente por incremento en el nivel del ARNm de Il17a [330]. Por otro lado, la citocina IL-17 

puede secretarse algún tipo después de haberse mantenido intracelularmente algún tiempo; Takahashi y 

colaboradores evidenciaron la capacidad de células de Paneth de liberar IL-17 que se mantenía 

almacenada en gránulos intracelulares al medio extracelular en respuesta a la presencia de TNF-α [329]. 

En ese mismo trabajo, el incremento en la transcripción de Il17a se detectó posteriormente a la liberación 

de la citocina al medio extracelular [329]. Otros autores [199] han aportado evidencia de que otros tipos 

celulares como las células cebadas, pueden endocitar IL-17 del medio extracelular, previamente 

sintetizada por poblaciones celulares distintas, almacenarla por periodos de hasta algunas semanas y 

posteriormente liberarla en su forma activa [199].  Esta capacidad de almacenamiento de IL-17 dentro 

de diferentes tipos celulares y los estímulos que permiten su liberación podría tener un impacto en la 

correlación entre el tiempo de incremento en los transcritos de Il17 y el tiempo de incremento en la 

proteína en el tejido. 

En algunos modelos de infección bacteriana en los que se ha evaluado tanto la transcripción como la 

traducción de IL-17 en tejidos murinos, como en segmentos de colon tras la infección por Clostridium 

difficile [331], así como en córneas infectadas con P. aeruginosa [331, 332], se reportado incremento en 

la concentración IL-17 a nivel de proteína, sin que previamente pudiera evidenciase un incremento en 

los niveles de ARNm [331, 332], y pese a que en estos trabajos no se discuten los posibles elementos 

involucrados en esta observación, consideramos que, diferentes factores podrían estar participando, 

desde cuestiones metodológicas como los tiempos a los que se cuantifican el ARNm y la proteína, hasta 

procesos moleculares como los mecanismos de regulación postranscripcional que ya se mencionaron, así 

como mecanismos moleculares activados específicamente en respuesta a la infección. Desde luego, cabe 

la posibilidad de que algunos de estos mecanismos pudieran estar participando en la regulación de la 

transcripción y en los niveles de proteína de IL-17 en nuestro modelo de infección. 

Dentro de la familia de citocinas de IL-17, IL-17F es la que presenta mayor identidad a nivel estructura 

proteica primaria con nuestra citocina de interés, IL-17. Además, se ha reportado que ambas citocinas 

tienen funciones muy similares durante infecciones bacterianas como las causadas por C. rodentium o 

por S. aureus [271]. Algunas de estas funciones, podrían resultar importantes para el control de la 

infección por A. baumannii, como la inducción de quimioatrayentes de neutrófilos y la inducción de 

citocinas inflamatorias [333.], de forma que consideramos importante evaluar la inducción de la 

transcripción y traducción de IL-17F para obtener una idea sobre su posible participación en el control 

de la infección subcutánea de A. baumannii.  

 

En primer lugar, es necesario resaltar que los resultados que se presentan en este trabajo respecto a la 

cuantificación de Il17f y su proteína corresponden a un experimento (Fig. 9), de forma que es esencial 

obtenerse de estos resultados son preliminares y en necesario realizar réplicas de los experimentos de 

cuantificación tanto del mensajero como de la proteína para poder verificar los hallazgos que se presentan 

en este trabajo.  

 

Los resultados preliminares que se presentan en este trabajo sugieren que IL-17F pudiera estar 

contribuyendo al control de la infección subcutánea por A. baumannii, ya que los niveles de proteína se 

incrementaron en el sitio afectado tras la infección (Fig. 9). Y si bien, el incremento en la transcripción 

tras la infección no alcanza a ser estadísticamente significativo, dicha inducción podría contribuir al  

aumento en el nivel de proteína que observamos y que, en los limitados datos que presentamos de 
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momento, sí resultó estadísticamente significativo; esto es consistente con los tiempos previamente 

reportados entre el incremento en los niveles de ARNm y de proteína para IL-17F tras la estimulación 

con productos bacterianos (LPS) [333].  

 

En nuestros resultados preliminares generados al momento, a nivel de proteína, observamos que IL-

17F, se incrementa significativamente en el área de infección luego de 8 horas de la inoculación con cada 

una de las cepas de A. baumannii empleadas en este trabajo y dichos niveles se mantienen elevados 

durante las primeras 72 horas postinfección (Fig. 9). Desafortunadamente, debido a que no realizamos 

cuantificación de la proteína más allá de l72 horas postinfección, no es posible determinar cuánto tiempo 

le toma a la proteína retornar a niveles basales,  para realizar esta determinación tendríamos que incluir 

puntos posteriores en la cinética de cuantificación de esta citocina.  

 

El hecho de que hayamos identificado niveles incrementados de IL-17F dentro de las primeras 

postinfección sugiere que la citocina pudiera estar siendo producida constantemente, aunque aún es 

necesario determinar qué población o poblaciones celulares pudieran estar produciéndola dentro de este 

periodo de tiempo y determinar el papel específico de esta citocina en la resolución de la infección.  

 

Cabe mencionar que, previamente, la participación de IL-17F en la resolución de la infección cutánea 

por algunas bacterias, como S. aureus ha sido descrita [229, 271] y pese a que nuestros resultados 

preliminares sugieren la participación de esta citocina en la resolución de la infección cutánea causada 

por A. baumannii, corroborar la participación de esta proteína en este proceso de defensa contra A. 

baumannii, es necesario llevar a cabo una investigación experimental extensa y minuciosa para 

determinar el papel preciso de esta proteína y los mecanismos a través de los cuales pudiera estar 

contribuyendo a la defensa contra nuestro patógeno de interés. Considerando que IL-17 e IL-17F tienen 

elevada similitud en cuanto a estructura y función, al determinar el papel de IL-17F en la infección 

cutánea por A. baumannii es altamente recomendable el empleo de ratones deficientes específicamente 

para esta molécula.  

 

Pese a que en nuestros resultados observamos que tanto la concentración de IL-17 como la de IL-17F 

se incrementan en el sitio infectado con A. baumannii, no logramos identificar que la formación del 

heterodímero IL-17A/IL-17F se incrementara sobre los niveles basales en respuesta a la infección, más 

bien encontramos que en algunos puntos postinfección, el heterodímero disminuyó (Fig. 9). Estas 

fluctuaciones a la baja podrían, muy probablemente, estar influenciadas por la cinética de producción de 

los monómeros de IL-17 e IL-17F, así como por la cinética de formación de los homodímeros de esas 

citocinas [335], aunque esta disminución también podría deberse a la cinética de unión del heterodímero 

a sus receptores, que a su vez está influenciada por la afinidad de los homodímeros a los receptores. Es 

importante mencionar que ni la afinidad de los dímeros por sus receptores, ni la de unión entre 

monómeros, han sido caracterizadas para moléculas de ratón [336, 337].  

 

Es muy importante dejar en claro que, de manera similar a los resultados mostrados para IL-17F, los 

resultados de la cuantificación de la proteína heterodimérica IL17A/IL-17F mostrados en este trabajo 

fueron generados a partir de un solo experimento (Fig. 9), por lo que es necesario considerarlos resultados 

preliminares y es indispensable. realizar un mayor número de experimentos en los que se realice la 

cuantificación del heterodímero con muestras provenientes de experimentos independientes. 

Adicionalmente, un elemento que evidencia la necesidad de realizar réplicas de estos experimentos es el 

hecho de que en los resultados obtenidos se observa una tendencia inesperada a que los niveles del 

heterodímero de IL-17A/IL-17F al tiempo cero de la infección sean menores en comparación con la 

concentración de dicha molécula en ratones que solo fueron administrados con el vehículo (Fig. 9). 
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Considerando que el tiempo cero es un tiempo muy temprano para observar un efecto sobre los niveles 

del heterodímero como consecuencia de la infección, cabría esperarse que el grupo administrado con el 

vehículo, así como el tiempo cero tras la infección por cada una de las cepas bacterianas tuvieran niveles 

muy similares en cuanto a la concentración de IL-17A/IL-17F. De momento, con los resultados 

generados en este trabajo, no es posible descartar la participación del heterodímero en la resolución de 

la infección subcutánea por A. baumannii pero aún es necesario realizar más determinaciones para 

concluir al respecto. 

 

De acuerdo con Liang y colaboradores, la formación in vitro del heterodímero IL-17A/IL-17F de ratón 

está influenciada por las citocinas presentes en el medio, y es variable incluso para un mismo tipo celular 

cuando es evaluada a diferentes tiempos [335]. En ese mismo trabajo los autores identificaron que la 

transferencia adoptiva y la estimulación antigénica in vivo de células Th17 diferenciadas in vitro, resultó 

en un cambio en la proporción de la formación del heterodímero y los homodímeros respecto a la que 

muestran in vitro [335], los hallazgos realizados por Liang y colaboradores sugieren que el 

microambiente tiene un papel importante en la modulación de la formación del heterodímero, lo que 

podría explicar las fluctuaciones que observamos en el área de la lesión durante la infección por A. 

baumannii (Fig. 9). La contribución del heterodímero al control y la resolución de infecciones ha sido 

poco explorada, aunque algunos estudios sugieren que podría contribuir al control de patógenos 

extracelulares como C. albicans [338], pero, de acuerdo con nuestros resultados preliminares mostrados 

en el presente trabajo, es poco probable que el heterodímero contribuya importantemente a la resolución 

de la infección por A. baumannii, al menos en el intervalo de tiempo que comprende las primeras 72 

horas posteriores a la infección subcutánea por este patógeno. Aunque, por otro lado, considerando los 

resultados generados por Liang y colaboradores [335], el heterodímero IL-17A/IL-17F podría resultar 

relevante en control de una infección secundaria por A. baumannii, donde otros tipos celulares, como 

linfocitos Th17 podrían contribuir a la producción de la molécula heterodimérica. 

 

A partir el monitoreo de la supervivencia de ratones infectados pudimos corroborar la importancia de 

la vía de inoculación de A. baumannii en la severidad de la patología y en letalidad de diferentes tipos de 

infección causados por una misma cepa bacteriana (Fig. 10). Esta característica ya había sido 

previamente reportada [264] y resulta importante en cuanto a A. baumannii puesto que esta bacteria es 

capaz de causar diferentes tipos de infección [339], para los que, evidentemente, no solo la patología, 

sino las interacciones patógeno hospedero pudieran ser muy diferentes dependiendo del o los sitios 

anatómicos afectados por la bacteria.  

 

La evaluación de la supervivencia tras la infección por A. baumannii nos permitió determinar que, a 

diferencia de la infección i.p., la infección subcutánea por A. baumannii ATCC 17978 ni por A578 es 

letal en ratones C57BL/6 (Fig. 10). Para infecciones en piel y tejido blando ocasionadas por A. baumannii 

en humanos, tasas de mortalidad de hasta 28 % han sido reportadas [37]; porcentaje que no resulta 

despreciable. Respecto a estas diferencias es importante mencionar que los ratones C57BL/6 son 

inmunocompetentes, condición que no comparten muchos de los pacientes que cursan con infecciones 

por A. baumannii [55, 340]. Considerando lo anterior, algunos de los estudios que se realizan para 

estudiar la patología de la infección por A. baumannii emplean estrategias que llevan a la 

inmunosupresión, como el uso de ciclofosfamida [341] o mucina porcina [342], sin embargo, en este 

trabajo descartamos el uso de agentes inmunosupresores puesto que nos interesó evaluar la contribución 

de IL-17 a los mecanismos inmunológicos relevantes para la resolución de la infección. 

 

Es importante destacar que, la administración intraperitoneal se emplea como modelo de sepsis [343], 

condición en la que se presenta una excesiva respuesta inflamatoria ante la presencia de 
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microorganismos, lo que fácilmente conduce a la muerte debido a la alta capacidad de intercambio de 

fluidos y algunos factores solubles para mantener el balance entre las presiones hidrostática y oncótica 

en la cavidad abdominal [344, 345]. Existe evidencia en la literatura de que infecciones en la piel 

presentan una mortalidad menor en comparación con infecciones intraperitoneales causadas por un 

mismo microorganismo [346]; adicionalmente también se ha reportado que la letalidad como 

consecuencia de infecciones primarias de la piel se puede presentar luego de varios días tras la infección 

por algunos patógenos [347], pero no parece ser el caso de A. baumannii (Fig. 10). 

 

A través de la infección subcutánea llevada a cabo en ratones IL-17A/F KO determinamos que el control 

de la infección subcutánea por A. baumannii no requiere de la presencia de ninguna de estas dos citocinas, 

puesto que estos ratones, similar a lo observado para los ratones WT, tampoco perecieron a consecuencia 

de la infección subcutánea por A. baumannii (Fig. 10).  

 

Una de las limitaciones de nuestro modelo en cuanto al análisis específico de la contribución de IL-17 

al control y resolución de la infección deriva del empleo de un ratón IL-17A//F KO, deficiente tanto para 

IL-17 como para IL-17F [263]. Para evaluar, estrictamente la participación de cada citocina (IL-17 e IL-

17F) en el control de la infección subcutánea causada por A. baumannii, sería recomendable emplear 

ratones que solo sean deficientes para cada una de estas citocinas a la vez o podrían administrarse 

citocinas recombinantes, una a la vez, en ratones deficientes para ambas citocinas. 

 

En este trabajo identificamos que ni IL-17 ni IL-17F son necesarias para controlar la infección ya que 

los ratones deficientes de ambas citocinas sobreviven a la infección subcutánea, sin embargo, nuestros 

resultados sugieren que IL-17 y/o IL-17F influyen en la severidad de la patología (Fig. 11). Los 

parámetros que evaluamos para conocer la morbilidad de la infección fueron el peso corporal de los 

ratones y el tamaño de la lesión a diferentes tiempos después de la infección subcutánea (Fig. 11).  

 

Al evaluar la pérdida de peso tras la infección observamos que los ratones WT infectados, 

independientemente de la cepa bacteriana empleada, así como los ratones IL-17A/F KO infectados con 

la cepa ATCC 17978 sufrieron pérdida de peso significativa durante los primeros tres días posteriores a 

la infección, sin embargo, a los ratones IL-17A/F KO les tomó mayor tiempo recuperar el peso que 

mostraban el día de la infección (Fig. 11A-B). Esto sugiere que la presencia de IL-17 contribuye al 

desarrollo de una patología menos severa durante la infección por A. baumannii A578, mientras que la 

morbilidad causada por la cepa ATCC 17978 es menor en comparación con la causada por la cepa A578 

y, al menos a nivel de pérdida de peso, no se ve influenciada por la participación de IL-17 (Fig. 11A). 

 

Para tener una visión más amplia del impacto de IL-17 en la morbilidad causada por la infección cutánea 

por A. baumannii, evaluamos el área de la lesión desarrollada durante la infección encontrando que la 

lesión generada durante la infección causada por la cepa ATCC 17978 mostró tener un área menor que 

la generada por la cepa A578, independientemente de IL-17 (Fig. 11D-E, Fig. Supl. 1D-E), sin embargo, 

nuestros datos sugieren que IL-17 contribuye a que la pronta cicatrización de la herida causada por A. 

baumannii ATCC 17978 (Fig. 11D). 

 

Por otro lado, los datos presentados en este trabajo sugieren que IL-17 tiene un papel detrimental en el 

tamaño de la herida provocada por la infección subcutánea por la cepa A578, ya que el área de la lesión 

a los 9, 10 y 11 días postinfección fue mayor en ratones WT en comparación con ratones IL-17A/F KO 

(Fig. 11E), sin embargo, en lo que respecta a las lesiones generadas por la cepa A578, los datos 

presentados en este trabajo no nos permiten identificar si IL-17 participa en acelerar el cierre de la herida, 

puesto que el lapso durante el que se evaluó el tamaño de la lesión no permite identificar el tiempo al que 
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este proceso ocurre (Fig. 11E), para ello sería necesario ampliar el tiempo de evaluación del tamaño de 

las lesiones en ratones suficientes y deficientes de IL-17. 

 

En este punto es importante mencionar que de momento no cuantificamos la profundidad de las 

lesiones, por lo que no podemos concluir respecto a la capacidad que cada una de las cepas bacterianas 

tienen para provocar daño en capas más profundas de la piel e incluso en tejidos subyacentes, y por ello 

desconocemos si IL-17 tiene un papel relevante en el daño a dichos tejidos, que dicho sea de, difieren en 

su estructura anatómica respecto a los estratos más superficiales de la piel paso [348.  349], por lo que 

bien podrían tener una susceptibilidad distinta a la bacteria e IL-17 impacto distinto en estos procesos. 

Además, el evaluar la profundidad junto con el área superficial de las lesiones, permitiría obtener un 

registro más exacto del tamaño de la lesión. Una sugerencia para evaluar la profundidad de las lesiones, 

realizar el análisis microscópico de cortes histológicos de las lesiones de los diferentes grupos de 

tratamiento.   

 

Considerando que, de entre los grupos de tratamiento, los ratones IL-17A/F KO infectados con la cepa 

A578 mostraron mayor morbilidad reflejada en un intervalo de tiempo más prolongado para recuperar el 

peso que tenían antes de la infección, que en ratones WT infectados con la cepa ATCC 17978, la lesión 

generada como consecuencia de la infección persiste durante un mayor periodo en comparación con la 

lesión de ratones IL-17A/F KO infectados con esa misma cepa bacteriana y que ratones IL-17A/F KO 

desarrollaron una lesión de mayor tamaño (Fig. 11), nuestros datos sugieren que la contribución de IL-

17 a la morbilidad por la infección subcutánea es dependiente del parámetro evaluado. Es importante que 

la pérdida de peso como indicador de la severidad de la patología es un parámetro sistémico, mientras 

que la evaluación de la lesión es un proceso localizado, de forma que IL-17 podría tener un papel distinto 

en la morbilidad a nivel local y a nivel sistémico. Previamente ha sido reportada en la literatura la 

contribución de IL-17 a una pérdida de peso más severa durante infecciones pulmonares bacterianas y 

virales, lo que ha sido asociado a un elevado infiltrado de neutrófilos al sitio de infección [350], sin 

embargo, nuestros resultados muestran una pérdida de peso más severa en ausencia de IL-17 para la 

infección cutánea por la cepa A578. Las diferencias entre nuestros hallazgos y los reportes previos en la 

literatura [350, 351] podrían deberse, en primer lugar, a la ruta de infección empleada en cada caso, ya 

que las diferencias anatómicas y funcionales entre la piel y el pulmón permiten que la interacción 

sistémica para cada uno de estos órganos sea distinta, es importante considerar la alta queratinización de 

la piel, así como la presencia de una matriz rica en múltiples componentes lipídicos [352]. 

Adicionalmente, la composición celular y molecular de cada tejido podrían generar interacciones 

patógeno-hospedero, así condiciones de microambiente específicas que favorezcan o no la diseminación 

sistémica [353] y esto impactar en la morbilidad a nivel sistémico, reflejándose en la pérdida de peso. 

Por otro lado, tomando en cuenta que, en el sitio de la infección, la lesión generada por la cepa ATCC 

17978 permaneció visible por más tiempo en ausencia de IL-17 y la lesión ocasionada por la cepa A578 

fue de mayor tamaño en ausencia de IL-17 (Fig. 11C-E), lo que sugiere que esta citocina tiene un impacto 

negativo en el daño al tejido a nivel local durante la infección por A. baumannii, al menos en la infección 

causada por cada una de las cepas bacterianas empleadas en este trabajo. 

 

Respecto al papel de IL-17 en el cierre de heridas, diferentes trabajos han encontrado resultados 

contradictorios. Mientras que algunos estudios sugieren que IL-17 favorece el proceso de reparación de 

herida [354], otros han encontrado que IL-17, dificulta el cierre de la misma [355].  
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MacLeod y colaboradores encontraron que, en un modelo de cierre de herida, la herida inducida en 

ratones deficientes de IL-17 tardaba un mayor tiempo en cerrar en comparación con el tiempo que les 

tomaba este proceso a ratones WT, además de que esta diferencia era abolida cuando a los ratones 

deficientes de la citocina, se le administraba IL-17 recombinante en el área de la lesión [354]. 

 

Por otro lado, se ha descrito que, durante el proceso de cierre de heridas, IL-17 inhibe la producción del 

factor de crecimiento 1 similar a la insulina (IGF-1, de inglés Insulin-like growth factor) por DETCs, lo 

que retarda el proceso de cierre de herida [356], adicionalmente, IL-17, dificulta el cierre de herida a 

través de la disminución de la deposición de colágeno y del reclutamiento de neutrófilos, mismos que a 

través de la elastasa, dificultan el proceso de cierre de herida [355]. 

 

Es importante considerar que, en el modelo empleado en este trabajo, el microambiente en el sitio de la 

infección es complejo en comparación con algunos de los estudios en los que se ha evaluado el papel de 

IL-17 al cierre de la herida, en donde las lesiones se presentan en ausencia de patógenos [357] y que, en 

nuestro caso, la bacteria es definitivamente es un factor determinante en el proceso del desarrollo y 

resolución de la lesión. Para poder conocer el o los mecanismos a través de los cuales, en el modelo de 

infección subcutánea por A. baumannii, IL-17 participa en el desarrollo y resolución de la herida, es 

recomendable realizar el análisis comparativo del infiltrado celular, sobre todo de neutrófilos [355] en el 

sitio de infección en ratones WT e IL-17A/F KO. También sería de suma utilidad evaluar, a nivel 

histológico y molecular los componentes involucrados en la reparación tisular, como el factor de 

crecimiento vascular endotelial (VEGF, del inglés vascular endothelial growth factor), el receptor del 

factor de crecimiento epidermal (EGFR, del inglés epidermal growth factor receptor) y algunas 

metaloproteinasas como MMP-1 y MMP-9 [358] y sería de utilidad realizar un análisis microscópico de 

cortes histológicos —sometidos a una tinción tricrómica de Masson, que permite observar colágeno 

[359]—, provenientes del tejido de ratones tanto WT como IL-17A/F KO infectados con A. baumannii. 

También para explorar la contribución de IL-17 en el cierre de la herida tras la infección por A. 

baumannii, sería de gran utilidad realizar un análisis molecular completo y sin sesgo como el que 

proporcionaría una secuenciación de ARN (RNAseq). 

Nuestros resultados muestran que, adicionalmente a la contribución de IL-17 a la severidad de la lesión, 

la cepa A578 de A. baumannii causa infección subcutánea con patología más severa que A. baumannii 

ATCC 17978. Esto sugiere que alguna característica propia de la cepa A578, ausente en la cepa ATCC  

17978, podría estar contribuyendo al incremento de la morbilidad a nivel local. Considerando que las 

bacterias son organismos complejos con múltiples antígenos [360] y factores de virulencia [361], y que 

el genoma de A. baumannii presenta alta plasticidad, cabe esperar que la interacción con el hospedero 

sea distinta para cada cepa bacteriana y que IL-17 tenga efectos distintos en la infección con cada una de 

las cepas que se emplearon en el presente trabajo. En concordancia con esto, previamente se han 

reportado diferencias significativas en la cantidad de citocinas que distintas variantes de una misma cepa 

bacteriana de A. baumannii son capaces de inducir en el hospedero [362]. De momento no contamos con 

el análisis del genoma de la cepa A578 de A. baumannii y desconocemos qué moléculas podrían estar 

contribuyendo al desarrollo de una lesión mayor, pero es posible que existan factores de virulencia que 

pudieran diferir o estar ausentes en la cepa ATCC 17978 y que en la cepa A578 sean los responsables de 

agravar la lesión. Los factores de virulencia candidatos podrían ser no solo proteasas [363], sino proteínas 

de membrana externa, para las que se ha corroborado que inducen muerte celular en el hospedero [364, 

365].  
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Con base en nuestros resultados podemos sugerir que el papel de IL-17 en la morbilidad es complejo 

y, hasta este punto, nuestros resultados no nos permiten determinar la contribución exacta de IL-17 a la 

severidad de la infección subcutánea por A. baumannii.  

 

Otro de los factores que pudiera estar involucrado con el desarrollo de una lesión más severa durante el 

modelo de infección con el que trabajamos, es la carga bacteriana, además de que, también mediante la 

cuantificación de la carga bacteriana podría determinarse si IL-17 contribuye a la pronta resolución de la 

infección subcutánea. Debido a lo anterior llevamos a cabo el conteo de la UFC a diferentes tiempos 

luego de la administración subcutánea de cada una de las cepas de A. baumannii. De momento hemos 

realizado la cuantificación bacteriana para un mayor número de puntos postinfección en ratones WT, 

puesto que durante el desarrollo de este trabajo enfrentamos dificultades para expandir la colonia de 

ratones IL-17A/F KO, sin embargo, estamos conscientes de que para poder determinar el impacto de IL-

17 sobre el control y la resolución de la infección, es necesario realizar la cuantificación de la carga 

bacteriana en ratones IL-17A/F KO. 

 

Lo resultados que hemos obtenido al momento sugieren que la ausencia IL-17 impacta negativamente 

en el tiempo de resolución de la infección por la cepa A578 (Fig. 14), ya que cuando cuantificamos la 

carga bacteriana luego de 16 o 20 días postinfección en la piel de ratones WT o IL-17A/F KO, solo 

recuperamos A. baumannii A578 de los ratones IL-17A/F KO (Fig. 14). Sorprendentemente, aunque los 

ratones IL-17A/F KO tardan más tiempo en resolver la infección, y aunque desconocemos a qué tiempo 

ocurre esto, pues sería necesario cuantificar la carga bacteriana a tiempos posteriores, los ratones IL-

17A/F KO fueron capaces de mantener localizada la infección (Fig. 15), de manera similar a lo ocurrido 

en ratones WT (Fig. 13). Esto sugiere que, IL-17 e IL-17 F no son necesarias para evitar la diseminación 

sistémica de A. baumannii a partir de una infección subcutánea primaria.  

 

En el caso de la cuantificación bacteriana en sangre y bazo de ratones WT infectados, en algunos puntos 

de tiempo pude observarse la presencia de bacterias, la que, si bien no es una carga bacteriana 

significativamente mayor respecto a ratones no infectados, la cuenta de UFC es mayor que cero (Fig. 

13). Es importante mencionar que, de este grupo de tratamiento no se recuperaron bacterias de todos los 

ratones y, en algunos casos, para un mismo ratón, no se recuperó bacteria en ambos tejidos. Considerando 

estos aspectos, es posible que existan algunos aspectos metodológicos durante el experimento que puedan 

mejorarse. Entre los detalles técnicos que pueden reducir la presencia de datos atípicos están, el 

incrementar el volumen de tejido disgregado y de sus diluciones seriadas sembradas en cada placa, como 

sugiere el trabajo publicado por Sanders [366]. Un aspecto más que merece la atención dentro de los 

resultados de cuantificación bacteriana que hemos generado al momento es que, la mayoría de las 

muestras positivas para crecimiento bacteriano, tanto de bazo como de sangre, fueron positivas para el 

crecimiento de muy pocas colonias (menos de 30 por placa) aún en muestras sin diluir, lo que algunos 

autores refieren que está por debajo del límite de detección del método de recuento en placa ya que bajos 

conteos de colonias, se asocian con una gran variabilidad [367].  

 

Otro aspecto que no debemos pasar por alto es que, durante los experimentos de carga bacteriana, el 

conteo de las colonias se realizó con base en la morfología de las colonias sobre un medio nutricional 

rico como es el agar LB, es decir que se tomaron en cuenta colonias lisas mucoides, color amarillo pálido, 

congruentes con la morfología de colonias de Acinetobacter spp. [368, 369], sin embargo, no 

corroboramos que, efectivamente, estas colonias correspondieran a bacterias del género Acinetobacter 

mediante el cultivo de éstas en medios selectivos, pruebas bioquímicas o moleculares [370], para que, 

dado el bajo conteo, se pudiera descartar la posible contaminación por un microorganismo distinto al 

patógeno estudiado. Adicionalmente, un aspecto en el que debe ponerse atención durante la realización 
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de los experimentos de cuantificación de caga bacteriana es evitar exponer los tejidos recuperados a un 

ambiente no controlado, porque si bien, los tejidos se disgregaron dentro del área aséptica creada 

alrededor de la flama del mechero [371], el aire ambiental en el lugar de trabajo no está sometido a ningún 

tipo de purificación, además de que la disgregación de los tejidos se realizó con un mismo 

homogenizador, no podemos descartar el arrastre de contaminación entre una muestra y otra pese a que 

el homogenizador fue sometido a lavados entre cada una de las muestras. Para minimizar este tipo de 

contaminación es recomendable realizar la disgregación de cada una de las muestras bajo hermeticidad 

[367].  

 

Tomando en cuenta todo lo anterior, consideramos que es necesario realizar experimentos adicionales 

para tener una cinética de resolución lo suficientemente robusta y bajo condiciones técnicas más estrictas 

que nos permitan corroborar o descartar la diseminación de las diferentes cepas bacterianas de A. 

baumannii hacia los diferentes órganos del hospedero. Aún es necesario realizar réplicas de los 

experimentos de cuantificación de carga bacteriana no solo para algunos tiempos de los ratones WT sino 

también en ratones IL-17A/F KO para determinar el impacto de la ausencia de IL-17 en la velocidad de 

la resolución de la infección. 

 

Reiteramos que es esencial realizar más experimentos para concluir sobre las similitudes o diferencias 

en el tiempo de resolución de la infección entre las cepas bacterianas A578 y ATCC 17978, aunque los 

resultados generados al momento, sugieren que  la resolución de A. baumannii, ocurre de manera similar 

para ambas cepas bacterianas en presencia de IL-17 (en ratones WT) (Fig. 12), independientemente de 

que la cepa A578 produce una patología más severa (Fig.11).  

 

Desafortunadamente, desconocemos el impacto de IL-17 durante la cinética de la resolución, puesto 

que, al momento solo hemos cuantificado la carga bacteriana en ratones IL-17A/F KO tras 16 y 20 días 

post infección. De manera preliminar, estos datos sugieren que IL-17 y/o IL-17F favorecen la pronta 

resolución de la infección causada por la cepa A578 (Fig. 14).  

 

Los resultados preliminares de la cinética de resolución sugieren que tanto factores propios de la cepa 

bacteriana, como la ausencia de las citocinas IL-17 e IL-17 F impactan sobre el tiempo de resolución, 

haciéndolo más prolongado. Estos datos también sugieren que IL-17 y/o IL-17 F, aunque no son 

esenciales para el control y la resolución de la infección subcutánea por A. baumannii, alguna de éstas o 

ambas citocinas contribuyen a llevar a cabo una rápida resolución de la infección causada por la cepa 

A578.  

 

Valdría la pena realizar una cinética de carga bacteriana en ratones IL-17A/F KO que incluya más 

puntos de tiempo y determinar si la resolución de la infección ocurre de manera diferente en comparación 

con ratones WT y también establecer el punto en el que se resuelve la infección en los ratones IL-1A/F 

KO. Desafortunadamente, nuestro trabajo aún no incluye estos datos por las dificultades con la 

reproducción de la cepa, y dentro del tiempo de desarrollo de esta tesis no conseguimos obtener 

suficientes animales para realizar los protocolos de experimentación suficientes. 

 

Considerando que múltiples subpoblaciones hematopoyéticas, como linfocitos Th17, Tc17, células 

TCRγδ+, ILC3, NKs, iNKTs, neutrófilos, Mφs, células cebadas, monocitos e incluso células dendríticas 

han sido reportadas previamente como productoras de IL-17 en diferentes condiciones fisiológicas y 

patológicas [136-138, 162], consideramos importante identificar la fuente celular de IL-17 durante la 

infección subcutánea por A. baumannii, para lo que llevamos a cabo la inoculación subcutánea de la 
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bacteria en un ratón reportero de Il17a y el posterior análisis por citometría de flujo de las células 

recuperadas de la piel luego de 4, 12 o 24 horas postinfección.  

 

Es necesario destacar que para realizar el análisis citométrico de diferentes poblaciones celulares en el 

sitio de infección enfrentamos algunas dificultades. Una de estas circunstancias fue la recuperación de 

un número muy bajo de células hematopoyéticas a partir de la piel de ratón. A fin de incrementar el 

número de células hematopoyéticas recuperadas de piel tras la infección realizamos diversos protocolos 

para digerir la piel. En un principio, realizamos la digestión del tejido con colagenasa (Collagenase from 

Clostridium histolyticum) (Sigma) seguida de la centrifugación de las células en un gradiente de densidad 

elaborado con Optiprep® (Axis-Shield) al 27.5 % en tricina 30 nM. Posteriormente identificamos que la 

digestión de la piel de ratón con Liberasa T® (Roche) resulta en una mejoría en el rendimiento de las 

células hematopoyéticas recuperadas (Tabla suplementaria 2), por lo que optamos por seguir dicho 

protocolo. 

Otra de las dificultades que enfrentamos al tratar de identificar la fuente celular de IL-17 a los diferentes 

tiempos postinfección mediante citometría de flujo, fue la elevada autofluorescencia basal de la piel dada 

por los componentes elásticos del tejido, como la elastina y el colágeno, tipos I y IV [372, 373]. En el 

caso particular del colágeno, su espectro de emisión es muy amplio de, entre 400 y 600 nm [372, 373], 

coincidiendo con la señal emitida por la eGFP [374] y dificultando la identificación de los eventos 

positivos para IL-17.  

Otra situación que complicó el análisis de las poblaciones celulares fue el hecho de que, en algunos 

canales, la autofluorescencia del tejido se incrementó tras la infección bacteriana aún en ausencia de 

anticuerpos acoplados a fluorocromos (Fig. Supl. 9).  

Tomando en cuenta que diferentes poblaciones celulares residentes en piel, así como poblaciones 

reclutadas al sitio infectado son células potencialmente productoras de IL-17 [136-138, 162], 

consideramos diseñar un panel de anticuerpos acoplados a distintos fluorocromos que nos permitiera 

distinguir la mayor cantidad de células productoras de IL-17, lo que implicó el uso simultaneo de diversos 

fluorocromos, algunos de cuyas señales llegaron a traslaparse, motivo que nos dificultó realizar una 

adecuada compensación de la señal y, por lo tanto, la identificación precisa de las diferentes poblaciones 

celulares [375].  

Debido a la elevada fluorescencia basal del tejido que observamos durante la adquisición de las células 

en el citómetro, al cambio en dicha fluorescencia como resultado de la infección (Fig. Supl. 9) y a la 

dificultad para realizar una adecuada compensación de la señal de los fluorocromos en los distintos 

canales, decidimos probar algunas metodologías alternativas para tratar de reducir el traslape de las 

señales. En algunos experimentos redujimos el número de marcadores evaluados con el fin de realizar 

con presión la identificación de las diferentes poblaciones presentes en el sitio de infección. Este es uno 

de los motivos por los que no en todas las figuras que se incluyen en este trabajo existe el mismo número 

de individuos evaluados para las diferentes poblaciones celulares, ya que no en todos los experimentos 

se empleó el mismo panel de anticuerpos para realizar las tinciones (Figs. 16, 18, 19, 21, Figs. Supl. 5, 

7). Lo anterior, claramente, dificulta el análisis estadístico y por ello y debido a que tenemos una cantidad 

muy baja de individuos analizados para cada una de las poblaciones y un número bajo de eventos en las 

regiones analizadas, consideramos de vital importancia incrementar el número de experimentos, 

analizando las mismas poblaciones celulares en cada uno de ellos para poder realizar conclusiones 

estadísticas. 
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No debe pasarse por alto que el hecho de no emplear el mismo panel de anticuerpos acoplados a los 

mismos fluorocromos en todos los experimentos realizados, no nos permitió seguir la misma estrategia 

de análisis para los diferentes tiempos postinfección que aquí se muestran (Figs. Supl. 2-4), lo que es un 

motivo más que dificulta realizar comparaciones estadísticas y concluir sobre las poblaciones celulares. 

En relación con los diferentes paneles de anticuerpos utilizados, es relevante destacar, por un lado, que 

en diferentes experimentos modificamos dichos paneles para tratar de disminuir la interferencia de las 

señales entre los diferentes canales, pero también la disponibilidad de los diferentes equipos empleados 

para adquirir las muestras influenció la elección del panel de anticuerpos empleados y los fluorocromos 

acoplados a los mismos, ya que los diferentes equipos no cuentan con los mismos detectores, ni con los 

mismos láseres de excitación. 

Otra metodología alternativa que llevamos a cabo para tratar facilitar el análisis celular mediante 

citometría de flujo fue realizar tinción intracelular para detectar IL-17, pero los resultados que obtuvimos 

a partir de esta metodología dificultaban aún más detectar cambios en la producción de IL-17 tras la 

infección, en comparación con los grupos de ratones no infectados (datos no mostrados). Es importante 

no descartar esta observación, pesto que la tinción intracelular detecta directamente la presencia de la 

proteína, a diferencia del ratón reportero de la transcripción de Il17a que se empleó para la generación 

de los resultados que aquí se muestran, aunque vale la pena señalar que tampoco mediante el uso de 

ratones reporteros Il17atm1Bcgen/J identificamos una gran inducción de IL-17 (Figs. 16-18. Figs. Supl. 5-

7). 

 

Debido a que durante la realización de este trabajo se emplearon diferentes metodologías para 

identificar el mejor protocolo que nos permitiera recuperar un mayor número de células hematopoyéticas 

a partir de piel de ratón y conseguir el menor traslape de señales entre los diferentes canales de los 

citómetros, no pudimos generar suficientes experimentos para llevar a cabo un análisis estadístico 

adecuado [376]. Incluso, para poder llevar a cabo algunos análisis, recuperamos datos generados a partir 

de experimentos realizados para un proyecto similar que comparte en común los grupos de ratones 

infectados con A. baumannii ATCC 17978, A578 y tratados solo con el vehículo; y pese a que esta 

situación complica la comparación estadística de las poblaciones analizadas, incluimos algunos de esos 

resultados puesto que otra de las dificultades que enfrentamos fue la generación insuficiente de ratones 

reporteros Il17atm1Bcgen/J, en los que, como ya se mencionó, pudimos detectar con mayor facilidad las 

células positivas para la transcripción de Il17a. Lo anterior es otro de los motivos por el que el número 

de individuos no es el mismo en todos los grupos mostrados en los resultados de las diferentes 

poblaciones celulares identificadas en el sitio de infección (Figs. 16, 18, 19, 21, Figs. Supl. 5, 7). 

 

Uno de los análisis de las poblaciones celulares positivas para IL-17 se realizó considerando los 

porcentajes de células positivas para IL-17 en cada una de las subpoblaciones celulares analizadas dentro 

de la región de células hematopoyéticas CD45+ debido a que, por las dificultades que encontramos para 

llevar a cabo el análisis de las poblaciones celulares mediante citometría de flujo, no todos los resultados 

que se muestran provienen de experimento con las mismas poblaciones celulares analizadas en cada caso, 

de forma que el análisis de las diferentes poblaciones positivas para IL-17 dentro del total de la región 

de células IL-17+ no se puede realizar con los datos obtenidos al momento.  Otro de los factores que 

complicaron la identificación de las diferentes subpoblaciones productoras de IL-17, directamente sobre 

el total de eventos IL-17+, fue que, para algunos experimentos realizados luego de 24 horas postinfección, 

la suma de eventos de las diferentes subpoblaciones celulares positivas para IL-17 resultaba mayor que 



81 
 

el total de eventos identificados como CD45+ IL-17+. Lo anterior puede deberse a que la señal de los 

eventos se esté traslapando hacia diferentes canales, lo que coincide con las dificultades que enfrentamos 

para poder realizar una adecuada compensación de los fluorocromos en los diferentes canales.  

 

Pese a que no realizamos el análisis de los porcentajes de las diferentes subpoblaciones celulares 

positivas para IL-17 dentro de la región del total de células hematopoyéticas CD45+ IL-17+, además de 

realizar el análisis dentro de la región de eventos CD45+, analizamos el total de células productoras de 

IL-17 de cada una de las subpoblaciones analizadas en cada caso y la intensidad media de fluorescencia 

para obtener una aproximación de la cantidad relativa de Il17a que se pudiera estar transcribiendo en 

cada una de las subpoblaciones analizadas. 

 

Considerando todas las limitaciones de los pocos datos generados en los resultados respecto a las 

diferentes poblaciones celulares presentados en este trabajo, de momento no se puede obtener una 

conclusión definitiva y que es necesario ser cautelosos al tratar de concluir a partir de esos datos. De 

momento, el análisis de los datos sugiere de manera muy preliminar  que, diferentes poblaciones celulares 

pudieran contribuir a la producción de IL-17 a diferentes tiempos postinfección. 

 

Tras 4 horas postinfección, las células que parecen estar contribuyendo a la producción de IL-17 en 

respuesta a la infección por A. baumannii de la cepa ATCC 17978 son los neutrófilos (Ly6G+ CD11b+), 

ya que en nuestros resultados preliminares pudimos identificar un incremento en el porcentaje de dichas 

células respecto a los ratones tratados solo con vehículo, así como en comparación con los ratones 

infectados con la cepa A578 (Fig. 16). Sin embargo, el número total de neutrófilos Ly6G+ CD11b+ IL-

17+, en los resultados generados al momento, no mostró un cambio significativo tras la infección. Esto 

sugiere que el cambio en la frecuencia pudiera estar siendo afectado por la dinámica de otras poblaciones 

presentes en el tejido, lo que permite impactar en los porcentajes de las poblaciones celulares sin que 

haya un cambio en el número total de las células.  

 

Por otro lado, cuando tratamos de generar una idea respecto a la cantidad de IL-17 que pudieran estar 

produciendo estas células, mediante el análisis de la IMF, no identificamos un incremento significativo 

en la señal de la proteína reportera para Il17a, eGFP. Un incremento en la señal de esta proteína fue 

observado para los linfocitos TCRβ+ CD8+, sin embargo, es importante destacar que, aunque la IMF 

permite tener una idea aproximada de la cantidad de la proteína reportera en determinada población 

celular analizada, no debe considerársele un análisis cuantitativo, menos aun teniendo en cuenta que se 

trata de una proteína reportera de la transcripción de Il17a en nuestro sistema de estudio. 

 

Es interesante haber identificado a los neutrófilos como una de las fuentes de IL-17 tras la infección 

por A. baumannii, pues hasta donde tenemos conocimiento, la producción de IL-17 por neutrófilos 

durante el curso de la infección por A. baumannii, no se había reportado previamente para ningún modelo 

de infección por esta bacteria, esto podría indicar la existencia un mecanismo adicional a los previamente 

reportados por el que estas células contribuyen a la resolución de la infección por A. baumannii. Si bien 

los neutrófilos ya habían sido reportados como productores de IL-17 [210], en el caso específico de 

algunos tipos de infección por A. baumannii, diferentes a la cutánea, los neutrófilos se han reportado 

como esenciales en el control de la infección [119, 120], pero no se ha estudiado su capacidad para 

producir IL-17 durante el curso de la infección. 

 

Nuestros datos sugieren que los neutrófilos pudieran ser una fuente importante de esta citocina a 

tiempos tempranos postinfección, tal como se ha demostrado para infecciones por hongos como A. 

fumigatus [191, 196], sin embargo, no es la única población que responde a la infección con la producción 
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de IL-17. También nuestros resultados preliminares sugieren linfocitos TCRβ+ CD8+ producen IL-17 en 

respuesta a la infección a este tiempo postinfección.  

 

De acuerdo con nuestros resultados, únicamente en poblaciones celulares provenientes del grupo de 

ratones infectados con la cepa ATCC 17978 se observaron aumentos significativos; ya fuera en las 

frecuencias de neutrófilos IL-17+, o en la IMF de los eventos IL-17+ en la población de linfocitos TCRβ+ 

CD8+ (Fig. 16D, E). Sin embargo, a este tiempo postinfección, en los ratones infectados con A. baumannii 

ATCC 17978, no detectamos diferencia significativa en los niveles de proteína cuantificados por ELISA 

(Fig. 8). Las discrepancias en cuanto a la cantidad y porcentajes de los eventos celulares positivos para 

IL-17 evaluados por citometría y la cantidad de IL-17 en los tejidos podrían deberse, en primer lugar, a 

que cada una de las técnicas empleadas, es útil para evaluar condiciones o procesos celulares distintos, 

ya que, por un lado, el ELISA permite cuantificar la concentración de citocina secretada, mientras que 

mediante el uso del ratón reportero C57BL/6-Il17atm1Bcgen/J, la citometría, a través de la detección de la 

eGFP permite identificar la actividad transcripcional de Il17a, y es conveniente recordar las limitaciones 

que presenta nuestro análisis de citometría de flujo. 

 

Es importante mencionar que la diferencia en el establecimiento de las regiones positivas para IL-17 

eGFP entre las diferentes poblaciones mostradas en la figura 16A-C se debe a que las gráficas de algunas 

subpoblaciones vienen de experimentos distintos y no en todos ellos, se empleó la misma combinación 

de anticuerpos acoplados a fluorocromos, es decir, en diferentes experimentos se analizaron diferentes 

poblaciones, esto, tratando de identificar un panel que nos permitiera realizar una adecuada 

compensación para el correcto análisis de las diferentes subpoblaciones. Sin embargo, en los 

experimentos realizados, la región negativa se estableció con base en los controles de fluorescencia 

menos uno. El hecho de que en los distintos experimentos no se conservara la tinción de las mismas 

poblaciones celulares complica obtener una conclusión con validación estadística, por lo que 

consideramos que es imprescindible realizar experimentos adicionales del análisis de las poblaciones 

celulares en los que siempre se realice la tinción con el mismo panel de anticuerpos acoplados a los 

mismos fluorocromos. 

 

Por otro lado, tampoco pudimos detectar cambio significativo en la cantidad del ARNm mediante RT-

PCR en el grupo de ratones infectados durante 4 horas con la cepa ATCC 17978 (Fig. 8) a diferencia de 

lo observado mediante la técnica de citometría de flujo, pese a que tanto el análisis del ratón reportero 

C57BL/6-Il17atm1Bcgen/J como la cuantificación relativa del mensajero mediante RT-PCR son técnicas 

basadas en la transcripción de Il17a. Aunque es importante señalar que ambas técnicas proporcionan 

información diferente; por un lado, a partir de la RT-PCR se puede comparar la abundancia del ARNm 

total obtenido de una muestra determinada, mientras que la citometría permite identificar las poblaciones 

celulares en las que la transcripción del gen estuvo activa previa a la traducción de la proteína reportera, 

y no necesariamente es una técnica cuantitativa.  

 

En el análisis de los datos preliminares, observamos algunas poblaciones celulares positivas para IL-

17+, cuyos marcadores de superficie no fueron evaluados  durante el análisis citométrico luego de 4 horas 

postinfección. Al incrementar el número de experimentos realizando un análisis estricto de las 

poblaciones celulares probablemente permita identificar dichas poblaciones, lo que podría ayudarnos a 

confirmar o descartar las diferencias encontradas entre los resultados obtenidos mediante RT-PCR y 

citometría de flujo. Aunque es importante señalar que, previamente han sido publicadas discrepancias en 

el análisis de una misma citocina presente en determinada muestra, mediante diferentes técnicas, entre 

ellas ELISA y citometría de flujo [377].  
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Recientemente se ha puesto interés en la dificultad de realizar análisis de poblaciones celulares 

mediante citometría de flujo a partir de piel del dorso de ratones debido a la complejidad de ese tejido 

[378] y a que múltiples factores como el sexo de los animales de estudio, así como su edad y ciclo capilar 

[379]. Incluso se han publicado trabajos detallando protocolos específicos a seguir para recuperar 

leucocitos de piel de dorso de ratón, que difieren de los protocolos seguidos para recuperar células de 

piel de tejidos menos complejos como las orejas [380], razón por la que el análisis mediante citometría 

de flujo de poblaciones celulares en el sitio de infección luego de 12 horas postinfección se realizó en 

oreja, en vez de en dorso, donde se realizó a las 4 y 24 horas postinfección (Figs. 17 y 20).  

Es sumamente importante mencionar que dadas las diferencias estructurales y en cuanto a distribución 

y frecuencias de células inmunológicas de la piel del dorso y de la oreja [381], el analizar dos regiones 

anatómicas de piel distintitas, podría afectar profundamente los resultados de las poblaciones 

involucradas en la respuesta a la infección por A. baumannii, de manera que no es comparable el análisis 

que se incluye en este trabajo de las poblaciones celulares a las 12 horas con el realizado a las 4 y 24 

horas postinfección (Figs. 16-21). Debido a que implementamos el protocolo para obtención y tinción de 

células de oreja recientemente, en este trabajo solo mostramos los datos correspondientes a un 

experimento. Sin embargo, consideramos imperativo incrementar el número de experimentos del análisis 

celular luego de 12 horas postinfección y realizar la cinética de las poblaciones celulares a partir de un 

solo sitio anatómico, y teniendo en cuenta las dificultades técnicas que enfrentamos al realizar el análisis 

de dorso, sugerimos que la cinética de poblaciones celulares se realice en su totalidad en oreja. De hecho, 

actualmente en el laboratorio se está trabajando con el modelo de infección en piel por A. baumannii a 

partir de la inoculación bacteriana en oreja.  

 

El análisis poblacional de células del tejido proveniente de oreja infectado luego de 12 horas 

postinfección nos permitió identificar un incremento en los porcentajes de células TCRγδ IL-17+, 

específicamente las de baja expresión del receptor TCRγδ, TCRγδbajo, tras la infección por ATCC 17978 

respecto a ratones que no fueron infectados; mientras que en el grupo de ratones infectados con la cepa 

A578 también se presentó una tendencia al incremento de esta población celular (Fig. 17). A este tiempo 

postinfección, también el número total de células TCRγδbajo IL-17+ en ratones infectados con la cepa 

ATCC 17978 fue significativamente mayor en comparación con ratones administrados solo con vehículo 

y, de forma similar al incremento en el porcentaje, el número total de células TCRγδbajo IL-17+ recuperado 

de ratones infectados con la cepa A578, también mostró una tendencia al incremento (Fig.17). El 

incremento observado en el número de células TCRγδbajo IL-17+, probablemente se deba al reclutamiento 

de éstas al sitio de infección, similar a lo que se ha reportado previamente en respuesta a otros estímulos 

inflamatorios [225]. Aunque, con los resultados generados al momento, no podemos descartar que el 

incremento en el número total de células de esta población pueda verse influenciado por el inicio de la 

producción de IL-17 en células residentes de la piel, que ya se encontraron ahí previamente a la infección, 

sin producir IL-17. Tampoco descartamos que, pese a no mostrar un incremento significativo respecto al 

grupo administrado con vehículo, la tendencia al aumento en los números totales tanto de linfocitos 

TCRβ IL-17+ como de linfocitos TCRγδalto IL-17+ tengan una contribución a la resolución de la infección 

con cada una de las cepas bacterianas mediante la producción de IL-17 (Fig. 17) y habría que corroborar 

o descartar su participación mediante la realización de más experimentos. 

 

Al tratar de obtener una idea sobre las poblaciones que en mayor medida producen IL-17 a las 12 horas 

postinfección a través del análisis de la IMF asociada a la actividad de Il17a, identificamos un incremento 
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significativo en este parámetro para la población TCRβ+ IL-17+ tras 12 horas de infección por cada una 

de las cepas.  

 

Pese a que a este tiempo postinfección (12 horas), analizamos células FcεRIα+, no identificamos un 

cambio relevante para la producción de IL-17 en respuesta a la infección en estas células. Este marcador 

de superficie, FcεRIα+
, en piel de ratones ha sido identificado en células de Langerhans [382] y en células 

cebadas [383] y aunque en diferentes condiciones inflamatorias, algunas células de Langerhans [165], 

así como algunas células cebadas han sido identificadas como IL-17+ [210] pero no es el caso en nuestro 

modelo luego de 12 horas postinfección (Fig. 17), aunque no descartamos que células FcεRIα+ 

contribuyan a la producción de IL-17 a otros tiempos postinfección. 

 

En complemento al análisis celular por citometría de flujo, luego de 12 horas postinfección también 

realizamos un análisis microscópico de inmunofluorotinciones de tejido obtenido del área infectada (Fig. 

Supl. 8), sin embargo, es muy importante destacar que estas inmunofluorotinciones se realizaron en 

cortes histológicos provenientes del dorso y que también es necesario realizar réplicas experimentales de 

este enfoque. Mediante el análisis microscópico encontramos, que tras 12 horas de infección por cada 

una de las cepas hubo un incremento significativo en el porcentaje de células IL-17+, independientemente 

del tipo de población al que pertenecieran (Fig. Supl.8). Pese a provenir de un sitio anatómico distinto 

(oreja), cuya composición basal de poblaciones leucocitarias es distinta de la del dorso [381, 384] un 

incremento en las células IL-17+ ya se apreciaba como una tendencia en el análisis citométrico, mediante 

el que identificamos que porcentajes de células IL-17+ mostraron una tendencia al incremento tras la 

infección por cada cepa bacteriana pero dicha tendencia no llegó a ser significativa (Fig. 17).  

 

Adicionalmente, también mediante el análisis microscópico de inmunofluorotinciones identificamos un 

incremento significativo en el porcentaje de células CD4+ IL-17+ tras la infección por la cepa A578 (Fig. 

Supl. 8). En relación con este hallazgo, entre las células TCRβ+ IL-17+ que lograron identificarse, 

mediante citometría de flujo en la piel de ratones infectados con cada una de las cepas luego de 12 horas 

postinfección, podrían encontrarse linfocitos T CD4+, considerando que en los cortes histológicos de las 

muestras de piel infectada por A. baumannii lograron identificarse células CD4+ IL-17+. Sin embargo, 

no podemos descartar que las células TCRβ+ IL-17+ podrían incluir, además, linfocitos Tc17 CD8+ que 

podrían contribuir a la producción de IL-17 a este tiempo postinfección. Para corroborar o descartar esto, 

es necesario incluir la tinción contra cada una de estas moléculas en el panel de anticuerpos de la tinción 

para análisis por citometría de flujo. 

 

También mediante el análisis microscópico de inmunofluorotinciones, identificamos incrementos 

significativos en los porcentajes de células Ly6C/G+ IL-17+ y de células CD11b+ IL-17+, luego de 12 

horas postinfección con cada una de las cepas, respecto a ratones administrado con el vehículo. 

 

En el caso de las células Ly6C/G+ IL-17+ y de las CD11b+ IL-17+ identificadas (Fig. Supl. 8), bien 

podría tratarse la misma población celular, es decir, podría tratarse de neutrófilos que contribuyeran a la 

producción de IL-17, sin embargo, puesto que ambos marcadores de superficie no lograron teñirse en el 

mismo corte, no podemos corroborar que se coexpresen en una misma célula y que, efectivamente, se 

trate de neutrófilos. Por otra parte, considerando que los porcentajes de Ly6C/G+ IL-17+ no coinciden 

con los de CD11b+ IL-17+; células CD11b+ Ly6C/G-, que bien podrían ser Mφs, podrían estar 

contribuyendo a la producción de IL-17 en respuesta a la infección, de forma similar a lo que se ha 

reportado previamente en respuesta a algunas otras infecciones [203], incluidas algunas bacterianas 

[385].  

 



85 
 

Las discrepancias entre las poblaciones celulares positivas para IL-17 identificadas por cada uno de 

estos métodos podría deberse, en gran medida a que las muestras provienen de una región anatómica 

distinta, pero también a los diferentes fundamentos de cada una de las técnicas. Por un lado, los ratones 

reporteros de la actividad de Il17a, poseen una construcción que consiste en una secuencia de un sitio 

interno de entrada al ribosoma (IRES, del inglés internal ribosome entry site) luego del codón de término 

de Il17a [386]. Al ser una construcción bicistrónica, la cantidad de ambas proteínas podría no guardar 

una proporción constante puesto que las traducciones de cada proteína son eventos independientes [387, 

388], mientras que, en el caso de la inmnofluorotinción, el anticuerpo se une específicamente a la 

proteína, evidenciando directamente la presencia de la misma. 

 

Otro aspecto que contribuye a las discrepancias identificadas en cuanto a los tipos celulares que 

producen IL-17 en el curso de la infección subcutánea por A. baumannii es que, desafortunadamente, de 

momento solo se ha realizado un experimento del análisis histológico mediante inmunofluorotinciones 

para identificar células IL-17+ y en éste no se emplearon muestras provenientes de la misma región 

anatómica ni los mismos marcadores para analizar las mismas poblaciones que se analizaron en el tejido 

infectado mediante citometría de flujo, por lo que no se puede realizar una comparación adecuada entre 

ambos métodos. Adicionalmente, las clonas de anticuerpos empleadas en cada metodología son distintas, 

lo que también podría contribuir a las diferencias observadas. Es importante mencionar que algunas 

discrepancias entre el análisis microscópico de inmunfluorotinciones y el análisis fluorocitométrico, han 

sido reportadas previamente [389], sin embargo, en definitiva, es necesario realizar experimentos 

adicionales tanto de citometría de flujo como de inmunofluoroticiones para el análisis de células 

productoras de IL-17 y de forma similar a la decisión de emplear muestras provenientes de oreja para el 

análisis celular mediante citometría de flujo, también para el análisis celular por microscopía, decidimos 

analizar cortes histológicos provenientes de orejas infectadas con A. baumannii o tratadas con vehículo. 

 

El análisis mediante citometría de flujo de las poblaciones celulares luego de 24 horas postinfección, 

sugiere que no hay una población celular específica que contribuya a la producción de IL-17 a este tiempo 

postinfección puesto que no detectamos incremento significativo ni en el porcentaje ni en los números 

absolutos de las diferentes subpoblaciones celulares IL-17+ (Fig. 18). Incluso, la IMF de eGFP asociada 

a la actividad de Il17a se vio disminuida en el compartimento hematopoyético (Fig. 18). Esta disminución 

en los eventos IL-17+ luego de 24 horas postinfección es congruente con la disminución observada en la 

concentración de IL-17 cuantificada mediante ELISA, donde observamos una tendencia a la disminución 

de la citocina en comparación con la concentración encontrada en el tejido el tiempo previo al que se 

cuantificó la citocina, que fueron 12 horas postinfección (Fig. 8). Esto sugiere que a este tiempo 

postinfección la producción de IL-17 disminuye, lo que podría ser indicativo, por un lado, de la 

disminución de la producción de la citocina y por otro, de su unión a receptores en sus blancos celulares, 

pues, como ya se mencionó, uno de sus mecanismos de regulación es a través de la internalización de la 

citocina unida a su receptor [313, 314]. 

 

Es probable que la contribución de mayor importancia de IL-17 al control y pronta resolución de la 

infección, se presente durante las primeras 12 horas post infección. Para corroborar lo anterior, podrían 

llevarse a cabo experimentos en los que ratones IL-17A/F KO se infectaran con cada una de las cepas 

bacterianas, y se reconstituyan con la administración de IL-17 recombinante a diferentes tiempos 

postinfección, para determinar la carga bacteriana después de algunos días postinfección, como 20 días 

que fue cuando identificamos diferencia en la carga en los ratones IL-17A/F KO (Fig. 14) y establecer la 

ventana de tiempo en la que la presencia de IL-17 impacta sobre el control de la carga bacteriana. 
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A pesar de que a las 24 horas postinfección no logramos identificar una población celular que esté 

contribuyendo de manera importante a la producción de IL-17 en el sitio de infección, el análisis de 

DLNs de ratones infectados subcutáneamente durante 24 horas con la cepa ATCC 17978, nos permitió 

identificar un incremento significativo en el número total de células TCRγδ+ IL-17+, así como en el 

número total de células Lin- IL-17+ (Fig. Supl. 7), respecto a la cantidad de células totales de estas 

poblaciones en los DLNs de ratones administrados únicamente con vehículo.  Los datos mostrados para 

ganglios vienen del mismo grupo de ratones en piel, es decir, que igual que para el análisis de piel, aún 

se tienen muy pocos datos para realizar una conclusión definitiva. De momento, este hallazgo sugiere 

que estas células podrían haber migrado desde el sitio de infección, como ya se ha reportado previamente 

tanto para algunas subpoblaciones de células TCRγδ+ IL-17+ [390], como para ILC3s IL-17+ [391] tras 

la administración subcutánea de estímulos inflamatorios.  

 

Sería interesante caracterizar a los linfocitos TCRγδ productores de IL-17 tanto en el sitio de infección 

como en los DLNs para conocer si estas subpoblaciones tienen fenotipo y funciones similares a los que 

se han descrito para células TCRγδ productoras de IL-17 que tienen un papel importante en respuesta a 

infecciones de la piel como la causada por S. aureus [231]. Sobre las células TCRγδ+ IL-17+ en la 

infección cutánea por S. aureus, se ha descrito que migran desde los DLNs hacia el sitio de infección y 

median el reclutamiento de neutrófilos a través de la inducción de quimiocinas para contribuir a la 

resolución de la infección [231]. De momento, no descartamos que un evento similar pudiera contribuir 

a la resolución de la infección subcutánea por A. baumannii. El identificar el nivel de expresión del 

receptor TCRγδ a este tiempo postinfección, no permitiría conocer si desde este tiempo se da una 

amplificación de la respuesta inflamaría mediada por IL-17, ya que es muy probable, que, como se ha 

reportado anteriormente, a este tiempo, comience el reclutamiento al sitio de infección, mediado por 

CCL20, de células TCRγδ+ con niveles bajos de expresión de TCR (TCRγδbajo) —población para la que, 

previamente [225, 231] se ha identificado una vasta producción de IL-17 en respuesta algunas 

condiciones inflamatorias—, de ser así, esta amplificación temprana de la inflamación, muy 

posiblemente mediada por neutrófilos, es uno de los mecanismos que contribuyen a mantener la infección 

localizada. 

 

Es importante señalar que, dado que nuestro estudio se enfoca en determinar la contribución de IL-17 

en la respuesta a la infección cutánea aguda por A. baumannii, el estudio de poblaciones celulares 

positivas para IL-17 se llevó a cabo en un breve periodo de tiempo posterior a la infección, por lo que 

una respuesta sistémica, que involucre producción de IL-17 en linfocitos T específicos para antígenos de 

A. baumannii cabría esperarse a tiempos posteriores, donde se refleje la contribución de la respuesta 

adaptativa; no obstante, es necesario llevar a cabo más experimentos para corroborarlo. 

 

Al analizar otros órganos en busca de poblaciones celulares positivas para IL-17 a diferentes tiempos 

postinfección, no identificamos presencia significativa de eventos IL-17+, salvo en los DLNs luego de 

24 horas de infección, donde identificamos un incremento estadísticamente significativo en células 

TCRγδ+ IL-17+ y en células Lin- IL-17+ (Fig. Supl. 7) y aunque esto sugiere que la producción de IL-17 

que contribuye al control de la infección por A. baumannii, principalmente ocurre el sitio de infección, 

no descartamos que, a otros tiempos, pudiera detectarse un incremento en la cantidad de células IL-17+ 

presentes en los ganglios, sobre todo drenantes, considerando el egreso de células desde el sitio de 

infección y su llegada a los ganglios para amplificar la respuesta.  

 

Uno de los efectos de IL-17 al actuar sobre algunos de sus blancos celulares como células epiteliales y 

queratinocitos, es la inducción de algunas quimiocinas, entre ellas, CCL20, CXCL1, CXCL2 y CXCL8. 

Siendo la primera importante en el reclutamiento de células dendríticas y linfocitos y las tres últimas, 
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quimioatrayentes de neutrófilos [237, 392] y que, debido a ello, en el contexto de infecciones causadas 

por A. baumannii pueden resultar de suma importancia considerando el papel esencial de estas células 

en la resolución de la infección por A. baumannii [119, 120]. También, tomando en cuenta las diferencias 

que observamos en cuanto a la magnitud de la producción de IL-17 tras la infección con cada una de las 

cepas bacterianas (Fig. 8) y para tratar de identificar si estas diferencias impactan en la cantidad o tipo 

de estímulos quimioatrayentes, también analizamos a diferentes tiempos postinfección, diferentes 

poblaciones celulares que no necesariamente estuvieran produciendo IL-17 y que más bien, pudieran 

haberse reclutado al sitio de infección. La caracterización del infiltrado celular, podría proporcionarnos 

información sobre los eventos moleculares que pudieran estar ocurriendo en el sitio de infección, como 

sugerir las quimiocinas que pudieran ser partícipes en el reclutamiento de esas células y, adicionalmente, 

proporcionar una idea sobre los mecanismos bactericidas o de amplificación de la respuesta inflamatoria 

llevados a cabo por las células reclutadas en respuesta a cada cepa bacteriana. Es importante mencionar 

que el análisis de las células negativas para IL-17 se realizó en los mismos experimentos y bajos las 

mismas condiciones y, por lo tanto, limitaciones que presentan los datos generados para identificar las 

poblaciones productoras de IL-17 mediante citometría de flujo. 

 

A partir del análisis de tejido infectado durante 4 horas, nuestros resultados sugieren que hay un 

incremento estadísticamente significativo en el porcentaje de neutrófilos recuperados del sitio afectado 

luego de la infección por la cepa ATCC 17978. Es importante destacar que este incremento también es 

significativo respecto al porcentaje de neutrófilos que se recuperó del área de piel afectada en ratones 

infectados con la cepa A578, para los que solo se observó una tendencia al incremento en el porcentaje 

de esta población celular respecto a ratones no infectados. Sin embargo, el análisis de los números 

absolutos de estas células en el sitio de infección no mostró un incremento significativo tras 4 horas de 

infección (Fig. 19). Lo anterior podría deberse a que el porcentaje de neutrófilos se vea modificado como 

consecuencia de la dinámica de ingreso y egreso del sitio de la lesión de otras células inmunológicas, lo 

que pudiera modificar el porcentaje de neutrófilos sin impactar en el número total de células presentes 

en el sitio infectado.  

 

Aunado a lo antes mencionado, algunos de los mecanismos bactericidas de neutrófilos que se han 

identificado en respuesta a la presencia de A. baumannii, como la producción de especies reactivas de 

oxígeno [393] o la formación de trampas extracelulares [394], que se activan para contener la infección, 

en ocasiones, culminan en muerte celular de los mismos [395]. Asimismo, cabe recordar en este punto, 

que algunos factores de virulencia propios de la bacteria inducen muerte celular del hospedero [364, 

365], lo que también podría estar impactado en el nulo incremento de los números totales de neutrófilos 

tras la infección. En todos estos posibles escenarios, cabría esperarse que los neutrófilos se recluten 

eficientemente al sitio de infección, pero que una vez ahí, ocurra muerte celular, manteniendo los 

números totales de la población celular sin cambio. Con el fin de identificar si la falta de cambio en el 

número total de neutrófilos en el sitio de infección se debe a que las células no están siendo reclutadas o 

a que están muriendo una vez reclutadas, sería de utilidad cuantificar la concentración de quimiocinas 

quimioatrayentes para esta población celular en el sitio de infección, así como llevar a cabo análisis de 

viabilidad en esta población celular. En este último sentido, es importante recordar que la estrategia de 

análisis citométrico de las diversas poblaciones celulares excluye células muertas (Fig. Supl. 2-4), por lo 

que nuestros resultados no nos permiten explorar cuál proceso es responsable de la falta de cambio en el 

número total de neutrófilos en el sitio infectado. 

 

Aunque el reclutamiento temprano al sitio infectado por A. baumannii ha sido reportado como crucial 

en la disminución de la carga bacteriana [120], en nuestro modelo de infección, pese a observar diferencia 

en los porcentajes de neutrófilos en el sitio infectado por cada una de las cepas, esto no se ve reflejado 
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en una diferencia en la carga bacteriana entre ambas cepas a los diferentes tiempos evaluados (Fig. 12). 

Lo anterior podría deberse a que los neutrófilos no son las únicas células con capacidad bactericida contra 

A. baumannii. También células como los macrófagos han sido identificados como relevantes para 

contener la infección a través de mecanismos bactericidas [396], amén de que moléculas solubles como 

péptidos antimicrobianos también tienen capacidad bactericida contra A. baumannii [397]. 

 

A través del análisis de las poblaciones celulares en el sitio de infección luego de 12 horas de 

inoculación, la distinción entre las dos poblaciones celulares de linfocitos TCRγδ+ designadas como 

TCRγδbajo y TCRγδalto, resultó mucho más evidente (Figs. 17, 20). En el caso de los ratones infectados, 

esto podría deberse a la dinámica de las poblaciones celulares en el sitio de infección, puesto que se ha 

reportado que estímulos inflamatorios son capaces de inducir el reclutamiento de linfocitos TCRγδbajo al 

sitio de administración, e interesantemente, éstos se han reportado como una fuente importante de IL-17 

[225]. Pero tomando en cuenta que estas poblaciones resultaron plenamente distinguibles también en los 

grupos que recibieron solo vehículo y cuyas poblaciones celulares fueron analizadas a distintos tiempos, 

es posible que las diferencias observadas pudieran estar influenciadas por diferencias metodológicas en 

las que se llevó a cabo el análisis de las poblaciones celulares, ya que a diferentes tiempos postinfección, 

la tinción de los marcadores evaluados fue diferente y también tuvimos algunas complicaciones al 

momento de recuperar las poblaciones hematopoyéticas a partir de la piel. 

 

Justamente en este tiempo postinfección (12 horas) identificamos incremento significativo en los 

números totales de cada una de las subpoblaciones TCRγδ, es decir, en células TCRγδalto y en células 

TCRγδbajo, tanto para ratones infectados con la cepa ATCC 17978 como por la cepa A578 (Fig. 20). Vale 

la pena destacar que el incremento en el número total de ambas subpoblaciones de células TCRγδ, tiende 

a ser mayor en el grupo de ratones infectados con la cepa A578, y es factible que, al incrementar el 

muestreo, esta tendencia resulte significativa.  Mientras que la subpoblación de células TCRγδbajo se ha 

identificado como una fuente celular importante de IL-17 en condiciones inflamatorias [225], que 

incluyen la presencia de patógenos cutáneos bacterianos, a cuya resolución contribuyen promoviendo el 

reclutamiento de neutrófilos, la transcripción de β-defensinas y de péptidos antimicrobianos de la familia 

S100, así como a la producción de TNF-α, IL-1α e IL-1β [231], la subpoblación de células TCRγδalto, 

que incluye DETCs, ha sido identificada como reguladora negativa de la inflamación en modelos de 

dermatitis [225, 398]. En nuestro modelo de infección, el incremento de ambas poblaciones celulares tras 

la infección sugiere que ambas tienen un papel importante en la patología de la infección por ambas 

cepas, por un lado, las células TCRγδbajo, posiblemente estén contribuyendo a amplificar la respuesta 

bactericida, en tanto que la población TCRγδalto, contribuya a modular dicha respuesta para disminuir el 

daño en el hospedero. 

 

  De acuerdo con lo que ha sido reportado previamente para otras condiciones inflamatorias, es posible 

que este incremento en el total de células TCRγδ, se deba, tanto al reclutamiento de éstas desde los DLNs 

al sitio de infección [231], como a la proliferación de las mismas en el área infectada [225, 228]. 

 

Tras 24 horas postinfección, nuevamente, de manera similar a lo que observamos a las 4 horas 

postinfección, la población celular que volvió a incrementarse en el sito de infección por cada una de las 

cepas bacterianas, fueron los neutrófilos, pero a este tiempo tanto en porcentaje como en números (Fig. 

21). De manera interesante, el incremento en el porcentaje de estas células en ratones infectados con la 

cepa ATCC 17978 es significativamente mayor en comparación con el encontrado en ratones infectados 

con la cepa A578 (Fig. 21); aunque esta diferencia no impacta sobre la carga bacteriana, puesto que, 

como ya se mencionó con anterioridad, la cinética de resolución se lleva a cabo de manera similar en la 

infección por ambas cepas, con cargas bacterianas muy similares a todos los tiempos analizados (Fig. 



89 
 

12). Existe la posibilidad de que el uso de inóculos menores de bacteria, permita ver diferencias en la 

cinética de resolución, puesto que en estas condiciones, no se estaría saturando el sistema. 

 

El incremento en neutrófilos que detectamos en el sitio de infección en nuestro modelo es congruente 

con lo ya se había reportado con anterioridad para infecciones por A. baumannii en otras localizaciones 

anatómicas en las que se ha observado reclutamiento de estas células tras las primeras horas postinfección 

[119, 120, 267, 399]. 

 

Un aspecto a destacar en nuestro modelo experimental, es que la cantidad de neutrófilos en el sitio 

afectado tiende a ser mayor en los ratones infectados por la cepa ATCC 17978 (Fig. 19, 21), y aunque 

también en este grupo de animales fue donde se observó mayor cambio en el incremento de poblaciones 

celulares positivas para IL-17 (Fig. 16-18), al cuantificar la proteína mediante ELISA (Fig. 8) los niveles 

de IL-17 presentan una tendencia a ser mayores en el grupo de ratones infectados con A578 en 

comparación con los ratones infectados con la cepa ATCC 17978. Esto sugiere que, al menos, algunos 

de los mecanismos que median el reclutamiento de neutrófilos al sitio de infección por A. baumannii 

pueden ser independientes del efecto de IL-17 y aunque bien pueden inducirse por la acción de otras 

citocinas, algunas quimiocinas podrían inducirse directamente por el reconocimiento de componentes 

bacterianos estructurales por células del hospedero [400] e incluso algunos metabolitos de A. baumannii 

se han identificado como quimioatrayentes de neutrófilos [107]. Aún es necesario corroborar el papel de 

IL-17 en el reclutamiento de neutrófilos al sitio de infección. 

 

Respecto al reclutamiento diferencial de neutrófilos al sitio infectado por variantes de A. baumannii, 

Wijers y colaboradores reportaron diferencias en los porcentajes de algunas poblaciones celulares, entre 

ellas neutrófilos, en los pulmones de ratones infectados vía intranasal con dos variantes de la cepa ATCC 

17978 de A. baumannii que difieren en la presencia de un locus denominado AbaAL44, mismo que 

codifica reguladores transcripcionales, genes involucrados en la replicación, y de manera importante, 

factores de virulencia como KZA74_09300 que codifica la catalasa y genes potencialmente involucrados 

en la codificación de un pilus de tipo 1 [362]. Este trabajo, los autores reportaron un mayor porcentaje 

de infiltrado de neutrófilos y una disminución en los porcentajes de linfocitos, tanto T como B, en el 

pulmón de ratones infectados con la cepa positiva para la presencia de AbaAL44 (A. baumannii 17978 

UN), en comparación con los ratones infectados con la cepa carente del locus (A. baumannii 17978 VU) 

luego de 24 horas de haber recibido el inóculo bacteriano vía intranasal. En este mismo trabajo, la 

estimulación ex vivo de Mφs derivados de médula ósea con la cepa A. baumannii 17978 UN, indujo una 

mayor producción de IL-1β y una menor producción de IL-10 en comparación con la que se observó en 

células estimuladas con la cepa A. baumannii 17978 VU. De manera interesante, la producción de 

quimiocinas en estas células, fue comparable tras la infección con cada una de las cepas bacterianas; 

mientas que in vivo, tampoco se lograron identificar diferencias en las concentraciones de IL-1β en suero, 

ni de linfocitos ni neutrófilos en sangre periférica, comparando ambos grupos infectados [362]. Este 

trabajo, de manera similar al nuestro, evidencia el impacto de las diferencias propias de las cepas 

bacterianas en la magnitud de algunos de los mecanismos de defensa montados por el hospedero, y resalta 

que, las diferencias propias de las cepas bacterianas no afectan todas las moléculas que se inducen en 

respuesta a la infección [362]. 

 

Posiblemente el hecho de que a las 12 horas postinfección, los neutrófilos no se hayan visto 

incrementados, a diferencia de lo que logró identificarse para los tiempos de 4 y 24 horas postinfección, 

puede deberse en gran medida a que las muestras analizadas a las 12 horas provienen de oreja, mientras 

que las analizadas a las 4 y 24 horas provienen de dorso. También existe la posibilidad de que no se haya 

detectado un incremento en los neutrófilos a las 12 horas postinfección en oreja como consecuencia de 
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los procesos que pudieran estar llevando a muerte a los neutrófilos que pudieran reclutarse al sitio de 

infección. Mientras que a tiempos como 24 horas postinfección, es probable que el incremento en el 

número de células se pueda observar, debido a que el reclutamiento sobrepasa el número de células que 

pudieran estar siendo afectadas por los mecanismos que conducen a muerte en esta población celular, 

pero también debido a la cinética del reclutamiento de las células al sitio de la infección. 

 

Por otro lado, podría ser que el no haber observado incremento en neutrófilos a las 12 horas esté 

relacionado con la cinética de inducción de las quimiocinas o de diferentes moléculas quimioatrayentes 

presentes en el sitio de infección. Con base en la información publicada previamente respecto a los 

quimioatrayentes de neutrófilos en el sitio de infección por A. baumannii, cabría esperar que el 

incremento en la frecuencia y/o números (dependiendo del tiempo postinfección analizado) de 

neutrófilos que pudimos observar tras la infección por cada una de las cepas de A. baumannii, muy 

probablemente se deba al reclutamiento de estas células al sitio afectado como consecuencia de la 

presencia de quimioatrayentes en dicho sitio. Entre los quimioatrayentes para los que cabría esperar un 

incremento, se encuentran CXCL1 y CXCL2 [118, 348], moléculas que, cabe destacar, pueden inducirse 

en respuesta a la estimulación de las células a través de IL-17 [237]. Sin embargo, estas quimiocinas no 

son las únicas que pudieran estar participando en el reclutamiento celular al sitio de infección. Es 

importante considerar la posible participación de otras moléculas que son inducidas en respuesta a la 

presencia de IL-17 para las que se ha corroborado actividad quimioatrayente de neutrófilos en respuesta 

a infecciones; entre ellas se encuentran algunos péptidos antimicrobianos, como la catelicidina [401, 

402], cuyos péptidos relacionados se han reportado como bactericida para A. baumannii [397]. 

 

Si bien el análisis celular a diferentes tiempos postinfección, no fue el mismo, al comparar las células 

en el sitio de infección a los diferentes tiempos analizados, pese a la restricción de que las muestras 

recuperadas a las 12 horas postinfección provienen de un sitio distinto, podemos observar que en la 

infección por la cepa ATCC 17978 el incremento en las frecuencias de neutrófilos en el sitio de infección 

se presenta más tempranamente —desde las 4 horas postinfección— en comparación con lo que ocurre 

en la piel de ratones infectados con la cepa A578, donde este incremento de neutrófilos se observa hasta 

las 24 horas postinfección. Lo anterior podría deberse tanto a la dinámica de reclutamiento y egreso de 

diferentes poblaciones celulares del sitio de infección, como también a procesos que pudieran afectar la 

viabilidad de las células, de manera similar a lo que proponemos que ocurra a las 12 horas donde no 

identificamos incremento significativo en los neutrófilos en los grupos de ratones infectados.  

 

Los resultados generados hasta este punto son insuficientes para saber si los mecanismos de 

reclutamiento o los procesos bactericidas que se activan para controlar la infección por ambas cepas A. 

baumannii utilizadas, son dependientes de IL-17. Al respecto es importante considerar que entre los 

quimioatrayentes que se han identificado como partícipes en la respuesta a la infección por A. baumannii, 

algunos son susceptibles de modular sus niveles por la acción de IL-17, mientras que otros son totalmente 

independientes de la acción de esta citocina. Respecto a los que pueden modularse por IL-17, es 

importante recordar que esta citocina no es la única que induce su producción [403]. Tomando en cuenta 

lo antes mencionado, consideramos que es muy importante evaluar esos procesos —la producción de 

quimiocinas, así como algunos mecanismos bactericidas— en ausencia de IL-17 y determinar si se ven 

afectados en comparación con la forma en la que estos procesos se desarrollan en ratones WT. Esto 

permitirá obtener un panorama más amplio de la contribución de IL-17 al control de la infección 

subcutánea por cada una de las cepas de A. baumannii aquí empleadas y conocer los mecanismos 

involucrados en dicha respuesta.  

 



91 
 

Considerando que nuestros resultados sugieren que los neutrófilos tienen un papel importante en el 

control de la infección subcutánea por A. baumannii, sería adecuado corroborar si esta población es 

indispensable en la resolución de la infección subcutánea. Para responder a este cuestionamiento, la 

infección subcutánea podría realizarse en ratones deficientes de neutrófilos, en los que la depleción de 

los mismos se podría conseguir mediante el uso de anticuerpos dirigidos, principalmente, contra 

neutrófilos (anti-Ly-6G/anti-Gr1) [119, 123] y posteriormente, tras el tratamiento de eliminación de estas 

células, en estos mismos ratones, monitorear la supervivencia y cuantificar la carga bacteriana. Es 

importante recordar que, pese a que nuestros resultados sugieren que, en nuestro modelo de infección 

subcutánea, los neutrófilos tienen un papel relevante en el control de A. baumannii, existen otros 

mecanismos bactericidas [404] que pudieran estar contribuyendo al control de la infección, mismos que 

sería interesante estudiar. 

 

Es probable que, aunque el reclutamiento de neutrófilos no sea totalmente dependiente de los efectos 

de IL-17, la contribución de esta citocina a este evento sea considerable, de manera que al no estar 

presente (como en los ratones IL-17A/F KO), su ausencia impacta negativamente en la inducción de 

mecanismos de reclutamiento celular y acciones bactericidas, lo que podría interferir el control temprano 

de la bacteria. Lo anterior, al cabo de algunos días, puede verse reflejado en la presencia de bacteria en 

ratones deficientes de IL-17, tal como observamos en este trabajo (Fig. 14). Para corroborar esta hipótesis 

sería necesario realizar una cinética más completa de la carga bacteriana en ratones IL-17A/F KO y poder 

compararla con la obtenida a partir de la infección en ratones WT. 

 

 

Los resultados del análisis fluorocitométrico que presentamos en este trabajo parten de análisis de 

poblaciones celulares, positivas o no para IL-17 que se llevaron a cabo en condiciones que distan de las 

óptimas para realizar conclusiones definitivas sobre la participación de diferentes subpoblaciones a la 

resolución de la infección subcutánea por A. baumannii. Entre las condiciones que dificultan en el análisis 

de dichas poblaciones celulares se encuentran el número muy reducido de experimentos a partir de los 

cuales se obtuvieron dichos resultados, la recuperación de un número muy bajo de células 

hematopoyéticas, la elevada fluorescencia basal que presenta la piel [279, 280], el uso de un panel de 

anticuerpos acoplados a fluorocromos cuya compensación llegaba a ser complicada [278], el empleo de 

diferentes paneles de fluorocromos y la obtención de células a partir de diferentes regiones anatómicas. 

Es muy importante dejar en claro que para poder realizar una conclusión adecuada respecto a la dinámica 

celular en respuesta a la infección por A. baumannii, es necesario mejorar la metodología de la obtención 

de células hematopoyéticas del sitio infectado y realizar los análisis de las poblaciones celulares luego 

de diferentes horas postinfección bajo las mismas condiciones, es decir, con el mismo panel de 

anticuerpos acoplados a los mismos fluorocromos en todos los casos, optimizado para reducir la 

interferencia de las señales en los diferentes canales y partiendo de células recuperadas del mismo sitio 

anatómico; nuestros hallazgos sugieren que realizar la infección en oreja disminuye el ruido por la 

autofluorescencia basal del tejido y facilita la identificación de diferentes poblaciones celulares. 

Idealmente, también las mismas poblaciones celulares deberían corroborarse mediante microscopía 

confocal.  

 

Un indicio importante de que es necesario repetir los experimentos de análisis celular por citometría de 

flujo en las mismas condiciones, es que basalmente (en ratones tratados únicamente con el vehículo) las 

células positivas para cada tiempo analizado difieren en gran medida. Una sugerencia para minimizar 

estas diferencias es que los experimentos se realicen con un grupo de ratones tal que permita infectar y 

tratar con el vehículo al mismo tiempo un grupo suficientemente grande de ratones, a partir del cual a 



92 
 

diferentes tiempos postinfección se realice la eutanasia de ratones infectados con cada una de las cepas 

bacterianas. 

 

Los resultados que se incluyen en este trabajo son aún preliminares respecto a la o las poblaciones 

celulares que contribuyen con la producción de IL-17 y respecto a poblaciones reclutadas o presentes en 

el sitio afectado durante la infección cutánea por A. baumannii, aunque, de momento, nuestros datos 

sugieren que diversas poblaciones celulares producen IL-17 durante el curso de la infección 

contribuyendo a la resolución de ésta y aunque hasta este punto es complicado concluir sobre los 

mecanismos involucrados en la resolución de la infección subcutánea por A. baumannii que se encuentran 

favorecidos por IL-17, nuestros hallazgos preliminares también sugieren que la respuesta del hospedero, 

en lo que respecta a la producción de IL-17, podría ser distinta dependiendo de la cepa bacteriana que 

esté causando la infección, pese a tratarse de patógenos de la misma especie. Pues si bien el tipo de 

células que se activa en respuesta a la infección por cada una de las cepas no difiere en gran medida, la 

cantidad de células involucradas y la intensidad con la que éstas responden, es distinta en la infección 

por las diferentes cepas bacterianas causantes de la infección pese a tratarse de una misma especie. Las 

diferencias entre la interacción específica de las diferentes cepas de patógeno con hospedero también 

pudieron observarse en la severidad con la que se desarrolló la patología evaluada a través de la pérdida 

de peso y del tamaño de la lesión. 

 

Debido a lo anterior, se debe tener cautela al tratar de extrapolar los resultados biológicos de la infección 

por una cepa a otra. Adicionalmente, estas diferencias observadas entre cepas podrían impactar 

desfavorablemente tanto en la respuesta a los tratamientos que se emplean actualmente en la clínica, 

como al desarrollo de nuevos tratamientos contra microorganismos como A. baumannii, para los que de 

por sí estas situaciones son delicadas, debido principalmente, a la alta prevalencia de mecanismos de 

resistencia, mismos, que definitivamente pueden ser diferentes entre distintos aislados clínicos y 

adicionalmente, podrían estar afectados por el tratamiento con antibióticos. 

 

Considerando que la patología que desarrollaron los ratones infectados con la cepa A578 fue más severa 

y tomando en cuenta la alta plasticidad del genoma de A. baumannii, consideramos de suma importancia 

realizar el análisis comparativo de los genomas de ambas cepas bacterianas, para identificar los factores 

propios de la bacteria que podrían estar impactando en la severidad de la patología. 

 

Es imprescindible continuar estudiando los mecanismos de defensa importantes para el control de A. 

baumannii resistente a antibióticos de circulación clínica actual, ya que el tener esta información podrá 

proporcionar herramientas para el desarrollo de nuevos tratamientos contra este patógeno, entre las que 

podrían resaltar de manera importante las inmunoterapias [405], pues es de destacar que A. baumannii 

afecta en gran medida a individuos que cursan con alguna inmunodeficiencia [55, 340]. 

 

Nuestros resultados sugieren que IL-17 tiene una contribución discreta en la resolución de la infección 

subcutánea por A. baumannii, tanto de la cepa ATCC 17978 como de la cepa A578, sin embargo, en un 

escenario en el que el paciente que cursa con una infección por A. baumannii y, al mismo tiempo se ve 

afectado por otras patologías o por condiciones que lo tornen inmunosuprimido, lo que no es poco 

frecuente en los individuos infectados con esta bacteria, los mecanismos de defensa modulados por IL-

17 podrían resultar determinantes en el desenlace de la infección. Debido a esta situación, sería 

interesante conocer cómo se encuentran los niveles de IL-17 en pacientes afectados por A. baumannii o 

si los pacientes que cursan con condiciones que afecten la producción o señalización de IL-17, como 

pacientes que cursan con síndrome de hiper-IgE, pacientes con deficiencia del receptor IL-17RA, con 

mutaciones en STAT1, IL12B o IL12RB1, que disminuyen la producción de IL-17, o con deficiencia en 



93 
 

el regulador autoinmune AIRE (del inglés, autoimmune regulator), para los que se han identificado 

defectos en la señalización de IL-17 [406, 407] presentan alguna susceptibilidad incrementada al 

desarrollo de infecciones por A. baumannii. 
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9. CONCLUSIONES PRELIMINARES 
 

 

- La infección subcutánea por A. baumannii, cepas ATCC17978 o A578, no es letal, es 

autolimitada y no se disemina sistémicamente. 

 

- La infección subcutánea por A. baumannii A578, induce significativamente la transcripción de 

Il17a luego de 2 horas de infección, mientras que la infección con la cepa ATCC 17978 solo 

tiende a incrementar la transcripción basal. 

 

- La infección subcutánea por A. baumannii A578 incrementa la concentración de IL-17 en el sitio 

de infección. La proteína recupera su nivel basal luego de 24 horas de infección, mientras que la 

infección por la cepa ATCC 17978 solo provoca una tendencia al incremento de la proteína. 

 

- La infección subcutánea por A. baumannii, tanto ATCC 7978 como A578, induce la producción 

de IL-17 F en el sitio de la lesión. La concentración de esta proteína se mantiene elevada desde 

las 12 y, al menos, hasta las 72 horas postinfección. 

 

- El heterodímero de IL-17A/IL-17F disminuye tras la infección subcutánea con A. baumannii. 

 

- IL-17 no es esencial para el control de la infección subcutánea por A. baumannii. 

 

- IL-17 contribuye a la disminución de la patología más severa que, a nivel sistémico, causa la 

infección subcutánea por la cepa A578 de A. baumannii. 

 

- La infección subcutánea por A. baumannii A578 provoca una lesión de mayor tamaño en 

comparación con la provocada por A. baumannii ATCC 17978 y esto es independiente de IL-17. 

 

- IL-17 contribuye al desarrollo de una lesión de mayor tamaño durante la infección por A. 

baumannii A578, mientras que en la infección subcutánea por la cepa ATCC 17978 contribuye a 

acelerar la reparación de la lesión. 

 

- La cinética de la resolución de la infección subcutánea por A. baumannii ATCC 17978 y A578 

es idéntica en presencia de IL-17. 

 

- IL-17 contribuye a la pronta resolución de la infección subcutánea por la cepa A578. 

 

- Durante las primeras 12 horas postinfección, diferentes poblaciones celulares, principalmente 

neutrófilos, linfocitos T CD4+, linfocitos T CD8+ y células TCRγδ, contribuyen a la producción 

de IL-17 en el sitio de infección. 

 

- Diferentes cepas bacterianas, inducen la producción de IL-17 en diferentes poblaciones celulares. 

 

- La infección por A. baumannii, tanto ATCC 17978, como A578, induce el reclutamiento de 

neutrófilos al sitio de infección. Dicho fenómeno se presenta con una cinética diferencial en 

respuesta a la infección por A578 y ATCC 17978, donde ocurre más tempranamente, desde 4 

horas postinfección. 
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- Las células TCRγδ se incrementan en piel infectada por las cepas ATCC 17978 y A578 de A. 

baumannii tras 12 horas postinfección. 

 

 

Aunque aún es necesario realizar repeticiones de algunos experimentos, sobre todo de aquellos 

enfocados en identificar las sobpoblaciones celulares productoras de IL-17 a diferentes tiempos 

postinfección con A. baumannii ATCC 17978 y A578,  los resultados que se muestran en este trabajo 

sugieren que la IL-17 producida por diferentes poblaciones de linfocitos T y neutrófilos en el sitio de 

infección, contribuye a la pronta resolución de la infección subcutánea por A. baumannii A578, mientras 

que su contribución a la resolución de la infección subcutánea por A. baumannii ATCC resulta menor. 

Adicionalmente estos resultados también sugieren que la IL-17 producida localmente en el sitio de 

infección, podría tener un impacto negativo en el daño al tejido del hospedero. Mientras que la intensidad 

y la magnitud de las células involucradas en la defensa contra A. baumannii en la infección subcutánea, 

así como la severidad de la patología, se ven influenciados por la cepa de A. baumannii causante de la 

infección. 
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10. PERSPECTIVAS 
 

 

- Evaluar la cinética de resolución de la infección a través de la cuantificación de la carga bacteriana 

en piel de ratones IL-17A/F KO y determinar el tiempo de resolución de la infección por A. 

baumannii A578 en dichos ratones. 

 

- Dar robustez al análisis de poblaciones inmunológicas que participan en respuesta a la infección 

subcutánea por A. baumannii mediante la producción de IL-17 y a través de otros mecanismos 

pero que son reclutadas o que proliferan en respuesta a la infección. Esto implica realizar el 

análisis citométrico bajo las mismas condiciones de sitio anatómico infectado, empleo del mismo 

panel de anticuerpos y uso del mismo equipo para la adquisición de las muestras. 

 

- Corroborar, mediante la eliminación de diferentes poblaciones celulares su contribución al control 

y resolución de la infección. 

 

- Identificar in situ, mediante inmunofluorescencia y microscopía confocal, la presencia de IL-17 

tras la infección por A. baumannii y corroborar sus fuentes celulares. 

 

- Determinar el papel de IL-17 en la resolución de la lesión, a través del análisis de las moléculas 

y proteínas involucradas en la reparación del tejido. 

 

Evaluar la transcripción y expresión de citocinas, quimiocinas y péptidos antimicrobianos río 

abajo de IL-17, tanto a nivel local en el área de la lesión, como a nivel sistémico. Y evaluar si 

existe una inducción diferencial de estas moléculas tras la infección en ausencia de IL-17. 

 

- Realizar el análisis comparativo del genoma de la cepa A578 con el genoma de la cepa ATCC 

17978 e identificar variantes moleculares entre cepas que pudieran explicar las diferencias tras la 

infección por cada una de las cepas en cuanto a la patología y el reclutamiento y activación de 

células observado in vivo. 

 

- Evaluar la contribución de IL-17F al control y/o resolución de la infección. 
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11. RESUMEN GRÁFICO 

 
 

 
Figura 22. IL-17 contribuye a la resolución de la infección subcutánea por A. baumannii tanto de la cepa ATCC 

17978 como por A578. 1) La infección subcutánea por A. baumannii ATCC 17978 (azul) o A578 (rojo) no es letal ni resulta 

en diseminación, incluso en ausencia de IL-17 (círculo anaranjado). 2) Sin embargo, IL-17 tiene efecto detrimental en el 

desarrollo de la lesión causada por la cepa A578 (que es más severa que la ocasionada por la cepa ATCC 17978), pero tiene 

un papel benéfico sobre la patología que ocasiona la cepa A578 a nivel sistémico, 3) mientras que contribuye a la pronta 

reparación de la lesión ocasionada por la cepa ATCC 17978, 4) así como a la pronta resolución de la infección por la cepa 

A578. 5) Diferentes poblaciones celulares hematopoyéticas responden a la presencia de A. baumannii mediante la inducción 

del ARNm de Il17a y el aumento en la proteína IL-17. 6) IL-17 (círculo verde) favorece la resolución de la bacteria activando 

diferentes mecanismos, aún pendientes por determinar (líneas punteadas). Uno de estos posibles mecanismos podría ser 7) la 

producción de quimiocinas, lo que, en el sitio de infección, favorecería el incremento observado, a diferentes tiempos, de 

distintas poblaciones celulares, dependiendo de la cepa bacteriana causante de la infección. 8) Otros mecanismos que pudieran 

contribuir a la resolución de la infección, que pueden o no inducirse en respuesta a IL-17, son, la inducción de citocinas 

proinflamatorias, como IL-1β, IL-6 y TNF-α o de péptidos antimicrobianos como β-defensinas o péptidos S100. IL-17 

también podría contribuir a procesos relacionados con la reparación del tejido dañado. Creado con BioRender.com 
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12. INFORMACIÓN SUPLEMENTARIA 
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C. 

 

  

 

Día 

postinfección 

 

Genotipo 

murino 

Tratamiento subcutáneo 

Vehículo 
A. baumannii 

ATC7978 

A. baumannii 

A578 

0 

WT 

   

IL-17A/F KO 

   

2 

WT 

   

IL-17A/F KO 

   

4 

WT 

   

IL-17A/F KO 
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WT 

   

IL-17A/F KO 

   

8 

WT 

   

IL-17A/F KO 

   

10 

WT 

   

IL-17A/F KO 
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WT 
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14 WT 
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Figura Suplementaria 1. Evolución durante varios días de la patología de ratones WT o IL-17A/F KO luego de ser 

infectados subcutáneamente con A. baumannii ATCC 17978 o A578. A-B. Cinética del porcentaje de peso corporal de ratones 

luego de ser infectados subcutáneamente con A. baumannii, se muestran los mismos datos que en la Fig. 11 A-B. A. Porcentaje 

de peso corporal de ratones WT infectados subcutáneamente con A. baumannii ATCC 17978 (azul) o A578 (rojo) o 

administrados con vehículo (verde). B. Porcentaje de peso corporal de ratones IL-17A/F KO infectados subcutáneamente con 

A. baumannii ATCC 17978 (azul) o A578 (rojo) o administrados con vehículo (verde). Media aritmética y error estándar de 

4 experimentos independientes. C. Fotografías representativas de la lesión desarrollada luego de la infección. D-E. Tamaño 

de la lesión desarrollada en el área de infección. D. Tamaño de la lesión desarrollada en el área de infección por ratones WT 

luego de haber sido infectados vía subcutánea con A. baumannii ATCC 17978 (azul) o A. baumannii A578 (rojo).  E. Tamaño 

de la lesión desarrollada en el área de infección por ratones IL-17A/F KO luego de haber sido infectados subcutáneamente 

con A. baumannii ATCC 17978 (azul) o A. baumannii A578 (rojo). A-B, D-E Media aritmética y error estándar de 4 

experimentos independientes, cada uno con n = 3-7 ratones por grupo. * = p < 0.05, ** = p < 0.01, *** p < 0.001, **** = p < 

0.0001. * = Vehículo vs. A. baumannii ATCC 17978, * = Vehículo vs. A. baumannii A578, * = A. baumannii ATCC 17978 

vs. A. baumannii A578. ANOVA y prueba post hoc de Tukey. 
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A. 

 
B. 

 
Figura suplementaria 2. Estrategia de análisis para la identificación de distintas poblaciones inmunológicas analizadas con 

dos diferentes paneles de anticuerpos tras la infección subcutánea durante 4 horas por A. baumannii ATCC 17978 o A578 en 

piel, bazo y ganglios linfáticos de ratones C57BL/6-Il17atm1Bcgen/J. A. A partir de una gráfica de puntos de tamaño contra 

granularidad se excluyó el debris celular. Posteriormente, se excluyeron eventos correspondientes a agregados celulares 

mediante la selección de eventos sencillos tanto en el parámetro de tamaño como en el de granularidad. A partir de los eventos 

sencillos, se realizó la exclusión de células muertas, positivas para la tinción con Zombie-aqua®. A partir de las células vivas, 

se identificaron las células de origen hematopoyético CD45+ y dentro de éstas, se identificaron células positivas para eGFP 

como reportera para Il17a. También dentro de las células hematopoyéticas se analizó la expresión de los receptores 

TCR, el receptor TCRγδ y la cadena β del receptor TCRαβ. Para los eventos positivos para la expresión de TCRβ, 
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se evaluó la expresión de CD4 y de CD8. Para los eventos negativos para TCRγδ y para TCRβ, se evaluó la expresión de 

CD11b y de Ly6G. Para las poblaciones CD4+, CD8+, TCRγδ+ y Ly6G+ CD11b+ se evaluó la expresión de eGFP como 

proteína reportera de Il17a. B. Partiendo de una gráfica de puntos de tamaño contra granularidad se excluyó el debris 

celular. Posteriormente se continuó con la exclusión de eventos correspondientes a agregados celulares mediante la selección 

de eventos sencillos en los parámetros de tamaño y granularidad. Enseguida se excluyeron células muertas, positivas para la 

tinción con Zombie-aqua®. Dentro de la región de células vivas se seleccionaron, para su análisis, las células hematopoyéticas 

CD45+. Dentro de la región de células hematopoyéticas se identificaron células positivas para eGFP como proteína reportera 

para Il17a. Por otro lado, pero también dentro de las células hematopoyéticas se analizó la expresión de las 

moléculas CD4 y CD8. Partiendo de los eventos negativos para la expresión tanto de CD4 como de CD8 se evaluó 

la expresión del receptor TCRγδ y en la región de eventos negativos para la expresión de este receptor se evaluó 

la expresión tanto de Ly6G como de CD11b. En el caso de que los eventos fueran negativos para la expresión de 

ambos marcadores, se realizó la evaluación de la expresión de marcadores de linaje (anti-CD11c, anti-TER-119, anti-

CD19, anti-Siglec F, anti-B220 y, anti-NK 1.1. En el caso de las regiones CD4+, CD8+, TCRγδ+, Ly6G+ CD11b+ y Lin- se 

evaluó la expresión de eGFP como proteína reportera de Il17a. 

 

 

 

 

 
Figura suplementaria 3. Estrategia de análisis para la identificación de diversas poblaciones inmunológicas analizadas en 

piel, bazo y ganglios linfáticos de ratones C57BL/6-Il17atm1Bcgen/J luego de 12 horas de horas infección subcutánea por A. 

baumannii ATCC 17978 o A578. A partir de una gráfica de tamaño contra granularidad se excluyeron los eventos que por su 

tamaño corresponden a debris celular. Posteriormente, en graficas tanto de tamaño como de granularidad se seleccionaron 

eventos sencillos y posteriormente se excluyeron células muertas positivas para Zombie-aqua®. A partir de las células vivas 

se seleccionaron las células hematopoyéticas mediante la expresión de CD45 y sobre las células positivas para CD45 se 

identificaron células positivas para eGFP correspondientes a células positivas para Il17. También en los eventos CD45+ se 

evaluó la expresión de los receptores TCR, tanto TCRγδ como la cadena β del receptor TCRαβ. En la región de eventos 

negativos para la expresión de TCR, se evaluó la expresión de CD11b y de Ly6G y, a partir de los eventos negativos para 

ambos marcadores, se evaluó la expresión de FcεRIα. La expresión de eGFP como reportera de IL17 se evaluó en las 

poblaciones TCRγδ+, TCRβ+, Ly6G+ CD11b+ y FcεRIα+. 
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Figura suplementaria 4. Estrategia de análisis para la identificación de distintas poblaciones inmunológicas analizadas tras 

la infección subcutánea durante 24 horas por A. baumannii ATCC 17978 o A578 en piel, bazo y ganglios linfáticos de ratones 

reporteros C57BL/6-Il17atm1Bcgen/J. A partir de una gráfica de tamaño contra granularidad se excluyeron los restos celulares. 

Se excluyeron agregados celulares a través de la selección de eventos sencillos tanto en el parámetro de tamaño como en el 

de granularidad. Sobre la región de eventos sencillos, se excluyeron células positivas para la tinción con Zombie-aqua® que 

corresponden a células muertas. Sobre las células con membrana íntegra, se seleccionaron las células de origen 

hematopoyético mediante la expresión de CD45. De las células positivas para CD45, se identificó el porcentaje de células 

positivas Il17, mediante la presencia de eGFP. También sobre la región de eventos positivos para CD45 se evaluó la expresión 

de CD4, CD8 y del receptor TCRγδ. En la región eventos negativos para la expresión de CD4 y CD8, se evaluó la expresión 

de CD11b y sobre los eventos positivos para este marcador, se evaluó la expresión de Ly6G; mientras que sobre la región de 

eventos negativos para CD11b se evaluaron los marcadores de linaje: CD11c, FcεRI, TER-119, CD19, Siglec F, B220 y NK 

1.1. Las células positivas para Il17, identificadas mediante la presencia de eGFP se evaluaron en las poblaciones celulares 

TCRγδ+, CD4+, CD8+, Ly6G+ CD11b+ y Lin-. 
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D. 

 
E. 

 
F 

 
Figura suplementaria 5. A, C, E Porcentajes y B, D, F números totales de poblaciones celulares analizadas en A-B ganglios 

drenantes, C-D bazo y E-F ganglios no drenantes de ratones C57BL/6-Il17atm1Bcgen/J luego de 4 horas postinfección. Media 

aritmética y error estándar de 4 experimentos independientes, con grupos de n = 1-2 cada uno. No se encontró diferencia 

significativa. ANOVA y prueba post hoc de Tukey. 
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D. 

 
E. 

 
F 

 

Figura suplementaria 6. A, C, E Porcentajes y B, D, F números totales de poblaciones celulares analizadas en A-B ganglios 

drenantes, C-D bazo y E-F ganglios no drenantes de ratones C57BL/6-Il17atm1Bcgen/J luego de 12 horas postinfección. Media 

aritmética y error estándar de un experimento, con n = 2 para cada tratamiento distinto. * = p < 0.05, ** = p < 0.01. ANOVA 

y prueba post hoc de Tukey. 
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D. 

 
E. 

 
F 

 
Figura suplementaria 7. A, C, E Porcentajes y B, D, F números totales de poblaciones celulares analizadas en A-B ganglios 

drenantes, C-D bazo y E-F ganglios no drenantes de ratones C57BL/6-Il17atm1Bcgen/J luego de 24 horas postinfección. Media 

aritmética y error estándar de 1 experimento, con n = 2-4 ratones por grupo. * = p < 0.05, ** = p < 0.01. ANOVA y prueba 

post hoc de Tukey. 
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Figura suplementaria 8. Diferentes poblaciones celulares contribuyen a la producción de IL-17 en piel infectada durante 

12 horas con A. baumannii ATCC 17978 o A578. A. Micrografías de inmunofluorescencias representativas para la expresión 

de CD4, Ly6C/Ly6G o CD11b ((Alexa Fluor® 574-rojo) e IL-17 (Alexa Fluor® 488-verde) y el empalme de canales donde, 

además, se muestran los núcleos celulares (Hoeschst-azul) de piel del dorso de ratones C57BL/6 infectados durante 12 horas 

con A. baumannii ATCC 17978 o A578. Las flechas indican coexpresión de IL-17 y el marcador señalado en cada caso. Las 

cabezas de flechas señalan células positivas únicamente para la expresión de IL-17. Se muestran micrografías 20x y la 

magnificación 3x de un campo representativo para cada micrografía. B. Cuantificación del porcentaje de células positivas 

para IL-17, o dobles positivas para la expresión de IL-17 y CD4, IL-17 y Ly6C/Ly6G o IL-17 y CD11b a partir de 

inmunofluorescencias de cortes histológicos de la piel de dorso de ratones infectados durante 12 horas con A. baumannii 

ATCC 17978 (azul), A578 (rojo) o administrados simplemente con vehículo (verde) durante 12 horas. Media aritmética y 
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error estándar de 1 experimento. * = p < 0.05, ** = p < 0.01, *** p < 0.001, **** = p < 0.0001. ANOVA y prueba post hoc 

de Tukey n = 2.  

 

 

 

 

 

Figura suplementaria 9. Fluorescencia basal mostrada en siete diferentes canales, de células sin teñir recuperadas de piel 

de ratones WT tratados con vehículo (negro) o infectados durante 4 horas con A. baumannii ATCC 17978 (azul) o A578 

(rojo). 

 

 

Tabla suplementaria 1. Condiciones en las que se ha identificado la producción de IL-17 por diversas fuentes celulares 

Modelo/Patología Patógeno/Estímulo 

Fuente Celular de IL-17 

(marcadores para 

caracterizar la población) 

Referencia 

Encefalomielitis autoimmune 

experimental 

(Ratón C57BL/6) 

Inmunización con péptido 

MOG35-55 en adyuvante 

completo de Freud 

Linfocitos T CD4+  

(CD4+) 

 

[141] 

Infección nasal por B. 

pertussis 

(Ratón C57BL/6) 

B. pertussis (cepa BP338) 

Linfocitos T CD4+ residentes 

de memoria (CD44+, CD62L-  

CD6+) 

[142] 

Dermatofitosis epicutánea 

(Ratón C57BL/6) 

Microsporum canis (cepa 

UNCMc01) 

Linfocitos T CD4+ 

(CD3+ CD4+) 

 

Linfocitos T CD8+ 

(CD3+ CD8+) 

[143] 

Inmunización intranasal por 

K. pneumoniae 

(Ratón C57BL/6) 

K. pneumoniae (serotipo 

K2, cepa 43816 ATCC) 

Linfocitos T CD4+ 

(CD4+) 
[144] 
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Infección intranasal por 

influenza 

(Ratón C57BL/6.PL 

(B6.Thy1.1)) 

Influenza A (H1N1) (cepa 

Puerto Rico (A/PR8)) 

Linfocitos T CD8+  

(CD3+, CD8+) 
[158] 

Biopsias de lesiones de 

pacientes diagnosticados con 

psoriasis en placa 

-------- 
Linfocitos T CD8+  

(CD8+) 

[152] 

 

Biopsias de lesiones 

cerebrales de pacientes 

diagnosticados con esclerosis 

múltiples 

-------- 
Linfocitos TCD8+  

(CD8+) 
[153] 

Biopsias de bronquios de 

pacientes diagnosticados con 

enfermedad pulmonar 

obstructiva crónica. 

-------- 

Linfocitos T CD4+  

(CD4+) 

 

Linfocitos T CD8+  

(CD8+) 

[154] 

Sangre periférica de pacientes 

infantiles con un diagnóstico 

menor a 6 meses de diabetes 

de tipo I 

-------- 

Linfocitos T CD4+  

(CD4+) 

Linfocitos T CD8+  

(CD8+) 

[155] 

Derrame pleural de pacientes 

con tuberculosis pleural 

Mycobacterium 

tuberculosis 

Linfocitos T CD8+  

(CD8+) 
[156] 

Sangre periférica de pacientes 

con tuberculosis pulmonar 

activa 

M. tuberculosis 
Linfocitos T CD8+  

(CD8+) 
[157] 

Tripanosomiasis 

(Ratones C57BL/6) 

Inoculación 

intraperitoneal 

Trypanosoma cruzi (cepa 

Y-Br) 

Linfocitos B  

(B220+) 
[160] 

Encefalomielitis autoimmune 

experimental 

(Ratón C57BL/6) 

Inmunización con péptido 

MOG35-55 en adyuvante 

completo de Freud 

Células TCRγδ+  

(CD3+, TCRγδ+) 

 

Linfocitos CD4+ (CD3+, CD4+) 

 

[172] 

Artritis inducida por colágeno 

(Ratón DBA/1 lac J) 

Inmunización con 

colágeno bovino de tipo II 

en adyuvante completo de 

Freud 

Células TCRγδ  

(Vγ4+) 
[173] 

Patología con fenotipo similar 

a la psoriasis inducida por 

imiquimod 

(Ratón Rorc-Cre x EYFP) 

Aplicación tópica de 

imiquimod 

Células TCRγδ  

(Vγ4+) 

 

[174] 

Respuesta in vitro a M. 

tuberculosis 

(Ratón C57BL/6) 

Estimulación in vitro de 

esplenocitos CD90+ con 

medio condicionado de 

células dendríticas 

infectadas con M. 

tuberculosis (cepa 

Erdman) 

Células TCRγδ 

(TCRγδ+) 

 

Linfocitos CD4+  

(CD4+) 

 

[176] 

Infección por L. 
monocytogenes 

(Ratón C57BL/6) 

 

Inoculación 

intraperitoneal de L. 

monocytogenes (cepa 

EGD) 

Células TCRγδ  

(Vγ4+) 

 

[177] 

Infección intraperitoneal por 

E. coli 

(Ratón C57BL/6) 

 

Inoculación 

intraperitoneal de E. coli  

(cepa ATCC 26) 

Células TCRγδ 

(Vγ1+) 

 

[408] 
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Infección intraperitoneal por 

S. aureus 

(Ratón C57BL/6) 

S. aureus (cepa PS80) 
Células TCRγδ 

(TCRγδ+, CD44+, CD27−) 
[409] 

Infección respiratoria por B. 

pertussis 

(Ratón C57BL/6) 

B. pertussis (cepa BP338) 
Células TCRγδ  

(TCRγδ+, Vγ4-γ1-) 
[410] 

Candidiasis orofaríngea  

(Ratón IL17CreRosa26ReYFP) 

Inoculación sublingual de 

C. albicans (cepa CAF2-

1) 

Células TCRγδ 

(TCRγδ+) 

Linfocitos TCRβ 

(TCRβ+) 

[290] 

Sangre periférica de pacientes 

diagnosticados con 

tuberculosis pulmonar 

M. tuberculosis 
Células TCRγδ  

(CD3+, TCRγδ+) 
[320] 

Sangre periférica de pacientes 

y líquido cefalorraquídeo 

infantiles diagnosticados con 

meningitis bacteriana 

Haemophilus influenzae, 

Streptococcus 

Pneumoniae o Neisseria 

meningitidis 

Células TCRγδ 

(Vγ9+, Vδ2+) 
[178] 

Candidiasis orofaríngea 

(Ratones C57BL/6 y rag1-/-) 

Inoculación sublingual de 

C. albicans (cepa 

SC5314) 

ILCs  

(CD45.2+  

Lin- (CD3-, CD5-, Gr-1-, 

CD11b-, B220-) CD90.2+, 

Sca1+, CD127+) 

[183] 

Toxoplasmosis 

(Ratones C57BL/6) 

Inoculación 

intraperitoneal de T. 

gondii (cepa ME49) 

NKs  

(CD3+, NK1.1+) 
[184] 

Asma 

(Ratones C57BL/6) 

asma inducida por OVA-

poli I:C en ratones 

sensibilizados 

NKs  

(CD3+, 

NK1.1+, 

CD1d-, α-GalCer-) 

[185] 

Neutrofilia de las vías aéreas 

(Ratones C57BL/6) 

Administración intranasal 

y estimulación in vitro 

con α-galactosilceramida, 

PBS-57 o LPS 

iNKTs  

(CD1d/α-GalCer+,  

NK1.1-) 

[188] 

Estimulación bacteriana 

sistémica 

(Ratones C57BL/6) 

Estimulación ex vivo de 

iNKTs NK1.1- de ratones 

administrados vía 

intravenosa con S. aureus 

(cepa Newman) o E. coli 

(cepa no especificada) 

iNKT  

(Tetrámeros CD1d+,  

NK1.1-, CD103+, CCR6+) 

[189] 

Estimulación con A. 

fumigatus (Ratones C57BL/6) 

Administración 

subcutánea de A. 

fumigatus (cepa Af-BP) 

inactivado por calor 

Neutrófilos  

(NIMP-R14+) 
[191] 

Respuesta a anticuerpos anti-

citoplasma de neutrófilos 

(Ratones C57BL/6) 

Estimulación ex vivo de 

neutrófilos peritoneales 

activados por caseína con 

anticuerpos anti-

citoplasma de neutrófilos 

Neutrófilos  

(GR-1+, F4/80-) 
[192] 

Daño renal 

(Ratones C57BL/6) 

Daño renal por isquemia-

reperfusión 

Neutrófilos  

(GR-1+) 
[193] 

Artritis 

(Ratones C57BL/6) 

Transferencia de suero de 

ratones artríticos K/BxN 

Neutrófilos  

(GR-1+) 
[194] 

Neutrofilia de vías aéreas 

(Ratones BALB/c) 

Neutrofilia inducida por 

administración intranasal 

de LPS de Salmonella 

typhosa 

Linfocitos CD4+ 

(CD4+) 

 

Linfocitos CD8+ 

[195] 
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(CD8+) 

 

Neutrófilos  

(CD4-, CD8-, no adherentes) 

Infección por A. fumigatus 

por 

(Ratones C57BL/6) 

Inoculación intratraqueal 

de A. fumigatus 

(Aislado 13073) 

Neutrófilos  

(Ly6G+) 
[196] 

Infección por B. pertussis  

(Ratones BALB/c) 

 

Inoculación intranasal de 

B. pertussis (cepa 

derivada de la cepa 

Tohama I) 

Neutrófilos  

(GR-1alto, CD11b+) 
[197] 

Infección por L. pneumophila 

(Ratones C57BL/6) 

Inoculación intratraqueal 

de L. pneumophila (cepa 

Philadelphia 1 (ATCC 

33152)) 

Neutrófilos  

(CD5-, CD4-, CD45R/B220-, 

TER-119-, F4/80-, CD11c-, c-

kit-) 

[198] 

Peritonitis por E. coli 

(Ratones Institute of Cancer 

Research (IRC)) 

Inoculación 

intraperitoneal de E. coli 

(cepa JM109) 

Neutrófilos  

(CD3-, CD14-, CD11b+) 
[199] 

Biopsias de pacientes 

diagnosticados con cáncer 

gástrico 

-------- 
Neutrófilos  

(CD66b+) 
[200] 

Sangre periférica de pacientes 

diagnosticados con asma 
-------- 

Neutrófilos  

(CD177+) 

[201] 

 

Biopsias pulmonares post 

mortem de pacientes 

diagnosticados con neumonía 

por bacterias Gram negativas 

Bacterias Gram negativas 
Neutrófilos  

(Lipocalina-2+) 
[198] 

Respuesta a quitina 

(Ratones C57BL/6) 

Estimulación in vitro con 

quitina de Mφs obtenidos 

por tioglicolato o 

derivados de médula ósea 

Mφs 

(CD11b+, F4/80+) 
[202] 

Malaria 

(Ratones C57BL/6) 

Inoculación 

intraperitoneal de 

eritrocitos infectados 

con Plasmodium 

berghei (cepa NK65) 

Mφs 

(CD16/32+, F4/80+, CD11b+) 
[203] 

Inflamación alérgica en 

pulmón 

(Ratones BALB/c) 

Inflamación inducida por 

administración de OVA 

en ratones sensibilizados 

Mφs 

(CD11b+, F4/80+) 
[204] 

Biopsias de atrofia 

proliferativa inflamatoria de 

pacientes diagnosticados con 

adenocarcinoma prostático. 

-------- 
Mφs 

(CD68+) 
[205] 

Respuesta a ácido lipoteicóico 

(Ratones C57BL/6) 

Estimulación in vitro con 

ácido lipoteicóico de 

células cebadas derivadas 

de peritoneo 

Células cebadas 

(c-kit+, FceRI+) 
[206] 

Sinovio de pacientes 

diagnosticados con artritis 

reumatoide 

 

-------- 
Células cebadas 

(triptasa+) 
[207] 

Biopsias de placa pacientes 

diagnosticados con psoriasis 

 

-------- 

Neutrófilos 

(mieloperoxidasa+) 

 

Células cebadas 

(triptasa+, quimasa+) 

[210] 
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Biopsias de tejido nasal, 

bronquial y transbronquial de 

pacientes diagnosticados con 

enfermedad pulmonar 

obstructiva crónica, fibrosis 

quística, rinitis alérgica o 

asma. 

-------- 
Células cebadas 

(quimasa+) 
[211] 

Biopsias de pacientes 

diagnosticados con cáncer 

gástrico 

-------- 
Células cebadas 

(triptasa+) 
[212] 

Biopsias de tejido peritumoral 

de pacientes diagnosticados 

con carcinoma hepatocelular 

-------- 
Células cebadas 

(triptasa+) 

[213] 

 

Sangre periférica de pacientes 

diagnosticados con 

histiocitosis de células de 

Langerhans 

-------- 
Monocitos  

(CD14+) 
[164] 

Lesiones verrucosas de 

pacientes diagnosticados con 

cromoblastomicosis por 

Fonseca pedrosoi 

 

F. pedrosoi, 
Células de Langerhans 

(CD207+) 
[165] 

Respuesta a B. canis 

(Caninos) 

Estimulación in vitro con 

B. canis (cepa SCL) 

moDCs 

(CD11c+) 

 

Linfocitos T CD4+  

(CD4+) 

[166] 

Biopsias de lesiones de 

pacientes diagnosticados con 

psoriasis 

-------- 
Th17 

(no especificados) 
[218] 

Biopsias de lesiones de 

pacientes diagnosticados con 

dermatitis alérgica por 

contacto 

-------- 

Linfocitos T CD4+  

(CD4+) 

 

Linfocitos T CD8+ 

(CD8+) 

[219] 

Biopsias de pacientes 

diagnosticados con 

dermatosis neutrofílica febril 

aguda 

-------- 
No especificada  

(RORγt+) 
[220] 

Biopsias de pacientes 

diagnosticados con Pioderma 

gangrenoso 

-------- 
No especificada  

(RORγt+) 
[220] 

Lesiones de pacientes 

diagnosticados con síndrome 

de Behçet's 

-------- 
Linfocitos CD4+ 

(CD4+) 
[221] 

Respuesta a la bacteria 

comensal Staphylococcus 

epidermidis 

(Ratones C57BL/6, ratones 

BALB/c, biopsias de primates 

no humanos y de voluntarios 

sanos) 

Asociación con 

Staphylococcus 

epidermidis 

(cepas NIHLM087 y 

NIHLM061) 

Linfocitos Tc17  

(CD3+, CD8+) 

 

MAIT 

(tetrámero MR1+, TCRβ+, 

TCRγδ−, CD3+, CD90.2+, 

CD45+) 

[222, 233] 

 

Biopsias de lesiones de 

pacientes diagnosticados con 

psoriasis o dermatitis atópica 

-------- 

Linfocitos T CD4+ 

(CD4+) 

 

Linfocitos T CD8+ 

(CD8+) 

[217] 
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Condiciones basales 

(Ratones C57BL/6) 
-------- 

DETCs  

(TCRγδintermedio, CCR6+) 

 

[224] 

Dermatitis psoriasiforme 

(Ratones C57BL/6) 

Administración de IL-23 

intradermal 

Células TCRγδ  

(TCRγδbajo/intermedio, CCR6+) 
[225] 

Infección en piel por 

Mycobacterium bovis BCG 

(Ratones C57BL/6) 

Inoculación intradermal 

de M. bovis BCG 

Células TCRγδ  

(CD3+, TCRγδ+) 
[226] 

Condiciones basales 

(Ratones C57BL/6) 
-------- 

Células TCRγδ  

(CD3+, TCRγδintermedio) 
[227, 228] 

Infección subcutánea por S. 

aureus 

(Ratones C57BL/6) 

Inoculación subcutánea de 

S. aureus (cepa 

SH1000 ALC2906) 

Células TCRγδ  

(CD3+, TCRγδ+) 
[229] 

Hipersensibilidad por 

contacto por 2,4-

dinitrofluorobenzeno (DNFB) 

(Ratones C57BL/6) 

 

Administración 

epicutánea de DNFB 

Células TCRγδ  

(TCRγδ+, Vγ4+) 
[230] 

Infección en piel por S. 

aureus 

(Ratones C57BL/6) 

Inoculación intradérmica 

de S. aureus (cepa 

USA300 LAC::lux) 

Células TCRγδ  

(TCRγδ+) 
[231] 

Respuesta a IL-23 

(Ratones C57BL/6) 

Estimulación in vivo con 

IL-23 de células 

recuperadas de piel 

Células TCRγδ  

(TCRγδ+) 
[232] 

Proceso de cierre de herida 

(Ratones RORγ+/-) 

Herida por uso de 

sacabocados 

ILCs  

(CD45+, Lin-, CD127+) 
[234] 

Dermatitis atópica inducida 

por ácaros domésticos del 

polvo  

(Ratones C57BL/6) 

Sensibilización con 

ungüento con extracto de 

ácaros del polvo 

domésticos 

(Dermatophagoides 

farinae) 

ILCs  

(CD45+, antígeno leucocitario 

cutáneo+, Lin-, CD90.2+) 

[235] 

 

 

 

 

 

Tabla suplementaria 2. Características cuantitativas de células obtenidas a partir de piel procesada enzimáticamente con 

colagenasa o liberasa. 

Enzima empleada 

para realizar la 

digestión 

Número de células totales 

recuperadas / g de tejido 

Células 

vivas (%) 

Células hematopoyéticas CD45+ 

dentro de la región de células vivas 

(%)  

Colagenasa 7.647x105 33.4 26.9 

Liberasa 21.88x106 33.8 35.0 
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