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Abreviaturas.

Actl
APC
ASF/SF2
BSA
C/EBP
CCL2
CCR2
CD
CIKS
DAMPs
DC
EDTA
FcR
FITC
FSC
GM-CSF

HLA
HuUR
ICAM-1
IKK

IL-7R
ILC3
IMF
INF-y
IkB

Activador 1

Aloficocianina

Factor de empalme alternativo / Factor 2 de empalme
Albumina de suero bovino

Proteina de unién al promotor CCAAT

Quimiocina quimioatrayante de monocitos 1

Receptor C-C de quimiocina tipo 2

Grupo de diferenciacion

Coneccidn a IkB quinasa y proteina quinasa activada por estrés
Patrones moleculares asociados a dafio

Células dendriticas

Acido etilendiamonotetraacético

Receptor Fc

Isotiocianato de fluoresceina

Forward Scatter

Factor estimulador de crecimiento de colonias de macréfagos y
granulocitos

Antigeno leucocitario humano
Antigeno humano R

Molécula de adhesion intracelular 1
Cinasa de IkB

Interleucina

Receptor de interleucina 17

Células linfoides innatas del grupo 3
Intensidad media de fluorescencia
Interferon-y

Inhibidor del factor nuclear kappa-beta



IkB{ Inhibidor de NF-kB Zeta

JNK Cinasa Jun N terminal

kDa KiloDalton

LFA-1 Antigeno de funcion linfocitaria 1

LDLox Lipoproteina de baja densidad oxidada

LPS Lipopolisacarido

Mg Microgramos

MAC-1 Molécula de adhesion celular 1

MAPK Proteina cinasa activada por mitégeno

M-CSF Factor estimulante de colonias de macréfagos.
MHCII Complejo principal de histocompatibilidad Il
MIP -2 Proteina inflamatoria de macro6fagos -2

NF-kB Factor de transcripcion nuclear kappa B

NK Células Natural Asesina

NKT Célula T Natural Asesina

NLRs Receptores tipo NOD

PAMPs Patrones moleculares asociados a patégenos
SA-PE Estreptavidina - Ficoeritrina

TAK1 Cinasa 1 activadora del factor

TARC Quimiocina regulada y activada del timo

TBK1 Cinasa 1 de unién a TANK

TGF- B Factor de crecimiento transformante 3

TLRs Receptores tipo Toll

TNF-a Factor de necrosis tumoral a

TPL2 Proteincinasa de locus 2 de progresion de tumor
TRAF Factor asociado al recetor del factor de necrosis tumoral
UTR Region no codificante

VCAM 1 Molécula de adhesion vascular 1

VLA-4 Antigeno tardio 4
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Introduccion.

Los macréfagos son células del sistema inmune innato presentes en todos los tejidos que

desempeiian un papel central en la homeostasis y respuesta inmune.

Dependiendo de las sefiales que prevalezca en el microambiente, los macréfagos pueden
adquirir distintos fenotipos como macrofagos M1, los cuales producen citocinas pro-
inflamatorias como IL-1B3, asi como altos niveles de marcadores como MHCII, CD80 y
CD86. Mientras tanto, los macréfagos M2a, producen principalmente IL-10 y receptores
“scavenger” como el receptor de manosa (CD206) y producen bajos niveles de citocinas
pro-inflamatorias. Diversas evidencias han establecido que los macrofagos M1
contribuyen en la defensa del huésped ante infecciones y en enfermedades inflamatorias.
Por otro lado, los macrofagos M2a contribuyen en la resolucion de la inflamacién y
reparacion del tejido.

En la respuesta inflamatoria intervienen diversos mediadores inflamatorios que afectan la
actividad funcional de los macrofagos como citocinas, entre las que se encuentra la IL-17,
la cual juega un papel esencial en la defensa del huésped y en enfermedades inflamatorias
ya que se ha demostrado que induce la expresién de citocinas pro-inflamatorias como IL-
18, TNF-a e IL-6 e incrementa la expresion de moléculas como CCL2, CXCL1y CD14 en

macrofagos humanos derivados de monocitos.

Sin embargo a pesar de las evidencias existentes se desconoce el efecto de la IL-17 en

la expresidon de marcadores y citocinas en macréfagos M1 y M2a humanos activados.

Por esta razén en este proyecto se determind la expresion de las moléculas de superficie
relacionadas a macréfagos M1 y M2a, asi como las citocinas asociadas a estos

macrofagos en respuesta a IL-17.



Marco teérico.

Inflamacion.

La inflamacion es un mecanismo del sistema inmune, que se desencadena en respuesta

a dafo a tejidos, agentes patdgenos o sustancias toxicas. (Medzhitov, 2008)

La respuesta inflamatoria es iniciada por inductores enddégenos y exdgenos. La exposicion
a estos inductores puede ocurrir por distintas vias, una de ellas puede ser mediante una
lesion en la piel, en donde los queratinocitos secretan citocinas y quimiocinas que
favorecen la inflamacion, permitiendo el reclutamiento de células capaces de eliminar
microorganismos que hayan ingresado al organismo, a este tipo de inductores se les
conoce como exdgenos, los cuales pueden ser de origen microbiano, que expresan
patrones moleculares asociados a patdégenos (PAMPSs) y factores de virulencia, que
pueden ser reconocidos mediante receptores como los receptores tipo Toll (TLRS),
receptores tipo NOD (NLRs), receptores para manosa, entre otros.

Por otro lado, los inductores enddgenos, incluyen a patrones moleculares asociados a
dafio (DAMPSs), que pueden ser producidos cuando hay lesién a algun tejido. (Abbas et
al., 2015; Medzhitov, 2008)

Las células residentes del tejido inicialmente producen citocinas como IL-1, IL-6, TNF-q,
desencadenando la activacién del endotelio vascular, favoreciendo un aumento en la
expresion de moléculas de adhesion como selectina E y P, la molécula de adhesién
vascular 1 (VCAM-1) y la molécula de adhesioén intracelular 1 (ICAM-1) (Gerhardt & Ley,
2015); ademas de la quimiocina CXCLS8 (IL-8), que permite el reclutamiento de neutrofilos
a través de los receptores CXCR1 y CXCR2 (Abbas et al., 2015). Posteriormente, el
endotelio activado expresa la quimiocina quimioatrayante de monocitos 1 (CCL2) que
interacciona con el receptor CCR2 expresado en monocitos, los cuales se adhieren al
endotelio y ruedan a través de las selectinas; posteriormente los monocitos se anclan al
endotelio a través de las moléculas: antigeno tardio 4 (VLA-4), antigeno de funcion
linfocitaria 1 (LFA-1) y la molécula de adhesién celular 1 (MAC-1), las cuales interaccionan

con VCAM-1 e ICAM-1 expresadas en las células endoteliales, contribuyendo a la



extravasacion de monocitos a través de las uniones de las células endoteliales; en el tejido
los monocitos se pueden diferenciar a macréfagos a través del efecto biolégico del factor
estimulador de crecimiento de colonias de macrofagos y granulocitos (GM-CSF), los
macrofagos en el tejido pueden responder a diferentes mediadores inflamatorios como
TNF-a, lo que le permite al macréfago llevar a cabo una respuesta contra el agente causal
del dafio (Gerhardt & Ley, 2015; Chavez-Sanchez et al., 2014).

Ademas de estos componentes que contribuyen al proceso inflamatorio cabe mencionar
gue en el microambiente existen otros mediadores inflamatorios como la IL-17, la cual
juega un papel esencial en la respuesta inflamatoria en la defensa del huésped y en
enfermedades inflamatorias. (Monin & Gaffen, 2018)
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Células endoteliales
Figura 1. Reclutamiento del monocito a través del endotelio vascular.

La respuesta inflamatoria desencadena la activacién del endotelio vascular, favoreciendo el
reclutamiento de leucocitos al sitio de inflamacion, este proceso puede ocurrir en tres pasos:
rodamiento, anclaje y transmigracién. Durante la activacion del endotelio aumenta la produccion
de algunas quimiocinas como CXCL8 y CCL2 que permiten el reclutamiento de células como
neutréfilos y monocitos y aumenta la expresion de moléculas de adhesién como selectina E y
P que permiten el rodamiento de las células y su subsiguiente anclaje al endotelio mediante la
union de VCAM-1 e ICAM-1 con su receptor VLA-4 e LFA-1 expresados en leucocitos.
Posteriormente el proceso de transmigracion se da mediante la interacciéon de ICAM-1 con
MAC-1, lo que le permite a la célula atravesar el endotelio y llegar al sitio de inflamacion (Ley et
al., 2007).

Imagen modificada de (Ley et al., 2007).



Interleucina 17.

La IL-17 es una citocina que se describié y cloné partir de un hibridoma de linfocito T
citotoxico de ratén en 1993, al cual inicialmente se le denomino antigeno 8 asociado a
linfocito T citotéxico (CTLA-8) (Gu et al., 2013; lwakura et al., 2011).

La familia de la IL-17 esta constituida por seis miembros IL-17A, IL-17B. IL-17C, IL-17D,
IL-17 E e IL-17F (en este texto, a la IL-17A la referiremos como IL-17). La IL-17 es una
citocina pro inflamatoria cuya estructura es una glicoproteina de aproximadamente 35
kDa, la cual puede secretarse como homodimero unido por puentes disulfuro o
heterodimero IL-17A/F (Xu & Cao, 2010). Esta citocina es producida por diversas células
como linfocitos Th17, T CD8+, células Tyd, natural killer (NK), natural killer T (NKT) y
células linfoides innatas del grupo 3 (ILC3).

La interaccién de la IL-17 con su receptor favorece la produccion de citocinas como IL-6,
IL-1B8, y TNF-a, quimiocinas como CXCL1 y CXCL8 y péptidos antimicrobianos como
defensinas entre otros (Veldhoen, 2017; Xu & Cao, 2010).
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Figura 2. Interleucina 17.

Diversos tipos celulares son capaces de secretar IL-17, que incluyen a linfocitos Th17, TCDS,
células Ty®, natural killer T (NKT) y células linfoides innatas del grupo 3 (ILC3). La IL-17 puede
inducir la produccion de citocinas, quimiocinas, factores de crecimiento y péptidos
antimicrobianos en células como macrofagos, células epiteliales, células dendriticas (DC),
osteoblastos y células endoteliales. (Xu & Cao, 2010).

Imagen modificada de (Xu & Cao, 2010).



Receptor de IL-17 y su sefializacion.

La familia de los receptores de IL-17 esta compuesta por cinco miembros, IL-7AR (en lo
sucesivo se denominard como IL-17R), IL-17BR, IL-17CR, IL-17DR e IL-17ER. Diversos
tipos celulares expresan IL-17R e incluye monocitos, células epiteliales, macréfagos,
células endoteliales, fibroblastos, células dendriticas y queratinocitos. Al receptor tiene la
capacidad de unirse a IL-17, IL-17F y el heterodimero IL-17A/F (Kirkham et al., 2013; Xu
& Cao, 2010).

El receptor de IL-17 es una proteina transmembranal tipo | que consiste en dos
subunidades de IL-17RA y una de IL-17RC, cuenta en su estructura con una region
conservada llamada SEFIR (dominio corto de SEF/IL-17R) al que se une Actl conocida
también como CIKS (conexion a IkB quinasa y proteina quinasa activada por estrés) que
actua como una molécula adaptadora (Amatya et al., 2017; Miossec & Kaolls, 2012; Xu &
Cao, 2010) que recluta y ubiquitina TRAF6 que posteriormente se asocia con el complejo
TAK1 (TAK1-TAB2-TAB3) (Song & Qian, 2013) y el inhibidor del complejo de NF-kB
cinasa (IKK) compuesto por IKKa, IKKB e IKKy desencadenando la activacién de NF-kB,

lo que lleva a la produccion de citocinas pro-inflamatorias.

Ademas de la activacion de la via de NF-kB, la IL-17 también puede activar la via MAPK
(Proteina cinasa activada por mitégeno) en la cual IKK fosforila p105, liberando TPL2 lo

que activa p38 y JNK (Amatya et al., 2017).
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Figura 3. Via de sefializaciéon del receptor de interleucina 17.

El receptor de IL-17 esta estructurado por dos subunidades IL-17AR y una de IL-17CR, las
cuales tienen una region SEFIR a la que se une Actl la cual recluta TRAF6, TAKL e IKK
desencadenado la activacién de NF-kB, llevando a la sintesis de citocinas y quimiocinas. Otra
via de sefalizacion que puede ser activada es la de MAPK en la cual se activa p38 y JNK.
(Amatya et al., 2017; Xu & Cao, 2010).

Imagen modificada de (lwakura et al., 2011)



Papel de IL-17 en defensa del huésped.

La activacion de los leucocitos en los tejidos es esencial en la respuesta inflamatoria y
ante la infeccion. En este sentido, la IL-17 tiene un papel importante en la respuesta
inmune contra infecciones bacterianas y fangicas, ya que desencadena la expresion de
citocinas y quimiocinas que inducen el reclutamiento de células del sistema inmune al sitio
de infeccion, ademas favorece la expresion de péptidos antimicrobianos como lipocalina-
2 (Lcn2) la cual compite con los sideroforos bacterianos para la adquisicion de hierro libre
y con ello limitar el crecimiento bacteriano. (Medzhitov, 2008; Monin & Gaffen, 2018)

Otras evidencias han demostrado que ratones IL-17-/-, tienen un menor control de la
infeccion por Klebsiella pneumoniae, asi como de la produccion de G-CSF y el
reclutamiento de neutroéfilos. También, se ha encontrado que ratones deficientes en IL-17
son mas susceptibles a la infeccion intestinal por Citrobacter rodentiu (Monin & Gaffen,
2018; Ye et al.,, 2001) Asimismo, ratones knockout para IL-17R, asi como para IL-17
desarrollan infecciones en la piel por Staphylococcus aureus de manera espontanea
(Miossec & Kolls, 2012). Por otro lado, se ha establecido que las células ydT constituyen
una de las principales fuentes de IL-17 en el pulmon y la deficiencia de estas células en
una infeccion por Mycobacterium tuberculosis, provoca la formacion de granulomas
desorganizados en el pulmén, debido a la reduccién del reclutamiento de linfocitos al
granuloma (Cua & Tato, 2010) Estas evidencias en su conjunto sugieren que la IL-17

contribuye a la respuesta inmune del huésped contra una variedad de infecciones.

IL-17 en la enfermedad.

La IL-17 es una citocina que participa en el desarrollo de enfermedades con fondo
inflamatorio como el asma y en enfermedades autoinmunes como la artritis y psoriasis (Gu
et al., 2013).

La IL-17 también esta implicada en otras enfermedades como la aterosclerosis, que se
caracteriza por una respuesta inflamatoria cronica en la que los macréfagos son

esenciales en la enfermedad; los macréfagos en el tejido reconocen la lipoproteina de baja



densidad oxidada (LDLox) y forman células espumosas, que contribuyen al proceso
inflamatorio. (Li et al.,, 2017; Sanchez-Martinez et al., 2017). Interesantemente, se ha
establecido que la IL-17 tiene un papel importante en la progresién de esta enfermedad,
debido a que ratones apoE-/-, susceptibles a desarrollar aterosclerosis, al ser tratados con
anticuerpo anti-IL-17 disminuye el area de la lesion aterosclerosa, asi como la cantidad de
macrofagos presentes en la lesion. (Erbel et al., 2009) Estos reportes vinculan el papel de
la IL-17 en enfermedades inflamatorias, asi como con células del sistema inmune innato

como los macréfagos, los cuales contribuyen en la respuesta inflamatoria.

Macro6fagos.

Los monocitos tienen la capacidad de migrar del torrente sanguineo hacia los tejidos y
diferenciarse a macréfagos en los principales érganos que incluyen al higado, piel,
cerebro, bazo, pulmdn, entre otros. Independientemente de su ubicacion, los macréfagos
son responsables del mantenimiento de tejidos sanos a través de la fagocitosis de células
apoptoéticas, materiales extrafios, asi como de la reparacion y remodelacion de tejidos
durante la cicatrizacion de heridas

También, los macréfagos son importantes en la respuesta inflamatoria en la enfermedad
y en la infeccion, ya que actian como un puente entre la inmunidad innata y adaptativa al
monitorear el microambiente a través de una variedad amplia de receptores de superficie
(Italiani & Boraschi, 2014; Zhou et al., 2014).

Dependiendo del microambiente en el que se encuentren los macréfagos pueden adquirir
distintos fenotipos como M1 o0 M2 en un proceso conocido como polarizacién; sin embargo,
al ser células de gran plasticidad tienen la capacidad de polarizarse hacia un perfil M2 aun
siendo M1 (Shapouri-Moghaddam et al., 2018; Murray, 2017).

Los macréfagos M1 in vitro se obtienen a partir de la polarizacibn de monocitos a
macrofagos en presencia GM-CSF y se activan de manera clasica con interferon-y (INF-
y) producido principalmente por linfocitos Th1, y lipopolisacarido (LPS). Los macréfagos
M1 producen citocinas pro-inflamatorias como IL-18, TNF-a, IL-12 e IL-23 y expresan altos
niveles de moléculas como MHCII, CD68, CD80 y CD86 (Chavez-Galan et al., 2015;



Chavez-Sanchez et al, 2014; Mosser & Edwards, 2008). Mientras tanto los macrofagos
M2 se pueden dividir en tres subtipos, los macréfagos M2a, M2b y M2c. Los macréfagos
M?2a se diferencian in vitro en presencia de M-CSF y se activan con citocinas Th2 como
IL-4 e IL-13. Estos macrofagos producen principalmente IL-10 y expresan receptores
“scavenger” como el receptor de manosa (CD206) y CD163. Los macrofagos M2b también
conocidos como inmunoreguladores, pueden ser inducidos mediante TLRs y por el
reconocimiento de complejos inmunes o mediante el receptor IL-1R; expresan CCL1 y
grandes cantidades de IL-10. El subtipo M2c es inducido en presencia de IL-10 y
glucocorticoides y produce gran cantidad de IL-10 y TGF- B (Martinez & Gordon, 2014;
Wang et al., 2018; Chavez-Sanchez et al., 2014; Mosser & Edwards, 2008). Estas
evidencias demuestran que los macréfagos tienen una notable plasticidad y que sefiales
del microambiente como citocinas influyen en la adquisicion de diferentes funciones.
Ademas de las citocinas involucradas en la activacidon de macrofagos M1 o M2, otras
citocinas de la respuesta inflamatoria como la interleucina 17 (IL-17) podria afectar

biolégicamente a los macrofagos (Sanchez-Martinez et al., 2017).
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Los macréfagos dependiendo del microambiente pueden adquirir distintos fenotipos, como

macrofagos M1 que se polarizan en presencia GM-CSF y se activan con INF-y y LPS. Estos

macrofagos expresan moléculas de co-estimulacion y citocinas involucradas en procesos

inflamatorios. Los macréfagos M2 que se dividen en tres subtipos, M2a que se polarizan en

presencia de M-CSF y se activan con IL-4 e IL-13; expresan receptores “scavenger” y citocinas

anti-inflamatorias. Los M2b que pueden ser inducidos por TLRs y complejos inmunes o IL-1R y

los M2c se polarizan con IL-10 y glucocorticoides (Martinez & Gordon, 2014).
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Macroéfagos e IL-17.

La IL-17 juega un papel importante en el sistema inmune ante infecciones y enfermedades.
La IL-17 ejerce su efecto biologico sobre diversos blancos celulares que incluyen a los

macrofagos.

Evidencias iniciales demostraron que la IL-17 induce la expresion de citocinas pro-
inflamatorias como IL-13 e TNF-a en macréfagos. (Jovanovic et al., 1998). En el mismo
sentido, en macrofagos derivados de monocitos humanos, cultivados en presencia de IL-
17 se induce un incremento de IL-6, IL-1a, CCL2, CXCL1, CD14, CD40 y CD163, en
comparacion con aquellos no tratados (Erbel et al., 2014). Estas evidencias sugieren que
la IL-17 afecta funcionalmente a los macrofagos, o que es importante, ya que los
macréfagos se distribuyen ampliamente en los tejidos y contribuyen en distintos procesos
homeostéaticos e inmunes como los desafios infecciosos (Gordon & Pliiddemann, 2017;
Veldhoen, 2017).

Al respecto, la fiebre Q es una enfermedad infecciosa zoonética, causada por la bacteria
intracelular Coxiella burnetti, que infecta esencialmente a los macréfagos. (Clemente et
al., 2018), los cuales aun después de ser infectados son capaces de tener cierto nivel de
polarizacion, ya que aquellos macréfagos que permiten la supervivencia de la bacteria
pero no su replicacion exihiben un perfil similar a M1. Sin embargo, aquellos macrofagos
en donde la bacteria es capaz de replicarse presentan un perfil similar a M2 (Eldin et al,
2017). La Coxiella burnetti requiere del sistema de secrecion tipo IVB (T4BSS) para
translocar proteinas bacterianas al citoplasma de la célula huésped. (Clemente et al.,
2018) Sin embargo, ratones con mutaciones en icmD y dotA componentes de la T4BSS,
presentan una sobreexpresion del gen de IL-17 en macréfagos y de citocinas pro-
inflamatorias como IL-1a, IL-1b y TNF-a, asi como de las quimiocinas CXCL2 y CCL5
comparacion con ratones silvestres infectados con C.burnetti, esto sugiere que C.burnetti
regula la via de sefializacion de IL-17 en macrofagos, la cual es importante en el
reclutamiento de células al sitio de infeccién, lo que lleva a la formacién de granulomas;

compuestos principalmente por macréfagos, células epiteliales y algunas otras células;
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adicionalmente la IL-17 tiene un efecto bactericida que ayuda a la proteccion del huésped.
(Clemente et al., 2018; Eldin et al, 2017)

Multiples citocinas contribuyen en las enfermedades, como la IL-17 que ésta implicada en
la aterosclerosis, la cual es una enfermedad cardiovascular inflamatoria caracterizada por
la formacion de placas aterosclerosas en las arterias, las lesiones aterosclerosas se
caracterizan por una alta densidad de macréfagos que reconocen LDLox a través del
receptor “scavenger” CD36, la cual endocitan y se convierten en células espumosas, las
cuales secretan citocinas pro-inflamatorias como TNF-qa, IL-6 e IL-12, lo que induce un
proceso inflamatorio que contribuye al desarrollo de la enfermedad (Kavurma et al., 2017;
Koltsova et al., 2012) Interesantemente pacientes con enfermedad cardiovascular

presentan altos niveles de IL-17 en circulacidén (Mora-Ruiz et al., 2019; Liuzzo et al., 2013).

Estudios en ratones Apoe -/- tratados con anticuerpo anti IL-17, presentan una disminucion
en la progresion de la lesion aterosclerdtica, que se asocia a una disminucién de la
expresion de CCL2 que induce una disminucion de macréfagos presentes en la lesion;
ademas, los macréfagos disminuyeron su grado de activacion; también, el bloqueo de la
IL-17 en los ratones causo una disminucion de los niveles de GM-CSF circulantes en
comparacion con los ratones no tratados. (Erbel et al., 2014) Por otro lado, macrofagos
diferenciados con IL-17 expresan un incremento de TLR2 y TLR4, similar a los macréfagos
M1y M2a; en el mismo sentido, los macréfagos diferenciados con IL-17 en presencia de
LDLox secretan niveles similares de citocinas pro-inflamatorias como TNF-a e IL-6 en
comparacion con los macrofagos M1 (Sanchez-Martinez et al., 2017), estos resultados
sugieren que la IL-17 induce macrofagos orientados hacia un perfil M1. Los reportes
previos demuestran que la IL-17 podria influir en el desarrollo de las lesiones de la
enfermedad aterosclerosa a través de diferentes mecanismos como es la activacion de

macrofagos M1, lo cual exacerbaria la enfermedad.
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Justificacion.

Los macréfagos se encuentran presentes en practicamente todos los tejidos del cuerpo, y
llevan a cabo importantes funciones tanto para mantener la homeostasis en tejidos sanos,
como en los mecanismos de defensa ante la infeccién por microorganismos patégenos,
promoviendo la reaccion inflamatoria. Existe una gran variedad de tipos de macréfagos
dentro de los que incluye a los macréfagos M1 con actividad pro-inflamatoria y a los
macrofagos M2a con actividad anti-inflamatoria. Evidencias previas han demostrado que
los macréfagos tienen la capacidad de incrementar su actividad funcional por efecto
sinérgico de citocinas. En este sentido, se ha demostrado que la IL-17 es una citocina
inflamatoria que induce la secrecion de IL-13 en macréfagos humanos; mientras tanto, la
combinacion de IL-17 y TNFa incrementa dramaticamente el efecto inflamatorio. Estas
evidencias sugieren que IL-17 participa en la respuesta inmune induciendo un fenémeno
inflamatorio, mas aun IL-17 tiene la capacidad de inducir un efecto sinérgico con citocinas
pro-inflamatorias. A pesar de las evidencias existentes no se tiene evidencia del efecto de

la IL-17 en macréfagos M1y M2 a activados.

Planteamiento del problema.

La respuesta inmune contra patégenos o en enfermedades inflamatorias, involucra
diversos mediadores inflamatorios como citocinas, asi como macrofagos. Multiples
evidencias han demostrado que la IL-17 juega un papel en la respuesta inmune en la
activacion de macréfagos induciendo la produccién de citocinas para la eliminacién de
hongos y bacterias patégenas. Cabe destacar que la IL-17 dispara un efecto sinérgico en
otras citocinas pro-inflamatorias provocando el incremento en la produccion de citocinas
pro-inflamatorias entre las que se incluye a la IL-1B. Estas evidencias establecen que la
IL-17 es capaz de disparar la activacion de los macréfagos. A pesar de las evidencias
demostradas, no se conoce el efecto de la IL-17 en la expresion de marcadores y citocinas

en macréfagos M1y M2a.
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Hipotesis.
e La IL-17 modificara la expresion de marcadores de superficie y citocinas en

macrofagos M1y M2a.

Objetivos.

Objetivo general.

Determinar el fenotipo y citocinas de los macréfagos M1 y M2a en respuesta a la IL-17.

Objetivos particulares.
1. Caracterizar el patron de expresion de las moléculas de superficie relacionadas
a macrofagos M1: CD80, CD86 y HLA DR y M2a: CD36, CD163 y CD206 en

respuesta ala IL-17.

2. Determinar el patron de citocinas asociadas a macréfagos M1: TNF-a, IL-1, IL-
6, IL-12p40, IL-12p70, IL-23 e IP-10 y M2a: IL-1RA, IL-10 y TARC en respuesta
alalL-17.
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Metodologia.

Obtencion de células mononucleares.

A partir de 7 concentrados leucocitarios “Buffy Coat” de individuos sanos proporcionados
por el Banco de Sangre del CMN XXI se obtuvieron células mononucleares por gradiente
sobre Lymphoprep (Axis-Shield, Liverpool, UK) con 12 mL de Lymphoprep y 30 mL del
concentrado celular, el cual se diluyo con solucion salina 1:2.

El gradiente se centrifugd a 2000 rpm por 30 minutos, y se recupero la interface formada
entre el Lymphoprep y el plasma, que corresponde a células mononucleares. Las células
mononucleares se lavaron dos veces con solucién salina y se centrifugaron a 1200 rpm
por 15 minutos y 900 rpm por 10 minutos, respectivamente.

El botén de células recuperado se resuspendié en “MACS buffer” (PBS 1X pH 7.4, BSA
0.5%, EDTA 2mM) y se realiz6 el conteo de las células en la cAmara de Neubauer con

azul tripano.

Purificacion de monocitos clasicos.

Se purificaron monocitos clasicos a partir de células mononucleares por seleccién
negativa con el kit “Classical Monocyte Isolation kit, human” (Miltenyi Biotec, Bergisch
Gladbach, Germany), de acuerdo a las especificaciones del fabricante. Por cada 107
células, se resuspendieron en 30 uL de “MACS buffer”, 10 uL de coctel de anticuerpos
biotinilados dirigidos a CD3, CD7, CD16, CD19, CD56, CD123 y CD235a, 10 uL de
reactivo bloqueador de FcR y 5 uL de reactivo de trombocitos, se incub6 durante 5 minutos
a temperatura ambiente, posteriormente se agrego 30 pL de “MACS buffer” y 20 pL de
microesferas magnéticas acopladas a anticuerpo anti-biotina y se incubé por 5 minutos a
temperatura ambiente, después se pasaron las células por la columna de separacion LS
MACS (Miltenyi Biotec MACS), acoplada a un campo magnético y se recupero la fraccion

negativa, correspondiente a monocitos clasicos.
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Diferenciacion de monocitos a macréfagos.

Los monocitos purificados se cultivaron en placas de 96 pozos a una concentracion de
300 000 células por pozo con medio RPMI 1640 suplementado con antibioticos y suero
fetal bovino (SFB) al 10%, en presencia de 50 ng/mL de GM-CSF para M1y 50 ng/mL de
M-CSF para M2a durante 6 dias a 37°C con CO2 al 5% con cambio de medio cada 2 dias.
Posteriormente, al sexto dia los M1 polarizados se activaron con 100 ng/mL de LPS y 50
ng/mL de IFN-y y los M2a con 50 ng/mL de IL-4 (Miltenyi Biotec) y 40 ng/mL de IL-13 (R&D

Systems, Minneapolis) y se incubaron durante 24 horas a 37°C con CO:2 al 5%.

Estimulacién interleucina 17 (IL-17)

Los macrofagos M1 y M2a al mismo tiempo que se activaron como se describe en la
seccion de diferenciacion de monocitos a macréfagos se les adicioné IL-17 (R&D Systems,
Minneapolis) a una concentracién de 90 ng/mL y se incubaron por 24 horas a 37°C con
CO2 al 5%. En ensayos separados para bloquear el efecto bioldgico de la IL-17 se realizo
el bloqueo de la IL-17 con 30 pg/mL de anticuerpo anti IL-17 (R&D Systems,
Minneapolisel) el cual previamente se incub6 por 1 hora con 90 ng/mL de IL-17 (R&D
Systems, Minneapolis), posteriormente los macréfagos M1 y M2a se incubaron por 24
horas a 37°C con CO2 al 5%. Como control de isotipo se utilizé un anticuerpo anti-IgG de

cabra (R&D systems, Minneapolis).

Determinacién de TNF-a por ELISA.

Se recuperaron los sobrenadantes de cultivos de macrofagos M1 y M1 estimulados por
separado con 30 ng/mL, 60ng/mL y 90 ng/mL de IL-17 por 24 horas y se determiné la
concentracion de TNF-a mediante el kit “TNF alpha Human Uncoated ELISA” (Invitrogen).

A una placa de 96 pozos se le colocaron 100 pL del anticuerpo de captura y se incubd por
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24 horas a 4°C, se lavaron 3 veces los pozos con 250 uL de regulador de lavado,
posteriormente se bloquearon los pozos con 200 pL de diluyente ELISA/ELISPOT 1X, se
incubo por 1 hora a temperatura ambiente, se lavaron 2 veces los pozos con 250 pL de
regulador de lavado, se adicionaron 100 pL de la muestra o 100 pL de sobrenadante (los
sobrenadantes de macrofagos M1 se diluyeron 1:20), se incubé por 2 horas a temperatura
ambiente y se lavaron 3 veces los pozos con 250 pL de regulador de lavado,
posteriormente se adicionaron 100 pL de anticuerpo de deteccion y se incub6 por 1 hora
a temperatura ambiente, se lavaron 3 veces los pozos con 250 pL de regulador de lavado
y se adicionaron 100 puL de Estreptavidina-peroxidasa de rabano y se incub6 por 30
minutos, se lavaron 3 veces los pozos con 250 L de regulador de lavado, se adicionaron
100 pL de tetrametilbenzidina (TMB) y se incubd por 15 minutos a temperatura ambiente,
posteriormente se le adicion6 50 pL de acido sulftrico 2N. La lectura se realizé a 450 nm

en el lector de micro placas Dynatech MR 5000.

Determinacién de moléculas de superficie en macrofagos

Inicialmente, todas las células cultivadas con los diferentes estimulos se recuperaron y se
tiferon con 50 pL del marcador de viabilidad “Ghost dye Red 780" (TONBO biosciences)
por 15 minutos a temperatura ambiente, se lavaron una vez con PBS 1Xy se centrifugaron
5 minutos a 1500 rpm, posteriormente se tifieron con un céctel de anticuerpos, anti CD80
VB, anti CD86 PE y anti HLA DR PECy7 para macrofagos M1 y anti CD36 FITC, anti
CD206 PE, anti CD163 APC para M2a durante 20 minutos a 4°C, se lavaron con FACS
buffer (PBS 1X pH 7.4, SFB 10%, EDTA 2mM, azida de sodio 0.01%) y se centrifugaron
por 5 minutos a 1500 rpm, posteriormente se resuspendieron en FACS buffer, para su
analisis en el citometro de flujo MACS Quant Analyzer 10 de Miltenyi Biotec. El analisis de

los datos obtenidos se realiz6 en el programa FlowJo V10.
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Determinaciéon de citocinas.

Se recuperaron los sobrenadantes de los cultivos de los macrofagos M1, M2, M1 y M2
con IL-17, M1 y M2 con anti-IL-17, M1 y M2 con un anticuerpo anti-IgG de cabra y se
realizd la determinacién de citocinas mediante el kit “LEGENDplex, Human M1/M2
Macrophage Panel” (Biolegend). A una placa de 96 pozos se le agregaron 30 pL de
regulador de lavado por pozo, se incub6d durante 1 minuto a temperatura ambiente y se
descarto el exceso, posteriormente se agregaron 10 pL de regulador de ensayo, 10 pL de
perlas pequefas y grandes con intensidades diferentes de fluorescencia, conjugadas a un
anticuerpo de captura para un analito en particular (IL-12p70, TNF-qa, IL-6, IL-10, IL-1B,
TARC, IL-1RA, IL-12p40, IL-23 e IP-10) y 10 pL de sobrenadante (los sobrenadantes de
macrofagos M1 se diluyeron 1:20) o estandar (10 000 pg/mL, 2 500 pg/mL, 625 pg/mL,
156.3 pg/mL, 39.1 pg/mL, 9.8 pg/mL, 2.4 pg/mL), se incubo durante 2 horas a temperatura
ambiente, después se realizaron dos lavados con buffer de lavado y se adicionaron 10 L
de anticuerpo biotinilado de deteccion por pozo y se incubd durante 1 hora a temperatura
ambiente formando una reaccion de sandwich entre el anticuerpo de captura, el analito y
el anticuerpo de deteccidn, posteriormente se adicionaron 10 pL de estreptavidina-
ficoeritrina (SA-PE) por pozo que se une al anticuerpo biotinilado de deteccion y se incubo
durante 30 minutos a temperatura ambiente, pasado el tiempo de incubacion se realizaron
dos lavados con buffer de lavado y se resuspendi6 con 65 pL de buffer de lavado.

La adquisicion de datos se realizé en el citbmetro de flujo MACS Quant Analyzer 10 de
Miltenyi Biotec. El analisis de los datos obtenidos se realizd en el programa LEGENDplex

Data Analysis Software Version 8.

Andlisis estadistico.

Para la comparacién de variables cuantitativas entre grupos se utilizé6 Kruskal-Wallis. Los
datos estan representados con error estandar (SEM). Se considerd un valor de p < 0.05.
El analisis estadistico de los datos se realizo utilizando el programa de computo Graphpad

prism7.
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Resultados.

Diferenciacion y activacion de macrofagos M1y M2a.

Los monocitos purificados por seleccion negativa a partir de concentrados leucocitarios,
posteriormente se diferenciaron a macréfagos M1 y M2a en las siguientes condiciones:
los monocitos se polarizaron durante 6 dias a macréfagos M1 con GM-CSF (50 ng/mL), y
se activaron con INFy (50 ng/mL) y LPS (100 ng/mL) durante 24 horas. Mientras tanto,
monocitos fueron polarizados hacia un perfil M2 con M-CSF (50 ng/mL) y se activaron a
macrofagos M2a con IL-4 (50 ng/mL) e IL-13 (40 ng/mL) durante 24 horas. Posteriormente
se realiz0 la siguiente estrategia de analisis de citometria de flujo para evaluar marcadores
caracteristicos de macréfagos M1 y M2a. La estrategia se inicié con una grafica de
singletes para descartar dobles eventos (Figura 5 A), a partir de esta grafica se realiz6 una
grafica de puntos de tamafio contra granularidad, de la cual se seleccioné la region de
macréfagos (Figura 5 B); después se realizd una grafica de complejidad contra el
marcador de viabilidad (Ghost dye), para descartar las células muertas del analisis (Figura
5 C), a partir de esta region se realizo otra region para analizar los diferentes marcadores

de los macréfagos (Figura 5 D).

Al evaluar la expresién de los marcadores CD80 y CD86 en macrofagos M1 activados, se
encontro que estas células expresan altos niveles de estos marcadores (Figura6 Ay B)y
expresan bajos niveles de CD163 y CD206 (Figura 6 C y D). Mientras tanto, los
macrofagos M2a expresan caracteristicamente altos niveles de CD163 y CD206 (Figura 6
C y D), y expresan niveles menores de CD80 y CD86 (Figura 6 A y B). Estos resultados
estan acorde con reportes que demuestran altos niveles de los marcadores CD80 y CD86,
asi como de CD206 y de CD163, para macréfagos M1 y M2a, respectivamente (Chavez-
Galan et al., 2015; Martinez & Gordon, 2014).
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Figura 5. Estrategia para la determinacion de moléculas de superficie en macréfagos.

A) A partir de una gréfica de singletes (FSC-A vs FSC-H) se excluyeron eventos dobles, B)
usando la grafica de tamafio contra granularidad (SSC-A y FSC-A) se realiz6 la region de
macrofagos y C) utilizando la gréfica de complejidad contra el marcador de viabilidad Gost
Dye, se excluyeron las células muertas del andlisis y a partir de esta regién D) se

analizaron los marcadores asociados a los macrofagos.
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Los monocitos de sujetos sanos, fueron tratados durante 6 dias con GM-CSF (25 ng/mL) y

posteriormente con IFN-y (50 ng/mL) y LPS (100 ng/mL) durante 24 horas. Los

macréfagos M2a fueron cultivados durante 6 dias con M-CSF (50 ng/mL), y después

durante 24 horas con IL-4 (50 ng/mL) e IL-13 (40 ng/mL). Se evaluaron los marcadores A)
CD80; B) CD86; C) CD163 y D) CD206. Los niveles de expresion estan expresados como

intensidad media de fluorescencia (IMF). Los datos obtenidos se realizaron por duplicado

con n=7, p<0.05
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Concentracion de IL-17.

La IL-17 es considerada una citocina inflamatoria; por consiguiente, determinamos su
efecto biolégico en macréfagos M1. Monocitos humanos se diferenciaron a macrofagos
M1 y se estimularon en presencia de 30, 60 y 90 ng/mL de IL-17 por 24 horas.
Posteriormente del sobrenadante se evalto la concentracion de TNF-a.

Los macrofagos M1 estimulados con IL-17 incrementaron la secrecion TNF-a de manera
dependiente de la concentracion de IL-17. Por lo que, se decidio utilizar la concentracion

de 90 ng/mL de IL-17 en los ensayos posteriores.
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Efecto de laIL-17 en macrofagos M1.

Para evaluar el efecto bioldgico de la IL-17 en los macréfagos. Al momento de la activacion
de los macrofagos M1y M2a se adicion6 también la IL-17 y se cultivaron durante 24 horas.
Por otro lado, se realizaron ensayos de bloqueo del efecto biolégico de la IL-17 con

anticuerpo anti-IL-17 y como control de isotipo se utilizé un anticuerpo anti-IgG de cabra.

En los macrofagos M1 en presencia de IL-17 aumento significativamente 2 veces mas los
niveles de expresion de CD80 (Figura 7A) con respecto a los macrofagos M1 activados
con INFy y LPS. Mientras tanto, la IL-17 no afect6 los niveles de expresion de CD86, y
HLA DR (Figura 7B y C) en comparacion con macréfagos M1 activados. Al inhibir el efecto
bioldgico de la IL-17 se indujo una disminucion significativa de 2.3 veces en la expresion
de CD80 con respecto a los macréfagos M1 activados (Figura 7A y C). Mientras, el
bloqueo de la IL-17 disminuy6 los niveles de CD86 y HLA DR con respecto a los
macrofagos M1 activados sin embargo no es significativo (Figura 7B y C). Estos resultados
sugieren que la IL-17 contribuye de manera directa al aumento de la expresion de CD80,

pero no en las moléculas CD86 y HLA DR en los macrofagos M1.
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Figura 7. Interleucina 17 en macrofagos M1.

Los macréfagos M1 activados se trataron en las siguientes condiciones: en presencia de IL-
17, en presencia de interleucina 17 y anticuerpo anti interleucina 17, asi como con IL-17 y
anticuerpo anti IgG de cabra como control de isotipo. Posteriormente se caracterizaron por
citometria de flujo para la expresion de los marcadores A) CD80, B) CD86, C) HLA DR. Los
niveles de expresion estan expresados como intensidad media de fluorescencia (IMF). Los

datos obtenidos se realizaron por duplicado con n=7, p<0.05

26



Efecto de laIL-17 en macrofagos M2a.

También, en los macréfagos M2a activados se determind el efecto de la IL-17 en la
expresion de marcadores asociados a estos macrofagos. Los distintos tratamientos de IL-
17 e inhibicion del efecto biolégico de la IL-17 no provocaron cambios en la expresion de
los marcadores CD36, CD163 y CD206 con respecto a los macréfagos M2a activados en
ausencia de la IL-17 (Figura 8), lo que sugiere que la IL-17 no contribuye en la expresion

de marcadores asociados a macrofagos M2a.
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Figura 8. Interleucina 17 en macréfagos M2a.

Los macrofagos M2a activados se trataron en las siguientes condiciones: en presencia de IL-
17, en presencia de interleucina 17 y anticuerpo anti interleucina 17, asi como con IL-17 y
anticuerpo anti IgG de cabra como control de isotipo. Posteriormente se caracterizaron por
citometria de flujo para la expresion de los marcadores A) CD36, B) CD163y C) CD2016. Los
niveles de expresion estan expresados como intensidad media de fluorescencia (IMF). Los

datos obtenidos se realizaron por duplicado con n=7, p<0.05
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Papel de la IL-17 en la produccidn de citocinas en macrofagos M1 activados.

Al estimular macréfagos M1 activados por 24 horas en presencia de la IL-17 se incremento
la sintesis de TNF-a en 2.8 veces mas con respecto a los macréfagos M1 activados en
ausencia de IL-17. Por otro lado, el bloqueo de la IL-17 provocé una disminucion
significativa de 2.1 veces en la concentracion de TNF-a. (Figura 9A). Ademas, la IL-17
aumentod la secrecion de IL-12p40 (Figura 9B) y la de IL-23 (Figura 9C) de manera no
significativa, sin embargo no afecto la secrecion de IL-12p70 e IL-1B (Figura 9F y G) en
comparacion con macréfagos sin IL-17. El bloqueo de IL-17 no influy6 en la inhibicion de
la secrecion de IL-12p40 e IL-23, IL-12p70 e IL-1B (Figura 9B, C, F y G); sin embargo,
disminuyo la sintesis de IL-6 en 1.9 veces e IP-10 en 2.1 veces con respecto a los
macrofagos M1 activados (Figura 9D y E). Estos resultados sugieren que la IL-17
contribuye directamente en la secrecion de TNF-a y parcialmente en la de IL-6 e IP-10 en
macrofagos M1 activados y no contribuye directamente en la secrecion de IL-13 IL-12p40,
IL-12p70 e IL-23.

Citocinas particulares de macréfagos M2a en macréfagos M1.

En los macrofagos M1 activados en presencia de IL-17 disminuyd la concentracién de IL-
10 en 1.3 veces (Figura 10A); en el mismo sentido, inhibié la secrecién de TARC 2.5 veces
(Figura 10B) con respecto a los macrofagos M1 activados sin IL-17; mientras tanto, la IL-
17 no afecto la secrecién de IL-1RA (Figura 10C).Por otro lado, el bloqueo de la IL-17
aumento la concentracién de IL-10 en 1.4 veces (Figura 10A) y la de TARC en 1.6 veces
(Figura 10B), sin embargo no afecto la secrecion de IL-1RA (Figura 10C) con respecto a
los macrofagos M1 activados estimulados con IL-17. Estos resultados sugieren que la IL-
17 favorece en aumento en el efecto inflamatorio en macrofagos M1 activados a través de
inhibir la secrecién de citocinas asociadas a macréfagos M2, las cuales incrementan sus

niveles de secrecion al bloquear la IL-17.
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Figura 9. Papel de la IL-17 en la produccion de citocinas asociadas a los macrofagos M1.

Los macrofagos M1 activados se trataron en las siguientes condiciones: en presencia de IL-
17, anticuerpo anti-interleucina-17, anticuerpo anti-lgG de cabra como control de isotipo y en
ausencia de IL-17. De los sobrenadantes de los cultivos se determind la concentracion de las
citocinas por citometria de flujo. A) TNF-a, B) IL-12p 40, C) IL-23 D) IL-6, E) IP-10 F) IL-12p70
G) IL-1B. La concentracion de cada citocina esta expresada en pg/mL. Los datos obtenidos se

realizaron por duplicado con n=7, p<0.05
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Figura 10. Papel de la IL-17 en la produccion de citocinas asociadas a los macréfagos M2a.

Los macrofagos M1 activados se incubaron con de IL-17, anticuerpo anti-interleucina-17,

anticuerpo anti IgG de cabra como control de isotipo y en ausencia de IL-17 durante 24 horas.

De los sobrenadantes obtenidos se determind la concentracion de: A) IL-10, B) TARC, C) IL-
1RA. La concentracion de cada citocina esta expresada en pg/mL. Los datos obtenidos se
realizaron por duplicado con n=7, p<0.05
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Efecto de lalL-17 en la produccion de citocinas en macréfagos M2a.

Citocinas particulares de macrofagos M2a.

Por otro lado, analizamos si la IL-17 era capaz de afectar la secrecidon de citocinas en
macréfagos M2a activados. La presencia de IL-17 en macréfagos M2a activados provoco
una disminucion en la concentracion de IL-10 en 1.5 veces (Figura 11A) y de TARC en 1.5
veces (Figura 11B) en comparaciéon con los macrofagos M2a activados. Mientras tanto, el
estimulo de IL-17 no afect6 la secrecion de IL-1RA (Figura 11C). El bloqueo de la IL-17
en macréfagos M2a activados provocéd un aumento significativo en la concentracion de IL-
10 2 veces més (Figura 11A) y en TARC en 1.3 veces mas (Figura 11B), sin embargo no
afectd la secrecion de IL-1RA (Figura 11C) con respecto a los macr6fagos M2a

estimulados con IL-17.

Citocinas particulares de macréfagos M1 en M2a.

En los macréfagos activados hacia un perfil M2a y en presencia de IL-17 se indujo un
incremento no significativo en la secrecion de TNF-a, I1L-23, IL-6, IL-12p70 e IL-1B (Figura
12A, C, D, Fy G) y un aumento no significativo de IL-12p40 e IP-10 (Figura 12B y E) con
respecto a los macrofagos M2a activados. El bloqueo de la IL-17 provocd una ligera
disminucién de TNF-a, IL-23, IL-6, IL-12p70, IP-10 e IL-1 (Figura 12A, C-G) y un aumento
de IL-12p40 (Figura 12B), sin embargo no es significativo en comparacion con macréfagos
M2a activados en presencia de IL-17. Los resultados sugieren que la IL-17 en macréfagos
M?2a activados induce una disminucion de citocinas caracteristicas de macrofagos M2a

como IL-10 y TARC, las cuales incrementan sus niveles al bloquear la IL-17.

34



300~
*
-1
—~ -]
-
E 200+
g = ]
S
< 1004
=
6] T T T
M2a + + +
IL-17 + + +
Anti IL-17 - + _
Isotipo - - +
100+ B
*
80 —
—
—
= *
a 60+ T
o
SN
&:) 40
<C
|_
20+
o} r r r
M2a + + +
IL-17 + + +
Anti IL-17 - + -
Isotipo - - +
200+
:T 150
E
(«2] I
o
~ 100+
<
o
—
= 504
0 T T T
M2 a + + +
IL-17 + + +
Anti IL-17 - + -
Isotipo - - +

35



Figura 11. Produccién de citocinas en macréfagos M2a en respuesta a IL-17.

Los macréfagos M2a activados fueron incubados en presencia de IL-17, con interleucina 17
y anticuerpo anti-interleucina 17, con IL-17 y anticuerpo anti IgG de cabra como control de
isotipo, asi como en ausencia de IL-17. Posteriormente a partir de los sobrenadantes se
determind la concentracion de: A) IL-10, B) TARC C) IL-1RA por citometria de flujo. La
concentracion de cada citocina esta expresada en pg/mL. Los datos obtenidos se realizaron
por duplicado con n=7, p<0.05
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Figura 12. Produccion de citocinas pro-inflamatorias en macréfagos M2a en respuesta a IL-17.

Los macréfagos M2a activados fueron incubados en presencia de IL-17, con interleucina 17 y
anticuerpo anti-interleucina 17, con IL-17 y anticuerpo anti IgG de cabra como control de
isotipo, asi como en ausencia de IL-17. Posteriormente a partir de los sobrenadantes se
determind la concentracion de: D) TNF-a, B) IL-12p40, C) IL-23, D) IL-6, E) IP-10 F) IL-12p70
G) IL-1B. La concentraciéon de cada citocina esta expresada en pg/mL. Los datos obtenidos se

realizaron por duplicado con n=7, p<0.05

38



Discusion.

Existe evidencia creciente de la actividad biologica de la IL-17 en el sistema inmunoldgico.
La IL-17 tiene una funcién critica en la respuesta de defensa del huésped contra varios
patdgenos, pero también se ha hecho notoria por su papel en la patogénesis de muchos
trastornos inflamatorios y autoinmunes, lo que hace que esta citoquina se clasifique como
una citocina pro-inflamatoria (Iwakura et al., 2011). En este contexto, la IL-17 contribuye a
la secrecidon de citocinas pro-inflamatorias en macréfagos (Jovanovic et al., 1998), los
cuales son cruciales en la defensa del huésped y en la enfermedad (Mosser & Edwards,
2008).

En el modelo de estudio determinamos in vitro el efecto de la IL-17 en macrofagos M1y
M?2a activados. Los resultados obtenidos mostraron que los macréfagos M1 derivados de
monocitos humanos presentan una mayor expresion de CD80 y CD86, marcadores
caracteristicos de este perfil, y una menor expresion de CD163 y CD206, marcadores
asociados a macrofagos M2a, con respecto a los macréfagos M2a.

Mientras tanto, la IL-17 aumento significativamente los niveles de CD80 en macréfagos
M1 activados en comparacion con macrofagos M1 activados en ausencia de IL-17; sin
embargo, la IL-17 no aumento la expresion de CD86 y HLA-DR en los macréfagos M1. Al
bloguear la IL-17 en cultivos de macréfagos M1 activados, disminuyo6 la expresion de
CD80 a niveles similares a los expresados en macréfagos M1 activados, asi como una
disminucién no significativa en los niveles de HLA DR y CD86 con respecto a los
macréfagos M1; lo que demuestra que la IL-17 participa en el incremento de los niveles
de expresion de CD80 en macréfagos M1 activados. En este sentido, previamente se
demostré que la IL-17 induce una expresion significativa en el incremento de CD80 en
monocitos y macrofagos en tejido (Sanchez-Martinez et al., 2017). Por otro lado, al evaluar
el efecto de la IL-17 en macrofagos M2a, determinamos que la IL-17 no afecta el fenotipo
de macrofagos M2a.

Los resultados obtenidos sugieren que la IL-17 contribuye en la expresion de moléculas

co-estimuladoras de la familia B7 en macrofagos M1 activados.
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Los macrofagos son importantes de la respuesta inflamatoria en la defensa del huésped
en la infeccidbn y en la enfermedad, dependiendo de los estimulos con los que se
encuentren los macrofagos, estas células pueden potenciar su actividad o contribuir a
distintos tipos de macrofagos (Mantovani et al., 2013; Mosser & Edwards, 2008). Por lo
gue se decidid, determinar el efecto de laIL-17 en la secrecion de citocinas en macrofagos
M1y M2a.

Los resultados obtenidos demuestran que el estimulo de IL-17 en macrofagos M1
activados, es capaz de potenciar el incremento de TNF-a en comparacion con los
macréfagos M1 activados en ausencia de IL-17, debido a que cuando se bloqueé la IL-17,
se encontro una respuesta inhibitoria en la secrecién de esta citocina y no se afectaron
los niveles de IL-183, IL-12p40, IL-12p70 e IL-23 aunque el bloqueo de la IL-17 disminuyd
los niveles de IL-6 e IP-10. Estos resultados son apoyados en parte por estudios previos
en donde se ha demostrado el efecto de la IL-17 en la secrecion de TNF-a en macrofagos
maduros humanos (Jovanovic et al., 1998); ademas se ha demostrado, que macréfagos
diferenciados con IL-17 en presencia de DAMPs para TLR4 secretan citocinas
inflamatorias (Sanchez-Martinez et al., 2017). Otras evidencias apoyan el papel de los
macrofagos en enfermedades inflamatorias como la aterosclerosis, los cuales contribuyen
en la produccion de TNF-a (Chavez-Sanchez, 2014; Marble et al.,, 2007). Mas aun,
modelos animales deficientes de IL-17 disminuyen la respuesta inflamatoria en placas
aterosclerosas (Erbel et al., 2009), sugiriendo un papel esencial de la IL-17 en la

activacion de macroéfagos.

Por otro lado, al evaluar citocinas asociadas a M2a en macréfagos M1, determinamos
bajos niveles de estas citocinas. La IL-17 disminuyd los niveles de IL-10 y TARC, sin
embargo no afectd los niveles de IL-1RA. Estos resultados sugieren que la IL-17

disminuye la secrecién de citocinas asociadas a macréfagos M2a.

Al evaluar el efecto de la IL-17 en macréfagos M2a, determinamos que la IL-17 inhibe
la secrecion de IL-10 y TARC, debido a que el bloqueo de la IL-17 reestablece los
niveles de ambas citocinas como lo encontrado en macréfagos M2 sin IL-17. Los

resultados sugieren que la IL-17 contribuye como una citocina que regula
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negativamente la produccion de IL-10 y TARC en macrofagos. Evidencias previas han
demostrado que la IL-10 disminuye la produccién de IL-17 en macroéfagos, sugiriendo
que la IL-10 actua negativamente en la expresion de IL-17 (Gu et al.,, 2008); otras
evidencias in vivo e in vitro que refuerzan los resultados obtenidos, ya que demuestran
que la IL-17 reduce la produccion de la quimiocina TARC en células dendriticas, la cual

es esencial en las respuestas Th2 (Schnyder-Candrian et al., 2006).

Adicionalmente, los resultados obtenidos demuestran que los macrofagos M2a en
presencia de IL-17, secretan niveles mayores de citocinas inflamatorias que los
macréfagos M2a en ausencia de IL-17. Al respecto, se ha reportado que la IL-17 in vivo
e in vitro en macrofagos induce un cambio de polarizacion hacia el fenotipo de
macréfagos M1 (Onishi & Gaffen, 2010; Zhu et al., 2016), lo que implicaria un efecto
inflamatorio de la IL-17 en los macréfagos.

Conclusiones.

La IL-17 en macrofagos M1 activados contribuye directamente en incrementar los niveles
de CD80 y TNF-a; ademas, disminuye los niveles de IL-10 y TARC. Por otro lado, la IL-17
no afecta el fenotipo de macréfagos M2a, pero disminuye los niveles de IL-10 y TARC,
ademas de aumentar ligeramente los niveles de citocinas inflamatorias en comparacion
con los macréfagos M2a en ausencia de IL-17. Estos resultados sugieren que la IL-17
potencia la respuesta inflamatoria en macrofagos M1 e induce la regulacion negativa de
IL-10 y TARC en macrofagos M2a ademés de inducir la secrecién de citocinas pro-
inflamatorias, lo que podria favorecer en la defensa del huésped o contribuir en la

patogénesis de enfermedades inflamatorias.
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