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Abstract

Objective: To evaluate the frequency of interleukin 17A-producing neutrophils in
patients with rheumatoid arthritis (RA).

Methods: A study was conducted in 106 patients with RA and 46 healthy
individuals. The patients were classified according to 28 joint disease activity score
(DAS-28) as in remission or with low, moderate or high disease activity. Peripheral
blood IL-17A-producing neutrophils were identified by flow cytometry.

Results: The population of neutrophils positive for cytoplasmic IL-17A was
increased in patients with RA (mean 1.2 [13.18%) compared with that observed in
the healthy individuals (mean 0.08 [10.1%,). Although there was no difference in
the frequency of these cells among all disease activity subgroups, higher frequency
of IL-17A-positive neutrophils (mean 6.5 [15.14%) was observed in recently
diagnosed patients (mean period after disease onset was 3.5 14.24 years).
Conclusion: RA patients have an increased frequency of neutrophils producing IL-
17A, particularly in patients with a recent onset of disease. These results suggest

that IL-17A-these cells producing could play a role in early joint inflammation in RA.



Resumen

La AR es una enfermedad autoinmune en cuyo proceso inflamatorio hay un
incremento en la produccion de citocinas pro inflamatorias como IL-8, TNF-a., IL-6,
IL-18, IL-15, IL-18 e IL-17A, el incremento de estas citocinas se puede detectar
tanto en liquido sinovial como en suero de pacientes con esta enfermedad. IL-17A
es una citocina pro inflamatoria que promueve el reclutamiento de neutrofilos al
sitio de inflamacion, asi como la activacion de osteoclastos los cuales son
importantes protagonistas de la reabsorcion 6sea. Los neutrofilos productores de
IL-17A han sido descritos en patologias donde la inflamacion tiene un papel muy
importante, como es el caso de espondilitis anquilosante, asma, psoriasis entre
otras. Como se menciono anteriormente, la AR es una enfermedad donde se
observa una inflamacion crénica, por lo tanto nosotros nos preguntamos si los
neutr6filos productores de IL-17A podrian estar participando en dicho proceso;
para responder esa pregunta, determinamos la frecuencia de los neutrofilos IL-17
en sangre periférica en una cohorte de pacientes con AR. Observamos que hay un
incremento en la frecuencia de estos neutrofilos en los pacientes con AR con
respecto a los individuos sanos, este incremento fue independiente del estadio de
actividad de la enfermedad, pero la mayor frecuencia se observd en pacientes
que tenian diagnostico de menos de 3.5 afios mientras los pacientes con mas
tiempo de evolucién presentaron una baja frecuencia. Por lo tanto nuestros

resultados sugieren la importancia de estas células en la AR temprana.



Introduccién

La artritis reumatoide (AR) es una enfermedad sistémica, que afecta
principalmente las articulaciones de manos, pies, rodillas y codos, caracterizada
por un dafio progresivo e irreversible de las articulaciones [1]. Afecta al 1% de la
poblacion adulta mundial, predominantemente a mujeres en una relacion 3:1 [1, 2],
y se estima que en México la prevalencia es del 1.6% [3].

En el proceso inflamatorio de la AR hay un incremento en la produccion de
citocinas pro-inflamatorias como IL-8, TNF-a, IL-6, IL-1B, IL-15, IL-18 e IL-17A,
tanto el liquido sinovial como en suero de pacientes con esta enfermedad [4].
IL-17A es una citocina pro inflamatoria importante para el control de infecciones
por hongos y otros patdgenos extracelulares [5]. La secreciéon de IL-17A induce el
reclutamiento de neutréfilos al sitio de inflamacién, ademas actla de manera
sistémica incrementando los niveles de GM-CSF y G-CSF lo cuales favorecen el
desarrollo y velocidad de egreso de neutréfilos, baséfilos, eosindfilos y monocitos
de médula 6sea. Debido a estas y otras funciones IL-17A juega un papel
importante en la defensa del hospedero [5].

Dentro de las funciones descritas para IL-17A durante el proceso inflamatorio de
AR se encuentra el incremento en la produccion de quimiocinas (CCL2, CCL20,
CXCL2, CXCL8) y citocinas (TNF-a, IL-6, IL-1B) por parte de los fibroblastos
sinoviales, ademas incrementa la produccién de metaloproteinasas, bloquea la
sintesis de matriz extracelular por parte de los condrocitos, estimula la reabsorcion
Osea a traves de aumentar la expresion del RANKL en oesteoblastos y de RANK
en precursores de osteoclastos [6, 7].

En AR la inflamacién crénica de las articulaciones esta caracterizada por una
sinovitis e hiperplasia de la membrana sinovial con la concomitante formacion de
pannus. Una caracteristica importante de la AR es la acumulacion de neutrofilos
en el liquido sinovial y en el pannus [8].

Por muchos afios se ha considerado que la participacion de los neutréfilos en la
patologia de enfermedades inflamatorias como AR, se debe a la liberacion de
productos citotbxicos como metaloproteinasas, elastasas, catepsinas, las cuales

contribuyen al dafio del cartilago. Sin embargo, actualmente se ha reconocido que



los neutréfilos tiene también una participacion activa durante la progresion de la
inflamacion regulando funciones de otras células del sistema inmune. Esta funcién
se debe, en gran medida, a su capacidad de secretar una amplia gama de
citocinas y quimiocinas las cuales tiene como blanco tanto células del sistema
inmune como de las articulaciones afectadas por la enfermedad.

Los neutrofilos de sangre periférica provenientes de pacientes con AR son
funcionalmente diferentes a los de individuos sanos, ya que estdn mejor
capacitados para la producir ROS, expresan elevados niveles de TNF-o de
membrana y de mieloblastina, los obtenidos de liquido sinovial secretan diversas
citocinas y quimiocinas, ademas de que las condiciones de hipoxia sinovial se
incrementa la sobrevivencia de esos neutréfilos a través de IL-8, TNF-a y GM-CSF
[9]. Recientemente se describié que los neutréfilos obtenidos de la membrana
sinovial de pacientes con AR o del pannus expresan IL-17B mientras que las
células cebadas expresan IL-17A, lo que llevo a especular que tal vez la IL-17A
estaria reclutando neutréfilos al tejido inflamado mediante la produccion de
quimicionas por parte de los fibroblastos sinoviales, mientras que la IL-17B podria
contribuir a la estado cronico de la enfermedad [10].

Asi mismo se ha observado una acumulacion de éstos, en liquido sinovial de los
pacientes con AR, asicomo el indice neutréfilos/ linfocitos (NLR), se asocian con
el indice de actividad de la AR, observandose valores altos de NLR en pacientes
con alta actividad de la enfermedad y valores bajos en pacientes con baja
actividad o remision [11].

Los neutr6filos ademas de producir citocinas pro inflamatorias como IL-6, IL-18 e
IFN-y también producen IL-17A debido a la importancia de esta citocina en el
proceso inflamatorio de la AR, cosideramos importante evaluar si los neutréfilos de
pacientes con AR estan produciendo IL-17A y si la frecuencia de ellos es

importante en el grado de severidad de la enfermedad.
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Antecedentes

Autoinmunidad

El sistema inmunologico tiene la capacidad de reconocer y responder a
componentes extrafios a nuestro organismo, evitando el reconocimiento de los
tejidos propios, sin embargo cuando se pierde el balance en el reconocimiento de
lo propio y lo extrafio es cuando se generan las enfermedades autoinmunes [12].
Dentro de las cuales se han clasificado cerca de 100 desordenes inflamatorios,
estos tienen wuna prevalencia alta en la poblacion (~7-9%), afectando
principalmente a mujeres [13, 14]. Estas enfermedades son generadas debido a la
perdida de la tolerancia central en donde linfocitos B y T autoreactivos escapan a
la seleccion negativa y son exportados a la periferia, normalmente la activacién de
estas células es controlada por la tolerancia periférica, que incluye mecanismos
como la expresion de moléculas inhibitorias, anergia, ignorancia y supresion de la
activacion de células efectoras por parte de células T reguladoras (Tregs), sin
embargo en individuos susceptibles que expresan genes de predisposicion (como
algunos haplotipos del HLA), que sufren dafio del tejido, inflamacion o algunas
enfermedades infecciosas que promuevan el mimetismo molecular, se genera esta
perdida de la tolerancia lo que lleva al establecimiento y progresion de una
patologia autoinmune [14]. Que se caracteriza por la presencia elevada de auto-
anticuerpos en circulacion, un incremento de citocinas y quimiocinas en suero y de
la proteina C reactiva la cual es un indicador de inflamacion [15].

Dependiendo de los 6rganos o tejidos afectados las autoinmunidades han sido
clasificadas como 6rgano especifico algunos ejemplos son: Diabetes tipo | (T1D),
esclerosis multiple (MS), Miastenia Gravis, Enfermedad Inflamatoria de Bowel
(IBD) y Cirrosis Biliar Primaria (PBC). Otras enfermedades que reflejan una
afectacion en diferentes 6rganos son consideradas sistémicas como lo son Lupus
Eritematoso Sistémico (SLE), Psoriasis, Sindrome de Sjogren y Artritis
Reumatoide [13, 14].

11



Artritis Reumatoide

AR es la artropatia inflamatoria mas comun, la cual ademas de afectar a las
articulaciones tienen algunas manifestaciones extra-articulares que incluyen
afeccion en la piel como nddulos reumatoides (bultos firmes subcutaneos
generados de tejido inflamatorio), queratinoconjuntivitis (0jo seco), pleuritis,
pericarditis, glomerulonefritis, neuropatia periférica, fenémeno de Raynaud
(vasoespasmo recuerrente en dedos de manos y pies) entre otras [16]. Estas
manifestaciones extra-articulares se han relacionado en un incremento en la
morbilidad y mortalidad en los pacientes con AR [15].

En la AR como en muchas otras enfermedades autoinmunes se desconoce la
etiologia, sin embargo se considera ésta una enfermedad multifactorial debido a
que tanto factores genéticos como ambientales se han visto relacionados en el
desarrollo de esta enfermedad (Figura 1). En cuanto a factores genéticos se ha
observado que hay un incremento en el riesgo de desarrollo de AR en los
familiares de primer grado de un paciente con AR [17]. Los principales alelos
asociados a la susceptibilidad, son HLA-DRB1 *01, *04, *10, los cuales
representan el factor genético mas fuerte para el desarrollo de AR, principalmente
en aquellos pacientes con Anti-CCP positiva [18]. Por otro lado, individuos en lo
gue no se asocian los genes de HLA con el desarrollo de la enfermedad, se han
asociado alteraciones en otros genes tales como PTPN22 (Proteina tirosina
fosfatasa no receptora 22), STAT4, CCR6, CD40 y PADI4A ( Peptidil argnina
deaminasa 4, PADI) [17, 18] .

PADK es una enzima importante en el desarrollo de AR ya que es la enzima
encargada de convertir al aminoacido arginina en citrulina, los residuos de arginina
tienen un papel importante en la integridad estructural de la proteina, el cambio a
una citrulina genera la perdida de interacciones idnicas y crea nuevas
interacciones lo que genera cambios en la estructura y funcion de las proteinas, lo

gue ocasiona que se genere la perdida de la tolerancia [19].

Se considera que los factores ambientales también juegan un papel importante en

el desarrollo de AR, algunas infecciones como periodontitis causada por
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Porphyromonas gingivalis e infecciones por el virus Epstein—Barr se han asociado
con la patogénesis de la AR, en cuanto a la infeccion por Porphyromonas
gingivalis se sabe que esta expresa un ortélogo de la PAD promoviendo la
citrulinacion de péptidos que pueden ser detectados como autoantigenos, otros
factores como fumar debido a que se ha observado que el humo del cigarro
incrementa la expresion de PAD en pulmon lo que también lleva a la citrulinacion
de proteinas; se ha descrito que el péptido antimicrobiano LL37 es citrulinado y
gue es liberado durante la formacién de NETSs, lo que podria llevar a la induccion
de respuestas patolégicas importantes en el desarrollo de autoinmunidad [20].
También la deficiencia de vitamina D y obesidad se han asociado a la inducciéon de
la perdida de la tolerancia lo que desencadena en la produccién de

autoanticuerpos llevando al inevitable desarrollo de la enfermedad [9, 17, 21].

Uno de los primeros bio marcadores que se pueden detectar es la presencia de
auto anticuerpos anti-péptidos citrulinados ciclicos (Anti-CCP) y Factor reumatoide
(Anticuerpos contra la fraccion Fc de la IgG) ambos importantes en el diagnéstico
de la enfermedad [18, 22].

Uno de los primeros eventos con los que se inicia la enfermedad ocurre en los
organos linfoides periféricos (figura 2) donde los linfocitos T autoreactivos
activados por células presentadoras de antigenos (APCs) que presentan
autoantigenos proveen sefiales de cooperacién a linfocitos B autoreactivos los
cuales producen autoanticuerpos, éstos al reconocer a su autoantigeno citrulinado
(vimentina, fribronetina, fibrinbgeno, o enolasa, etc. citrulinadas) forman
inmunocomplejos lo cuales son depositados en la articulacion donde inducen la
activacion del complemento o bien activan a células de la respuesta inmune innata
como macrofagos, células cebadas y neutréfilos a través de los receptores Fc, tras
la activacion de estas células se producen citocinas pro inflamatorias y
quimiocinas, lo cual induce el reclutamiento de un mayor numero de células a la
cavidad sinovial exacerbando la inflamacién, estas células que arriban al sito de
inflamacion generan la formacion de un tejido invasivo llamado pannus [23] [24,
25].
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Figura 1. Etiologia de la AR. Los factores genéticos juegan un papel muy claro
en el desarrollo de AR, uno de los factores genéticos de riesgo mas importantes
son los haplotipos DRB1 del MHC II, sin embargo no todos los individuos que
presentan los haplotipos de riesgo desarrollan la enfermedad o bien no todos los
individuos con la enfermedad presentan este haplotipo, 0 algunos otros factores
genéticos de riesgo; lo que lleva a la implicacion de otros factores como lo son los
ambientales, se ha observado un mayor riesgo en el desarrollo de AR en
individuos que fuman cigarrillos sobre todo en la AR seropositiva ya que
incrementa la produccion de ACCP, algunos factores que se cree disminuyen el
riesgo del desarrollo de AR es la dieta mediterranea debido al consumo de
vegetales y frutas y altos niveles de anti oxidantes. Antes de presentar las
manifestaciones clinicas caracteristicas de la AR se pueden detectar la presencia
de ACCP y FR en suero de los individuos, aunque no queda aun claro como los
factores ambientales adicionales como estrés, trauma o infecciones algunos
pacientes reportan haber sufrido de estos antes de presentar las manifestaciones
clinicas de la enfermedad, esto lleva al incremento de la proteina C reactiva y la
velocidad de sedimentacion globular (VSG) asi como citocinas y quimiocinas las
cuales se pueden observar incrementadas poco tiempo antes de la presentacion
de la enfermedad la cual se caracteriza por sinovitis en una o varias articulaciones
(tomado de Isaacs, 2010 Nat Rev Immunol).
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Los macrofagos principalmente los de tipo M1 (Inflamatorios) contribuyen en la
patologia de la enfermedad ya que son fuente importante de citocinas como TNF-
a, IL-6, IL-1, quimiocinas y MMPs que favorecen el dafio y destruccion del
tejido[24].

Los fibroblastos sinoviales también tienen una participacion importante en el dafio
al tejido debido a que son activados por los altos niveles de citocinas pro
inflamatorias, y producen enzimas como MMPs, Prostaglandina E2 y citocinas pro

inflamatorias generando asi la destruccion del cartilago.

Los precursores de osteoclastos presentes en el tejido de la articulacion pueden
ser activados por los anticuerpos anti-CCP debido a en su superficie expresan
proteinas citrulinadas o bien a través de los receptores Fc que unen a los
imnunocomplejos formados por los autoanticuerpos; en ambos casos, se induce la
liberacién de IL-8 que actia de manera autocrina favoreciendo la maduracién de

los osteoclastos encargados de la reabsorcion 6sea [25].

Durante las primeras etapas del proceso inflamatorio de la AR se incrementa la
frecuencia de neutrdfilos en el fluido sinovial donde participan activamente debido
a que producen y liberan una gran cantidad de mediadores inflamatorios como
especies reactivas de oxigeno (ROS) y nitrégenos (NO), asi como diversas
enzimas proteoliticas como mieloperoxidasa (MPO), MMPs, elastasas, Trampas
Extracelulares de Neutrofilos (NETs), etc [26, 27].
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Figura 2. Diferentes etapas de la patogénesis de RA. a) El primer evento
inductor de la autoinmunidad se cree se genera en organos linfoides periféricos
donde los linfocitos T autoreactivos activados tras reconocer autoantigenos
estimulan a los linfoticos B autoreactivos para producir autoanticuerpos. b) estos
autoanticuerpos depositados en el sinovio ocasionan la propagacion de la
enfermedad debido a que pueden formar inmunoclomplejos y activar a las células
que han sido reclutadas lo que lleva a un incremento en el reclutamiento de
células llevando a la formacién del panus. c) la etapa final de la AR ocasiona el
dafio en el tejido debido a la activacion de las células en la articulacion y a la
liberacion de enzimas proteoliticas se genera la degradacion del cartilago y la
reabsorcion 6sea ( Tomado de Rommel et al 2007 Nat Rev Immunol)
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Neutroéfilos en autoinmunidad

Los neutrofilos son los leucocitos mas abundantes de la sangre, se originan en
médula 6sea y egresan a circulaciébn como células totalmente diferenciadas, son
las primeras células en ser reclutadas al sitio de inflamacion y representan nuestra
primera linea de defensa frente a microorganismos debido a suamplio espectro de
mecanismos como lo son la fagocitosis, como ya se menciond anteriormente
liberan diversas enzimas contenidas en sus granulos citoplasméaticos, asi como la
formacion de NETs [28] [29].

Sin embargo estos mecanismos que operan durante una infeccién también lo
pueden hacer durante la inflamacién estéril o en ausencia de patégeno como lo
son las autoinmunidades, debido a que los también neutréfilos pueden ser
activados por patrones moleculares asociados a dafo (DAMPs) e
inmunocomplejos [29].

Los neutréfilos en circulacién tienen un periodo de vida corto y normalmente
mueren por apoptosis en aproximadamente 24 horas, pero cuando estos son
activados en condiciones de inflamacion por algunas citocinas pueden extender su
longevidad por algunos dias, debido a que se induce la expresion de genes
antiapoptéticos como Mcl-1 que les permite continuar contribuyendo a la
inflamacion [9]. Algunos estudios han demostrado que los neutréfilos de vida larga
también tienen perfil de expresién diferente ya que se ha observado que
incrementan la expresion de CD54 y disminuyen la expresién de CXCR1 receptor
de IL-8, quimiocina importante para el reclutamiento de neutréfilos, estos
neutréfilos que se encuentran en circulacion provienen de una transmigracion
reversa, es decir estas células realizaron una migracion a través del endotelio
probablemente fueron activadas en los tejidos y logran regresar a la circulacion,
Los neutrofilos que realizaron la transmigracion tienen una apoptosis disminuida
en comparacion con los naive, in vivo se ha observado que el 1-2% de los
neutréfilos en circulacion de pacientes con una inflamacion sistémica tienen un
fenotipo de neutréfilos que realizaron transmigracion reversa (CD54h CXCR1)
[30].
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Los neutrofilos de pacientes con autoinmunidades como lo es AR o SLE, entre
otras estan mejor capacitados en su produccion de ROS, algunas citocinas como
RANKL y BAFF implicados en la activaciéon de osteoclastos y linfocitos B, asi
como tienen una mayor capacidad de formaciénde NETs [9, 26, 29]. La formacion
de NETs es un mecanismo importante de los neutréfilos que les permite liberar su
contenido de DNA, proteinas citoplasmaticas y enzimas normalmente contenidas
en sus granulos primarios, como MPO vy elastasa, granulos secundarios como
lactoferrina y de los granulos terciarios como MMP9. Esta red es importante para
combatir infecciones bacterianas, virales o por hongos ya que permite que los
microorganismos queden atrapados en esas redes y debido a que contienen esas
diferentes enzimas proteoliticas, citocinas y péptidos antimicrobianos pueden ser
de esta manera eliminadas [31].

Debido a que durante la formacion de las NETs hay liberacion de moléculas
intracelulares como DNA vy de proteinas que normalmente no estan disponibles al
sistema inmune, se cree que por ello, son fuente importante de autoantigenos
favoreciendo la disponibilidad de éstos a las clonas autoreactivas encargadas de
la produccion de autoanticuerpos (Figura 3), el DNA liberado es reconocido por los
receptores TLR 9 presentes en las células dendriticas plasmacitoides (pDCs) esto
desencadena la produccion de IFN tipo | y Il por parte de éstas células, que es
muy importante en el desarrollo de algunas patologias como SLE, también pueden
activar a las plaguetas lo que ocasiona la cascada de factores de coagulacion y
trombosis importantes en el desarrollo de enfermedades renales o bien puede
ocasionar el dafio a las células endoteliales por la liberacion de MMPs esto puede
ser ocasionar vasculopatias que es una caracteristica importante de mucha

enfermedades autoinmunes [29, 32].
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Figura 3. Participacion de los neutréfilos y la NETosis en el desarrollo de
autoinmunidades. Los neutréfilos pueden ser activados al detectar moléculas
provenientes de patdgenos o bien durante la inflamacion estéril por los DAMPs e
inmunocomplejos, esta activacién puede llevar a la muerte por NETosis lo que
ocasiona la formacion de las trampas extracelulares liberandose el contenido de
DNA, enzimas, citocinas y otras moléculas como histonas y péptidos
antimicrobianos lo que favorece la activacidon de macrofagos y células endoteliales
asi como la activacién de plaquetas y la produccion de IFN tipo I, las NETs
también pueden favorecer la activacion de linfocitos T y B para la produccion de
autoanticuerpos, todo esto impacta en el desarrollo de enfermedades autoinmunes
como SLE, vasculitis asociada a anticuerpos anticitoplasma ANCA (AAV),
Sindrome de anticuerpos antifosfolipidos (APS), enfermedad renal. (Tomado de
Gupta et al., 2016, Nat Rev, Nephrology).
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Durante la NETosis el DNA que se libera se encuentra en forma de cromatina es
decir esta unido a histonas las cuales son susceptibles a modificaciones post
traduccionales como la citrulinacion lo que permite la descondensacion de la
cromatina y la consecuente liberacion, estas proteinas citrulinadas que quedan
expuestas pueden ser reconocidas como autoantigenos, al estar éstos expuestos
los linfocitos B pueden reconocerlos y montar una respuesta que lleva a la
produccion de los autoanticuerpos contra péptidos citrulinados [28].

Se ha observado que algunos estimulos importantes para la generacion de NETs
son citocinas como TNF-a, IL-8 e IL-17A todas estas se encuentran de manera
abundante en el suero y liquido sinovial de los pacientes con AR; ademas también
se observd que los autoanticuerpos presentes en el suero de los pacientes
también son un estimulo importante que promueve la generacién de NETs, asi
mismo los autoanticuerpos presentes en los pacientes con AR pueden unirse a las
NETs uno de los principales epitopos descritos a los que se unen es vimentina
citrulinada, esto es importante ya que las NETs podrian estar sirviendo como una
fuente de autoantigenos, que permite mantener la respuesta patologia en las
autoinmunidades [28].

Ademas de la NETosis también se ha observado que los neutr6filos, mediante un
mecanismo todavia no identificado, pueden liberar su contenido de DNA
mitocondrial (mMtDNA); el cual contiene motivos CpG hipometilados al igual que las
bacterias; estos motivos son reconocidos por TLR9 presentes en las pDCs lo que
induce la activacionque y promueve la produccion de IFN tipo | que como se
menciond es importante en el desarrollo de SLE [33, 34]. A diferencia que en la
generacion de NETs, durante el proceso de expulsion del mtDNA los neutrofilos no
mueren, ni tampoco presentan dafio en su membrana plasmatica, pero si pueden
ser activados con el mtDNA que estan liberando, incrementando asi la respuesta
inflamatoria [33].

Los neutrofilos ademas participan en el proceso inflamatorio de las enfermedades
autoinmunes mediante la produccidn de citocinas y quimiocinas, se ha demostrado
gue los neutréfilos producen un amplio panel de citocinas como BAFF, RANKL, IL-
1a, IL-1RA, IL-1B, IL-7, IL-12, IL-18, IL-23, MIF, TGF-B1, TGF-B2, IFN-y, IL-17A e
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IL-17B y quimicinas como CCL2, CCL3, CCL4, CCL17, CCL18, CCL19, CCL20,
CCL22, CXCL1, CXCL2, CXCL3, CXCL4, CXCL5, CXCL6, CXCL8, CXCL9,
CXCL10, CXCL11, todas estas importantes en la activacion y reclutamiento celular

asi como para la activacion de osteoclastos [9, 35].
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Antecedentes directos

Como se comentd anteriormente los neutrofilos también producen IL-17A, nuestro
grupo describié en otra enfermedad inflamatoria cronica como es el asma, la
frecuencia aumentada de neutréfilos de sangre periférica productores de IL-17A
en comparacion de individuos sanos, siendo los pacientes con asma leve los que
presentaban una mayor frecuencia de estas células (figura 4A) [36]. Por otro lado
en estos pacientes se observd una disminucion en la frecuencia de células Thl7
(figura 4B). Lo que pone de manifiesto la importancia de los neutrofilos como

productores de dicha citocina.
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Figura. 4. La frecuencia de los neutréfilos IL-17A*se encuentra incrementada
en pacientes con asma leve. A) Frecuencia de neutrofilos IL-17A* en sangre
periférica de pacientes con asma e individuos sanos. B) Frecuencia de linfocitos T
CD4* en sangre periférica de pacientes con asma e individuos sanos.

Ademas la poblacion de neutrofilos productores de IL-17A también se ha visto
incrementada en diferentes patologias como lo son la fibrosis quistica [37],
enfermedades relacionadas con hongos como la queratitis fingica [38], asi como
enfermedades autoinmunes como psoriasis, donde observa que en la lesiones
psoriaticas hay un numero elevado de células cebadas y neutréfilos, ambas

poblaciones producen IL-17, que liberan a través de NETosis. De importancia
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sefalar que los linfocitos Thl7 no fueron la poblacién predominante en las
lesiones psoriaticas de los pacientes estudiados[39] .

Las células cebadas productoras de IL-17A también se han observado
incrementadas en el liquido sinovial de los pacientes con AR y que algunos
factores solubles como TNF-o, C5a e inmunocomplejos asi como el LPS inducen
la produccién de IL-17A estas células cebadas también la expresan el factor de
transcripcion de IL-17, ROR-yt [40].

Los neutrofilos productores de IL-17A también se encuentran incrementados en
muestras de tejido invasivo de cancer gastrico donde estos estarian favoreciendo
la angiogénesis promoviendo el progreso de la enfermedad [41].

La IL-17A producida por los neutréfilos es importante en el modelo murino de
isquémica-reperfusion en rifion ya que induce la produccion de IFN-y favoreciendo
la migracion de neutrofilos [42]. Esta poblacion de neutréfilos también es
importante durante la infeccion por pneumococo ya que la IL-17A producida por
los neutréfilos induce la produccion de IFN-y lo que favorece la activacion de
macréfagos inflamatorios (M1) y la eliminacién del patégeno [43].

En espondilitis anquilosante (EA) se ha observado que los neutrofilos son la
principal fuente de IL-17A ya que al analizar otras poblaciones como CD3y células
cebadas no se observo un incremento en la frecuencia de estas células positivas a
IL-17A en membrana sinovial de esos pacientes. Por otro lado cuando analizaron
pacientes con osteoartritis (OA) una enfermedad de etiologia diferente a EA no se
observaron incrementadas ni neutrofilos, ni células cebadas, lo que nos hace
pensar que esta poblacion es importante en la fisiopatologia de las enfermedades
autoinmunes [44].

Un aspecto importante de estos neutréfilos productores de IL-17A es conocer que
estimulos estan induciendo la produccion de IL-17A, aspecto que ha sido
abordado por diferentes grupos de investigacion y se ha observado que al igual
que las células Thl7 los neutréfilos expresan el factor de transcripcion de IL-17A
ROR-t el cual tras la activacion con las citocinas IL-23 e IL-6 es traslocado al
ndcleo donde se posa en el promotor de IL-17A y permite la transcripcion de esta
citocina [45, 46].
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Recientemente se ha observado que los neutr6filos provenientes de pacientes con
asma producen cantidades importantes de IL-17A cuando son estimulados con las
citocinas IL-23, IL-6 e IL-21 en contraste los neutrdfilos provenientes de individuos
sanos estimulados con las mismas citocinas, producen cantidades menores; ello
se debe a una incapacidad de fosforilacion de STAT3 factor de transcripcidon que
se encuentra rio abajo en la sefalizacion de estas citocinas [47].

Sin embargo se desconoce si hay algunos otros estimulos independientes de las
citocinas ya mencionadas que promuevan la produccion de IL-17A, durante el
proceso inflamatorio de la AR ademas de la produccion de estas citocinas hay
liberacién de mediadores inflamatorios los cuales pueden actuar como moléculas
asociadas a dafio (DAMPs) éstas activan a receptores de reconocimiento de
patron (PRRs) y desencadenan una cascada de sefializacion que termina en
produccion de citocinas pro inflamatorias como IL-6 e IL-1p exacerbando la
inflamacién en ausencia de infeccion.

Los neutréfilos poseen estos PRRs que pueden ser activados por los DAMPs
presentes en el microambiente de la AR sin embargo se desconoce si a través de
eta activacion se puede inducir la produccion de IL-17A.

En el modelo murino de AR mediado por autoanticuerpos K/BxN los neutréfilos
que se encuentran en la membrana sinovial son fuente importante de IL-1f, la cual
actia de forma autocrina y paracrina y permite la migracion y reclutamiento de

neutrofilos a la articulacion exacerbando la patologia de la AR [48].
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Justificacion

Interleucina 17 es una citocina pro inflamatoria que contribuye a la inflamacion y
cronicidad en la AR, las primeras células en ser descritas como productoras de
esta citocina fueron los linfocitos Thl7, por lo que implicé a estas células en el
proceso inflamatorio de la AR, sin embargo el nUmero de estas células es bajo en
la AR. Lo que lleva a pensar que otras células productoras de IL-17 son
importantes en la fisiopatologia de la AR. Debido a que los neutréfilos se
encuentran incrementados en la AR y que se sabe participan de manera activa en
la destruccion del cartilago, esta poblacion también podria estar contribuyendo a la
inflamacion mediante la produccion de IL-17, por lo que consideramos de
importancia evaluar la frecuencia de los neutrofilos productores de IL-17A en
pacientes con AR con el fin de analizar la importancia que tienen estas células
durante el proceso inflamatorio de la AR.
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Hipotesis

La poblacién de neutrdfilos IL-17A* se encuentra incrementada en pacientes con
AR con respecto a individuos sanos. Y diversos DAMPs presentes en el ambiente

inflamatorio de la enfermedad estimulan a los neutréfilos a producir IL-17.
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Objetivos

Objetivo general.

Evaluar la frecuencia y estimulos inductores de la produccion de IL-17A en

neutréfilos.

Objetivos especificos.

1-

Determinar la frecuencia de neutrdfilos IL-17A* de sangre periférica de
pacientes con artritis reumatoide.

. Evaluar la frecuencia de las células THl, TH2 y TH17 asi como su perfil de
activacion en sangre periferica de pacientes con AR.

. Determinar los niveles en suero de las citocinas proinflamatorias IL-6, IL-4,
IFN-y, IL-17A, IL-10, TNF-a e IL-2

Evaluar la capacidad de agonistas de TLR de inducir la produccién de IL-
17A en neutrofilos.

Evaluar la capacidad de moleculas asociadas a dafio liberadas durante la

inflamacion de la AR de inducir la produccion de IL-17A.

27



Metodologia

Disefio dela investigacion

- Estudio de casos y controles

- Observacional, transversal y descriptivo
Definicion dela poblacion

Criterios de inclusion
Grupo de AR
— Pacientes de ambos sexos
— Edad mayor o igual a 18 afios
— Diagnéstico de AR, acorde a criterios ACR/EULAR 2010
— Con o sin tratamiento farmacolégico (en caso de agente
biologico, unicamente con bloqueadores del TNF-a)

— Consentimiento informado firmado

Grupo control
— Individuos sanos

— Pareados por edad y sexo con el grupo de AR

Criterios de exclusioén

Criterios de no inclusion
— Proceso infeccioso activo
— Presencia de alergias, asma
— Coexistencia de enfermedad autoinmune, excepto Sindrome de

Sjogren

Criterios de eliminacion
— Retiro del consentimiento informado

— Muestra insuficiente
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Tablal. Definicibn devariables

17A*

Unidad de Definicion Definicion
Independiente Tipo
medida conceptual operacional
DAS28-VSG/CRP DAS28-VSG/CRP
<26 <26
AR remision
CDAI/SDAI CDAI/SDAI
<2.8 <2.8 + sin DP
DAS28-VSG/CRP DAS28-VSG/CRP
2.6-3.2 2.6-3.2
AR leve
CDAI/SDAI CDAI/SDAI
Cualitativa >2.8-10.0 >2.8-10.0 + DP
Actividad de AR
ordinal DAS28-VSG/CRP DAS28-VSG/CRP
3.35.1 3.3-5.1
AR moderada
CDAI/SDAI CDAI/SDAI
>10.0-22.0 >10.0-22.0 + DP
DAS28-VSG/CRP DAS28-VSG/CRP
>51 >51
AR sewvera
CDAI/SDAI CDAI/SDAI
>22 >22 + DP
Unidad de Definicion Definicion
Dependiente Tipo
medida conceptual operacional
Leucocito Leucocito
Neutréfilos IL- | Cuantitativa polimorfonuclear polimorfonuclear
Porcentaje
17A* continua productor de IL- productor de IL-

17A*

AR = Artritis reumatoide. DAS28-PCR =

Puntaje obtenido al evaluar la actividad de la

enfermedad en 28 articulaciones + los niveles séricos de proteina C reactiva. DP = Sefal
Doppler positiva obtenida mediante ultrasonido musculoesquelético.
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Deteccionde pacientes con AR

Se detectaron a los pacientes de acuerdo a los criterios de seleccidn, en la clinica
de AR de la consulta externa de reumatologia de los dias martes y jueves. Se
invitaron a los pacientes detectados a participar en el protocolo de investigacion y
se les programé una cita en martes para calculo de DAS28 y CDAI y para toma de

muestra y en jueves para realizacion de US7.

Calculode DAS28

A los pacientes que aceptaron participar en el protocolo de investigacién y
firmaron el consentimiento informado, se les calculé DAS28 y CDAI por medio del

interrogatorio y la exploracion fisica.

Tomade muestrade sangre

Posterior al calculo de DAS28, se obtuvo una muestra de 26 mL de sangre
periférica mediante venopuncién periférica en el area anterocubital, la cual fue
recolectada en un tubo seco vacutainer de tapa roja y en tubos de heparina
(HWB).

Realizacién de ultrasonido musculo esquelético
Se realizo el ultrasonido musculo esquelético con un equipo Esaote MyLab 25 con

transductor lineal con frecuencia de 18 mHz, posterior al calculo de DAS28 y de la

toma de muestra.

Medicionde VSGy cuantificacion de PCR

Se midio la velocidad de sedimentacion globular (VSG) y se cuantifico la proteina

C reactiva (PCR) en el laboratorio central del Hospital Juarez de México.
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Calculo de DS28-VSG/PCRYy SDAI

Se calcul6 el DAS28-VSG/PCRy SDAI con las determinaciones de VSG y PCR

Cuantificaciéon delos niveles séricosdecitocinas Tvl, TH2y THl7

Se determinaron los niveles de citocinas en suero de los pacientes e individuos
sanos utilizando el kit de BD CBA cat # 560484 que permite la determinacion de
citocinas como IL-17A, TNF-a, IL-6, IL-2, IL-4, IFN-y e IL-10.

Obtencion de PBMCs

Las células mononucleares de sangre periférica (PBMCs) se obtuvieron por
gradiente de ficoll (Ficoll-paque plus) segun las indicaciones del fabricante; la
sangre se diluyé 1:1 en amortiguador de fosfato salino, posteriormente se realizd
el gradiente de ficoll en una proporcién 1:2 se agrego la sangre evitando mezclarla
con el ficoll, se centrifugé a 400g durante 30 minutos a 20 °C, se obtuvo el anillo
de PMBCs y se evalud su viabilidad realizando una tincién con azul tripano, los

PBMCs obtenidos se utilizaron para la fenotipificacion de las células TH17 .

Tincién paracitometria de flujo paralinfocitos T

Las células se procesaron para la caracterizacién de las poblaciones mediante
citometria de flujo utilizando los anticuerpo especificos para las poblaciones
deseadas (anti CD3-FITC, CD4-PE, CD8-PB) asi como para moléculas de
activacion (anti CD69-APC y CRTAM-APC) durante 20 minutos a 4 °C
posteriormente se lavaron con PBS-1 % suero fetal bovino (SFB) posteriormente
las células fueron fijadas y permeabilizadas con Perm2 (BD Biosciences) para
luego realizar la tincion intracelular para las citocinas IL-4-PECy7, IFN-y-PE-Cy7,
IL-17-PerCP-Cy5.5 durante 30 minutos a temperatura ambiente (TA). Las células

fueron analizadas en el citometro de flujo LSRFortessa (BD Biosciences).
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Tincion paracitometria de flujo de neutréfilos.

Las células fueron tefiidas para citometria de flujo con los anticuerpos especificos
para las poblaciones de neutréfilos (CD177-FITC) y eosinofilos (IL-5Ra-PE),
ademas se marcaron para determinar moléculas de activacion con los anticuerpos
anti CRTAM-APC y CD69-APC a 4°C durante 20 minutos, una vez realizada la
tincién de superficie, las células fueron fijadas y permeabilizadas para realizar la
tincion intracelular con anti-IL-17A-PerCP-Cy5.5 durante 30 minutos a TA una vez
terminada la tincion se lisaron los eritrocitos con amortiguador de lisis de eritrocitos
(150mM NH4C1, 10 mM KHCO3, and 0.1 mM EDTA, pH 7.3). Posteriormente las

células se analizaron mediante citometria de fluo (Ramirez-Veldzquez, 2013).

Purificaciony estimulaciéon de neutroéfilos

Se purificaron neutréfilos a partir de sangre periférica de donadores sanos usando
el método de Ficoll, se sedimentaran los eritrocitos con PBS 3% Dextran,
posteriormente se recolectd el sobrenadante y con éste se realizd un gradiente de
ficoll lo cual permite la separacion de PBMCs y neutréfilos, se recolectaron los
neutréfilos y se lisaron los eritrocitos restantes con amortiguador de lisis de
eritrocitos, posteriormente se realizo el conteo celular mediante una tinciéon de azul
tripano, usando un contador automatico de células TC10 (Biorad). Las células se
pusieron en medio de cultivo RPMI y se sembré 1 millon de células en 1mL de
medio en placas de cultivo de 24 pozos, donde fueron estimuladas con los
respectivos reactivos HA50K, HA250K y HA completo 100ug/mL asi como con
TNFa 5, 10 y 20 ng/mL y con fibrinbgeno y peptidoglicano 1ng/mL durante 3 horas
en presencia del farmaco brefeldina (BFA) para inhibir trafico intracelular y poder
detectar la citocina dentro de la célula. Una vez terminada la incubacion se realizd

una tincion para citometria como se describio anteriormente.
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Ademas de la estimulacion con DAMPs y PAMPS los neutréfilos fueron
estimulados con las citocinas IL-6 a una concentracion de 20ug/mL e IL-23 a

2ug/mL durante 3 horas en presencia de BFA.

Andlisis e interpretacion de los resultados
El andlisis estadistico descriptivo e inferencial se realizé con el software Graph
Pad prism 6. Se utilizé la prueba de Mann-Whitney cuando se analizaron dos

grupos y Kruskal-Wallis cuando mas de dos grupos fueron analizados.

Aspectos éticos

El presente protocolo se realiz6 de acuerdo a lo dispuesto en la Ley General de
Salud, cuya ultima reforma fue publicada en el Diario Oficial de la Federacién el 18
de diciembre de 2007, asi como con el Reglamento de la Ley General de Salud en
Materia de Investigacion en Salud, cuya ultima reforma fue publicada en el Diario
Oficial de la Federacionel 6 de enero de 1987. Ademas, el estudio se apega a los
principios de la Asamblea Médica Mundial para la investigaciéon en seres
humanos, establecidos en la Declaraciéon de Helsinki en 1964 y sus diferentes
revisiones, siendo la Ultima la de Fortaleza, Brazil en 2014. El presente trabajo de
acuerdo a la Ley General de Salud en Materia de Investigacion para la Salud
investigacion, Titulo Segundo sobre Los Aspectos Eticos de la Investigacion en
Seres Humanos, Capitulo I, Articulo 17, Seccion lll, se categorizO como una
investigacion con riesgo minimo debido a que sélo se extrajo un volumen de
sangre de 12 mL por puncién venosa a adultos hemodinamicamente estables en
una sola ocasion. Este estudio requiri6 consentimiento informado para los
pacientes evaluados de manera prospectiva. Asimismo, el proyecto se sometio a
la aprobacion por el comité de Etica, Investigacion y Bioseguridad del Hospital

Juarez de México.
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Resultados

Caracteristicas de pacientesy controles

Analizamos 106 pacientes que fueron diagnosticados con artritis reumatoide de
acuerdo a los criterios descritos por el Colegio de Reumatologia Americano por
sus siglas en ingles (ACR) y la Liga Europea contra el reumatismo (EULAR). Las
caracteristicas demograficas y clinicas obtenidas de los resultados de laboratorio
se encuentran descritas en la tabla 1. ElI 87.7% (93) de los pacientes fueron
mujeres y el 12.2% (13) hombres; promedio de la edad de los pacientes fue 50.7
anos [11.2. El 86.1% de los pacientes tenia factor reumatoide por arriba de los
niveles normales (>60U/ml), el 80.3% de los pacientes tienen velocidad de
sedimentacion globular arriba de lo normal y el 9.2% tiene PCR arriba de los
niveles normales. EI 13.8% de los pacientes tienen un familiar de primer grado con
alguna enfermedad autoinmune. Al analizar las manifestaciones extra-articulares
secundarias de AR el 14.6% tienen nédulos reumatoides actuales, el 1.8% de los
pacientes tienen fenobmeno de Raynaud, solo el 0.9% de los pacientes tienen
vasculitis cutdnea; el 79.4% presentaron sindrome de ojo seco y el 79.4%
presentaba erosion Osea (tabla 2). El grupo control incluyo 46 individuos sanos
65% (30) mujeres y 35% (16) hombres; la media de edad del grupo control fue de
42.3 12.5; y ninguno de los individuos en este grupo tenia familiares de primer
grado con enfermedades autoinmunes. Ninguno de los pacientes o del grupo
control, presentaron sintomas de infeccion cuando se realizo la toma de muestra.

Todos los individuos incluidos en este proyecto dieron su consentimiento

informado por escrito para la toma de muestra.
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Tabla 2: Caracteristicas de los sujetos analizados

Pacientes AR

Controles Sanos

Sexo Femenino/Masculino
Edad (afios) (mediat SEM)
Anti-CCP (UI/L) (mediat SD)
FR (U/ml) (mediat SD)

VSG mm/h (mediat SD)
PCR mg/dL (mediax SD)

Tiempo de evolucion (afios)

(mediat SEM)

93/13

50.7+ 1.2

322.2+282.1

431.2 +701.98

32.4 £13.25

1.35+ 1.74

9.4 +0.81

30/16

423 +25

ND

ND

19.2 £11.36

0.33 £0.07

ND

ND: No determinado
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Tabla 3: Manifestaciones extra-articulares presentadas por los pacientes al

momento de latoma de muestra.

Manifestacion extra-articular % (n)
Nédulo Reumatoide 14.6% (16)
Fendémeno de Raynaud 1.8% (2)
Vasculitis cutanea 0.9% (1)
Queratoconjuntivitis sicca 79.4 (84)
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Clasificacionclinicade pacientes deacuerdo a DAS-28-PCRYy

relacion dela actividad clinicacon el indice neutroéfilos/linfocitos

La AR puede clasificarse segun, el instrumento clinico, DAS-28 que toma en
cuenta la inflamacién y dolor de 28 articulaciones (manos, codos, hombros,
rodillas) ademas del resultado de la determinacion de PCR, en 4 grupos: remision,
pacientes con baja actividad, con moderada actividad y con alta actividad. De
acuerdo a esos criterios, la cohorte estudiada se subdividié de la siguiente
manera: 38 pacientes en remision (DAS-28 < 2.6), 14 con baja actividad (DAS-28
2 2.6 <3.2), 45 con actividad moderada (DAS-28 23.2 <5.1) y 9 con alta actividad
(DAS-28 25.1)

De acuerdo a los resultados provenientes de la biometria hematica, el porcentaje
de neutréfilos de los pacientes estuvo incrementado en comparacion a los
individuos del grupo control (media 63.9% +10.73 AR vs. 58.01% +6.17 sanos
p=0.0004); (figura 5) sin embargo, en ambos casos los valores se encuentran
dentro el rango considerado como niveles normales. Se ha reportado que el indice
neutréfilos/linfocitos (NLR) se relaciona con el indice de actividad de la
enfermedad [11]; en ese sentido, observamos que el grupo con el menor indice
fue el de remision 2.5 +0.43, el de los pacientes con baja actividad fue de 3.2
+0.93, de los pacientes con moderada fue de 5.3 +0.84 y pacientes con alta
actividad fue de 3.61 £1.27 (figura 6). Estos resultados coinciden con los lo
reportados previamente por Tekeoglu y cols [11] y nos indican que los numeros

circulantes de neutréfilos impactan en el estado de actividad de la enfermedad.
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Figura 5. Frecuencia de neutrdfilos en pacientes con AR se encuentra
incrementada con respecto al grupo control. La frecuencia de neutréfilos de

acuerdo a la cuenta clinica de la biometria heméatica (BH).
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Figura 6. NLR se encuentra incrementado en los pacientes con moderada
actividad de AR. Se calculé en NLR usando el niumero de neutréfilos y linfocitos
obtenidos de la biometria hematica.
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Frecuenciade neutro6filos IL-17A+

A partir de sangre periférica de pacientes y de individuos sanos se analizo la
frecuencia de los neutréfilos que expresan IL-17A. En la figura 7, se muestra la
estrategia de andlisis de los resultados provenientes de la citometria de flujo que
nos permitio identificar a dicha poblacion; en primera instancia se seleccionaron
los eventos simples usando FSC-A vs FSC-lin, posteriormente se identificd la
poblacion de granulocitos mediante FSC vs SSC, a partir de esa region, se
identificd a los neutr6filos por su expresion de CD177. La molécula CD177 es una
integrina que identifica una subpoblacién de neutr6filos que corresponden al 45 %
y 65 % de las células circulantes, esta molécula se expresa en los neutr6filos en
maduracion desde la etapa de metamielocito y la proporcion de los neutréfilos
CD177+ permanece estable en los individuos independientemente de la edad,
genero o estado de activacion [49].

Debido a que se observo una poblacién positiva y otra negativa para CD177; se
realizd6 una tincién doble, empleando el anticuerpo contra la molécula CD66b
como otro marcador de neutréfilos, y como se muestra en la 5B, tanto las células
CD177 negativas como las positivas, expresaron CD66b, por lo tanto ambas
poblaciones son neutréfilos y nosotros usamos la suma de ambas poblaciones
para determinar a la poblacion de neutrofilos IL-17A+. En la figura 8A y 8B, se
muestra la 3 ejemplos representativos de frecuencia de neutrdfilos productores de
IL-17A en pacientes con AR y en individuos sanos. Se puede observar que
existen pacientes con una frecuencia baja (1.16%) pacientes con una frecuencia
intermedia (3.25%) y con frecuencia alta (19.92%). Para el caso de las personas
sanas, se observaron frecuencias bajas, en el ejemplo de la Figura 8A panel
inferior (0.028%, 0.14% y 0.43%).

En la figura 8B, se muestra el analisis de los 106 pacientes y los 46 individuos
sanos, observamos una mayor frecuencia de los neutréfilos IL-17A+ en pacientes
con AR que en los individuos sanos, media 1.2 03.18% vs. 0.07 00.1%
respectivamente. EI mismo comportamiento se observd, con el numero absolutos

de neutroéfilos productores de IL-17A  para paciente, media 42.1 (199.4 x 103/ml
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vs. controles sanos ,media 3.42 [14.0 x 103/ml, p<0.0001) (figura 8C). Con todos
los resultados de pacientes y controles, se definid un valor de corte, considerando
3 veces la desviacidon estandar, para el caso de la frecuencia fue de 0.45% y
5x10%/ml para el caso del numero absoluto; eso valores se indican como una linea
punteada, en las figuras 8By 8C.

Es importante mencionar que 105 de los pacientes estaban recibiendo
medicamentos sintéticos modificadores de la enfermedad (DMARDS) (tabla 4) y 1
paciente se encontraba sin medicacion al momento de la muestra, sin embargo no
observamos una correlacién entre el medicamento recibido y la frecuencia de los
neutrofilos IL-17A+.

El andlisis de la frecuencia de neutréfilos productores de IL-17A con respecto a la
actividad clinica, mostré que independientemente del estadio de actividad hay un
incremento en la frecuencia de neutrofilos IL-17A comparado con el grupo de
individuos sanos (figura 9A), resultado que nos indica que los mecanismos
moleculares y celulares estan activos incluso cuando los pacientes no presentan
una inflamacion clinica (remisién).

Cuando analizamos el tiempo de evolucion de la enfermedad y la frecuencia de
neutr6filos IL-17A+, observamos que los pacientes con reciente diagnostico
(media de 3.5 [14.24 anos) presentan una elevada frecuencia de neutrdfilos IL-
17A+ (figura 9B) en cambio los pacientes con una mayor tiempo de evolucion de
la enfermedad (media de 82 (8.1 afos), son Ilos que tienen una menor
frecuencia de esa poblacién; lo que nos pone de manifiesto la importancia de

estas células en el inicio de la enfermedad.
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Figura 7. Estrategia de andlisis. A) Los neutrofilos fueron identificados a partir de
la seleccion de eventos simples (dot plot superior izquierdo) de acuerdo a tamafio
(fsc) y complejidad (ssc) se selecciond la region de granulocitos y con la expresion
de CD177 se determind la poblacion de neutrofilos CD177. Se usé un control de
isotipo para identificar a las células positivas a IL-17A. B) Las células fueron
tefiidas con anti-CD66b-PE y anti-CD177-FITC para corroborar que las células
CD177- fueran neutr6filos podemos observar que éstas también expresan este
marcador de neutrofilos CD66Db.
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Figura 8. La frecuencia de neutrofilos IL-17A se encuentra incrementada en
pacientes con AR. A) Ejemplo representativo la citometria de flujo de 3 pacientes
y 3 controles. B) Frecuencia de neutréfilos IL-17A+ en pacientes e individuos
sanos. C) Numeros absolutos de neutrofilos productores de IL-17A por ml de

sangre fueron calculados utilizando la formula:

Leucocitos x% Neutrofilos en BH x %Neutrofilos IL-17A+ (Citometria)x 1000

Se utilizd la prueba U de Mann—Whitney p <0.0001.
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Tabla 4. Esquema de medicamento recibido por los pacientes con AR

DAMRD sintético Porcentaje de pacientes Prednisona
recibiendo este medicamento
% (n)
MTX 27.1% (28) 2.9% (3)
LEF 2.9% (3)
HCQ 3.8% (4)
SSZ 7.6% (8) 3.8%(4)
MTX + SSZ 13.5% (16)
MTX + HCQ 21.6% (23) 5.6% (6)
MTX + LEF 2.9% (3)
HCQ + SSZ 3.8% (4) 0.9% (1)
SSZ + LEF 3.8% (4)
MTX + HCQ + SSZ 3.8% (4) 0.9% (1)
HCQ + SSZ + LEF 2.9% (3)
MTX + SSZ + LEF 2.8% (3) 0.9% (1)
MTX+ HCQ + LEF 1.94% (2) 0.9% (1)

MTX= Metotrexato; LEF=Leflunomida; HCQ=Hidroxicloroquina; SSZ=Sulfasalazina
Todos los pacientes estaban recibiendo dosis baja de prednisona <10mg/dia.
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one-way ANOVA p=0.034. las barras indican SD.
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Citocinas séricas

Se midieron los niveles de citocina, en el suero de pacientes e individuos sanos,
usando un kit de deteccién basado en perlas para citometria de flujo. Como se
muestra en la figura 10, no se observo diferencia significativa entre ambos grupos,
en los niveles de IL-10, IL-4, IFN-y e IL-17A. En cambio las citocinas IL-6 y TNF-o
se detectaron incrementadas con respecto a los individuos sanos (Figura 10), de
importancia sefialar, que ambas citocinas han sido descritas como moléculas
importantes en la inmunopatologia de AR. De manera interesante los niveles
séricos de IL-17A, tampoco mostraron diferencia entre pacientes e individuos
sanos, inclusive, los pacientes con mayor frecuencia de neutrofilos IL-17A+ no
presentan niveles elevados de IL-17A, lo cual nos sugiere que la IL-17A que esta
siendo liberada, podria estar siendo utilizada por otras células o por el mismo
neutréfilo para promover algunos de los efectos inflamatorios caracteristicos en la
AR. Otra posibilidad es que se requiera un estimulo adicional que promueva la
liberacién de IL-17A dado, que la observamos de manera intracelular en los

neutréfilos de sangre periférica.

Frecuenciadelinfocitos Th17

Una de las primeras fuentes de IL-17A que fue descrita fueron los linfocitos Thl7,
cuando, analizamos la presencia de estas células en sangre periférica periféricas
de los pacientes con AR; no observamos un incremento en la poblacién de
linfocitos Th17 con respecto a los individuos sanos (figura 11), por lo que podemos
considerar que los Thl7, no son la fuente mas importante de dicha citocina, lo que
nos sugiere, que los neutréfilos podrian ser la mayor fuente de IL-17A durante el

proceso inflamatorio de la AR.
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Figura 10. IL-6 y TNF-a se encuentran incrementados en el suero de los
pacientes, no asi IL-4, IL-10, IFN-y e IL-17A. Al analizar los niveles séricos de las
citocinas observamos que solo IL-6 y TNF-a se encuentran incrementada en los
pacientes con AR
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Figura 11. Frecuencia de linfocitos Th1l7. Mediante citometria de flujo se
determind ex vivo la frecuencia de los linfocitos Th17 no observamos diferencias
en éstas células en los pacientes y los individuos sanos.
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Estimulacionde neutrofilos con DAMPS

Neutréfilos provenientes de donadores sanos fueron estimulados con diferentes
DAMPS como son: &cido hialurénico de bajo peso molecular (50K y 250K), acido
hialuronico completo (HA) , fibrinbgeno, asi como con la citocina TNF-a y el PAMP
peptidoglicano. Después de 3 horas de cultivo, se realizo la tincion intracelular
para la deteccion de IL-17A. En la Figura 12, podemos observar que el acido
hialurénico de alto peso molecular HA induce un claro incremento en la frecuencia
de neutrofilos IL-17A+ (2% en la poblacién no estimulada vs 45.2% en la
estimulada con HA), mientras que los HA de bajo peso molecular no inducen
incremento en la produccion de IL-17A.

Para el caso de TNF-a, no observamos ningun efecto sobre el incremento en la
poblacion de los neutrofilos productores de IL-17A, a ninguna de las
concentraciones (5,10,20 ng/ml) empleadas para estimular; mientras que cuando
se estimulé con peptidoglicano y fibrinbgenos pudimos observar un incremento en
la poblacion de neutréfilos IL-17A+ del 30% y 42.3% respectivamente.
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Figura 12. Estimulos inductores de IL-17A. Los neutrofilos fueron estimulados
con 4cido hialuronico (HA), HA-50K y HA250K 100 pg/mL, TNF-a 5, 10 y 20 ng/mL

y peptidoglicano y fibrinbgeno 1ng/mL.
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Estimulacionde neutrofiloscon IL-6 e IL-23

IL-6 e IL-23 son dos de las citocinas importantes para la diferenciacion de las
células T naive a células productoras de IL-17A, tomando esto en cuenta nosotros
estimulamos neutréfilos provenientes de individuos sanos con éstas citocinas
durante 3 horas, al termino del cultivo, mediante tincion intracelular se determino la
presencia de IL-17A. En la Figura 13, observamos que no existe diferencia
estadistica significativa entre la frecuencia de neutréfilos IL-17A+ cultivados con
esas citocinas con los cultivados en ausencia de estimulo (media de 2.56 [12.1vs
042 [10.1). Consideramos importante analizar neutrofilos provenientes de
pacientes con AR y realizar los mismos ensayos, asi como determinar la presencia
de la citocina en el sobrenadante de lo cultivos, para tener resultados

concluyentes.
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Figura 13. La estimulacién de con las citocinas IL-6 e IL-23 no incrementa la
produccion de IL-17A en neutrofilos provenientes de individuos sanos. Los
neutréfilos provenientes de 3 distintos donares fueron estimulados con las
citocinas IL-6 20ug/mL e IL-23 2ug/mL y tefidos intracelularmente para la
deteccion de IL-17A, se muestra el dot plot no estimulado (NE) del donador 1.
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Discusién

En el presente trabajo, estudiamos una cohorte de pacientes con diagndstico de
AR y demostramos que en sangre periférica de esos pacientes, se encuentra
incrementada la poblacion de neutréfilos que producen IL-17A en comparacion del
grupo control de individuos sanos. Ese incremento es independiente al estadio
clinico de la enfermedad, inclusive se observd en aquellos pacientes que se
definen en estado de remision; por lo tanto es probable que la alta frecuencia de
estas células contribuye a la incapacidad que tienen los pacientes de alcanzar un
estado de ausencia de sintomas. Consideramos que es importante el hallazgo que
sefiala la asociacion de alta frecuencia de neutrofilos productores de IL-17A con el
tiempo del diagnéstico de la enfermedad, aquellos pacientes de mas reciente
diagnostico son los que presentaron una alta frecuencia de la mencionada
poblacidén de neutréfilos; lo que sugiere que serian mas importantes en la parte
temprana de la inmunopatologia de la enfermedad, es importante mencionar que
independientemente el tiempo de evolucion de los pacientes todos estaban
recibiendo farmacos sintéticos modificadores de la enfermedad (DMARDsS) como
metotrexato, leflunomida, sulfasalazina, hidroxicloroquina y el 15.9% de los
pacientes ademas de al menos un DMARD estaban recibiendo prednisona, no
observamos diferencias en la frecuencia de neutrofilos IL-17A+ y el esquema de
medicamentos recibidos por los pacientes.

Se ha sugerido el papel de los neutréfilos productores de IL-17 en diversas
enfermedades que cursan con procesos inflamatorios; en ese sentido, se han
encontrado abundantemente a estas células en las articulaciones facetarias de
pacientes con espondilitis anquilosante avanzada [44], también se han observado
elevados en pacientes con fibrosis quistica, en particular en aquellos que
presentan ausencia de fenilalanina 508. Durante las exacerbaciones pulmonares
fue cuando se observé un elevado porcentaje en esputo y sangre periférica de
estos pacientes. Y dando que los individuos presentaban infecciones con P.
aeruginosa y algunos con S. aureus o Aspergillus fumigatus, se pudo comprobar
gue después de haber recibido el tratamiento con antibiéticos, ya no se detectaron

neutr6filos IL-17 ni en esputo ni en sangre periférica; lo que sugiere que la
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activacion via receptores tipo Toll o lectinas tipo C podrian estar participando en la
produccion de IL-17A en los neutréfilos [37]. En ese sentido, especulamos que los
DAMPs liberados durante la AR, estarian siendo reconocidos por los TLR vy asi
inducir la produccion de IL-17 por los neutrofilos de los pacientes con AR.
Nosotros observamos que al estimular con agonistas de TLR4 y 2 se induce la
producciéon de IL-17A en los neutréfilos de individuos sanos, lo que apoya nuestra
especulacion, sin embargo sera importante analizar si los neutréfilos provenientes
de los pacientes con AR presentan el mismo comportamiento cuando son
estimulados con los DAMPs y esos estimulos también conducen a la liberacion de
la IL-17A por parte de los neutrdfilos.

El cancer géastrico es otra patologia donde nimeros elevados de neutréfilos en
sangre periférica se asocia con mal pronostico, ademas son los neutrofilos
productores de IL-17, la poblacion de neutrofilos mas abundante en el margen
invasivo de los tumores donde promueven la liberacion de quimiocinas por parte
de las células cancerosas gastricas y también liberan metaloproteina 9, que podria
estar participando en promover angiogénesis, y la progresion del cancer [43]. En
sangre periférica de pacientes con asma especialmente en aquellos pacientes con
asma alérgica a hongos, también han sido reportada elevada frecuencia de
neutréfilos productores de IL-17A, y recientemente se publicé que los neutréfilos
de pacientes con asma producen mayores cantidades de IL-17 que los neutrdéfilos
de individuos sanos cuando se estimulan con IL-6, IL-23 e IL-21. Nosotros
observamos niveles elevados de IL-6 en el suero de los pacientes con AR, lo que
nos sugiere que esa citocina, podria estar promoviendo la produccionde IL-17 por
los neutréfilos [43, 46, 47, 50]. Sin embargo cuando estimulamos neutréfilos
provenientes de individuos sanos con IL-6 e IL-23 observamos solo un ligero
incremento en la poblacion de neutréfilos IL-17A+ que no fue estadisticamente
significativo al compararlos con los no estimulados, pero resulta de vital
importancia evaluar si estas citocinas son importantes para la induccion de la
produccién de IL-17A en neutrofilos de pacientes con AR, debido a que ha
reportado que los neutréfilos de sangre periférica de pacientes con AR presenta

un fenotipo de activacién, caracterizado por la disminucién de apoptosis a través
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del incremento de Mcl-1 y activacion de los factores de transcripcion Nfk.b y
FoxO3a [13, 50, 51]. En cambio, los neutréfilos de individuos sanos son un tanto
inactivos, por lo que requieren de un pre-estimulo (primming) para aumentar la
expresion de moléculas de adhesién que les facilita la migracion de sangre
periférica hacia los tejidos inflamados, por lo tanto resulta de vital importancia,
analizar, si el pre-estimulo con los DAMPs, condiciona a los neutréfilos de
individuos sanos a responder a IL6-, IL-21 e IL-23, como se demostrd para los
neutréfilos provenientes de pacientes con asma. Ademas seria importante
identificar si la poblacion de neutréfilos IL-17A+ que observamos pertenece a los
neutréfilos que realizaron transmigracion endotelial reversa (rTEM) es decir que
regresan de los sitios de inflamacion a la circulacion sanguinea [52]; Se ha
observado que pacientes con pancreatitis aguda que presentaron sindrome de
dificultad respiratoria tienen una mayor frecuencia de los neutrofilos rTEM y éstos
correlacionan con una mayor severidad de la dificultad respiratoria [53].

Por otro lado, consideramos importante realizar un estudio prospectivo para
determinar si el incremento en esta poblacion tiene algun valor predictivo de
recaidas o si tuvieran alguna relacion con las comorbilidades, en particular con la
erosion 6sea. Ademas el hecho de que los neutr6filos IL-17+ estén mas elevados
en pacientes con reciente diagnostico menos de 3.5 afios mientras que los
pacientes con mas de 8 afios tienen frecuencias mas bajas nos sugiere que tienen
un papel importante en el inicio de la AR, por lo que habria que ampliar el numero
de este tipo de paciente a través de un estudio multicentrico. Otro aspecto que
deberad analizarse, sera el impacto del tratamiento sobre dicha poblacién de
neutr6filos, a pesar que en el presente trabajo no se observd ninguna correlacién
con el tipo de tratamiento que los pacientes estaban recibiendo al momento del
analisis.

En conclusién nuestro trabajo sugiere que los neutréfilos de sangre periférica
productores de IL-17A participan en la respuesta inmune innata que contribuye a

sostener la inflamacion articular observada en los pacientes con AR.
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Conclusiones

e La frecuencia de neutrofilos productores de IL-17A en sangre periférica se
encuentra incrementada en los pacientes con AR con respecto a los
individuos sanos.

e El incremento en sangre periférica de la frecuencia de neutréfilos
productores de IL-17A es independiente del estadio de actividad de la
enfermedad.

e La estimulacién a través de TLR-2 y TLR4 por fibrinbgeno y peptidoglicano
inducen la produccion de IL-17A en neutrofilos de donadores sanos.

e Laestimulacion de las citocinas IL-6 e 1L-23 no induce la produccién de IL-

17A en neutréfilos de individuos sanos.
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Perspectivas

1. Evaluar prospectivamente si el incremento de la frecuencia de neutréfilos
IL-17A impacta en el cambio de estado de actividad de la enfermedad.

2. ldentificar si la poblacién de neutréfilos productora de IL-17A corresponde a
los neutréfilos que realizaron transmigracion reversa.

3. Evaluar si las citocinas IL-6, IL-23 e IL-21 tienen un papel en la produccion
de IL-17A en neutréfilos provenientes de pacientes.

4. Analizar si los DAMPs y PAMPs tilizados en este trabajo inducen la

produccion de IL-17A en neutrofilos provenientes de pacientes con AR.
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ANnexo

AR Artritis reumatoide

ACR Colegio americano de reumatologia
Anti-CCP Anticuerpos anti péptido ciclico citrulinado
APC Célula presentadora de antigeno

BFA Brefeldina

BH Biometria hematica

CDAI indice clinico de actividad de la enfermedad
DAMP Patrones moleculares asociados a dafio
DAS28 indice de actividad de la enfermedad

DNA Acido desoxiribonucleico

EA Espondilitis anquilosante

EULAR Liga europea contra el reumatismo

FC Fraccion cristalizable

FR Factor reumatoide

GM-CSF Factor estimulador de colonias de granulocitos-monocitos
HA Acido hialurénico

HLA Antigeno leucocitario humano

HWB Sangre total heparinizada

IBD Enfermedad inflamatoria de Bowel

IFN Interferén

IL Interleucina

LPS Lipopolisacarido

M-CSF Factor estimulador de colonia de monocitos
MMP Metaloproteinasa de matriz

MPO Mieloperoxidasa

MtDNA Acido desoxiribonucleico mitocondrial
NETS Trampas extracelulares de neutréfilos

NLR Relacion linfocitos neutréfilos

OA Osteoartritis

PAD Peptidil arginasa deaminasa

PAMP Patron molecular asociado a patégenos
PBC Cirrosis biliar primaria

PBMCs Células mononucleares de sangre periférica
PCR Proteina C reactiva

PRRs Receptores de reconocimiento de patron
RANK Receptor activador del factor nuclear kB
RANKL Ligando del Receptor activador del factor nuclear kB
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ROS
SDAI
SLE
T1D
TLR
TNF-a
us
VSG

Especiesreactivas de oxigeno

indice simplificado de actividad de la enfermedad
Lupus eritematoso sistémico

Diabetes tipo 1

Receptor tipo toll

Factor de necrosis tumoral alfa

ultrasonido

Velocidad de sedimentacion globular
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