Neurologia. 2019;34(8):503—509

NEUROLOGIA

Sociedad Espafiola 0
de Neurologia

~, oJ

ORIGINAL

NEUROLOGIA

www.elsevier.es/neurologia

Check for
updates

La respuesta sistémica Th17/IL-17A aparece antes del
proceso neurodegenerativo en el hipocampo de ratas
expuestas a bajas dosis de ozono

H. Solleiro-Villavicencio y S. Rivas-Arancibia*

Departamento de Fisiologia, Facultad de Medicina, Universidad Nacional Auténoma de México, Ciudad de México, México

Recibido el 31 de marzo de 2017; aceptado el 3 de abril de 2017
Accesible en linea el 3 de junio de 2017

PALABRAS CLAVE
Células T
colaboradoras 17;
Interleucina-17A;
Modelo de
enfermedad de
Alzheimer;
Neurodegeneracion;
Exposicion al ozono;
Contaminacion
atmosférica

Resumen

Introduccion: La exposicion a dosis bajas de O3 conduce a un estado de estrés oxidativo.
Algunos estudios muestran que el estado de estrés oxidativo puede modular tanto el SNC como
la inflamacion sistémica, que son importantes para el desarrollo de la enfermedad de Alzheimer.
Objetivo: Evaluar la frecuencia de células tipo Th17, la concentracion de IL-17A en plasma y
la inmunorreactividad del hipocampo a IL-17A en ratas expuestas a dosis bajas de Os.
Métodos: Ciento ocho ratas Wistar machos fueron divididas en 6 grupos (n=18) con los siguien-
tes tratamientos: control (sin O3) y O3 (0,25 ppm, diario por 4h) durante 7, 15, 30, 60 y 90 dias.
De cada grupo se decapitaron 12 animales, se tomo una muestra de sangre periférica para aislar
el plasma y las células mononucleares. La IL-17A plasmatica se evalué mediante LUMINEX y la
frecuencia de células de tipo Th17 por citometria de flujo. Las ratas restantes se anestesiaron
y se perfundieron para inmunohistoquimica en el hipocampo.

Resultados: Muestran que la exposicion durante 7 dias a Oz produce un aumento significativo
en la frecuencia de células tipo Th17 y los niveles de IL-17A en sangre periférica. Sin embargo,
existe una disminucion de Th17/IL-17A en la periferia desde el dia 15. También se encontré6 un
aumento de IL-17A en el hipocampo desde los 30 dias de exposicion.

Conclusién: EL O3 produce un efecto sistémico a corto plazo de tipo Th17/IL-17A y un aumento
de IL-17A en el tejido del hipocampo durante el proceso neurodegenerativo cronico.
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Abstract

Introduction: Exposure to low doses of O; leads to a state of oxidative stress. Some studies
show that oxidative stress can modulate both the CNS and systemic inflammation, which are
important factors in the development of Alzheimer disease (AD).

Objective: This study aims to evaluate changes in the frequency of Th17-like cells (CD3*CD4*IL-
17A%), the concentration of IL-17A in peripheral blood, and hippocampal immunoreactivity to
IL-17A in rats exposed to low doses of Os.

Methods: One hundred eight male Wistar rats were randomly assigned to 6 groups (n = 18) recei-
ving the following treatments: control (O; free) or O3 exposure (0.25 ppm, 4 hours daily) over
7, 15, 30, 60, and 90 days. Twelve animals from each group were decapitated and a peripheral
blood sample was taken to isolate plasma and mononuclear cells. Plasma IL-17A was quantified
using LUMINEX, while Th17-like cells were counted using flow cytometry. The remaining 6 rats
were deeply anaesthetised and underwent transcardial perfusion for immunohistological study
of the hippocampus.

Results: Results show that exposure to Oz over 7 days resulted in a significant increase in the
frequency of Th17-like cells and levels of IL-17A in peripheral blood. However, levels of Th17/IL-
17A in peripheral blood were lower at day 15 of exposure. We also observed increased IL-17A
in the hippocampus beginning at 30 days of exposure.

Conclusion: These results indicate that O3 induces a short-term, systemic Th17-like/IL-17A
effect and an increase of IL-17A in the hippocampal tissue during the chronic neurodegenerative
process.

© 2017 Sociedad Espanola de Neurologia. Published by Elsevier Espafna, S.L.U. This is an open
access article under the CC BY-NC-ND license (http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/

4.0/).

Introduccion

La contaminacion atmosférica es uno de los principales pro-
blemas de salud en las ciudades densamente pobladas, asi
como en las ciudades industrializadas’. El ozono es uno de
los principales contaminantes del aire y se produce por reac-
ciones fotoquimicas en la atmdsfera baja?. Ha sido descrito
que la inhalacion aguda y cronica de este gas produce un
estado de estrés oxidativo®. El estado crénico de estrés
oxidativo es un factor critico para el desarrollo de las enfer-
medades neurodegenerativas®.

En estudios previos de nuestro grupo de trabajo se
demostrd que la exposicion crénica a bajas dosis de ozono
(0,25 ppm) durante 4h diarias induce un estado de estrés
oxidativo y neurodegeneracién progresiva irreversible®. En
el hipocampo, este proceso se caracteriza por las altera-
ciones mitocondriales que inducen el déficit energético,
el estrés del reticulo endoplasmico y las alteraciones del
aparato de Golgi, los cambios nucleares, la activacion y la
proliferacion de la glia, la muerte celular por apoptosis y
necrosis, los acimulos intracelulares de beta-amiloide 1-
42 (BA-1-42), asi como también el déficit en la respuesta
reparadora del cerebro y las alteraciones en los procesos de
memoriay aprendizaje; similar a lo que ocurre en el humano
durante el desarrollo de la enfermedad de Alzheimer® (EA).

Otro factor crucial para el desarrollo y la progresion del
proceso neurodegenerativo es la pérdida de la regulacion
de la respuesta inflamatoria. Normalmente, la respuesta
inflamatoria es reparadora y autolimitada. Sin embargo, en

las enfermedades cronico-degenerativas dicha respuesta se
caracteriza por la produccion anormal de citocinas proinfla-
matorias, quimiocinas, factores de crecimiento, ROS y RNS,
asi como por la activacion de la microglia y de las células de
la inmunidad adaptativa’, formando un circulo vicioso que
impide que esta respuesta se autolimite.

En el contexto de la inmunidad adaptativa, las células
Th17 desempefan un papel importante en la defensa del
huésped, pero en muchos casos se han asociado a varios
trastornos inflamatorios, incluyendo las enfermedades neu-
rodegenerativas como la EA®. Una de las citocinas mas
caracteristicas de esta subpoblacion celular es la IL-17A,
un factor que produce sefales que crean un puente entre
la inmunidad innata y la adaptativa, ya que ejerce efectos
en una amplia variedad de linajes celulares (macrofagos,
células dendriticas, células endoteliales, etc.) e induce la
expresion de diversos mediadores inflamatorios’ (citocinas,
quimiocinas y factores de crecimiento).

En un modelo animal de la EA inducida por la administra-
cion del péptido BA-1-42 se demostro que las células Th17
periféricas se infiltran en el parénquima cerebral debido a la
alteracién de la barrera hematoencefalica'®. Asimismo, se
observo que la expresion de las citocinas proinflamatorias
Th17, IL-17A e IL-22 en el hipocampo y la concentracion de
estas en el liquido cefalorraquideo y el suero de las ratas
tratadas esta elevada en la aparicion y el desarrollo de la
EA. Estos hallazgos proporcionan una fuerte evidencia de la
participacion de la respuesta Th17 en la neuroinflamacion
de dicha enfermedad.
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Es importante mencionar que se ha observado que el
proceso inflamatorio en la EA no es exclusivo del sistema
nervioso central (SNC). Existe una gran cantidad de evi-
dencias que indican un papel importante de la inflamacion
sistémica en la patogénesis de la EA'", por lo tanto, la infla-
macion del SNC y la inflamacion sistémica no pueden ser
vistas de forma aislada. Incluso, la inflamacion sistémica de
bajo grado podria tener consecuencias importantes en el
SNC' y es probable que los efectos perjudiciales sean ain
mas severos en los sujetos con EA.

El objetivo de este trabajo fue estudiar los cambios en la
frecuencia de células tipo Th17 (CD3* CD4* IL-17A*) en san-
gre periférica, la concentracion de laIL-17Aen el plasmay la
presencia de IL-17A en el hipocampo de ratas cronicamente
expuestas a bajas dosis de ozono.

Materiales y métodos
Animales

Se utilizaron 108 ratas Wistar macho de 250-300 g que fueron
alojadas en cajas de acrilico individuales con libre acceso a
agua y alimento (NutriCubo, Purina, EE. UU.). Los animales
se mantuvieron en un bioterio con condiciones de tempe-
ratura y humedad controladas. El cuidado y el manejo de
los animales se realizaron de acuerdo con el National Insti-
tute of Health Guidelines for Animal Treatment y siguiendo
la Norma Oficial Mexicana NOM-062-SSA-2-2002. Este estu-
dio fue aprobado por el Comité de Etica de la Facultad de
Medicina de la Universidad Nacional Auténoma de México.

Procedimiento general

Las ratas fueron separadas aleatoriamente en 6 grupos expe-
rimentales (n=18 por grupo). El grupo control fue expuesto
30 dias durante 4 h a un flujo de aire libre de ozono; por
otro lado, los grupos 2, 3, 4, 5y 6 fueron expuestos a 0zono
(0,25 ppm) durante 4h diarias 7, 15, 30, 60 y 90 dias, res-
pectivamente.

Exposicion a ozono

Los animales fueron colocados dentro de una camara con un
difusor conectado a un generador de ozono de flujo variable
(51/s). Este procedimiento ha sido previamente descrito'>.
Brevemente, el generador utiliza aire filtrado para producir
ozono. La concentracion de ozono producido fue proporcio-
nal a la intensidad y flujo de aire. Asimismo, para medir la
concentracion de ozono dentro de la camara se utilizo el
monitor Ozone Switch Model 0S-06 (Ecosensors, Alemania).
Para exponer a aire libre de ozono a los animales control se
utilizé la misma camara, conectada a un flujo de aire libre
de ozono.

Después de 2 h de exposicion a aire u ozono, 12 animales
de cada grupo fueron decapitados y la sangre procedente
de la arteria carotida fue recolectada en tubos Vacutai-
ner de 4.0ml con 7,2mg de EDTA (BD Vacutainer, NJ, EE.
UU.) para la cuantificacion de la frecuencia de células
tipo Th17 y los niveles de IL-17A. Las 6 ratas restantes
se anestesiaron profundamente con pentobarbital sodico

(50mg/kg), se perfundieron con paraformaldehido al 4%. Se
extrajeron los cerebros y se colocaron en la misma solucion
fijadora durante 24 horas a 4°C. Posteriormente, se realiza-
ron técnicas histologicas convencionales para obtener tejido
incrustado en parafina. Se cortaron secciones sagitales de
5 um de espesor y las que contenian el hipocampo se usaron
para inmunofluorescencia.

Procesamiento de las muestras de sangre periférica

Las muestras sanguineas fueron centrifugadas a 2.500 rpm
durante 10 min. El plasma fue separado y colocado a —70°C
para su conservacion. Las células mononucleares de sangre
periférica (PBMC) fueron aisladas mediante la realizacion
del protocolo de Ficoll-Hypaque'®. Una vez separados
las PBMC, se les hizo un marcaje de superficie con los
anticuerpos monoclonales FITC anti CD3 (BD Pharmigen,
San Diego, California, EE.UU.) y PE-Cy5 anti CD4 (BD
Pharmigen, San Diego, California, EE.UU.). Las muestras
fueron incubadas con los anticuerpos por 30 min a 4°C en
la oscuridad y posteriormente lavadas con 1ml de PBS a
3.000rpm durante 5min. A continuacion, se efectuo la
permeabilizacion de la membrana celular utilizando el kit
comercial Cytofix/Cytoperm (BD Biosciences, San Diego,
California, EE.UU.); posteriormente se realizd un marcaje
intracelular con el anticuerpo PE anti IL-17A (eBioscience,
San Diego, California, EE.UU.).

Las células marcadas fueron resuspendidas en 0,2 ml de
solucion de paraformaldehido al 3% para su posterior adqui-
sicion en el citébmetro de flujo.

Niveles plasmaticos de la interleucina-17A

Las muestras de plasma fueron descongeladas a tempera-
tura ambiente para ser analizadas por el equipo Magpix
(Bio-Plex® MAGPIX™ Multiplex Reader, Biorad), utilizando un
kit comercial para la cuantificacion de 9 analitos (Milliplex
MAP Rat Cytokine/Chemokine Magnetic Bead Panel, Merck,
Billerica, MA, EE.UU.). Las curvas estandar se elaboraron
con estandares premezclados que estan incluidos en el kit.
La intensidad media de fluorescencia de cada muestra fue
obtenida automaticamente a través del software Milliplex”
Analyst 5.1 (Life Science Research).

Frecuencia de las células T CD4* productoras de
interleucina-17A

Las células marcadas fueron evaluadas por citometria de
flujo. Los datos adquiridos fueron exportados al software de
analisis FlowJo 10.2 (Treestar, Ashland, Oregoén, EE. UU.).

Para ajustar las ventanas de los graficos de analisis, se
utilizaron controles «fluorescence minus one». Los datos se
presentan como frecuencias celulares (%), siguiendo el algo-
ritmo de analisis que se presenta en la figura 1. Se definio
como «células T CD4* productoras de IL-17%» o tipo Th17 a
las CD3" CD4" e IL-17A".

Identificacion de interleucina-17A en el hipocampo
por inmunohistoquimica

Las laminillas de tejido del hipocampo se desparafinaron con
xileno y se rehidrataron. Después, las secciones se lavaron
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Figura 1  Algoritmo de andlisis de citometria de flujo. Posterior a la discriminacion de dobletes, las células linfoides fueron

seleccionadas y las células T fueron identificadas con base en la expresion de CD3. La frecuencia de células T CD4* productoras de
IL-17A fue cuantificada. Las ventanas fueron ajustadas por medio de los controles FMO. Los datos se presentan como frecuencias

celulares (%).

con solucion salina tamponada con solucion de fosfato (PBS
50mM, NaCl 0,15M, pH 7,4) y se incubaron con 2% de albu-
mina de suero bovino libre de acidos grasos (fraccion V de
albimina de suero bovino libre de acidos grasos [MP Bio-
medical, LLC, Darmstadt, Alemania]) durante 30 min para
evitar la union no especifica. Las muestras se impregnaron
con Triton™ 100x al 0,2% en PBS durante 10 min y, posterior-
mente, se realizé una incubacion durante la noche a 4°C con
el anticuerpo anti-IL17A de conejo. Después de lavar los por-
taobjetos, las muestras fueron incubadas con un anticuerpo
de burro IgG anti-conejo acoplado al fluorocromo Alexa
Fluor® 488. Las muestras se montaron sobre un portaobje-
tos de vidrio con el medio Vectashield (Vector Laboratories,
Burlingame, CA, EE. UU.). Las secciones representativas del
cerebro de cada grupo se examinaron con el microscopio
Axioimager A2 (Zeiss, Jena, Alemania) y se fotografiaron con
una camara Axiocam HRm (Zeiss, Jena, Alemania), contro-
lados por el software Zen (Zeiss, Jena, Alemania).

Analisis estadistico

Se realizo el analisis estadistico con el paquete R 3.3.2 para
Mac. Se aplico la prueba de normalidad Shapiro-Wilk para
los datos correspondientes a la poblacion estudiada.

Una vez que se establecio que el conjunto de datos
no tenia una distribuciéon normal, se realiz6 la prueba no
paramétrica Kruskal-Wallis para identificar diferencias entre
grupos y un analisis post hoc mediante la prueba de Tukey.

Asimismo, se calculd el coeficiente de correlacion de
Pearson para identificar el grado de covariacion entre la fre-
cuencia de células tipo Th17 y la concentracion de IL-17A en
suero.

La p<0,05 se considera como estadisticamente significa-
tiva.

Resultados

Frecuencia de las células tipo Th17 en sangre
periférica

Con la finalidad de conocer si existe una asociacion entre
los niveles secretados de la IL-17Ay las células tipo Th17, se

calculo el coeficiente de correlacion de Pearson, obtenién-
dose una r=0,3780812 (t3;=2,3813, p=0,02299); esto nos
indica que existe una correlacion positiva débil.

Los resultados muestran que la frecuencia de las células
tipo Th17 aumenta aproximadamente 10 veces en el grupo
que fue expuesto a ozono durante 7 dias, al compararse con
el grupo control y de 90 dias de exposicion. El incremento de
esta poblacion celular parece ser un efecto a corto plazo, ya
que, posterior a ese tiempo ocurre una caida en la frecuen-
cia de las células T CD4* productoras de IL-17A. Sin embargo,
podemos observar que a los 60 dias de exposicion a ozono
existe una tendencia a incrementar la frecuencia de células
tipo Th17, la cual no es significativa (fig. 2).

Niveles plasmaticos de interleucina-17A

El analisis de los datos muestra que no hubo diferencias sig-
nificativas de la IL-17A a los 7 dias de exposicion a ozono
cuando se compara con el grupo control; sin embargo, existe
un incremento significativo en los niveles de la IL-17A a los
7 dias de exposicion a ozono cuando se compara con los gru-
pos de 15, 30, 60 y 90 dias de exposicion a ozono (p <0.05).

60 ok r |

40

20

Frecuencia de células tipo Th17 (%)

g F

—_

Control 7d 15d 30d 60d 90d
Tratamiento

Figura 2 Frecuencia de células T CD4*IL-17A* (tipo Th17) en
la sangre periférica de ratas con exposicion a ozono (7, 15, 30,
60 y 90 dias) contra controles expuestos 30 dias a un flujo de
aire.* p < 0.0001.
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Figura3 Nivelesde lalL-17Aen el plasma de ratas expuestas a

ozono (7, 15, 30, 60y 90 dias) contra controles expuestos 30 dias
a un flujo de aire. El circulo negro (e) representa a un grupo con
diferencia estadisticamente significativa con el control (ctrl), p
< 0,05; los dos circulos negros (ee) representan diferencias sig-
nificativas con el control con un valor de p < 0,01. Los simbolos
de suma representan las diferencias estadisticas de los trata-
mientos contra el grupo expuesto a ozono durante 7 dias (+) p
<0,05y (++) p <0,01.

Ademas, los grupos de 15, 30, 60 y 90 dias de exposicion
a ozono muestran un decremento significativo en los nive-
les de la IL-17A cuando se comparan con el grupo control
(p<0,05) (fig. 3).

Identificaciéon de la inmunorreactividad a
interleucina-17A en el hipocampo

La inmunorreactividad a IL-17A fue evaluada por la téc-
nica de inmunofluorescencia. Los resultados muestran un

incremento de la IL-17A en el tejido hipocampal a los 30,
60 y 90 dias de la exposicion a ozono (fig. 4).

Es importante mencionar que se observo inmunorreacti-
vidad a la IL-17A por parte de las neuronas del giro dentado.

Discusion

La exposicion crénica a dosis bajas de ozono causa un estado
de estrés oxidativo, el cual, dependiendo del tiempo de
exposicion, lleva a un proceso de neurodegeneracion pro-
gresiva que se vuelve irreversible a partir de los 30 dias
de exposicion'. Este proceso va acompafnado de altera-
ciones metabdlicas'®, cambios en las vias de sefalizacion
intracelular'” y pérdida de la regulacion de la respuesta
inflamatoria a nivel tisular'®; sin embargo, los cambios a
nivel sistémico asociados a este proceso aln no estan claros.
Como se puede observar, en este estudio se muestra un
incremento de la IL-17A en el plasma de las ratas expuestas
a bajas dosis de ozono a los 7 dias de exposicion y una dis-
minucion de IL-17A a partir de los 15 dias, hasta los 90 dias
de exposicion a dicho gas. Una respuesta similar a la ante-
rior ocurre a nivel sistémico cuando analizamos la respuesta
de los linfocitos tipo Th17; los resultados muestran también
un incremento en la frecuencia de los linfocitos tipo Th17,
seguido por una disminucion de esta subpoblacion celular a
medida que se establece el proceso de neurodegeneracion
progresiva en el hipocampo de ratas expuestas a ozono. El
incremento de la IL-17A y de los linfocitos tipo Th17 en la
circulacion periférica se presenta cuando el dafo en el hipo-
campo aln es reversible. No obstante, cuando observamos
la inmunorreactividad a la IL-17A en el tejido hipocampal,
encontramos un incremento de su expresion a los 30, 60y 90
dias, precisamente cuando el proceso de neurodegeneracion
progresiva que se ha establecido ya es irreversible®.

Figura 4

Efecto de la exposicion a dosis bajas de ozono en la inmunorreactividad hipocampal a la IL-17A. Los animales fue-

ron expuestos durante 7, 15, 30, 60 y 90 dias. Las imagenes muestran el giro dentado a una magnificacion de 40x. Notese que
la inmunorreactividad a la IL-17A incrementa considerablemente a los 30, 60 y 90 dias de exposicion. Las flechas indican la

inmunorreactividad a la IL-17A.
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A pesar de que las células T CD4* pudieran ser la fuente
principal de la IL-17A, en este estudio encontramos que
existe una correlacion positiva débil entre la IL-17A en el
plasma y la frecuencia de las células tipo Th17, es decir,
que otras poblaciones celulares pueden estar involucradas
en la produccion de esta citocina. En ese sentido, también
se ha observado, que después de la exposicion subaguda a
ozono (0,3 ppm O3 durante 24-72h) aumenta la expresion
del ARNm del mensajero de la IL17A en los pulmones de
ratones'® y que las principales productoras de la citocina
eran los linfocitos T 3.

Los resultados de este trabajo indican que el primer
efecto observable tras la exposicion a bajas dosis de ozono
es una respuesta Th17/IL-17A sistémica que puede ser
inducida por las especies reactivas producidas por la inha-
lacidn de ozono?. En este caso, la respuesta inflamatoria
proviene de un sistema que aln se encuentra en equilibrio
redox, en el cual las defensas antioxidantes todavia pueden
proveer una proteccion contra los agentes oxidantes’'.
Sin embargo, la produccion prolongada y persistente de
especies reactivas, que genera un estado de estrés oxida-
tivo, inhibe la proliferacion de las células T y conduce a la
muerte celular??. Es decir que es probable que la exposicion
crénica a ozono pueda provocar una disminucion en la
proliferacion de las células productoras de IL-17A en la
periferia. No obstante, debido a que el tejido hipocampal
ya ha sido danado, las senales de dafo celular podrian
ser las que inducen la secrecion de IL-17A en distintos
tipos celulares, incluyendo las neuronas del hipocampo.
Lo anterior seria la causa que podria explicar el aumento
de esta citocina en el hipocampo a los 30, 60 y 90 dias de
exposicion.

Este estudio indica que la exposicion cronica a conta-
minantes ambientales como al ozono en bajas dosis, por
tiempos prolongados, esta asociada a enfermedades cronico
degenerativas, ya que causa un estado de estrés oxida-
tivo croénico en el organismo. Dicho estado puede alterar
la regulacion de las vias de la respuesta inflamatoria, lo
que conduce al aumento de una respuesta de tipo Th17.
Nuestros resultados indican que dicha respuesta es, en pri-
mer lugar, inespecifica y sistémica; sin embargo, cuando los
tejidos ya han sido danados y el dano es progresivo e irre-
versible —como se ha observado en el hipocampo después
de 30 dias de exposicién a ozono— la respuesta inflama-
toria se convierte en una respuesta de tipo especifica de
tejido e involucra la accion de células residentes como las
neuronas.

Una mejor comprension de los eventos que permiten
la transicion de una respuesta inflamatoria Th17/IL-17A
predominantemente sistémica a una local nos ayudara
a entender mejor la inmunopatogénesis de la EA, lo
que a futuro nos permitira identificar posibles blancos
moleculares que ayuden a prevenir el desarrollo de la
enfermedad.
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