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RESUMEN

Las células yd17T son esenciales en la fisiopatologia de la psoriasis. En este
contexto su regulacion metabdlica juega un papel crucial en su activacion y
funcion patogénica dependiente de la sefalizacidon por la interleucina 23 (IL-23)
y la produccion de interleucina 17 (IL-17). En este trabajo exploramos como el
MmTOR (mammalian target of rapamycin) surge como un regulador tanto del

metabolismo de estas células, como de la respuesta a IL-23.

Palabras clave: psoriasis, proteomics, y®17T, IL-23, IL-17, mTOR,

inmunometabolism.



1. INTRODUCCION

1.1. Psoriasis: Fisiopatologiay el Modelo murino de Imiquimod

La psoriasis es una enfermedad inflamatoria autoinmune crénica de la piel, que
se caracterizada por la aparicion de placas eritematosas y escamosas, cuya
etiologia implica tanto factores genéticos como ambientales. La psoriasis
prevalece aproximadamente en el 2-3% de la poblacion mundial. La
fisiopatologia de la psoriasis esta impulsada por una interaccion compleja entre
los queratinocitos y el sistema inmunoldgico. En particular, los linfocitos T, las
células dendriticas y las citoquinas inflamatorias, como la IL-23, la IL-17 y el
factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a), desempefian un papel central en la
perpetuacion del proceso inflamatorio. Esta interaccién resulta en una
hiperproliferacion de los queratinocitos, lo que da lugar a las caracteristicas
placas engrosadas y escamosas de la psoriasis (Figura 1) (Boehncke & Schon,
2015).

El papel central de las citocinas proinflamatorias como IL-17 e IL-23 y la
respuesta de las células Th17 y yd17T, ha sido ampliamente reconocido en el
desarrollo de la psoriasis. Las células T colaboradoras Th17, junto con las células
y017T, son importantes productoras de IL-17, IL-22 y GM-CSF, en respuesta a
sefalizacion con IL-23. Estas citocinas cronifican la inflamaciéon en la piel,
generando los sintomas caracteristicos de la enfermedad (Kapp, 1993). Los
anticuerpos neutralizantes contra IL-23 han sido aprobados para el tratamiento
de la psoriasis y la enfermedad de Crohn. A pesar de que estas terapias tienen
alta especificidad y eficacia, tienen un costo muy elevado, por lo que su

prescripcion esta considerablemente limitada (Daudén et al., 2016).
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Figura 1. Respuesta inmune patogénica en psoriasis. La imagen muestra la
transicion de piel prepsoriasica a piel psoriasica. En la piel prepsoriasica (A), los
queratinocitos comienzan la respuesta inflamatoria, liberando mediadores
inflamatorios que activan las células Th1l7, promoviendo la recirculacion de
linfocitos y el reclutamiento de células inmunes. En la piel psoridsica (B), la
inflamacion crénica lleva a hiperproliferacion epidérmica, formacién de
microabscesos de Munro, y mayor infiltracion de células inmunes, especialmente
productoras de IL-17 e IL-22, perpetuando la inflamacion. Tomada de Boehncke
and Schon (2015).

El modelo de raton de psoriasis generado mediante el tratamiento con la crema
de Imiquimod (IMQ) es ampliamente utilizado para estudiar esta enfermedad, ya
que reproduce varios aspectos de la etiologia humana. EI IMQ es un
inmunomodulador que actlia como un agonista del receptor de inmunidad innata
(células dendriticas y macrofagos) TLR7 (Toll-like receptor 7), estimulando la
produccion de citoquinas proinflamatorias, como IL-1, IL-6, TNF-a e IL-23, lo que
desencadena una respuesta inflamatoria que imita la psoriasis. En este modelo,
se ha observado que las células yd17T juegan un rol crucial. De hecho, estudios

en ratones deficientes en yd17T muestran una severidad reducida en las
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lesiones psoriasicas inducidas por IMQ, lo que subraya la importancia de estas

células en la amplificacion de la respuesta inflamatoria (Fits et al., 2009).

1.2. Respuesta Inmune Tipo lll y el Uso de Células y317T como modelo

La respuesta inmune tipo I, se caracteriza por la produccion de IL-17, IL-22 y
GM-CSF y desempefia un papel fundamental en la defensa contra patégenos
extracelulares, pero también es clave en el desarrollo de enfermedades
autoinmunes como la psoriasis (Figura 2). Las células yd17T, una subpoblacién
de células T que presentan el receptor TCRyd, son importantes contribuyentes

a esta respuesta (Zhang et al., 2023).

Las células yd17T responden tempranamente a IL-23 e IL-1B y producen
grandes cantidades de IL-17, lo que las convierte en un factor importante en el
inicio y la perpetuacion de la inflamacion en la psoriasis. Estas células se
diferencian tanto durante el desarrollo embrionario (nyd17T) como en la periferia
en presencia de citocinas proinflamatorias (iyd17T). Este doble origen aumenta
la complejidad de su estudio, pero también abre oportunidades para identificar

nuevos enfoques terapéuticos (Lopes et al., 2021).

Ademas, la capacidad de generar in vitro células yd17T estimuladas (eyd17T)
permite estudiar de manera controlada su funcién patogénica en entornos

proinflamatorios diversos.
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Figura 2. Diagrama esquematico que representa el papel de las células yoT
productoras de IL-17 en el contexto de inflamacién crdnica y dafio tisular.
Ademas, se enumeran las enfermedades autoinmunes asociadas a este proceso
inflamatorio, incluyendo la psoriasis, esclerosis multiple, enfermedad inflamatoria

intestinal y artritis reumatoide. Realizado con Biorender

1.3. Importancia del Metabolismo y mTOR en la Psoriasis

Las células inmunes, incluidas las yd17T, dependen en gran medida de su
metabolismo para ejecutar sus funciones efectoras clave. En el caso de las
yo17T, se ha descrito que su perfil metabdlico es predominantemente oxidativo,
lo que indica una dependencia significativa de la funcion mitocondrial para
mantener su actividad efectora (Latha et al., 2014). Estudios recientes también
sugieren que el metabolismo del colesterol y los lipidos influye directamente en
la produccion de citocinas proinflamatorias como IL-17, lo que subraya la

relevancia de estas vias en la inflamacioén observada en la psoriasis.

Entre las rutas metabolicas involucradas, la via de sefalizacion mTOR ha
emergido como un regulador esencial en la respuesta celular a sefiales de
nutrientes y energia. La activacion de mTOR impulsa procesos celulares como
la sintesis de proteinas y el crecimiento celular, los cuales estan alterados en el
contexto de la psoriasis y pueden explicar la proliferacién de queratinocitos y los
cambios en la diferenciacién celular que contribuyen al fenotipo caracteristico de

las lesiones psoriasicas (Figura 3) (Raychaudhuri et al., 2014).

Ademas, mTOR tiene un papel crucial en la regulacion de la activacion de células
inmunes, especialmente en linfocitos T, que estan hiperactivados en la psoriasis.
La via mTOR modula la diferenciacion de subtipos de células T, incluidos los
linfocitos Th17, que producen interleucinas proinflamatorias como IL-17 e IL-23,
elementos centrales en la fisiopatologia de la psoriasis. Estas citocinas
promueven una respuesta inflamatoria crénica que perpetla la activacion de
MTOR, creando un ciclo patogénico de inflamacion y alteraciones metabolicas
(Buerger, 2018).
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Figura 3. Representacion esquemaética de la via de sefializacion de mTOR.
Cuando varios ligandos, como el factor de crecimiento nervioso (NGF), el factor
de crecimiento epidérmico (EGF), la IL-17 o la IL-22, se unen a sus receptores
tirosina quinasas (RTKSs), se produce la fosforilacion de residuos de tirosina. Los
residuos de tirosina fosforilados actian como sitios de anclaje para las vias de
sefalizacion posteriores, incluyendo el fosfatidilinositol 3-quinasa (PI3K) y AKT.
AKT, a su vez, fosforila diversos sustratos en las etapas siguientes, como
MTORC1, que est4 involucrado en la regulacién de una variedad de funciones
celulares, tales como la proliferacion, la supervivencia, la activacion, la

diferenciacion y la migracién. Tomada de Raychaudhuri et al. (2014).

Adicionalmente, la via mTOR se erige como un regulador fundamental del
metabolismo celular, especialmente en células inmunitarias activadas, como los
linfocitos T. Aunque las células mamiferas normalmente utilizan el ciclo del acido
citrico y la fosforilacion oxidativa para generar ATP, las células T activadas optan
por la glucdlisis aerdbica, un proceso menos eficiente en términos de produccion
de ATP, pero que proporciona metabolitos intermedios esenciales para la rapida
proliferacion celular. Este cambio metabdlico esta regulado por la sefializacion

de mTORC1, que controla la expresion de diversas enzimas clave en la glucdlisis



y la via de las pentosas fosfato (PPP), permitiendo la produccion de NADPH,

necesario para la sintesis de lipidos y nucleétidos (Waickman & Powell, 2012).

Ademas de la glucdlisis, las células T también utilizan la glutamindlisis, que
implica la degradacion de glutamina para alimentar el ciclo del &cido citrico y
sustentar su proliferacion. La actividad de mTORC1 es crucial en este proceso,
ya que esta influenciada por la disponibilidad de aminoacidos, especialmente la
leucina (Waickman & Powell, 2012).

Por otro lado, la oxidacion de acidos grasos también contribuye a la generacion
de ATP, pero su importancia disminuye tras la activacion de las células T. La
regulacion de la mitocondria y la biogénesis mitocondrial por mTORC1 es
esencial para el mantenimiento de la actividad metabdlica, al igual que la
regulacion de la autofagia, un proceso catabdlico que permite a las células
degradar componentes daflados para asegurar su supervivencia (Waickman &
Powell, 2012).

En el contexto de la psoriasis y la funcidn de las células y&17T, entender como
MTOR interfiere en estos procesos metabdlicos ofrece perspectivas sobre
posibles estrategias terapéuticas para abordar las alteraciones metabdlicas
asociadas con la inflamacion crénica. Por lo tanto, comprender como la via
MTOR influye en el metabolismo celular e inmune proporciona una perspectiva
integral sobre los mecanismos subyacentes de la psoriasis. Asimismo, abre
nuevas oportunidades terapéuticas, como el uso de inhibidores de mTOR, entre
ellos la rapamicina, que han mostrado eficacia en la reduccion de la
hiperproliferacion celular y la inflamacion en modelos preclinicos y en pacientes

con psoriasis (Waickman & Powell, 2012).

Los datos preliminares de nuestro laboratorio en una linea celular de células
yo17T (Tgdl1l7-LTICs), indican que la respuesta de las células yo617T a IL-23
podria estar directamente relacionada con la funcion mitocondrial, lo que
refuerza la idea de que el metabolismo mitocondrial juega un papel crucial en su
funcién proinflamatoria (Figura 4). También sabemos que la IL-23 regula
estrictamente la activacion y funcion de mTORc1. Estudiar estas interacciones,

permitira identificar posibles dianas metabdlicas que podrian ser manipuladas
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para reducir la inflamacién en enfermedades como la psoriasis (“IL-23 regulation
of MTORC1/AMPK balance is required for Tgd17 pathogenic function”, Pastor-

Fernandez et al, thesis dissertation and manuscript in preparation).
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Figura 4. IL-23 induce sintesis de proteinas dependiendo de mTOR y del
metabolismo mitocondrial en Tgd17-LTICs. a) Se estimul6 a las Tgd17-LTICs
con * IL-23 y Rapamicina durante 20 horas, antes de una incubacién de 10
minutos con puromicina, seguida de la tincidén con anticuerpo anti-puromicina.
Los histogramas muestran la incorporacion de puromicina en las condiciones
indicadas. El grafico muestra el MFI relativo de la tincién con puromicina medido
por citometria de flujo, normalizado a la condicion no tratada (mediatdesviacion
estandar, n=9-11). b) Se estimul6 a las Tgd17-LTICs como se describe en a), en
presencia de Piericidina A. El grafico muestra el MFI relativo de la tincion con
puromicina, normalizado a la condicién no tratada (mediatdesviacion estandar,
n=6-10).

Este trabajo investigara el papel de IL-23 y la via mTOR en la regulacién del
metabolismo y la funcidn de las células yd17T en la psoriasis. Se utilizara un
enfoque bioinformatico basado en datos de proteGmica, que permite una
comprension mas profunda y detallada de los mecanismos inmunometabdélicos
involucrados. La bioinformética no solo facilita la integraciéon y el andlisis de
grandes volumenes de datos bioldgicos, sino que también potencia la
identificacion de biomarcadores y dianas terapéuticas, brindando asi
oportunidades sin precedentes para innovar en el tratamiento de enfermedades
inflamatorias cronicas. Profundizar en estos mecanismos podria abrir nuevas

avenidas para el desarrollo de tratamientos mas efectivos.
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2. HIPOTESIS Y OBJETIVOS

IL-23 induce una remodelacion metabdlica en las células yd17T dependiente de

MTOR en un contexto de psoriasis.

e Observar las principales rutas metabdlicas enriquecidas.

e Comprobar el efecto de IL-23 sobre el metabolismo y su dependencia de
MTOR.

¢ Identificar posibles dianas terapéuticas para frenar la respuesta a IL-23 en

las células yo17T.

3. METODOLOGIA

3.1 Modelo Animal.

Se utilizaron ratones 1123rwt/GFP con fondo genético C57BL6J para los
experimentos (Awasthi et al., 2009). Estos ratones expresan la proteina verde
fluorescente (GFP, por sus siglas en inglés) como un marcador de la expresion
de IL-23R, debido a la insercion del gen GFP en el locus del gen 1123r.

3.2. Generacién de muestras

La preparacion de las muestras, el andlisis por cromatografia y el procesamiento
de los datos fueron realizados en colaboracién con el laboratorio de Doreen
Cantrell de la Universidad de Dundee. Los protocolos relacionados fueron

tomados de Marchingo et al. (2020).

3.2.1 Tratamientos

Se utiliz6 un modelo murino de psoriasis inducido mediante tratamiento tépico
con IMQ durante 5 dias en la piel rasurada de los ratones. Se aislaron las células
TCRyd+ a partir de ganglios linfaticos de ratones (5 animales por réplica
bioldgica, 4 réplicas en total), utilizando columnas MACS manuales para la

separacion magnética positiva de las células TCRyd+.
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Posteriormente, las células aisladas se cultivaron durante 4 dias en presencia de
IL-7. En el cuarto dia de cultivo, las células fueron tratadas con IL-23 (10 ng/ml)
+ Rapamicina (20 nM) durante 24 horas, manteniendo la presencia de IL-7 en el

medio de cultivo.

Se realizé un analisis posterior para comprobar que los tratamientos estaban
funcionando, que incluyé la cuantificacion y evaluacion de las vias de
sefalizacion mediante la deteccién de las formas fosforiladas de STAT3 (p-
STAT3-Y705) y de la proteina S6 (pS6-S235), asi como la produccion de
citoquinas clave, como IL-17A, IL-17F e IL-22.

3.2.3 Preparacion de muestras para la protedmica

Los pellets celulares fueron tratados a temperatura ambiente con una solucion
de 4% SDS, 50 mM TEAB (pH 8.5), y 10 mM TCEP bajo agitacion continua (5
minutos a 1200 rpm en un agitador de tubos), luego se sometieron a ebullicion
(5 minutos, 500 rpm) y posteriormente se sonificaron con un dispositivo
BioRuptor (ciclos de 30 segundos de encendido y 30 segundos de apagado,
durante 30 ciclos). La concentracidbn de proteinas en los lisados se midio
utilizando el kit de cuantificacién EZQ (Invitrogen), siguiendo las indicaciones del
fabricante. Para la alquilacién, las proteinas se trataron con 20 mM de
yodoacetamida durante una hora a temperatura ambiente y en condiciones
oscuras. Posteriormente, se procedi6 a la limpieza proteica utilizando el método
SP3, descrito por Hughes et al. (2014). En este proceso, se afiadieron 200 ug de
una mezcla 1:1 de particulas magnéticas hidrofilicas e hidrofébicas modificadas
con carboxilato (Sera-Mag SpeedBead) a cada muestra de proteina. El pH se
ajusté aproximadamente a 2.0 mediante la adiciébn de una soluciéon 10:1 de
acetonitrilo:acido formico. Las particulas magnéticas fueron inmovilizadas en un
soporte magnético y las proteinas se lavaron dos veces con etanol al 70% y una
vez con acetonitrilo puro. Luego, las particulas se reconstituyeron en una
solucion de 0.1% SDS, 50 mM TEAB (pH 8.5) y 1 mM de CaCl2, y se sometieron
a digestién enzimética con LysC durante la noche, seguida de una segunda

digestion con tripsina, ambas a una proporcion de enzima a proteina de 1:50.
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Los péptidos resultantes se limpiaron siguiendo nuevamente el método SP3. Las
mezclas de proteinas y particulas se resuspendieron, y se afiadié acetonitrilo al
100% durante 10 minutos (con una inmovilizacibn magnética de los ultimos 2
minutos). El acetonitrilo y la solucion de digestion se eliminaron, y los péptidos
se lavaron con acetonitrilo y se eluyeron en una solucién al 2% de DMSO. La
concentracion de péptidos se determind usando el kit CBQCA (Invitrogen),
conforme a las indicaciones del fabricante. Finalmente, se afiadié acido formico

hasta alcanzar una concentracion final del 5%.

Las muestras fueron fraccionadas empleando cromatografia liquida de fase
inversa a pH alto. Se cargaron en una columna XBridge Peptide BEH C18 (2.1
mm X 150 mm, particulas de 3.5 um, Waters). La separacion de los péptidos se
realizé en un sistema Dionex Ultimate3000, usando un gradiente multietapa de
25 minutos con los solventes A (10 mM formiato a pH 9 en 2% acetonitrilo) y B
(10 mM formiato de amonio a pH 9 en 80% acetonitrilo), a una tasa de flujo de
0.3 mL/min. Se obtuvieron 16 fracciones de péptidos, que fueron posteriormente
consolidadas en ocho fracciones. Estas fracciones se secaron al vacio y se
disolvieron en una solucién al 5% de acido férmico para su posterior analisis
mediante LC-ES-MS/MS.

3.2.3. Analisis por cromatografia liguida acoplada a espectrometria de masas en

tAndem con ionizaciéon por electrospray (LC-ES-MS/MS).

Las muestras (<1 pg de péptido) fueron inyectadas en un sistema de
cromatografia en fase inversa a escala nanométrica (UltiMate 3000 RSLC nano,
Thermo Scientific) antes de ser ionizadas por electrospray e introducidas en un
espectrometro de masas Q Exactive Plus (Thermo Scientific). Los tampones de
cromatografia utilizados fueron los siguientes: tampén A de HPLC (0.1% acido
férmico), tampdn B de HPLC (80% acetonitrilo en 0.1% &cido férmico) y tampdn
C de HPLC (0.1% acido formico). Se inyectaron 15 pL de muestra y se lavaron
con tampdn C (10 pyL/min) durante 5 minutos antes de cambiar la valvula en una
columna trampa Acclaim PepMapl100 nanoViper C18 (diametro interno de 100
pum, 2 cm; Thermo Scientific). Después del enriquecimiento en la trampa, los

péptidos fueron eluidos a una columna EASY-Spray PepMap RSLC nanoViper,
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C18, 2 pm, 100 A (75 pm, 50 cm; Thermo Scientific) utilizando el siguiente
gradiente de tampones: de 2% a 5% B (0 a 5 min), de 5% a 35% B (5 a 130 min),
de 35% a 98% B (130 a 132 min), 98% B (132 a 152 min), de 98% a 2% B (152
a 153 min) y equilibrado en 2% B (153 a 170 min) a una tasa de flujo de 0.3
pL/min.

La solucién de péptidos eluida fue ionizada automaticamente por electrospray en
el espectrometro de masas Q Exactive Plus utlizando una fuente de
nanoelectrospray EASY-Spray a 50°C y con un voltaje de fuente de 2.0 kV
(Thermo Scientific). El espectrometro de masas oper6é en modo de ionizacion
positiva. Los datos se adquirieron mediante adquisicion dependiente de datos:
los 15 iones peptidicos mas intensos del escaneo preliminar en el Q Exactive
Plus se fragmentaron mediante disociacion de colision de alta energia. Se
aplicaron los siguientes parametros: resolucion del escaneo MS1: 70,000;
objetivo AGC de MS1: 1e6; tiempo maximo de inyeccion MS1: 20 ms; rango de
escaneo MS1: 350-1600 Th; resolucion del escaneo MS2: 17,500; objetivo AGC
de MS2: 2e5; tiempo maximo de inyeccion MS2: 100 ms; ventana de aislamiento:
1.4 Th; masa fija inicial: 200 Th; NCE: 27; objetivo AGC minimo: 2e3; se
consideraron Unicamente los estados de carga 2 a 6; coincidencia de péptidos:

preferido; exclusion de is6topos: activado; exclusion dinamica: 45 s.

3.2.4 Procesamiento de datos de proteémica

Los datos fueron procesados, buscados y cuantificados utilizando el paquete de
software MaxQuant, version 1.6.2.6. Para las busquedas de proteinas y
péptidos, generamos una base de datos hibrida a partir de bases de datos de la
version 2019 07 de Uniprot. Esta base de datos consistié en todas las entradas
de SwissProt de raton anotadas manualmente, combinadas con entradas de
TrEMBL de ratén con evidencia a nivel proteico disponible y homdélogos anotados
manualmente dentro de la base de datos SwissProt de humano. Se utilizaron los
siguientes parametros de busqueda en MaxQuant: la acetilacion N-terminal de
proteinas, la oxidacién de metionina, la conversion de glutamina a pirroglutamato
y la desamidacion de glutamina y asparagina fueron configuradas como

modificaciones variables, mientras que la carbamidometilacion de los residuos
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de cisteina fue seleccionada como modificacion fija. Se seleccionaron tripsina y
LysC como las enzimas, permitiéndose hasta dos cortes erroneos. La tasa de
descubrimiento falso (FDR) para proteinas y PSM fue establecida en 1%, y el

emparejamiento de péptidos entre corridas fue desactivado.

El filtrado de datos y la cuantificacion del nUmero de copias proteicas fueron
realizados en el paquete de software Perseus, version 1.6.6.0. Las proteinas
fueron cuantificadas a partir de péptidos Unicos y "razor" (asignados a un grupo,
pero no unicos de ese grupo). La calidad de la cuantificacion se categorizo de la
siguiente manera: se consideroé alta precision cuando las proteinas tenian ocho
0 mas péptidos unicos y "razor" asignados, y al menos el 75% de estos péptidos
eran Unicos; se considero6 precision media cuando las proteinas tenian al menos
tres péptidos Unicos y "razor”, con al menos el 50% de estos siendo Unicos; y las

proteinas por debajo de estos umbrales fueron consideradas de baja precision.

El conjunto de datos fue filtrado para eliminar proteinas categorizadas como
"contaminantes”, "reversa" y "solo identificadas por sitio". EI nimero medio de
copias por célula se calculé utilizando el plugin “proteomic ruler” descrito por
Wisniewski et al. (2014). Brevemente, este método ajusta la suma de las
intensidades de los péptidos de las histonas al nimero de histonas en una célula
diploide de raton y, a partir de la relacion entre la intensidad de los péptidos de
las histonas y las intensidades de otros péptidos identificados, se estima el
namero de copias proteicas por célula para todas las proteinas identificadas. Los
datos fueron filtrados posteriormente para incluir solo proteinas con al menos

una condicion en la que se detectaron péptidos en =2 réplicas bioldgicas.

3.3. Andlisisen R

3.3.1 Anélisis de enriguecimiento funcional

El andlisis de enriquecimiento funcional de las proteinas se realizé utilizando el
paquete de R clusterProfiler (v3.14.3) para el andlisis de rutas y anotaciones, y
ReactomePA (v1.30.0) para rutas de Reactome, junto fgsea (v1.14.0) para el
enriquecimiento génico. El mapeado se realiz6 con biomaRt (v2.42.1) a partir del

dataset de Mus musculus en Ensembl.
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e Preparacion de los datos:

Se proceso el dataset eliminando proteinas contaminantes, identificadas por sitio
o hits inversos. Las columnas seleccionadas incluian valores de abundancia
proteica log2 y datos de genes y proteinas. Se imputaron valores faltantes
cuando fue necesario utilizando un método de vecinos mas cercanos, y se

eliminaron proteinas duplicadas.

e Conversion de identificadores y anotacion:

Se utilizé biomaRt para mapear los genes a identificadores de Entrez, eliminando
aquellos que no se anotaron correctamente. El dataset final contenia
abundancias log2 y los identificadores de Entrez necesarios para el analisis

funcional.

e Andlisis de enriguecimiento funcional:

Para evaluar el enriquecimiento de rutas metabodlicas segun la expresion
diferencial de las proteinas, se utilizé fgsea junto con las rutas de Reactome
proporcionadas por ReactomePA. Se analizaron rutas metabdlicas clave, como
el metabolismo de poliaminas, aminoacidos, glucosa, piruvato, ciclo de los
acidos tricarboxilicos (TCA) y &cidos grasos. Para cada condicién experimental
(Control, IL-23, Rapamicina e IL-23+Rapamicina), se calculé la media de
expresion por proteina y se generd0 una lista ordenada de genes. Se
seleccionaron y filtraron las rutas biolégicamente relevantes para su

visualizacion.

e Visualizacion:
Las 15 rutas mas enriquecidas se visualizaron con ggplot2 (v3.3.0), generando
graficos de barras que muestran las puntuaciones de enriquecimiento
normalizadas (NES). Ademas, se extrajeron genes especificos de rutas
metabdlicas de interés para analisis posteriores, y se guardaron en archivos
CSV.
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3.3.2 Andlisis de expresién diferencial

Se utilizé un disefio experimental modelando las condiciones tratadas y no
tratadas. Para cada comparacion (IL-23 vs Control, Rapamicina vs Control e IL-
23+Rapamicina vs Control), se generaron contrastes y se ajustaron modelos
lineales con ImFit. Se aplicé un ajuste bayesiano mediante eBayes y se controld
la tasa de falsos descubrimientos (FDR) con el método de Benjamini-Hochberg
(FDR < 0.05). Posteriormente se identificaron las proteinas diferencialmente

expresadas.

Las proteinas significativas se anotaron con biomaRt y org.Mm.eg.db (v3.10.0),

y se realizé el analisis de enriquecimiento funcional usando clusterProfiler.

e Visualizacion:

Los cambios en la expresion se representaron en graficos de barras horizontales
con ggplot2 (v3.3.2), destacando proteinas con cambios significativos en su
expresion (logFC) entre IL-23 y el control. Se utilizaron colores azul y rojo para

indicar la regulacion positiva y negativa, respectivamente.

4. RESULTADOS

4.1. Analisis de expresion diferencial de rutas metabdlicas y cambios en la
expresion de proteinas asociadas tras el tratamiento con IL-23 vy

combinacion de IL-23 con rapamicina.

Para analizar el perfil metabdlico de las yd17T se llevé a cabo un andlisis de
expresion diferencial (Figura 5A). En el que podemos observar que la principal
ruta enriquecida es el metabolismo de poliaminas. Las poliaminas son pequeias
moléculas organicas de estructura lineal, compuestas principalmente por
cadenas de carbono con grupos amino (-NH;) en los extremos o0 en posiciones
intermedias. Esta descrito su papel en la modulacién de la respuesta inmune y
en la patogenicidad de las Th1l7 (Wagner et al., 2018). Otras rutas con gran

presencia son el metabolismo de piruvato, el de la glucosa y el de aminoacidos.
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Para analizar el efecto de IL-23 sobre el metabolismo, examinamos la expresion
de proteinas asociadas a diversas rutas metabdlicas, evaluando si su expresion
se ve influenciada por el tratamiento con IL-23. Para ello, realizamos una
comparacion sistematica de los logFC de cada proteina entre la condicion de
tratamiento con IL-23 y el control. Esta comparacion se hizo frente a un valor
hipotético de logFC = 0, que representaria la ausencia de cambio en la expresion.
Ademas, representamos los genes en un volcano plot para observar la
distribucion de su expresion diferencial, y en un histograma que muestra el
porcentaje de genes con logFC mayor o menor a 0. Esto nos permite visualizar
de forma clara y cuantitativa las tendencias de expresion hacia la regulacion
positiva o negativa bajo el tratamiento con IL-23. Este andlisis se replicé para la
comparacion IL-23 + rapamicina vs. IL-23, con el objetivo de evaluar el impacto

de mTOR en la regulacion metabdlica inducida por IL-23 (Figura 5 B1).

Las vias de metabolismo de poliaminas, aminoécidos y acidos grasos mostraron
una regulacion positiva significativa bajo el tratamiento con IL-23. Este
incremento, sin embargo, se redujo de manera significativa en presencia de
rapamicina, lo cual incluye también la reduccion en la expresion de proteinas
asociadas al metabolismo de la glucosa (Figura 5: B1, B2, B3, B4 y B6). Aunque
en este analisis nos hemos centrado en estas rutas especificas debido a su
importancia para la funcién de las células yd17T, los volcano plots sugieren que
estos efectos se observan en una amplia variedad de proteinas relacionadas con

el metabolismo (Figura 5B).

Adicionalmente, se compararon los logFC de ambas condiciones, y se
observaron reducciones significativas en todas las rutas metabdlicas evaluadas.
Esto sugiere que mTOR juega un papel fundamental en la regulacién de varias
vias metabdlicas inducidas por IL-23, impactando asi en el perfil metabdlico

general de estas células.

18



Bl

B2

-log10(P-value)

Top 15 Rutas Metabdlicas Enriquecidas

Metabolism of polyamines

Pyruvate metabolism and Citric Acid (TCA) cycle
Glucose metabolism

Metabolism of amino acids and derivatives
Metabolism of nucleotides

Metabolism of non-coding RNA

G and 1

Ketone body metabolism

Metabolism of nitric oxide: NOS3 activation and regulation

Ruta KEGG

Fatty acid metabolism

Metabolism of carbohydrates

Glyoxylate metabolism and glycine degradation
Metabolism of folate and pterines

Aspartate and asparagine metabolism

Pyruvate metabolism

o

1

Volcano Plot - IL23 vs Control (Metabolismo Poliaminas)

3
- —~
EP 3
g g
o r T T " o
‘Q -2 1 1 2 o
‘_g‘ Log Fold change IL-23 vs Control l_g’
; ° :

1

%
®
« 3
L]
®e
0 (]
5.0 25 0.0 25

~

log2 Fold Change

66%

Number of values

QPO ¢DaP O 906D O HAVHL O DD
B R R R AR R RS

Log Foldchange IL-23 vs Control

Volcano Plot - IL23 vs Control (Metabolismo Aminoacidos

e
. -4 2 o 2 4 L]
Y Log Foldchanga IL-23 vs Contral
. ®
Y Qo Y
.
L] ‘ °
L) &~
L]
.
IS %
5.0 25 00 25

log2 Fold Change

2 3
Puntuacién Normalizada de Enriquecimiento (NES)

IS

Volcano Plot - [L23-Rapamicina vs IL23 (Metabolismo Poliaminas)

“*
S s e s e |
-4 -3 -2 -1 0 1 2
Log Feldchange IL-23+Rapamicina vs IL-23
° .
. - (Y
25 0.0 25 5.0 75
log2 Fold Change
15+ 60,41%,
<+,
»
)
3 :
= '
g 01 :
e ’
o ’
S )
g )
E 57 i
=
z
0 |l T T T T 1T 11 II T
N A S VNN SN
Log Fold change IL-23+Rapamicina vs IL-23
Volcano Plot - IL23-Rapamicina vs IL23 (Metabolismo de Aminoacidos)
6
v
B
24 o.
o
=3 r T T T 1
‘t_JI -4 -2 0 2 4
° Lag Fold change IL-23+Rapamicina vs 1L-23
2
*
L
L4 L d
o0 L]
L] L] L]
0 L] L]
25 0.0 25 5.0 75

log2 Fold Change

19



B3

B4

30

20+

10

Number of values

0

.

60,45%

AARARRR RN RN AR BINE

Log Foldchange IL-23 vs Control

Volcano Plot - IL23 vs Control (Metabolismo Glucosa)

0.0
log2 Fold Change

50%

ns

Foldchangs IL-23 vs Gontrol

A PONFOPN PPN NPV EO NN PN PN RN
Rt NN AR

PAIRAIPAIP AP

Volcano Plot - IL23 vs Control (Metabolismo Piruvato)

o
>52
o
3
S
o
=
K]
;
0
-5.0 -25
15
"]
[
=
© 10
-
b
o
S
8
E 37
=]
z
0
3
@
32
©
>
S
o
=
o

-5.0

DR R

Log Foldchange IL-23 vs Control

2.5

$5r

0.0
log2 Fold Change

ns

T T T T T T
£4 02 00 02 04 06 08

Foldchange IL-23 vs Control

-log10(P-value)

Number of values
- - N
o (3] o
1 1 1

5]
1

0-

60,45%
<+

EECEELLTELEELLLETCR

Log Foldchange IL-23+Rapamicina vs IL-23

Volcano Plot - IL23-Rapamicina vs IL23 (Metabolismo Glucosa)

IS

~

-log10(P-value)

IS

~

L]
Ld
L]
*
%
25 00
65,51%
15+ -+
0
o
S
l_; 10
“
5}
£
3
Ra
E
=
o_

XS

25
log2 Fold Change

D 10 4D A0 1O © WO 4D P
SR R R T R AR

] a5 0.0 LE3 10
Foldchange IL-23+Rapamicina vs IL-23

PP

Log Foldchange IL-23+Rapamicina vs IL-23

Volcano Plot - [L23-Rapamicina vs IL23 (Metabolismo Piruvato)

% o
o J

2.5 0.0

T T T 1
15 A0 0.8 0.0 05
Foldchanga IL-23+Rapamicina vs IL-23

25
log2 Fold Change

20




B5

-log10(P-value)

~

Number of values

66,6%

STERRIOLLLRRS

b

TEReRE?

Log Foldchange IL-23 vs Control

Volcano Plot - IL23 vs Control (Metabolismo Acidos Grasos)

Loy Fold change

-2.5

Number of values

0.0

log2 Fold Change

64,77%
—_—»

Faldchange IL-23 vs Control

25

RUOERCL U S SO,

[
LI N I |
O >

Log Foldchange IL-23 vs Control

Number of values

4

55,5%

Log Foldchange IL-23+Rapamicina vs IL-23

Volcano Plot - IL23-Rapamicina vs IL23 (Metabolismo Acidos Grasos)

-log10(P-value)
I

N

Leg Fold change

0.5

0.0

0.5

Leg Fold change

—

° B 4 -2 0 2 4
Faldchange L-23+Rapamicina vs IL-23
]
.
L]
T4 L4
o %o :... ® .
. %’ .
L]
-2.5 0.0 25 5.0
log2 Fold Change
15+ 65,9% |
7]
[
2
[ 10
—
=]
.
3
E 5]
=3
-4
ol L] [ |
LI L L L L
OPN O PO PO PN PO RGN QPO FQ PG PN
N N N N
SREASRRRIRINENDES

Log Foldchange IL-23+Rapamicina vs IL-23

Metabolismo de Acidos Grasos

15

*RAR

-
-]

e
)

Log Fold change
5 e
o (-]

N
o

Metabolismo de glucosa

0.6

a
Iy

o
N

-0.2

Log Fold change
=
=

21

75



Figura 5. Aumento de la expresion de proteinas relacionadas con rutas
metabolicas enriquecidas en células gammadeltal7 de un modelo murino
de psoriasis. A. Andlisis de enriquecimiento funcional de rutas metabdlicas,
representado mediante el puntaje de enriquecimiento normalizado (NES) para
cada ruta. B. Volcano plots que representan la expresion de proteinas y
histogramas de distribucion de valores de logFC, con sus respectivos
porcentajes, para las comparaciones IL-23 vs. Control e IL-23 con rapamicina vs.
IL-23 en distintos procesos metabdlicos: B1. Metabolismo de poliaminas, B2.
Metabolismo de aminoacidos, B3. Metabolismo de glucosa, B4. Metabolismo de
piruvato y B5. Metabolismo de acidos grasos. En cada gréfico, las proteinas
resaltadas en rojo pertenecen a la ruta de interés y los recuadros muestran los
logFC y la comparacion de la suma de todos frente a un valor hipotético = 0 (p-
valor < 0,05; p < 0,01 **; p < 0,001 ***), C. Comparacion del logFC entre las
condiciones IL-23 vs. Control y IL-23+Rapamicina vs. Control, destacando las

rutas metabdlicas seleccionadas (p-valor < 0,05; p < 0,01 **; p < 0,001 ***).

4.2 mTOR influye en la respuesta a IL-23

Para analizar el efecto de la estimulacion con IL-23 sobre la expresion de
proteinas en las y®17T, se extrajeron agquellas cuya expresion era
significativamente mayor en la condicion tratada con IL-23 (Figura 6Al). En
primer lugar, con mayor nivel de significancia, IL17F, cuya expresion inducida
por IL-23 y su implicacion en la fisiopatologia de la psoriasis han sido plenamente
estudiadas (Kapp, 1993). Adicionalmente, se induce la expresion de JunB, un
factor de transcripcion con una funcion relevante en algunas células T, como las
Th1l7 (Katagiri et al., 2021); sin embargo, su rol especifico en las yd17T aun no

esta estudiado.

Se observa también un incremento de la expresion de CPD, una
carboxipeptidasa que se encarga de procesar proteinas dentro de la célula. Esto
podria influir en su funcibn al procesar moléculas relacionadas con la
inflamacion, como citoquinas o quimioquinas, aunque este punto no ha sido
suficientemente estudiado. Por ultimo, se detecta una represion de la expresion

de PDCD4, un fendbmeno asociado con un aumento en la proliferacion y en la
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Proteinas

respuesta inmune, el cual ha sido documentado en estudios previos sobre Th17
(Cao et al., 2024).

Como aproximacion para estudiar el efecto de mTOR sobre la respuesta a IL-23,
se comparo la condicion de tratamiento con IL-23 y rapamicina con la de IL-23
sola, obteniendo una serie de proteinas cuya expresion se ve afectada. (Figura
6A2). SQLE y HMGCSL1 estén involucrados en el metabolismo del colesterol, lo
que puede impactar directamente la activacion de las células yd17T (Bietz et al.,
2017). PCLAF influye en la regulacién del ciclo celular y también juega un papel
en la diferenciacion y funcién de células T (Liu et al., 2022), BUB1 también es un

regulador del ciclo, sugiriendo un rol similar.

Adicionalmente, se analizo si la expresion significativa de estas proteinas que
habiamos observado en la comparacion IL-23 vs Control se veia afectada por
MTOR (Figura 6B). Observamos una tendencia opuesta a lo previamente
registrado, lo que sugiere que mTOR esta modulando la respuesta a IL-23.
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Figura 6. Comparacién del cambio de expresion de genes significativos en
las condiciones IL-23 vs Control e IL-23+Rapamicina vs IL-23. A. Graficos
de logFC de genes significativos (adj.p-value < 0,05): A1. Comparacion IL-23 vs
Control. A2. Comparacion IL-23+Rapamicina vs IL-23. Cada grafico muestra los
genes que resultaron significativos en cada comparacion, representando su
cambio de expresion en la respectiva condicion. B. LogFC de los genes que
fueron significativos en la comparacion IL-23 vs Control, mostrando su variacion

en la comparacion IL-23+Rapamicina vs IL-23.

5. DISCUSION

El analisis de expresion diferencial en células yd17T reveld que el tratamiento
con IL-23 induce un enriquecimiento en varias rutas metabdlicas clave, siendo el
metabolismo de las poliaminas la principal via involucrada. Las poliaminas, como
putrescina, espermidina y espermina, son moléculas orgénicas esenciales en
diversos procesos celulares, entre los que se incluye la proliferacion y la
regulacion de la respuesta inmune. Se ha descrito que estas moléculas pueden
influir en la patogenicidad de las células Thl7, asociadas a condiciones
inflamatorias, por lo que podemos hipotetizar que en las células yd17T también,

lo que revela una posible nueva diana terapéutica (Wagner et al., 2018).

Ademas del metabolismo de poliaminas, las rutas de metabolismo de piruvato,
glucosa y aminoacidos también presentaron una mayor expresion bajo el
estimulo de IL-23. Estas rutas metabdlicas son fundamentales para el
mantenimiento energético y la biosintesis, lo cual es indicativo de un perfil
metabdlicamente activo en respuesta a IL-23. El metabolismo de la glucosa, en
particular, es crucial en la activacion y funcion de las células T, lo que sugiere
que IL-23 no solo promueve la respuesta inflamatoria de las células y617T, sino

gue también favorece un entorno metabdlico que sustenta esta activacion.

El rol de mTOR en la regulacion del metabolismo celular es bien conocido,
especialmente en el contexto de la funcién inmune. En particular, su inhibicién
ha mostrado efectos profundos en la regulacién de la homeostasis de células T
y en la restriccion de rutas anabdlicas que facilitan la proliferacion y la activacion

celular (Thomson et al., 2009). Los resultados que se han obtenido respaldan
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esta observacion, sugiriendo que mTOR es fundamental para que las células
yo17T desarrollen un perfil metabdlico que sustente la inflamacién inducida por
IL-23. Este efecto se extiende a las vias involucradas en el metabolismo
energeético y biosintético, esenciales para el mantenimiento de una respuesta

inflamatoria eficiente.

En conclusion, los resultados de este proyecto resaltan la importancia de mTOR
en la regulacién metabdlica de las células yd17T y sugieren que el uso de
inhibidores de mTOR, como la rapamicina, podria tener aplicaciones
terapéuticas en condiciones inflamatorias donde las yd17T juegan un papel
relevante. Futuras investigaciones podrian profundizar en cémo la modulacion
de rutas especificas, como el metabolismo de poliaminas, contribuiria a un
control mas preciso de la actividad inflamatoria de las células y®17T en

enfermedades autoinmunes.

Modular la expresion de proteinas especificas como JunB, CPD y PDCD4, cuya
expresion cambia significativamente en respuesta a IL-23, segun se ha
observado en los resultados, podria ser clave en el desarrollo de esta respuesta.
JunB, un factor de transcripcion que regula la funcion patogénica de células
Th17, puede tener la misma o parecida implicacion en la actividad inflamatoria
en las y017T. Por otro lado, CPD, una carboxipeptidasa involucrada en el
procesamiento de proteinas, también sugiere un papel en la inflamacion a través

de la modificacion de mediadores de inflamacién como citoquinas.

Finalmente, PDCD4, que esta asociado a la inhibicion de la proliferacién celular
y la reduccion de la actividad inflamatoria, se encuentra reprimido en respuesta
a IL-23, por lo que su sobreexpresidn se presenta como una posible estrategia
para reducir la patogenicidad de estas células. Dado que se observa que la
rapamicina afecta la expresion de estas proteinas en respuesta a IL-23, la
modulacién de mTOR podria ajustarse para mejorar estos efectos terapéuticos.
Un enfoque futuro podria combinar la modulacion de la expresion de JunB, CPD
y PDCD4, con la inhibicion de mTOR, proporcionando un control mas especifico

de la actividad inflamatoria de las células yo17T.
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6. CONCLUSIONES

1. ElI metabolismo de las poliaminas es la via metabdlica mas enriquecida

en células yd17T en respuesta a IL-23.

2. IL-23 activa rutas metabdlicas esenciales, como las de glucosa, piruvato
y aminoacidos, pero esta activacion se ve alterada con la inhibicion de
MmTOR.

3. La expresion de JunB, CPD y PDCD4 cambia significativamente en
respuesta a IL-23, y este cambio también se ve afectado por la inhibicién
de mTOR.
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