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Resumen.

Los neutrofilos ademas de ser células de origen hematopoyético pertenecientes
al sistema inmune innato son los leucocitos mas abundantes en el torrente
sanguineo. Estos migran a los sitios de infeccion donde montan diferentes
estrategias para combatir a los microorganismos invasores. Estas estrategias
son la fagocitosis, la degranulacion que libera agentes microbicidas y la
secrecion de citocinas. En 2004 otra estrategia de los neutrofilos para enfrentar
a los microorganismos fue descrita, ésta consiste en la formacién de redes
extracelulares denominadas NETs (del inglés Neutrophil Extracellular Traps); las
cuales estan formadas por cromatina asociada con proteinas de los granulos. En
ellas, los microorganismos son atrapados y comienzan a ser degradados. La
mayoria de los datos obtenidos sobre la formacién de NETs son resultado de
estimular al neutréfilo con microorganismos completos o con PMA (del inglés
phorbol myristate acetate). No hay reportes de que algun receptor del neutréfilo
pueda inducir la formacion de NETs. Con el fin de determinar si los receptores
Fc son capaces de inducir la formacién de NETSs, se estimularon selectivamente
cada uno de los dos receptores Fc presentes en PMN humanos con anticuerpos
monoclonales especificos. El entrecruzamiento del receptor FcyRIIA no
promovié la formacién de NETs. En contraste el entrecruzamiento del receptor
FcyRIIIB induce la formacion de NETs de manera similar a la estimulacion con
PMA. Sin embargo la produccion de NETs inducida por el receptor FcyRIIIB es
independientemente de ERK. Estos datos apoyan la idea de que diferentes

receptores Fc inducen funciones celulares distintas.



Introduccién.

Los neutrofilos son células de origen hematopoyético, que al estar
completamente diferenciados entran al torrente sanguineo, donde cuentan con
una vida media de entre 6 a 8 horas. En humanos, son los leucocitos mas
abundantes en la circulacion sanguinea (Summers et al., 2010). Estas células
cuentan con dos caracteristicas distintivas: 1) su nucleo segmentado en l6bulos,
por lo que se les conoce también como leucocitos polimorfonucleares (PMN) y 2)
la presencia de multiples granulos en su citoplasma (Figura 1). Por esta ultima
caracteristica en conjunto con los eosinéfilos, basofilos y células cebadas forman
el grupo de los granulocitos (Brinkmann y Zychlinsky, 2012). Dichos granulos
son lisosomas especializados que contienen proteinas capaces de destruir
microorganismos Yy digerir tejidos (Brinkmann y Zychlinsky, 2007). En general
estos pueden clasificarse en primarios, secundarios y terciarios. Los primarios o
azurofilos contienen defensinas, mieloperoxidasa, serin proteasa, elastasa,
catepsina G y BPI, por sus siglas en inglés bactericidal permeability-increasing
protein. Los secundarios o especificos contienen lactoferrina, muramidasa,
fosfatasa alcalina, NADPH oxidasa, colagenasa y catelicidina. Los terciarios
contienen catepsina y gelatinasa (Borregaard y Cowland, 1997; Pruchniak et al.,

2013).



Durante una infeccion los PMN son reclutados a los sitios de infeccion, guiados
por sefales inflamatorias como la interleucina (IL)-8, el interferébn gama (INF-y)
y, la proteina de complemento C5a. Para llegar a los microorganismos invasores
los PMN deben atravesar primero el endotelio vascular (Pruchniak et al., 2013) y
posteriormente migrar a los sitios de infeccion. Una vez ahi, los PMN usan
diferentes estrategias para combatir a los microorganismos, las cuales incluyen
la fagocitosis, la degranulacién de agentes microbicidas y la secrecion de
citocinas (Borregaard, 2010). En 2004 una nueva tactica que utiliza el neutrofilo
para enfrentar a los microorganismos fue descrita, ésta consiste en la formacién
de Redes Extracelulares o NETs del inglés Neutrophil Extracellular Traps

(Brinkmann et al., 2004).

Figura 1. Microscopia electronica de transmision.
Se observa la morfologia caracteristica del
neutréfilo, con sus multiples granulos y su nucleo
lobulado. Imagen modificada de Brinkmann y
Zychlinsky, 2007.



Fagocitosis.

La fagocitosis es el mecanismo por el cual los neutrofilos ingieren
microorganismos patdgenos para su posterior eliminacion intracelular. Los
neutrofilos engullen a los patdégenos dentro de una vacuola denominada
fagosoma. Posteriormente subunidades preformadas de la proteina NADPH
oxidasa se unen a la membrana del fagosoma y comienzan a transferir
electrones al oxigeno para formar especies reactivas de oxigeno (ROS; del
inglés reactive oxygen species). Mas tarde, los granulos del neutréfilo se
fusionan con el fagosoma y vierten en su interior a los agentes microbicidas que
contienen. En consecuencia los patdogenos son expuestos a altas
concentraciones de ROS y otros agentes microbicidas, lo cual lleva a su

eliminacion (Fuchs et al., 2007).

Redes extracelulares de neutrdfilo.

Morfologia.

El componente estructural mas importante de las NETs es el ADN, esto se ha
puesto de evidencia por la fuerte interaccion entre las NETs y colorantes como
DAPI y SYTOX Green los cuales son marcadores fluorescentes que se
intercalan en el ADN. Adicionalmente se ha reportado que la degradacion de las
NETSs se logra con el tratamiento con ADNsas. Las redes extracelulares también
contienen histonas H1, H2A, H2B, H3 y H4, lo mismo que proteinas

provenientes de los granulos. Algunas de estas con actividad antimicrobiana son



la proteina BPI, la elastasa y la mieloperoxidasa (Brinkmann et al., 2004; Fuchs
et al., 2007; Urban et al.,, 2006). Las NETs se han encontrado en sitios de
infeccion donde pueden controlar a los microorganismos atrapandolos para
impedir su diseminacion (Figura 2) y mediante las acciones antimicrobianas de

las proteinas que recubren al ADN (Brinkmann et al., 2004).

Figura 2. Microscopia Electronica de barrido. Bacteria Salmonella
atrapada en NETs. Imagen modificada de Brinkmann et al., 2004.



Estimulos que inician la formacion de NETSs.

La formacion de NETs puede ser inducida por una gran variedad de estimulos pro-
inflamatorios, tales como lipopolisacarido (LPS), IL-8 y factor de necrosis tumoral
(TNF). Otro potente estimulo formador de NETs es el éster de forbol PMA (del
inglés phorbol-12-myristate-13-acetate), que es un activador de proteinas cinasas C,
PKC por sus siglas en inglés (Brinkmann et al., 2004; Gupta et al., 2010). Las NETs
también pueden ser inducidas por una gran variedad de microorganismos

incluyendo hongos, bacterias, protozoarios y virus (Tabla 1).

Tabla 1. Microorganismos capaces de inducir la formacién de NETSs.

MICROORGANISMO. REFERENCIA.
Myxoma virus. (Jenne et al., 2013)
HIV-1 (Saitoh et al., 2012)

(Hemmers et al., 2011)

Influenza virus A. -
(Narasaraju et al., 2011)

(Fuchs et al., 2007)
Staphylococcus aureus (Pilsczek et al., 2010)
(Berends et al., 2010)
(Buchanan et al., 2006)
(Lauth et al., 2009)

Streptococcus pyogenes

Escherichia coli (Grinberg et al., 2008)
Candida albicans (Urban et al., 2006)
Mycobacterium tuberculosis (Ramos-Kichik et al., 2009)
Schistosoma japonicum (Chuah et al., 2013)
Shigella flexneri (Brinkmann et al., 2004)
Haemophilus influenzae (Hong et al., 2009)

Yersinia enterocolitica y Yersinia

pseudotuberculosis (Casutt-Meyer et al., 2010)

Mannheimia haemolytica (Aulik et al., 2010)
Aspergillus fumigatus (Bruns et al., 2010)
Aspergillus nidulans (Bianchi et al., 2009)
Leishmania amazonensis (Guimaraes-Costa et al., 2009)
Toxoplasma gondii (Abi Abdallah et al., 2012)




Cambios Morfolégicos en el neutrdfilo al formar NETSs.

Posterior a la estimulacion, los neutrdéfilos se adhieren fuertemente al sustrato al
parecer utilizando integrinas B2. Mientras estan en suspension, los PMN forman
NETs con poca eficiencia (Neeli et al., 2009). En esta etapa inicial también se
observa la formaciéon de ROS. Sesenta minutos después de la estimulacion, el
nucleo comienza a perder su forma lobulada caracteristica y la cromatina
comienza a descondensarse, pero la membrana nuclear sigue intacta. Después
de 180 minutos la membrana nuclear se desintegra en pequefias vesiculas y la
cromatina se descondensa. Los granulos desaparecen, por lo que el
nucleoplasma y el citoplasma se mezclan. Finalmente la membrana celular se
rompe y la célula se contrae expulsando su contenido al medio extracelular,

Figura 3 (Fuchs et al., 2007).

Figura 3. Representacion esquematica de la formacion de NETs. 1) La estimulacion lleva
a la formacién de ROS. 2) La membrana nuclear comienza a desintegrarse y los granulos
pierden integridad. 3) El nucleo y los granulos pierden por completo la integridad y se
mezclan. 4) Por Ultimo la célula se contrae y expulsa su material al medio extracelular
formando NETs. Modificado de Brinkmann y Zychlinsky, 2007.



Sefales iniciales.

Utilizando inhibidores farmacolégicos, se ha demostrado que al estimular a los
neutrofilos con PMA la formacion de NETs es dependiente de la enzima
NADPH-oxidasa, responsable de la formacion de ROS (Fuchs et al., 2007).
Primero se observéd que neutrofilos provenientes de donadores con enfermedad
granulomatosa cronica (CGD; del inglés Chronic granulomatous disease) son
incapaces de formar NETs ya que no logran generar ROS debido a que el
complejo NADPH-oxidasa se encuentra dafiado (Bianchi et al., 2009; Fuchs et
al., 2007). Asimismo al utilizar DPI (del inglés diphenylene iodonium) que es un
inhibidor farmacolodgico del complejo NADPH-oxidasa, se detiene la formacion
de NETs (Fuchs et al., 2007).

También se ha reportado que la formacion de NETs por neutréfilos estimulados
con PMA es dependiente de PKC los PMN utilizan la isoforma PKCp para activar
el complejo NADPH-oxidasa y comenzar la formacion de ROS las cuales son
cruciales para la formacion de NETs (Gray et al., 2013).

Otras moléculas que parecen participar en la formacion de las NETs son Rac2
del inglés Ras related ¢3 botulinum toxin substrate (Lim et al., 2011) y las de la

via Raf-MEK-ERK (Hakkim et al., 2010).



Descondensacién de la cromatina.

Otro de los eventos moleculares que ocurre durante la formacion de NETs es la
descondensacion de la cromatina. Este evento es regulado por la elastasa
presente en el neutréfilo (NE; del inglés neutrophil elastase) y por la
mieloperoxidasa (MPO). La NE sale de los granulos, por mecanismos aun
desconocidos y entra en el nucleo donde degrada las histonas H1 y H4 lo que
provoca la descondensacion parcial del nacleo. Posteriormente la enzima MPO
entra al nucleo, provocando un incremento en la descondensacién de la

cromatina (Papayannopoulos et al., 2010).

Receptores Fc presentes en el neutrofilo.

La capacidad antimicrobiana de los PMN depende de la efectividad con la que
estas células reconocen a los agentes patdgenos. La union entre los receptores
para la regiéon Fc de los anticuerpos (FcR) y los microorganismos opsonizados
con inmunoglobulinas es una de las principales vias utilizadas por el neutrdfilo
para el reconocimiento de microorganismos invasores. Dicho reconocimiento
activa mecanismos de eliminaciébn microbiana como la produccion de ROS o la

degranulacién, entre otros (Jakus et al., 2008; Rosales y Uribe-Querol, 2013 ).



Los neutrdfilos humanos expresan principalmente dos tipos de FcCR en su
superficie, los receptores FcyRIIA y FcyRIIIB. Estos cuentan con baja afinidad
por mondmeros de inmunoglobulinas tipo G (IgG) pero son capaces de
reconocer complejos inmunes con mayor afinidad. El FcyRIIA estd compuesto
por una cadena a, que atraviesa la membrana plasmatica. Su porcion
extracelular consta de dos regiones tipo Ig y la regién intracelular contiene una
secuencia que incluye tirosinas que son fosforiladas al activarse el receptor,
conocida como ITAM (del inglés: immunorreceptor tyrosine-based activation
motif). El FcyRIIIB es exclusivo de neutrofilos humanos, éste receptor en su
porcion extracelular estd compuesto de dos regiones tipo inmunoglobulina y no
cuenta con region intracelular, esta unido a la membrana por un enlace
glicosilfosfatidilinositol o GPI (Figura 4). Sin embargo no se conocen
subunidades asociadas a este receptor, y hasta el momento sus mecanismos de

sefalizacion son desconocidos (Rosales y Uribe-Querol, 2013).

FcyRIIA FeyRIIB
CD32 CD16
a a-GPI

Figura 4. Receptores Fc en neutréfilos humanos. Los neutréfilos humanos expresan los
receptores FcyRIIA (CD32) y FcyRIIIB (CD16). Ambos presentan en su region extracelular
dos regiones tipo 1gG. El FcyRIIA atraviesa la membrana y en su region citoplasmatica
cuenta con una regién ITAM (verde) en cambio el FcyRIIIB esta unido a la membrana por

un enlace GPI. Modificado de Rosales y Uribe-Querol 2013.
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Planteamiento del problema.

La mayor parte de los datos obtenidos hasta el momento, relacionados con la
formacion de NETSs, se han logrado utilizando estimulos artificiales como el PMA
o inespecificos utilizando microorganismos completos. Adicionalmente existen
reportes en los que la formaciéon de NETs se logra o se ve incrementada al
utilizar microorganismos que fueron previamente opsonizados con suero
autélogo (Grinberg et al., 2008; Lauth et al., 2009; Metzler et al., 2011; Parker et
al., 2012; Pilsczek et al., 2010; Urban et al., 2006; Yipp et al., 2012).

Por lo que se plantea la posibilidad de que al estimular los receptores para la
region Fc de los anticuerpos presentes en el neutréfilo desencadenen la

formacién de NETSs.
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Hipotesis.

Si se estimula selectivamente cada uno alguno de los receptores Fc del
neutrofilo, entonces éstos inducen la formacion de NETSs.

Con esto se podra afirmar, al aceptar la hipotesis, cual de los receptores Fc es
capaz de inducir la formacion de NETSs, o bien al rechazar la hipétesis se podra

concluir que estos receptores no pueden inducir la formacién de NETS.
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Objetivo General.

Determinar si al estimular los receptores Fc presentes en el neutrofilo son
capaces de iniciar la formacion de NETs.

Objetivos particulares.

e Obtener una poblacién homogénea y pura de neutréfilos humanos.

e Determinar cual de los receptores Fc de neutrofilos humanos induce la

formacién de NETSs.

e Dilucidar la via de sefializacion que el receptor Fc utiliza para inducir la

formacion de NETSs.
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Materiales y métodos.

Purificacion de neutréfilos.

Los neutréfilos fueron purificados de sangre periférica humana
proveniente de donadores adultos voluntarios. Primero 10 mL de sangre
fresca se afiadieron a un tubo cénico de 15 mL, el cual contiene 0.25 ml
de heparina (10 U/mL) y 2 mL de una disolucion 6% de dextran T500
(Pharmacia Cat # 170320-01) en solucién amortiguadora PBS (del inglés
phosphate buffered saline). La sangre se mezcla por inversién y se dejé
reposar durante 45 min a temperatura ambiente, para sedimentar las
células rojas. El plasma rico en leucocitos, que queda en la parte superior
de los eritrocitos, se colocaron dentro de un tubo cénico de centrifuga de
15 ml que contiene un colchon de 5 mL de Ficoll-Paque PLUS (GE
Healthcare Bio-Sciences AB Uppsala Sweden Cod # 17-1440-03). Es muy
importante que el plasma no se mezcle con el Ficoll. El tubo se centrifugo
a 516 x g durante 20 min a 4°C. A continuacién se elimind el
sobrenadante, y el botén celular que contiene a los PMN se resuspendio
en 10 ml de PBS frio (4°C). La suspension celular se transfirié a un tubo
conico de 50 ml y se centrifugo a 290 x g durante 5 min a 4°C. Después
se eliminara el sobrenadante y la pastilla celular se resuspendié en PBS.
Para eliminar los eritrocitos restantes se realiz6 un choque hipoténico
como se describe a continuacion. Los PMN se concentraron por
centrifugacion y se les afiadié6 10 mL de disolucion hipoténica fria 4°C

(0.2% de NaCl, 1% de BSA (del inglés bovine serum albumin), 20 mM de
14



Hepes, pH= 7.4) agitando gentilmente con la mano durante 1 min. Se
afiadié enseguida 10 mL de disolucion hiperténica fria 4°C (1.6% de NacCl,
1% de BSA, 20 mM de Hepes, pH= 7.4) y se mezcla. Las células se
centrifugaron a 290 x g durante 5 min a 4°C y finalmente se resuspendi6
en PBS frio (4°C). La suspension celular se mantiene en hielo. Se realizé
un conteo de las células utilizando un hemocitometro. Con este método

aproximadamente el 95 % de las células fueron neutrdfilos.

Estimulaciéon de neutréfilos con PMA.

Un cubreobjetos redondo de 12 mm de diametro se coloco en placas de 24
pozos. Un millén de PMN en 500 pL se colocé por pozo y se incubo por 30 min a
37°C y 5% CO2. Inmediatamente se adiciono 100 pL de una disolucién 60 uM de
PMA en PBS, se incuba por 4 horas a 37°C y 5% CO:.

Posteriormente, 600 pL de una disolucion 2% de paraformaldehido en PBS
(concentracion final 1%), se afiadid por pozo para fijar las células. La placa se

incubaron durante toda la noche a 37°C y 5% CO..
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Estimulacién de neutréfilos con anticuerpos monoclonales.

Un millén de PMN en 500 pL se colocaron en un tubo cénico de plastico de 1.5
ml (Axygen, Union City CA USA) y se afadié 10 pg/ml del anticuerpo anti-
receptor correspondiente (Tabla 2). La mezcla se incuba durante 20 min a 4°C.
Después, para lavar los PMN, se afiadio 1 mL de PBS frio (4°C) y los tubos se
centrifugaron a 1,743 x g durante 1 min. Se elimind el sobrenadante y el botén
celular se disgregaron raspando el fondo del tubo contra una gradilla. Se repitio
este lavado dos veces méas. Enseguida se resuspenden los PMN en 500 pL de
medio de cultivo RPMI-1640 (Gibco, Grand Island NY USA) suplementado con 5
% de SFB (suero fetal bovino) y se colocaron en un pozo de una placa de 24
pozos previamente preparada con un cubreobjetos redondo de 12 mm. La placa
se incubo por 30 min a 37°C y 5% CO2. Posteriormente se adicionaron 100 L de
450 pg/ml del anticuerpo F(ab’): de cabra antilgG de ratén, concentracion final
75 pg/ml (MP Biomedicals, LLC, Fountain Pkwl, Solon, OH, USA) y la mezcla se
incubo durante 4 horas a 37°C y 5% COa2. Posteriormente, 600 pL de una
disolucion 2 % de paraformaldehido en PBS (concentracion final 1%), se afiadio

por pozo para fijar las células. La placa se incubo durante toda la noche a 37°C y

5% CO:a.
Tabla 2. Anticuerpos.
Anticuerpos Receptor. Marca.
3G8. FcyRIIIB. 025-1 Medarex.
IV.3. FcyRIIA. 028-1 Medarex.

Sc-53711 Santa Cruz

Ts2/16. Integrina 1. Biotechnology.
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Inhibidores farmacolégicos.

Todos los inhibidores se colocaron 30 min antes de realizar la estimulacion. Los

inhibidores farmacologicos y las concentraciones utilizadas se describen en la

tabla 3.
Tabla 3. Inhibidores.
Inhibidor. Marca Concfciarr]];rlacmn Molécula que inhibe.
Piceatannol. Acros Organics. 50 uM. Syk.
iISyk Calbiochem. 40 nM Syk
Wortmannin C. Calbiochem. 50 nM. P13-K.
U0126. Promega. 50 uM. MEK.
G06976. Calbiochem. 1 uM. PKC.
G66983. Calbiochem. 1 uM. PKC.
DPI. Sigma. 10 uM. NADPH oxidasa.
BAY 117082. Sigma. 2.5 uM. NF-kB.
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Visualizacion de NETs por inmunohistoquimica.

Los lavados y el proceso de inmunohistoquimica se realizaron en una gradilla
previamente preparada con Parafilm. Una pelicula de Parafilm se colocé sobre
los hoyos de la gradilla de 12 mm de didmetro, de modo que se formen
cavidades concavas. En cada cavidad se colocaron 250 pL de agua, o de la
disolucion correspondiente, para que formen una pequefa gota convexa sobre la

cual se coloca el cubreobjetos (Figura 5).

Figura 5. Gradilla con Parafilm. Se observa
la formaciéon de pequefias gotas sobre las
cuales se colocan los cubreobjetos para
realizar los lavados.
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Posterior a la fijacion con paraformaldehido, los cubreobjetos se sacan uno a
uno de la placa de cultivo y se colocan con la muestra hacia la gota de agua en
la gradilla con parafilm. Los cubreobjetos se dejan sobre el agua durante 5 min a
temperatura ambiente y se cambiaran de gota de agua tres veces mas durante 5
min cada vez. Posteriormente, los cubreobjetos se colocan sobre una disolucién
0.1% de Tritobn X-100 disuelto en paraformaldehido al 4% durante 10 min a
temperatura ambiente y luego se colocan sobre PBS durante 5 min temperatura
ambiente. Enseguida los cubreobjetos se colocan sobre disoluciones de los
anticuerpos primarios: antielastasa de neutrofilo (D-7, cat. # sc-365950 Santa
Cruz Biotecnology) o antihistona H2B (FL-126, cat. # sc-10808 Santa Cruz
Biotecnology) a 10 yg/mL en 5% de BSA en PBS y se incuban por 60 min a
temperatura ambiente. Después, se realizan 4 lavados colocando los
cubreobjetos sobre PBS durante 5 min en cada lavado. En seguida, los
cubreobjetos se colocan sobre las disoluciones de los anticuerpos secundarios:
Alexa Flour 555 Donky antirabbit (cat. # A-31572, Invitrogen) o Alexa Flour 488
Donky antimouse (cat. # A-21202, Invitrogen) a 8 ug/mL en 5% de BSA en PBS,
que ademés contiene 300 nM DAPI. Los cubreobjetos se incuban en oscuridad
durante 60 min a temperatura ambiente. Finalmente cada cubreobjetos se monta
sobre un portaobjetos con una gota de agente antiblanqueo Flourosave (cat. #

345789, Calbiochem).
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Las preparaciones se observaron en un microscopio invertido Olympus IX70
acoplado a una unidad de fluorescencia y a un sistema de captura de imagenes
(Evolution VF Color Cooled MediaCybernetics). Las imagenes fueron capturadas
con el programa Q capture pro 6.0 (QImaging Surrey, BC Canada) y se
procesaron con el programa Imaged 1.47v (National Institutes of Health

Bethesda, MD; http://imagej.nih.gov/ij/). Las longitudes de onda de excitacion y

de emision de los fluorocromos utilizados, se muestran en la Tabla 4:

Tabla 4. Excitacion y emision de flourocromos utilizados.

Fluorocromo. Excitacion. Emisién Color.
Alexa Flour 555 nm. 565 nm. Naranja.
555.
Alexa Flour Verde.
488, 495 nm. 519 nm.
DAPI. 345 nm. 455 nm. Azul.

Cuantificacion de la formacion de NETSs.

La cantidad relativa de NETs formadas se estimd analizando las imagenes de la
tincion de ADN con el programa ImageJ 1.47v. Las fotografias de la tincién con
DAPI fueron capturadas a un aumento de 200 veces. Posteriormente se
trasformaron a imagenes de 8-bits a blanco y negro. Se ajustd el brillo y
contraste con el fin de distinguir claramente las fibras de ADN del fondo obscuro.
Después se ajustd la imagen a umbral para un fondo obscuro y finalmente las
imagenes fueron analizadas para obtener el area relativa de los pixeles
correspondientes al area en color blanco (tincion de ADN). Cinco imagenes
fueron analizadas por cada condicién experimental (Sanchez-Gonzalez et al.,

2014).
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http://imagej.nih.gov/ij/

Las posibles diferencias entre los distintos grupos experimentales se analizaron
estadisticamente con una prueba t de Student para datos no pareados utilizando
el programa Microsoft Excel 2013 (Bremer y Doerge, 2010). Las diferencias se

consideran estadisticamente significativas cuando el valor de p sea < 0.05.
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Resultados.

Purificacion de neutréfilos.

Al purificar los neutrofilos (PMN) de sangre periférica utilizando el método de
déxtran-ficoll, el 95% de células son neutrdfilos. En la figura 6 A, se observa un
frotis de sangre completa, donde Unicamente se distinguen 2 neutréfilos
(flechas) rodeados de una gran cantidad de eritrocitos. En la figura 6 B se
muestra una preparacion de neutrofilos purificados con el método de déxtran-

ficoll, se aprecia una gran cantidad de neutrofilos y algunos eritrocitos.

Figura 6. Purificacion de neutrdfilos. (A) Frotis de sangre completa, se observan Gnicamente
2 neutrdfilos (flechas). (B) Neutréfilos purificados de sangre periférica por el método de
Déxtran-Ficoll. Se observa una gran cantidad de neutrofilos y escasos eritrocitos. Tincion
Giemsa-Wright. La barra representa 20 pm.
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Estimulacién de neutrdfilos.

Al tefiir los PMN con el colorante DAPI, es posible observar la forma lobulada de
su nucleo. Adicionalmente al marcar histonas por inmunohistoquimica, se
observa la regionalizacion en el nucleo de estas proteinas. Sin embargo cuando
los neutrdfilos son estimulados con PMA se pierde la forma lobulada del nucleo,
se forman NETs y las proteinas histonas se encuentran asociadas a lo largo de

las fibras de ADN (Figura 7).
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HISTONA H2B. DAPI.

COMPOSICION.

CONTROL.

Figura 7. Activacion de PMN con PMA. Al estimular los neutrofilos con
PMA (derecha) se forman NETs. Se observan las fibras compuestas por
DNA (rojo), asociado a proteinas histonas (H2B en verde). Los PMN sin
estimulo (izquierda) muestra la forma lobulada del nucleo (rojo) y
regionalizacion de proteinas histonas dentro del mismo (verde). La barra
representa 50 pm.
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Por otra parte cuando los PMN son estimulados con PMA la membrana
plasmatica pierde su integridad y el material genético puede ser expulsado al
medio extracelular. Los neutréfilos sin tratamiento alguno mantienen la
integridad de la membrana plasmatica y el nacleo mantiene su conformacion

lobulada (Figura 8).

CAMPO CLARO.

PMA.

CONTROL.

Figura 8. Neutrdfilos estimulados con PMA. Al estimular los PMN con
PMA (arriba) la membrana plasmética pierde su integridad y se observa
la expulsion de ADN componente estructural de las NETs. Los neutrofilos
sin tratamiento (control) muestran la membrana plasmatica intacta y
puede observarse la forma lobulada del nucleo. La barra representa 50
pm.
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Al estimular el receptor FcyRIIA con el anticuerpo monoclonal 1IV.3, que es
especifico para dicho receptor, no se forman NETs y se mantiene la forma
lobulada del nucleo, tipica en neutrofilos (Figura 9). En contraste al estimular el
receptor FcyRIIIB con el anticuerpo monoclonal 3G8, que es especifico para
este receptor, los PMN forman NETs y las fibras de ADN se encuentran
asociadas a proteinas histonas (Figura 9) de forma similar a cuando son

estimulados con PMA.
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FcyRIIA. FcyRIIB.

.
.

HISTONA H2B. DAPI.

COMPOSICION.

Figura 9. Activacion de neutréfilos al estimular selectivamente cada
receptor Fc con anticuerpos monoclonales especificos. El receptor
FcyRIIIB inicia la formacion de NETs (derecha). Se observa el
componente estructural de las NETs ADN (rojo) asi como la proteina
histona H2B (verde). Al estimular el receptor FcyRIIA (izquierda) los PMN
mantiene la conformacién lobulada del nicleo. La barra representa 50
pm.
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Al entrecruzar el receptor FcyRIIA los neutrofilos mantienen la integridad de la
membrana plasmatica y puede observarse la forma lobulada del nucleo,
caracteristica de PMN. En contraste al estimular el receptor FcyRIIIB los PMN

pierden la integridad de la membrana plasmatica y pueden expulsar ADN al

medio extracelular. (Figura 10).

CAMPO CLARO.

Fc yRIIA.

Fc yRIIIB.

Figura 10. Estimulacién de receptores Fc. Al estimular el receptor
FcyRIIA (arriba) el nicleo mantiene la forma lobulada y la membrana
plasmatica se encuentra intacta. El receptor FcyRIIIB (abajo) promueve
la formacion de NETs. La membrana plasmatica pierde integridad y el
ADN se encuentra en el medio extracelular. La barra representa 50 um.
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La presencia de proteinas microbicidas provenientes de los granulos de los PMN
es una caracteristica distintiva de las NETs. Al inducir la formacion de NETs
utilizando PMA, la presencia de elastasa asociada a las fibras, fue confirmada
por inmunodeteccion (Figura 11). De igual manera, cuando se indujo la
formacion de NETs estimulando el receptor FcyRIIIB, la elastasa se encontro
asociada a las fibras de ADN expulsadas por la célula (Figura 12). De forma
contraria la estimulacion del receptor FcyRIIA no indujo la formacién de NETSs.
En este caso la elastasa se detecta en el interior de los PMN y no se asocia al
ADN (Figura 12).

Estos datos indican que el entrecruzamiento del receptor FcyRIIIB es un

estimulo eficiente para la formacion de NETSs.
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ELASTASA. DAPI.

COMPOSICION.

CONTROL.

Figura 11. Deteccion de elastasa en PMN tratados con PMA. Al estimular
los PMN con PMA (derecha) las fibras de ADN (rojo) expulsadas al medio
extracelular se encuentran asociadas a la proteina microbicida elastasa
(verde). La barra representa 50 um.
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FeyRIIIB.

DAPI.

ELASTASA.

COMPOSICION.

Figura 12. Deteccion de elastasa en PMN estimulados a través de los
receptores Fc. EI ADN expulsado al exterior de la célula (rojo) al estimular el
receptor FcyRIIIB (derecha) se encuentra asociado a la proteina microbicida
elastasa (verde). La barra representa 50 pm.
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Las integrinas 31 no inducen la formacion de NETSs.

Al estimular a los PMN a través de entrecruzar a las integrinas 1, con el
anticuerpo monoclonal especifico TS2/16, no se forman NETSs. El nucleo de los
PMN mantiene su forma lobulada tipica en neutrofilos. De igual forma se

conserva la integridad de la membrana plasmética (Figura 13).

En los PMN estimulados por integrinas 31, las histonas H2B se localizaron, por
inmunohistoquimica, solamente en el nucleo. De igual forma la elastasa se
observé regionalizada en los granulos, al interior de la célula (Figura 14). No hay
colocalizacion de histonas y elastasa lo cual indica que los nicleos y granulos

permaneces intactos en estas células.

DAPI. CAMPO CLARO.

INTEGRINA B1.

Figura 13. Estimulaciéon de neutrofilos a través de las integrinas 1. Al
entrecruzar las integrinas 31 no se inicia la formacion de NETs. La membrana
plasmatica mantiene su integridad y el ndcleo conserva su conformacion
lobulada. La barra representa 50 pm.
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Figura 14. La ubicacién de histonas y elastasa no cambia en los PMN
estimulados por integrinas 1. Al entrecruzar el receptor de integrina 31 la
elastasa (verde) se observa en el interior de la célula y el nacleo conserva su
forma lobulada (rojo) (A-C) y las proteinas histonas (verde) en el nucleo
(rojo) (D-F). La barra representa 50 pm.
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Al realizar el analisis estadistico del &rea relativa de ADN se observé un
incremento significativo entre los PMN estimulados con PMA vy los estimulados
con el anticuerpo 3G8 especifico para el receptor FcyRIIIB respecto a los demas

estimulos (Grafico 1).
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Grafico 1. Promedio del area relativa de DNA (+ E. E. M.) por condicién
experimental. Los asteriscos indican diferencias significativas con
respecto al control con una p< 1.1981E-16.
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Inhibidores farmacolégicos.

Debido a que el PMA es un activador de PKC, la participacion de esta cinasa en
la formacion de NETSs iniciada por el receptor FcyRIIIB fue probada utilizando
dos inhibidores especificos para PKC. Como se esperaba los PMN estimulados
con PMA formaron NETs. Sin embargo, cuando los neutréfilos son tratados
previamente con el inhibidor general G6 6983 especifico para las isoformas
convencionales a, B y y de PKC, o con el inhibidor G6 6976, especifico para las
isoformas a y Bl de PKC, no se observa la formaciéon NETs posterior al estimulo
con PMA (Figura 14). De forma contraria, la formacion de NETs debido al
entrecruzamiento del receptor FcyRIIIB no es inhibida por ninguno de los dos
inhibidores especificos para PKC (Figura 15). Esto sugiere que el receptor

FcyRIIIB podria inducir la formacion de NETs por una via independiente de PKC.
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GO 6976.

GO 6983.

FcyRIIIB.

Figura 15. Tratamiento con los inhibidores especificos para PKC. Los
neutréfilos pretratados con los inhibidores para PKC son incapaces de formar
NETs al ser estimulados con PMA (izquierda). En contraste la formacion de
NETs inducida por el estimulo al receptor FcyRIIIB no logra ser detenida por
los inhibidores para PKC (derecha). La barra representa 50 pm.
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Al realizar el andlisis estadistico del area relativa de ADN utilizando los
inhibidores especificos para la molécula PKC G6 6976 y G6 6983 se observo un
decremento significativo con respecto al control en la estimacion del area relativa
de ADN de los neutréfilos estimulados con PMA, sin embargo los PMN
estimulados via el FcyRIIIB no mostraron diferencias significativas respecto al

control en la estimacion del area relativa de ADN (Gréfico 2).
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Grafico 2. Promedio del area relativa de DNA (x E. E. M.) al

utilizar los inhibidores especificos para PKC. Los asteriscos

indican diferencias significativas con respecto al control con
una p< 1.9429E-07.

37



Dado que, se ha reportado la participacion de la via de sefalizacion MEK-ERK
en la formacion de NETs posterior a la estimulacion con PMA (Hakkim et al.,
2010). Cuando los PMN son tratados con el inhibidor UO126, especifico para
MEK, los neutréfilos son incapaces de formar NETs al ser estimulados con PMA
(Figura 16). En contraste, el tratamiento con el inhibidor UO126 no afecta la
formaciéon de NETs iniciada por el entrecruzamiento del receptor FcyRIIIB

(Figura 16). Esto sugiere que al estimular el receptor FcyRIIIB los PMN forman

NETSs sin involucrar la via MEK-ERK.
PMA. FcyRIIIB.

U0126.

Figura 16. Tratamiento con el inhibidor especifico para MEK. Al estimular los
PMN con PMA el pretratamiento con el inhibidor para MEK impide la formacion
de NETs. De forma contraria al tratar los neutréfilos con el inhibidor para MEK y
estimular el receptor FcyRIIIB no se impide la formacion de NETs. La barra
representa 50 um.
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El andlisis estadistico del area relativa de DNA al utilizar el inhibidor UO126
especifico para la molécula MEK y estimular el receptor FcyRIIIB no arrojo
diferencias significativas respecto al control, en contraste al inhibir la molécula
MEK y estimular con el éster de forbol PMA se observd un decremento

significativo en el &rea relativa de ADN respecto al control (Grafico 3).
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Gréfico 3. Promedio del &rea relativa de ADN (+ E. E. M.) al utilizar el
inhibidor especifico para MEK. Los asteriscos indican diferencias
significativas con respecto al control con una p< 0.001.
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Otra molécula importante en la via de sefalizacién inducida por receptores Fc
gue contienen secuencias ITAM es Syk (spleen tyrosine kinase). Para evaluar la
participacion de esta molécula en la formacion de NETs dependiente del
receptor FcyRIIIB, los PMN fueron tratados con iSyk o Piceatannol, dos
inhibidores de Syk, antes de la estimulacion. Ninguno de estos inhibidores tiene
efecto en la formacién de NETs cuando los PMN son estimulados con PMA
(Figura 17). De igual manera en presencia de estos inhibidores los neutréfilos
forman NETs después de entrecruzar el receptor FcyRIIIB (Figura 17). Estos

datos sugieren que la formacion de NETs es independiente de Syk.
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PICEATANNOL.

PMA. Fc yRIIB.

Figura 17. Tratamiento con los inhibidores especificos para Syk. Al
estimular los PMN con PMA ninguno de los inhibidores para Syk impide la
formacion de NETs. De igual forma al estimular el receptor FcyRIIIB y tratar
los neutréfilos con los inhibidores para Syk no se impide la formacién de
NETs. La barra representa 50 pum.
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Al utilizar los inhibidores Piceatannol e iSyk especificos para la molécula Syk no se
observaron diferencias significativas respecto al control en el area relativa de ADN

para ninguno de los dos estimulos utilizados (Gréfico 4).
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Gréfico 4. Promedio del area relativa de ADN (+x E. E. M.)
inhibiendo la molécula Syk con dos diferentes inhibidores. No se

observan diferencias significativas entre los grupos.

42



De forma similar la molécula PI1-3K (phosphatidylinositol 3-kinase) participa de
forma importante en la via de sefializacion inducida por receptores Fc que tienen
secuencias ITAM. Para evaluar la participaciéon de PI3-K en la formacién de
NETs dependiente del receptor FcyRIIIB, los PMN fueron tratados con
Wortmannin C, un inhibidor de PI13-K antes de la estimulacién. Este inhibidor no
mostrd efecto alguno en la formacion de NETs en los PMN estimulados con
PMA (Figura 18). De igual manera en presencia de Wortmannin C los neutrofilos
forman NETs después de estimular el receptor FcyRIIIB (Figura 18). Estos datos

también sugieren que la formacién de NETs es independiente de PI-3K.
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Figura 18. Tratamiento con el inhibidor especifico para PI-3K. Al estimular el
receptor FcyRIIIB y tratar los neutrdfilos con el inhibidor para PI1-3K no se impide
la formacion de NETs. Los PMN tratados con el inhibidor especifico para PI-3K y
estimulados con PMA forman NETs de manera eficiente. La barra representa 50
pm.
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La inhibicion de la molécula PI3-K con el inhibidor Wortmannin ¢ no arrojo
diferencias significativas en el analisis del area relativa de ADN para ambos

estimulos respecto al control (Grafico 5).
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Gréfico 5. Promedio del &rea relativa de ADN (x E. E. M.) inhibiendo
la molécula PI-3K. No se observan diferencias significativas entre
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La formacion de NETs posterior a la estimulacion con PMA requiere la activacion
de la NADPH oxidasa y la formacion de ROS (Fuchs et. al., 2007). Por lo tanto,
para evaluar la participacion de esta enzima en la formacion de NETs
dependiente del receptor FcyRIIIB, los neutréfilos fueron tratados con el inhibidor
diphenylene iodonium (DPI) un inhibidor para NADPH oxidasa. En presencia del
inhibidor los PMN estimulados con PMA no forman NETs (Figura 19). De igual
manera entrecruzando el receptor FcyRIIIB, los PMN tratados con DPI son

incapaces de formar NETs (Figura. 19).

DPI.

Figura 19. Tratamiento con el inhibidor especifico para NADPH oxidasa. Al
estimular el receptor FcyRIIIB y tratar los neutréfilos con el inhibidor DPI se
impide la formacion de NETs. De igual forma los PMN tratados con el
inhibidor especifico para NADPH oxidasa y estimulados con PMA no son
capaces de formar NETs. La barra representa 50 um.
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La inhibicion del complejo NADPH oxidasa con el inhibidor DPI mostré una
disminucién significativa respecto al control del area relativa de DNA para ambos
estimulos tanto al tratar los PMN con el éster de forbol PMA como con el

tratamiento al receptor FcyRIIIB respecto al control (Gréfico 6).
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Gréfico 6. Promedio del area relativa de DNA (+ E. E. M.) al inhibir la
molécula NADPH oxidasa. Los asteriscos indican diferencias
significativas con respecto al control. * p< 3.9718E-07 ** p< 0.0002.
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Recientemente, se ha reportado que la formacion de NETs posterior a la
estimulacion con PMA es dependiente de la activacion del factor de transcripcion
NF-kB (Lapponi, et al. 2013). Por tal motivo, se avalué la participacion de esta
molécula en la formacién de NETs estimulando el receptor FcyRIIIB. Los PMN
fueron tratados con BAY 11-7082, un inhibidor de NF-kB. Los neutrofilos
estimulados con PMA en presencia del inhibidor no formaron NETs (Figura 20).
En contraste, los PMN tratados con dos diferentes concentraciones del inhibidor,
forman NETs de una forma eficiente al entrecruzar el receptor FcyRIIIB (Figura
20). Por lo tanto al estimular este receptor la formacion de NETs es

independiente de NF-kB.
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BAY 11-7082 2.5 uM.

BAY 11-7082 5 pM.

FcyRIIIB.

Figura 20. Tratamiento con el inhibidor especifico para NF-kB. Al
estimular los PMN con PMA el pretratamiento con el inhibidor para NF-
kKB se impide la formacion de NETs. En contraste al tratar los PMN con
el inhibidor para NF-kB y estimular el receptor FcyRIIIB no se impide la
formacion de NETSs. La barra representa 50 pm.
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La inhibicion de la molécula NF-kB con el inhibidor especifico Bay 117082 no
mostro diferencias significativas en el analisis del area relativa de ADN al
estimular el receptor FcyRIIIB respecto al control. Sin embargo al estimular con
PMA e inhibir la molécula NF-kB se observé un decremento significativo en el

analisis del area relativa de DNA respecto al control (Gréfico 7).

B BAY 117082 (2.5 uM)
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Gréfico 7. Promedio del area relativa de ADN (+ E. E. M.) al inhibir la
molécula NF-kB. Los asteriscos indican diferencias significativas con
respecto al control con una p< 0.0003.
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Discusion.

La activacion de los neutroéfilos a través de distintos receptores de membrana es
necesaria para iniciar diferentes mecanismos de defensa incluyendo: la
fagocitosis, el estallido respiratorio y la degranulacion de agentes microbicidas
(Borregaard, 2010; Brinkmann et al., 2004; Futosi et al., 2013; Rosales, 2007);
recientemente una nueva estrategia utilizada por los PMN para combatir a los
microorganismos fue descrita esta consiste en la formacion de NETSs.
Actualmente se conocen una gran variedad de patégenos capaces de iniciar la
formacion de NETSs incluyendo virus, bacterias, hongos y parasitos (Jenne et al.,
2013; Saitoh et al., 2012; Hemmers et al., 2011; Narasaraju et al., 2011; Fuchs
et al., 2007; Pilsczek et al., 2010; Berends et al., 2010; Buchanan et al., 2006;
Lauth et al., 2009; Grinberg et al., 2008; Urban et al., 2006; Ramos-Kichik et al.,
2009; Chuah et al., 2013; Brinkmann et al., 2004; Hong et al., 2009; Casutt-
Meyer et al., 2010; Aulik et al., 2010; Bruns et al., 2010; Bianchi et al., 2009;
Guimaraes-Costa et al., 2009; Abi Abdallah et al., 2012), sin embargo no se ha
descrito un receptor especifico presente en el neutréfilo que induzca la
formacion de NETs Unicamente se ha reportado que la formaciéon de NETs se
logra o se ve incrementada al utilizar microorganismos que fueron previamente
opsonizados con suero autélogo (Grinberg et al., 2008; Lauth et al., 2009;
Metzler et al., 2011; Parker et al., 2012; Pilsczek et al., 2010; Urban et al., 2006;
Yipp et al., 2012), estos reportes sugieren la posible participacion de los
receptores para IgG (FcyR) presentes en los PMN en la formacion de NETSs.
Constitutivamente el neutréfilo expresa dos tipos de FcyR, el FcyRIIA y el

FcyRIIIB. Se sabe que el receptor FcyRIIA participa de forma importante en el
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proceso de fagocitosis, en contraste no se conoce la funcién del receptor
FcyRIIIB (Rosales y Uribe-Querol, 2013).

En este trabajo se demostrdé de manera contundente que el receptor FcyRIIIB y
no el FcyRIIA, inicia la formacion de NETs. La estimulacion selectiva con el
anticuerpo monoclonal 3G8 especifico para el receptor FcyRIIIB inicia la
formacion de NETs después de 4 h de estimulacion, dichas redes muestran una
morfologia similar a las formadas posterior a la estimulacion con PMA, es decir,
estan formadas de un esqueleto de cromatina asociado con al menos elastasa
gue es una proteina almacenada en los granulos del neutréfilo (Brinkmann et al.,
2004). Adicionalmente se conoce que el entrecruzamiento del receptor FcyRIIIB
es capaz de activar integrinas 1 (Ortiz-Stern y Rosales, 2005), sin embargo
aqui se demostré que el entrecruzamiento de este receptor no promueve la
formacion de NETSs. Al igual que con PMA la formacion de NETs via FcyRIIIB es
dependiente de la formacién de ROS ya que en presencia del inhibidor para
NADPH-oxidasa DPI no se logran formar NETs (Fuchs et al., 2007).

Se ha reportado la participacion de proteinas cinasa C (PKC) en la formacion de
NETs via PMA (Gray et al.,, 2013), sin embargo al inhibir estas moléculas
entrecruzando al receptor FcyRIIIB no se observa efecto alguno en la formacion
de redes, lo que sugiere que la formacion de NETs al estimular el receptor
FcyRIIIB es independiente de PKC. De forma similar se ha reportado la
participacion de MEK en la formacién de NETs inducida por PMA (Hakkim et al.,
2010) , en contraste la formacion de NETs estimulando el receptor FcyRIIIB no
logra bloquearse inhibiendo MEK.

Reporte demuestran que la formacion de NETs posterior al estimulo con PMA es
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dependiente del factor de transcripcion NF-kB (Lapponi et al., 2013), no obstante
la formacion de NETs via FcyRIIIB mostro ser independiente de este factor
transcripcional.

Se conoce que la via de sefializacion de los receptores Fc dependiente de ITAM
involucra a las moléculas Syk y PI3-K (Rosales, 2007), en contraste se demostro
gue la formacion de NETs es independiente de PI-3K o Syk posterior al estimulo
con PMA o FcyRIIIB. Los datos obtenidos sugieren que la formacion de NETs
inducida por el FcyRIIIB sigue una via de sefalizacion distinta a la utilizada en la
induccion de NETs estimulando con PMA y Unicamente coincide en la utilizacién

de ROS formados por el complejo NADPH-oxidasa.

52



Conclusiones.

Los datos obtenidos en este trabajo muestran de manera contundente que el
FcyRIIIB, es capaz de inducir la formacion de NETSs, similares estructuralmente a
las redes formadas posterior al estimulo con PMA ya que estdn compuestas de
un esqueleto de cromatina asociado a elastasa la cual es una proteina
almacenada en los granulos del neutrdéfilo, en contraste el receptor FcyRIIA no
promueve la formacién de NETs. Este hallazgo apoya la idea de que cada
receptor Fc regula diferentes funciones celulares. Adicionalmente los datos
demuestran que el receptor de integrina 1 no participa en la formacion NETSs.

Por otra parte los datos sugieren que la via de sefializacion utilizada por el
FcyRIIIB es distinta a la activada por PMA, ya que es independiente de NF-kB,
ERK y PKC. Ademés la formacién de NETs inducida por el FcyRIIIB es un
proceso dependiente de la formacion de ROS, las cuales son producidas por el
complejo NADPH-oxidasa ya que al inhibir su actividad no se logra la formacién

de NETs.
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Perspectivas.

Los mecanismos moleculares utilizados por el receptor FcyRIIIB son
desconocidos, sin embargo existen reportes en los cuales se muestra que el
receptor FcyRIIIB puede activar integrinas B2 en neutrofilos humanos. Los
neutroéfilos expresan dos tipos de receptores para integrina 32 el receptor LFA-1
(aLB2) Mac-1 (aMB2) las cuales podrian no solo estar involucrados en la
adhesién sino que también podrian estar participando en la via de sefalizacién
necesaria para la formacion de NETs (Futosi et al 2013). Por tanto se planea
evaluar la participacion de las integrinas 2 presentes en neutréfilos humanos en

la formacién de NETSs.
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