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Abreviaturas

ACPA: Anticuerpos antiproteinas citrulinadas (del inglés anti-citrullinated protein
antibodies)

ADN: Acido desoxirribonucleico

AL: Anticoagulante lupico

ANA: Anticuerpos antinucleares (del inglés anti-nuclear antibodies)

ANCA: Anticuerpos anticitoplasma de neutrdfilo (del inglés Antineutrophil
cytoplasmic antibodies)

aPL: Anticuerpos antifosfolipidos (del inglés anti-phospolipids)

AR: Artritis reumatoide

ARN: Acido ribonucleico

ap>GPI: Anticuerpo anti-B (2)-glicoproteina |

BVAS: Birmingham Vasculitis Activity Score

CAR: Colegio Americano de Reumatologia

DAPI: 4' 6-Diamidino-2-fenilindol diclorhidrato

DC: Célula dendritica (del inglés dendritic cells)

DMSO: Dimetil sulféxido

ENA: Antigenos extraibles del nucleo (del inglés extractable nuclear antigen).
HSC: Células troncales hematopoyéticas (del inglés hematopoietic stem cells)
IC: Inmunocomplejos

IL-1B: Interleucina 1 beta

IL-8: Interleucina 8

IL-17: Interleucina 17

LES: Lupus eritematoso sistémico

LPS: Liposacaridos

MPO: Mieloperoxidasa

NADPH oxidasa: Nicotinamida adenina dinucledtido fosfato oxidasa (del ingles
nicotinamide adenine dinucleotide phosphate oxidase)

NE: Elastasa de neutroéfilo



NETs: Trampas extracelulares de neutrodfilo (del inglés neutrophil extracellular
traps)

NF-xB: Factor nuclear kappa B (NF-«xB)

PADA4: Peptidilarginina desaminasa 4

PAM: Poliangeitis microscopica

PAMPS: Patrones moleculares asociados a patégenos (del inglés, pathogen-
associated molecular patterns

PBS: Solucidn salina amortiguadora de fosfatos (del inglés phospahte buffered
saline)

PFA: Paraformaldehido

PKC: Proteina cinasa C

PMA: Forbol-12-miristato-13-acetato (del inglés phorbol-12-myristate-13-acetate)
PMN: Polimorfonuclear

PRR: Receptores de reconocimiento de patrones (del inglés, pattern recognition
receptor)

RNP: Ribonucleoproteina

ROS: Especies reactivas de oxigeno (del inglés reactive oxygen species)
RPMI 1640: Medio de cultivo Roswell Park Memorial Institute 1640 (del inglés
Roswell Park Memorial Institute Medium)

SAF: Sindrome antifosfolipidos

SLEDAI-2K: indice de actividad ltipica del 2000 (del inglés Systemic lupus
erythematosus disease activity index 2000)

Sm: Antigeno de Smith

snRNP: Ribonucleoproteinas nucleolares pequenas (del inglés small nuclear
rinobonucleproteins)

SR-A: Receptor basurero A (del inglés scavenger receptor A)

TLR: Receptor tipo Toll (del inglés Toll-like receptor)

TNF-a: Factor de necrosis tumoral o

U.R.F: Unidades relativas de fluorescencia

VPV: Vasculitis de pequefos vasos



Resumen

Los neutrofilos o leucocitos polimorfonucleares (PMN) son los leucocitos mas
abundantes en circulacion sanguinea humana. Durante una infeccidén, los
neutrdéfilos son las primeras células en acudir al sitio de infeccion. Una vez en el sitio
afectado, los neutrdéfilos llevan a cabo su principal funcién, la cual es eliminar
microorganismos patdgenos a través de la fagocitosis, la degranulacién y las
trampas extracelulares de neutréfilos (NETs). Sin embargo, recientemente se ha
sugerido la implicacion de anticuerpos anticitoplasma de neutrofilo (ANCA del inglés
Antineutrophil cytoplasmic antibodies) presentes en vasculitis de pequenos vasos
(VPV) como los posibles responsables de inducir NETs. Provocando que las NETs
tengan un papel contraproducente en pacientes con VPV. No obstante, en otras
enfermedades autoinmunes como el lupus eritematoso sistémico (LES) no se
conoce si los autoanticuerpos antirribonucleoproteinas (anti-RNP/Sm) vy los
anticuerpos anticoagulante lupico (AL) estan participando como posibles inductores
de NETs. De tal manera que las NETs tengan un papel prejudicial en pacientes con
LES, causando dafio vascular y la formacion de trombos. El objetivo del presente
trabajo fue probar si los sueros de pacientes con LES con presencia de los
anticuerpos anti-RNP/Sm y anticuerpos AL tenian la capacidad de inducir la
formacion de NETs en neutrdfilos de donadores sanos. Mediante ensayos de
microscopia de epifluorescencia y cuantificacion de NETs se demostro el efecto
biolégico de los sueros de pacientes con LES en neutréfilos de donadores sanos,
induciendo la formacién de NETs aproximadamente a los 120 minutos después del
estimulo, convirtiendo a los sueros de pacientes con LES en un estimulo lento.
Ademas, la formacién de NETs al utilizar los sueros de pacientes con LES como
estimulo fue débil en comparacion con el forbol-12-mirsitato-13-acetato (PMA). Por
otro lado, el efecto de los sueros sobre los neutréfilos aparentemente es
independiente de los autoanticuerpos anti-RNP/Sm y AL. Finalmente, se observé
una tendencia entre la actividad de los sueros de pacientes con LES y el indice del
SLEDAI-2K, de tal manera que el suero de pacientes con un estadio de la
enfermedad mas grave de acuerdo con el SLEDAI-2K tuvieron mayor efecto sobre

neutrofilos.



Introduccion

El sistema inmunoldgico

Durante la evolucion de los organismos, la seleccidon natural ejercié presion para
desarrollar estrategias en contra de agentes infecciosos. El sistema inmunolégico
surgio con la finalidad de proteger al organismo de microorganismos infecciosos, y
mantener su homeostasis (Kindt et al, 2007; Murphy et al, 2009). El sistema
inmunoldgico, esta conformado por tejidos, células y moléculas (péptidos, hormonas
y proteinas) con las funciones de reconocimiento y eliminacion de agentes extrafios

al organismo.

Las células del sistema inmunoldgico reciben el nombre de leucocitos o
glébulos blancos. En mamiferos los leucocitos se originan a partir del proceso de
hematopoyesis, llevado a cabo por células troncales hematopoyéticas (HSC, del
inglés hematopoietic stem cells) presentes en la médula 6sea. Entre los leucocitos
se encuentran los linfocitos B y T, los neutréfilos, los monocitos, los mastocitos, los
eosindfilos y los basodfilos. Los linfocitos son células que permanecen en
aparentemente estado latente hasta que se encuentran con un antigeno especifico,
conforme se enfrentan al mismo antigeno aumenta su efectividad. La respuesta de
un linfocito a un antigeno no es directa y requiere que primero el antigeno sea
“‘procesado y presentado” por células especializadas conocidas como células
presentadoras de antigenos. Estas incluyen a los macréfagos y las células

dendriticas (DC, del inglés dendritic cells).

Las caracteristicas entre las distintas células del sistema inmunolégico y la
manera en la que generan inmunidad han llevado a clasificar a la inmunidad en: a)
inmunidad adaptativa mediada por linfocitos B y T. Esta inmunidad se caracteriza
por reaccionar a un amplio numero de antigenos, con una respuesta lenta pero con
la capacidad de generar memoria, e b) inmunidad innata mediada por el resto de
los leucocitos, esta inmunidad tiene caracteristicas opuestas a las de la inmunidad
adaptativa, al tener una respuesta mas rapida, con la limitante de reconocer un

menor numero de antigenos y sin la capacidad de generar memoria (Chaplin, 2010).



A pesar de las diferencias entre la inmunidad adaptativa e innata, ambos tipos de
inmunidad convergen en mecanismos conocidos como respuestas inmunitarias
(Kindt et al, 2007; Murphy et al, 2009). Las respuestas inmunitarias son procesos
orquestados en contra de moléculas, conocidas como antigenos, con la capacidad
de activar el sistema inmunoldgico. Estos antigenos pueden provenir desde
microorganismos (bacterias, hongos, virus y parasitos) e incluir componentes
celulares o toxinas liberadas por microorganismos (Warrington et al, 2011). Sin
embargo, incluso sustancias extrafias no infecciosas pueden desencadenar
respuestas inmunitarias, y en ciertas situaciones, moléculas propias del anfitrién
también pueden provocar respuestas inmunitarias, a o que se le conoce como

enfermedad autoinmune (Abbas et al, 2012).

Las enfermedades autoinmunes son un grupo de patologias caracterizadas
por causar dafio a células, tejidos y 6rganos del anfitrion, a través de células
autorreactivas inmunoldégicamente competentes o anticuerpos contra componentes
propios del anfitrion. Existen distintos factores que participan en el desarrollo de las
enfermedades autoinmunes, como: la inefectiva regulacion o eliminacion de células
autorreactivas, la continua exposicion a moléculas propias con alta capacidad
inmunogenica, la predisposicion genética, y los factores ambientales y epigenéticos
(Wang et al, 2015; Ganapathy et al, 2017). Sin embargo, aun es incierto el
mecanismo que da inicio a la autoinmunidad, pero se ha sugerido una importante
participacion de distintos leucocitos entre ellos los neutrdfilos, células que se

desconoce como contribuyen a la autoinmunidad.



Neutrofilos

Generalidades de neutroéfilos

Los neutrofilos, también conocidos como leucocitos polimorfonucleares
(PMNSs) son los leucocitos mas abundantes en la circulacion sanguinea humana
(Mécsai, 2013; Rosales et al, 2016), constituyendo aproximadamente entre el 50 y
el 70 % de los leucocitos en circulacion (Mesa & Vasquez, 2013; Kolasczkowska &
Kubes, 2013). Los neutrofilos posteriormente de ser producidos y madurar en la
médula dsea, son liberadas a la circulacién sanguinea (Nauseef & Borregaard,
2014). Una vez en circulacion sanguinea los neutréfilos son consideradas células
de vida corta a diferencia de otros leucocitos (Galli et al, 2011; Kolasczkowska &
Kubes, 2013); ya que tienen una vida media entre 12 a 15 horas (Mesa & Vasquez,
2013), mientras que en tejidos pueden vivir de 1-2 dias (Mayadas et al, 2015). Sin
embargo, un estudio realizado in vivo revela que pueden vivir hasta 5.4 dias en

circulacién sanguinea (Pillay et al, 2010).

Morfologia y fenotipo de los neutrofilos

Los neutréfilos maduros tienen caracteristicas morfolégicas que permiten
distinguirlos de otros leucocitos. Estas caracteristicas incluyen: un nucleo
segmentado con 3 a 5 I6bulos conectados por filamentos finos (Veda, 2011), un
diametro celular aproximado de 12-15 um, y un citoplasma enriquecido con granulos
y vesiculas secretoras (Mesa & Vasquez, 2013) (Figura 1). Los granulos tienen la
funcion de almacenar y liberar sustancias con la capacidad de eliminar
microorganismos. Los granulos se clasifican en: a) granulos primarios o azurdfilos,
los cuales contienen, mieloperoxidasa, azurodicina, lisozima, serina proteasas
(como proteinasa 3, elastasa de neutréfilo y catepsina G) y péptidos antimicrobianos
(como defensinas). b) granulos secundarios o especificos, los cuales contienen
lactoferrina, pentraxina 3, LL-37 y ficolina 1. c) granulos terciarios o granulos de
gelatinasa, los cuales contienen metaloproteinasa 9, también conocida como
gelatinasa B (Mantovani et al, 2011; Kolasczkowska & Kubes, 2013; Mayadas et al,
2014).



Figura 1. Neutrdéfilos de humano. Esta célula contiene un nucleo lobulado bien definido, claramente
visible de color purpura. También se observa un citoplasma de color ligeramente rosado debido a
que no reacciona a colorantes cationicos ni anidnicos (de ahi su nombre neutrdéfilo). Tincién Wrigth-
Giemsa. La barra representa 20 um. Tomado de Aleman, 2016.

Respecto al fenotipo de los neutréfilos humanos, éstos pueden ser
caracterizados mediante marcadores de membrana celular. Los marcadores mas
usados son: CD11b (Mac-1), CD14, CD15, CD16 (FcyRIIl), CD26L (L-selectina) y
CD66b. Aunque estos marcadores no son exclusivos de neutrdfilos, se utilizan en
combinacion para caracterizar a una célula como neutréfilo (Lakschevitz et al, 2015;
Lakschevitz, 2016). Sin embargo, estos marcadores cambian constantemente su
expresion de acuerdo con el tiempo de vida del neutréfilo. Por lo que neutrdfilos
maduros expresan CD11b*, CD14-, CD15", CD16* y CD66b* (Dumitru et al, 2009;
Lakschevitz, 2016), mientras que neutrdfilos activados presentan un fenotipo
CD11bMgh CD15*, CD16'°%, CD66b"9" y CD62L'" (Furtinali et al, 2008).

Funciéon de los neutroéfilos

Los neutroéfilos son un componente esencial de la inmunidad innata, debido
a su importante participacion durante una respuesta inmune, al ser los primeros
leucocitos en migrar de la sangre al tejido o zona de inflamacion o de infeccién. Una
vez en el sitio afectado, los neutréfilos llevan a cabo su principal funcidén, la cual es
eliminar microorganismos patégenos a través de la fagocitosis (Rosales & Uribe-
Querol, 2017). Los neutrdfilos también ayudan a regular la respuesta inflamatoria



mediante la liberacién de citocinas y quimiocinas (Mantovani et al, 2011). A través
de estas sustancias los neutrdfilos reclutan a otros leucocitos de la inmunidad innata
como son macrofagos, basdfilos e inclusive leucocitos de la inmunidad adaptativa

como linfocitos T (Mantovani et al, 2011).

Mecanismos antimicrobianos de neutroéfilos

Ademas de la fagocitosis los neutrdfilos utilizan otras dos estrategias
antimicrobianas; la degranulacion (Kolaczkowska & Kobes, 2013; Mayadas et al,
2014) y la formacion de trampas extracelulares de neutréfilos (NETs, del inglés
neutrophil extracelular traps; Brinkmann et al, 2004; Yam-Puc et al, 2012) (Figura
2).
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Figura 2. Mecanismos antimicrobianos de neutréfilos. Los neutréfilos son células que acuden a sitios
de infeccién o inflamacién. Una vez en la zona afectada, los neutréfilos reconocen y eliminan
microrganismos patégenos, a través de la degranulacion, la fagocitosis y la formacién de redes
extracelulares de neutréfilos (NETSs).



Fagocitosis

Los neutréfilos en conjunto con los monocitos, macréfagos, células
dendriticas, osteoclastos y eosindfilos, reciben el nombre de fagocitos profesionales
(Gordon 2016; Rosales & Uribe-Querol, 2017). Estas células tienen la capacidad de
fagocitar, esto es reconocer e ingerir particulas o microrganismos mas grandes que
0.5 um. La particula fagocitada se incorpora dentro de vesiculas llamadas
fagosomas (Rosales & Uribe-Querol, 2017). El neutrdfilo lleva a cabo el
reconocimiento de las particulas para su ingestion mediante receptores de
membrana que reconocen directamente microorganismos o indirectamente a través
de reconocer opsoninas. Los receptores directos incluyen receptores que detectan
patrones moleculares asociados a patogenos (PAMPS, del inglés pathogen-
associated molecular patterns). Estos receptores se denominan receptores de
reconocimiento de patrones (PRR, del inglés pattern recognition receptor). Ejemplos
de estos receptores son: dectina 1, receptores de manosa y el receptor basurero A
(SR-A, del inglés scavenger receptor A). Los receptores indirectos incluyen a los
receptores de anticuerpos, llamados receptores Fc y los receptores del
complemento (Rosales & Uribe-Querol, 2017). Los anticuerpos y los componentes
del complemento son opsoninas que se unen a la particula para facilitar su

fagocitosis.

La fagocitosis conlleva cascadas de sefalizacion celular, y reacomodos del
citoesqueleto para formar el fagosoma (Kruger et al, 2015). Una vez formado el
fagosoma, éste se fusiona con granulos primarios y secundarios, ademas de
productos provenientes del reticulo endoplasmatico y del aparato de Golgi, dando
lugar un fagosoma intermedio (Gordon, 2016). Dentro del fagosoma ocurren
cambios de pH por el proceso del estallido respiratorio, en el cual la NADPH oxidasa
(Amulic et al, 2012) cataliza la reduccion del Oz generando el radical superédxido (Oz2
). El radical superdxido pertenece al conjunto de moléculas llamado especies
reactivas de oxigeno (ROS, del inglés reactive oxygen species), las cuales tienen
actividad microbicida (Hampton et al, 1998). El fagosoma intermedio se fusiona a

lisosomas dando lugar a un fagolisosoma maduro, dentro del cual se destruye el



microorganismo ingerido. Finalmente, las membranas del fagolisosoma son
recicladas (Gordon, 2016).

Degranulacion

Los neutréfilos ademas de fagocitar tienen la capacidad de liberar
mediadores proinflamatorios como es el caso de quimiocinas y enzimas digestivas,
las cuales son almacenadas en granulos intracelulares y liberadas a través de una
exocitosis regulada. Este proceso ocurre cuando el neutrdfilo recibe la estimulacién
de sus receptores por algun microorganismo, lo que provoca el reclutamiento de los
granulos hacia la membrana plasmatica, evento dependiente del citoesqueleto de
actina y del ensamblaje de microtubulos (Burgoyne & Morgan, 2003). La fusion de
los granulos con la membrana plasmatica provoca la liberacion de las enzimas
digestivas hacia la membrana blanco (como un patdégeno). Para llevar a cabo este

proceso de exocitosis es necesario un incremento de Ca?* intracelular (Lacy, 2006).

Trampas extracelulares de neutrofilos

Las trampas extracelulares de neutréfilos (NETs), son descritas como fibras
compuestas de cromatina e histonas (H1, H2A, H2B, H3 y H4) decoradas con
proteinas especificas provenientes de los granulos de los neutrdfilos (Figura 3).
Algunas de estas proteinas son: MPO, elastasa de neutroéfilo (NE), catepsina G,
lactoferrina y gelatinasa (Brinkmann et al, 2004). Las NETs miden aproximadamente
15 nm de diametro, y pueden ser degradadas por DNAsas pero no por proteasas,
indicando que el principal soporte de las NETs es la cromatina desplegada,
probablemente asociada a una cadena de nucleosomas (Brinkmann & Zychlinsky,
2007). Esta estructura permite atrapar y eliminar a los microorganismos (Berger-
Achituv et al, 2013).
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Figura 3. Los neutrdfilos liberan redes extracelulares de neutréfilos (NETs), un complejo conformado
por nucleosomas (ADN e histonas) adornados con proteinas granulares como la mieloperoxidasa
(MPOQ), la elastasa de neutréfilo (NE) y la catepsina G. Las NETs pueden atrapar microrganismos y
eliminarlos.
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Existen distintos inductores de NETSs, entre los cuales se encuentran agentes
biolégicos y quimicos. Entre los agentes biologicos descritos se encuentran:
algunas bacterias, como Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Mycobacterium
tuberculosis, hongos, como Aspergillus fumigatus, parasitos, como Plasmodium
falciparum y Leishmania amazonensis (Fuchs et al, 2007; Bruns et al, 2010;
Dolgushin & Andreeva, 2009; Baker et al, 2008; Guimar&es-Costa et al, 2009;
Ramos-Kichik et al, 2009). Entre los agentes quimicos descritos se encuentran:
lipopolisacaridos (LPS) de algunas bacterias, citocinas como IL-8, y sobre todo el
farmaco forbol-12-miristato-13-acetato o PMA (del inglés phorbol-12-myristate-13-
acetate; Brinkmann et al, 2004). EI PMA es un inductor de la activacion de la
proteina cinasa C (PKC) (Brinkman & Zychlinsky, 2012), la cual induce una cascada
de sefalizacién que concluira con la formacion de NETs (Brinkmann & Zychlinsky,
2007). Los receptores que reconocen a los microorganismos y llevan a la formacién
de NETs no se conocen. Se ha propuesto que los receptores tipo Toll (TLR, del
inglés Toll-like receptor) y receptores de citocinas pudieran participar, pero esto no
se ha demostrado experimentalmente. Solamente se han descrito dos receptores
que efectivamente llevan a la formacion de NETSs; éstos son los receptores para
anticuerpos el FcaRI (Aleyd et al, 2014) y el FcyRIIIb (Behnen et al, 2014; Aleman
et al, 2016).



NETosis

El proceso de formacion de NETs tiene como consecuencia la muerte del
neutrofilo. Especificamente a este tipo de muerte celular se ha bautizado con el
termino de “NETosis” (Steinberg & Grinstein, 2007) y es un tipo de muerte celular
distinto a la necrosis o la apoptosis (Fuchs et al, 2007). Un estudio realizado por
Brinkman & Zychlinsky (2012) describe los eventos morfolégicos ocurridos durante
la NETosis, al utilizar como estimulo PMA. Durante los primeros minutos a la
activacion del neutrdfilo ocurre un aplanado de la célula y adhesion de ésta al
sustrato. En la siguiente hora ocurre la pérdida de la forma lobular caracteristica del
nucleo, la cromatina se descondensa, existe pérdida de la integridad de la
membrana nuclear interna y externa, ademas de que los granulos se desintegran.
Posteriormente a las 3 horas, la envoltura nuclear se disgrega formando vesiculas,
el nucleoplasma y citoplasma se combinan en una masa homogénea. Finalmente,
la membrana plasmatica se desintegra y el interior de la célula es expulsado al

espacio extracelular formando las NETs.

Los eventos bioquimicos que ocurren en el neutrdfilo para llevar a cabo la
NETosis inducida por el PMA se han descrito con cierto detalle. Primero ocurre la
activacion de las PKC directamente por el PMA (Brinkman & Zychlinsky, 2012) lo
qgue ocasiona la activacion de la via de sefalizacion Raf/MEK/ERK para llevar a
cabo la fosforilacion de la subunidad gp91°™x de la NADPH oxidasa (Hakkim et al,
2011). Como consecuencia la NADPH oxidasa se ensambla completa y se generan
ROS (Nel et al, 2015). La participacion de ROS y la NADPH oxidasa son necesarios
para llevar a cabo la formacion de NETs (Fuchs et al, 2007), ya que al utilizar
captadores de ROS como Trolox, N-acetil cisteina (Lim et al, 2011) o el
difenileneiodonio (Fucs et al, 2007) se inhibe la formacion de NETs (Kaplan & Radic,
2012).

El papel de ROS es importante en la NETosis debido a que son los
responsables de colapsar los granulos, liberando enzimas como peptidilarginina
desaminasa (PAD4), NE, MPO y el polipéptido antimicrobiano LL-37. Estas

moléculas son translocadas al nucleo en donde PAD4 realiza modificaciones a las



histonas como la hipercitrulinacion, convirtiendo los residuos de arginina a citrulina.
Esto provoca la descondensacion del ADN debido a un cambio de carga de las
histonas de positivo a negativo (Nel et al, 2015; Kobayashi, 2015). Ademas, las
enzimas MPO y NE degradan a las histonas ayudando a la descondensacion del
ADN. Por ultimo, LL-37 degrada la membrana nuclear y la membrana celular, con
la finalidad de expulsar el ADN y concluir con la NETosis (Nel et al, 2015; Yipp &
Kubes, 2013). Durante la NETosis inducida por PMA también se ha reportado un
incremento de Ca?* citoplasmatico (Fuchs et al, 2007; Nel, 2015) y la activacién del
factor nuclear kappa B (NF-xB) (Lapponi et al, 2013), los cuales parecen ser

importantes para la NETosis, aunque su participacion no es clara todavia.

NETs y enfermedades autoinmunes

La funcion normal de las NETs es generalmente benéfica ya que éstas sirven
para eliminar a los microorganismos patégenos. Sin embargo, recientemente se ha
sugerido la participacion de las NETs en la complicacién de enfermedades
autoinmunes. Entre estas enfermedades se encuentran: vasculitis de pequefios
vasos (VPV) asociada a anticuerpos anticitoplasma de neutréfilo (ANCA del inglés
anti-neutrophil cytoplasmic antibodies), artritis reumatoide (AR), psoriasis, el
sindrome antifosfolipido (SAF) y el lupus eritematoso sistémico (LES) (Lee et al,
2017). Aunque aun no es claro el papel de las NETs en estas enfermedades
autoinmunes, se ha sugerido que pueden participar en un dafo vascular, agravando
las patologias y contribuyendo a estados tromboéticos especialmente en LES
(Villanueva et al, 2011).

Lupus Eritematoso Sistémico

Generalidades y epidemiologia del lupus eritematoso sistémico

El lupus eritematoso sistémico (LES) es una enfermedad autoinmune con un
gran numero de manifestaciones clinicas. Entre las manifestaciones mas comunes
se encuentran: dafo sistémico a distintos érganos (rifidn, corazén, cerebro), dafo
vascular, eritema, nefritis y dolor. EI LES afecta mas mujeres jovenes que a

hombres, en una proporcion 9:1 (D"Cruz et al, 2007). Ademas, existe una tendencia
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en distintos grupos étnicos/raciales a padecer LES (Danchenko et al, 2006), como
son los afroamericanos, los hispanos y los asiaticos. En contraste, los caucasicos
presentan menor predisposicién de desarrollar la enfermedad (Ramsey-Goldman &
Manzi, 2000). Los datos estadisticos del LES sefialan a nivel mundial una incidencia
aproximadamente de 1 a 10 casos por cada 100 000 habitantes/ano, mientras que
la prevalencia se encuentra entre 20 y 70 casos por cada 100 000 habitantes/afio
(Pons-Estel et al, 2010). En México se reporta una prevalencia de 60 casos por cada
100 000 habitantes/ano. Con una incidencia del 1.8 a 7.6 casos por cada 100 000
habitantes/ano (SSA, 2013). La tasa de supervivencia de los pacientes con LES en
Estados Unidos, Canada y América Latina es por encima del 90 % los primeros 5
afnos después de la deteccion de la enfermedad y 80 % después de los 15-20 afios
del diagndstico (Pons-Estel et al, 2010). La principal causa de mortalidad en
pacientes con LES es la presencia de cuadros clinicos asociados a dafio vascular y
cuadros tromboticos avanzados. Se ha postulado la participacion de distintos
mecanismos en la contribucion al dafio vascular. Entre estos mecanismos se ha
sefalado la participacion de las NETs en la formacion de trombos (Fuchs et al,
2010).

Participacion de las NETs en LES

La etiologia del LES es desconocida. Sin embargo, existe una serie de
factores de riesgo que han sido identificados para que una persona sea susceptible
a la enfermedad. Entre estos factores destacan la predisposicion genética, la
participacion de ciertas hormonas (como estrogenos), factores ambientales (como
la exposicion a rayos ultravioleta, ser fumador e inclusive infecciones virales) o
medicamentos (como antibiéticos de sulfonamida) (Cunha et al, 2013). Por otro
lado, la fisiopatologia del LES, es caracterizada por la presencia de linfocitos By T
autoreactivos, y la pérdida de tolerancia hacia antigenos propios del anfitridn,
principalmente antigenos nucleares y otros componentes de las células. Lo que
tiene como consecuencia la generacibn de autoanticuerpos. A estos
autoanticuerpos se les ha bautizado con el nombre anticuerpos antinucleares (ANA,

del inglés anti-nuclear antibodies) y son importantes marcadores para diagnéstico
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del LES. También existe la produccién de anticuerpos antifosfolipidos (aPL, del
inglés anti-phospolipids) y en casos muy particulares de anticuerpos ANCA (Petri,
2006; Yu & Su, 2013; Jesmin et al, 2017).

Anticuerpos antinucleares

Los anticuerpos antinucleares (ANA) se encuentran divididos en dos grandes
grupos de anticuerpos, los anticuerpos contra doble cadena de ADN (anti-dsDNA,
del inglés anti-doble stranded DNA) y los anticuerpos contra antigenos extraibles
del nucleo (ENA, del inglés extractable nuclear antigen). Estos ultimos tienen la
caracteristica de ser anticuerpos dirigidos principalmente contra proteinas no
histonas, asociadas al acido ribonucleico (ARN). Su nombre deriva de que estos
antigenos pueden extraerse con disoluciones salinas de baja fuerza i6nica (Bastias
et al, 2015). Dos anticuerpos pertenecientes al grupo de los ENA son los anticuerpos
especificos antirribonucleoproteinas (anti-RNP) (Garcia-Romo et al, 2011) y los
anticuerpos contra el antigeno Smith (anti-Sm) (Bastias et al, 2015). Los anticuerpos
anti-RNP también conocidos como anti-U1-RNP, reaccionan principalmente con la
proteina U1 de 70 kDa vy las proteinas accesorias U1-A y U1-C de la U1-snRNP
(ribonucleoproteinas  nucleolares pequefias, del inglés small nuclear
rinobonucleproteins). Estas proteinas forman parte del espliceosoma.
Mientras que los anticuerpos anti-Sm reaccionan con el nucleo Sm de las snRNP
(Urlaub et al, 2001; Dema & Charles, 2016; Lemerle & Renaudineau, 2016). Los
anticuerpos anti-Sm se detectan entre 5 y 30 % de los pacientes con LES, mientras
que los anticuerpos anti-RNP se detectan entre 25 y 47 % de los pacientes con LES.
Juntos estos anticuerpos son indicadores de un mal pronéstico en LES (Migliorini et
al, 2005).

Anticuerpos antifosfolipidos

Ademas de los anticuerpos ANA, en un 30-40% de pacientes con LES
aparecen anticuerpos contra fosfolipidos (aPL) y proteinas asociadas a la
membrana celular (Petri, 2000; Petri, 2006). Entre estos anticuerpos se encuentran
los que reaccionan con epitopos de fosfolipidos aniénicos, conocidos con el nombre
de anticoagulante lupico (AL) ya que su presencia produce la precipitacion vy
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formacion de trombos in vivo. Estos anticuerpos interactian con la membrana de
las plaquetas provocando aumento en la adhesién y la agregacién de éstas, dando
por resultado trombos (Mulliez et al, 2015). Por tanto, los pacientes con estos
anticuerpos pueden tener un riesgo anormalmente alto de coagulacion sanguinea
(Cugno et al, 2014).

Planteamiento del problema

A partir del descubrimiento de las NETs (Brinkmann et al, 2004) se ha
descrito que estas estructuras son importantes para la eliminacion de
microorganismos patdégenos. Los estimulos que activan a los neutréfilos para que
formen NETs no se conocen en su totalidad. Se sabe que muchos microorganismos
y algunos agentes quimicos como el PMA y los anticuerpos pueden inducir la
formacion de NETs. En los ultimos afios se ha relacionado la formaciéon de NETs
con distintas patologias y en especial en la patogénesis y la complicacién de
enfermedades autoinmunes, como es el caso de lupus eritematoso sistémico (LES)
(Brinkmann & Zychlinsky, 2007). Se piensa que las NETs contribuyen a las
enfermedades autoinmunes al exponer al sistema inmunolégico autoantigenos que
normalmente estan dentro de las células. Ademas, en algunos pacientes con LES
se presentan cuadros de trombosis inducidos por anticuerpos contra lipidos de
membranas celulares. La contribucién de los autoanticuerpos presentes en el LES
a la activacion de neutréfilos para producir NETs no se conoce. Tampoco se conoce
si al inducir NETs, estos autoanticuerpos favorecen mas estados patologicos
secundarios como la trombosis. Por lo tanto, es importante estudiar la interaccion
de anticuerpos autorreactivos de pacientes con LES con los neutrdfilos y determinar
su posible participacion en la formacion de NETs. El presente trabajo pretende
comprender mejor el papel de estos anticuerpos como posibles inductores de NETs

y su rol durante LES.
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Hipotesis
Los sueros de pacientes con LES, positivos a los anticuerpos anti-RNP/Sm y

anticoagulante lupico estimularan neutréfilos de donadores sanos para inducir la

formacion de NETs.

Objetivos

Analizar si la estimulaciéon de neutréfilos de donadores sanos con sueros de
pacientes con LES positivos o0 negativos a los anticuerpos anti-RNP/Sm vy

anticuerpos anticoagulante lupico pueden dar inicio a la formacién de NETSs.

Objetivos particulares

o Obtener una poblacién homogénea de neutréfilos humanos a partir de
sangre periférica de donadores sanos.

° Determinar si los sueros de pacientes con LES pueden ser inductores
de la formacién de NETSs.

o Determinar el tiempo e intensidad en el que los sueros de pacientes

con LES estimulan la formacién de NETs.
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Materiales y métodos

Obtencion de sueros de pacientes con LES la presencia o ausencia
a los autoanticuerpos anti-RNP/Sm y anticoagulante lapico

Se utilizaron un total de 17 sueros de pacientes diagnosticados con LES de
acuerdo a los criterios establecidos por el colegio americano de reumatologia
(CAR). Todos los sueros fueron previamente caracterizados a la presencia de los
anticuerpos anti-RNP/Sm y AL. Ademas de que los pacientes con LES presentaban
diferentes estadios de la enfermedad segun el indice de actividad lupica del 2000
(SLEDAI-2K, del inglés Systemic lupus erythematosus disease activity index 2000).
Todos los sueros fueron proporcionados por la Dra. Andrea Hinojosa del Instituto
Nacional de Nutricién y Ciencias Médicas Salvador Zubiran (INCMSZ). Los 17
sueros de los pacientes diagnosticados con LES fueron agruparon de acuerdo con
la presencia (positivo) o ausencia (negativo) a los anticuerpos anti-RNP/Sm y AL
(Tabla 1).

Tabla 1. Sueros de pacientes con LES

Grupo | Anticuerpo anti-RNP/Sm Anticuerpo AL Suero
1 Positivo (+) Positivo (+) L1, Xy X
2 Negativo (-) Negativo (-) 1, 1Iv, Xly Xli
3 Positivo (+) Negativo (-) V, VI, Xlll 'y XIV
4 Negativo (-) Positivo (+) VII, VIII, XV, XVIy XVII

Obtencidon de sueros de individuos sanos

El manejo y uso de la sangre para este trabajo fue aprobado por el comité de
bioética del Instituto de Investigaciones Biomeédicas, UNAM.

Los sueros de individuos sanos se obtuvieron a partir de 5 ml de sangre
periférica de 10 donadores voluntarios. La sangre se deposité en tubos cénicos de
1.5 ml, donde se dej6 coagular a temperatura ambiente durante 30 minutos. El suero
se centrifugd a 12 000 x g durante 10 minutos, después el suero se retird a un tubo
limpio. El suero fue almacenado a -20 °C y manejado en condiciones estériles.
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Obtencion y purificacion de neutréfilos por gradiente de densidad

Los neutréfilos fueron obtenidos a partir de sangre periférica humana,
proveniente de donadores adultos sanos. El protocolo se ha descrito anteriormente

(Garcia-Garcia et al, 2010) y se detalla a continuacion:

Mediante venopuncion se obtuvieron 10 ml de sangre periférica humana.
Inmediatamente la sangre fue transferida a un tubo con 2 ml de 6 % Dextran T 500
(numero de catalogo 17032001; Pharmacia Fine Chemicals, Suecia) en solucién
salina amortiguadora de fosfatos (PBS, del inglés phospahte buffered saline) y 10
Ul/ml de Heparina (Pisa, México). La sangre se mezclé por inversion y se dejo
reposar durante 45 minutos a temperatura ambiente. Durante este tiempo el Dextran
T 500 favorecié la agregacion de los eritrocitos los cuales sedimentaron mas rapido,
dando lugar a la formacién de dos capas: una capa inferior de eritrocitos y una capa
superior de plasma rico en leucocitos. A partir del plasma los neutréfilos fueron
separados mediante un gradiente de densidad utilizando Ficoll-Paque (niumero de
catalogo 17144003; GE Heathcare Life Sciences, Suecia). El plasma se transfirio
en otro tubo, sobre 5 ml de Ficoll-Paque Plus, sin mezclar, formando dos fases. El
tubo se centrifugd a 516 x g durante 20 minutos a 4°C. El sobrenadante se elimin6
y, el botdn celular formado por neutréfilos, se resuspendié en 10 ml de PBS a 4°C.
Los eritrocitos restantes se eliminaron mediante un choque hipotonico. Utilizando
10 ml de disolucion hipotdnica (35 mM de NaCl, 20 mM de HEPES, 1 % de albumina
sérica bovina, pH= 7.4) a 4°C, agitando gentilmente con la mano durante 1 minuto.
En seguida se afiadid 10 ml de solucion hiperténica (275 mM de NaCl, 20 mM de
HEPES, 1 % de albumina sérica bovina, pH=7.4) a 4°C. Esta suspension celular se
centrifugd a 290 x g durante 5 minutos a 4°C. Se elimin6 el sobrenadante y se
conservo el botdn celular, el cual se resuspendioé finalmente en 10 ml de PBS a 4°C.
La suspensidon de neutréfilos se mantuvo en hielo. Inmediatamente se procedio a
realizar el conteo total de neutréfilos mediante una camara de Neubauer y se
considero la viabilidad celular con ayuda de azul tripano (niumero de catalogo T8154;
Sigma-Aldrich, USA). La efectividad de purificacion de neutréfilos por este método

fue mayor a 95 % y con una viabilidad por encima del 95 %.
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Observacion de NETs mediante microscopia de epifluorescencia

Posteriormente a la purificacién de los neutréfilos, se procedié a utilizar
distintos tratamientos en neutrdéfilos para dar inicio a la formacion de NETs, cada

tratamiento se describe a continuacion:

Se colocaron 2 x 108 células en 4.5 ml de medio de cultivo Roswell Park
Memorial Institute (RPMI)-1640 (numero de catalogo R6504; Sigma-Aldrich, USA)
sin suplementar de tal manera que se obtuviera una relacién de 4.44 x 10°

células/ml.

En una placa de cultivo estéril de 48 pozos de fondo plano (numero de
catalogo 3548, marca Corning Life Sciences, USA) y en condiciones estériles, se
cultivaron 1 x 10° PMN en 225 pul de medio RPMI 1640 sin suplementar para cada
pozo a partir de la suspension celular a 4.44 x 10° células/ml. La placa se incubo
durante 30 minutos a 37° C en una incubadora (modelo 3326, Forma Scientific) con
5 % de CO2. A continuacion, se realizaron diluciones 1/10, 1/100 y 1/500 de los
sueros de pacientes con LES y de los sueros de donares sanos. 25 ul de cada
dilucion se colocaron en cada pozo que contenia 225 ul de la suspension de

neutrofilos. Con esto se obtuvo un volumen final de 250 pl.

Otro tratamiento consistié en utilizar PMA (Numero de catalogo P 8139;
Sigma-Aldrich, USA), conocido por ser fuerte inductor de NETs. A cada pozo de la
placa se afiadadieron 25 ul de una disolucién de 200 nM de PMA para obtener una
concentracion final de 20 nM por pozo en un volumen final de 250 pl. Posteriormente
se incubd la placa durante 4 horas a37°C y 5 % CO2. Una vez transcurrido el tiempo,
las células se fijaron con 250 ul de paraformaldehido (PFA) (numero de catalogo P
6148; Sigma-Aldrich, USA) al 4% (obteniendo una concentracion final 2%). La placa

se dej6 incubar durante toda la noche a 37°C y 5% COs..

Posteriormente a la fijacion de las células, se prepard una disolucion de DAPI
(4',6-Diamidino-2-fenilindol diclorhidrato; numero de catalogo 268298; Calbiochem,
USA) a 300 nMy 0.2 % de Triton X-100 (Numero de catalogo T 8787; Sigma-Aldrich,
USA) en PBS. A cada pozo de la placa se le agreg6 250 ul de la disolucion de DAPI
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a 300 nM y Triton X-100 al 0.2%. De tal manera que se obtuviera una concentraciéon
final de DAPla 150 nM y 0.1 % de Triton X-100 por pozo. Se dej6 durante 30 minutos

a temperatura ambiente y en obscuridad.

A continuacion, se tomaron fotografias de la placa con un microscopio de
invertido modelo IX 70, Olympus (Center Valley, PA) con aditamentos para
epifluorescencia y para captura de imagenes con una camara digital (Evolution VF
Color MediaCybernetics). En cada tratamiento se contaron los nucleos
descondensados y se determind el porcentaje de NETSs, calculando la proporcion
de nucleos descondensados entre nucleos totales. Cada micrografia fue realizada
en una magnificacion de 200 aumentos y procesada con el programa Image J 1.47v
(National Institutes of Health; Bethesada, USA; http://imagen.nih.gov/ij/).

Cuantificacién de NETs por fluorescencia

Se resuspendieron 5 x 108 células en 5 ml de una disolucién de Sytox Green
(numero de catalogo S 7020; Invitrogen, USA) a 625 nM en RPMI 1640 sin
suplementar, obteniendo una relacion 1 x108 células/ml. En una placa de 96 pozos
estéril (humero de catalogo 3590, marca Corning Life Sciences, USA) se colocaron
1 x 10° células en 100 pl de RPMI 1640-Sytox Green a 625 nM por pozo. La placa
se incub6 durante 30 minutos a 37° C en una incubadora (modelo 3326, Forma
Scientific) con 5 % de COa.

Como control positivo se utilizé PMA de tal manera que se agregd 25 ul de
una disolucién de PMA a 100 nM por cada pozo, dando como volumen final 125 pnl
y una concentracién de PMA de 20 nM. Para los sueros, se preparo una dilucion
1/100 de cada uno de los sueros de pacientes con LES y cada uno de los sueros de
donares sanos. 25 ul de estas diluciones se agregaron a cada uno de los pozos,
obteniendo un volumen final de 125 pl, una dilucion del suero a 1/500 y Sytox Green
a 500 nM. Cada condicién experimental se analizé por triplicado en tres ensayos

independientes.

18


http://imagen.nih.gov/ij/

Una vez realizado lo anterior se procedid a realizar la lectura de la placa en
un lector de placas modelo Synergy TH, marca BioTek (Winooski, VT) con filtros
para fluorescencia de excitaciéon a 485 nm y de emision a 528 nm durante 4 horas,

a una temperatura de 36 °C. Se tomaron lecturas cada 5 minutos.

Analisis estadistico

Los datos experimentales obtenidos representan la media + error estandar
de la media (E.E.M), y fueron graficados mediante el programa Origin Pro-8
(OriginLab, Northampton, Massachusetts, USA). Los datos fueron analizados con el
programa KhaleidaGraph, version 4.1 (Synergy Software) a través de un analisis de
varianza (ANDEVA) seguido de una prueba de Dunnet. Las diferencias se

consideran significativas cuando la p < 0.05.
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Resultados

Los sueros de individuos sanos no inducen la formacién de NETs por
neutrofilos normales

Con la finalidad de conocer la capacidad de los sueros de individuos sanos
para inducir la formacion de NETs en neutréfilos se realizaron ensayos de
microscopia de fluorescencia y tinciones de material genético (ADN) con DAPI. Los
neutrofilos sin  ningun tratamiento presentan material genético altamente
condensado, dentro del nucleo y que presenta la tipica forma lobulada,
caracteristica de neutrdfilos (Figura 4 C). Por otra parte, cuando los neutréfilos son
tratados con 20 nM de PMA, existe descondensacion del material genético, hay
pérdida de la forma lobulada del nucleo y el ADN es expulsado al medio extracelular
formando NETs (Figura 4 D).

Campo claro Fluorescencia

Sin tratamiento

20 nM PMA

Figura 4. Los neutrofilos forman NETs al ser estimulados con PMA. Neutréfilos humanos sin
tratamiento (A) y (C) o estimulados con 20 nM de PMA (B) y (D), fueron tefiidos con DAPI y
observados en campo claro (A) y (B) o con fluorescencia (C) y (D). Las micrografias fueron tomadas
en una magnificacion de 200 aumentos y representan mas de 8 experimentos. La barra representa

50 um.
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Cuando los neutréfilos se trataron con sueros de individuos sanos a
diluciones de 1/10, 1/100 y 1/500, los neutréfilos conservaron sus nucleos
compactos y con forma de lobulada (Figura 5 D, E y F), similar a los neutrofilos sin
ningun tratamiento (Figura 5 A,B y C). Indicando que los sueros de individuos sanos
no estimulan a los neutréfilos a formar NETs en ninguna de las diluciones
mencionadas anteriormente.

Sin tratamiento 20 nM PMA Suero Sano

5@ nm

Figura 5. Los tratamientos con sueros de individuos sanos no estimulan a los neutréfilos a formar
NETSs. (A), (B) y (C) Neutrdfilos sin ningun tratamiento. (D), (E) y (F) Neutrdfilos tratados con 20 nM
de PMA. (G), (H) y (I) Neutréfilos tratados con suero de un individuo sano a una dilucién de 1/10,
1/100 y 1/500, respectivamente. Después de cuatro horas, a los neutrofilos se les realizaron tinciones
para ADN (DAPI). Las micrografias fueron tomadas en una magnificacion de 200 aumentos y
representan mas de 8 experimentos. La barra representa 50 um.
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Los sueros de pacientes diagnosticados con LES inducen la formacién de
NETs en neutrofilos normales

Una vez demostrado que los sueros de individuos sanos no inducen la
formacion de NETs, se procedi®6 a comprobar si los sueros de pacientes
diagnosticados con LES podian inducir la formaciéon de NETs en neutrofilos. Por lo
que se sometid a neutrdéfilos a un tratamiento con 17 sueros diferentes de pacientes
con LES en diluciones de 1/10, 1/100 y 1/500. Obteniendo como resultado que solo
los tratamientos con los sueros | (Figura 6 [D, E y F]) y IV (Figura 6 [G, H e 1])
indujeron la formacion de NETs a las tres diluciones, como lo refleja, la presencia
de nucleos descondensados y ADN extracelular. El tratamiento con suero de

individuo sano no indujo la formacion de NETs (Figura 6 [A, B y C]).
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Suero Sano Suero | Suero IV
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.
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50 pm

Figura 6. Los tratamientos con los sueros | y IV de pacientes con LES estimulan a los neutrdfilos a
formar NETs. Neutrdfilos tratados a una dilucion de 1/10 con: (A) suero de un individuo sano, (D)
suero | y (G) suero IV de pacientes diagnosticados con LES. Neutrofilos tratados a una dilucion de
1/100 con: (B) suero de un individuo sano, (E) suero | y (H) suero IV de pacientes diagnosticados
con LES. Neutrdfilos tratados a una dilucién de 1/500 con: (C) suero de un individuo sano, (F) suero
I'y (1) suero IV de pacientes diagnosticados con LES. Después de cuatro horas, a los neutrdfilos se
les realizaron tinciones para ADN (DAPI). Las micrografias fueron tomadas en una magnificacion de
200 aumentos y representan 3 experimentos. La barra representa 50 um.
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1/10

1/100

1/500

Los sueros Xll (Figura 7 [D, E y F]) y Xlll (Figura 7 [G, H e 1]) indujeron
fuertemente la formacion de NETs a diluciones 1/100 y 1/500. De igual manera los
sueros XIV (Figura 8 [D,E y F]) y XVI (Figura 8 [G, H e I]) indujeron eficientemente
la formacion de NETSs.

Suero Sano Suero Xli Suero Xlil

3' &mn

Figura 7. Los tratamientos con los sueros Xll y Xlll de pacientes con LES estimulan a los neutréfilos
a formar de NETs. Neutrdfilos tratados a una dilucion de 1/10 con: (A) suero de un individuo sano,
(D) suero Xll y (G) suero Xlll de pacientes diagnosticados con LES. Neutréfilos tratados a una
dilucion de 1/100 con: (B) suero de un individuo sano, (E) suero Xll y (H) suero Xlll de pacientes
diagnosticados con LES. Neutrdfilos tratados a una dilucion de 1/500 con: (C) suero de un individuo
sano, (F) suero Xll y (I) suero Xl de pacientes diagnosticados con LES. Después de cuatro horas,
a los neutrdfilos se les realizaron tinciones para ADN (DAPI). Las micrografias fueron tomadas en
una magnificacion de 200 aumentos y representan 3 experimentos. La barra representa 50 um.

24



Suero Sano Suero XIV Suero XVI

Figura 8. Los tratamientos con los sueros XIV y XVI de pacientes con LES estimulan a los neutrdfilos
a formar de NETs. Neutrdéfilos tratados a una dilucion de 1/10 con: (A) suero de un individuo sano,
(D) suero XIV y (G) suero XVI de pacientes diagnosticados con LES. Neutrdéfilos tratados a una
dilucién de 1/100 con: (B) suero de un individuo sano, (E) suero XIV y (H) suero XVI de pacientes
diagnosticados con LES. Neutrdfilos tratados a una dilucion de 1/500 con: (C) suero de un individuo
sano, (F) suero XIV y (1) suero XVI de pacientes diagnosticados con LES. Después de cuatro horas,
a los neutrdfilos se les realizaron tinciones para ADN (DAPI). Las micrografias fueron tomadas en
una magnificacion de 200 aumentos y representan 3 experimentos. La barra representa 50 um.
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Contrario a este resultado, los sueros V (Figura 9 [D,E y F]), X (Figura 9 [G,H
e l]) y XV (Figura 9 [J,K y L]) de pacientes con LES, no indujeron la formacion de
NETs por neutrofilos en ninguna de las tres diluciones. Similar al tratamiento con
sueros de individuos sanos (Figura 9 [A, B y C]), se observé alta condensacion del

material genético y la tipica forma lobulada del nucleo.

Suero Sano Suero V Suero X Suero XV

Figura 9. Los tratamientos con los sueros V, X y XV de pacientes con LES no estimulan a los
neutrdéfilos a formar NETs. Neutrdfilos tratados a una dilucién de 1/10 con: (A) suero de un individuo
sano, (D) suero V, (G) suero X y (J) suero XV de pacientes diagnosticados con LES. Neutrdfilos
tratados a una dilucion de 1/100 con: (B) suero de un individuo sano, (E) suero V, (H) suero X y (K)
suero XV de pacientes diagnosticados con LES. Neutrdfilos tratados a una dilucién de 1/500 con: (C)
suero de un individuo sano, (F) suero V, () suero X y (L) suero XV de pacientes diagnosticados con
LES. Después de cuatro horas, a los neutréfilos se les realizaron tinciones para ADN (DAPI). Las
micrografias fueron tomadas en una magnificacion de 200 aumentos y representan 3 experimentos.
La barra representa 50 um.
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Los 17 sueros de pacientes con LES mostraron diferente actividad sobre los
neutrofilos, por lo que se procedid a calcular la actividad de cada suero sobre los
neutréfilos tomando como criterio el porcentaje de nucleos descondensados. En el
anexo |l se muestra el porcentaje de los nucleos descondensados respecto a los
nucleos totales y los criterios de la actividad de los sueros. Los datos obtenidos se
resumen en la tabla 2, donde se observa que los tratamientos con sueros de
pacientes con LES con mayor efecto sobre los neutréfilos fueron: 1, XI, XII, XIlII, XIV
y XVI. En cambio, los sueros Il, VIII, Xy XVII, tuvieron un efecto moderado para
inducir NETs. Los sueros lll, IV, VI y VIl mostraron muy poco efecto y los sueros V,
Xy XV no indujeron la formacién de NETs. Es de hacer notar que aun los sueros

para inducir NETs, lo hicieron a un nivel siempre menor que el inducido por PMA.
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Tabla 2. Formacion de NETs en neutréfilos sometidos a un tratamiento con 20 nM de PMA, sueros
de individuos sanos (n=10) y sueros de pacientes con LES (n=17) a las diluciones 1/10, 1/100 y
1/500. (-) nula formacién de NETSs ( ); (+) poca formacion de NETSs ( ); (++) moderada
formacion de NETs ( ); (+++) alta formacion de NETs (Rojo); (+++++) fuerte formacion de

NETs (Purpura). Estos criterios fueron estimados con base al porcentaje de nucleos
descondensados (Anexo ).

Todos los sueros de pacientes con LES no indujeron la formacion de NETs
de igual manera. Incluso algunos sueros no tuvieron ningun efecto. Como se
menciond en la introduccion, los pacientes con LES pueden tener anticuerpos

especificos antirribonucleoproteinas (anti-RNP/Sm) y también anticuerpos
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especificos antifosfolipidos aniénicos, conocidos como anticoagulante lupico (AL).
Para buscar una posible relacion entre la presencia de estos anticuerpos y la
capacidad de un suero para inducir NETs, los sueros de los pacientes se agruparon
de acuerdo con la presencia o ausencia de los anticuerpos mencionados. El Grupo
1: positivo a anti-RNP/Sm y positivo a AL. El Grupo 2: negativo a anti-RNP/Sm y
negativo a AL. El Grupo 3: positivo a anti-RNP/Sm y negativo a AL. El Grupo 4:
positivo a AL y negativo a anti-RNP/Sm. En el grupo 1 se encontraron sueros que
inducian NETSs, pero también un suero que no lo hizo (Tabla 3). En el grupo 2, dos
sueros estimularon poco la formacion de NETSs, pero otros dos sueros fueron muy

eficientes en inducir NETs (Tabla 4).

Grupo 1 Anti-RNP/Sm AL
Positivo Positivo
! Suero I Suero IX Suero X
Dilucién 1/10 +++ - - -
Dilucién 1/100 +++ + ++ -
Dilucién 1/500 + ++ ++ -

Tabla 3. Sueros positivos a los anticuerpos anti-RNP/Sm y positivos a los anticuerpos AL. La

actividad de los sueros para estimular la formacion de NETs: ninguna ( ); poca ( );
moderada ( ) y alta (Rojo).
Grupo 2 Anti-RNP/Sm AL
P Negativo Negativo
Dilucion 1/10 - + - -
Dilucion 1/100 - + - +++
Dilucién 1/500 + + +++ +

Tabla 4. Sueros negativos a los anticuerpos anti-RNP/Sm y negativos a los anticuerpos AL. La
actividad de los sueros para estimular la formacion de NETs: ninguna ( ); poca ( );
moderada ( ) y alta (Rojo).
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En el grupo 3 se encontraron dos sueros no indujeron NETs eficientemente,
pero dos sueros que si estimularon eficientemente la formacion de NETs (Tabla 5).
Finalmente, en el Grupo 4 se encontraron sueros que indujeron pocas NETSs, pero
un suero muy potente para inducir NETs (Tabla 6).

Grupo 3 Anti-Rl.\l.P/Sm AL.
Positivo Negativo
Suero V Suero VI _
Dilucion 1/10 - - - -
Dilucion 1/100 - + +++ +++
Dilucion 1/500 - + +++ +++

Tabla 5. Sueros positivos a los anticuerpos anti-RNP/Sm y negativos a los anticuerpos AL. La
actividad de los sueros para estimular la formacion de NETs: ninguna ( ); poca ( );
moderada ( ) y alta (Rojo).

Anti-RNP/Sm AL
Negativo Positivo

Suero VII Suero VIII Suero XV Suero XVII

Grupo 4

Dilucion 1/10 - - - - -

Dilucién 1/100 + ++ - ++ -

Dilucion 1/500 + + - +++ ++

Tabla 6. Sueros negativos a los anticuerpos anti-RNP/Sm y positivos a los anticuerpos AL. La
actividad de los sueros para estimular la formacion de NETs: ninguna ( ); poca ( );
moderada ( ) y alta (Rojo).

Los resultados de los 4 grupos indican que no existe relacion entre la
presencia o ausencia de los anticuerpos anti-RNP/Sm o los anticuerpos AL y la
capacidad del suero para estimular a los neutrofilos a que produzca NETs. A pesar
de no existir una correlacién entre la presencia o ausencia de los anticuerpos en los
sueros y la capacidad de inducir NETs, claramente algunos sueros son mas
potentes para activar a los neutroéfilos que otros. Al ordenar los sueros de acuerdo
con la gravedad de la enfermedad en el paciente, segun la clasificacion del SLEDAI-

2K, se observo que los sueros de los pacientes con un estadio del SLEDAI-2K
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mayor tuvieron mayor efecto sobre neutréfilos para inducir NETs (Tabla 7). La
escala del SLEDAI-2K asigna un valor ascendente del 0 al 8, dependiendo de la
gravedad de los sintomas del paciente. Por lo tanto nuestros resultados sugieren
que los pacientes con un estadio de la enfermedad mas grave podrian ser

propensos a generar mas NETs en la circulacion sanguinea (Tabla 7).

D1"/l:||(38n R T T T O e A B S I - A | | - |+
D1|I/u5c38n = S I S B S A I T R A s T s o o I o S S S
SLEDAI-2K | - 0 0|0 0|0|0|0]| 0 |27 |27| 27 |27 |27 |27 |27| 27

Tabla 7. Formacién de NETs en neutrdfilos sometidos a un tratamiento con sueros de individuos
sanos (n=10) y sueros de pacientes con LES (n=17) a las diluciones 1/10, 1/100 y 1/500 (-) nula
formacién de NETSs ( ); (+) poca formacion de NETSs ( ); (++) moderada formacién de
NETSs ( ); (+++) alta formacion de NETs (Rojo). Estos criterios fueron estimados con base al
porcentaje de nucleos descondensados (Anexo Il). Ademas, se muestra el estadio de la enfermedad
de los pacientes con LES de acuerdo con el SLEDAI-2K, (0= leve; =7= grave).

Los sueros de pacientes diagnhosticados con LES inducen unalentaformacion
de NETs en neutréfilos normales

Ya que los sueros de pacientes con LES mostraron una tendencia a formar
NETs de acuerdo con el grado del SLEDAI-2K se repitieron los experimentos para
cuantificar las NETs con otro método. EI ADN extracelular puede ser detectado
mediante la fluorescencia de SYTOX Green, un colorante que fluoresce al unirse al
ADN y que no es permeable a las células. Por tanto, al poner SYTOX Green en el
medio de cultivo se puede estimar la rapidez e intensidad de la liberacién del ADN.
En estas condiciones se encontré que los sueros de los pacientes con LES resultan

ser un lento inductor de NETs (Figura 10). Los sueros al igual que el PMA activan a
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los neutrdfilos y éstos comienzan a liberar ADN alrededor de 120 minutos después
del estimulo. A las 4 horas de estimulacion, la cantidad relativa de NETs, reportada
en unidades relativas de fluorescencia (U.R.F), llega a un maximo. Los sueros de
pacientes con LES también inducen la formaciéon de NETSs, pero la cantidad de éstas
siempre fue menor a la inducida por el PMA (Figura 10). Estos resultados sefialan
que los sueros de pacientes con LES inducen la formacion de NETs, pero de una

manera muy débil en comparacién con el tratamiento de 20 nM de PMA.
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Figura 10. Los sueros de pacientes con LES inducen una lenta formacién de NETs en neutrdfilos.
Se muestra la cuantificacion de NETs en neutréfilos somatidos a: ningun tratamiento, con 20 nM de
PMA, con un tratamiento con el suero de individuos sanos (n=10) y con sueros de pacientes con
LES (I, XI, XIV y XVI) pertenecientes al grupo 1 (+/- anti-RNP/Sm-AL), grupo 2 (-/- anti-RNP/Sm-AL),
grupo 3 (+/- anti-RNP/Sm-AL) y grupo 4 (-/+ anti-RNP/Sm-AL), respectivamente. La relativa cantidad
de NETs fue estimada mediante la fluorescencia de SYTOX Green por unidades relativas de
fluorescencia (U.R.F) de tal manera que se realizaron lecturas cada 5 minutos durante 4 horas. Los
datos mostrados son la media + E.E.M de 3 experimentos independientes.
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La cuantificacion de NETs inducida por todos los sueros de pacientes con
LES mostré nuevamente que no hay una correlacion entre la capacidad de inducir
formacion de NETs y la presencia o ausencia de los anticuerpos anti-RNP/Smy AL
(Anexo ). Por consiguiente, se procedié analizar los distintos sueros de acuerdo
con el indice SLEDAI-2K de los pacientes (Figura 11). Nuevamente se observo que
los sueros de los pacientes con mayor indice del SLEDAI-2K presentan una mayor
tendencia a formar mas NETs. De tal manera que los sueros IX, XI, XIlI, XllI, XIV,
XVI y XVII de pacientes con indice del SLEDAI-2K mayor mostraron mayor
formacion de NETs, mientras que los sueros |, 11, 111, IV, VI, VIl y VIII pertenecientes
al grupo de pacientes con un indice del SLEDAI-2K menor indujeron menor cantidad
de NETs (Figura 11).
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Figura 11. Los sueros de pacientes con LES con mayor actividad de acuerdo con el SLEDAI-2K
inducen mayor formacion de NETs. De izquierda a derecha se observa neutréfilos: bajo un
tratamiento de 20 nM de PMA ningun tratamiento, en un tratamiento con sueros de un individuos
sanos (n=10), y en un tratamiento con sueros de pacientes con LES (I al VIII) con un estadio poco
avanzado de acuerdo con el SLEDAI-2K (=0) y bajo un tratamiento con sueros de pacientes con LES
(IX al XVII) con un estadio de la enfermedad avanzado de acuerdo con el SLEDAI-2K (=7). La relativa
cantidad de NETSs fue estimada mediante la fluorescencia de SYTOX Green en unidades relativas
de fluorescencia (U.R.F) a las 4 horas después de colocar el estimulo. Los datos mostrados son la
media £ E.E.M de 3 experimentos independientes. Los colores representan la capacidad del suero
para inducir la formacién de NETs (Anexo lll). El asterisco sefiala los tratamientos en donde se
encontré diferencias significativas respecto al tratamiento con el suero de un individuo sano (p <
0.05).
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Discusion

Las enfermedades autoinmunes son patologias complejas y multifactoriales,
en las cuales se ven implicados diversos mecanismos que involucran diferentes
leucocitos entre ellos los neutréfilos. Los mecanismos antimicrobianos de los
neutréfilos generalmente son benéficos. Sin embargo, durante las enfermedades
autoinmunes dichos mecanismos se vuelven perjudicales en contra del anfitridn.
Recientemente se ha propuesto que los neutréfilos a través su mecanismo
antimicrobiano conocido como NETs, juega un papel importante al causar dafo
vascular particularmente en pacientes con LES (Hakkim et al, 2010). En Estados
Unidos, Canada y Ameérica Latina, el dafio vascular y cuadros tromboticos
avanzados representan la principal causa de muerte en pacientes con LES (Pons-
Estel et al, 2010). La presencia de autoanticuerpos en los sueros de pacientes con

LES se ha considerado un estimulo para inducir a los neutréfilos a formar NETs.

En el presente trabajo se encontré que sueros de pacientes con LES pueden
activar a los neutrdéfilos para que estos formen NETs. En contraste, los sueros de
personas sanas no inducen la formacion de NETs (Kraaij et al, 2016). Ademas de
que a menor dilucion se utilicen los sueros como estimulo, mayor efecto se observo
sobre los neutroéfilos. Asimismo, las micrografias revelan mayor descondensacion
de nucleos y ADN extracelular al utilizar los sueros en una diluciéon de 1/500. Sin
embargo, el efecto de los sueros a una dilucion 1/500 no fue mayor al del PMA.
Aunado a lo anterior, la cuantificacion de las NETs apoya el hecho de la poca
liberacion de ADN extracelular al utilizar los sueros como estimulo respecto al
tratamiento con PMA. Estas observaciones indican que los sueros inducen la
formacion de NETs de una manera débil. Por otra parte, la cuantificacion de las
NETs sefalan a los sueros como estimulos lentos, comenzado su efecto
aproximadamente a los 120 minutos, de manera muy similar a lo que ocurre con el
PMA. Por consiguiente, esto nos indica que los sueros de pacientes con LES son
estimulos lentos y débiles en comparacién con el PMA (Behnen et al, 2014). A pesar
de que los sueros de estas personas son estimulos lentos y débiles, el LES es una

enfermedad autoinmune croénica, de tal manera que en los pacientes con LES
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pudiera estar ocurriendo un efecto muy similar. Lo que traeria como consecuencia

un dafio continuo y persistente a nivel sistémico.

El uso de los sueros de pacientes con alguna enfermedad autoinmune como
inductores de NETS no es nuevo, debido a que previamente se habia reportado la
formacion de NETs al utilizar suero de pacientes con SAF y AR (Khandpur et al,
2013; Yalavarthi et al, 2015), estos antecedentes y este trabajo confirman la
participacion de algun componente en el suero de los pacientes con enfermedades
autoinmunes que tenga algun efecto sobre los neutrofilos. Por consiguiente, algunos
grupos de investigacion han sugerido que los anticuerpos generados durante
cualquier enfermedad autoinmune participan de manera activa a través de la
formacion de inmunocomplejos (IC) tanto solubles como inmdviles, convirtiéndose
en potentes inmundgenos con alta capacidad de activar neutrdfilos y llevar a cabo
la liberacion de NETs (Chen et al, 2012; Behnen et al, 2014). Asimismo, el efecto
de los sueros de pacientes con LES apuntaba de primera instancia a una posible
relacion entre los anticuerpos anti-RNP/Sm y AL como los responsables del efecto
sobre neutrdéfilos, similar a la presencia de anticuerpos antiproteinas citrulinadas
(ACPA, del inglés anti-citrullinated protein antibodies), ANCA y anticuerpo anti-f3 (2)-
glicoproteina | (aB2GPl) provenientes de sueros de pacientes con AR, VPV y SAF,
respectivamente. En donde dichas enfermedades se ha encontrado una corelacién
directa entre los anticuerpos ACPA, ANCA y B2GPI en suero, y su papel como los
responsables de inducir NETs en neutrdfilos (Kessenbrock et al, 2009; Khandpur et
al, 2013; Yalavarthi et al, 2015). No obstante, los resultados del presente trabajo
sugieren que no existe relacion entre la presencia o ausencia de los anticuerpos
anti-RNP/Sm y AL en suero, y su capacidad de llevar a cabo formacion de NETSs.
Sin embargo, no se descarta la participacion de otros autoanticuerpos menos
prevalentes que también pueden ser producidos durante el LES y pudieran tener
una relacion directa como ocurre con los anticuerpos de otras enfermedades

autoinmunes mencionadas anteriormente.

Por otro lado, se ha sefalado a otros componentes del suero como

promotores en la patogénesis y complicacion del LES, entre estos componentes se
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ha reportado la participacion de la enzima ADNasa |; enzima encargada de
mantener la homeostasis del ADN extracelular presente en las NETs. De modo que,
en individuos con LES, la funcion de la enzima ADNasa | se encuentra deficiente en
comparacioén con individuos sanos (Hakkinm et al, 2010; Lefflet et al, 2012). Y por
lo tanto las NETs que son producidas en individuos con LES son degradadas
deficientemente por la ADNasa |, provocando que sean potentes inmundgenos.
Aunado a lo anterior se ha detectado un elevado nivel de citocinas presentes en
suero de pacientes con LES (Ding et al, 2006; Garcia-Romo et al, 2011; Lin et al,
2011; Khandpur et al, 2013; Behen et al, 2014; Kessenbrock et al, 2009). Por
consiguiente, se ha sugerido una importante participacion de las citocinas durante
el LES. De manera que las citocinas potencian la actividad del sistema inmunolégico
de los pacientes, provocando mayor actividad en leucocitos, incluyendo a los
neutrdfilos, implicando dafio en diferentes 6rganos. Otros grupos de trabajo han
reportado a la IL-8 como inductora de NETs (Brinkmann et al, 2004) y
probablemente al TNF-qa, IL-17 e IL-13 (Khandpur et al, 2013; Kessenbrock et al,
2009; Lin et al, 2011). Todas las citocinas mencionadas antetiormente han sido
detectadas por encima de niveles normales en el suero de pacientes con alguna
enfermedad autoinmune, incluyendo el LES (Ding et al, 2006). El papel de dichas
citocinas durante el LES aun no es claro, pero existen la propuesta de la secrecion
de IL-17 y IL-8 tienen un efecto indirecto al reclutar neutréfilos o inducir la formacién
de NETs (Villanueva et al, 2011). Dicho mecanismo ha sido relacionado con la
participacién de otras células como las células dendriticas plasmocitoides, estas
células reconozcen a las NETs como antigenos y promueven la secrecion de TNF-
a, potenciando la activaciéon de los neutréfilos y llevando a cabo una mayor
formacion de NETs, lo que trae como consecuencia la exposicion de mas
autoantigenos convirtiéndose en un sistema de retroalimentacién vicioso (Garcia-
Romo et al, 2011). Por otro lado, algunos trabajos relacionan directamente la alta
concentracion de TNF-a en suero de pacientes con VPV y RA, y la capacidad de
los anticuerpos ANCA y ACPA respectivamente, para inducir la formacion de NETs
(Kessenbrock et al, 2009; Khandpur et al, 2013). Dicho mecanismo no se descarta

en LES, ni tampoco que los sueros del presente trabajo presenten altas
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concentraciones de alguna citocina o inclusive esté implicada la actividad de la
ADNasa |. Tampoco que la alta concentracién de otras proteinas presentes en suero
como la proteina reactiva C, ESR y C5a sean los responsables de inducir NETs
como se ha observado en pacientes con AR (Khandpur et al, 2013). Por
consiguiente, no se excluye ninguno de los factores mencionados anteriormente sea

el responsable de la actividad de los sueros sobre los neutrofilos.

La informacién del estadio de los 17 pacientes de acuerdo con el SLEDAI-2K
permitié indagar mas sobre el efecto de los sueros, encontrando una tendencia entre
el estadio del paciente y el efecto sobre los neutréfilos, de tal manera que el suero
de pacientes con mayor indice tuvo mayor efecto sobre los neutréfilos induciendo
mayor cantidad de NETs, mientras que los sueros de pacientes con un indice menor
presentaron menor actividad. Las micrografias y la cuantificacion de NETs apoyan
este hecho ya que en ambos casos los sueros mas activos son los que presentan
un SLEDAI-2K mayor. Nakazawa y colaboradores (2014), reportaron algo similar
con los anticuerpos presentes en suero de individuos con poliangeitis microscépica
(PAM), observando una tendencia entre el indice de enfermedad segun la
clasificacion BVAS (Birmingham Vasculitis Activity Score) y la formacion de NETS,
resaltando a los anticuerpos provenientes de individuos mas enfermos tenian mayor
actividad sobre los neutrdfilos. Este hecho indica la existencia de una tendencia de
los pacientes mas enfermos a tener mayor formacion de NETs lo que es
contraproducente ya que las NETs son inmundgenos que pueden causar dano
vascular debido a la formacion de trombos. Ademas, estas NETs pueden
precipitarse en glomérulos causando nefritis, en articulaciones causando artritis, en

pulmones causando pleuritis y en casos mas extremos la muerte.

Este y los trabajos mencionados anteriormente apoyan la participacion de
distintos componentes presentes en sueros de pacientes con alguna enfermedad
autoinmune como estimulos multifactoriales. Provocando una mayor formacion de
NETSs, repercutiendo directamente en una peor calidad de vida para los pacientes

con alguna enfermedad autoinmune.
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Conclusiones

Los sueros de pacientes con LES inducen la formacion de NETs en
neutrofilos de donadores sanos. Mientras que los sueros de donadores sano no

tienen ningun efecto sobre los neutrdfilos.

Los sueros de pacientes con LES estimulan a los neutréfilos a formar NETs
aproximadamente a los 120 minutos muy similar al PMA, lo que lo convierte a los
sueros en un estimulo lento. Ademas, los sueros de pacientes con LES inducen una

débil formacion de NETs en comparacion con el PMA.

El efecto de los sueros de pacientes con LES sobre los neutrdfilos es
aparentemente independiente de la presencia o ausencia de los anticuerpos anti-
RNP/Sm y anticuerpos AL. Implicando a otros compuestos presentes en el suero

como los posibles responsables del efecto sobre neutrdfilos.

Existe una tendencia entre el estadio SLEDAI-2K de los pacientes con LES y
el efecto de su suero sobre neutréfilos. Teniendo mayor efecto aquellos sueros de
pacientes con un estadio de la enfermedad mas avanzado de acuerdo con el
SLEDAI-2K.

Perspectivas

Los resultados del presente trabajo sefialan que la presencia o ausencia de
los anticuerpos anti-RNP/Sm y AL en suero de pacientes con LES aparentemente
no son los responsables del efecto en neutréfilos, sin embargo para confirmar
completamente que los anticuerpos anti-RNP/Sm y AL o inclusive otros anticuerpos
menos prevalentes pudieran tener efecto en neutréfilos, se propone eliminar todos
los anticuerpos presentes en el suero de pacientes con LES y volver a probar
experimentalmente cada suero, en caso de que los sueros continuen estimulando a
los neutrofilos a formar NETs, se propone realizar la cuantificacion de citocinas que
han sido reportadas como inductoras de NETs en los sueros de estos pacientes con
LES.
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Anexos

Anexo |: Preparaciéon de disoluciones

Todas las disoluciones una vez filtradas deben manejarse en condiciones estériles

y almacenarse a 4° C.

Solucién de PBS (Solucidon salina amortiguadora de fosfatos)

e NaCl 138 mM
e KCI 2.7 mM
e Naz2HPO4 8.1 mM
e KH2PO4 1.2 mM

Los reactivos se disuelven en agua bidestilada. Posteriormente se ajusta el
pH a 7.4 con HCI 1N o NaOH 50% (v/v). Después se afora al volumen deseado y
en condiciones estériles se realiza el filtrado a través de una membrana con poros

de 0.22 um de diametro (numero de catalogo GVWP04700, Millipore).

Solucién de Dextran T 500 al 6 %

e 3 g de Dextran T 500 (Numero de catalogo 170320.01, Pharmacia Fine
Chemicals, Suecia).

¢ 50 ml de PBS (Solucion salina amortiguadora de fosfatos).
Se disuelve el Dextran T 500 en 30 ml de PBS, posteriormente se afora a 50

ml y en condiciones estériles se esteriliza mediante un filtro con una membrana de

0.22 um de diametro.
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Solucién hipotbnica Solucioén hiperténica

e NaCl (35 mM). e NaCl (275 mM).

e HEPES (20 mM). e HEPES (20 mM).

e Albumina sérica bovina (1 mg/ml) e Albumina sérica bovina (1 mg/ml)
(Numero de catalogo 10 735 094 (Numero de catalogo 10 735 094
001; Roche, Alemania). 001; Roche, Alemania).

Los reactivos excepto la albumina sérica bovina, se disuelven en agua
bidestilada, se ajusta el pH a 7.4 con HCI 1 N o NaOH 50 % (v/v). Después se afora
al volumen deseado, se adiciona la albumina sérica bovina y se dejar disolver sin
agitacion. En condiciones estériles se realiza el filtrado a través de una membrana

con poros de 0.22 um de diametro.
Medio de cultivo Roswell Park Memorial Institute médium (RPMI) - 1640

e Medio de cultivo RPMI 1640 (numero de catalogo R6504; Sigma-Aldrich,
USA)

El medio de cultivo se disuelve en 700 ml de agua bidestilada. Posteriormente
se ajusta el pH a 7.4 con HCl a 1 Ny NaOH 50 % (v/v). Posteriormente se afora a
un 1000 ml, se suplementa con glutamina a 2 mM, se esteriliza mediante un filtro

con una membrana de 0.22 um de diametro.
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Anexo Il

En la siguiente tabla se muestra el

porcentaje de

los nucleos

descondensados respecto a los nucleos totales. Se clasificaron en rangos de

acuerdo al porcentaje de descondensacion de los nucleos de tal manera que: (-)

Nula capacidad de formar NETs, (+) poca capacidad de formar NETs, (++)

moderada capacidad de formar NETs; (+++) alta capacidad de formar NETs y

(+++++) fuerte capacidad de formar NETs.

Suero Nucleos descondensados (%)

Sin suero 4.49+0.99 4.49+0.99 4.49+0.99 >75% +++++
20nMPMA | g129+159 | 91.29+1.59 | 91.29+1.59 60-74% | ++++
Suero Sano | 4.62t0.99 | 8.84+3.99 | 6.98+1.40 45-59% | +++

| 49.39+5.79 | 54.78+2.19 | 2548 +3.05 ?g-gg:ﬁ) +++
39 5. 78+ 2. 48 + 3. -29%
Il 12.03+1.89 | 28.94+515 | 33.48+1.43 0-14% :
I 10.81+1.04 | 14.23+1.01 | 16.67 +4.76
IV 2755+1.66 | 2520 +1.94 | 23.31+2.37
Y] 9.88+341 | 1271+1.48 | 7.80+0.87
VI 858+231 | 29.11+1.1 | 22.44+2.61
VI 794+232 | 26.31+152 | 26.05+1.05
VIl 1214 +0.64 | 32.29+5.44 | 21.30 +2.58
IX 794+160 | 2544+6.65 | 29.17 +4.90
X 373+126 | 486154 | 868052
X 312+211 | 9.09+1.37 | 39.77 + 3.91
XII 493+0.61 | 4827 +4.62 | 28.22+2.21
Xl 7.06+1.06 | 52.33+6.24 | 46.59 + 5.65
XIV 330+1.90 | 11.46+6.61 | 13.97 +8.06
XV 348+201 | 023+013 | 4.43+255
XVI 8.60+1.37 | 46.44+3.02 | 54.86 +4.45
XVII 533+125 | 512171 | 31.12+3.07
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Anexo Il

A continuacién, se muestran la cuantificacién de NETs inducida por cada uno
de los 17 sueros de pacientes con LES, todas las cuantificaciones fueron agrupadas
de acuerdo con la capacidad de formacién de NETs de cada suero, de tal manera
que hubo sueros que tuvieron: ninguna capacidad de formacién de NETs (verde),
poca formacién de NETSs ( ), moderada formacién de NETs (naranja) y alto
formacion de NETs (rojo). Sin embargo, se encontré nuevamente que no hay
correlacion entre la capacidad de formacion de NETs de los sueros, y la presencia
o ausencia de los anticuerpos anti-RNP/Sm y AL, ya que las cuantificaciones
presentan sueros pertenecientes a los 4 grupos de tal manera que hay
cuantificaciones de sueros con ninguna, , moderada o alta formacion de NETSs.

Por lo que no existe una correlacién directa.

Grupo 1 Anti-RNP/Sm AL
up Positivo Positivo

Grubo 2 Anti-RNP/Sm AL
P Negativo Negativo

Suero Il | Suero IV

Anti-RNP/Sm AL
Positivo Negativo

Grupo 3

Suero V| Suero VI

Anti-RNP/Sm AL
Negativo Positivo

Grupo 4

Suero XV | Suero XVII
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