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RESUMEN

Los neutréfilos son los leucocitos mas abundantes en el torrente sanguineo y
corresponden al rededor del 50-70% de los leucocitos. Los neutréfilos son las
primeras células que migran a los sitios de infeccion o inflamacion para eliminar
patdgenos y remover restos celulares. Los mecanismos que emplean los neutrofilos
para eliminar patégenos incluyen fagocitosis, degranulacion, la produccion de
especies reactivas de oxigeno (ROS) y la formacién de trampas extracelulares de
neutrofilos (NETs). La purificacion de neutréfilos se realiza tradicionalmente
separando los leucocitos en un gradiente de densidad con Ficoll. En estas
condiciones los neutréfilos aparecen en el fondo del gradiente y las células
mononucleares (MNC) en la parte alta de baja densidad.

Sin embargo, recientemente se ha reportado que en ratones con cancer hay
neutrofilos junto con las MNC. A estos neutrdfilos se les ha denominado neutrofilos
de baja densidad (LDN) y también se han observado en personas con ciertas
patologias como lupus, artritis reumatoide, psoriasis, infeccién con VIH, malaria y
tuberculosis. Actualmente se desconoce si los neutréfilos de baja densidad se
encuentran Unicamente bajo ciertas patologias o si se podrian encontrar en
personas sanas y de ser asi, si podrian tener diferencias funcionales con los
neutrofilos.

En este trabajo se detecté la presencia de neutréfilos de baja densidad en
donadores sanos, los LDN correspondieron al 5,549 + 0,7479% del total de las MNC.
También se evalu6 la produccién de ROS de los LDN por citometria de flujo y se
observé que los neutréfilos de baja densidad al ser estimulados con PMA son
capaces de producir ROS mas de dos veces en comparacion con los neutréfilos,
ademas, los LDN tienen un mayor porcentaje de células fagociticas de 81.38 +
3.297% a diferencia de los neutrofilos con 69.52 + 1.082% de células fagociticas.
Asimismo, los LDN tienen la capacidad de producir NETs de manera similar a los
neutroéfilos clasicos. Estos datos muestran que en individuos sanos existe una
subpoblacion de neutrdéfilos de baja densidad con un fenotipo previamente activado.
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ABSTRACT

Neutrophils, also known as polymorphonuclear cells (PMN), are the most abundant
leukocytes in human blood and comprise around 50%-70%. PMN are the first cells
to migrate into sites of infection or inflammation, in order to eliminate microbial
pathogens. The antimicrobial mechanisms of neutrophils include phagocytosis,
dragranulation, production of reactive oxygen species (ROS), and the release of
neutrophil extracellular traps (NETs). Traditionally, neutrophils are purified from
blood by a density gradient with Ficoll. In this method, neutrophils appear at the
bottom of the gradient, while mononuclear cells (MNC) appear above in a lower
density layer.

Nevertheless, recent reports indicate that in cancer mouse models there are
neutrophils that co-purify with MNC in the low density part of the gradient. These
neutrophils have been named “low-density neutrophils” (LDN). These low-density
neutrophils are not exclusive of cancer, in fact LDN have been found in patients with
certain pathologies such as systemic lupus erythematosus, rheumatoid arthritis,
psoriasis, HIV infection, malaria, and tuberculosis. It is not known whether these low-
density neutrophils are found in sick patients or are also present in healthy
individuals

In order to determine the presence of low-density neutrophils in healthy people, and
to evaluate their functional phenotype, neutrophils were purified by density gradient
and the MNC layer was analyzed for the presence of neutrophils. Low-density
neutrophils were found in healthy donors, comprising 5,549 + 0,7479% of all cells in
the MNC layer. The phagocytic activity and capacity to produce reactive oxygen
species (ROS) was measured by flow cytometry. Low-density neutrophils when
stimulated with PMA produced ROS more than twice than neutrophils, low-density
neutrophils have more phagocytic cells around of 81.38 + 3.297% able to
phagocytize antibody-opsonized while neutrophils have 69.52 + 1.082% of
phagocytic cells. Also, the LDN can produce NETSs like classic neutrophils. These
data show that low-density neutrophils in healthy individuals are a subpopulation on
neutrophils with an activated phenotype.
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.  ABREVIATURAS

Antigeno asociado a funcidn de linfocito-1...........cooiiiiiiiiiiiiii e (LFA-1)
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ll.  INTRODUCCION

1. Neutrdfilos

El sistema inmunoldgico tiene como funcién fisiologica proteger al huésped de
infecciones. Esta funcién se manifiesta cuando existe la presencia de patdégenos o
tejidos dafados (Selders et al., 2017). Los neutréfilos son los leucocitos mas
abundantes en circulacion sanguinea y la primera linea de defensa reclutada del
torrente sanguineo hacia los tejidos donde hay inflamacion o infeccion (Nathan,

2006; Yang et al., 2017).

Los neutroéfilos, nombrados asi por Paul Ehrlich por su capacidad de retener los
colorantes neutros (Amulic et al., 2012), también fueron descritos como
polimorfonucleares (PMN) por Elie Metchnikoff debido a la morfologia multi-lobulada
de sus nucleos (Kumar and Sharma, 2010). De hecho recientemente se ha
propuesto que su ndcleo multilobulado facilita mejor la migracién de los neutrofilos
de torrente sanguineo hacia los tejidos en comparacion con células que poseen
nacleo esférico (Carvalho et al., 2015; Hoffmann et al., 2007). Asimismo, los
neutréfilos estan incluidos dentro del grupo de los granulocitos (leucocitos
granulares), junto con los eosinéfilos y los basofilos, ya que se caracterizan por tener
un citoplasma rico en granulos (Amulic et al., 2012). Los granulos se desarrollan
durante la maduracion de los neutréfilos en médula désea como varios
compartimientos intracelulares que almacenan proteinas con efecto microbicida y

proinflamatorio (Mdcsai, 2013). Estos granulos se clasifican en primarios
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(azurdfilos), secundarios (especificos), terciarios (gelatinasa) y vesiculas secretoras

(Borregaard, 2010).

En circulacion el porcentaje de neutréfilos respecto al total de leucocitos se
encuentra alrededor del 50-70% en el humano, mientras que el porcentaje es del
10-25% en el ratén (Wang and Arase, 2014). La vida media del neutréfilo en
circulacion es aproximadamente de 8-12 horas en el humano y de 1.5 horas en el
raton (Adrover et al., 2016; Kolaczkowska and Kubes, 2013). Debido a la corta vida
de los neutrdfilos, se requiere una produccion constante de estas células en la
meédula 6sea y una liberacion contintia de neutrofilos al torrente sanguineo. Durante
la produccién de neutréfilos en la médula 6sea, las células pasan por diferentes
etapas de maduracibn denominadas: mieloblasto, promielocito, mielocito,
metamielocito, células en banda y finalmente neutréfilos maduros (Borregaard,
2010). Se estima que en el humano hay una produccion diaria de mas de 10!

neutréfilos (D6hrmann et al., 2016; Soehnlein et al., 2017).

El desarrollo de neutrdfilos inicia en médula 6sea con las células madre
hematopoyéticas (CMH) en un ambiente que se caracteriza por tener poco flujo de
sangre y bajos niveles de oxigeno (Winkler et al., 2010). En este nicho las células
madre pierden su potencial de auto-renovacion y dan lugar a un precursor
multipotencial que puede diferenciarse a cualquier célula del linaje sanguineo ya
sea progenitores linfomieloides o eritromieloides (Goérgens et al., 2013). Los
precursores multipotenciales necesitan de altos niveles del factor de transcripcion
PU.1 para generar progenitores linfomieloides, los cuales a su vez dan lugar a

precursores de granulocitos/monocitos (PGM). En los precursores de granulocitos,

16



el factor de transcripcién C/EBP-a es esencial para regular la expresion de proteinas
necesarias para la diferenciacion de los PGM a neutrofilos. Si la expresion de
C/EBP-a es mas baja que la expresion de PU.1, los precursores de granulocitos se
diferencian a monocitos (Radomska et al., 1998). Cuando C/EBP-a se expresa
mucho en los precursores de granulocitos, a estas células se les conoce como

mieloblastos (Bardoel et al., 2014).

La regulacion de la granulopoiesis normalmente es controlado por células
dendriticas y macrofagos al fagocitar neutréfilos en apoptosis en tejidos, esto
provoca que las células dendriticas y macrofagos produzcan interleucina (IL)-23
(Nauseef and Borregaard, 2014). La IL-23 induce la produccion de IL-17 por las
células CD4* Th17 que resulta en la produccion del factor estimulante de colonias
de granulocitos (G-CSF, por sus siglas en inglés) para estimular la diferenciacion de
neutréfilos (von Vietinghoff and Ley, 2008). Por otro lado, en estados de
granulopoiesis de emergencia causado durante infecciones microbianas, se
producen citocinas proinflamatorias y G-CSF que induce liberacién de neutréfilos

(Hirai et al., 2006).

Los neutrofilos maduros se mantienen en médula 6sea por la accion del SDF-1
(stromal cell-derived factor 1, por sus siglas en inglés), también conocido como
quimiocina CXCL12, que funciona como un factor de retencion al unirse al receptor
CXCR4 (Furze and Rankin, 2008; Lapidot, 2003). La liberacion de neutréfilos
maduros a circulacion se da en respuesta a sefiales transmitidas a través de
CXCR2, receptores de tipo toll (TLRs) o del receptor para G-CSF (G-CSFR)

(Borregaard, 2010). Las sefales a partir de estos receptores inhiben la expresion
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de CXCR4 y con ello reducen la sefial de retencion del SDF-1 (Semerad et al., 2002;

Soehnlein et al., 2017).

Se ha reportado que hay un incremento en el numero de neutrdéfilos durante algunas
infecciones y se ha observado que los neutréfilos pueden controlar un amplio rango
de patégenos (Summers et al.,, 2010). Los pacientes con enfermedades
relacionadas a desordenes en los niveles de neutrofilos muestran infecciones
severas (Lakshman and Finn, 2001). Durante el proceso inflamatorio los neutrofilos
se activan y su periodo de vida puede aumentar varias veces, de esta manera se
asegura la presencia de neutréfilos con un fenotipo “preparado” en los sitios de

inflamacioén e infeccion (Summers et al., 2010).

Los neutrdfilos tienen diferentes mecanismos para eliminar patdégenos intra o
extracelulares incluyendo fagocitosis, degranulacion, formacién de especies
reactivas de oxigeno y la formacion de trampas extracelulares (Nathan, 2006).
Cuando los neutrdéfilos llegan al tejido infectado, su principal funcion es la
fagocitosis. En este proceso, los neutrofilos ingieren a los microorganismos para
degradarlos en su interior. EI microorganismo es introducido en una vesicula
formada por la membrana celular denominada fagosoma. Este fagosoma
posteriormente se fusiona con granulos del citoplasma especialmente lisosomas. La
vesicula resultante se denomina fagolisosoma y es donde el microorganismo es
destruido por la accion de las sustancias microbicidas contenidas en los granulos
(Rosales and Uribe-Querol, 2017). En algunos casos, los neutréfilos también
pueden expulsar las proteinas microbicidas de sus granulos al exterior de las

células, en un proceso denominado degranulacion. Asimismo, los neutréfilos
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pueden activar enzimas para generar y liberar especies reactivas de oxigeno que
son muy dafiinas para los microorganismos (Borregaard, 2010; Kolaczkowska and
Kubes, 2013). Otro mecanismo antimicrobiano es la formacion de trampas
extracelulares de neutrofilos (NET, por sus siglas en inglés Neutrophil Extracellular
Traps). Las NET son fibras de DNA descondensado, adornado con histonas y
proteinas de los granulos. Las NET son capaces de inmovilizar patégenos para
evitar su diseminacion y facilitar la fagocitosis de estos. Las NET ademas pueden
directamente dafar y eliminar microorganismos patdgenos por las proteinas

microbicidas que contienen (Brinkmann et al., 2004).

2. Reclutamiento de neutréfilos

La deteccion de infecciones o dafio celular es el inicio para el desarrollo de la
respuesta inflamatoria. Las células dendriticas, células cebadas, macréfagos y
células del endotelio vascular son las primeras en estar expuestas a estimulos como
patrones moleculares asociados a patdégenos (PAMPS) y patrones moleculares
asociados a dafno (DAMPs) (Kono and Rock, 2008). Estos patrones moleculares
son detectados por receptores de reconocimiento de patrones (PRRS) y a través de
estos receptores desencadenan la secrecion de citocinas proinflamatorias como IL-
1B, IL-6, IL-17 y el factor de necrosis tumoral-a. (TNF-o) (Akira et al., 2006; McDonald

et al., 2010; Takeuchi and Akira, 2010).

Las citocinas proinflamatorias, DAMPs, PAMPs y fragmentos del complemento
funcionan como alarminas provocando que las células del endotelio vascular se

activen (Kono and Rock, 2008) y produzcan citocinas como IL-8, quimiocinas y
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leucotrienos. Estas sustancias con importantes factores quimioatrayentes de
neutréfilos a sitios de inflamaciéon (Furze and Rankin, 2008; Krishnaswamy et al.,

1999).

En las células del endotelio vascular ya activado, se induce la expresién de
moléculas de adhesion para facilitar la primera interaccion fisica entre los neutrofilos
y las células endoteliales. Este primer contacto es conocido como captura y es
mediado por una familia de tres glicoproteinas transmembranales llamadas
selectina E, selectina P y selectina L. Estudios con ratones knock-out para estas
selectinas muestran problemas de reclutamiento de neutrofilos al endotelio vascular
(Dimasi et al., 2013). L-selectina es expresada constitutivamente en la mayoria de
los leucocitos, mientras que las selectinas P y E son expresadas en las células
activadas del endotelio vascular (McEver, 2002). La selectina P se encuentra
preformada en reservorios dentro de las células el endotelio y translocada a la
membrana plasmatica cuando las células del endotelio son activadas. La selectina
E se sintetiza de novo y su transcripcidn es regulada por la activacion del endotelio

(Petri et al., 2008).

El proceso de captura es posible por la unién de las selectinas al ligando
glicoproteico de P-selectina-1 (PSGL-1) (Zarbock et al., 2011). Asi como P-y E-
selectina se unen a PSGL-1, L-selectina también puede hacerlo pero esta
interaccién promueve que los neutréfilos que ya han sido capturados al endotelio
puedan atraer por contacto a otros neutréfilos que aun no han sido capturados. Este
anclaje secundario incrementa el niumero de neutrdfilos reclutados a sitios de

inflamacion (Bargatze et al., 1994).
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En el siguiente paso llamado rodamiento los neutrdfilos literalmente ruedan a lo
largo del endotelio en direccién al sitio de inflamacion. En esta fase es necesaria la
formacion y el rompimiento de uniones entre el endotelio y el neutrdfilo. La
disociacion de la unidon de P-selectina-PSGL-1 provoca la formacion de otras
uniones con E- y L-selectinas para producir el rodamiento (Mayadas et al., 1993).
De hecho, la E-selectina se une a otro ligando llamado ligando de E-selectina-1
(ESL-1), el cual es indispensable para iniciar un Optimo rodamiento (Ley et al.,

1995).

Asimismo, la E-selectina puede cambiar a otro ligando llamado CD44 (Hidalgo et
al.,, 2007). Entonces, mientras que PSGL-1 y ESL-1 se encuentran en las
microvellosidades de la superficie del neutroéfilo, CD44 se encuentra Gnicamente en
la superficie plana, es decir, cuando ocurre la transicion del neutrofilos rodando a
un rodaje lento, las microvellosidades disminuyen y se expone CD44 que es
reconocido por E-selectina. Esta interaccion induce una sefializacion intracelular
para provocar la redistribucion de PSGL-1 y L-selectina para acercarse al sitio de
inflamacién (Borregaard, 2010; Hidalgo et al., 2007). Las selectinas también pueden
unirse a estructuras de carbohidratos, una de ellas denominada antigeno Lewis x

(CD15) presente en la superficie de los neutréfilos (Gadhoum and Sackstein, 2008)

Las integrinas son otras moléculas de adhesion que participan en el rodamiento de
los neutrofilos. El antigeno asociado a funcion de linfocito-1 (LFA-1) también
conocido como integrina aLp2 (CD11a-CD18) y el receptor de macrofagos-1 (MAC-
1) también conocido como integrina aMp2 (CD11b-CD18), se encuentran en los

leucocitos e interactian con una molécula del endotelio denominada molécula de
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adhesion intracelular-1 (ICAM-1) (Borregaard, 2010). El rodamiento facilita el
contacto de los neutréfilo con el endotelio que contiene quimiocinas. Durante esta
fase las quimiocinas son detectadas por los neutrofilos mediante receptores
acoplados a proteinas G que inducen la completa activacion de las integrinas en los
neutréfilos (McDonald and Kubes, 2011). La activacion de las integrinas lleva al

paso de la adhesion firme (Kolaczkowska and Kubes, 2013).

Posteriormente, ocurre el arrastramiento de los neutroéfilos sobre el endotelio para
identificar el sitio donde transmigraran hacia el lugar de inflamacion (Phillipson et
al., 2006). Para dejar el vaso sanguineo, el neutréfilo pasa entre las células
endoteliales (migracion paracelular) o a través de ellas (migracion transcelular)
(Borregaard, 2010). La transmigracion paracelular es la forma mas frecuente y mejor
descrita en donde los leucocitos buscan las uniones intercelulares. Alrededor del
85-95% de los leucocitos migran de esta forma. Durante la transmigracion
paracelular las uniones endoteliales reducen sus fuerzas de union por la
redistribucion de la molécula caderina vascular endotelial (Dimasi et al., 2013) y las
células endoteliales se contraen, en respuesta a un incremento de Ca?* intracelular,
para favorecer la transmigracion del neutréfilo (Su et al., 2000). Por otro lado, la
transmigracién transcelular parece estar limitada exclusivamente a ciertos tejidos
como medula 6sea, timo y pancreas (Carman, 2009). Sin embargo, no esta claro
gué mecanismos conducen a que el neutréfilo realice una migracién paracelular o

transcelular.

Un gran numero de moléculas se expresan entre las uniones endoteliales y estas

moléculas estan involucradas en ayudar a la transmigracion paracelular. Entre las
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moléculas principales se encuentran ICAM-1 e ICAM-2, en las células endoteliales,
gue se unen a las integrinas LFA-1 y Mac-1(Borregaard, 2010). Otras moléculas
importantes son PECAM-1, JAM (moléculas de adhesion de unién), ESAM
(molécula de adhesién selectiva a células endoteliales), PVR (receptor de
poliovirus), CD99 y CD99L2. Todas estas moléculas pertenecientes a la super
familia de las inmunoglobulinas (Dimasi et al., 2013; Ley et al., 2007; Schmidt et al.,

2011).

3. Activacion de neutréfilos

Normalmente los neutréfilos se encuentran en reposo cuando estan en circulacion.
Al detectar un ambiente inflamatorio los neutrofilos se activan por el proceso de
migracion a través el endotelio vascular. Una vez que los neutrdéfilos estan en el
espacio extravascular, éstos destruyen a los microorganismos patdgenos (Mayadas
et al., 2014). Los neutrdfilos son capaces de identificar microorganismos patdégenos
a través de receptores membranales o intracelulares que reconocen directamente
patrones moleculares asociados a patégenos (PAMP). Estos receptores en conjunto
se denominan receptores de reconocimiento de patrones (PRR) (Thomas and
Schroder, 2013). Ademas los neutrdéfilos pueden reconocer proteinas del mismo
hospedero que se unen a los microorganismos para facilitar su deteccion. Las
proteinas del hospedero mas comunes para marcar a los microorganismos son los
anticuerpos y los fragmentos del complemento funcionando como opsoninas
(moléculas que favorecen el reconocimiento del patdgeno y el proceso de

fagocitosis) (Mayadas et al., 2014).
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En humanos, los neutréfilos expresan un amplio repertorio de PRR que incluyen
todos los receptores tipo toll (TLRS) excepto el TLR-3y TLR-7 (Hayashi et al., 2003);
CLECTA (Kennedy et al., 2007) y CLEC2 (también conocido CLEC1B) (Kerrigan et
al., 2009) que son receptores de lectina tipo C (CLRs); receptores tipo NOD como
NOD1y 2 (Clarke et al., 2010; Ekman and Cardell, 2010), NLRP3, NLRP1 y NLRC4
(Thomas and Schroder, 2013); receptores citoplasmaticos para detectar acidos
nucleicos como RIG1, MDA5 (Tamassia et al., 2008); receptores acoplados a
proteinas G para detectar péptidos formilados (Fu et al., 2006) y moléculas
enddgenas producidas durante la inflamaciébn como leucotrienos y quimiocinas
(Tecchio and Cassatella, 2016). Ademas los neutroéfilos expresan los receptores de
complemento CR3 (MAC-1) (van Bruggen et al., 2009), CR1 (CD35) (Sengelav,
1995), y CR4 (Paoliello-Paschoalato et al., 2015; Sengelgv, 1995). También
expresan los receptores de anticuerpos, denominados receptores Fc (Rosales,
2017; Rosales and Uribe-querol, 2013): FcyRIIA (CD32) y FcyRlllb (CD16b)
(Bruhns, 2012; Paoliello-Paschoalato et al., 2015; Ravetch and Bolland, 2001). Es
importante resaltar que este Ultimo receptor se encuentra Unicamente en neutrofilos
humanos (Rosales and Uribe-querol, 2013). La activacion de neutréfilos con

interferon-gamma (IFN-y) induce la expresion del FcyRI (CD64) (Lee et al., 2003).

4. Mecanismos de acciéon

Los neutrofilos activados después de llegar al sitio de inflamacién y/o infeccion

llevan a cabo diferentes mecanismos para destruir a los patdégenos. Dichos
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mecanismos incluyen: fagocitosis, produccién de especies reactivas de oxigeno

(ROS), degranulacion y formacion de trampas extracelulares de neutréfilos (NETS).

4.1 Fagocitosis

La fagocitosis es el mecanismo principal para eliminar patégenos y remover debris
celular. Este proceso es dependiente de PRRs en donde una particula es
internalizada por la membrana celular para formar una vacuola llamada fagosoma
(Rosales and Uribe-Querol, 2017). Los neutréfilos pueden fagocitar particulas
opsonizadas 0 no opsonizadas. Los principales receptores para detectar opsoninas
son los receptores Fc y los receptores de complemento. En la fagocitosis mediada
por receptores Fc se forman extensiones de la membrana llamadas seud6podos
gue envuelven a la particula recubierta con anticuerpos. Por el contrario, en la
fagocitosis mediada por receptores del complemento, la particula parece hundirse

en la membrana para formar el fagosoma (Underhill and Ozinsky, 2002).

El fagosoma que contiene la particula fagocitada se fusiona con otras vesiculas y
granulos intracelulares, particularmente los lisosomas, para dar lugar a una vesicula
llamada fagolisosoma. En el fagolisosoma la particula ingerida es degradada
(Rosales and Uribe-Querol, 2017). El proceso de transformacion de fagosoma a
fagolisosoma se conoce como maduraciéon de fagosoma e involucra la liberacion de
moléculas microbicidas dentro del lumen del fagosoma, el ensamble del complejo
NADPH oxidasa para la produccion de ROS (Amulic et al., 2012) y la acidificacion

del fagosoma para que las proteasas como elastasa y catepsina G tengan una
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Optima actividad microbicida (Jankowski et al.,, 2002; Jaumouille and Grinstein,

2016; Lee et al., 2003)

4.2. Estallido respiratorio

Bajo la activacion de los neutrdfilos se producen especies reactivas de oxigeno
(ROS, por sus siglas en inglés) en un proceso llamado estallido respiratorio. El
complejo enzimético responsable de este proceso es la NADPH oxidasa. Este
complejo se ensambla en la membrana plasmatica y en la membrana del fagosoma
para reducir el oxigeno a aniones superoéxido (O2’) (Arruda and Barja-Fidalgo, 2009;
Bylund et al., 2010). La NADPH oxidasa es un complejo de transferencia de
electrones compuesto por 5 subunidades; las subunidades p22rhox y gp91Phox se
encuentran unidas a la membrana plasmatica asi como en la membrana de los
granulos (Borregaard et al., 1983) formando un heterodimero conocido como
citocromo b (citocromo b558) que conforma el sitio catalitico de la transferencia de

electrones de todo el complejo NADPH oxidasa (Bylund et al., 2010).

Normalmente en ausencia de activacion los demas componentes p40Phox, p47prhox y
p67P"X se encuentran libres en el citosol sin asociarse al citocromo b por lo que la
oxidasa se encuentra inactiva. Una vez que los neutrofilos se activan los
componentes del citosol se movilizan a la membrana para asociarse con citocromo
b y formar la NADPH oxidasa activa. En humanos los se ha detectado la presencia
de varios cofactores que ayudan a la activacion de la oxidasa. Rac2 es el cofactor

mas predominante (Bokoch and Zhao, 2006). Cuando el complejo NADPH oxidasa
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estd activo, se encarga de transferir electrones a través del citocromo b que
provienen del NADPH del citosol hacia el otro lado de la membrana. Esto es hacia
el interior de compartimientos intracelulares, como el fagosoma, o bien hacia al

espacio extracelular (Bylund et al., 2010).

Dentro del fagosoma, el superdxido (O2) es espontaneamente o enzimaticamente
convertido a peréxido de hidrogeno (H202) el cual puede volver a reaccionar con el
superoxido (Oz) para formar radicales hidroxilo (OH) y oxigeno (Oz). Estos dos
compuestos son altamente reactivos y toxicos (Roos et al., 2003). El peroxido de
hidrogeno (H202) también puede reaccionar junto con cloruro (Cl) para ser usado
como sustrato de la mieloperoxidasa (MPQO) para generar acido hipocloroso (HOCI),
un compuesto toxico para casi todos los microbios. Ademas el HOCI puede
reaccionar con aminas secundarias para dar lugar a cloraminas, que también son
microbicidas pero menos estables (Klebanoff, 2005). También se ha descrito que
el 6xido nitrico es una molécula muy reactiva producida por la enzima éxido nitrico
sintasa inducible que se ha localizado en los granulos primarios. De tal manera que
el superéxido también puede reaccionar con el Oxido nitrico para generar

peroxinitrito (Winterbourn et al., 2006).

En los neutrdéfilos, la mayoria del citocromo b se encuentra en los granulos
secundarios Yy terciarios (Borregaard and Cowland, 1997; Bylund et al., 2010). Las
V-ATPasas son bombas que se encargan de ingresar protones al lumen del
fagosoma y se encuentran en los granulos primarios y terciarios (Lee et al., 2003).
A pesar de que los granulos se fusionan con el fagosoma de los neutréfilos y hay

actividad de las V-ATPasas, el lumen del fagosoma no es tan acido; de hecho, se
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ha descrito que en estadios tempranos del fagolisosoma existe un ambiente alcalino
(Jankowski and Grinstein, 2002). Por lo tanto, unos minutos después de haberse
formado el fagosoma se ha observado que hay un aumento del pH alrededor de 8.
Inclusive después de la fusion con los granulos, aproximadamente después de 30
minutos el pH dentro del fagolisosoma disminuye a valores menores de 7 (Roos et
al., 2003). De esta manera, la destruccion de los microorganismos se logra por los

productos oxidantes o por el contenido de los granulos (Roos et al., 2003).

4.3 Degranulacion

Los neutrdfilos tienen proteinas con funciones microbicidas y enzimas hidroliticas
gue se encuentran almacenadas en los granulos. Los granulos pueden liberar sus
contenidos dentro del lumen del fagolisosoma o al espacio extracelular en un

proceso es conocido como degranulacion (Dale et al., 2008).

La clasificacion de los granulos y su heterogeneidad es mejor explicada por su
formacion durante la maduracién de los neutréfilos en la medula 6sea (Amulic et al.,
2012). Los granulos azurodfilos o primarios son sintetizados durante la fase de
promielocitos. Los granulos especificos o secundarios son formados en la fase de
mielocitos. Los granulos de gelatinasa o terciarios son formados en la fase de
metamielocitos y durante la fase de células en banda. Ademas de los granulos, los
neutréfilos maduros también cuentan con vesiculas secretoras formadas por

endocitosis (Borregaard, 2010; Borregaard et al., 2007).
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Los granulos primarios contienen principalmente defensinas (HNP-1, -2 y -3),
mieloperoxidasa (MPO), proteasas de serina, elastasa de neutrdfilos (NE) y la
catepsina G. Los granulos secundarios se caracterizan por tener fosfatasa alcalina,
lactoferrina, lisozima, citocromo b (componente de la NADPH oxidasa) y
colagenasa. Los granulos terciarios contienen catepsina y gelatinasa (también
conocida como metaloproteinasa-9) (Borregaard et al., 2007; Cain et al., 2011;
Pruchniak et al., 2013). El cuarto tipo de granulo son las vesiculas secretoras, las
cuales contiene proteinas del plasma como albumina (Lacy, 2006), y proteinas de
la membrana que son incorporadas por endocitosis durante la activacion (Hager et

al., 2010).

El mecanismo de degranulacion en los neutrofilos ocurre cuando los receptores se
estimulan y los granulos se movilizan al fagosoma o a la membrana plasmatica para
liberar sus contenidos. Para que suceda este proceso se requiere de un incremento

de Ca?* intracelular, asi como la hidrélisis de ATP (Lacy, 2006).

4.4 Trampas extracelulares de neutrofilos

Otro mecanismo de defensa de los neutrofilos son las trampas extracelulares de
neutroéfilos (NETs). Las NET, estdn compuestas por fibras de cromatina y proteinas
de los granulos. Las NET son liberadas al exterior en un proceso denominado

NETosis (Jorch and Kubes, 2017).

En 2004, Volker Brinkmann y colaboradores reportaron por primera vez la

produccion y liberacion de NET al estimular neutrofilos con bacterias Gram-positivas
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y Gram-negativas. Este grupo de investigadores analiz6 la composicion de las NET
por inmunofluorescencia y detecté la presencia de proteinas pertenecientes a los
granulos. Asimismo, encontraron que en las NETs habian histonas H1, H2A, H2B,

H3 y H4 (Brinkmann et al., 2004).

Muchos microorganismos como hongos, virus y protozoarios, ademas de las
bacterias, también pueden inducir liberacion de NET al estar en contacto con los
neutrofilos (Zawrotniak and Rapala-Kozik, 2013). Otras moléculas inflamatorias
como LPS, fragmentos del complemento, complejos inmunes, IL-8 y PMA (forbol-
12-miristato-13-acetato) también pueden inducir el proceso de NETosis (Branzk and

Papayannopoulos, 2013; Brinkmann et al., 2004).

Cuando el estimulo es detectado por los neutréfilos, éstos se activan y
desencadenan una serie de sefalizaciones intracelulares que provocan cambios en
la morfologia de los neutréfilos. Se han determinado algunos pasos fundamentales
en la NETosis. Durante la activacion, los neutréfilos producen grandes cantidades
de ROS por la actividad del complejo de la NADPH oxidasa (Roos et al., 2003), el
nucleo pierde su forma lobulada y el DNA se descondensa (Fuchs et al., 2007), esto
ocurre por accién proteasas de la elastasa y la mieloperoxidasa, las cuales se
movilizan al nucleo por mecanismos desconocidos para descondensar el DNA
(Papayannopoulos et al., 2010). Al mismo tiempo, se ha propuesto que los altos
niveles de calcio activan a la enzima arginina-deaminasa 4 (PAD4). Esta enzima se
localiza en el nucleo de los neutrofilos y actla sobre las histonas H3 para promover
la descondensaciéon del ADN (Wang et al., 2009). PAD4 convierte la arginina a

citrulina en un proceso llamado citrulinacion, para evitar la metilacion de las histonas
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y mecanismos de transcripcién (Mesa and Vasquez, 2013). Posteriormente, la
membrana nuclear se rompe, el DNA queda libre en el citoplasma y se asocia con
proteinas de los granulos y del citoplasma. Al final, la membrana celular se rompe y
las NET son liberadas al exterior para atrapar patdégenos y evitar su diseminacion
(Papayannopoulos and Zychlinsky, 2009). Ademas debido a que las NET contienen
proteinas microbicidas también pueden dafiar a los patdgenos directamente

(Sollberger et al., 2018; Zawrotniak and Rapala-Kozik, 2013).

5. Neutrofilos, una poblacion heterogénea

En 1984, Gallin propuso por primera vez el concepto de heterogeneidad en la
poblacion de neutrdfilos (Gallin, 1984). Sin embargo, este concepto en el campo de
los neutrofilos obtuvo muy poca atencion. Recientemente este concepto ha sido
retomado nuevamente debido a que han surgido investigaciones que muestran
diversas funciones de los neutrofilos tanto en condiciones de homeostasis (Adrover
et al., 2016) como en condiciones patoldgicas (Fridlender et al., 2009; Rosales,

2018).

Esta evidencia ha llevado a usar diferentes estrategias para tratar de identificar
poblaciones de neutrdfilos: se han buscado marcadores de superficie exclusivos de
neutréfilos, se han caracterizado los estadios de maduracion y las diferentes
funciones de estas células. Desafortunadamente, alin no esté claro si las posibles
subpoblaciones de neutrdfilos reportadas en estudios previos son realmente tipos
diferentes de neutrofilos que provienen ya programados (son un linaje diferente)

desde médula désea, o son simplemente variaciones en el estado de activacion.
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Aunque no hay respuesta a esta discrepancia, lo que si es claro, es que los
neutréfilos son células con la capacidad de especializarse y mostrar fenotipos

diferentes (Deniset and Kubes, 2016; Rosales, 2018).

5.1. Neutrofilos de baja densidad

Generalmente los neutréfilos de la sangre se purifican por medio de un gradiente de
densidad sobre Ficoll (Boyum, 1968; Garcia-Garcia et al., 2013). En este método,
los neutrdéfilos aparecen puros en el fondo del tubo después de la centrifugacion.
Los monaocitos y linfocitos, que son leucocitos de menor densidad, se encuentran
en la parte superior del tubo sobre el Ficoll. Sorprendentemente usando el método
anterior con sangre de ratones con cancer, se ha identificado la presencia de
neutréfilos en la parte superior del gradiente de densidad. Estos neutréfilos que
aparecen con las células mononucleares (monocitos y linfocitos) se les han
denominado neutréfilos de baja densidad (LDN, por sus siglas en inglés). Se piensa
gue los LDN son una subpoblacién de neutréfilos con propiedades diferentes a los
neutréfilos que aparecen en la parte inferior del tubo, los cuales son también
llamados neutréfilos de densidad normal. La cantidad de neutréfilos de baja
densidad aumentaron con la progresion del tumor (Sagiv et al., 2015) y ser una
mezcla de neutrofilos morfologicamente maduros e inmaduros (Mishalian et al.,

2017).

Esta subpoblacion de LDN que se ha encontrado en modelos de cancer con ratones,

también se ha reportado en humanos con cancer y se ha sugerido que podrian estar
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implicados en la progresion de los tumores (Sagiv et al., 2015). Esto ha despertado
gran interés por determinar los efectos de estas células en el desarrollo del cancer.
Los LDN no sélo aparecen en cancer, se han reportaron en pacientes con lupus
eritematoso sistémico (SLE, por sus siglas en inglés) o con artritis reumatoide
(Carmona-Rivera and Kaplan, 2013; Denny et al., 2010; Hacbarth and Kajdacsy-
Balla, 1986), hay reportes de que los LDN aparecen en pacientes con infecciones
bacterianas (Deng et al., 2016), y algunas enfermedades como psoriasis (Lin et al.,
2011), infecciones por VIH (Cloke et al., 2012), asma (Fu et al., 2014; Herteman et
al.,, 2017) o malaria (Rocha et al., 2015). Incluso, los LDN se han reportado en
mujeres embarazadas (Ssemaganda et al., 2014). Desafortunadamente las

caracteristicas y funciones de los LDN no son claras.

Un problema que existe para identificar subpoblaciones de neutrofilos es que no
existen marcadores moleculares que exclusivamente definan a este tipo celular. En
ratones, los neutréfilos pueden ser identificados por medio de la expresion de las
moléculas Ly6G y CD11b (Sagiv et al., 2015). Particularmente, Ly6G es Unico de
neutrofilos murinos. En el caso de los neutréfilos humanos la identificacion a través
de moléculas es mas dificil, pues no hay un marcador selectivo de estas células.
Por lo tanto, para determinar neutréflos humanos se realiza por
inmunofluorescencia multiple para la identificacion moléculas de superficie, se
requiere de anticuerpos para identificar a las moléculas CD15, CD11b, CD16,
CD66b, CD14 y CD62L. Estas moléculas en conjunto definen a un neutrdfilo, sin
embargo, ninguna es exclusiva de estas células (Elghetany et al., 2004). En los

reportes de pacientes con algunas de las patologias que se mencionaron
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anteriormente, la presencia de neutrofilos de baja densidad se ha establecido
usando marcadores de superficie como CD11b y CD66b (Sagiv et al., 2015), o CD15
y CD14 (Carmona-Rivera and Kaplan, 2013). Sin embargo, en la mayoria de los
estudios que reportan células con morfologia similar a los neutréfilos en la capa
mononuclear no han usado una combinacion adecuada de marcadores de
superficie para identificar a los neutrdéfilos y por lo tanto solo se han identificado
como granulocitos de baja densidad. El receptor de anticuerpos FcyRIllb (CD16b)
es exclusivo de neutréfilos humanos (Rosales and Uribe-querol, 2013) y tiene
potencial como posible marcador selectivo de estas células, sin embargo, este
receptor es muy parecido al receptor FcyRllla que se expresa en células Natural
Killer (NK) (Rosales and Uribe-querol, 2013), el anticuerpo que reconoce estos
receptores no pueden diferenciar entre ambos, pero recientemente, un anticuerpo
monoclonal disponible comercialmente, parece ser especifico para reconocer al

FcyRIllb (CD16b).

Hasta ahora, los reportes publicados indican que los neutréfilos de baja densidad
aparecen bajo ciertas patologias, principalmente el cancer, sin embargo, muchas
preguntas sobre el origen y funcion de estas células quedan pendientes. Por
ejemplo: ¢, De dénde provienen estos neutrdfilos de baja densidad? Aunque los LDN
se han detectado Unicamente en individuos enfermos, ¢también existen en
personas sanas? Ademas, no se conoce si las funciones de los LDN son diferentes

a las funciones de los neutroéfilos clasicos.

En 2015, Sagiv et al. reportaron que los ratones libres de tumores tenian LDN,

mientras que en ratones a los cuales se les indujo diferentes tipos de cancer los

34



LDN aumentaron en numero, de hecho observaron que los LDN incrementaron

gradualmente conforme avanzé la progresion del tumor (Sagiv et al., 2015).

En el caso de humanos, no es claro si los LDN existen en personas sanas. Midgley,
reportd el porcentaje de granulocitos de baja densidad (LDG) CD15* de pacientes
con SLE juvenil y de personas sanas, encontrando que en personas sanas hubo
alrededor del 2% de granulocitos de baja densidad en la capa mononuclear. Sin
embargo, no se pueden considerar neutrofilos debido a que solo se consideraron
células CD15* (Midgley and Beresford, 2015). En otro estudio, Zhang et al.
reportaron la presencia de LDG en pacientes con artritis reumatoide, SLE,
polimiositis y dermatomiositis. En sus resultados reportaron que aproximadamente
el 1% de las células de la capa mononuclear corresponde a granulocitos de baja
densidad en personas sanas (Zhang et al., 2017). El inconveniente de este estudio
es que de nuevo soblo se consideraron células CD14"°% CD15*. Sagiv et al. reportd
gue en personas sin cancer es dificil encontrar LDN (Sagiv et al., 2015). En este
estudio se usaron los marcadores de superficie CD66b y CD11b para definir a los
neutroéfilos. Aunque los neutroéfilos si expresan estas moléculas, no son exclusivas

de estas células y por tanto, no se pueden considerar neutréfilos estrictamente.
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[ll.  PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Actualmente se desconoce si existe la presencia de neutrdfilos de baja densidad en
humanos sanos debido a que los pocos reportes que existen no describen
claramente esta poblacion. Los reportes que hay sobre granulocitos de baja
densidad en humanos no ocupan una adecuada identificacion de moléculas de

superficie para identificar neutrdfilos.

Por otro lado, en ratones con cancer se ha observado que los LDN tienen funciones
disminuidas en comparacion con los neutrofilos. Ademas, en ratones sanos parece
ser que hay presencia de LDN. En humanos, los reportes sugieren que solo se
presentan bajo ciertas patologias, se han detectado células con una morfologia de
neutroéfilos, sin embargo, en personas sanas no hay reportes de la presencia de
LDN. Por lo tanto, en este trabajo se propuso buscar la presencia de LDN en
personas sanas Yy la evidencia obtenida nos ayudara a determinar si realmente

existe heterogeneidad en la poblacién de neutréfilos.

IV. HIPOTESIS

En individuos sanos se pueden encontrar neutrofilos de baja densidad y estas
células presentan funciones reducidas de forma similar a los LDN de ratones con

cancer.

V. OBJETIVO GENERAL

Buscar la presencia de la poblacion de neutréfilos de baja densidad en la capa
mononuclear de donadores sanos y comparar su funcionalidad con los neutrofilos

de la fraccion de alta densidad.
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VI.  OBJETIVOS PARTICULARES
1. Obtenery purificar las fracciones de alta y baja densidad de sangre periférica.
2. Realizar tinciones para moléculas de superficie para analizar la poblacion de
neutréfilos de baja densidad por citometria de flujo.
3. Realizar la separacion de células (cell sorting) de las células en la capa
mononuclear para separar los neutréfilos de los linfocitos y monocitos.
4. Evaluar la funcionalidad de los neutrofilos de la capa mononuclear mediante

ensayos de fagocitosis, produccion de NET y ROS.

V. METODOLOGIA

1. Obtencion de sangre

Con una jeringa de 10mL se realizd una extraccion de sangre periférica del brazo
de donadores sanos, la sangre se coloc6 cuidadosamente en un tubo de 15 mL con
0.25 mL de heparina (1000 Ul/mL) y 2 ml de dextran T500 al 6%. El tubo se mezclé
con cuidado para evitar que se formaran burbujas y se dejé sedimentar por 40 min

a temperatura ambiente.

Asimismo, se obtuvo 10mL de sangre con Vacutainer con EDTA (Becton Dickinson.
N° de cat. 368171). Después de obtener la sangre se colocé en un tubo de 15 mL y
se mezcla con 2 mL de dextran T500 al 6%. El tubo se mezclo con cuidado para
evitar que se formaran burbujas y se dej6é sedimentar por 40 min a temperatura

ambiente.
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Todas las muestras fueron tomadas con el conocimiento informado de los donantes.
El protocolo de extraccién de sangre y todos los métodos experimentales fueron
aprobados por el comité de ética del Instituto de Investigaciones Biomédicas,

UNAM.
2. Separacion de células por gradiente de densidad

Una vez que se separo el plasma de los eritrocitos, se tomé el plasma y se coloco
por las paredes de un tubo de 15 mL que contiene 5 mL de Ficoll-Hypaque (GE
Healthcare), asegurandose de que se formaran dos capas. El plasma debe quedar
sobre el Ficoll-Hypaque sin mezclarse. El tubo se centrifugd a 516 x g a 4°C por 20
min. Transcurrido el tiempo de centrifugacién, la capa de las células mononucleares
(MNC) se encuentr6 en la interfase de plasma y Ficoll-Hypaque. Los neutrofilos
(también llamados células polimorfonucleares o PMN) se encuentraron en el fondo
del tubo. Tanto la capa de células mononucleares como los PMN se colectaron en
tubos separados. Para eliminar los eritrocitos restantes del fondo del tubo que
guedaron junto con los PMN, se agregd 10 mL de solucién hipoténica durante 1 min,
posteriormente se agregd 10 mL de solucion hiperténica. Finalmente los PMN se
lavaron con PBS pH 7.4. El numero de células obtenidas, tanto de MNC como de

PMN se determin6 por conteo en la camara de Neubauer.

3. Tincion directa para moléculas de superficie

Se colocaron 10° células en microtubos Eppendorf de 1.5 mL y se agregé los

anticuerpos anti-CD66b Alexa-Flour 647 (0.05 ug/mL) (BioLegend. N° de cat.
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305109), anti-CD14 APC-Cy7 (0.25 ug/mL) (BioLegend. N° de cat. 367107), anti-
CD15 PE-Cy5 (0.25 pug/mL) (BioLegend. N° de cat. 323013), anti-CD11b Alexa-Flour
488 (0.25 ug/mL) (BioLegend. N° de cat. 301317) y anti-CD16b PE (BD Bioscience.
N° de cat. 550868). De este ultimo anticuerpo, se usé 2.5 ulL/muestra. Los
anticuerpos se colocaron en 100 pL de buffer de lavado (PBS + BSA 1% + NaNs
0.1%), los tubos se mezclaron suavemente y se incubaron 30 min a 4°C en la
oscuridad. Transcurrido el tiempo se lavaron las muestras con 1 mL de PBS y se
fijaron con paraformaldehido al 1%. Las muestras se leyeron en el citbmetro de flujo
Attune azul/rojo (Applied Biosystems) y los resultados fueron analizados en el

software Flowjo (version X).

4. Ensayo de produccion de especies reactivas de oxigeno (ROS)

Se colocaron 10° células en microtubos Eppendorf de 1.5 mL, se agregd
Dihidrorodamina 123 (15 puM) (AnaSpec, Inc. N° de cat. AS-85711) y los tubos se
mezclaron suavemente. Los tubos se incubaron 15 min a 37°C en la oscuridad.
Posteriormente, las células se lavaron con PBS, se agrega PMA (20 nM) y las
células se incubaron 50 min a 37°C en la oscuridad. Transcurrido el tiempo las
células se lavaron con PBS, se fijaron con paraformaldehido al 1% y se leyeron en
el citometro Attune azul/rojo (Applied Biosystems). Los resultados fueron analizados

analizan en el software Flowjo (version X).
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5. Separacion de células (cell sorting) por citometria de flujo

Después de purificar la fraccion de células mononucleares, las células se tifieron
con el anticuerpo anti-CD16b PE (BD Bioscience. N° de cat. 550868) en 100 uL
buffer de lavado (PBS + BSA 1% + NaNs 0.1%) y se incubaron 30 min a 4°C en la
oscuridad. Posteriormente las células se concentraron a 2 x 10° células/mL en PBS
y se realizo el cell sorting de las células CD16b*. Las células CD16b* se recuperaron
en suero fetal bovino (FBS). Finalmente, las células se lavaron con PBS y se

resuspendieron en medio de cultivo RPMI.

6. Ensayo de produccion de NET

Se colocaron 10° neutréfilos de baja densidad, purificados por cell sorting, en una
placa de 48 pozos en un volumen de 250 pL de PBS y se dejaron sedimentar en
una incubadora (Forma Scientific) a 37°C con 5% de CO2, durante 20 min.
Posteriormente, se agregd PMA (20 nM) y las células se incubaron 4h a 37°C con
5% de CO2. Transcurrido el tiempo, las células se fijaron con paraformaldehido al
1%, se agrego DAPI (120 uM) y las células se visualizaron con un microscopio
invertido de fluorescencia (Olympus 1X70). Las imagenes fueron capturadas con el
software Image-Pro Plus (versién 6.2.1) y analizadas con el software ImageJ

(Schindelin et al., 2012).
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7. Opsonizacion de microperlas

La opsonizacion de microperlas de latex fluorescentes de aproximadamente 4.8 um
de diametro (N° de cat. 16592) se realiz6 siguiendo las instrucciones del proveedor
Polysciences (Warrington, PA). Las microperlas se encontraban a 1.25 x 108
particulas/ml, por lo tanto se tomé el volumen necesario y las microperlas se lavan
tres veces con 500 uL de &cido bdrico (HsBOs) 1M. Luego, el anticuerpo 1V.3 (10
mg/mL) se agreg6 en 500 uL de &cido bdrico 1M y las microperlas se dejaron en
agitacion toda la noche a 4°C en ausencia de luz. Posteriormente las microperlas
se lavaron dos veces con 500 uL PBS + BSA (10 mg/mL) y finalmente se
resuspendieron en el volumen inicial para que las microperlas se mantuvieran a una

concentracion de 1.25 x 108 particulas/mL.

8. Ensayo de fagocitosis

Se colocaron 108 células en microtubos Eppendorf de 1.5 mL en 100 pL de buffer
de fagocitosis frio (PBS + 2 mM cloruro de calcio + 1.5 mM cloruro de magnesio +
1% de albumina sérica humana); en ese mismo tubo se colocé el volumen adecuado
de perlas opsonizadas en una proporcién de perlas:células de 3:1 y se mezclaron
agitando cuidadosamente. Los tubos se incubaron en bafio maria a 37°C por 30 min
en la oscuridad. Transcurrido el tiempo, los tubos se colocaron en agua de hielo por
2 minutos para detener la reaccion de fagocitosis. Posteriormente, los tubos se
centrifugaron a 4000 rpm por 2 minutos en una microcentrifuga Eppendorf, se

eliminé el sobrenadante y el pellet de células se resuspendieron en 100 pL de
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solucion de tripsina-EDTA (PBS + 0.05% tripsina + 1 mM EDTA). Las células se
mezclaron suavemente y se incubaron en agua de hielo durante 15 min en la
oscuridad. Después de los 15 min, las células se lavaron con 500 uL de buffer MACS

(PBS + 0.5% BSA + 2 mM EDTA).

Luego se realizé una inmunofluorescencia de superficie como se mencioné
anteriormente con los marcadores anti-CD14 APC Cy7 (BioLegend), anti-CD15 PE
Cy5 (BioLegend) y finalmente las células se resuspendieron en paraformaldehido
1% y se leyeron en el citbmetro Attune azul/rojo (Applied Biosystems).Los
resultados se analizaron en el software Flowjo (version X). Asimismo, las células se
visualizaron en el microscopio invertido de fluorescencia (Olympus 1X70). Las
imagenes fueron capturadas con el software Image-Pro Plus (version 6.2.1) y

analizadas con el software ImageJ.
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VIIl.  RESULTADOS

1. Caracterizacién de los neutréfilos de baja densidad

La presencia de neutréfilos de baja densidad (LDN) en individuos sanos fue
confirmada al realizar una inmunofluorescencia directa en las células de las
fracciones de baja y alta densidad que se obtuvieron al centrifugar el plasma
sanguineo por gradiente de densidad. Para detectar LDN se utilizé una combinacién
de anticuerpos para identificar moléculas superficie como CD11lb, CD66b
(Lakschevitz et al., 2016), CD16b (Rosales and Uribe-querol, 2013), CD15 y CD14
(Elghetany et al., 2004), los cuales se usan tradicionalmente para detectar

neutrofilos maduros.

Primero se analizaron las muestras de la fraccion de alta densidad donde se
encuentran los neutréfilos purificados. Se realizé un dot plot FSC vs SSC y se
seleccioné la region de los neutréfilos (R1). Posteriormente las células de R1 se
analizaron en otra ventana de FSC vs CD16b. De aqui se seleccion6 Unicamente la
poblacion de células CD16b* (R2). A partir de R2 se realiz6 otro dot plot de CD15
vs CD11b para identificar la poblacion doble positiva CD15* CD11b* (R3). Las
células de la regién R3 se analizaron nuevamente en otro dot plot de CD66b vs
CD14 para detectar la poblacion doble positiva CD66b*CD14* (Fig. 1). Este andlisis
se realizé de la misma manera en las muestras de la fraccion de baja densidad para

identificar a los LDN.
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Figura 1. Estrategia de andlisis para identificacién de neutrdéfilos. Los neutrdfilos
purificados por gradiente de densidad en Ficoll-Paque aparecen en la region R1.
Las células R1 se analizaron para seleccionar las células CD16b*, definiendo asi
la regién R2. Las células en R2 se analizaron para seleccionar células CD11b*
CD15" (regién R3). Finalmente las células en R3 se analizaron para seleccionar
células CD14* CD66b* (region R4).

Al realizar el andlisis de las muestras de neutroéfilos se observo que presentaron un
fenotipo CD16b* CD11b* CD15* CD14* CD66b* (Fig. 2). Al analizar la fraccion de
células mononucleares, se observo que en el dot plot de FSC vs SSC, se observa
gue la mayoria de las células (monocitos y linfocitos) aparecen en la parte inferior
de la gréfica. Sin embargo, en forma consistente, en la regidon de los neutréfilos (R1)

se detectaron células (Fig. 3).
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Figura 2. Analisis por citometria de flujo de neutréfilos de densidad normal. Los

neutrofilos purificados por gradiente de densidad en Ficoll-Paque presentan un

fenotipo CD16b* CD11b*CD15" CD14" CD66b™.
Las células en la region R1, que se comportan por tamafio y granularidad como
neutrofilos, se tifieron con los anticuerpos contra las moléculas de superficie que
son marcadores de neutrofilos (Fig. 2). EI 100% de las células en la region R1 que

vienen de la capa de células mononucleares fueron positivas para la expresion de

las moléculas CD16b, CD11b, CD15, CD14 y CD66b (Fig. 3).
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Figura 3. Analisis por citometria de flujo de células mononucleares. Las células
mononucleares purificadas por gradiente de densidad en Ficoll-Paque se
analizaron con por citometria de flujo para detectar la presencia de marcadores
de neutrofilos. Una porcién de las células presentan el fenotipo CD16b* CD11b*
CD15* CD14* CD66b" tipico de neutrdfilos.

Estos resultados muestran que en la fracciéon de células de baja densidad hay una
fraccion de células que aparecen en la region R1y comparten las mismas moléculas
de superficie que los neutrdfilos, aunque en diferentes niveles de expresion. Por
tanto, estos datos sugieren que hay neutroéfilos de baja densidad (LDN) en la sangre
de individuos sanos. Como se observa en la figura 3, los LDN pueden ser separados

de las células mononucleares desde el dot plot de FSC vs SSC en laregion R1, que
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es la misma region donde se detectan los neutrofilos. El porcentaje de los LDN de
individuos sanos fue alrededor del 6% de las células mononuclear purificadas con

heparina y alrededor de 5% purificadas con EDTA (Fig. 4).
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Figura 4. Porcentaje de neutrofilos de baja densidad en las células
mononucleares. Las células mononucleares purificadas por gradiente de densidad
en Ficoll-Paque, a partir de sangre de individuos sanos, se analizaron con por
citometria de flujo para detectar la presencia de neutrofilos de baja densidad
utilizando heparina (barra negra) y EDTA (barra gris). Los datos de heparina son
promedio * error estandar 5,549 + 0,7479 de 5 determinaciones independientes.
Los datos de EDTA son promedio = error estandar 4,410 + 0,8599 de 5

determinaciones independientes.

Posteriormente, para comparar los niveles de expresion de las moléculas de
superficie de los LDN y los neutrdfilos, se realizaron histogramas a partir de la region
R2 para cada una de las moléculas de superficie tanto de neutrofilos como de LDN.

Los histogramas se graficaron juntos para hacer la comparacion entre los dos
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grupos de células (Fig. 5). En este analisis, se pudo detectar que los LDN

presentaron un aumento en los niveles de expresion de las moléculas CD16b vy

CD15 (Fig. 6).
Neutréfilos
R2 r
8
5
FSC
LDN
e |]

CD16b

FSC

Figura 5. Estrategia de analisis de histogramas empalmados. Tanto neutrofilos
como células mononucleares purificadas por gradiente de densidad en Ficoll-
Paque, se analizaron por citometria de flujo. Las células en la region 2 (R2) se
tiferon para diferentes marcadores de superficie y los histogramas
correspondientes a neutrofilos (linea azul) o a neutrdfilos de baja densidad (LDN)
(linea roja) se graficaron empalmados.

Al recopilar todos los datos de diferentes individuos se encontro que los LDN tienen
una mayor expresion de las moléculas CD16b y CD15 en comparacion con los
neutroéfilos (Fig. 7). Por otro lado, la expresion de las moléculas CD11b, CD66b y
CD14 fue similar en ambas poblaciones celulares (Fig. 7). Esto indica que los LDN
muestran un fenotipo CD16bMd" CD15Msh CD11b* CD66b* CD14*, el cual es

diferente a los neutréfilos que son CD16b"sh CD15Msh CD11b* CD66b* CD14".
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Figura 6. Expresién de las moléculas CD16b, CD11b, CD15, CD14 y CD66b en
neutrofilos y neutréfilos de baja densidad (LDN). Las células se tifieron para
diferentes marcadores de superficie y los histogramas correspondientes a
neutréfilos (linea azul) o a neutréfilos de baja densidad (LDN) (linea roja) se

graficaron empalmados.
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Figura 7. Expresion de las moléculas CD16b, CD11b, CD15, CD14 y CD66b en
neutréfilos y neutréfilos de baja densidad (LDN). Las células se tifieron para
diferentes marcadores de superficie y se analizaron por citometria de flujo. El nivel
de expresion (intensidad media de fluorescencia) de cada molécula en neutrdfilos
(barras blancas) o a neutréfilos de baja densidad (LDN) (barras negras) se
graficaron juntos. Los datos para CD16b de neutréfilos son promedio + error
estandar 35819 + 4763 de 9 determinaciones independientes. Los datos para
CD16b de LDN son promedio + error estandar 52932 + 6214 de 9 determinaciones
independientes. Los datos para CD15 de neutréfilos son promedio * error
estandar 13697 + 1639 de 11 determinaciones independientes. Los datos para
CD15 de LDN son promedio + error estandar 35601 + 4189 de 11 determinaciones
independientes. Los asteriscos indican diferencias entre los dos grupos de
células, * p = 0,0441 (para CD16b) y ** p < 0,0001 (para CD 15) usando una

prueba pareada de t de Student.
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Una caracteristica fundamental de los neutrofilos es la forma lobulada de su nucleo
(Fig. 8a). Los datos anteriores mostraron que en las células mononucleares
purificadas por gradiente de densidad, el 5,549 + 0,7479% de las células
mononucleares corresponde a neutréfilos de baja densidad. Para observar si los
LDN tenian nacleos con morfologia tipica de neutroéfilos, la fraccion mononuclear
purificada se tifi6 con DAPI (120 uM) y las células se observaron en el microscopio
invertido de fluorescencia. En la fraccion de baja densidad se puede observar que
la mayoria de las células tienen un ndcleo redondo o semi redondo que
corresponden principalmente linfocitos y monocitos respectivamente (Fig. 8b).
Asimismo, se identificaron células con nucleos lobulados como los neutrdfilos, al
igual que los ndcleos lobulados que se observan en la muestra de los neutréfilos
(Fig. 8b). Esta evidencia apoya los resultados obtenidos por citometria de flujo para
concluir que en personas sanas hay presencia de neutrdéfilos de baja densidad y su

nudcleo se mantiene multilobulado como los neutréfilos maduros.

Neutrdfilos Células de la fraccion de baja densidad
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Figura 8. En la fraccion de células mononucleares existen neutréfilos de baja
densidad (LDN). Los neutréfilos y las células mononucleares se purificaron por
gradiente de densidad en Ficoll-Paque. Cada fraccién de células se tifié con
120puM DAPI y se observaron con un microscopio invertido de fluorescencia.
Imagenes de luz visible (paneles superiores) y de fluorescencia (paneles
inferiores) muestran que entre las células mononucleares hay neutrdfilos (flechas

naranjas). La barra de escala representa 50 pm.

Tal como los resultados anteriores indican, en la fraccion de células mononucleares
hay aproximadamente un 6 % de neutrofilos de baja densidad. Estas células tienen
una morfologia tipica de neutréfilo con nucleo lobulado y tienen un fenotipo
CD16b"e" CD15Mh CD11b*, CD14* CD66b* que es diferente al de los neutrofilos.
Usando esta estrategia de analisis es posible separar a los LDN de las demas
células. Para esto, primero se realiz6 una inmunofluorescencia directa del receptor
FcyRIlIb (CD16b) en las células en la fraccién de baja densidad, CD16b es una
molécula exclusiva de neutréfilos humanos (Rosales and Uribe-querol, 2013).
Luego de hacer la inmunofluorescencia se realizd una separacion (cell sorting) de
las células CD16b positivas por citometria de flujo. Las células CD16b* separadas
de esta forma (Fig. 9b), corresponden a los LDN de la fraccion de las células
mononucleares y tienen en su totalidad una morfologia lobulada en sus nudcleos

(Fig. 9d) igual que los neutréfilos maduros (Fig. 9c).
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Figura 9. Los neutréfilos de baja densidad (LDN) tienen morfologia tipica de

neutrofilos maduros. Las células mononucleares se purificaron por gradiente de
densidad en Ficoll-Paque y se tifieron con el anticuerpo especifico para el receptor
FcyRIllb (CD16b) que es exclusivo de neutréfilos humanos. Las células CD16b*
separadas por citometria de flujo se tifieron con 120 pM DAPI y se observaron
con un microscopio invertido de fluorescencia. Imagenes de luz visible (paneles
superiores) y de fluorescencia (paneles inferiores) muestran que todos los LDN
tienen morfologia tipica de neutréfilos maduros. La barra de escala representa 50

pm.
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2. Los neutréfilos de baja densidad tienen un aumento en la produccion de

especies reactivas de oxigeno.

Los neutrdfilos de baja densidad encontrados en las personas sanas mostraron un
incremento en los niveles expresion de las moléculas CD16b y CD15. Este fenotipo
diferente sugiere que probablemente los LDN sean también funcionalmente
diferentes de los neutréfilos con densidad normal. Por lo tanto, se decidi6 evaluar

varias funciones tipicas de neutréfilos comparando los neutréfilos con los LDN.

Para evaluar la produccién de especies reactivas de oxigeno (ROS) de los
neutréfilos de baja densidad, las células de la fraccién de baja densidad fueron
tefidas con dihidrorodamina 123 (DHR 123) y posteriormente fueron estimuladas
con PMA (120 nM). Como la DHR 123 es un compuesto que cuando esta en
contacto con especies reactivas de oxigeno se oxida y da lugar a la rodamina que
es un compuesto fluorescente (Freitas et al., 2009), es posible detectar la presencia
de especies reactivas de oxigeno midiendo la fluorescencia de rodamina. La
produccion de especies reactivas de oxigeno de los LDN se evalu6 entonces por
citometria de flujo. La estrategia de analisis primero se realizd en los neutréfilos. A
partir del dot plot FSC vs SSC, se selecciond la regién (R1) donde se detectan los
neutrofilos. Con las células de la region R1 se realizaron histogramas para detectar

la fluorescencia de la rodamina, que representa la produccioén de ROS (Fig. 10).
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Figura 10. Estrategia de analisis para deteccion de especies reactivas de oxigeno
(ROS). Tanto neutrdfilos como células mononucleares purificadas por gradiente
de densidad en Ficoll-Paque, se tifieron con dihidrorodamina 123, posteriormente
se estimularon con 120 nM PMA y se analizaron por citometria de flujo. Las células
en laregion 1 (R1), que corresponden a neutrdfilos, se analizaron para detectar la
fluorescencia de rodamina. Los histogramas correspondientes a neutrdéfilos (linea
azul) o a neutréfilos de baja densidad (LDN) (linea roja) se graficaron

empalmados.

Tanto los neutréfilos como los LDN fueron capaces de producir ROS en respuesta
a la estimulacién con PMA (Fig. 11). Sin embargo, los neutréfilos de baja densidad
mostraron una capacidad mayor para producir ROS que los neutrofilos (Fig. 11). De
hecho, los LDN producen mas del doble de ROS que los neutréfilos (Fig. 12). Esto

sugiere que los LDN son mas reactivos que los neutrofilos.
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Figura 11. Los neutréfilos de baja densidad (LDN) producen mas especies
reactivas de oxigeno (ROS) que los neutréfilos. Tanto neutréfilos como células
mononucleares purificadas por gradiente de densidad en Ficoll-Paque, se tifieron
con dihidrorodamina 123, posteriormente se dejaron sin estimulo (lineas
punteadas) o se estimularon con 120 nM PMA (lineas continuas) y se analizaron
por citometria de flujo. Los histogramas muestran la fluorescencia de rodamina
correspondiente a neutrofilos (linea azul) o a neutrofilos de baja densidad (LDN)

(linea roja).
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Figura 12. Los neutréfilos de baja densidad (LDN) producen mas del doble
especies reactivas de oxigeno (ROS) que los neutrdfilos. Tanto neutréfilos como
células mononucleares purificadas por gradiente de densidad en Ficoll-Paque, se

tifieron con dihidrorodamina 123, posteriormente se dejaron sin estimulo (barras
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blancas) o se estimularon con 120 nM PMA (barras negras) y se analizaron por
citometria de flujo. Los datos de neutrdfilos estimulados con PMA son promedio +
error estandar 211237 + 37265 de 9 determinaciones independientes. Los datos
de LDN estimulados con PMA son promedio + error estandar 493956 + 48701 de
9 determinaciones independientes. El asterisco indica diferencias entre los dos

grupos de células, *p =0.0003 usando una prueba pareada de t de Student.

3. Los neutrdfilos de baja densidad tienen mayor capacidad de fagocitar que los

neutrofilos

Debido a que los resultados anteriores sugieren que los neutroéfilos de baja densidad
son mas reactivos que los neutrofilos, se evalué otra funcion fundamental de estas
células, la fagocitosis. Los neutrofilos son capaces de fagocitar particulas que estan
opsonizadas con anticuerpos (Fig. 13). Cuando los neutréfilos se mezclan con
microperlas de latex sin opsonizar algunas células pueden fagocitar las microperlas,
indicando que los neutrofilos tienen una capacidad fagocitica basal (Fig. 13b). Sin
embargo, cuando los neutréfilos encuentran microperlas opsonizadas la gran
mayoria de ellos pueden fagocitar y cada célula es capaz de ingerir varias
microperlas (Fig. 13c). De forma similar en la fraccion de baja densidad, donde se
encuentran principalmente células mononucleares que incluyen linfocitos y
monocitos, encontramos que algunas células pueden fagocitar microperlas sin
opsonizar (Fig. 14). En presencia de microperlas opsonizadas se encontraron que
algunas células son capaces de fagocitar, pero no se observé realmente ninguna

diferencia entre los dos tipos de microperlas (Fig. 14).
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Figura 13. Los neutrofilos fagocitan eficientemente particulas opsonizadas con
anticuerpo. Los neutréfilos se purificaron por gradiente de densidad en Ficoll-
Paque y se mezclaron con microperlas de latex sin opsonizar (b) o con microperlas
opsonizadas con anticuerpo (c). Las células se observaron con un microscopio

invertido. La barra de escala representa 50 pm.

Figura 14. Algunas células mononucleares fagocitan microperlas de latex. Las
células mononucleares se purificaron por gradiente de densidad en Ficoll-Paque
y se mezclaron con microperlas de latex sin opsonizar (b) o con microperlas
opsonizadas con anticuerpo (c). Las células se observaron con un microscopio
invertido, encontrando que algunas células tienen capacidad fagocitica (flechas

rojas). La barra de escala representa 50 pm.
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Debido a que los monocitos al igual que los neutréfilos tienen receptores Fc para

detectar anticuerpos de tipo IgG (Rosales and Uribe-querol, 2013), en las muestras

de células mononucleares no es posible diferenciar al microscopio si las células
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fagociticas son los LDN o los monocitos. Esto impide que se pueda calcular el
porcentaje de LDN que sean fagociticos. Entonces para solventar este problema,
se analizé la fagocitosis por medio de citometria de flujo, usando microperlas
fluorescentes. Ademas, las células se marcaron con anticuerpos para identificar las
moléculas de superficie CD15 y CD14 y de esta manera poder diferenciar
claramente los LDN con un fenotipo CD15* CD14* de los monocitos con un fenotipo

CD15 CD14"d" (Zhang et al., 2017).

Para esta estrategia de analisis, las células mononucleares se analizaron primero
con el dot plot de FSC vs SSC y se seleccion0 la region de los neutrdfilos (R1) (Fig.
15). A partir de R1 se realizo otro dot plot de CD15 vs CD14 y Unicamente se
selecciond la region CD15*CD14* (R2). Finalmente de la regiéon R2 se realiz6 un

histograma para detectar la fluorescencia de las microperlas que fueron fagocitadas

(Fig. 15).
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Figura 15. Estrategia de andlisis para fagocitosis por neutréfilos de baja densidad.
Las células mononucleares purificadas por gradiente de densidad en Ficoll-
Paque, se tifieron con anticuerpos anti CD14 y anti CD15. Posteriormente las
células se mezclaron con microperlas fluorescentes opsonizadas con anticuerpo.
Las células en la region 1 (R1), que corresponden a neutréfilos, se analizaron en

un dot plot de CD14 vs CD15. Finalmente, las células con un fenotipo
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CD15*CD14" que corresponden a neutrdéfilos de baja densidad (LDN) se
analizaron en un histograma para detectar la fluorescencia de las
microperlas fagocitadas. Los monocitos con un fenotipo CD15" CD14"d"

guedan excluidos en este analisis.

Cuando los neutrofilos son sometidos este andlisis se ve que todas las células
forman una poblacibn homogénea en el dot plot de SSC vs FSC (Fig. 16a) En
presencia de microperlas no opsonizadas algunas células cambian su tamafio y
granularidad apareciendo como una segunda poblacién (Fig. 16d). Esto indica que
algunos neutrdfilos han fagocitado las microperlas. Esto se confirma por la aparicion
de un pico con alta fluorescencia en el histograma (Fig. 16f). En presencia de
microperlas opsonizadas aparece una tercera poblacién de células (Fig. 16q)
indicando que algunas células han fagocitado aliin mas. Esto se refleja claramente
en el histograma donde aparece un segundo pico con muy alta fluorescencia (Fig.
16i). En todos los casos las células conservan su fenotipo CD14*CD15* tipico de

neutrofilos (Fig. 16 paneles b, e, h).
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Figura 16. Los neutréfilos fagocitan microperlas fluorescentes opsonizadas.

Neutrdfilos purificados por gradiente de densidad en Ficoll-Paque, se tifieron con

anticuerpos anti CD14 y anti CD15 y posteriormente se dejaron solos (paneles

superiores), se mezclaron con microperlas fluorescentes no opsonizadas (paneles

centrales), o con microperlas fluorescentes opsonizadas con anticuerpo (paneles

inferiores). Las células con el fenotipo CD14*CD15* que corresponde a neutréfilos

se analizaron en un histograma para detectar la fluorescencia de las microperlas

fagocitadas.
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Un andlisis similar con las células mononucleares indica que los neutrdéfilos de baja
densidad fagocitan mas eficientemente que los neutréfilos (Fig. 17). En presencia
de microperlas no opsonizadas aparecen en la region de neutréfilos tres
poblaciones celulares, lo cual sugiere algunas células cambian su tamafio y
granularidad por fagocitosis (Fig. 17d). Sin embargo, el dot plot de CD14 vs CD15
muestra que algunas de estas células son CD14"" CD15"", indicando que son
monocitos (Fig. 17 paneles e, h). Concentrando nuestra atencion soélo en las células
CD14*CD15* que corresponde a neutrdfilos (Fig. 15), se encontré que los neutréfilos
de baja densidad tienen un mayor porcentaje de células fagociticas para internalizar
microperlas sin opsonizar que los neutrofilos (Fig. 17f). En presencia de microperlas
opsonizadas los LDN todavia fagocitan mas eficientemente que los neutrofilos (Fig.

17i).

En todos los casos los LDN mostraron un mayor porcentaje de células fagociticas
gue los neutréfilos (Fig. 18). Mientras que el 41.48 + 3.027% de los neutroéfilos
fagocitaron microperlas sin opsonizar, alrededor del 66.03 + 3.862% de los LDN
fagocitaron microperlas no opsonizadas (Fig. 18). En presencia de microperlas
opsonizadas 69.52 + 1.082 % de los neutroéfilos fagocitaron, mientras que alrededor

del 81.38 + 3.297% de los LDN fagocitaron (Fig.18).
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Figura 17. Los neutréfilos de baja densidad fagocitan mas eficientemente que los
neutrofilos. Células mononucleares purificadas por gradiente de densidad en
Ficoll-Paque, se tifieron con anticuerpos anti CD14 y anti CD15 y posteriormente
se dejaron solos (paneles superiores), se mezclaron con microperlas
fluorescentes no opsonizadas (paneles centrales), o con microperlas
fluorescentes opsonizadas con anticuerpo (paneles inferiores). Las células con el
fenotipo CD14*CD15* que corresponde a neutrofilos de baja densidad se
analizaron en un histograma para detectar la fluorescencia de las microperlas

fagocitadas.
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Figura 18. Los neutrdéfilos de baja densidad fagocitan mas eficientemente que los
neutréfilos. Neutréfilos o células mononucleares purificadas por gradiente de
densidad en Ficoll-Paque, se tifieron con anticuerpos anti CD14 y anti CD15 y
posteriormente se dejaron solos (barras blancas), se mezclaron con microperlas
fluorescentes no opsonizadas (barras grises), o con microperlas fluorescentes
opsonizadas con anticuerpo (barras negras). Las células con el fenotipo
CD14*CD15* que corresponde a neutrofilos de baja densidad se analizaron por
citometria de flujo para detectar la fagocitosis de las microperlas. Los datos de
neutréfilos con microperlas sin opsonizar son promedio + error estandar 41.48 +
3.027 de 4 determinaciones independientes. Los datos de neutrofilos con
microperlas opsonizadas son promedio + error estandar 69.52 + 1.082 de 4
determinaciones independientes. Los datos de LDN con microperlas sin opsonizar
son promedio * error estdndar 66.03 + 3.862 de 4 determinaciones
independientes. Los datos de LDN con microperlas opsonizadas son promedio *
error estandar 81.38 + 3.297 de 4 determinaciones independientes. Los asteriscos
indican diferencias entre los dos grupos de células, *p = 0.0024 (para microperlas
sin opsonizar) y **p = 0.0142 (para microperlas opsonizadas) usando una prueba

pareada de t de Student.
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4. Los neutréfilos de baja densidad son capaces de producir trampas

extracelulares de neutréfilos (NET)

Posteriormente para determinar si los neutréfilos de baja densidad (LDN) tienen la
capacidad de generar NET, estas células se purificaron a partir de la fraccién de
células mononucleares mediante citometria de flujo (cell sorting). Las células
mononucleares se tifieron para identificar el receptor FcyRIllb (CD16b) y luego se
realizd un cell sorting para separar las células CD16b* (LDN). A partir de 6x10°
células mononucleares se obtuvieron un poco mas de 3.5 x 10° células CD16b* que
corresponden a los LDN. Los LDN fueron estimulados con PMA y después de 4
horas se tifieron con DAPI para visualizar el DNA. Los LDN fueron capaces de
producir NET al igual que los neutrdfilos (Fig. 19). En los LDN estimulados con PMA
se pueden observar los caracteristicos nucleos descondensados que aparecen
durante la NETosis (Mesa and Vasquez, 2013) y también se observan fibras de DNA
afuera de los LDN (Sollberger et al., 2018) que se visualizan por la tincion con DAPI
(Fig. 19). Con estos resultados sabemos que los LDN son capaces de producir NET

al ser estimulados con PMA.
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Figura 19. Los neutréfilos de baja densidad pueden formar NET. Neutréfilos (a'y

b) purificados por gradiente de densidad en Ficoll-Paque, o neutréfilos de baja
densidad purificados por cell sorting (c y d) fueron dejados sin estimular (control)
o0 estimulados con 120 nM PMA (b y d). Después de 4 horas, las células se tifieron

con DAPI para visualizar el DNA. La barra de escala representa 100 pm.
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IX. DISCUSION

La heterogeneidad celular es una propiedad fundamental que permite la
especializacion funcional y la adaptacibn a los cambios del ambiente. La
diferenciacion en los leucocitos hacia los distintas subpoblaciones requiere de
plasticidad transcripcional y tiempo para integrar las sefales del ambiente (Nicolas
Avila et al., 2017) Debido a la corta vida de los neutrdfilos se consideraba que era
una poblacién homogénea pues se pensaba que Unicamente se encargaban de las

defensas innatas. (Rosales, 2018).

Recientemente se ha descrito que los neutréfilos cambian de fenotipo durante su
vida; una vez que los neutréfilos han sido liberados a circulacion sufren cambios en
la expresion de moléculas de sus membranas hasta que son eliminados de
circulaciéon (Adrover et al., 2016). En personas sanas se han reportado presencia
de neutrdfilos en varios tejidos realizando funciones especificas. En pulmén se ha
observado neutréfilos que se encuentran adheridos por mecanismos dependientes
de CXCR4 (Devi et al., 2013). En bazo, se han detectado neutréfilos que inducen la
hipermutacion somatica y produccion de anticuerpos de los linfocitos B (Puga et al.,
2011). En nd6dulos linfaticos, los neutréfilos que se movilizan a estas regiones son
capaces de funcionar como células presentadoras de antigeno y activar células T

(Duffy et al., 2012).

Estos reportes nos apoyan a la idea que los neutrofilos pueden mostrar una amplia
variedad de fenotipos y funciones; sugiriendo que los neutrofilos son una poblacion

heterogénea. De hecho, los neutrofilos pueden liberar diferentes mediadores pro-
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inflamatorios y citocinas que contribuyen a direccionar la respuesta inmunoldgica

(Rosales, 2018).

En la actualidad se ha sumado otra posible subpoblacion de neutréfilos llamada
neutrofilos de baja densidad. Se ha descrito la presencia de LDN en ciertas
patologias, pero se desconoce si hay existencia de los LDN en individuos sanos,
por lo tanto el objetivo de este trabajo fue identificar la presencia de LDN en la capa

mononuclear de personas sanas.

A diferencia de otros estudios para identificar LDN en la capa mononuclear de
personas sanas, en este trabajo se usé una combinacién de anticuerpos para
identificar moléculas de superficie presentes en los neutrofilos. Al analizar la fraccion
de células polimorfonucleares se observd que los neutréfilos mostraron un fenotipo
CD16b* CD15* CD11b*" CD14* CD66b*, como ya se ha reportado anteriormente
(Lakschevitz et al.,, 2016). Al analizar la capa de células mononucleares,
sorprendentemente se identificaron células que mostraron un fenotipo CD16bMa"
CD15"9" CD11b* CD14*CD66b", por lo tanto, muestran un fenotipo diferente por
tener un aumento en los niveles de expresiéon de las moléculas CD16b y CD15. Con

esta evidencia se comprobé la presencia de LDN en personas sanas.

Para la purificacion de neutrdfilos hay autores que utilizan anticoagulantes como
heparina (Garcia-Garcia et al., 2013; Hayashi et al., 2003; Sagiv et al., 2015) o
EDTA (Cloke et al., 2012; Deng et al., 2016; Ssemaganda et al., 2014; Zhang et al.,
2017) para purificar neutrofilos. Recientemente ha surgido la hipotesis que propone
gue la heparina activa a los neutréfilos que a su vez degranulan, se hacen menos

densos y aparecen en la fraccion de las células mononucleares, sin embargo, no
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hay ningun estudio que soporte tal hipétesis. Por lo tanto, en este trabajo se
utilizaron los anticoagulantes EDTA y heparina para purificar neutréfilos y al evaluar
el porcentaje de neutréfilos de baja densidad no se encontraron diferencias
estadisticamente significativas en el porcentaje de LDN de la capa mononuclear de
personas sanas. Esto indica que el anticoagulante no influye en el porcentaje de
LDN. Por otro lado, para realizar los experimentos de funcionalidad no se uso las
células purificadas con EDTA debido a que el EDTA es un agente quelante de calcio
(Banfi Giuseppe et al., 2007) y los neutrofilos necesitan calcio para realizar diversas
funciones. Por este motivo, para los ensayos de funcionalidad se usaron los

neutréfilos purificados con heparina.

Asimismo, los neutréfilos y los LDN comparten caracteristicas de tamafio y
granularidad similares respecto a los parametros relativos de FSC y SSC que se
detectan en la grafica de la regiéon R1 (Fig. 2) donde normalmente se detectan los
neutroéfilos. En esa misma region y Unicamente ahi también se detectan los LDN de
la fraccidn de baja densidad (Fig. 3), por lo tanto, usando citometria de flujo se puede

separar la poblacion de los LDN de los linfocitos y monocitos.

Cuando se evaluaron los niveles de expresion de las moléculas de superficie de los
neutréfilos y LDN, se encontr6 que los LDN tienen un aumento en los niveles de
expresion de las moléculas CD16b y CD15 en comparacion con los neutrofilos. Se
ha descrito que los neutréfilos activados pierden expresion del Fcylllb (CD16b)
(Wang and Jonsson, 2019), sin embargo, los resultados obtenidos indican que en
donadores sanos los LDN tienen incluso niveles mas altos en la expresion de

CD16b. Por otro lado, CD15 (también llamado antigeno de Lewis X) es un
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carbohidrato que esta ligado a integrinas como CD11b. Los neutrdfilos activados
gue han hecho transmigracién epitelial muestran un aumento de CD15 (Brazil et al.,
2016), por lo tanto, si los LDN fueron tomados de circulacion y ya cuentan con
niveles mas altos de CD15 posiblemente tengan un fenotipo preactivado. Respecto
a las otras moléculas de superficie que se analizaron CD66b, CD11b, y CD14 no

mostraron diferencias estadisticamente significativas entre los LDN y los neutrofilos
(Fig. 7).

Al observar la morfologia nuclear las células de la capa mononuclear encontramos
células con nucleos multilobulados, las cuales podrian corresponder a las células
CDi16b"e" CD15"9" CD11b* CD14* CD66b* (LDN) que se identificaron
anteriormente. Para tener la poblacion de LDN separada de las células
mononucleares se realiz0 un cell sorting de las células CD16b* de la capa
mononuclear y como se observa en la figura 9 todas las células purificadas CD16b*

tienen nucleos multilobulados caracteristicos de los neutroéfilos.

En 2006, Adrover et al, describieron que los neutréfilos durante su proceso de
envejecimiento en circulacion muestran ndcleos hipersegmetados (Adrover et al.,
2016). Las células CD16b* (LDN) muestran nucleos tipicos de neutréfilos maduros,
de esta forma se sugiere que los LDN no son neutrofilos viejos. Con esta evidencia
se demostro la presencia de LDN CD16bMsh CD15Msh CD11b* CD14* CD66b* en
personas sanas, lo cual no se habia reportado anteriormente. Ademas, en este

andlisis se utilizé un panel de moléculas méas amplio para identificar neutrofilos.

Otro objetivo fue evaluar la funcionalidad de los LDN y compararlos contra los

neutroéfilos. La produccién de ROS es esencial para funciones como fagocitosis,
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produccion de NET y degranulacion. Al evaluar la produccion de ROS de los LDN
encontramos que producen cantidades mas altas de ROS al ser estimulados con
PMA en comparacion con los neutroéfilos (Fig. 12). Este incremento de los LDN para
producir ROS se encuentra alrededor de méas de dos veces en comparacion con los
neutrofilos, sin embargo, se desconocen otras cuestiones como por qué los LDN
tienen la capacidad de producir mas ROS que los neutréfilos, si los LDN podrian
ser metabdlicamente mas rapidos para generar ROS que los neutrdfilos, o si el
incremento de la produccion de ROS podria estar influyendo en la velocidad o la
cantidad de produccion de NET. No obstante, con estos resultados se sugiere que
los LDN podrian tener un fenotipo preactivado por tener un aumento en la

produccion de ROS.

Al encontrar que los LDN producian mas ROS en comparacion con los neutrofilos,
se evaluo su funcion fagocitica. Para realizar el ensayo de fagocitosis se usaron
microperlas de latex recubiertas con anticuerpo de tipo IgG y se colocaron en
suspension con las muestras de LDN y neutrofilos. En las muestras de los
neutroéfilos se observo claramente que al estar en contacto con las microperlas son
capaces de fagocitarlas (Fig. 13b) y el porcentaje de células fagociticas aumenta

cuando las microperlas estan recubiertas de anticuerpo (Fig. 13c).

La capa de células mononucleares principalmente estd compuesta por linfocitos,
monocitos y los LDN. Aunque se observan unas células que fagocitan microperlas
sin opsonizar (Fig. 14b) y este niumero de células que fagocitan aumentan con las
microperlas opsonizadas (Fig. 14c), los LDN se encuentran mezclados con los

monocitos, los cuales tienen en su membrana celular receptores Fc para reconocer
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anticuerpos (Rosales and Uribe-Querol, 2013), por lo tanto, los monocitos también
pueden identificar y fagocitar las microperlas de latex opsonizadas. De esta manera

es dificil diferenciar por microscopia a los LDN de los monocitos.

Para resolver este problema se usé nuevamente citometria de flujo. Esta reportado
que los monocitos expresan CD15CD14"e" (Zhang et al., 2017) y los neutrdfilos son
CD15*CD14*. Con esta diferencia entre los fenotipos de monocitos y neutrofilos se
diferenciaron a los LDN de los monocitos en la capa mononuclear, ademas para
detectar el porcentaje de células fagociticas se usaron microperlas de latex

fluorescentes.

Al evaluar la fagocitosis en los neutréfilos se observé que son dobles positivos para
CD15y CD14 (Fig.16b, e, h) como ya se habia demostrado anteriormente. A partir
de los neutréfilos CD15*CD14* (Fig. 16b) se obtuvo el porcentaje de células
fagociticas. Primero se colocé el control de neutréfilos sin microperlas y se observé
Gnicamente un histograma (Fig. 16¢) que corresponde a la auto fluorescencia de las
células. Es importante mencionar que la regién positiva de células fagociticas se
seleccioné usando Unicamente microperlas fluorescentes, el histograma que arrojo
se encontré aproximadamente en 104, por lo tanto las células que se encontraron
en la escala de 10* en adelante se consideraron positivas para fagocitosis debido a

gue se detecta a las células CD15*CD14* con microperlas fluorescentes adentro.

De esta manera, cuando se colocaron microperlas sin opsonizar, se observan dos
histogramas con diferente fluorescencia (Fig. 16f): el histograma con menor
fluorescencia corresponde a los neutrdéfilos que no fagocitaron y el histograma con

mayor fluorescencia son los neutrdéfilos que tienen adentro microperlas lo cual nos
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indica el porcentaje de células fagociticas. Cuando agregamos microperlas
opsonizadas con IgG se puede observar como el tamafio de los histogramas
cambian de proporcion (Fig.16i) lo cual es indicativo de un aumento en el porcentaje

de células fagociticas.

En los LDN las muestran se observan con mas eventos en los dot plot de FSC vs
SSC debido a que como los LDN se encuentran alrededor del 6% de la capa
mononuclear se necesita capturar un mayor cantidad de volumen (Fig. 17 a, d, g).
Asimismo, los LDN muestran un fenotipo CD15"9" CD14* y se diferencian de los
monocitos por ser CD15CD14"9" que puede observarse en los dot plot de CD15 vs

CD14 (Fig. 17 b, e, h).

Cuando se le agrega microperlas sin opsonizar a los LDN se observa claramente
gue el histograma con mayor fluorescencia corresponde al porcentaje de células
fagociticas (Fig. 17f). Al tener LDN con microperlas opsonizadas se encontrd que
Unicamente hay un histograma que corresponde a las células fagociticas (Fig. 17i).
Al juntar todos los experimentos se encontré que en los neutréfilos con microperlas
sin opsonizar hay un 41% de células fagociticas, este porcentaje aumenta casi al
70% cuando se agregaron perlas opsonizadas (Fig. 18). Sorprendentemente en los
LDN con microperlas sin opsonizar hay alrededor de 66% de células fagociticas que
es casi lo mismo que los neutréfilos con microperlas opsonizadas. De forma
interesante, cuando se agregan microperlas opsonizadas a los LDN el porcentaje

de células fagociticas aumenta a un 81%.

Estos resultados indican que los LDN podrian tener un fenotipo preparado o

activado ya que muestran mas porcentaje de células fagociticas y mayor capacidad
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de producir ROS en comparacion a los neutréfilos, sin embargo, se desconoce si
los LDN son mas fagociticos que los neutréfilos clasicos. En 2016, Aleméan et al.
describieron que el receptor Fcylla (CD32a) es el responsable de llevar a cabo la
fagocitosis mediada por anticuerpos en neutréfilos humanos (Aleman et al., 2016).
Aqui se encontré que los LDN tienen una mayor expresion de CD16b (Fig. 7) y
tienen mayor porcentaje de células fagociticas, pudiendo sugerir una mayor

expresion de la molécula CD32 que les permita ser mas fagociticos.

Posteriormente, se evalud la capacidad de los LDN para generar NET. Al tener a
los LDN purificados del cell sorting, los LDN fueron estimulados con PMA (20nM) y
después de 4 horas de incubacion se observaron por microscopia de fluorescencia.
Los LDN también son capaces de producir NET (Fig. 19 d) similar a los neutrofilos
(Fig. 19b). Aunque se desconoce si los LDN producen mayor cantidad de redes o si
son mas rapidos en hacerlas en comparacion con los neutrdfilos, se ha reportado
gue el receptor Fcylllb (CD16b) al ser estimulado entrecruzando los receptores es
responsable de producir NET (Aleman et al., 2016), entonces, es posible que los
LDN debido a que tienen un incremento en la expresion de CD16b, tengan la
capacidad de generar mayor produccion de NET al entrecruzar los receptores

Feyllb.

Ademas se encontrd0 que si hay presencia de LDN en personas sanas y el
anticoagulante no tiene ningun efecto en los porcentajes de los LDN. Los LDN
muestran niveles de expresién aumentados de las moléculas CD15 y CD16b en
comparacion con los neutréfilos clasicos. Sin embargo, una parte de la hipétesis

planteada fue rechazada ya que se propuso que los LDN tendrian funciones
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reducidas como se observé en los ratones con cancer (Sagiv et al., 2015) y al
evaluar algunas de sus funciones se encontrd que producen mas ROS y que tienen
un mayor porcentaje de células fagociticas en comparacion con los neutrdfilos.
Ademas, tienen la capacidad de producir NET al ser estimulados con PMA de forma

similar a los neutréfilos.

Se descart6 la posibilidad de que los LDN sean neutrdfilos viejos en circulacion que
hayan hecho transmigracion epitelial debido a que los neutréfilos viejos muestran
un aumento en la expresion de CD11b y muestran nucleos hipersegmetados. En los
resultados mostrados, los niveles de expresion de CD11b de los LDN y neutrofilos
se encuentran similares (Fig. 7), asi como los nucleos de los LDN no se observan

hipersegmetados (Fig. 9d) y tienen una apariencia similar a los neutrofilos (Fig. 9c).

Estas evidencias sugieren que los neutréfilos de baja densidad podrian estar
preactivados o preparados, es decir, que posiblemente sea un fenotipo diferente o
una subpoblacién de neutréfilos. Esto apoya la idea que los neutréfilos son células

trasncripsionalmente activas y una poblacion heterogénea.
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CONCLUSIONES

. En donadores sanos se encontraron LDN que corresponden al 5,549 +
0,7479% del total de las células mononucleares.

. Los LDN mostraron el fenotipo CD16b"9" CD15"9" CD11b* CD14* CD66b",
el cual es diferente al de los neutréfilos que son CD16b* CD15* CD11b*
CD14* CD66b".

. Los LDN al ser estimulados con PMA tienen la capacidad de producir mas
del doble de ROS que los neutrdfilos.

. Los LDN tienen el 81.38 + 3.297% de células fagociticas a diferencia de los
neutréfilos que tienen el 69.52 + 1.082% de células fagociticas.

. Los LDN tienen la capacidad de producir NET de manera similar a los

neutrofilos.
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XI.

PERSPECTIVAS

. Evaluar la capacidad de fagocitica de los LDN obteniendo el indice fagocitico

para determinar si los LDN son capaces de fagocitar mas que los neutrofilos.
Asimismo, medir los niveles de expresién del receptor Fcylla (CD32a) para
observar si hay alguna relacion entre los niveles de expresion y la capacidad

fagocitica de los LDN.

. Realizar una cinética de produccién de ROS de los LDN para comparar su

comportamiento respecto a los neutrofilos.

. Realizar una cinética de produccion de NET y cuantificarlas para determinar

si los LDN producen la misma cantidad de NET y si son liberadas al exterior

al mismo tiempo que los neutrdfilos.

. Para observa si las funciones de los LDN de personas sanas cambian en

personas enfermas, se pretende evaluar las funciones de los LDN de
produccion de ROS, fagocitosis, degranulacién y produccion de NET en

pacientes con diabetes o cancer.
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