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Resumen

Los neutréfilos de baja densidad (LDN) son una subpoblacion sugerida de neutrofilos. Se
ha descrito que la cantidad de LDN aumenta en diversas condiciones inflamatorias
cronicas. La obesidad es una enfermedad relacionada con inflamacion crénica de bajo
grado y actualmente se desconoce si el nimero de LDN también aumenta en obesidad. Para
poder identificar a los LDN de sangre de personas obesas y poder establecer si existe una
relacion entre la cantidad de LDN y la obesidad, los leucocitos sanguineos de adultos de
peso normal (indice de masa corporal [IMC] < 30kg/m?) y de adultos obesos (IMC >
30kg/m?) se purificaron por gradiente de densidad. Asi, se obtuvieron neutréfilos puros y
células de la capa de células mononucleares. Los neutréfilos puros se caracterizaron por la
expresion de moléculas de superficie mediante citometria de flujo. Posteriormente, las
celulas de la capa de células mononucleares se analizaron utilizando los mismos parametros

para identificar a los LDN.

De esta forma se identificO que los LDN provenientes de personas de peso normal y de
personas obesas presentan un fenotipo CD16b"CD66b*CD11b*CD15'CD14"
correspondiente al fenotipo de neutréfilo maduro. Ademas, se encontré que
independientemente del IMC, los LDN expresan mas CD16b que los neutrofilos de la
misma persona, sugiriendo que los LDN posiblemente poseen caracteristicas diferentes a
los neutrofilos. Por otro lado, se notd que tanto los LDN como los neutréfilos de una
persona obesa expresan mas CD66b que los LDN vy los neutréfilos de una persona de peso
normal, lo que sugiere que la obesidad podria provocar la activacion de los neutrofilos
reflejada en el aumento de la expresion de CD66b. Finalmente, se hall6 que en personas de
peso normal los LDN constituyen el 2.44% de células de la capa de células mononucleares
mientras que en personas obesas los LDN constituyen el 9.86% de células de la capa de
células mononucleares. Por lo tanto, la obesidad parce estar relacionada con un incremento

de LDN en sangre.



Abstract

Low-density neutrophils (LDN) have been suggested to represent a subpopulation of
neutrophils. LDN are found among mononuclear cells (MNC), monocytes and
lymphocytes, after blood leukocytes separation by density gradient centrifugation. LDN
numbers have been reported to increase in several chronic inflammatory conditions.
Obesity is a disease related to low-grade chronic inflammation and it is currently unknown
whether the number of LDN also increases in obesity.

Therefore, in order to identify LDN from blood of obese people and to establish whether
there is a relationship between the LDN numbers and obesity, blood leukocytes from non-
obese adults (body mass index [BMI] < 30kg/m2) and from obese adults (BMI > 30kg/m2)
were separated by density gradient centrifugation. Thus, pure neutrophils and MNC
fraction were obtained. Pure neutrophils were further characterized by flow cytometry.

Subsequently, the MNC fraction was analysed using the same parameters to identify LDN.

LDN from both non-obese and obese people displayed a
CD16b"CD66b*CD11b*CD15"CD14" phenotype corresponding to a mature neutrophil
phenotype. Furthermore, it was found that regardless of BMI, LDN express more CD16b
than neutrophils from the same person, suggesting that LDN could possibly have different
characteristics than neutrophils. Besides that, both LDN and neutrophils from an obese
person showed a higher expression of CD66b than LDN and neutrophils of a non-obese
person, suggesting that obesity could cause the activation of neutrophils as is reflected in
the increase of CD66b expression. Finally, LDN comprised 2.44% of cells of the MNC
fraction from non-obese people, while in obese people, LDN comprised 9.86% of MNC

fraction. Therefore, obesity appears to be related to an increase in LDN numbers in blood.



Introduccion

El sistema inmunoldgico ha evolucionado para proteger al organismo de factores exdgenos
0 enddgenos que pueden causar dafio. Esto incluye, pero no se limita a infecciones, dafio a
tejidos, y eliminacion de células tumorales. Para esto, el sistema inmunoldgico detecta,
contiene y, de ser posible, elimina el factor que causa dafio al organismo (Chaplin, 2010).
La respuesta inmunoldgica depende en gran medida de un repertorio grande de células que
cumplen funciones especificas. Entre estas células se encuentran los leucocitos (globulos
blancos de la sangre) que son tal vez los mas importantes. De entre los tipos de leucocitos
los neutréfilos son los mas abundantes en la sangre. Los neutrdfilos son células que poseen
un citoplasma rico en granulos y un nicleo segmentado o multilobulado. Por esta razon, los
neutrofilos también son conocidos como granulocitos polimorfonucleares (Figura 1). Los
neutrofilos se consideran como la primera linea de defensa del sistema inmunolégico,
porque son las primeras células en llegar a sitios de inflamacion o de infeccion (Rosales,
2018). La importancia del papel de los neutrofilos para proteger al organismo resalta en
casos de trastornos genéticos como la deficiencia de adhesion de leucocitaria-1 y la
enfermedad granulomatosa crénica, que provocan deficiencias en la funcion de los
neutrofilos. Por lo tanto, los individuos con estos padecimientos son muy susceptibles a

infecciones bacterianas y fungicas (Dinauer, 2016; von Vietinghoff & Ley, 2008).

Lobulos
—
7 nucleares

Granulos
citoplasmaticos

Figura 1. Morfologia del neutréfilo. Microfotografia de un neutréfilo humano obtenida
por microscopia electronica de transmision. El neutrofilo contiene varios tipos de
granulos en el citoplasma (sefialados con flechas rojas) y un ndcleo multilobulado
(sefialado con flechas naranjas). La barra representa 2 pm. Modificado de
(Brinkmann & Zychlinsky, 2012).



. Purificacién y caracterizacion de neutréfilos

Para poder estudiar y comprender adecuadamente la biologia de los neutrofilos, se han
descrito diversos métodos que permiten aislar, purificar, identificar y caracterizar a este tipo
de leucocitos. Tradicionalmente, los neutrofilos sanguineos pueden ser separados de otros
leucocitos y componentes sanguineos por métodos de centrifugacion en gradientes de
densidad. Para esto, una muestra de sangre completa o plasma enriquecido en leucocitos se
coloca sobre un gradiente de densidad, como el Ficoll o el Percoll y luego se centrifuga.
Segun la densidad del medio, ciertas poblaciones celulares se ubicaran sobre, por debajo o
entre el medio. Por ejemplo, el Ficoll-Plaque tienen una densidad = 1.077 g/ml. Entonces,
al centrifugar plasma enriquecido en leucocitos sobre Ficoll-Plaque, los neutréfilos que son
las células mas densas (densidad > 1.080 g/ml) aparecen en el fondo del tubo y las células de
menor densidad, monocitos (densidad = 1.067-1.077 g/ml) y linfocitos (densidad = 1.073—
1.077 g/ml), aparecen en la interfase del plasma y el Ficoll (Garcia-Garcia et al., 2013;
Zipursky et al., 1976) (Figura 2).

Plasma —

——«  Células
~——| mononucleares

Gradiente de
densidad —
Ficoll

¥ «—Neutrofilos

Figura 2: Representacion esquematica de la separacion de leucocitos en un gradiente
de densidad. La centrifugacion de plasma rico en leucocitos en gradiente de
densidad permite la separacion de leucocitos. Las células de menor densidad,
monocitos y linfocitos forman una capa de células (capa de células mononucleares)
en la interfase del plasma y Ficoll-Paque. Y los neutrofilos que son las células de
mayor densidad se encuentran en la parte inferior del tubo. (Creado con
Biorender.com)
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Las caracteristicas fenotipicas de los neutr6filos, como tamafio, morfologia nuclear y
granulos citoplasmaticos, permiten que los neutr6filos puedan ser visualizados e
identificados por microscopia (Figura 1). Paralelamente, la citometria de flujo se utiliza
habitualmente para identificar neutréfilos con base en la expresion de las moléculas de
superficie. Actualmente se utiliza una combinacion de dos o mas moléculas de superficie
como marcadores que permiten identificar neutréfilos de humanos por citometria de flujo.
Comunmente, se utiliza una combinacion de las moléculas CD11b, CD14, CD15, CD16b,
CD66b y CD62L, como marcadores de neutréfilos. Sin embargo, ninguna de estas
moléculas se expresa Unicamente en neutrofilos. Por eso es importante usar siempre varios

de estos marcadores para identificar a un neutrofilo.

il Origen de los neutrofilos

Se estima que cada dia se forman de 1 a 2 x 10! nuevos neutréfilos en la médula 6sea en el
proceso conocido como granulopoyesis (Borregaard, 2010). La granulopoyesis es un
proceso en el cual se generan granulocitos a partir de células progenitoras hematopoyéticas
en la médula dsea. De esta forma, las células progenitoras hematopoyeéticas se diferencian
en progenitores mieloides comunes, que a su vez dan lugar a progenitores de granulocitos-
monocitos. Posteriormente, del factor estimulante de colonias de granulocitos (G-CSF)
induce que los progenitores de granulocitos-monocitos se comprometan con la generacion
de neutrofilos entrando a las etapas terminales del desarrollo de neutrofilos (von
Vietinghoff & Ley, 2008).

Las seis etapas terminales del desarrollo de los neutrofilos incluyen: mieloblastos,
promielocitos, mielocitos, metamielocitos, células en banda y neutrofilos maduros. Estas
etapas terminales, se han dividido con base en el tamafio celular, morfologia nuclear y
contenido de granulos (Gabrilovich, 2013). Entonces, los mieloblastos y promielocitos
tienen nucleos grandes y redondos y se caracterizan por la aparicion de los granulos
azurdfilos o primarios que contienen principalmente mieloperoxidasa, elastasa y catepsina
G. Por otro lado, en los mielocitos y metamielocitos el ndcleo redondo adquiere forma de
rifién y se producen los granulos especificos o secundarios que contienen principalmente
colagenasa, lactoferrina y lisozima. Durante la transicion de los metamielocitos a

neutrofilos en banda, el nicleo adquiere una forma similar a una banda y se generan los
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granulos de gelatinasa o terciarios que contienen principalmente gelatinasa, lisozima y
citocromo b558 (componente del complejo NADPH oxidasa). Finalmente, la maduracién
de los neutréfilos concluye con la segmentacion del nicleo y la aparicion de vesiculas
secretoras formadas por endocitosis (Jack B. et al., 2016) (Figura 3). Las vesiculas
secretoras contienen varios receptores en su membrana, como: los receptores del
complemento (CR1), los receptores Fc (CD16b), los receptores de lipopolisacaridos (LPS)
(CD-14) vy los receptores de formilmetionil-leucil-fenilalanina (fMLF) (Rosales & Uribe-
Querol, 2018).

Ademas de los cambios morfoldgicos del nucleo y aparicion de granulos citoplasmaticos y
vesiculas secretoras, la maduracion de los neutréfilos va acompafiada por cambios en la
expresion de moléculas en la superficie de la membrana plasmética (Elghetany, 2002).
Algunos de las moléculas de superficie de los neutrofilos funcionan como ‘“‘sensores
bioldgicos” que permiten que los neutrofilos detecten y reaccionen a cambios en el entorno,
como infecciones o dafios en el tejido. Por esta razon, los cambios en la expresion de las
moléculas de superficie durante la vida de los neutrofilos provocan que estas células se
preparen y se adapten para llevar a cabo sus funciones. Algunos de las moléculas de
superficie que se han identificado durante las diferentes etapas de maduracion del neutrofilo
son: CD10 (LeBien & McCormack, 1989; McCormack et al., 1986), CD11b (Evrard et al.,
2018; V. O. Shah et al., 1988), CD15 (Nakayama et al., 2001), CD16b (Terstappen et al.,
1990) y CD66b (Van Lochem et al., 2004) (Figura 3).



Maduracion

»

Mieloblasto Promielocito Mielocito Metamielocito Células Neutrofilo
en banda maduro

CD10 - - ; . i i
CD11b - - ++ ++ ++ ++
CD15 + +++ +++ +++ +++ ++
CD16b - - - + ++ +++
CD66b - +++ +++ ++ ++ ++
Grimlos coplasméticos: ~ # "INUINYoSdee e g S

Figura 3: Etapas de maduracion de los neutrofilos. Los mieloblastos son las primeras
células precursoras comprometidas del linaje de neutréfilos. Los mieloblastos
siguen un proceso de maduracion que incluye las etapas de promielocitos,
mielocito, metamielocitos, células de banda y neutrofilos maduro. El proceso de
maduracion de los neutréfilos se caracteriza por una disminucién del tamafio
celular, desarrollo de lobulacion nuclear, aparicién de granulos citoplasmaticos y
cambios en la expresion de moléculas de superficie. +++ expresion fuerte, ++
expresion moderada, + expresion débil, - no expresion. (Creado con Biorender.com)

. Neutrofilos en circulacion

En humanos adultos sanos, menos del 2% de los neutréfilos maduros que se producen en la
médula GOsea se liberan diariamente al torrente sanguineo (Semerad et al., 2002). En
condiciones fisioldgicas también se liberan a circulacién sanguinea neutréfilos inmaduros
como las células en banda, aunque, los neutréfilos inmaduros representan menos del 3% de
los neutrofilos sanguineos (Hassanpour et al.,, 2016). La salida de los neutréfilos de la
médula dsea es regulada estrictamente. Las células del estroma de la médula 6sea expresan
CXCL12 y los neutréfilos en la médula dsea expresan CXCR4 (el receptor de CXCL12).
La interacciéon entre CXCL12 y CXCR4 provoca la retencion de neutréfilos en la médula
6sea. Fisiologicamente, G-CSF induce la salida de neutrofilos de la médula 6sea para que
entren a la circulacion sanguinea. Por un lado, G-CSF provoca que la expresion de CXCR4

disminuya gradualmente a medida que los neutréfilos maduran y regula negativamente la
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expresion de CXCL12 (Hyun et al., 2006). Por otro lado, G-CSF induce que los neutréfilos
expresen CXCR2. Los ligandos de CXCR2 como CXCL1, CXCL2, CXCL5 y CXCL8
(también llamada interleucina [IL] 8) son producidos por las células endoteliales cuando los
neutrofilos deben entrar a la circulacion sanguinea (Rosales, 2018). Una vez en
circulacion, los neutrofilos tienen una vida media de 6 a 8 horas (Summers et al., 2010). Sin
embargo, la activacién de neutrofilos por derivados bacterianos como LPS, puede
prolongar la vida Gtil de los neutréfilos hasta 5 dias y ademas provocar que mas neutrofilos

inmaduros sean libreados de la médula 6sea a circulacién (Pillay et al., 2010).

En homeostasis, los neutréfilos circulantes existen en un estado basal, caracterizado por la
falta de adherencia al endotelio, una morfologia redonda, una actividad transcripcional
minima y una capacidad limitada para responder a los estimulos activadores (Miralda et al.,
2017). El fenotipo de los neutrofilos circulantes en homeostasis protege al organismo de
respuestas injustificadas y posibles lesiones al tejido. En caso de dafio o infeccion en el
tejido periférico, los neutrofilos son atraidos al endotelio en respuesta a factores
quimiotacticos como lipidos (leucotrieno B4), quimiocinas (IL-8), moléculas del sistema
de complemento (C3a y Cba), y productos de la degradacion de patdgenos (péptidos
formilados) (Metzemaekers et al., 2020). Las citocinas proinflamatorias, fragmentos del
complemento, patrones moleculares asociados a dafio y patrones moleculares asociados a
patogenos, que se producen en el tejido inflamado, actian como alarminas que activan al
endotelio vascular, induciendo la expresion de moléculas de adhesion (Yang et al., 2017).
Entonces, los neutrofilos atraidos migran al tejido por el proceso conocido como
transmigracion endotelial, que se piensa ocurre en cuatro pasos: rodamiento, adhesion
firme, diapédesis y migracion (Ley et al.,, 2007). El primer paso de la transmigracion
endotelial es el rodamiento. El rodamiento estd mediado por interacciones adhesivas debiles
transitorias entre selectinas (E-selectinas y P-selectinas) presentes en la superficie del
endotelio adyacente al tejido inflamado y el grupo sialyl Lewis* (CD15) presente en
glicoproteinas de la superficie de los neutréfilos. EI rodamiento, facilita la estimulacion in
situ de los neutrdfilos por quimioatrayentes (IL8), citocinas (TNF-a) y productos
bacterianos (Miralda et al., 2017; Yao et al., 2015), de esta forma se induce la activacion de
integrinas de neutro6filos: integrina aLf2 (CD11a-CD18) e integrina aMfB2 (CD11b-CD18)

(McDonald & Kubes, 2011). El segundo paso, la adhesion firme, depende de la interaccion
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entre las integrinas expresadas en la superficie de los neutréfilos y las moléculas de
adhesion intracelular-1 (ICAM-1) presentes en la superficie del endotelio activado.
Posteriormente, ocurre la diapédesis, en la cual también participan las integrinas de los
neutrofilos y moléculas de adhesion intracelular del endotelio. Ademas, la interaccion entre
las moléculas de adhesién de células endoteliales de plaquetas (PECAM-1), presentes en
las uniones intercelulares de la pared del epitelio y en la superficie de los neutréfilos,
permite que los neutréfilos migren a través del endotelio (O’Brien et al., 2003). Luego los
neutréfilos penetran la membrana basal del endotelio con la ayuda de proteinasas presentes
en la superficie de los neutréfilos que degradan a la matriz extracelular de la membrana
basal (Lerchenberger etal., 2013). Finalmente, los neutréfilos migran siguiendo la
gradiente de concentracion de los quimioatrayentes secretados por las células del sitio de

inflamacion.

Durante la transmigracion endotelial, diferentes estimulos como la adhesion al endotelio y a
la matriz extracelular asi como la exposicion a lipopolisacaridos, quimiocinas y factores de
crecimiento mejoran la capacidad de los neutréfilos para responder a estimulos posteriores
(Miralda et al., 2017). Este fendmeno se conoce como pre-activacion o priming y mejora la
capacidad microbicida de los neutrofilos (Mayadas et al., 2014). Una vez en el tejido
inflamado y en respuesta a los estimulos microambientales, los neutrofilos se activan y
pueden llevar a cabo funciones microbicidas como la fagocitosis, la liberacion de proteinas
granulares o degranulacién, la produccion de especies reactivas de oxigeno (ROS) y la

produccién de trampas extracelulares de neutrofilo o NET (Mayadas et al., 2014).

iv. Funciones microbicidas de los neutroéfilos

Los neutrofilos reconocen directamente patrones moleculares asociados a patdgenos
(PAMP) por medio de receptores de la membrana plasmatica y receptores intracelulares
denominados receptores de reconocimiento de patrones (PRR) (Thomas & Schroder, 2013).
Los neutrofilos expresan una amplia variedad de PRR, entre los cuales se encuentran:
receptores tipo Toll (TLR-1, -2, -4, -5, -6 ,-8 y -9) (Prince et al., 2011), receptores tipo
NOD (NOD-1, -2 y NLRP3) (Ekman & Cardell, 2010), receptores de lectina tipo C
(CLEC2 y CLECT7A) (Chiffoleau, 2018), receptores acoplados a proteinas G para detectar
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péptidos formilados (Liu et al., 2012) y receptores citoplasmaticos para detectar acidos
nucleicos (RIG-1) (Tamassia et al., 2008). Por otro lado, los neutréfilos reconocen a
moléculas del hospedero (inmunoglobulinas y complemento) que estan unidas a los
patdgenos. Las inmunoglobulinas y fragmentos del sistema de complemento recubren la
superficie de los patdgenos en el proceso conocido como opsonizacion (Mayadas et al.,
2014). La opsonizacion de los patdgenos facilita el reconocimiento y la fagocitosis del

patdgeno (van Kesse et al., 2014).

Los neutrdfilos son células principalmente fagociticas, esto es poseen la capacidad de
engullir y eliminar patdgenos y restos celulares a través del proceso de fagocitosis (Silva &
Correia-Neves, 2012). Los neutrofilos son capaces de fagocitar patdgenos opsonizados y no
opsonizados, sin embargo, la fagocitosis mediada por opsoninas ha sido la mas estudiada.
Los principales receptores de opsoninas de los neutrofilos en humanos son los receptores
FcyRlIla (CD32), FeyRIIIb (CD16b) (Rosales, 2017) y el receptor de complemento CR3
(CD11b/CD18) (Vandendriessche et al., 2021). Cuando el neutrofilo reconoce a las
particulas opsonizadas, extiende su membrana alrededor de la particula, envolviéndola para
ser internalizada en una vesicula endocitica denominada fagosoma. El fagosoma luego pasa
un proceso de maduracion, que consiste en la fusion con los granulos citoplasmaticos,
vesiculas secretoras y finalmente lisosomas. Entonces, el fagosoma se convierte en
fagolisosoma y adquiere caracteristicas microbicidas porque se liberan las enzimas
proteoliticas y proteinas bactericidas de los lisosomas al lumen del fagosoma (W. L. Lee
et al., 2003). Ademas, el complejo NADPH oxidasa se ensambla en la membrana del
fagosoma. La NADPH oxidasa es un complejo enzimatico que produce especies reactivas
de oxigeno (ROS) al interior del fagosoma, las cuales son muy reactivas y contribuyen a la

muerte y destruccion de la particula fagocitada (Uribe-Querol & Rosales, 2020).

Otra funcion antimicrobiana de los neutréfilos es la degranulacion (Lacy, 2006). En esta
funcion, las proteinas antimicrobianas contenidas en los granulos citoplasmaticos pueden
liberarse al medio extracelular y actuar contra patdgenos. La degranulacion es un proceso
jerarquico que parece depender de los niveles de Ca?" intracelular (Faurschou &
Borregaard, 2003). Las vesiculas secretoras son las primeras en liberarse, seguidas de los

granulos de gelatinasa, después los granulos especificos y finalmente los granulos
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azurofilos (Sengelgv et al., 1995). Los neutrdfilos también pueden llevar a cabo el proceso
de NETosis (Branzk et al., 2014), el cual consiste en la liberacién de fibras de cromatina
decoradas con proteinas de los granulos (Li & Tablin, 2018). Estas fibras de DNA y
proteinas forman estructuras tipo red que pueden atrapar a microorganismos extracelulares
grandes y por tanto se han denominado trampas extracelulares de neutréfilos o NET, por
sus siglas en inglés: neutrophil extracellular traps. Durante la NETosis, la elastasa migra de
los granulos azurofilos al nicleo donde degrada parcialmente a las histonas y promueve de
esta forma la descondensacion de la cromatina (Papayannopoulos etal.,, 2010).
Posteriormente, la membrana nuclear desaparece y las NET son liberadas el medio

extracelular.

Los neutrofilos también son capaces de secretar citocinas o expresar ciertas moléculas en su
membrana para comunicarse con otras células del sistema inmunolégico como los
linfocitos, las células asesinas naturales y células dendriticas (Rosales, 2020). Al parecer, la
comunicacion de los neutréfilos con otros leucocitos contribuye a dar forma a la respuesta
inmunoldgica debido a que los neutrofilos participan en el reclutamiento y activacion de las
células linfocitos (Costa et al., 2019) y pueden actuar como células presentadoras de

antigenos (\VVono et al., 2017).

V. Muerte de los neutroéfilos

Gran parte de los neutrofilos que llevaron a cabo sus funciones en el tejido inflamado
mueren por apoptosis in situ y son eliminados principalmente por los macréfagos y células
dendriticas residentes del tejido (Bratton & Henson, 2011). Algunos de los neutréfilos
reclutados al tejido pueden salir del tejido y volver a entrar al torrente sanguineo mediante
el proceso llamado transmigracion reversa y posteriormente dirigirse a la médula 6sea para
su eliminacion (Wang et al., 2017). La eliminacion de neutrofilos apoptoticos regula
negativamente la produccién de neutréfilos en la médula 6sea (Bardoel et al., 2014).
Cuando los macrofagos y células dendriticas fagocitan a los neutréfilos apoptoticos en los
tejidos extramedulares se desencadena una respuesta antiinflamatoria que provoca una
menor produccion de G-CSF. En consecuencia, la granulopoyesis disminuye y los
neutrofilos maduros son retenidos en la médula dsea (Stark et al., 2005). Sin embargo, si

las infecciones no se controlan y éstas se propagan sistémicamente, la demanda de
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neutréfilos aumenta (Cain et al., 2011). Entonces, para reponer la reserva de neutréfilos y
proporcionar continuidad a la alta demanda de neutréfilos durante la infeccidn, se genera
una granulopoyesis de emergencia. La granulopoyesis de emergencia implica una mayor
proliferacion de los progenitores mieloides, por ende, la generacién de novo de neutrofilos.
Posteriormente neutrofilos maduros e inmaduros se liberan de la médula dsea a la
circulacion sanguinea para satisfacer la mayor demanda de neutréfilos durante una
infeccion grave (Manz & Boettcher, 2014). Por otro lado, en ausencia de estimulos
inflamatorios, los neutrofilos en la circulacion comienzan a desarrollar un fenotipo
"envejecido™ (Adrover et al., 2016). La naturaleza circadiana del envejecimiento de los
neutrofilos sugiere que los neutrofilos envejecen dentro de las 6 a 8 horas posteriores a la
salida de la médula ésea (Visan, 2015). Los neutrdfilos envejecidos regulan positivamente
la expresion de CXCR4, lo que les permite regresar a la médula 6sea para su eliminacion
(Casanova-Acebes et al., 2013).

vi.  Heterogeneidad en la poblacion de neutrdéfilos

El estudio del fenotipo de los neutréfilos ha desafiado la idea tradicional de que los
neutrofilos son una poblacion homogénea de células terminalmente diferenciadas con una
funcion bien definida y altamente conservada. En la Gltima década se ha hecho mas
evidente que los neutrofilos pueden ser una poblacién celular heterogenea (Rosales, 2018).
La evidencia sugiere que los neutrofilos tienen un alto grado de plasticidad y su fenotipo
puede cambiar en respuesta a sefiales microambientales y sistémicas o ser el resultado de
envejecimiento celular. En la literatura, se han definido diferentes poblaciones de
neutrofilos en funcion de una serie de caracteristicas que incluyen: tamafio, densidad,
morfologia nuclear y expresion de moléculas de superficie. Las diferencias en estas
caracteristicas de los neutrofilos se han relacionado con estados transcripcionales, sintesis
de proteinas, estados de activacion y diferentes fenotipos funcionales (Ng et al., 2019). Por
ejemplo, en condiciones normales, en circulacién se pueden encontrar neutr6filos maduros,
neutrofilos inmaduros y neutrofilos envejecidos. Se ha sugerido que el envejecimiento de
los neutréfilos esta regulado por el microbioma del organismo via receptores tipo Toll, que

estan presentes en la membrana plasmatica de los neutréfilos (Zhang et al., 2015). Los
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neutrofilos envejecidos se diferencian de los neutréfilos recién liberados a circulacion ya
que tienen una morfologia nuclear hipersegmentada, mayor expresion de CXCR4 y menor
expresion de CD62L (Adrover et al., 2016). Funcionalmente, los neutrofilos envejecidos
parecen tener una mayor capacidad para formar NET que los neutréfilos recién liberados a

circulacion (Zhang et al., 2015).

Cabe destacar que todavia es incierto si las subpoblaciones observadas en los neutréfilos se
asemejan a subpoblaciones celulares definidas de los linfocitos. Las subpoblaciones de
linfocitos representan células comprometidas con un linaje, con amplias diferencias
epigenéticas y transcripcionales que sustentan este compromiso y que se refleja en sus
funciones altamente especificas. Por ejemplo, las células T CD8+ matan directamente a las
células infectadas por virus, mientras que las células T CD4+ asisten en la activacion de la
respuesta inmunoldgica. Estas subpoblaciones de linfocitos T tienen una plasticidad mas
limitada y carecen de la capacidad de realizar las funciones de la otra subpoblacion celular.
Por el contrario, la heterogeneidad de neutréfilos parece ser definida por diferentes estados
de preactivacion, activacion, polarizacion o maduracion. Ademas, parece que las sefiales
sistémicas y microambientales pueden inducir cambios en los neutrofilos durante su
desarrollo, cuando se encuentren la circulacion o cuando hayan migrado al tejido, dando

como resultado neutrofilos con diferentes fenotipos (Rosales, 2018)

vii.  Neutrofilos de baja densidad

Los neutrofilos tradicionalmente se purifican mediante un gradiente de densidad (Garcia-
Garcia et al., 2013) donde los neutrofilos aparecen en el fondo del tubo (fraccion de alta
densidad), separados de las células mononucleares (fraccion de baja densidad) (Figura 3).
Sin embargo, en 1986, se identifico por primera vez que existen neutrofilos que se localizan
en la fraccibn de baja densidad, junto con las células mononucleares (Hacharth &
Kajdacsy-Balla, 1986). Células con morfologia de neutrdfilos fueron identificadas por
microscopia entre las células mononucleares. A estos neutrdfilos identificados en la
fraccion de baja densidad, se les denomind neutréfilos de baja densidad (LDN, por sus
siglas en inglés: low-density neutrophils) contaminantes de la capa de células
mononucleares. Ademas, en este estudio se encontrd que se obtenian mas LDN de la sangre

de personas que padecen fiebre reumatica aguda, lupus eritematoso sistémico y artritis
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reumatoide que de la sangre de personas sanas. Los investigadores atribuyeron estos
hallazgos a la presencia de factores humorales, en el plasma de las personas enfermas, que
pueden activar a los neutrofilos. Los investigadores especulan que la activacion de los
neutrofilos provoca degranulacion y aumento en el volumen celular por lo que la densidad

de los neutréfilos disminuye (Hacbarth & Kajdacsy-Balla, 1986).

A partir de este reporte inicial, los LDN han sido identificados en personas adultas sanas
(Blanco, et al.,, 2021; Hassani etal., 2020) y en personas con varias condiciones
patoldgicas, como lupus (Villanueva et al., 2011), artritis reumatoide (Wright et al., 2017),
sepsis (Morisaki et al., 1992), psoriasis (Lin et al., 2011), asma (Fu et al., 2014a), cancer
(Brandau et al., 2011), infecciones por VIH (Cloke et al., 2012), malaria (Rocha et al.,
2015) y tuberculosis (La Manna et al., 2019). Sin embargo, la morfologia y funcion de los
LDN todavia no estan bien definidas y parecen depender de la patologia o condicién de las
personas (Hassani et al., 2020). Se ha encontrado que los LDN pueden tener un fenotipo
inmaduro caracterizado por poseer un nacleo en banda y expresar CD10 (Brandau & Hartl,
2017). Por otro lado, funcionalmente, se han identificado LDN con propiedades
proinflamatorias y LDN con propiedades antiinflamatorias (Scapini et al., 2016). Estos

hallazgos sugieren que pueden existir diferentes subtipos de LDN.

Actualmente se desconoce el posible origen de los LDN. Se ha visto que la poblacién de
LDN puede estar compuesta por neutrofilos inmaduros, principalmente células en banda y
por neutréfilos maduros que poseen un nacleo multilobulado. Por lo tanto, se piensa que la
poblacion de LDN esta compuesta por neutréfilos inmaduros que fueron liberados de la
médula Osea en respuesta a inflamacion cronica o inmunosupresion y por neutrofilos
activados que sufrieron el proceso de degranulacion y por lo tanto tienen una densidad
menor (Rosales, 2018). La evidencia sugiere que la activacion de neutréfilos in vitro induce
que los neutrofilos densidad normal, pierdan su densidad y aparezcan en la capa de células
mononucleares tras la centrifugacion por gradiente de densidad. Por ejemplo, la exposicién
al suero de personas con leishmaniasis visceral puede provocar que los neutrofilos pierdan
densidad y aparezcan en la fraccion de baja densidad, tras la purificacion por gradiente de
densidad (Sharma et al., 2016). Asi mismo, la incubacion directa de neutréfilos o sangre

completa con Mycobacterium tuberculosis puede alterar la densidad de los neutréfilos y
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convertirlos en LDN (Deng et al., 2016). También se reporté que la incubacion de
neutréfilos con citocinas como el factor de crecimiento transformante-f induce cambios

que llevan a la aparicion de LDN (Sagiv et al., 2015).

En los Gltimos afios el estudio de los LDN se ha convertido en objeto de interés clinico
debido a que diversos reportes sugieren que el nimero de LDN parece estar correlacionado
positivamente con la gravedad de algunas enfermedades como asma (Fu et al., 2014a),
esclerosis multiple (Ostendorf et al., 2019), COVID-19 (Morrissey et al., 2020), infecciones
por HIV (Cloke et al., 2012). Entonces, al parecer las situaciones de inflamacion cronica e
inmunosupresion inducen un aumento en la cantidad de LDN. Aunque todavia no es claro
el papel que juegan los LDN en salud y enfermedad, se ha reportado que el fenotipo
funcional de los LDN puede contribuir a la patogénesis de las enfermedades. Por ejemplo,
los LDN de personas con lupus son mas propensos a liberar NET que los neutréfilos de
personas sanas. Ademas, en el suero de las personas enfermas se encontraron
autoanticuerpos que reconocen los componentes de las NET como DNA de doble cadena y
catelicidina LL-37. Por este motivo, se ha propuesto que los LDN de las personas con

lupus pueden contribuir a la patogénesis de la enfermedad (Villanueva et al., 2011).

OBESIDAD

La obesidad es una enfermedad caracterizada por la acumulacién anormal o excesiva de
grasa que representa un riesgo para la salud. Se considera que la obesidad se origina cuando
la ingesta caldérica es mayor que el gasto energético. Sin embargo, la etiologia de la
obesidad es muy diversa, en donde participan factores, ambientales, genéticos, estilo de
vida y nivel socioeconomico (Bhupathiraju & Hu, 2016). De acuerdo con la Organizacién
Mundial de la Salud, la obesidad afecta al 13% de la poblaciéon mundial y una tercera parte
de la poblacion mexicana padece obesidad. El Instituto Nacional de Salud Publica (INSP)
indica que la prevalencia de obesidad ha incrementado a nivel mundial en las Gltimas
décadas y México es uno de los dos paises con mayor prevalencia de obesidad en el mundo
(Rivera et al., 2018). La obesidad es el principal factor de riesgo modificable para el
desarrollo de enfermedades cronicas como: desdrdenes enddcrinos (resistencia a la insulina

y diabetes) (Bhupathiraju & Hu, 2016; Esser et al., 2014), enfermedades cardiovasculares
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(hipertension, ateroesclerosis), dislipidemias (Vekic et al., 2019), problemas respiratorios y
cancer (Bardou et al., 2013; Engin, 2017).

Los indicadores més utilizados para identificar y clasificar a las personas con obesidad son
el indice de masa corporal (IMC) y la circunferencia de cintura. EI IMC se calcula al
dividir el peso (kg) para el cuadrado de la altura (m) de una persona. La Organizacion
Mundial de la Salud indica que una persona adulta puede padecer obesidad cuando su IMC
es mayor a 30 kg/(m)? (Organizacion Mundial de la Salud, 2021). Por otro lado, la grasa
localizada alrededor del abdomen se asocia a un mayor riesgo de desarrollar
comorbilidades (Després & Lemieux, 2006; McLaughlin et al., 2011). Por este motivo, la
Norma Oficial Mexicana indica que los adultos padecen obesidad abdominal cuando su
circunferencia abdominal es mayor a 80 cm en mujeres y mayor a 90 cm en hombres. El
objetivo general de clasificar a las personas con obesidad es identificar a los individuos y
grupos de personas que tienen un mayor riesgo de morbilidad y mortalidad y asi poder

prevenir y tratar las posibles complicaciones derivadas de la obesidad.

i. El tejido adiposo

El tejido adiposo se distribuye por todo el cuerpo y esta compuesto principalmente de
adipocitos células endoteliales y fibroblastos. El tejido adiposo desempefia en papel
importante en el metabolismo de lipidos. Los &cidos grasos libres se acumulan en los
adipocitos y se esterifican en triglicéridos para su almacenamiento. Los principales
depdsitos de lipidos (grasa) son los tejidos adiposos subcutaneo, intraabdominal, omental y
visceral. Una vez que se requiere la utilizacion de triglicéridos para obtener energia, los
triglicéridos se someten a lipolisis y se hidrolizan a glicerol y acidos grasos libres que
entran a circulacion y son transportados a otros tejidos, principalmente masculo e higado.
Ademas, el tejido adiposo tiene funciones de un 6rgano endocrino ya que secreta hormonas,
como leptina, adiponectina y resistina; y citocinas como IL-6, IL-1p e IL-10 (Vazquez-Vela
et al., 2008). En conjunto las proteinas secretadas por el tejido adiposo de denominan
adipocinas y juegan un papel importante en el metabolismo y la respuesta inmunolégica. En
el tejido adiposo también estdn presentes leucocitos especialmente macrofagos que
fagocitan a los adipocitos apoptoticos (Russo & Lumeng, 2018). Se ha demostrado que los

leucocitos presentes en el tejido adiposo tienen funciones tanto antiinflamatorias como
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proinflamatorias. Por ejemplo, el subtipo antiinflamatorio de macréfagos, M2 participa en
la inmunosupresion, reparacion de tejidos y la eliminacion de adipocitos necroticos.
Mientras que el subtipo proinflamatorio de macrdfagos M1 se caracteriza por la liberacion
de citocinas que impulsa la respuesta inmune (Castoldi et al., 2016). En el tejido adiposo de
las personas delgadas o de peso normal predominan los macr6fagos M2, manteniendo asi

un estado no inflamatorio en el tejido (Chylikova et al., 2018).

ii. Inflamacion en obesidad

La inflamacion es una respuesta bioldgica que forma parte del mecanismo de defensa del
cuerpo en respuesta a agentes dafiinos. Existen dos tipos principales de inflamacion,
inflamacion aguda e inflamacion crénica. La inflamacion aguda, comienza rapidamente
(minutos u horas) y generalmente refleja la respuesta del cuerpo a una infeccion o lesion.
Por el contrario, la inflamacidn cronica se caracteriza por una progresion lenta y severa
(semanas, meses 0 afos). Generalmente, los efectos de la inflamacién cronica varian segln
la causa de la lesién y la capacidad del cuerpo para reparar el dafio. Un estado de
inflamacion cronica puede causar respuestas inapropiadas que a su vez pueden provocar

dafo al organismo.

En el caso de la obesidad, el desbalance entre la ingesta y el gasto energético provoca que
el tejido adiposo aumente su capacidad de almacenamiento de triglicéridos, dando como
resultado un crecimiento del tejido adiposo por aumento en el niumero de adipocitos
(hiperplasia). Si el tejido adiposo ya no puede expandirse por hiperplasia de los adipocitos,
el exceso de las moléculas de triglicéridos que se almacenan en los adipocitos provoca el
agrandamiento de las células individuales (hipertrofia) hasta que los adipocitos se saturan y
ya no son capaces de expandirse y mueren principalmente por necrosis (Reilly & Saltiel,
2017). La rapida expansién del tejido adiposo en la obesidad puede proporcionar sefiales
intrinsecas generadas por la muerte de adipocitos, hipoxia y mecanotransduccion de
interacciones entre las células y la matriz extracelular. Estas sefiales intrinsecas pueden
desencadenar una respuesta inflamatoria por el aumento en la liberacién de adipocinas
proinflamatorias, disminucion en la liberacién de adipocinas antiinflamatorias e infiltracion

de leucocitos en el tejido adiposo (Reilly & Saltiel, 2017).
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La evidencia actual demuestra que existe una asociacion entre la obesidad y la inflamacion
sistémica. En obesidad los niveles de mediadores inflamatorios, como proteina C reactiva
(Aronson et al., 2004), IL-6 (Eder et al., 2009) e IL-8 (Straczkowski et al., 2002) estan
elevados en circulacion. Ademas, se ha demostrado que, en obesidad, aumentan los niveles
circulantes de acidos grasos libres (Boden, 2008), que posiblemente actian como ligandos
del receptor tipo Toll 4 (TLR-4) activando asi a los macr6fagos (Nguyen et al., 2007). Los
niveles circulantes de marcadores de activacion endotelial como E-selectina, P-selectina
también aumentan en la obesidad (Vazquez et al. 2005) lo que se ha relacionado con una

disminucién en la sensibilidad a la insulina (Caballero, 2003).

ii.  Neutrofilos y obesidad

Aunque la actividad de los neutrofilos esté relacionada directamente con la inflamacion
aguda, recientemente se ha descrito que los neutréfilos también pueden participar en la
patogénesis de ciertas enfermedades inflamatorias cronicas, como cancer (Uribe-Querol &
Rosales, 2015), aterosclerosis  (Silvestre-Roig etal., 2020), enfermedades
neurodegenerativas (Rossi et al., 2020) y artritis reumatoide (Wright et al., 2014). Los
mecanismos principales de los neutrofilos que contribuyen a la patogénesis de las
enfermedades inflamatorias cronicas incluyen a la liberacion de especies reactivas de
oxigeno y a la produccion de NET. Algunos reportes sugieren que los neutrofilos infiltran
el tejido adiposo en humanos (T. J. Shah et al., 2010). En un estudio realizado en ratones
obesos se encontrd que los neutrofilos infiltran el tejido adiposo durante la primera semana
de tratamiento con una dieta alta en grasas (Talukdar et al., 2012). Esto sugiere que, como
en la respuesta inmune clasica, los neutrdfilos pueden ser unos de los primeros leucocitos
en migrar al tejido adiposo inflamado. Sin embargo, el numero de neutréfilos en tejido
adiposo parece mantenerse constante después de la primera semana (Talukdar et al., 2012).
Por lo que se ha sugerido que los neutrofilos pueden desempefiar diferentes funciones
durante las diferentes etapas de la obesidad en el tejido adiposo (B. C. Lee & Lee, 2014).
Por otro lado algunos reportes indican que existe una correlacion positiva entre obesidad y
un numero elevado de neutréfilos en circulacion (Herishanu et al., 2006). Sin embargo, se

desconoce las implicaciones clinicas de estas observaciones.
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Planteamiento del problema

Los neutrofilos de baja densidad constituyen una poblacion celular que se ha identificado
en la capa de células mononucleares durante la purificacién de leucocitos por gradiente de
densidad. Se ha reportado que el nimero de LDN aumenta en diversas condiciones
fisiologicas y patoldgicas particularmente en enfermedades inflamatorias cronicas. La
obesidad es una enfermedad asociada a inflamacion cronica de bajo grado y al aumento en
la cantidad de neutréfilos en circulacién sanguinea. Sin embargo, no se ha estudiado a los
LDN en el contexto de obesidad y se desconoce si el nimero de LDN en circulacién

sanguinea aumenta en obesidad.

Hipotesis

En la sangre de personas existen neutrofilos de baja densidad que aumentan en obesidad.
Objetivos

Objetivo general
Identificar neutrofilos de baja densidad en sangre de personas con obesidad para establecer

si existe una relacion entre el nimero de neutrofilos de baja densidad y la obesidad.

Objetivos especificos

a) Purificar neutréfilos y células de la capa mononuclear de sangre de personas con un
IMC menor a 30 kg/(m)? y de personas con obesidad, teniendo un IMC mayor a 30
kg/(m)2.

b) Realizar inmunofluorescencia para identificar neutrofilos y neutréfilos de baja
densidad por citometria de flujo.

c) Cuantificar los neutréfilos de baja densidad sanguineos de los dos grupos de

personas.
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Materiales y métodos
a) Disoluciones

e Disolucion amortiguadora de fosfatos — PBS (phosphate buffer saline)
2.12 mM KH2POg, 11.35 mM Na;HPO4, NaCl 0.321 M, disueltos en agua Mili Q;
pH=7.4
El PBS se utiliz6 para purificar leucocitos, para lavar las células y para mantener las

suspensiones celulares en 6ptimas condiciones.

e Disoluciones de lisis de eritrocitos
- Hipotdnica
0.2 % NaCl, HEPES 20 mM, 1 % BSA, disueltos en agua Mili Q ; pH=7.4
- Hipertonica

1.6 % NaCl, HEPES 20 mM, 1 % BSA, disueltos en agua Mili Q; pH=7.4
Las disoluciones de lisis de eritrocitos se utilizaron para eliminar los eritrocitos restantes en
la fraccion de neutrdfilos después de la purificacion de leucocitos por gradiente de
densidad. Primero los neutrofilos se centrifugan y se elimina el liquido sobrenadante. Los
neutrofilos se resuspenden en la disolucion hipotonica-y se mezclan suavemente durante 1
min. Inmediatamente después se agrega el mismo volumen de la disolucion hipertonica. La
disolucion hipotonica causa hinchazén celular y eventual lisis de los eritrocitos por el
movimiento osmatico del disolvente. Mientras que, la disolucion hipertdnica se afiade para
recuperar la isotonicidad en la suspension celular y asi prevenir la hinchazon vy lisis de los

neutrofilos.

e Disolucion de lavado para inmunofluorescencia directa
1 % SFB, 0.1 % NaNzdisueltos en PBS
La disolucion de lavado se utiliza durante la incubacion de las células con los anticuerpos
dirigidos a las moléculas de superficie. Esta disolucién sirve para reducir las interacciones

no especificas de los anticuerpos y para prevenir agregacion celular durante la incubacion.
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b) Donadores

Para la realizacion de este estudio, se obtuvieron muestras sanguineas por puncion
intravenosa de donadores adultos no obesos y de donadores adultos que padecen obesidad
(IMC > 30 kg/(m)?). Las muestras sanguineas se obtuvieron con el consentimiento
informado de todos los donadores y siguiendo los protocolos de extraccion de sangre
aprobados por el comité de ética del Instituto de Investigaciones Biomédicas y del Centro
Meédico Nacional Siglo XXI.

c) Obtencidn de sangre

Se extrajeron 10 ml de sangre periférica por puncion venosa de los donadores. La sangre se
transfirio a un tubo de centrifuga conico de 15 ml y se mezclo con 0.25 ml de heparina
sodica 1000 Ul/ml (Laboratorios Pisa, Guadalajara, México) para prevenir que la sangre se
coagulara. Las muestras de sangre heparinizadas se mantuvieron a 4°C hasta ser

procesadas, siempre en menos de 1 hora.

d) Purificacion de leucocitos por gradiente de densidad

Las muestras de sangre heparinizadas se transfirieron a un tubo de centrifuga conico de 15
ml de que contenia 2 ml de Dextran T500 al 6 % (Pharmacia Fine Chemicals; N° de
catalogo: 170320-01, Upsala, Suecia) en PBS. La sangre heparinizada y el dextran se
mezclaron invirtiendo el tubo dos o tres veces. La burbuja que se forma en la parte superior
del tubo se revento y el tubo se dejé en reposo por 45 min a temperatura ambiente. De esta
forma, el dextran induce a que los eritrocitos se aglutinan y se sedimenten dejando asi en la

parte superior del tubo al plasma rico en leucocitos.

Después, se tomd el plasma rico en leucocitos con una pipeta Pasteur de plastico y se
transfirio a un tubo de centrifuga conico de 15 ml que contenia 5 ml de Ficoll-Paque PLUS
(GE Healthcare, Chicago, Illinois) frio. Durante la transferencia, se cuid6é que el plasma no
se mezclara con el Ficoll-Paque PLUS. Asi el plasma rico en leucocitos forma una segunda
capa sobre el Ficoll-Paque Plus. Posteriormente, el tubo se centrifugd a 516 x g a 4°C

durante 20 min. Al término de la centrifugacion, los componentes del plasma rico en
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leucocitos se separan por densidad. Entonces, en la parte superior del tubo se ubica el
plasma, en la interfase entre el plasma y el Ficoll-Paque se encuentran las células
mononucleares (monocitos y linfocitos) y en el fondo del tubo se encuentran los

neutrofilos.

Para poder recolectar a las células separadas por la gradiente de densidad se eliminé el
plasma. Primero, se recolectaron las células mononucleares y se trasfirieron a un tubo de
centrifuga de 15 ml que contenia 5 ml de PBS frio. Luego, se eliminé el Ficoll-Paque y los

neutrofilos se transfirieron a un tubo de centrifuga conico de 50 ml.

Las células mononucleares se centrifugaron a 290 x g a 4° C durante 5 min. Posteriormente,
el sobrenadante se elimind y las células se resuspendieron en PBS frio. Por otro lado, junto
con los neutrofilos todavia se encuentran algunos eritrocitos. Para eliminar a estos
eritrocitos contaminantes, se realizd un choque hipotonico. Para esto, los neutréfilos se
centrifugan y después de eliminar el sobrenadante, se resuspenden en 10 ml de disolucion
hipotdnica fria. Después de agitar suavemente por 1 min se agregaron 10 ml de disolucion
hipertonica fria. A continuacion, las células se centrifugaron a 290 x g a 4° C durante 5 min
y se resuspendieron en PBS frio. Con este tratamiento los eritrocitos se rompen y los

neutrofilos quedan puros.

Finalmente, el conteo de las células mononucleares y de los neutrofilos se realizé con un
hemocitémetro bajo el microscopio dptico. La suspensiones celulares se mantuvieron a 4°C
a una concentracion de 1 x 10° cell/ml. La viabilidad celular se determiné utilizando la
prueba de exclusion del azul de tripano para determinar si las células absorben o excluyen
el tinte. Una célula viable tendra un citoplasma claro, mientras que una célula no viable

tendra un citoplasma azul.
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e) Caracterizacion de neutréfilos por citometria de flujo

I Inmunofluorescencia directa para moléculas de superficie de neutroéfilos

En tubos para microcentrifuga de 1.5 ml, se colocaron 1 x 10° células purificadas

(neutrofilos o células mononucleares). Las células se resuspendieron en 100 pl de

disolucion de lavado y se afiadieron los anticuerpos requeridos para detectar las moléculas

de superficie de interés (Tabla 1). Las suspensiones celulares se incubaron por 30 min a

4°C en la oscuridad, agitando suavemente los tubos cada 10 min. Posteriormente las células

se lavaron con 1 ml de PBS centrifugando a 1300 x g durante 2 min. Finalmente, las células

se fijaron en 1 % paraformaldehido disuelto en PBS.

Los anticuerpos fueron titulados previamente para obtener una sefial de deteccion Optima en

el citometro de flujo.

Tabla 1: Anticuerpos contra moléculas de superficie

Molécula Nombre del Fluorocromo Fabricante N° de catalogo
(antigeno) anticuerpo
monoclonal
CD16b humano | CLB-granll.5 | PE BD Bioscience | 550868
CD11b humano | ICRF44 AF 488 BioLegend 301317
CD66b humano | G10F5 AF 647 BioLegend 305109
CD14 humano | 63D3 APC-Cy7 BioLegend 367107
CD15 humano | W6D3 PE-Cy5 BioLegend 323013

23



ii. Citometria de fujo

Las suspensiones celulares se procesaron en un citdémetro de flujo modelo Attune Acoustic
Focusing Cytometer (Applied Biosystems, Foster City, California) (Tabla 2) del
Laboratorio Nacional de Citometria de Flujo del Instituto de Investigaciones Biomédicas.
Se utilizaron células sin tefir para establecer los voltajes de captura de las poblaciones de
neutréfilos y de células mononucleares. Asi mismo, se utilizaron tinciones individuales
para compensar y definir los voltajes de las poblaciones positivas. Los datos obtenidos
fueron analizados con el programa FlowJo version 10.7.1 (Becton, Dickinson and

Company, Ashland, Orlando).

Tabla 2: Caracteristicas del citometro Attune Acoustic Focusing Cytometer

Laseres Canales de deteccion Programa de captura

BL1 —530/30 nm
Azul 488 nm BL2 — 574/26 nm
BL3 - 690/50 nm Attune Cytometric Software

RL1 - 660/20 nm

Rojo 638 nm
RL2 - 780/60 nm

La estrategia de andlisis utilizada en este estudio se establecio al examinar a los neutréfilos
purificados por citometria de flujo. Primero, se excluyeron del andlisis a los aglomeraros
celulares definiendo la region Singlets del dot plot FSC-A vs FSC-H. De la region Singlets,
se selecciono a la region R1 en el dot plot FSC vs SSC, en donde aparece una poblacion
homogénea de neutréfilos. A partir de R1, se seleccioné a la region R2 en el dot plot FSC
vs CD16b. La region R2 representa a las células CD16b". Luego, desde R2 se realiz6 un dot
plot de CD66b vs CD11b y se seleccionaron las células CD66b*CD11b* que corresponden
a la region R3. Finalmente, a partir de R3 se realiz6 un dot plot de CD15 vs CD14 y se

seleccionaron las células CD15"CD14" que corresponden a la region R4 (Figura 4).
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Figura 4. Estrategia de analisis para caracterizar neutrofilos. llustracion que indica los
dot plots a) FSC-A vs FSC-H, b) FSC vs SSC, c) FSC vs CD16b, d) CD66b vs
CD11bye) CD15 vs CD14 realizados para definir las regiones (rojo) y seleccionar
a las poblaciones de interés al analizar neutrofilos sanguineos por citometria de
flujo.

f) Prueba Estadistica

El analisis estadistico se realizd con el programa Prism 9.0.2 de (GraphPad Software). Para
analizar las diferencias entre el nUmero de neutrofilos purificados con respecto al factor
obesidad y el porcentaje de LDN con respecto al factor obesidad, se utilizo la prueba U-
Mann Whitney con un nivel de significancia de 0.05. Por otro lado, para comparar datos
pareados se utiliz la prueba de Wilcoxon, la cual indica si la mediana de las diferencias
entre la MFI para de neutréfilos y de LDN es diferente de cero, con un nivel de
significancia de 0.05. Finalmente, para evaluar el efecto de la obesidad y el tipo de células
(neutrofilos vs LDN) sobre el porcentaje de células CD16b", se realiz6 una ANOVA de dos

vias con un nivel de significancia de 0.05.
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Resultados

I. Se obtienen mas neutrofilos purificados de sangre de personas
obesas que de personas no obesas.

Para estudiar a los neutro6filos provenientes de sangre periférica, las células se purificaron
por gradiente de densidad. De esta forma se obtuvieron por un lado neutrdfilos purificados
y por otro células mononucleares. Posteriormente, para estimar la viabilidad celular, se
utilizé la prueba de exclusion de azul de tripano. La viabilidad celular fue mayor o igual a
95% en todos los casos. Finalmente, para conocer el nimero de células obtenidas por la
purificacion, se realizo el conteo celular con un hemocitémetro bajo el microscopio optico.
Al contar el namero de neutrdfilos purificados, se encontré que se obtienen mas neutréfilos
de la sangre de personas obesas que de la sangre de personas no obesas (Figura 5). La
mediana y el rango intercuartilico (IQR) del namero de los neutrofilos purificados de las
personas obesas fue 32.94 (IQR = 26.07 — 41.85) x 10° neutrdfilos; Mientras que la
mediana del nimero de los neutrofilos purificados de personas no obesas fue 20.02 (IQR =
18.02 — 26.21) x 10° neutrdfilos.
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Figura 5. De la sangre de personas obesas se obtienen mas neutrofilos que de la sangre
de personas no obesas. Numero de neutréfilos purificados por gradiente de
densidad (Ficoll-Paque PLUS) de sangre periférica de personas no obesas y
personas obesas. Cada punto representa a una persona. La linea horizontal roja
indica la mediana de cada grupo. Los datos se analizaron utilizando la prueba U-
Mann Whitney (p=0.01).
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ii. En sangre de personas no obesas y en sangre de personas con
obesidad existen neutrofilos de baja densidad

Entonces, para examinar el fenotipo de los neutréfilos purificados de la sangre periférica de
los donadores, se realizd inmunofluorescencia directa y las células se analizaron por
citometria de flujo. Primero, se analizaron a los neutrofilos, de tres personas no obesas.
Para esto se siguié la estrategia de analisis que se muestra en la Figura 4. De este modo, se
identifico que los neutréfilos de personas no obesas expresan las moléculas CD16b*
CD66b" CD11b* CD15" CD14". La expresién de estas moléculas en conjunto indica que los
neutréfilos tienen un fenotipo maduro (Figura 6).
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Figura 6. Los neutréfilos purificados de sangre de personas no obesas tienen un
fenotipo maduro. Analisis por citometria de flujo de neutréfilos purificados por
gradiente de densidad Ficoll-Paque para detectar moléculas de superficie de
neutrofilos. Los neutréfilos tienen un fenotipo
CD16b*CD66b"CD11b*"CD15"CD14". Imagen representativa de tres experimentos
independientes.
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Posteriormente, para determinar si en la sangre de personas no obesas se obtienen
neutrofilos que co-purifiquen con las células mononucleares, se analizaron las células
mononucleares utilizando la misma estrategia de analisis que se definié para neutréfilos
purificados (Figura 4). La mayoria de las células caen por debajo la region R1, lo cual
significa que la mayoria de las células no son neutrdfilos. Sin embargo, hay células que
caen en la region R1. Estas células tienen las mismas caracteristicas de dispersion de luz en
FSC y SSC que los neutrofilos purificados. Ademas, las células de la region R1 también
son CD16b"CD66b*CD11b*CD15°CD14" (Figura 7). Estos datos sugieren que

efectivamente hay neutréfilos entre las células mononucleares y por tanto son neutréfilos de

baja densidad.
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Figura 7. Entre las células mononucleares purificadas de sangre de personas no
obesas hay ceélulas con caracteristicas de neutrofilos maduros. Analisis por
citometria de flujo para detectar moléculas de superficie de neutrofilos, entre las
células mononucleares de sangre periférica obtenida de personas no obesas.
Algunas células purificadas junto con las células mononucleares caen en la regién
R1 y tienen un fenotipo de neutréfilos maduros:
CD16b*CD66b"CD11b*"CD15"CD14". Imagen representativa de tres experimentos
independientes.
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Habiendo definido que existen de neutréfilos que co-purifican con las células
mononucleares en la sangre de personas no obesas, se investigd si existen neutrofilos entre
las células mononucleares purificadas de sangre de personas obesas. Primero, se analizaron
a los neutréfilos purificados de la sangre de una persona obesa. Se encontrd que los
neutrofilos de la persona obesa también son CD16b*CD66b"CD11b"CD15"CD14" (Figura
8). La expresion de estas moléculas es similar a la expresion de los neutrofilos de las
personas no obesas (Figura 6). Entonces, tanto los neutr6filos de las personas no obesas

como los neutrofilos de las personas obesas tienen un fenotipo maduro.
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Figura 8. Los neutrofilos purificados de sangre de una persona obesa tienen un
fenotipo maduro. Andlisis por citometria de flujo de neutréfilos purificados por
gradiente de densidad Ficoll-Paque para detectar moléculas de superficie de
neutrofilos. La mayoria de los neutrofilos tienen un  fenotipo
CD16b"CD66b*"CD11b"CD15"CD14".
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Una vez definidos los pardmetros para identificar neutréfilos por citometria de flujo, se
analizaron las células mononucleares de una persona obesa (Figura 9). Se encontré que
existen células que caen en la region de los neutrofilos R1. Ademas, estas células tienen un
fenotipo CD16b*"CD66b"CD11b"CD15"CD14". Este resultado sugiere hay células con
caracteristicas de neutrdfilos maduros en la capa de células mononucleares proveniente de

la sangre de personas obesas.
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Figura 9. En la capa de células mononucleares proveniente de la sangre de una
persona obesa existen células con caracteristicas de neutrofilos maduros.
Analisis por citometria de flujo para detectar moléculas de superficie de neutrofilos
entre las células mononucleares de sangre periférica obtenida de una persona obesa.
Algunas células purificadas junto con las células mononucleares caen en la region
R1 y tienen un fenotipo de neutréfilos maduros:
CD16b"CD66b*"CD11b"CD15"CD14".
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En las Figuras 7 y 9 se puede observar que entre las células mononucleares hay células que
caen en la region R1 y pueden ser diferenciadas de las células mononucleares por sus
caracteristicas de dispersion de luz en FSC y SSC. Ademaés, las células que caen en R1,
expresan las mismas moléculas que expresan los neutrdfilos maduros. Estos resultados
sugieren que en sangre de personas no obesas y de personas obesas hay neutrofilos de baja
densidad. Cabe destacar que al comparar el analisis de las células mononucleares aisladas
de la sangre de las personas no obesas (Figura 7) con el analisis de las células
mononucleares aisladas de la sangre de la persona obesa (Figura 9), se encontrd que en la
sangre de la persona obesa hay mas LDN que en la sangre de personas no obesas.

A continuacion, para explorar si los neutrdfilos y los LDN son células con las mismas
caracteristicas, analizamos la expresion de las moléculas de superficie CD16b, CD66b,
CD11b, CD15 y CD14 tanto en los neutrofilos como en los LDN de personas sin obesidad
(Figura 10). Se encontro que los LDN expresan mas CD15 y ligeramente mas CD16b que
los neutrofilos (Figura 10). Por otro lado, la expresion de las moléculas CD66b, CD11b y
CD14 fue similar en neutrofilos y en LDN (Figura 10). Estos resultados sugieren que los

LDN tienen un fenotipo distinto al fenotipo de los neutrofilos.
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Figura 10. Niveles de expresion de las moléculas CD16b, CD66b, CD11b, CD15 y
CD14 en neutrdfilos y neutréfilos de baja densidad (LDN) de personas sin
obesidad. Histogramas obtenidos por citometria de flujo. Los histogramas azules
corresponden a neutrofilos y los histogramas naranjas representan a los neutrofilos
de baja densidad (LDN). El histograma en blanco indica el control sin tincién.
Imagen representativa de tres experimentos independientes.

Un analisis similar de los neutrofilos y los LDN de una persona con obesidad (Figura 11)
mostré que los LDN expresan mas CD15 y ligeramente mas CD16b que los neutrofilos
(Figura 11). De igual forma se vio que la expresion de las moléculas CD66b, CD11b y
CD14 fue similar en neutréfilos y en LDN (Figura 11). Estos resultados indican que tanto
en personas de peso normal como en personas obesas se encuentran neutréfilos y LDN con
caracteristicas similares. Pero ademéas que los LDN tienen un fenotipo distinto al fenotipo

de los neutrofilos.
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Figura 11. Niveles de expresion de las moléculas CD16b, CD66b, CD11b, CD15 y
CD14 en neutrdéfilos y neutréfilos de baja densidad (LDN) de una persona
obesa. Histogramas obtenidos por citometria de flujo. Los histogramas azules
corresponden a neutrofilos y los histogramas naranjas representan a los neutréfilos
de baja densidad (LDN). El histograma en blanco indica el control sin tincién.

Sin embargo, un andlisis mas detenido de los histogramas presentados en las Figuras 10 y
11, mostré que tanto los neutrdéfilos como los LDN obtenidos de una persona obesa
expresan mas CD66b que los neutrofilos y LDN obtenidos de las personas no obesas
(Figura 12). Estos datos sugieren gue los neutréfilos en las personas obesas ya tienen un

cierto grado de activacion mayor que los neutrofilos de personas no obesas.
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Figura 12. Los neutrdéfilos y neutrofilos de baja densidad (LDN) de una persona obesa
expresan mas CD66b que los neutrofilos y LDN de personas no obesas.
Histogramas obtenidos por citometria de flujo. Se muestran los histogramas
sobrepuestos de neutrofilos (rojo) y LDN (azul) de una persona no obesa; y
neutrofilos (naranja) y LDN (morado) de una persona obesa.

li.  Hay mas neutrofilos de baja densidad en personas obesas que en
personas de peso normal

Para cuantificar los LDN que se obtienen de la sangre de los distintos donadores, se utilizé
la citometria de flujo. Dado que CD16b se expresa exclusivamente en neutrofilos y el
anticuerpo CLB-granll.5 parece solo reconocer a esta molécula, sin cruzar con la
moléculas CD16a (presente en monocitos y macrofagos), decidimos usar la deteccion de la
molécula CD16b como marcador de neutrdfilos. Por tanto, en los ensayos posteriores los
neutrofilos y los LDN se identifican por sus caracteristicas de dispersion de luz en FSC y
SSC y por la expresion de CD16b Unicamente. Primero, se analizaron neutréfilos
purificados y se definieron las regiones de interés: Singlets, R1 (regién de neutrofilos) y R2
(células CD16b"), tal como se describid en materiales y métodos. Para este analisis se

considerd que la region de Singlets representa el 100 % de las células. De esta forma se
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confirmé que la mayoria de los neutréfilos purificados (méas del 98%) son células CD16b*

tanto en personas obesas como en personas no obesas (Figura 13).
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Figura 13. Los neutrofilos purificados de sangre periférica son CD16b*. Analisis por
citometria de flujo de neutrdfilos purificados de sangre periférica. Las células se
tifieron para para detectar a la molécula CD16b. Se muestra el porcentaje de células
CD16b* de la region Singlets. Imagen representativa de siete experimentos con
células de personas no obesas y trece experimentos con células de personas con
obesidad.

De la misma manera, se analizaron las células mononucleares. Asi se encontré que-entre las
células mononucleares provenientes de sangre de personas obesas hay mas LDN que entre

las células mononucleares provenientes de sangre de personas no obesas (Figura 14).
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Figura 14. En personas con obesidad hay mas neutroéfilos de baja densidad (LDN) que
en personas no obesas. Analisis por citometria de flujo de células mononucleares
purificadas por gradiente de densidad. Las células se tifieron para para detectar a la
molécula CD16b. Se muestra el porcentaje de células CD16b" de la regién R2
provenientes de la region Singlets (100 %), tal como se describe en materiales y
métodos. Imagen representativa de siete experimentos con células de personas no
obesas y trece experimentos con células de personas con obesidad.

Las personas no obesas tienen 2.44 % (mediana) de LDN entre las células mononucleares
(Figura 15) mientras que las personas obesas tienen 9.86 % (mediana) de LDN entre las
células mononucleares (Figura 15). Estos resultados sugieren que las personas con

obesidad tienen aproximadamente cinco veces mas LDN que las personas no obesas.
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Figura 15. En la capa de células mononucleares de sangre periférica (PBMC) de
personas obesas hay mas neutrdéfilos de baja densidad (LDN) que en la capa
PBMC de personas no obesas. Porcentaje de LDN en la capa de células
mononucleares (PBMC). Las lineas horizontales rojas indica las medianas de cada
grupo. Cada punto representa a un individuo. Los datos se analizaron utilizando la
prueba U-Mann Whitney (p=0.0017).

Previamente, mostré que los LDN parecen expresar una mayor cantidad de la molécula
CD16b, tanto en personas no obesas (Figura 11) como en una persona obesa (Figura 12).
Para analizar con mas detalle esta observacion, se compardé el nivel de expresion (MFI) de
CD16b en neutrofilos y en LDN de cada una de las personas que donaron sangre (Figura
16). La MFI para CD16b de los LDN de una persona siempre fue mayor que la MFI para
CD16b de los neutréfilos de la misma persona, independientemente de si la persona tenia
obesidad o no (Figura 16). Estos datos confirman que los LDN expresan mas CD16b que

los neutréfilos.
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Figura 16. Los neutrofilos de baja densidad (LDN) expresan mas CD16b neutrofilos
de la misma persona. Neutrofilos y LDN aislados de una misma persona fueron
teflidos con anticuerpos especificos para la molécula CD16b y analizados por
citometria de flujo. La intensidad media de fluorescencia (MFI) de los neutrofilos y
de los LDN de la misma persona estan unidos por una linea. Cada punto representa
a una persona. Los circulos negros representan a personas no obesas y simbolos
rojos representan a personas obesas. Los datos se analizaron con la prueba de
Wilcoxon (p=0.0001).
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Discusion

Durante varios afios, la poblacion de neutréfilos fue considerada como una poblacién
celular fenotipicamente homogénea con funciones netamente microbicidas que participan
en la respuesta inmunolégica innata. Sin embargo, estudios mas recientes indican una
heterogeneidad fenotipica y funcional de los neutrdfilos (Ng, Ostuni y Hidalgo, 2019). De
entre el amplio espectro de posibles subpoblaciones de neutrdéfilos, destacan los neutrofilos
de baja densidad (LDN) debido a que aparecen en mayor nimero en diversas condiciones
patolégicas como inflamacion cronica, inmunosupresion y cancer (Rosales, 2018). Los
neutréfilos de baja densidad estan definidos como neutréfilos que se encuentran en la capa
de células mononucleares obtenida después de la separacion de leucocitos sanguineos por
centrifugacion en un gradiente de densidad. Aunque el término “neutréfilos de baja
densidad” se utiliza cominmente para definir a una posible subpoblacion de neutrofilos,
este, en realidad abarca a su vez a una diversidad de neutrdfilos con distintas caracteristicas
fenotipicas y funcionales que varian en morfologia, estado de maduracion y de activacion
dependiendo de la enfermedad o condicion subyacente en la que fueron identificados
(Scapini et al., 2016).

Sin embargo, hasta el momento no existen reportes que describan y caractericen a la
poblacion de LDN en obesidad. Por este motivo, en el presente trabajo se analizaron los
leucocitos sanguineos de personas obesas para poder identificar e inmunofenotipificar y
cuantificar a los LDN. Los leucocitos sanguineos se separaron por centrifugacion en Ficoll,
tal y como se ha realizado previamente (Garcia-Garcia et al., 2013). Desafortunadamente,
no existe un marcador especifico que permita distinguir a los neutréfilos de otros
leucocitos. Por lo que a menudo se utiliza una combinacién de dos o mas marcadores
celulares que permitan identificar a los neutréfilos. Por ese motivo, primero se realizo la
inmunofenotipificacion utilizando un panel de anticuerpos que reconocen las moléculas
CD16b, CD11b, CD15, CD14 y CD66b, presentes en la superficie de neutrofilos, para

identificar adecuadamente a los LDN.
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i) ldentificacion de LDN en obesidad

Los neutréfilos puros de una persona obesa (IMC > 30 kg/m?) se analizaron por citometria
de flujo y se establecieron los parametros que permitirian identificar a los LDN, tal y como
se detalla en la seccion de métodos (Figura 4). La expresion de las moléculas de superficie
de los neutrdfilos analizados permite sugerir que la mayoria de los neutréfilos de una
persona obesa (Figura 8) son neutréfilos maduros. Los neutréfilos maduros poseen un
fenotipo CD16b*CD66b"CD11b"CD14*CD15" como se ha reportado con anterioridad
(Lakschevitz et al., 2016). Al analizar a las células de la capa de células mononucleares, se
encontr6 que hay células que comparten caracteristicas morfolégicas (tamafio vy
granularidad) con los neutrofilos y ademas expresan las mismas moléculas de superficie
que los neutréfilos puros (Figura 9), por lo tanto, en el presente trabajo se identifican por
primera vez a los LDN en la sangre de personas obesas. La expresion de las moléculas de
superficie de los LDN indica que la poblacién LDN de las personas obesas esta compuesta
principalmente de neutrofilos maduros. Sin embargo, esto debe ser tomado con cautela ya
que este resultado se obtuvo al analizar a los LDN de sangre de s6lo una persona obesa.
Ademas, el estado de maduracion de los neutrofilos y los LDN también debe ser
confirmado mediante el analisis de la morfologia del nucleo y el contenido de los granulos
citoplasmaticos en estas células. Diferentes reportes sugieren que la poblacion de LDN es
heterogenea, e incluye neutréfilos maduros e inmaduros (Brandau et al., 2011; Darcy et al.,
2014). El ambiente inflamatorio crénico que se asocia a la obesidad podria inducir una
granulopoyesis de emergencia. La granulopoyesis de emergencia y el aumento de factores
quimioatrayentes de neutrofilos en circulacién sanguinea inducen generacion de novo de
neutrofilos, asi como también, la liberacion de progenitores de neutrofilos y neutrofilos
inmaduros a circulacion sanguinea en obesidad (Bowers & Singer, 2021). Los precursores
de neutrofilos tienen una densidad menor que los neutréfilos (J B Cowland & Borregaard,
1999). Entonces, en casos de inflamacion sistémica, como en obesidad, es posible que la
poblacion de LDN también esté compuesta por neutrofilos inmaduros. Por esta razon, es
necesario que en futuras investigaciones se realice un analisis mas exhaustivo que permita

concluir con mayor certeza el fenotipo/fenotipos de los LDN de personas obesas.
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El receptor de inmunoglobulinas FcyRIIIb (CD16b) es una molécula que se expresa
exclusivamente en neutrdfilos y afortunadamente el anticuerpo anti-CD16b (clone CLB-
granll.5) se wvolvio comercialmente disponible recientemente. Después de haber
caracterizado a los neutrofilos e identificado a los LDN con el panel completo de
anticuerpos, se not6 efectivamente que las células CD16b", en su totalidad, expresan las
moléculas de superficie de neutréfilos. Por lo tanto, CD16b puede ser utilizado por si solo
para identificar neutrofilos humanos. Vale la pena mencionar que, el alto nivel de expresion
de CD16b en los LDN de personas obesas y personas de peso normal (Figura 16) sugiere
que los LDN poseen fenotipo de neutrofilo maduro. Sin embargo, si se examina mas
detalladamente los datos de neutrdfilos y de LDN obtenidos por citometria de flujo,
(Figuras 13 y 14) se puede notar que existen células que no caen en la region R2,
correspondiente a las células CD16b*, y que por tanto fueron excluidas del analisis. Sin
embargo, no se puede descartar que estas células sean neutrdfilos o LDN, ya que caen en
R1. Es decir, comparten las caracteristicas morfologicas de los neutréfilos. Aunque, CD16b
se utiliza cominmente para determinar el estado de maduracion de los neutréfilos, la
activacion de los mismos puede provocar que la expresion de estos receptores de superficie
se pierda (Middelhoven et al., 2001). Entonces, CD16b por si solo, si permite identificar a
los neutrofilos, sin embargo, es necesario utilizar un panel mas extenso de marcadores
celulares que permitan analizar en su totalidad a la poblacion de neutréfilos y LDN, sin
excluir a aquellos que no expresen CD16b como, los neutrofilos inmaduros y los
neutrofilos activados. Al usar un panel mas extenso se podra estudiar si los LDN en
personas obesas representan una poblacidbn homogénea o si existen diferencias en su

fenotipo.
i)  LDN en personas de peso normal/saludables

El enfoque principal de los reportes de LDN disponibles hasta la fecha, ha sido estudiar
cémo los LDN se ven o se comportan en ciertas patologias. Por esto, a menudo no se
reportan las caracteristicas y la cantidad de LDN que estan presentes en la capa de células
mononucleares obtenida de los individuos de los grupos control. Estos individuos son por
lo general personas saludables. Por este motivo, ha surgido la idea errénea de que los LDN

son células que estdn presentes s6lo en condiciones patoldgicas. Sin embargo,
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recientemente se ha brindado mas atencion al estudio del fenotipo y funcionalidad de los
LDN en condiciones fisioldégicas normales (Hassani et al., 2020; Kostlin et al., 2014). En
el presente trabajo analizamos a las células de la capa de células mononucleares de
personas de peso normal (IMC < 30 kg/m?) por citometria de flujo. Asi, se observo que en
la capa de células mononucleares existen células que comparten las mismas caracteristicas
de dispersion de luz en FSC y SSC que los neutrofilos. Es decir, encontramos que en la
capa de células mononucleares de personas de peso normal existen células que comparten
las caracteristicas de tamafio y granularidad de los neutréfilos. Estas caracteristicas
permitieron que las células mononucleares (linfocitos y monocitos) fueran excluidos del
analisis. Ademas, se encontré que en la capa de células mononucleares hay células que
expresan las moléculas CD16b, CD66b, CD11b, CD15 y CD14. Estas moléculas son
caracteristicas de los neutrofilos maduros y por tanto entre las células mononucleares hay
células que expresan las moléculas de superficie de los neutréfilos maduros. Previamente se
reportdé que los LDN de personas saludable poseen el fenotipo de neutréfilo maduro
(Blanco et al., 2021), por lo que no es una sorpresa que los resultados presentados en el

presente trabajo confirmen la presencia de LDN en personas de peso normal (Figura 7).
i)  Relevancia de la sobreexpresion de CD66b en obesidad

Al analizar los niveles de expresion de las moléculas, se encontré que tanto los neutréfilos
como los LDN de la persona obesa expresan mas CD66b que lo encontrado en las personas
de peso normal (Figura 12). CD66b es una glicoproteina de membrana anclada a
glicosilfosfatidilinositol. CD66b esta envuelta en la interaccion homotipica entre neutrofilos
y la activacion de los neutréfilos provoca que aumente la expresion de CD66b en la
membrana plasmatica. Asi mismo, la activacion de los neutrofilos induce que CD66b se
libere al medio extracelular por degranulacion de los granulos especificos (Schmidt et al.,
2012). Entonces, el aumento de la expresion de CD66b en la membrana de los neutréfilos
de la persona obesa sugiere que la obesidad podria provocar la activacion de los neutréfilos.
Aunque todavia se desconocen los posibles mecanismos, esta idea se ve respaldada por
reportes previos que indican un incremento en la expresion del gen que codifica para
CD66b en neutréfilos de hombres adultos obesos (Xu et al., 2015) y que en el plasma de

personas obesas hay una mayor cantidad de CD66b que en el plasma de las personas
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delgadas (Nijhuis et al., 2009). El incremento de la expresion de CD66b en neutréfilos
también se ha observado en personas con diabetes mellitus tipo 1l con hiperglucemia
(Horvath et al., 2013). Por este motivo, en estudios posteriores se podria evaluar si aumento
en la expresion de CD66b en neutréfilos y LDN de personas obesas esta relacionado con

los niveles de glucosa en sangre.

Asimismo, es en pacientes sépticos se ha observado una la sobreexpresion de CD66b
(Muller Kobold et al., 2000) lo que podria provocar la formacion de los agregados de
neutréfilos descritos en pacientes sépticos (Schmidt et al., 2012). Ademas, modelos in vitro
han demostrado que la sobreexpresiéon de CD66b en respuesta a la activacion de los
neutréfilos por incubacién con Staphylococcus aureus, esta inversamente relacionada con
la cantidad de neutréfilos fagociticos y la capacidad fagocitica de los mismos (Schmidt
etal,, 2015). Es decir que la sobreexpresion de CDG66b parece relacionarse con la
disminucion de la actividad y capacidad fagocitica de los neutrofilos. La fagocitosis
deficiente de los neutréfilos en pacientes sépticos estaria ligada a una mala prognosis de la
enfermedad (Schmidt et al., 2012). Estas observaciones son relevantes en el contexto de
obesidad, ya que las personas obesas son mas susceptibles a infecciones (Schmidt et al.,
2012). Por lo tanto, en futuras investigaciones resultaria interesante investigar si la
sobreexpresion de CD66b en los neutrofilos y LDN de las personas obesas esta relacionada
con la actividad y capacidad fagocitica de los neutrofilos y sus posibles consecuencias en la

susceptibilidad a infecciones observada en personas obesas.
iv)  Posible origen de los LDN en obesidad

En cuanto al origen de los LDN, se piensa que la activacion y posterior degranulacion de
los neutrdfilos conduce a la disminucion de su densidad celular, posiblemente provocada
por la pérdida de contenido de los granulos citoplasmaticos (Pember et al., 1983). Por lo
tanto, los neutrofilos activados/degranulados co-purifican con las células mononucleares al
realizar la purificacion de leucocitos. Aunque todavia, todavia no existe evidencia directa
que describa a este proceso in vivo, se ha observado que los LDN de pacientes con
adenocarcinoma de pulmén avanzado, expresan niveles mas altos de los marcadores de
activacion y degranulacién CD66b y CD11b que los neutr6filos de la misma persona (Liu
et al., 2017). De la misma forma nosotros encontramos que los LDN de la persona obesa
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expresan mas CD66b y CD11b que los neutréfilos de la misma persona (Figura 11) por lo
que los LDN identificados en la persona obesa persona podrian ser neutrofilos
activados/degranulados que perdieron su densidad. A diferencia de lo encontrado en la
persona obesa, los niveles de expresion de CD66b y CD11b de los neutr6filos y LDN de las
personas de peso normal son muy similares. Por lo que es probable que los LDN de

personas obesas tengan un origen distinto al de los LDN de personas saludables.
V) Incremento del nimero de neutroéfilos y LDN en obesidad

En la obesidad, los neutréfilos son probablemente las primeras células del sistema
inmunoldgico en infiltrar al tejido adiposo en respuesta a una dieta alta en grasas (Talukdar
etal., 2012). Ademas, los neutréfilos infiltrantes en el tejido adiposo obeso parecen
contribuir a la inflamacion del tejido y al desarrollo de resistencia a la insulina (Soehnlein
etal,, 2017). Se ha propuesto que la obesidad esta relacionada con el aumento de la
expresion de genes que codifican para elastasa y mieloperoxidasa de los neutréfilos (Xu
et al.,, 2015). Sin embargo, todavia se desconoce las posibles causas e implicaciones de
estas observaciones en la patogénesis de la obesidad. Por otro lado, recientemente se
describio que la obesidad conduce a un deterioro de la integridad vascular debido a la
actividad de los neutréfilos (McDowell et al., 2021). El deterioro de la integridad vascular

observado parece estar relacionado con el estrés oxidativo de los neutroéfilos.

La inflamacién crénica de bajo grado que acompafia a la obesidad da como resultado
niveles elevados de citocinas, principalmente IL-6 e IL-8, y adipocinas como la leptina, que
pueden inducir el aumento de neutroéfilos en circulacion a través de diferentes mecanismos,
como el aumento de la granulopoyesis en la medula dsea, la aceleracion de la liberacion de
neutrofilos de la médula 6sea y movilizar a los neutréfilos intravasculares de
comportamiento marginal (Purdy & Shatzel, 2021). En el presente trabajo se encontrd que
se obtienen 1.6 veces mas neutrofilos de sangre de personas obesas que de personas de peso
normal (Figura 5). Este resultado, concuerda con la evidencia actual que sugiere que la
obesidad va acompafiada del incremento en el nimero de neutréfilos en circulacion
sanguinea (Herishanu et al., 2006; Xu et al., 2015) y que existe una correlacion positiva
entre el indice de masa corporal y el nimero de neutréfilos sanguineos (Dixon & O’Brien,
2006). Sin embargo, la causa del incremento de neutrofilos circulantes en personas obesas
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todavia se desconoce. Se ha sugerido que la cantidad de neutréfilos en circulacion descritos
en obesidad puede ser el resultado del incremento de la produccién de G-CSF en la médula
Gsea provocando asi aumento de la granulopoyesis (do Carmo et al., 2013). Ademas, se ha
encontrado que las personas obesas tienen altos niveles de leptina circulante (lzquierdo
et al., 2019). La leptina puede actuar como estimulador de la granulopoyesis (Claycombe
etal., 2008) y por lo tanto podria estar relacionada con el aumento de neutr6filos en

circulacion sanguinea en personas obesas.

Por otro lado, diferentes estudios demuestran que la cantidad de LDN aumenta en
diferentes condiciones patolégicas, especialmente en inflamacion cronica, céancer e
inmunosupresion (Rosales, 2018). Debido a que la obesidad se caracteriza por inflamacion
cronica de bajo grado era de esperarse que la cantidad de LDN en sangre de personas
obesas también aumente. Efectivamente, encontramos que los LDN de las personas obesas
constituyen aproximadamente el 10% de las células mononucleares (Figura 15), lo que
representa un porcentaje aproximadamente cinco veces mas grande que el porcentaje de
LDN encontrado en la sangre de personas de peso normal. Se han obtenido resultados
similares en estudios de neutréfilos y LDN en otras condiciones inflamatorias, como en
asma (Fu et al., 2014b), psoriasis (Janols et al., 2014) y lupus (Denny et al., 2010). Ahora
bien, debido a que actualmente se desconoce el origen de los LDN, no se puede asegurar
que el aumento de la cantidad de LDN sea independiente del incremento global de
neutrofilos. Bajo el supuesto de la hipotesis de los LDN con fenotipo de neutréfilo
activado/degranulado, se puede predecir que la cantidad de LDN en obesidad dependera del
namero de neutrofilos liberados de la meédula 0sea a circulacion. Por este motivo, seria
interesante evaluar si en obesidad la cantidad de neutrofilos en circulacion se relaciona a la
cantidad de LDN con fenotipo de neutrdfilo activado/degranulado (CD66b*CD11b").

vi)  Funcionalidad de los LDN

La capacidad funcional de los LDN, en individuos saludables, se ha reportado que tienen
una mayor capacidad fagocitica, producen mas ROS y son capaces de producir NET de
manera similar a los neutrofilos (Blanco et al., 2021). Ademas, algunos estudios sugieren
que los LDN identificados en ciertas patologias presentan un fenotipo proinflamatorio
(Denny etal, 2010; Grayson etal., 2015; Lin etal, 2011; Lood etal., 2016).
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Particularmente, los LDN de personas con lupus tienen una mayor capacidad para liberar
NET, a diferencia de los reportado en individuos saludables, y ademas liberan mas
citocinas proinflamatorias como IFN-y y TNF-a, que los neutrofilos de densidad “normal”
de personas sanas (Denny et al., 2010). Sin embargo, todavia no esta claro hasta qué punto
las propiedades proinflamatorias de los LDN en lupus son propias de estas células, porque
se ha demostrado que los neutréfilos de densidad “normal” de personas con lupus también
tienen un fenotipo proinflamatorio, es decir, producen mas IFN y mas NET que los
neutréfilos de personas sanas (Garcia-Romo et al., 2011; Van Avondt et al., 2013). Por lo
tanto, seria muy importante investigar si los LDN con caracteristicas proinflamatorias son
neutréfilos funcionalmente diferentes a los neutrofilos de densidad “normal” autdlogos.
Por otro lado, algunos estudios demuestran que los LDN poseen un fenotipo
inmunosupresor (Cloke et al., 2012; Darcy et al., 2014; Kostlin et al., 2014; Marini et al.,
2016). Se han reportado LDN inmunosupresores en cancer, infeccion por VIH y sepsis. La
actividad inmunosupresora de los LDN se basa en su capacidad de sobreproducir arginasa-1
y ROS. Se ha visto que de esta manera los LDN suprimen la respuesta de las células T, ya
sea inhibiendo su proliferacion o la produccion de IFN y. Por tanto, parece que las
funciones de los LDN varian entre las diferentes condiciones en donde se encuentran estas
células. Por ese motivo, es necesario realizar ensayos funcionales con los LDN de personas
obesas para poder dilucidar si los LDN poseen un papel proinflamatorio o inmunosupresor

en las personas obesas.
vii)  Consideraciones finales

Todavia no esté claro si la baja densidad de los LDN es una caracteristica que se determina
durante el proceso de maduracion o es la consecuencia de degranulacion de los neutrofilos
y cual es su posible contribucién a los procesos patolégicos. Tampoco existe un conceso
sobre el estado de maduracién de los LDN. La evidencia actual apunta a que la poblacion
de LDN esta compuesta de neutréfilos maduros e inmaduros. Sin embargo, existen
discrepancias en los reportes y parece que el estado de maduracion de los LDN depende de
la condicion subyacente en la que fueron identificados. Teniendo esto en cuenta, es
necesario desarrollar nuevos enfoques experimentales que permitan una separacion precisa

y una caracterizacion cuidadosa de los LDN para poder determinar su estado de
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maduracion. Las mayoria de estudios funcionales de los LDN publicados hasta el momento
se han realizado utilizando las células CD66b*™ aisladas de la capa de células
mononucleares, con una pureza declarada de mas de 95%. Por lo tanto, es probable que en
la poblacion de LDN existan eosinofilos, precursores de granulocitos y neutrofilos
inmaduros, asi como también algunos monocitos y linfocitos contaminantes. Es importante
tener esto en cuenta, ya que puede dar lugar a resultados falsos positivos, especialmente
cuando se evalla la capacidad funcional de los neutréfilos. La pureza de los LDN aislados
es necesaria para una correcta evaluacion sus caracteristicas fenotipicas y funcionales. De
esta forma, se podria confirmar que los LDN son en realidad una subpoblacion de

neutréfilos, que muestran fenotipo y funciones especificas.

Los resultados presentados y los estudios discutidos en el presente trabajo atestiguan el
interés por comprender mejor el fenomeno de la heterogeneidad de la poblacion de
neutrofilos y su relevancia fisiologica. Es necesaria una caracterizacion mas profunda de
los LDN para poder identificar como estas células interactian con otras células y cual es su
posible participacion en la respuesta inmunoldgica. Nuestros hallazgos, aungque claramente
preliminares, basados en tamafio de muestra pequefio, pueden tener cierta relevancia
conceptual que podria traducirse, si se confirma mediante ensayos a mayor escala, al
manejo clinico de personas con obesidad. Ademas, debido a que se observo que el nimero
de LDN aumenta en obesidad, asi como también se ha observado en otras condiciones,
resulta interesante examinar el potencial de los LDN como indicadores en la prognosis de la

obesidad.
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Conclusiones

e Se obtienen 1.6 veces méas neutrofilos de la sangre de personas obesas que de
personas de peso normal. Lo que sugiere que las personas obesas tienen mas

neutrofilos en circulacion sanguinea que las personas de peso normal.

e En personas no obesas los LDN constituyen 2% de células de la capa de células
mononucleares mientras que en personas obesas los LDN constituyen el 10%. Por
lo tanto, la obesidad podria estar relacionada con un incremento de LDN en sangre,

asi como lo reportado en otras condiciones inflamatorias cronicas.

e Los LDN tanto de personas obesas como de personas de peso normal expresan mas
CD16b que los neutrofilos de la misma persona. Lo que indica que los LDN
posiblemente tienen un fenotipo diferente que los neutréfilos independientemente

del IMC de las personas.

e Tanto los LDN como los neutréfilos de una persona obesa expresan mas CD66b que
los LDN y los neutrofilos de una persona de peso normal. El aumento de la
expresion de CD66b en la membrana de los neutrofilos de la persona obesa sugiere

que la obesidad podria provocar la activacion de los neutrofilos.
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Perspectivas

Aunque la expresion de CD16b parece ser suficiente para identificar a los neutréfilos
maduros, todavia es incierto si la poblacién de LDN en personas obesas es una poblacién
homogénea. Ademas, la activacion de los neutréfilos podria inducir la pérdida de la
expresion de CD16b en la membrana plasmatica. Entonces, es necesario realizar una
inmunofenotipificacién con el panel de anticuerpos completo (CD16b CD66b, CD11b,
CD14, CD15), ademas, se recomienda incluir como marcador de maduracion a la molécula
CD10. De esta forma, se podrén analizar diferencias en la expresion de las moléculas de
superficie e identificar adecuadamente a la poblacion de LDN sin excluir a aquellos que no
expresen CD16b como, los neutréfilos inmaduros y los neutréfilos activados.

Actualmente se desconoce el papel que desempefian los LDN en obesidad. Por lo tanto, se
requiere evaluar la capacidad funcional (fagocitosis, produccion de ROS, produccion de
NET, degranulacion, produccion/liberacion de citocinas) de los LDN de personas obesas
para poder investigar si los LDN poseen un papel proinflamatorio o inmunosupresor en las

personas obesas y el posible impacto clinico.

La cantidad de LDN comUnmente incrementa con la severidad de las enfermedades, por lo
resulta interesante investigar si esto también ocurre en obesidad. Por lo mismo, se pretende
cuantificar a los LDN de personas con obesidad grado I, obesidad grado Il y obesidad grado
I11, para establecer si existe una relacion positiva entre el grado de obesidad y la cantidad
de LDN en circulacion sanguinea. Ademas, se aspira a evaluar las caracteristicas
fenotipicas y funcionales de los LDN de las personas con diferentes grados de obesidad

para determinar si dichas caracteristicas estan relacionadas con el grado de obesidad.
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