Articulo Original

Facultad de Ciencias Quimicas.
Universidad Auténoma Benito
Judrez de Oaxaca.

?Hospital Regional de Alta Espe-
cialidad de Oaxaca.

B Correspondencia:

D. en C. Honorio Torres
Aguilar

Facultad de Ciencias Quimicas
Universidad Auténoma Benito
Juarez de Oaxaca

Av. Universidad S/N. Ex-
Hacienda 5 Sefiores, Oaxaca,
Méx. C.P. 68120

Correo-e:
gbhonorio@hotmail.com

108

Trampas extracelulares de neutroéfilos y células
dendriticas plasmacitoides como inductores del
lupus.

Torres-Aguilar H,* Garcia-Olivera 1,2 Bibiano-Baiios JI,* Sosa-Luis SA!

Resumen

Introduccion: El Lupus Eritematoso Sistémico (LES) es una enfermedad autoinmune caracterizada por la pre-
sencia de anticuerpos anti-ADN, los cuales forman complejos inmunes causando lesiones en multiples érganos.
Actualmente, el origen de la pérdida de tolerancia al ADN propio no estd bien dilucidado.

Material y Métodos: En un estudio pareado por edad y género, a partir de 20 individuos sanos y 20 pacientes
con LES, se purificaron neutréfilos por gradiente de percoll y células dendriticas plasmacitoides (pDC) por sepa-
racién celular magnética. Se evalud la produccién de Trampas Extracelulares de Neutréfilos (NET’s) después de
co-cultivarlos con pseudohifas de Candida albicans, mediante microscopia de fluorescencia e imagenologia y
por cuantificacién espectrofotométrica. Simultdneamente, se analizé el estado de activacion de las pDC por su
expresién de CD40 mediante citometria de flujo.

Resultados: Los pacientes con LES mostraron leucopenia con linfopenia absoluta, sin anemia ni disminucién
en el nimero absoluto de neutréfilos, pero con mayor susceptibilidad de estos a liberar ADN (emisién de NET's),
este efecto correlacion6 con el estado de activacion de sus pDC.

Conclusiones: El ADN liberado en exceso por los neutréfilos de los pacientes con LES podria ser capturado por
receptores de sus pDC (TLR-7 y 9), romper la tolerancia al ADN propio, estimulando linfocitos B para producir
anticuerpos anti-ADN. La implementacién de estrategias que eviten la activacion de los neutréfilos (profilaxis
con inhibidores de NET’s) y pDC (anti-BDCA-2) en individuos genéticamente susceptibles, podria evitar el de-
sarrollo o exacerbacién del LES.

Palabras Clave: Lupus Eritematoso Sistémico, Neutréfilos, Células Dendriticas Plasmacitoides, Autoinmunidad.

Extracellular neutrophil traps and plasmacytoid dendritic cells as lupus indu-
cers.

Abstract

Introduction: Systemic Lupus Erythematosus (SLE) is an autoimmune disease characterized by the presence of
anti-DNA antibodies presence producing immune complexes and causing lesions in multiple organs. Currently,
the origin of the loss of tolerance to one’s own DNA is not well understood.

Material and Methods: In an age and gender matched study of 20 healthy individuals and 20 SLE patients,
neutrophils was purified by percoll gradient and plasmacytoid dendritic cells (pDC) by magnetic cell separa-
tion. The production of Neutrophils Extracellular Traps (NET’s) was evaluated after co-cultivating with pseudo-
hyphae of Candida albicans by mean of fluorescence microscopy and image analysis, and by spectrophotome-
tric quantification. Simultaneously, pDC activation state was analyzed by CD40 expression by flow cytometry.
Results: SLE patients presented leukopenia with absolute lymphopenia, absence of anemia or decreased ab-
solute number of neutrophils, but with higher susceptibility to DNA releasing (NET’s emission), and this effect
correlated with their pDC activation state.

Conclusions: the excessive DNA releasing from neutrophils in SLE patients might be captured by pDC recep-
tors (TLR-7 and 9), breaking tolerance to own DNA, stimulating auto reactive B lymphocytes to produce anti-
DNA antibodies. The implementation of strategies preventing neutrophils activation (prophylaxis with NET’s
inhibitors) and pDC (anti-BDCA-2) in genetically susceptible individuals, could prevent the development or
exacerbation of SLE.

Key words: Lupus Erythematosus Systemic, Neutrophils, Dendritic Cells, Autoimmunity.
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Introduccion

Una de las principales células efectoras de la in-
munidad innata contra bacterias extracelulares
y hongos son los neutrdéfilos. Sus mecanismos
efectores radican en la fagocitosis y destruccion
de los microorganismos mediante el uso de enzi-
mas liticas y especies reactivas del oxigeno. Pero
si el cuerpo es invadido por un gran nimero de
microorganismos, o tan grandes que los neutro-
filos no puedan fagocitar, entonces expulsan su
ADN con enzimas liticas para capturar y degra-
darlos externamente. A este proceso se le deno-
mina muerte por NETosis debido a la emision de
Trampas Extracelulares de Neutrdfilos o NET's
(del inglés, Neutrophyls Extracellular Traps). Una
activacion excesiva o inadecuada de los neutréfi-
los por este mecanismo puede provocar dafios en
los tejidos y conducir a una reaccion inflamatoria
crénica.l??

El Lupus Eritematoso Sistémico (LES) es una en-
fermedad autoinmune que se caracteriza por una
produccion de anticuerpos dirigidos contra ADN,
induciendo la formacién de complejos anticuer-
po-ADN que precipitan y dafian el endotelio vas-
cular de mudltiples tejidos.*>® Se ha especulado
que la liberaciéon de ADN puede deberse a infec-
ciones fuertes o crénicas con destruccidon masiva
de células propias, con un probable incremento
de liberacion de NET's por parte de los neutroéfi-
los, lo que ocasionaria que las concentraciones
de ADN sobrepasen el umbral de concentracién
y rompan con los mecanismos de degradacion
y mantenimiento de la tolerancia inmunolégi-
ca hacia el material genético propio (DNAsas,
RNAsas, metilaciones) y esto conlleve a la for-
macion de inmunocomplejos (IC) los cuales
al ser capturados por las Células Dendriticas
Plasmacitoides (pDC’s) mediante sus recepto-
res TLR-7 y TLR-9, las activaria favoreciendo la
secrecion de IFN-a.”#

En este proyecto, evaluamos el estado de ac-
tivacion de las pDCy la susceptibilidad de los
neutréfilos de pacientes con LES para emitir
trampas extracelulares, en un estudio parea-
do en edad y género con individuos sanos.
Con la finalidad de vislumbrar la participa-
cién de estas células en la fisiopatologia de
esta enfermedad.

El Lupus Eritematoso Sistémico (LES) es una en-
fermedad autoinmune que puede llegar a ser in-
capacitante debido a que afecta la sobrevida y la
calidad de vida de quien lo padece al comprome-
ter distintos organos. Se estima que en México,
lo padecen 1.5 millones de personas, principal-
mente mujeres en edad fértil, pero su frecuencia
podria estar subestimada debido a que el tiem-
po para llegar a un diagndstico es de dos a cinco
afios.’ En ese lapso, la aplicacién de tratamientos
erréneos puede agravar la enfermedad, pero el
uso de profilaxis correcta y oportuna podria evi-
tar complicaciones o su desarrollo en pacientes
genéticamente susceptibles.

Con la intensidn de diagnosticar oportunamente
y prevenir el desarrollo de efectos incapacitan-
tes, la comunidad cientifica ha tratado de desci-
frar factores genéticos que pueden predisponer
a esta enfermedad, describiendo haplotipos de
susceptibilidad en diferentes genes. Sin embargo,
su presencia explica menos del 10% de los casos.
Estas evidencias, sugieren la existencia de factores
externos o ambientales tales como infecciones vira-
les, factores dietéticos y tdxicos, que pueden activar
factores intrinsecos de las personas con predisposi-
cidn genética para desencadenar el desarrollo de
esta enfermedad. Por lo tanto, el descubrimiento
de marcadores biolégicos que revelen el momen-
to preciso cuando se pierde el balance entre la
tolerancia a lo propio y el inicio del dafio en el
organismo podria abarcar un espectro mas am-
plio de detecciéon oportuna para la prevencion,
monitoreo y tratamiento del LES. El objetivo del
estudio fue evaluar la susceptibilidad de los neu-
tréfilos de los pacientes con LES para producir
trampas extracelulares en correlacién con el es-
tado de activacion de las pDC, en comparacion a
individuos sanos.

Materiales y métodos

Se realizé un estudio descriptivo, el tamafio de la
poblacidn se establecié con un muestreo aleato-
rio por conveniencia con base a los criterios de
seleccion, pareado por edad y género entre 20
pacientes con LES y 20 individuos sanos.

Muestra: 20 mL de sangre total periférica con
anticoagulante (EDTA), obtenida bajo consenti-
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miento informado. Se les realizd una biometria
hematica completa utilizando un Citdmetro auto-
matizado Advia 60.

La investigacion se realizd en pacientes diagnos-
ticados con LES con positividad para anticuerpos
anti-ADN, proporcionados por el departamento
de reumatologia del Hospital Regional de Alta Es-
pecialidad de Oaxaca (HRAEQ). Bajo autorizacion
previa del Comité de Bioética e Investigacion del
Hospital.

Purificacidon de neutrofilos y Células dendriticas
plasmacitoides.

Los neutrdfilos se purificaron a partir de la sangre
total por gradiente de ficoll (Lymphoprep, densi-
dad 1.077 g/mlL) y percoll (Biotechnology, densidad
1.082 d/mL). Los eritrocitos contaminantes se eli-
minaron por choque osmatico con solucion salina
al 0.2% en bafio de hielo. A partir de las células
mononucleares, se marcaron con un kit de se-
leccidon negativa de anticuerpos conjugados con
microesferas magnéticas (Plasmacytoid Dendritic
Cell Cocktail Il, Miltenyi Biotec) y se hizo uso del
sistema Magnetic Cell Sorting. Las células vivas
obtenidas fueron cuantificadas con azul de tripa-
no. Para analizar su morfologia fueron visualiza-
das con tincion de Wright y andlisis fenotipico.

Anadlisis fenotipico de las pDC.

Para la identificaciéon de pDC, se utilizé un an-
ticuerpo monoclonal anti BDCA-2 conjugado
con Fluoresceina (FITC), (Miltenyi Biotec). Para
evaluar su estado de activacién se analizd la ex-
presion de CD40 con un anticuerpo monoclonal
conjugado con Ficoeritrina (PE) (Miltenyi Biotec).
Y se analizaron por citometria de flujo (Cytoflex-
BeckmanFlow) y el software Flowjo.

Induccién, cuantificacion y andlisis de trampas
extracelulares de los neutrdfilos.

Se utilizaron 6 pocillos de una placa para cultivo
de 24 pocillos, tres pocillos se utilizaron para la
cuantificacién de ADN por espectroscopia dptica
y tres pozos con cubreobjetos estériles al fondo
para analisis por fluorescencia. En el pozo 1 se
colocaron 6x103 neutrdfilos; en el pozo 2 se colo-
caron 2x103 pseudohifas y en el pozo 3 se coloca-
ron 6x103 neutrdéfilos con 2x103 pseudohifas. Las
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células fueron colocadas en un volumen total de
500 uL de medio RPMI sin antimicdticos para el
analisis por fluorescencia y en 500 uL de PBS para
la cuantificacion de ADN y fueron incubadas por
3 horas a 37°C / 5% CO2. El anélisis de ADN libe-
rado fue cuantificado por espectroscopia dptica a
260 nm en cubetas de cuarzo con blanco de PBS
y la cuantificacion se realizé midiendo la absor-
bancia del pocillo 3, menos las absorbancias del
pozo 1y 2. La observacién de las trampas extrace-
lulares se realizd tifiendo con bromuro de etidio y
observando al microscopio de fluorescencia (Car/
Zeiss). El analisis por imagenologia se realizé con
el software MATLAB®.

Para el analisis estadistico de los resultados se
utilizd la prueba de t de Student y coeficiente de
correlacion de Pearson, los cuales son utilizados
para el analisis de dos poblaciones independien-
tes y pareadas con iguales varianzas.

Resultados

Los resultados presentados a continuacion for-
man parte de un proyecto integral en donde se
analizaron multiples caracteristicas fenotipicas y
funcionales tanto de los neutréfilos como pDC de
pacientes con LES en comparacién a las mismas
células de individuos sanos (ej. Descripcion de
marcadores asociados a la funciéon inmunogénica
y tolerogénica de las pDC, secrecion de IFN-a, ca-
pacidad estimuladora, especies reactivas del oxi-
geno, etc). Se muestran los mas representativos y
sobresalientes.

El muestreo de los pacientes con LES fue repre-
sentativo en comparacion a lo reportado para esta
enfermedad. El andlisis de los datos de la historia
clinica y de los resultados obtenidos de la biome-
tria hematica realizada en el momento del mues-
treo, mostraron que el tipo de LES mas frecuen-
tes fue el cutaneo y articular, con hipotiroidismo
y sindrome antifosfolipidos como enfermedades
autoinmune asociadas (Tabla 1). Presentandose
mas frecuentemente en los rangos de edad de 31
a 50 afios. Tomando en cuenta que el promedio
de afios con el diagndstico fue de 7 afos, afecta
mas a mujeres en edad reproductiva. Se mues-
trearon 19 mujeres y un varon. Estos datos indi-
can que el muestro de los pacientes coincidié con
las frecuencias reportadas en la literatura.®
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Tabla 1. Datos generales de los pacientes con SLE. Se muestran edades, género,
afios con el diagndstico, principales afecciones y tratamiento recibido. DM2: Diabe-
tes mellitus tipo 2, IVP: Insuficiencia Venosa Periférica, HAS: Hipertension arterial
sistémica, SAF: Sindrome Antifosfolipidos: y PI: Post incisional.

sistemas, HAS

Diverticular Complicada
19 Femenino | 35 4 LES Cutaneo, Articular,
20 Femenino | 45 1

Glaucoma, HAS, Hernia PI

Px | Género | Edad |Dx(afos) Afeccion Tratamiento

1 Femenino | 53 9 LES Prednisona

2 Femenino | 56 4 LES Articular, cutaneo, DM2, IVP, esteatosis Hepéatica Prednisona, Metrotexate

3 Femenino | 18 6 LES Articular Prednisona, Metrotexate, Pantoprazol

4 Femenino | 42 11 LES Cutaneo, Neuropatia periférica, HAS, hepatotoxicidad | Prednisona, Azulfidina, Cloroguina, Leflunomida
5 Femenino | 75 6 LES Cutaneo, Vasculitis, HAS Prednisona, Azatiprina, Acido Alendrénico

6 Femenino | 50 4 LES Cutaneo, Hematoldgico, Articular, Gonartrosis Aziatropina, Cloroquina, Telmisartan

7 Masculino | 36 10 LES Neuroldgico, Secuelas Miglitis Transversa Azatioprina, Valproato de Magnesio

8 Femenino | 50 6 LES Cutaneo, Articular, Compromiso érganos y Metrotexate, Azulfidina, Plaquenil, Meloxican

9 Femenino | 32 6 LES Cutaneo, Articular, Sindrome de Sjogren asociado Cloroquina, Metotrexate, Prednisona

10 Femenino | 43 14 LES Articular, HAS, Obesidad Il, Fibromialgia Sertralibna, Indometacina

1 Femenino | 52 9 LES Hematolégico, Miopatia Lupica Azatiprina, Pregabalina

12 Femenino | 39 9 LES Articular Cloroguina, Metotrexate, Indometacina

13 Femenino | 26 1 LES Articular Metotrexate, Cloroquina

14 Femenino | 42 7 LES, Sinovitis, Hipotiroidismo, Distimia Metrotexate, Azulfidina, Piroxicam

15 Femenino | 38 7 LES Cutaneo, Articular, Hipotiroidismo Anemia hemolitica | Prednisona, Cloroquina, Azatioprina

16 Femenino | 34 4 LES Cutaneo, Articular, Inducida por drogas, Distimia Prednisona, Cloroquina, Metrotexate

17 Femenino | 41 8 LES Cutaneo, Articular, Prednisona, metrotexate, Azulfidina, Leflunomida,
Cloroguina

18 Femenino | 57 28 LES Cutaneo, Articular, Osteoporosis, Enfermedad Pregabalina, Acido Alendrénico, Cloroguina

LES Cutaneo, Articular, SAF, Sindrome Cushing,

Azulfidina, Metrotexate
Prednisona, Azatiorpina, Losartan, Nifedipino.

El andlisis de los datos de la biometria hematica,
pareado en edad y género de los pacientes con
LES y los individuos sanos, mostré que aunque se
aprecia una tendencia de los pacientes con LES
de tener valores de hemoglobina por debajo del
limite inferior, no hubo diferencia estadisticamen-
te significativa. En cuanto a los nimeros de los
leucocitos totales los pacientes con LES si mostra-
ron leucopenia estadisticamente significativa, con
linfopenia absoluta, pero sin neutropenia signifi-
cativa (Figura 1).

Las pDC de los pacientes con LES se encuentran
mas activadas a pesar del tratamiento con inmu-
nosupresores. El analisis morfoldgico de las pDC
purificadas por seleccidén negativa de la separa-
ciéon celular magnética mostré células redondea-
das sin dendritas en circulacion, con nucleo abun-
dante y citoplasma basofilico, con caracteristicas
similares a las reportadas en la literatura. (Figura
2)_10

El analisis fenotipico de estas células por citome-
tria de flujo, utilizando como marcador exclusivo

de pDC a BDCA-2,"! reveld que tanto los indivi-
duos sanos y los pacientes con LES, se pueden
dividir en dos grupos. Personas con porcentajes
de pDC en células mononucleares de sangre peri-
férica menores al 10% y personas con porcentajes
por arriba del 20% (Figura 3). La bibliografia ac-
tual que describe los valores de referencia de los
porcentajes de pDC en humanos, los ha estableci-
do con base al nimero de células mononucleares
purificadas de sangre periférica (de alrededor del
0.2 - 0.8 %). 12 Sin embargo, dada su baja frecuen-
cia estimada con respecto a leucocitos totales
(<0.01%) no se han reportado estos valores. Debi-
do a que en este estudio se cuantificaron leucoci-
tos totales, los valores absolutos de pDC’s que se
obtuvieron fueron de 0.0108 +0.0063 para los pa-
cientes con LES y de 0.0179 +0.015, para los indi-
viduos sanos, sin existir diferencias significativas
(p=0.092). Sin, embargo, independiente del por-
centaje de pDC en sangre periférica de ambas po-
blaciones definidas por la expresion de BDCA-2, a
pesar de estar en tratamiento con medicamentos
inmunosupresores, las pDC de los pacientes con
LES mostraron una mayor expresion estadistica-
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Figura 1. Distribucion pareada en edad y género de los valores de A) Hemoglo-
bina, B) Leucocitos totales, C) Valor absoluto de linfocitos y C) Neutroéfilos de los
pacientes con LES y sanos. Las lineas punteadas establecen los valores de referen-
cia. * indica un valor de p < 0.05, estadisticamente significativo.

A) Hemoglobina (g/dl) B} Leucocitos ( 10°/L)
i A \ ok TN e
1 .‘/_J J‘N/ \;-" =13 s
NAESTENLASY
®
——SE ——SANOS —SE ——SiND * p = 0.006
C) Valor Absoluto de Linfocilos (1024 D) Valor Absolutos Neutrofilos (10°4)

—SE —— SANCS * p=0.0008 L~ SANCS

Figura 2. A) imagen de referencia (Tai Fei, 2010.B) pDC s obtenidas por separa-
cion celular magnética, seleccion positiva. Tincion de Wright, Microscopia optica
(100x).
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Figura 3. El porcentaje de expresion de BDCA-2 divide a la poblacién general en
dos grupos. Se muestran resultados representativos, A) Se representa el bajo por-
centaje de células BDCA-2 + en los pacientes con SLE. B) Alto porcentaje de células
BDCA-2+ en pacientes con SLE. C) Bajo porcentaje de BDCA-2 en las células de

los individuos sanos. D) poblacion bien definida por un alto porcentaje de células
BDCA-2+ en los individuos sanos.

A) BAJO B) ALTO
- 3.4% - 22.0%
0
w
J -
qQ D) .

6.4% 44.3%

SANOS
g
.|

W

BDCA-2/FITC

Figua 4. IMF de la expresion de CD40 en células BDCA-2+. Analisis pareado en edad
y género de los pacientes con LES e individuos sanos. * indica un valor de p < 0.05,
estadisticamente significativo.

IMF CD40 EN CELULAS BDCA-2+

——SLE —=-S5ANOS *p=0.007
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Figura 5. Pureza, viabilidad y tincion de las células purificadas. A) Neutrofilos,
tincion de Wright 100X, B) Neutrdfilos, viabilidad con azul de tripano 40X, C) Tin-
cion de neutrofilos con bromuro de etidio, microscopia de fluorescencia. D) tincion
con azul de tripano de pseudohifas de C. albicans 40X. E) Tincion de las pseudohi-
fas con bromuro de etidio, microscopia de fluorescencia.

Figura 6. Analisis cuantitativo de imagenes mediante el software MATLAB®. Extrac-
cion de los tres colores principales: A) Rojo, B) Verde y C) Azul. Las trampas extra-
celulares estaban formadas por canales rojos y verdes, y el canal azul estaba pre-
sente solo en el nlcleo. D) Las areas con ADN expulsado se delimitaron eliminando
el fondo que contenia pixeles rojos residuales, se eliminaron el canal azul y el nlcleo
para evitar interferencias. E) Conversion en una escala de blanco y negro donde solo
se seleccionaron las intensidades que contienen ADN para la cuantificacion de los
pixeles. F) Fusion de la imagen blanca y original que muestra que los pixeles blancos
de E) representan el ADN expulsado y evitan la interferencia de fondo.
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Figura 7. Cuantificacion de la densidad de pixeles por MATLAB®. Densidad de pixe-
les en las imagenes obtenidas de los cocultivos de neutrofilos y pseudohifas. Valor de
p < 0.05, estadisticamente significativo.

Anadlisis de imagenes P=18E-5

Densidad de pixeles

140000
120000
100000
80000
60000
40000
20000
[1]

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20

-#-LES -®SANOS

Figura 8. Emision de ADN por los neutroéfilos. Absorbancias a 260 nm del medio de
los cocultivos de neutrofilos y pseudohifas, después de restarles las absorbancias de
los neutrofilos y pseudohifas por separado. * indica un valor de p < 0.05, estadistica-
mente significativo.

Liberacion de ADN por Espectroscopia éptica  p: 0.009089

2.00
1.80
1.60
1.40
1.20 |
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-BLES -®SANOS
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activacion de las pDC.

ADN liberado por ADN cuantificado
Espectroscopia dptica por imagenologia

~N 7

Susceptibilidad a la
produccién de NET's

Figura 9. Coeficiente de correlacion de Pearson. Analisis de correlacion entre los
valores numeéricos de las variables que describen la susceptibilidad de los neutro-
filos para la emision de NET “s con los valores numéricos que definen el estado de

Expresion de Secrecion de Induccion de
CD4ao IFN-g proliferacién

NV S

|Activaci6n de pDC |

..\

Individuos sanos

Coeficiente de
correlacion de
Pearson

Pacientes con LES

0.168

0.653

mente significativa de CD40 (Intensidad Media de
Fluorescencia), como marcador de activacion, en
comparacion a los individuos sanos (Figua 4).

Los neutrdfilos de los pacientes con LES son mas
susceptibles a liberar trampas extracelulares. La
purificacion de neutrdfilos por gradiente de ficoll
y percoll, el analisis de viabilidad con tincién de
azul de tripano, la obtencién de pseudohifas de C.
albicans y la tincién con bromuro de etidio, mos-
tré poblaciones celulares puras, adecuadas para
la evaluacion de trampas extracelulares (Figura
5).

Debido a que los pixeles son unidades que repre-
sentan un punto minimo en cada imagen com-
puesta de tres canales de color principales (rojo,
verde y azul), se extrajeron los tres canales princi-
pales de color (Figura 6. A, By C, respectivamen-
te), notando que las trampas extracelulares esta-
ban formadas principalmente por canales rojos y
verdes, y el canal azul estaba presente solo en el
nucleo. La extraccion de canales convierte colores
en una escala de intensidades de grises, que van
de una a 255 unidades. Las intensidades son di-
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rectamente proporcionales a la cantidad del canal
primario contenido. Las dreas con ADN expulsado
se delimitaron eliminando el fondo que contenia
pixeles rojos residuales. El canal azul y el nucleo
se eliminaron para evitar la interferencia del ADN
nuclear durante la cuantificacién (Figura 6D). En
estas imagenes, persistia el fondo gris que ro-
deaba el ADN expulsado; por lo tanto, impedia la
cuantificacion de pixeles para medir las trampas
extracelulares. Por lo tanto, las imagenes se con-
virtieron en una escala en blanco y negro donde
solo se seleccionaron las intensidades que conte-
nian ADN y se cuantificd el nimero de pixeles en
el color blanco (Figura 6E). La sobre posicién de
las imagenes blanca y la original muestra que los
pixeles blancos representan solo el ADN expulsa-
do en la imagen original y evitan la interferencia
de fondo (Figura 6F). La cuantificacién de pixeles
en imagenes como la figura 6E, permite una cuan-
tificaciéon de ADN liberada especifica sin interfe-
rencia de otras moléculas.

El analisis cuantitativo de imagenes de la emision
de trampas extracelulares mostré una mayor pro-
duccidn por parte de los neutrdfilos de los pacien-
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tes con LES, observada por una mayor densidad
de pixeles y un mayor nimero de neutrdfilos ex-
pulsando el ADN (Figura 7).

El andlisis cuantitativo por espectrofotometria
del ADN liberado al medio en los cocultivos de
neutrdfilos con pseudohifas y restando las absor-
bancias del medio con neutrdfilos o pseudohifas
solas, mostro diferencias estadisticamente signifi-
cativas en la liberacidon de ADN de los neutrdfilos
de los pacientes con LES en comparacion a los in-
dividuos sanos (Figura 8).

El estado de activacion de las pDC de los pacien-
tes con LES muestra una mayor correlacién con
la susceptibilidad de los neutréfilos para emitir
NET’s. Para el calculo de coeficiente de correla-
cion de Pearson, se tomaron los valores numéri-
cos de cada una de las variables que evaluaron
la susceptibilidad de los neutréfilos para emitir
NET’s y se compararon con el valor numérico de
las variables que analizaron el estado de activa-
cién de las pDC (Figura 9). Debido a que un valor
de coeficiente de Pearson mas cercano a 1.0 indi-
ca una mayor correlacién entre las variables, este
resultado nos indica que en los pacientes con
LES el estado de activacién de sus pDC muestra
una mayor correlacién con la capacidad de sus
neutroéfilos para emitir NET's, en comparacion a
los individuos sanos (0.653 vs 0.168 respectiva-
mente).

Discusion

La metodologia de este proyecto comprendié un
andlisis integral de multiples caracteristicas fe-
notipicas y funcionales tanto de caracteristicas
hematoldgicas y funcionales de los neutrofilos y
pDC de pacientes con LES en comparacion a las
mismas células de individuos sanos. El analisis
de las historias clinicas de los pacientes permitio
establecer que el muestreo fue adecuado coinci-
diendo con las caracteristicas que reporta la bi-
bliografia para los pacientes que presentan esta
enfermedad (Proporcion en género, 1:9 entre
hombres y mujeres, mujeres en edad reproduc-
tiva y frecuencia de las enfermedades asocia-
das).*%°

El andlisis de los pardmetros hematoldgicos, mos-
tré, de forma similar a lo reportado por otros

autores, leucopenia y linfopenia absoluta en los
pacientes con LES.% Sin embargo, en nuestra po-
blacidn analizada, aunque existié una tendencia
en los pacientes con LES a presentar anemia y
neutropenia, estos datos no fueron estadistica-
mente significativos, difiriendo a lo reportado
en estudios poblacionales. Estas diferencias po-
drian deberse a que para este estudio se eligieron
pacientes controlados bajo tratamiento, o bien
debido al tamafio de la muestra analizada, la in-
corporacién del analisis de mas pacientes y en di-
ferentes estados de evolucién de la enfermedad,
podria coincidir en el futuro con lo reportado por
otros autores.

El anadlisis morfoldgico, fenotipico y de viabilidad
de las poblaciones celulares purificadas (neutroéfi-
los, pDC y pseudohifas de C. albicans), tanto por
tinciones como por citometria de flujo, permitié
establecer que el andlisis funcional de estas célu-
las fue adecuado. Durante el andlisis de los datos
de expresion de BDCA-2 como marcador exclu-
sivo de pDC,11,12 se reporta por primera vez, la
separacién de individuos tanto sanos como con
SLE en dos poblaciones con base a los porcenta-
jes de pDC en sangre periférica. Porcentajes altos
(>20%) y porcentajes bajos (<10%). En estudios
no presentados en este informe por falta de es-
pacio, se han encontrado diferencias fenotipicas
y funcionales en estas poblaciones (datos no pu-
blicados).

Gracias a la definicién de las pDC’s con base a su
expresion de BDCA-2 y el calculo de sus valores
absolutos en sangre periférica con respecto a los
leucocitos totales y a que no se encontraron di-
ferencias significativas en sus porcentajes entre
individuos sanos y pacientes con LES, se obtu-
vieron valores de 0.0108 (+0.0063) y de 0.0179
(+£0.015), respectivamente. El porcentaje co-
rrespondiente de pDC’s en sangre periférica
con respecto al valor de leucocitos no esta bien
establecido.? Este trabajo establece las bases
para contar con esta informacidn, sin embargo
debido a que no se cuenta con valores de refe-
rencia para comparar, se requiere de un estudio
poblacional amplio para poder establecerlo.

El andlisis de la expresion de CD40 como marca-
dor de activacion en pDC, reveld que estas células
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se encuentras mas activadas en los pacientes con
LES a pesar de su tratamiento con medicamentos
inmunosupresores. Esto podria ser debido a que
estos medicamentos generalmente estan dirigi-
dos a la inhibicién de la activacion de los linfoci-
tos,* pero no tienen efecto sobre pDC. Un esta-
do de activacién continuo de las pDC presentando
antigenos propios a linfocitos T, podria disminuir
el umbral de activacion sobre estas células y per-
mitir una exacerbacién de la enfermedad. Por lo
anterior, la implementacion de estrategias que in-
hiban a estas células podria mejorar la eficacia de
los tratamientos de los pacientes con LES.

Los resultados obtenidos indican que los neutro-
filos de los pacientes con SLE son mas propensos
aformar NET s y con ello una mayor liberacion de
DNA en comparacion a los individuos sanos. En
los pacientes con SLE, al tener una mayor concen-
tracion de ADN liberado y ser captado por pDC
mas activadas, podrian estar contribuyendo a
una mayor presentacion de antigenos derivados
del ADN propio, y la consecuente produccion de
anticuerpos anti-ADN.

Lo anterior, revela que los tratamientos inmuno-
supresores utilizados en los pacientes con LES,
estan enfocados exclusivamente a suprimir la res-
puesta inmune adaptativa inhibiendo la prolifera-
cion de los linfocitos T, impidiendo la destruccion
celular mediada por estas células y deteniendo la
produccién de auto-anticuerpos. Sin embargo, los
estimulos iniciales que rompieron con esta pérdi-
da de tolerancia hacia antigenos propios (mayor
liberacion de ADN por los neutréfilos y pDC mas
activadas) aun siguen presentes. Por lo anterior,
las contribuciones a la salud y las propuestas deri-
vadas de este trabajo son: a) El control del estado
de activacion de las pDC podria ayudar a dismi-
nuir el estado de autoinmunidad en los pacientes
con LES (los glucocorticoides inhibe la secrecion
de IFN-a en monocitos y macrofagos pero no en
pDC, sin embargo, los antimalaricos son mas efec-
tivos inhibiendo la produccion de IFN-a en pDC).
b) En individuos con susceptibilidad genética para
desarrollar LES, se propone monitorear el estado
de activacion de las pDC mediante la cuantifica-
cion de la concentracion de interferén tipo 1y
evitar la produccion de NET's con el uso de Inhibi-
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dores de la NADPH oxidasa tales como Glutation,
Apocinina, YodonioDifenil, (ya existentes en el
mercado) y alguno en investigacion (GKT137831,
ML171, VAS2870) y evitar la activacién de las pDC
con el uso de anti-BDCA-2. Estas propuestas po-
dria contribuir a impedir el desarrollo de LES en
individuos con predisposicién genética o evitar la
exacerbacion de la enfermedad en personas que
ya la padecen.

Conclusiones

e Los pacientes con LES mostraron leucopeniay
linfopenia absoluta, pero sin anemia, ni dife-
rencias en el valor absoluto de neutroéfilos.

e Se lograron establecer las bases para estable-
cer el valor de referencia de pDC en sangre
periférica.

e Se estandarizaron las condiciones para el
analisis por fluorescencia de trampas extra-
celulares con el colorante bromuro de etidio,
obteniendo imagenes de mayor calidad que
las reportadas en la bibliografia.

e Los neutrdfilos de los pacientes con SLE mos-
traron mayor susceptibilidad para inducir
trampas extracelulares y liberar mayor con-
centracion de ADN.

e Las pDC’s de los pacientes con LES presenta-
ron un mayor estado de activacién en compa-
racioén a los individuos sanos, analizada por la
expresion de CD40.

e El estado de activacion de los pacientes con
LES mostrd una mayor correlacion estadistica
con la susceptibilidad de sus neutrdfilos para
producir NET's en comparacion a los indivi-
duos sanos.

e Este trabajo reveld que los tratamientos in-
munosupresores que reciben los pacientes
con LES, inhibe efectivamente la proliferacion
de los linfocitos, pero no tiene efecto sobre la
respuesta inmune innata (neutrdfilos y pDC).
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