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Resumen

Introduccioén: Desde 2010 se reportan casos de una nueva vasculopatia inducida
por el consumo de cocaina contaminada con levamisol (VICOL), caracterizada por
purpura retiforme, necrosis de pabellones auriculares, compromiso multisistémico y
positividad para multiples autoanticuerpos. Se conocia la capacidad del levamisol
de inducir reacciéon inmunoldgica con lesiones cutaneas y se habian descrito
eventos con Cocaina; por la similitud que tiene la VICOL con la vasculitis asociada
a anticuerpo anticitoplasma del neutréfilo se postula que pudieran compartir
fisiopatologias entre ellas, asi como la participacién de neutréfilos y su muerte por
NETosis.

Metodologia: Neutrofilos de controles sanos fueron aislados por gradiente de
densidad Ficoll-Dextran 3%, la viabilidad celular y pureza fueron evaluadas
utilizando PI, DiOCs, y CD45-PCy7, CD33-PE respectivamente. La induccién de
muerte celular fue evaluada mediante el tratamiento con Cocaina, Levamisol,
Cocaina-Levamisol, mezcla de suero de individuos control y mezcla de suero de
pacientes VICOL. La cuantificacion de NETosis se realizé mediante un método
recientemente descrito, citometria de flujo, utilizando Sytox green, Hoechst-33342.
anti- elastasa del neutrdéfilo (EN) y anti- mieloperoxidasa (MPO). La confirmacion de
este tipo de muerte se hizo al evaluar la morfologia por microscopia de
fluorescencia. La medicion de especies reactivas de oxigeno (ROS) se realizo
mediante citometria de flujo utilizando dihidrorodamina 123 (DHR-123) y para
evaluar la participacién de calcio o los receptores muscarinicos se utilizaron como

inhibidores BAPTA y Butiloromuro de hioscina (BBH), respectivamente.

Resultados: La induccion de muerte celular fue observada en neutrofilos
estimulados con Cocaina y Levamisol de forma individual, ademéas de un efecto
sinérgico en la induccién de NETosis al utilizar estos dos compuestos combinados.
Aunque no se detect6 la presencia de EN, la deteccion de acido desoxirribonucleico
(ADN) extracelular, el patron morfologico evidenciado en el registro fotografico por

microscopia de fluorescencia y la presencia de MPO son sugestivas de NETosis.



Resultados preliminares con los inhibidores sugieren la participacion de las vias

dependientes de calcio y de receptores muscarinicos.

Conclusion: Estos resultados validan la citometria de flujo como una técnica util
para la evaluacion de NETosis, ademas muestran la capacidad de la Cocaina y el
Levamisol de inducir NETosis. También, nos sugieren que la via de calcio y la
participacion de los receptores muscarinicos como posibles mecanismos de

induccion de este tipo de muerte generada por Cocaina- Levamisol



Abstract

Introduction: Since 2010, there have been reported cases of a new vasculopathy
induced by the consumption of cocaine contaminated with levamisole (VICOL),
characterized by retiform purpura, bilateral earlobe necrosis, multisystem
involvement, and positivity for multiple autoantibodies. The ability of levamisole to
induce an immunological reaction with skin lesions was known and there had been
described events with cocaine. Due to the similarity of VICOL with vasculitis
associated with anti-neutrophil cytoplasmic antibody, it is postulated that they could
share pathophysiologies, as well as the participation of neutrophils and their death
by NETosis.

Methodology: Neutrophils from healthy controls were isolated by 3% Ficoll-Dextran
density gradient, cell viability and purity were assessed using PI, DiIOC6, and CD45-
PCy7, CD33-PE respectively. Cell death induction was assessed by treatment with
Cocaine, Levamisole, Cocaine-Levamisole, serum mixture from control individuals
and serum mixture from VICOL patients. Quantification of NETosis was performed
by a recently described method that employs flow cytometry, using Sytox green,
Hoechst-33342, anti-neutrophil elastase (NE) and anti-myeloperoxidase (MPO).
Confirmation of this type of death was made by assessing morphology with
fluorescence microscopy. Measurement of ROS was performed by flow cytometry
using DHR-123, and to evaluate the involvement of calcium or muscarinic receptors,

BAPTA and hyoscine butylbromide were used as inhibitors, respectively.

Results: Induction of cell death was observed in neutrophils stimulated with Cocaine
and Levamisole individually, in addition to a synergistic effect in the induction of
NETosis when using these two compounds in combination. Although the presence
of NE was not detected, the detection of extracellular DNA, the morphological pattern
evidenced in the photographic record by fluorescence microscopy and the presence
of MPO are suggestive of NETosis. Preliminary results with inhibitors suggest the

involvement of calcium-dependent pathways and muscarinic receptors.
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Conclusion: These results validate flow cytometry as a useful technique for the
evaluation of NETosis and show the ability of Cocaine and Levamisole to induce
NETosis. Also, they suggest the calcium pathway and the participation of muscarinic
receptors as possible mechanisms of induction of this type of death generated by

Cocaine-Levamisole.
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1. Introduccién

1.1 Antecedentes

Las vasculopatias son un grupo de enfermedades que afectan los vasos sanguineos
caracterizada por lesiones isquémicas de diferentes 6rganos las cuales pueden ser
leves o ser tan graves para conducir a la muerte (1). Las vasculitis, un tipo de
vasculopatias, se caracteriza por la inflamacion de los vasos sanguineos, estas
pueden clasificarse segun el calibre de los vasos y su etiologia en primarias o
secundarias. Las vasculitis primarias son aquellas en las que no se logra identificar
un desencadenante concreto y las vasculitis secundarias son inducidas por

medicamentos, infecciones, neoplasias o enfermedades autoinmunes (2,3).

El Levamisol, uno de los adulterantes de la Cocaina, se ha visto asociado a
vasculitis, desde 1999 se ha encontrado casos en los cuales los pacientes tratados
con este medicamento presentaron placas purpuricas en ambas mejillas y necrosis
en pabellones auriculares; por lo que tuvo que ser retirado del mercado y solo se
permitié su uso veterinario (4,5). En el afio 2002, en estados unidos se conocid por
primera vez, que el Levamisol era utilizado como adulterante de la cocaina y en
menos de una década la adulteracion paso del 1% al 70%, (4,6,7). En 2010 se
describieron casos de VICOL, donde los individuos presentan diversas
manifestaciones clinicas como presencia de purpura retiforme dolorosa con o sin
necrosis central y ampollas hemorragicas; ademas de titulos altos de auto
anticuerpos anticitoplasma del neutrofilo (ANCA), antinucleares (ANA), Anti-MPO y
Anti-Proteinasa 3 (PR3) (8,9).

Otro grupo de vasculitis primarias, son las Vasculitis asociadas a ANCA (VAA),
caracterizada por la presencia de estos anticuerpos en circulacion, los cuales van
dirigidos contra componentes del citoplasma de los neutrofilos, como la MPO y PR3
(10,11). Se conoce que estas células participan activamente en la fisiopatologia de
estas vasculitis, ellas presentan diferentes tipos de muerte celular como necrosis y

apoptosis; sin embargo, recientemente se ha conocido una muerte celular diferente

12



en los neutréfilos, llamada NETosis, la cual se caracteriza por la liberacién de
contenido citoplasmatico y nuclear al espacio extracelular mediante trampas
extracelulares del neutréfilo (NET, por sus siglas en ingles). Se ha encontrado que
el Levamisol puede inducir la liberacién de NET (12), sin embargo, no se conoce Si
el uso combinado de Cocaina con Levamisol, tiene un efecto en la induccion de
NETosis y pudiera explicar algo de la fisiopatologia y presentacion de la VICOL la

cual puede semejarse a las vasculitis ANCA positivo.

Por otro lado, la NETosis se puede dar a partir de diferentes mecanismos, entre los
principales se encuentran activacion de diferentes receptores, entre ellos los
muscarinicos, la produccién de ROS a partir de la activacion del sistema NADPH-
oxidasa y mediante la induccion del aumento de calco intracelular, llevando a una
posterior activacion de la enzima peptidil-arginina-deiminasa 4 (PAD-4). (13).
Aunque en pocos estudios se ha reportado el mecanismo de induccién de liberacién
de NET en neutrdfilos tratados con Levamisol, aun no se conoce cual es el

mecanismo por el cual ambos compuestos inducen este tipo de muerte celular

Conocer los mecanismos que participan en la NETosis como probable evento
desencadenante de la VICOL puede darnos posibles opciones terapéuticas, ya que
actualmente, el tratamiento utilizado para esta entidad son los inmunosupresores,
los cuales hacen propensos a los pacientes al desarrollo de enfermedades, por lo
gue, se considera que el uso de antagonistas muscarinicos (butilbromuro de
hioscina) pueda ser una posible herramienta terapéutica, debido a que este tipo de
receptores se encuentran en los neutrofilos y son activados por compuestos como

el Levamisol.
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1.2 Marco teérico

1.2.1 Vasculopatias

Las vasculopatias son un grupo de enfermedades que afectan los vasos sanguineos
caracterizadas por lesiones isquémicas de diferentes érganos pueden ser leves o
tan graves como para conducir a la muerte. Entre ellas se incluyen alteraciones
vasculares causadas por condiciones degenerativas, metabdlicas, e inflamatorias,
siendo multiples las etiologias descritas (1). Las vasculitis, un tipo de vasculopatia,
se caracterizan por la inflamacién de los vasos sanguineos, a menudo,
acompafadas de isquemia, necrosis e inflamacién de los érganos afectados. Las
manifestaciones clinicas son diversas y dependen del tamario, ubicacién y grado de
inflamacién de los vasos afectados y del patron de inflamacion extravascular. Una
caracteristica histologica importante es la presencia de células del sistema inmune
alrededor y en el interior de la pared de los vasos sanguineos, principalmente
neutréfilos en las lesiones agudas y linfocitos en las lesiones crénicas (2). El
consenso de Chapel Hill-2012 (CHCC-2012, por sus siglas en inglés), las clasifico
segun el calibre de los vasos predominantemente afectados y, de acuerdo con su
etiologia, en primarias y secundarias (3). Las vasculitis primarias son aquellas en
las que no se logra identificar una etiologia o desencadenante concreto y no hay
una clara asociaciéon con otra enfermedad o exposicion. Las vasculitis secundarias
incluyen cuatro grandes grupos; las cuales son: inducidas por medicamentos o
toxicos (antihipertensivos, antibiéticos, antitiroideos entre otros), las secundarias a
infecciones usualmente virales, aquellas asociadas con neoplasias principalmente
hematolégicas y las relacionadas con otras enfermedades autoinmunes (14,15).
Existen varios factores que determinan las diferencias clinicas entre las vasculitis,
incluyendo la gravedad del dafio vascular, la localizacion, el calibre de los vasos
afectados (pequefio, mediano o grande) y la intensidad de la respuesta local y

sistémica (16).

Desde hace muchos afos, se conocen casos de vasculitis asociadas a

medicamentos, en 1970 se reportaron casos de vasculitis inducida por
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Propiltiouracilo, un tionamida utilizada principalmente para tratar el hipertiroidismo,
se observé que los pacientes presentaban gran variedad de manifestaciones
clinicas y paraclinicas como agranulocitosis, anemia aplasica, hepatitis y vasculitis,
ademas de titulos altos de autoanticuerpos como ANA y ANCA con patrén
perinuclear (p-ANCA). La descontinuaciéon del medicamento en los pacientes
resolvia la vasculitis (17,18). Otro medicamento asociado a la induccion de vasculitis
es la Hidralazina, utilizada en pacientes con hipertension arterial, actia causando
vasodilatacion en arterias y arteriolas permitiendo la disminucion de la presién
arterial; sin embargo, se han descrito efectos secundarios tales como la induccién
de lupus y vasculitis con titulos elevados de ANCA y ANA, al igual que
manifestaciones clinicas sugestivas de estas enfermedades como pancitopenia,

exantema malar, artralgias, y lesiones en piel (19-21).

El Levamisol, un antihelmintico con efectos inmunomoduladores y adyuvantes en el
tratamiento del cancer, por su capacidad de aumentar la quimiotaxis de macroéfagos
y neutrdéfilos (4,5); al igual que los medicamentos antes descritos, se ha asociado
con el desarrollo de vasculitis. En 1999, en un estudio de serie de casos realizado
por Rongioletti y colaboradores, en 5 nifios con sindrome nefrotico tratados con
Levamisol durante 24 meses, se observdé como efecto adverso, la aparicion de
maculas purpdricas y eritematosas, areas necroticas que crecian rapidamente y
afectacion de los pabellones auriculares en todos los pacientes, lesiones que se
resolvian luego de 2-3 semanas de suspendido el tratamiento con Levamisol. En el
afo 2000, el Levamisol tuvo que ser retirado del mercado para uso humano debido
a los multiples casos de agranulocitosis y vasculitis en pacientes tratados con este

medicamento, por lo que solo se permitié su uso veterinario (6).

En el afio 2002, en Estados Unidos se conoci6 por primera vez, que el Levamisol
era utilizado como adulterante de la cocaina y en menos de una década la
adulteracion paso de 1% al 70%, observandose un incremento significativo en
reportes de casos de pacientes consumidores de Cocaina que desarrollaban
neutropenia e infecciones graves en diferentes ciudades de este pais (4,7,22,23);
Bradford y colaboradores en el afio 2010, reportaron los primeros dos casos de
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VICOL, los cuales se caracterizaban por la presencia de placas purpuricas
dolorosas en ambas mejillas, necrosis en pabellones auriculares, artralgias y
neutropenia (8). En 2019, Mufioz Vahos y colaboradores reportaron la serie de
casos mas grande de esta vasculitis descrita hasta ahora en la literatura, incluyendo
consumidores de Cocaina adulterada con Levamisol en Colombia, encontrando
mayor prevalencia en hombres. Estos individuos presentan diversas
manifestaciones clinicas, incluyendo purpura retiforme dolorosa con o sin necrosis
central y ampollas hemorragicas, que compromete pabellones auriculares, cara,
tronco y extremidades; ademas de la afeccion de otros 6rganos y sistemas (articular,
renal, hematologico, respiratorio, entre otros). En los estudios paraclinicos
realizados en los pacientes VICOL, observaron la presencia de leucopenia,
neutropenia, linfopenia, titulos altos de diferentes autoanticuerpos incluyendo los
ANCA, de tipo anti-MPO, predominante y ocasionalmente anti-PR3, ademas de los

ANA, anticuerpos antifosfolipidos y anti-DNA de doble cadena (9,24)

Previo a la descripcidn de estas vasculitis en consumidores de Cocaina adulterada
con Levamisol y compartiendo la caracteristica de la presencia de ANCA se conoce
ampliamente otro grupo de vasculitis primarias denominadas, VAA, caracterizadas
por la presencia de estos anticuerpos en circulacion, los cuales estan dirigidos
contra componentes del nucleo y citoplasma de los neutréfilos y monocitos (11,25).
VAA incluye 3 fenotipos clinicos: granulomatosis con poliangitis (GPA), poliangitis
microscopica (PAM), granulomatosis eosinofilica con poliangitis (GEPA) y las
formas limitadas a un o6rgano, usualmente las VAA limitadas a rifidén; son
enfermedades con comportamiento clinico remitente y recurrente; ademas, se
caracterizan por la infiltracién de vasos sanguineos de pequefio y mediano calibre
las cuales son infiltrados por células inflamatorias que causan destruccion vascular
e isquemia tisular secundaria, Los principales blancos antigénicos de ANCA son
PR-3 y MPO, anticuerpos que se detectan en la mayoria de los pacientes con VAA
activa (26—28); Millet y colaboradores demostraron que los genes que codifican
estos autoantigenos se sobre expresan en los neutréfilos de pacientes con VAA
(29). La PR3 se almacena en los granulos primarios o azurdfilos y en vesiculas

secretoras del neutréfilo, sin embargo, después de la activacion y durante la
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apoptosis, la PR3 se expresa en la superficie de estas células (26). La MPO es la
proteina mas abundante de los neutrdfilos, se encuentra almacenada en los
granulos primarios de estas células con capacidad altamente microbicida (30), actia
como facilitadora de inflamacion y dafio tisular en enfermedades inflamatorias
cronicas. Normalmente esta proteina es sintetizada durante la mielopoyesis, pero
se ha observado que en pacientes con VAA hay una sintesis aberrante en

neutréfilos maduros (26,31,32).

En las VAA ya sean anti-MPO o anti-PR3 positivas, se observa una pérdida en la
tolerancia a estas proteinas, lo que lleva a la generacion de linfocitos B especificos
productores de anticuerpos contra PR3 y MPO. Ademas, los neutréfilos pueden ser
activados mediante proteinas del complemento como Cba, las cuales inducen la
externalizacion de MPO en la superficie del neutrofilo, permitiendo asi el
reconocimiento por ANCA-MPO. Estos anticuerpos inducen en las células
endoteliales la expresion de diferentes moléculas de adhesion como ICAM-1 e
ICAM-2 que interactian con selectinas e integrinas presentes en los neutréfilos
generando una disminucion en la velocidad de flujo de estas células en el vaso
sanguineo, permitiendo la transmigracion de los neutrdfilos, los cuales van a liberar
sus NET causando lesiones directas a través de la liberaciéon de ROS, proteasas,
histonas y proteinas de los granulos (MPO,EN, PR3), entre otros; atrayendo células
inmunes como linfocitos T especificos de MPO y, macréfagos, mediante la
liberacion de quimioquinas convirtiéendose en un circulo vicioso que lleva a la lesion
vascular, fendmenos trombdticos y la posterior isquemia de Organos, con un
ambiente inflamatorio en el espacio intersticial, lo cual se traduce en las

manifestaciones clinicas de los pacientes como se mencionara mas adelante (33).

1.2.2 Neutroéfilos

Los Neutréfilos constituyen la subpoblacion mas abundante de leucocitos en
circulaciéon (50-70%), con una vida media de 5 a 10 horas (34). Son generados
continuamente en la médula 6sea a partir de precursores mieloides y su

reclutamiento, activacion y supervivencia en los tejidos dafiados es favorecido por
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las células Th17 (35). Tienen un papel importante en la inmunidad innata, ya que
son las primeras células en llegar al sitio de infeccion y desencadenar diferentes
mecanismos de defensa del hospedero; actian como importantes reguladores de
la inmunidad adaptativa, la activacion del complemento y la modulacién de la
respuesta inflamatoria (36). Estructuralmente se identifican por su nucleo
multilobulado (2-5 I6bulos), y la presencia de dos tipos de granulos en el citoplasma,
cada uno cargado con diferentes proteinas proinflamatorias y formados
consecutivamente durante su maduracion (37). Los granulos primarios (azuréfilos o
peroxidasa positivos) contienen principalmente proteinas antimicrobianas como la
MPO, EN y PR3, mientras que los granulos secundarios (especificos o peroxidasa
negativos) almacenan altas concentraciones de lactoferrina, proteina secretora 3
rica en cisteina (CRISP3) y gelatinasa (mieloperoxidasa de matriz 9, MMP9) (38,39).
Cuando los neutréfilos completan su maduracion en médula Osea, salen a
circulacion donde cumplen un papel como centinelas y actian en respuesta a

agentes infecciosos e inflamatorios (40).

1.2.3 NETosis: muerte celular de los neutréfilos

La muerte celular es un proceso que ayuda a mantener la homeostasis de tejidos,
organismos o colonias. Histéricamente se han conocido tres tipos de muerte celular:
apoptosis, autofagia y necrosis, no obstante, el comité de nomenclatura de muerte
celular (NCCD) del 2018, reconocié hasta 14 tipos de muerte celular, apoptosis
intrinseca, apoptosis extrinseca, necrosis dirigida por la transicion de la
permeabilidad mitocondrial (MPT), necroptosis, ferroptosis, piroptosis, partanatos,
muerte celular entética, muerte celular dependiente de lisosoma, muerte celular
dependiente de autofagia, muerte celular inmunogénica, senescencia celular,
catastrofe mitética y NETosis (41). Esta Udltima un tipo de muerte celular

caracteristica de los neutrofilos.

La NETosis se caracteriza por la liberacién del contenido citoplasmético y nuclear
al espacio extracelular mediante redes, denominadas NET en respuesta a una

infeccidn por bacterias, hongos, virus o en general patrones moleculares asociados
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a patégenos (PAMP) o a patrones moleculares asociados a dafio (DAMP) (42—44).
Este tipo de muerte celular comenzd a conocerse desde 1996, cuando Takei y
colaboradores, en una evaluacion realizada en neutréfilos estimulados con 12-
miristato 13-acetato de forbol (PMA) como potente activador de muerte en
neutroéfilos, observaron cambios morfolégicos que diferian de los presentados en
otras muertes como apoptosis o0 necrosis tipicas; ellos evidenciaron que la
cromatina disminuia uniformemente su compactacion y se daba un rompimiento en
la envoltura nuclear; ademas, los granulos citoplasmaticos no sufrian
desgranulacion. Otro cambio importante que destacaron los investigadores, fue el
aumento en la permeabilidad de la membrana citoplasmatica, lo cual se observo
después de 3 horas de incubacion con PMA, concluyendo que los neutrdfilos

estaban sufriendo una muerte celular atipica (45)(46).

Luego de casi una década de estudios sobre este tipo de muerte celular, en 2004
Brikmann y colaboradores lograron evaluar la formacion de NET y descubrir la
actividad bactericida de estas estructuras. Ellos estimularon los neutréfilos con 10ng
de interleucina-8 (IL-8) o PMA a 25 nM e incubaron 45 y 30 minutos
respectivamente. Al visualizar las células mediante microscopia electronica
encontraron que estas formaban redes extracelulares prominentes, de 15 a 17 nm
de longitud, en comparacion con células sin estimular, que no presentaban estos
cambios; asimismo, observaron por inmunofluorescencia que las NET
estructuralmente estaban conformadas por componentes celulares como cromatina
e histonas y proteinas granulares como MPO, PR3 y EN (47). En el 2006, se
evidenci6 que las NET proporcionan una alta concentracion de moléculas
antimicrobianas al microambiente extracelular y que degradan los microorganismos
eficazmente; ademas son abundantes en sitios inflamatorios y se asocian a
entidades clinicas como apendicitis, preeclampsia, fascitis necrotisante, vasculitis,

procesos neoplasicos e inmunodeficiencias (48,49).

A partir de estos hallazgos, en el grupo de Arturo Zychlinsky en el 2007, se definio
la NETosis como una muerte celular regulada diferente a necrosis y apoptosis,

Estos investigadores primero determinaron la morfologia celular por microscopia

19



electrénica de transmisién y fluorescencia, fijaron los neutréfilos en diferentes
tiempos y pasados 70 minutos de la activacion se observaron los primeros cambios,
los I6bulos del nicleo empezaron a deformarse, la cromatina a descondensarse y
la membrana nuclear permaneci6 intacta; a los 120 minutos la membrana nuclear
formo pequenas vesiculas y a los 180 minutos esta membrana se desintegré y los
granulos desaparecieron; sin embargo, observaron que la membrana plasméatica de
los neutréfilos permanecia intacta después del tiempo del estimulo. Luego
evaluaron la diferencia entre la muerte celular por apoptosis y NETosis; para inducir
apoptosis incubaron los neutréfilos con anticuerpos anti-Fas por 18 horas, las
células muertas mostraron la morfologia clasica de apoptosis, que consiste en
fragmentacion del ndcleo sin ruptura de la envoltura nuclear y vacuolizacion
citoplasmatica; para el caso de la NETosis, se incubaron los neutréfilos con PMA
durante 4 horas, en este caso se observd una desintegracién de la membrana
nuclear, la mezcla del contenido nuclear y citoplasmatico y la desaparicion de los
granulos citoplasmaticos, confirmando que la NETosis es una muerte celular
diferente. Posteriormente para la evaluacion de la formacién de NET, utilizaron
fragmentos Fab de anticuerpos monoclonales marcados con fluorescencia dirigidos
contra complejos compuestos de histonas o EN, observandose la presencia de
estas estructuras solo en los neutrdfilos tratados con PMA, concluyendo que la
muerte dada en los neutrofilos era NETosis, debido a la presencia de contenido
nuclear y citoplasmatico en las NET (50).

En las investigaciones acerca de la estructura y funcién de las NET, se describieron
dos modelos de NETosis, donde la principal diferencia es la naturaleza del estimulo:
NETosis Vital y NETosis suicida o convencional (51-53); en la primera se da el
reconocimiento de PAMP por receptores de la superficie celular de los neutréfilo
como receptores tipo toll-4 (TLR-4) y receptores del complemento, el neutréfilo es
activado, se da la produccién de ROS mitocondrial induciendo el cambio tanto en la
forma multilobulada del ndcleo como en la membrana nuclear; el contenido nuclear
es puesto dentro de vesiculas; las cuales son liberadas por medio de las NET; en
este modelo el neutréfilo no muere. ElI segundo modelo, la NETosis suicida o

convencional, es un proceso lento de 2-4 horas, inducido por PMA, lipopolisacéarido
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(LPS) u otros estimulos no infecciosos (como farmacos o drogas), donde la
molécula es reconocida por los receptores de membrana como TLR, receptores de
la fraccion cristalizable del anticuerpo (RFc), y receptores muscarinicos acoplados
a proteina G. Una vez es activado el neutrdfilo inician multiples vias de sefializacién,
entre ellas la via Raf/MEK/ERK, llevando a una posterior activaciéon de la NADPH-
oxidasa lo que desencadena la liberacion ROS, que inducen en los granulos la
liberacién de proteinas antimicrobianas como MPO y EN, que migraran al nicleo de
la célula. Por otro lado, la activacion del neutréfilo induce el aumento de calcio
intracelular llevando a la activacion de la PAD-4 enzima que una vez activada se
transloca al nucleo y citrulina las histonas facilitando la descondensacion de la
cromatina. Al mismo tiempo, se puede estar activando el inflamasoma NLRP3 'y por
ende el clivaje de la gasdermina-D, proteina encargada de formar los poros en la
membrana plasméatica facilitando la liberacién de las NET y la muerte celular.
(40,53-55).

1.2.4 NETosis y Vasculitis asociada a ANCA

Los ANCA son anticuerpos tipo inmunoglobulina G que reconocen antigenos
expresados en la superficie de los neutréfilos, se clasifican segun el patron de
inmunofluorescencia en c-ANCA o p-ANCA, el cual se evidencia luego de poner en
contacto neutréfilos con los anticuerpos. El patron c-ANCA, es citoplasmatico difuso
y el antigeno principal frente al cual van dirigidos es la PR3; por otro lado, el patrén
p-ANCA, perinuclear, presenta una fluorescencia en forma de anillo rodeando el
nudcleo, en este caso el antigeno diana es la MPO (56). En la activacion del neutréfilo
por estos anticuerpos participan receptores presentes en la superficie de neutrofilos
0 monocitos (receptores del complemento) sin embargo, los ANCA también pueden
unirse a los receptores presentes en las células endoteliales y otros constituyentes

del tejido en los sitios de la lesion (57).

Algunos hallazgos clinicos y resultados de investigaciones han sugerido el efecto
activador de los ANCA sobre los neutrofilos durante la patogénesis de VAA,

activacion que conduce a una mayor adhesion de los neutrofilos al endotelio de los
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vasos sanguineos y a la activacion del complemento, liberando C5a el cual a su vez
potencia la respuesta inflamatoria al actuar como un quimio atrayente de mas
neutrofilos al sitio de inflamacion donde son activados por estos anticuerpos,
producen ROS, sufren desgranulacién y finalmente la formacién de las NET.
También se ha encontrado la persistencia de estos anticuerpos en los tejidos por
accion de la actina (una proteina liberada en la NETosis), en los pacientes con

vasculitis de vasos pequefio y mediano calibre (27,58-60).

El compromiso renal presente en un grupo significativo de pacientes con VAA, se
caracteriza por la infiltracion de monocitos, macrofagos glomerulares y linfocitos T
(61). Mediante estudios realizados en biopsias de rifion de pacientes con VAA
confirmada, se ha evidenciado la presencia de NET; Kessenbrock y colaboradores,
observaron la presencia de estas estructuras en los glomérulos mediante
colocalizaciones de ADN y proteinas granulares PR3, LL37, EN y MPO (62); en otro
estudio utilizando inmunotincién, Yoshida y colaboradores encontraron NET
conformadas por histonas citrulinadas (H3 y H4), MPO y PAD-4 en lesiones
necrotizantes en la fase inicial de la poliangitis asociada a ANCA.(63); Ademas se
ha notado la presencia de calprotectina, un heterodimero complejo de 2 proteinas
unidas a calcio intracelular (S100A8 y S100A9), presentes en los neutrdfilos y
monocitos, y una vez estas células son activadas, secretan las calprotectinas, las
cuales se unen a células endoteliales e inducen efectos proinflamatorios (64).
Pepper y colaboradores, por medio de ensayos de inmunohistoquimica en biopsias
renales observaron que los pacientes con VAA y lesion glomerular presentaban
mayor expresion de calprotectina en comparacion con individuos sanos; ellos
también evaluaron los niveles séricos de este heterodimero por medio de ELISA,
encontrando un incremento en los pacientes con vasculitis activa y disminucion en
pacientes con inflamacién subclinica; sin embargo, hasta el momento no se ha
identificado la contribucion real de la calprotectina asociada a las NET, se cree que
la localizacion diferencial de estas proteinas unida a estas estructuras pueda

permitir ser multifuncional y aumentar la respuesta inmune (65).
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Ademas del aumento de las NET en sitios de lesion inflamatoria en los pacientes
con VAA, también se ha observado la presencia de estas estructuras en circulacion.
Se ha considerado que las NET tienen dos papeles en la inmunidad innata, atacan
el patdgeno, pero a su vez participan en procesos autoinmunes y auto inflamatorios,
por lo que se cree que estas estructuras son muy importantes en la patogénesis de
las VAA (66,67). Como se ha mencionado en el presente texto, PR3 y MPO son los
principales blancos antigénicos de los ANCA, las células dendriticas también logran
reconocer estas proteinas, las presentan a los linfocitos T CD4+ presentes en los
ganglios linfaticos, los cuales participan en la activacion de linfocitos B y su posterior
diferenciacion a células plasmaticas productoras de ANCA (68). Por otro lado, estos
anticuerpos pueden estar activando neutrofilos aumentando la expresion de
receptores de adhesion como [B-integrinas, las cuales se unen a ICAM-1 e ICAM-2
presentes en células endoteliales permitiendo el rodamiento y la transmigracion del
neutroéfilo al sitio de inflamaciéon (54). Se ha observado que la liberacion de NET
inducida por ANCA es mucho mayor en pacientes con VAA activas, sin embargo,
no todos los ANCA son patogénicos y podrian facilitar la eliminacion de las NET
mediante la opsonizacion y formacion de complejos inmunes, hipétesis propuesta
por Soderberg y colaboradores al encontrar que los niveles de los remanentes de

NET diferian entre pacientes con VAA activa y en remision (69).

Aungue se ha demostrado la Cocaina y el Levamisol pueden inducir la liberacién de
NET de manera independiente y llevar finalmente a una vasculitis secundaria en un
paciente genéticamente predispuesto, hasta ahora se desconoce cdmo interactian
con precision estas dos sustancias en la induccion de la VICOL. Si bien la frecuencia
de vasculitis incrementa en los individuos que consumen Cocaina adulterada con
Levamisol, no esta claro cudl es el efecto a nivel celular sobre los neutréfilos
humanos de la exposicién simultanea a estas sustancias, principales inductores de
NET y posterior generacion de ANCA en estos pacientes. En este trabajo quisimos
explorar in vitro si el tratamiento con Cocaina y Levamisol de manera concomitante
inducen la formacién de NET de forma diferencial en comparacion con el uso de un

solo compuesto, y la presencia de proteinas de los granulos (MPO, EN) en estas
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redes, como marcadores tipicos de la NETosis asociada a la patogénesis de estas

vasculopatias.

1.2.5 Mecanismos implicados en lainduccién de NETosis

Como se ha mencionado en el documento, se puede inducir la muerte de los
neutroéfilos a través de diferentes mecanismos, una de ellas, mediante NETosis, la
cual se puede dar por la produccion de ROS y el aumento de calcio intracelular. Los
ROS son liberados a partir de la activacion del sistema NADPH oxidasa, su principal
funcién es la destruccion de los patdégenos, pero ademas se ha encontrado su
relacion en la disociacion de las proteinas de los granulos (MPO, EN) induciendo su
liberacion al citoplasma, estas se translocan al nucleo y participan en la des

condensacion de la cromatina.

El otro mecanismo implicado en la muerte por NETosis es mediado por el aumento
de calcio en el espacio intracelular, lo que lleva a la activacion de la PAD-4,
importante en el proceso de citrulinacion de las histonas (70,71). Con el fin de
establecer si este mecanismo participa en la induccién de NETosis por Cocaina-
Levamisol se pueden utilizar diferentes estrategias, una de ellas es el uso de
inhibidores como el BAPTA, un acido amino carboxilico especifico de calcio, el cual
permite la union de dos iones de calcio, disminuyendo la cantidad de calcio libre en
el citoplasma. Si la inhibicion de las vias de calcio reduce la NETosis inducida podria
afirmarse que esta via tiene un papel en la induccién de este tipo de muerte celular
(72).

El inflamasoma es un complejo multiproteico que se activa luego del reconocimiento
de mudltiples estimulos derivados de patdgenos, medicamentos, células muertas,
entre otros; es esencial en la respuesta inmune innata y adaptativa, sin embargo, el
exceso de activacion de este complejo se asocia con el desarrollo de enfermedades
autoinmunes (artritis reumatoide, lupus eritematoso sistémico, VAA, entre otros)
(73). Este podria ser otro mecanismo implicado en la induccion de muerte por
liberacion de NET, mediante la secrecion de interleucinas bioactivas como IL-1B e

IL-8 (74). Aunque no es muy claro el papel de las citoquinas en la induccion de
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NETosis, algunos mediadores inflamatorios se han visto asociados al desarrollo de
vasculitis como son IL-1B, TNF-a, IL-6 e IL-8, los cuales alteran la homeostasis de
la microvasculatura y el flujo sanguineo. La citocina IL-8, especifica de neutrofilos,

promueve la adhesion, des granulacién y estallido respiratorio en estas células (75).

Los receptores muscarinicos, acoplados a proteinas G de membrana, ejercen una
gran variedad de acciones intracelulares. Estos receptores se dividen en cinco
subtipos, el M1 importante en la corteza cerebral; M2 en las auriculas del corazén,
M3 en los vasos sanguineos y musculo liso, M4 y M5 en sistema nervioso central;
ademas, se ha observado que M1 y M3 se encuentran asociados al aumento de
calcio intracelular y activacion de la PAD-4 en los neutréfilos (76). En algunos
estudios se ha encontrado que la Cocaina y el Levamisol tienen efectos agonistas
sobre estos receptores en la activacion de estas células, Carmona y colaboradores
en un estudio realizado en neutréfilos tratados con Levamisol, evaluaron por medio
de inhibidores de los receptores muscarinicos M1 (Tele) y M3 (4-DAMP) la
modulacion en la liberacion de NET, observando que el inhibidor del receptor M3
reducia la muerte de los neutréfilos inducida por Levamisol, lo que indica que este
compuesto tiene una participacion agonista en los receptores muscarinicos M3,
facilitando la NETosis; y que una vez activados desencadenan una via a través de
sefalizacion activando RAF/MEK/ERK y NADPH oxidasa. Adicionalmente estos
investigadores, encontraron que los neutréfilos de pacientes con enfermedades
autoinmunes como lupus eritematoso sistémico y artritis reumatoide, tenian un
aumento en la expresiéon de estos receptores muscarinicos en la superficie celular
(13). En otro estudio realizado por Irizarry y colaboradores en el cual evaluaron los
mecanismos por los cuales algunos medicamentos implicados en casos de
autoinmunidad inducida por farmacos (hidralazina, procainamida, clozapina,
minociclina) favorecen la formacion de NET, observando que la procainamida indujo
la formacion de NET mediante la activacion de receptores muscarinicos presentes

en los neutrofilos evaluados (77).
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1.2.6 Vasculitis inducida por Cocaina-Levamisol

La Cocaina, alcaloide obtenido de la hoja de coca (Erythrocylum coca), es
comunmente consumida mediante la inhalacion y la inyeccion via intravenosa. En
el informe mundial sobre drogas ilicitas realizado por la Oficina de las Naciones
unidas contra la Droga y el Delito (UNODC) en el 2019, se reportd que alrededor de
20 millones de personas entre 15-65 afios ha usado esta droga como alucindbgeno
recreativo; siendo Oceania (2,7%), Norteamérica (2,1%), Europa (1,4%) y
Suramérica (1,0%) las regiones con mayor consumo. En esta dltima region, se
evidencio que cerca de 3 millones de personas habian consumido cocaina en el
2018, teniendo una tendencia alta y uniforme en personas entre los 16-24 afios,
principalmente hombres (78). En Colombia en el 2019, 2,07% de la poblacion entre
18-64 afios, reporto haber utilizado Cocaina, con diferencias significativas entre
usuarios hombres y mujeres 3,38% vs 0,86%, respectivamente. En los Ultimos afios
se ha observado que algunos departamentos tiene una prevalencia superior al
consumo promedio nacional (0,57%), destacandose Antioquia (1,2%), Risaralda
(1,1%) y Caqueta (1,0%) (79).

La Cocaina es utilizada como anestésico local y como droga recreativa (80), pues
tiene importantes efectos psicotrépicos en el sistema nervioso central (SNC), inhibe
la recaptacion de dopamina y aumenta sus niveles en la hendidura sinaptica; sin
embargo, se han reportado multiples reacciones adversas (81,82). Desde hace
varias décadas se comenzaron a observar los diferentes efectos secundarios que
presentaban los consumidores de este alcaloide, incluyendo la muerte por
fendmenos isquémicos y hemorragias cerebrales. (83). En 2001 Kumar y Smith
describieron un posible caso de vasculitis asociado al consumo de Cocaina (84).
Ese mismo afo, Trimarchi y colaboradores publicaron un estudio de 18 casos de
pacientes consumidores de Cocaina atendidos entre 1991 y 1999, donde evaluaron
las caracteristicas clinicas, histolégicas y serologicas que presentaban estos
individuos, encontrando lesiones ulcerativas necrosantes difusas, formacion de
costras y perforacion del septo nasal; ademas los pulmones, oidos y nervios

craneales también se vieron afectados. Respecto a los resultados seroldgicos, la
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prueba de anticuerpo ANCA fueron positivos en 13 de los 18 pacientes, y en los
estudios radiolégicos encontraron que todos los pacientes presentaron perforacion
septal y 12 tenian destruccion parcial del cornete medio. Al evaluar las biopsias de
piel, observaron cambios consistentes de fibrosis, inflamacién, necrosis extensa, al

igual que infiltrados de mononucleares, neutrdfilos y eosindfilos (85).

En un estudio, publicado en el 2011 por Saéz y colaboradores a partir de ensayos
realizados en 20 pacientes consumidores de Cocaina, se evalué el numero de
células endoteliales en circulacion (CEC) y diferentes marcadores de disfuncién
endotelial como el factor 1 derivado del estroma (SDF-1), la proteina quimiotactica
de monocitos-1 (MCP-1), la molécula de adhesion intracelular soluble (sICAM),
entre otras. Se encontr6 que la Cocaina induce disfuncion de las células
endoteliales, al observar un aumento significativo en el nimero de CEC y niveles
elevados de los marcadores de dafio endotelial en los individuos con consumo
activo de Cocaina respecto a los individuos controles. Cuando se analizaron los
individuos luego de un mes de abstinencia se logré evidenciar que el nUmero de
CEC disminuy0 significativamente, aunque los niveles de MCP-1 seguian altos,
sugiriendo asi un alto grado de dafio endotelial persistente incluso en ausencia de

consumo (86).

Siempre a lo que ocurre en el resto del mundo, la Cocaina que se consume en
Colombia tiene diferentes tipos de adulterantes como clembuterol, fentanilo,
diltiazem, hidroxicina, lidocaina, aminopirina y Levamisol (87), los cuales son
utilizados principalmente para aumentar el peso y la potencia de algunos efectos
psicotrépicos en las preparaciones del alcaloide aumentando asi las ganancias y
potenciando los efectos en el de la droga (5,88). Desafortunadamente, algunos
adulterantes se han visto asociados con un aumento significativo de las sobredosis

o las muertes por envenenamiento entre los usuarios (88).

El Levamisol, uno de los adulterantes, es metabolizado por via hepatica, generando
dos metabolitos principales, el p-hydroxilevamisol y el aminorex (89); su vida media
es de cinco horas, siendo una limitante para su deteccion en la orina. Este

compuesto posee multiples acciones farmacodinamicas que pueden favorecer su
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uso como adulterante de la Cocaina: Se ha encontrado en estudios en animales
(perros y cobayos) que inhibe la monoamino oxidasa tipo A, disminuye la
recaptacion de serotonina (90) y actia como agonista del receptor nicotinico y como
modulador alostérico de estos receptores (91). Ilgualmente se ha propuesto que
podria incrementar los efectos placenteros y de dependencia de la Cocaina por
tener un efecto agonista sobre los receptores nicotinicos centrales, estimular la
actividad glutamatérgica en las neuronas dopaminérgicas del sistema de meso-
limbico involucrado en el proceso de recompensa (92). Su vida media plasmaética
corta, rapida absorcion y eliminacion, ademas de sus caracteristicas fisicas (polvo
blanco), psicotropicas y la dificultad de deteccién, hacen del Levamisol un
contaminante ideal de la Cocaina aumentando el peso y cantidad de esta.
Actualmente las pruebas estandarizadas para la deteccion de Levamisol no estan
ampliamente disponibles, pero en laboratorios especializados se puede detectar
mediante cromatografia liquida/espectroscopia de masas (GC-MS), aunque la
prueba puede ser negativa si se realiza mas 24 horas después de la exposicion.
(88,93)

1.3 Planteamiento del problema

la NETosis se ha visto implicada en la patogénesis de las VAA primarias, entidad
con semejanzas clinicas y seroldgicas con la VICOL; queda por resolver, si los
neutroéfilos al estar en presencia de Cocaina y Levamisol son capaces de inducir
muerte por NETosis y semejar a lo observado en VAA; Ademas, seria interesante
aclarar cual es la via de activacion de este tipo de muerte, y asi proponer posibles

opciones de manejo de esta nueva enfermedad.
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2. Objetivos

2.1 General

Evaluar la induccién de NETosis, la produccién de citoquinas por neutrofilos de
controles sanos y la modulacion de este tipo de muerte con agentes anticolinérgicos,
luego de diferentes estimulos, para entender mejor la fisiopatologia, establecer

asociaciones clinicas y proponer posibles medidas terapéuticas.

2.2 Especificos

2.2.1 Describir las caracteristicas clinicas, sociodemograficas y paraclinicas de los

pacientes con VICOL

2.2.2 Cuantificar y establecer posibles diferencias en la magnitud de la NETosis en
neutrofilos de controles sanos inducida por Cocaina, Levamisol, Cocaina
mas Levamisol, suero de pacientes con VICOL, suero de controles sanos y
PMA.

2.2.3 Determinar las concentraciones de IL-1, IL-6, IL-8 y TNF-a producidas por
neutrofilos de controles sanos tratados con Cocaina, Levamisol, Cocaina

mas Levamisol, suero de pacientes con VICOL y suero de controles sanos.

2.1.1. Establecer el grado de inhibicion de la NETosis inducida por Cocaina,
Levamisol o Cocaina mas Levamisol en neutrofilos de controles sanos,

empleando antagonistas colinérgicos de uso comun (BBH).

2.1.2. Evaluar la produccion ROS como un mecanismo de induccion de muerte
celular en neutrofilos luego de ser estimulados con Cocaina, Levamisol y la

mezcla de ambos componentes

2.1.3. Evaluar las vias de calcio como posibles inductoras de muerte celular de los

neutrdfilos tratados con Cocaina combinada con Levamisol
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Hipotesis
La Cocaina y el Levamisol inducen muerte celular en los neutrofilos por NETosis,

posiblemente mediada por vias de calcio y receptores muscarinicos.
Pregunta de investigacion

En las VAA la NETosis ha demostrado participacion en la patogénesis, la similitud
clinica de estas vasculitis con el VICOL nos lleva a preguntarnos si la Cocaina y el
Levamisol inducen NETosis y cuales seran las vias por las cuales estos compuestos
provocan este tipo de muerte que pudiera tener un papel en la fisiopatologia de esta
entidad.
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1 Reactivos

El medio de cultivo RPMI-1640, suero bovino fetal (SBF), tampén fosfato salino de
Dulbecco (PBS), Dextran 500 se adquirieron de Gibco®-Life Technologies (Grand
Island, NY). Histopaque-1077, azul de tripano, Levamisol hydrocloride (C11H12N2S-
HCI) y Hyoscine Butiloromide (ref: H1450000), Phorbol 12-myristate 13-acetate
(PMA), Dihidrorodamina 123 (DRH123) se obtuvieron de Sigma Aldrich (St. Louis,
MO). El estuche comercial para la evaluacién de citoquinas en sobrenadantes
“Cytometric Bead Array” (CBA), Human Inflammatory Cytokine kit” y anti-CD45-
PeCy7 (clona: 30-F11) se compraron a BD Biosciences (San Diego, CA). Yoduro de
3,3'- dihexiloxacarbocianina (DIOC6) e loduro de propidio (Pl) se adquirieron de
Invitrogen (Carlsbad, CA). Sytox green y Hoechst 33342 se adquirieron de
Thermofisher. Anticuerpo anti-MPO-PE (clona: 2C7) y anti-NE- alexa fluor 647
(clona: 950317) se obtuvieron de Novusbi. COC-156-HC-1 Cocaina (HCI x 1.0
mg/base 1ml), fue comprada en Lipomed AG (Arlesheim, SUI) e importada mediante
guimicos® cumpliendo con todos los permisos del fondo nacional de
estupefacientes.

3.2 Pacientes y controles incluidos en el estudio

Se incluyeron 25 pacientes con diagnostico confirmado de VICOL, evaluados por el
Grupo de Reumatologia de la Universidad de Antioguia (GRUA) en los servicios del
Hospital Universitario San Vicente Fundacion de Medellin y 10 individuos sanos

pareados por sexo y similares en edad con el grupo de pacientes.

Todos los individuos incluidos en el estudio fueron mayores de edad y aceptaron
participar voluntariamente en el estudio mediante la firma de un consentimiento
informado. Los criterios de exclusion fueron tener infeccion activa en el momento de
la toma de la muestra, diagnostico de neoplasia maligna y, no tener acceso a la

informacion clinica o paraclinica para llevar a cabo los andlisis propuestos
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3.3 Separacién de sueros

De cada paciente e individuo sano (control), se obtuvo una muestra de 6 mL de
sangre venosa periférica, la cual fue centrifugada a 950 g x 10 minutos a
temperatura ambiente, obteniendo posteriormente el suero, el cual se dividié en

alicuotas y se almacend a -20°C hasta su uso.

3.4 Preparacion de mezcla de sueros

Se clasificaron los 25 pacientes segun las caracteristicas clinicas y se dividieron en
dos grupos, pacientes con compromiso renal y sin este compromiso, se prepararon

2 mezclas de sueros de cada uno de estos grupos de pacientes.

3.5 Aislamiento de neutroéfilos a partir de sangre periférica

Se obtuvieron 8 ml de sangre periférica de donantes sanos en tubos con
anticoagulante, solucion de citrato trisédico, acido citrico y dextrosa (ACD). En un
tubo de 15 mL se dispuso la sangre llevando con PBS (1x) a un volumen final de 10
mL. En otro tubo de 15 mL se adicionaron 3 mL de Hystopaque-1077 y suavemente
por las paredes se adicionaron los 10 mL de sangre-PBS. Se centrifugaron a 900g
por 30 minutos, luego se descartdé el Hystopaque-1077, los mononucleares y el
plasma, y se obtuvieron del fondo la fase de los eritrocitos y neutrdfilos.
Posteriormente, se adicion6 PBS hasta completar 7 mL al igual que 7 mL de
Dextrano 3% (1x) dejando incubar a temperatura ambiente por 20 minutos. Pasado
el tiempo de incubacién se tom6 con cuidado la poblacién de neutréfilos y se
dispusieron en otro tubo de 15 mL, donde se adicion6 PBS hasta completar 14 mL,
se centrifugd a 650g por 7 minutos, posterior a esto se descart6 el sobrenadante,
se adicion6 5 mL de buffer PBS hipotonico, se dejo 30 segundos en reposo y se
adicion6 5 mL de buffer PBS reequilibrio, se centrifugd a 650g por 7 minutos y se
repiti6 este paso nuevamente. Una vez descartado el sobrenadante se
suspendieron las células en 600 puL de medio RPMI sin SBF, se realizé el recuento

en camara de Neubauer y se dispusieron 100.000 células en 200 uL de medio RPMI,
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para posterior andlisis por citometria de flujo. La viabilidad fue evaluada por
citometria de flujo utilizando DIOC-6 y PI, y para la pureza se utilizo CD45 y CD33,
obteniéndose porcentajes de viabilidad = 95% y una pureza del 93%, resultado

representativo (Figura 1A, By C).

3.6 Ensayos de induccion de muerte celular de Neutrofilos

Para evaluar la induccién de muerte celular de los neutrdfilos, luego de hacer una
busqueda en la literatura sobre las concentraciones y tiempos, se realizaron
ensayos de dosis respuesta y cinética (2, 4 y 6 horas) con cada uno de los
compuesto, Cocaina (20uM, 40uM), Levamisol (20nM, 40nM), mezcla de Cocaina-
Levamisol 20/20 y 40/40 uM y suero de pacientes con VICOL (5%, 10%, 20% y
40%) (datos no mostrados). Para el desarrollo de los ensayos, 1x10° células en un
volumen final de 200 pL de medio se mantuvieron en tubos de 12 x 75 mm, y se
estimularon con Cocaina, Levamisol, mezcla de Cocaina- Levamisol, mezcla de
sueros de pacientes con VICOL, mezcla de suero de controles sanos y PMA 20 nM
(control positivo). Se incubaron por 6 horas a 37°C; luego, se evalud la induccion de
muerte celular utilizando Sytox green, Hoechst 33342, anti-MPO-PE y anti-EN-Alexa
fldor por citometria de flujo. Teniendo como base el articulo escrito por Zharkova y
colaboradores (94), en el cual definen NETosis a aquella region en la cual los
eventos son doble positivos para Hoechst 33342 y Sytox green, dos tinciones
dirigidas a los acidos nucleicos, con la diferencia de que el primero atraviesa
membrana citoplasmatica y el segundo no y solo se unird a &cidos nucleicos cuando

hay algun dafio y el material genético este expuesto. La
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Figura 2A representa la estrategia de analisis utilizada.

3.7 Ensayos de inhibicion de muerte celular de Neutroéfilos

Para evaluar la capacidad del BBH de inhibir la muerte celular, se usaron dos
concentraciones (20nM y 40nM), y al igual que en la induccion diferentes tiempos
de incubacion (2, 4, 6 horas) para lograr estandarizar la prueba (datos no
mostrados). Dispusimos 1x10° neutréfilos en tubos de 12 x 75 mm, primero se
adicionaron 20 pL del inhibidor (20nM), luego de 10 minutos se adicionaron los
diferentes tratamientos (Cocaina, Levamisol, mezcla de Cocaina-Levamisol, mezcla
combinada de sueros de pacientes, controles y PMA), se dejaron incubar por 6
horas a 37°C, y utilizando Sytox green, Hoechst 33342, Anti-MPO-PE vy, Anti-EN-
Alexa fldor, se analiz6 la induccion e inhibicién de muerte celular por citometria de

flujo.

3.8 Medicion de citoquinas por Cytometric Bead Array (CBA)

Para tratar de establecer si la muerte celular en este modelo esta mediada por
citoquinas se evalu6 en cada uno de los sobrenadantes recolectados a partir de los
experimentos anteriores, los niveles de las citoquinas proinflamatorias: TNF-aq, IL-
18, IL-12p70, IL-8, IL-6 e IL-10 mediante el kit “Cytometric Bead Array” (CBA)
siguiendo las instrucciones del fabricante, como se describe brevemente a
continuacion. Primero se mezclaron las esferas de cada una de las citoquinas y se
dejaron en reposo 30 minutos, posteriormente se adicionaron en los tubos de 12 x
75 mm previamente marcados con cada uno de los sobrenadantes de las muestras
a evaluar al igual que las esferas mezcladas, luego se adicion6 el anticuerpo de
deteccién marcado con PE, y se dejo en incubacion por 3 horas, posterior a esto se
realiz6 un lavado utilizando buffer de lavado y centrifugando a 200 g x 5 minutos, el
boton resultante se re-suspendié en buffer para su posterior analisis por citometria
de flujo. El limite de deteccion para cada citoquina es: IL-8 3,6pg/ml, IL-1B 7,2 pg/ml,
IL-6 2,5 pg/ml, IL-10 3,3pg/ml, TNF 3,7pg/ml, IL-12p-70 1,9pg/ml.
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3.9 Confirmacién de la induccién de NETosis por microscopia de

fluorescencia

Para confirmar la induccion de muerte por los diferentes tratamientos, se sembraron
1x10° neutréfilos en platos de 24 pozos (Falcon ref 353047) y se dejaron adherir
durante 30 minutos, luego se realizaron los diferentes tratamientos con Cocaina 40
UM, Levamisol 20 nM, mezcla de Cocaina-Levamisol, mezcla de sueros de
pacientes con VICOL al 20%, mezcla de suero de controles sanos 20% y PMA 20
nM, se incubaron por 6 horas a 37°C. Pasado este tiempo, se adicion6é Sytox Green,
Hoechst 33342 y anti-MPO para observar la presencia de NET por microscopia de
fluorescencia. El anadlisis de las fotografias fue realizado utilizando ImagenJ

software.

3.10 Produccién de especies reactivas de oxigeno

Para evaluar si el mecanismo de muerte celular de los neutrdéfilos inducida por
Cocaina y Levamisol era mediado por la presencia de especies reactivas de
oxigeno, una vez aislados los neutréfilos, se mantuvieron 1x10° células en un
volumen final de 500 pL de medio en tubos de 12 x 75 mm. Se precalentaron las
células por 5 minutos a 37°C, se adicion6 Dihidrorodamina 123 (1:1000), dejando
en incubacion 10 min 37°C. Posterior a este tiempo, se adicionaron los diferentes
estimulos: Cocaina, Levamisol, mezcla de Cocaina-Levamisol y PMA, evaluando
tiempos de incubacién de 20 minutos y 60 minutos post- tratamiento. Pasado el
tiempo los tubos con las células se dispusieron en hielo durante 10 minutos para
frenar la reaccion, luego se realizaron dos lavados utilizando PBS 1X vy
centrifugando a 450g x 5 minutos a 4°C. Posteriormente se retiré el sobrenadante y
se resuspendieron las células en PBS, se mantuvieron en hielo hasta su posterior

lectura en el citbmetro de flujo.
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3.11 Vias de calcio

Para evaluar si el mecanismo de muerte celular de los neutréfilos inducida por
Cocaina y Levamisol se debia al aumento de calcio intracelular, se utilizé una
estrategia de inhibicion, 1x10° neutréfilos en tubos de 12 x 75 mm se incubaron con
diferentes concentraciones de BAPTA (un quelante de calcio) 2 uM, 20 uM y 50 uM,
luego de 10 minutos se adiciono el tratamiento de la mezcla de Cocaina-Levamisol
dejando incubar las células durante 3 horas, después de este tiempo se tifieron las
células con Sytox green y Hoechst 33342 para la posterior lectura en el citbmetro
de flujo.

3.12 Analisis estadisticos

Las caracteristicas demogréficas y clinicas de los pacientes y controles son
presentadas con medidas de tendencia central como mediana y porcentaje. Los
andlisis estadisticos de los datos de induccién de muerte se realizaron con el
software GraphPad Prism 8.0.1. Se evaluaron 4 experimentos individuales por cada
ensayo (N=4). Se compararon las medianas usando la prueba de Kruskall-Wallis
con correccion de Dunn para comparaciones multiples y se graficaron la mediana
con rango intercuartilico. Se consideran diferencias estadisticamente significativas

cuando p<0.05.
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4. RESULTADOS

4.1 Caracteristicas demograficas y clinicas de los pacientes donantes de

sueros incluidos en el estudio

De las muestras colectadas en el estudio de Mufioz-Vahos y colaboradores (24),
guienes evaluaron 40 pacientes, en el presente estudio se incluyd informacion de

una submuestra de 25 individuos con diagnostico de VICOL.

Las caracteristicas clinicas, seroldgicas e histopatolégicas de los pacientes VICOL
incluidos en el estudio se resumen en las tablas 1-3. La mediana de edad fue de 34
afios (rango 25-51) predominaron los hombres (21/25, 84%), la mayor parte de los
pacientes declararon haber consumido otra sustancia diferente a Cocaina, como
marihuana (19/25), cigarrillo (19/25) y alcohol (16/25); las manifestaciones clinicas
mas importantes fueron necrosis de pabellones auriculares (20/25, 80%),
artralgias/artritis (16/25, 64%), Ulceras cutaneas (9/25, 36%), anemia hemolitica
autoinmune (7/25,28%) vy nefritis confirmada por biopsia (15/25, 60%),
observandose de manera predominante la glomerulonefritis proliferativa mediada
por inmunocomplejos; en la biopsia de piel se logré evidenciar 4 (16%) pacientes
con pseudovasculitis, 3 (12%) con pioderma gangrenoso, 2 (8%) con vasculitis
leucocitoclastica, 2 (8%), con vasculopatia trombdética y 2 (8%) con ambos tipos de
compromiso vascular. A partir de los datos del laboratorio se reportaron un total de
4 (16%) casos de pacientes con neutropenia (recuento absoluto de neutréfilos, ANC
<1500), 13 pacientes (52%) con hipocomplementemia C3 y 3 (12%) con
hipocomplementemia C4; otros hallazgos importantes fueron la presencia de p-
ANCA (9/25, 36%), anti-MPO (92%), anti- PR3(28%) y ANA (56%).

4.2 Induccion de muerte celular de los neutrofilos por Cocainay Levamisol

Con el fin de evaluar sila Cocainay el Levamisol inducian muerte celular se trataron
1x10° neutréfilos enriquecidos con Cocaina 40 pM y 20 nM de Levamisol, mediante
tinciébn con Sytox y Hoechst y posterior analisis por citometria de flujo teniendo el

PMA como control positivo, se evalud la presencia de ADN extracelular. Se encontré
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gue hubo una mayor proporcidon de neutrofilos Sytox green+ Hoeschst-33342+ en
respuesta al tratamiento con Levamisol con una mediana del porcentaje de células
doble positivas del 20.28% [8.02-44.7], con respecto al tratamiento con Cocaina con
el que, se observaron células doble positivas en un 2.52% [0.443-3.35]. Para
establecer si la mezcla de ambos tratamientos podria tener un efecto aditivo o
sinérgico sobre la muerte celular en los neutrdéfilos; se realizaron 4 experimentos
donde se trataron los neutréfilos con un mezcla de Cocaina-Levamisol y se
incubaron durante 6 horas, posterior a esto se analizdé por citometria de flujo el
porcentaje de muerte celular utilizando Sytox green y Hoechst; observando que una
vez se combinan los compuestos la induccion de muerte celular aumenta con
respecto a los tratamientos individuales a 67.43% [31.3-88.8], con lo que se podria
decir que el Levamisol y la Cocaina tuvieron un efecto sinérgico en la induccién de

muerte celular de los neutréfilos. (Figura 2B y C)

4.3 Liberacion de MPO y no de EN en las NET de neutréfilos tratados con

Cocaina, Levamisol y Cocaina- Levamisol

Con el fin de confirmar si la muerte celular que estaban sufriendo los neutréfilos
durante la estimulacion con Cocaina y Levamisol era NETosis, se decidid utilizar
anticuerpos dirigidos contra antigenos presentes en las NET como son las proteinas
de los granulos MPO y EN. Para esto los neutréfilos fueron tratados con Cocaina,
Levamisol y mezcla de ambos componentes e incubados por 6 horas. En las células
Sytox green+ y Hoechst-33342 + se evaluo la presencia de MPO y EN encontrando
gue la mediana del porcentaje de células MPO+ con cada tratamiento fue: Cocaina
2,7% [1,69-7,0], Levamisol 13,7% [8,22-31,7] y la mezcla 32,6% [23,3-65,9]. No se
observd presencia de la EN las células con externalizacion del ADN. Con estos
resultados se logré evidenciar concordancia entre los datos de la muerte celular
obtenidos en las células doble positivas para Sytox green y Hoechst-33342 y las
células anti MPO positivas, sugiriendo que dicha muerte muy probablemente es
NETosis. (Figura 3 Ay B). Por medio de microscopia de fluorescencia se confirmoé

la liberacion de NET a partir de los diferentes tratamientos, previamente
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mencionados, lo que soporta la induccion de muerte celular via NETosis. (Figura
2D)

4.4 Induccion de muerte celular de los neutréfilos utilizando mezcla de sueros

Se evaluod si los sueros de pacientes con VICOL tienen la capacidad de inducir el
mismo fendbmeno de muerte en los neutréfilos. Los sueros de los pacientes se
agruparon en dos categorias definidas como aquellos con nefritis y los que no la
tuvieron, ya que la mayoria de las biopsias renales evidenciaron inmunocomplejos
se deduce que los pacientes con nefritis tienen mas probabilidad de tener estos
elementos circulantes con respecto a pacientes sin esta manifestacion y sugiriendo
gue los inmunocomplejos pudieran ser inductores de muerte celular. Todos los
sueros de pacientes clasificados en estas dos categorias fueron combinados y la
mezcla se utilizdé en un porcentaje del 20%. Esta proporcidn se definid en ensayos
de dosis respuesta previos (datos no mostrados) y como control negativo se utilizd
mezcla de sueros de individuos sanos a la misma concentracion. Las muestras se
incubaron bajo las condiciones del ensayo y se evalu6 el DNA extracelular con Sytox
green y Hoechst. Los sueros de los dos grupos de pacientes con VICOL indujeron
muerte celular en proporciones similares. En las células tratadas con sueros de
pacientes con compromiso renal se observo una mediana del porcentaje de células
positivas del 10,6% [2,39-14,3] y en los sueros provenientes de individuos sin nefritis
la mediana del porcentaje de células positivas fue del 11,4% [5,97-15,]. Con los
sueros de individuos sanos la mediana fue 5,1% [3,35-8,75]. Sin embargo, estos
valores, aunque se evidencian la induccion de muerte, no alcanzaron los

porcentajes observados con la mezcla de Cocaina y Levamisol. (Figura 4)

4.5 Citoquinas como inductores de muerte celular de neutréfilos tratados con
sobrenadantes de Cocaina, Levamisol, Cocaina- Levamisol y mezcla de suero
de pacientes VICOL.

Con el fin de determinar si las citoquinas acumuladas durante los tratamientos con

Cocaina y Levamisol se pudieran asociar con los eventos de muerte observados en
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los neutréfilos, se evalué TNF-a, IL-1B, IL-12p70, IL-8, IL-6 e IL-10 en los
sobrenadantes de cada uno de los ensayos (n:8) encontrando Unicamente un
aumento en la acumulacion de IL-8 cuando se trataron los neutréfilos con Cocaina
y con el control positivo (PMA), pero no con Levamisol, con la mezcla de ambos
compuestos se observé menor acumulacién de estas citoquinas; ademas ninguna
de las otras citoquinas fue detectada.

Con las muestras de suero llamé la atencion un incremento de la IL-8 por encima
de sus niveles basales, observando con la mezcla de los sueros control una
concentracion de 427 pg/mL, mezcla de suero de pacientes con compromiso renal
de 508 pg/mL y en la mezcla de suero sin compromiso renal de 399 pg/mL. Entre
las tres fuentes de suero no se observo ninguna diferencia. Lo anterior, sugiriendo
gue en los sueros de los pacientes podria haber presencia de diferentes elementos
solubles induciendo la produccion de esta interleucina (Figura 5).

4.6 ROS como posible mecanismo inductor de NETosis en neutrofilos tratados

con Cocaina, Levamisol y Cocaina- Levamisol.

La NETosis puede generarse por diferentes vias. Comunmente se consideran la
liberacion de ROS y el aumento de calcio intracelular como los posibles inductores
de la formacion de NET. Se evalué si los tratamientos per se inducian la liberaciéon
de ROS. Luego de tratar los neutréfilos con Cocaina, Levamisol y la mezcla de
Cocaina con Levamisol, las células fueron cargadas con DHR 123, y se evalud la
conversion a Rodamina por medio del anion superdxido. La Cocaina indujo,
después de una hora de tratamiento, una leve produccion de ROS incrementando
la intensidad de fluorescencia media (IMF) 1,3 veces comparado con el control
positivo (PMA) en el mismo tiempo con un incremento de 5,2 veces; sin embargo,
cuando se trataron con Levamisol se observé que la sefial de la DHR123 fue menor
al control negativo, y antagoniz6 la produccién de ROS inducida por Cocaina lo que
sugiere que este no es posiblemente el mecanismo inductor de muerte celular
(Figura 6),.
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4.7 Calcio como posible mecanismo inductor de NETosis en neutrofilos

tratados con Cocaina, Levamisol y Cocaina- Levamisol

El aumento de calcio intracelular es uno de los mecanismos por los cuales se puede
dar la NETosis, ya que lleva a la activacion de la PAD-4, enzima importante en el
proceso de descondensacion de la cromatina y posterior liberacion de NET. Se
utilizé BAPTA, para evaluar de forma indirecta la via del calcio en la muerte celular.
En células tratadas con Cocaina combinada con Levamisol se evidenci6 como
resultado preliminar la induccién de muerte celular con un porcentaje de células
Hoechst™ Sytox green® de 40%; No obstante, cuando se adiciona el BAPTA, este
porcentaje disminuyé a 21% y aumento la region Hoechst* Sytox green™ (Figura 7).
Estos resultados podrian sugerir que la via de activacion de calcio intracelular es el
mecanismo por el cual la Cocaina y el Levamisol podrian estar induciendo la
NETosis, sin embargo, son necesarios otros ensayos e implementar nuevas

metodologias para poder confirmar esta hipétesis.

4.8 Modulacién de la NETosis utilizando Butilbromuro de Hioscina (BBH) en

neutrofilos tratados con Cocaina, Levamisol y Cocaina- Levamisol.

El BBH es un farmaco anticolinérgico derivado del amonio cuaternario, se ha
encontrado posible efecto antagonista de los receptores muscarinicos presentes en
diferentes células, entre ellas los neutréfilos (95). Se evalud si este farmaco
modulaba la induccién de muerte celular, para esto los neutréfilos fueron pretratados
con BBH (20 nM y 40 nM) y tratadas con Cocaina, Levamisol y la mezcla de
Cocaina-Levamisol. En presencia de BBH se observo una reduccién de 18.9% en
el porcentaje de células con liberacion del ADN extracelular inducida por la
combinacion de Cocaina-Levamisol. Esta reduccidén, aunque no cuantificada se

observa en la microscopia de fluorescencia. (Figura8 A, By C)
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4.9 Modulacién de la NETosis con BBH en Neutro6filos tratados con la mezcla

de sueros.

Al observar que el BBH tiene un efecto sobre la muerte inducida por la mezcla de
Cocaina-Levamisol, se evalu6 si este mismo lo tendria sobre la muerte inducida por
la mezcla de sueros de los pacientes. Para esto se incubaron los neutréfilos con el
BBH y posteriormente se adicionaron las mezclas de sueros de pacientes con
compromiso renal, sin compromiso renal y las de individuos sanos. No hubo
inhibicion del efecto de los tres grupos de sueros. Los porcentajes de células con
dafo en ausencia del inhibidor y en su presencia con cada uno de los tipos suero
fueron: control 5,6% + 0,56% a 3,8% + 0,42%; con compromiso renal 9,5% +1,12%
a 9,3% * 0,89% y sin compromiso renal 11,02% * 0,85% a 8,6% * 0,93%. (Figura
9)
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5. FIGURAS Y TABLAS
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Figura 1. Evaluacion de pureza y viabilidad. A) Izquierda, Determinacion de la
Poblacién celular CD45+ vs granularidad-area (SSC-A), Derecha, Pureza del 95,8%
(CD33+, CD45+). B) Células vivas (DiOCs(3)P"9" |P-), Células con dafio mitocondrial
(DIOCs(3)4™ IP) y células con dafio en membrana (IP+). Los gréficos de puntos son

representativos de cuatro experimentos independientes.
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Figura 2. Induccion de muerte celular. Graficas de un experimento representativo
(n:4) en las cuales los neutréfilos fueron estimulados con PMA, Cocaina, Levamisol,
Cocaina-Levamisol. A) Estrategia utilizada para el analisis en citometria de flujo. B)
Cuantificacion por citometria de flujo utilizando Sytox green y Hoechst-33342 La
region representada en rojo son las células doble positivas (Sytox green* Hoechst*),
la region en naranja son células Hoechst* y la region azul son células Hoechst'" C)
Porcentaje de células doble positivas para Sytox green y Hoechst-33342. D)
Confirmacion por microscopia de fluorescencia (n:3), magnificacion 200x. Los
resultados son mostrados como la mediana y RIQ, se realizo la prueba de Kruskal-
Wallis, * p<0,05.
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Figura 3. Confirmacion de Induccion de muerte celular mediante anticuerpos
dirigidos contra antigenos en las NET. Gréficas de un experimento representativo
(n:4) en los cuales los neutrdfilos fueron estimulados con PMA, Cocaina, Levamisol,
Cocaina-Levamisol. A) Estrategia utilizada para el andlisis en citometria de flujo.
Cuantificacion por citometria de flujo utilizando Anti-MPO y Hoechst-33342. B)
Porcentaje de células doble positivas para anti-MPO y Hoechst- 33342. Los
resultados son mostrados como la mediana y RIQ, se realiz6 la prueba de Kruskal-

Wallis, * p<0,05.
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Figura 4: Induccion de muerte celular. Graficas de un experimento representativo
(n:4) en los cuales los neutréfilos fueron estimulados con mezcla de suero de
pacientes con compromiso renal (PWN), mezcla de suero de pacientes sin
compromiso renal (PWON) y mezcla de suero de individuos control (PHC) A)
Cuantificacion por citometria de flujo utilizando Sytox green y Hoechst-33342, B)
Porcentaje de células doble positivas para Sytox green y Hoechst-33342. C) Analisis
por citometria de flujo para confirmar NETosis utilizando Anti-MPO y Hoechst-
33342, D) Porcentaje de células doble positivas para Anti-MPO y Hoechst-33342.E)
Confirmacion por microscopia de fluorescencia. Los resultados son mostrados

como la mediana y RIQ.
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Figura 6: Liberacion de especies reactivas de oxigeno. Grafica de un
experimento representativo (n:3) en el cual se evalué en dos tiempos la liberacion
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en neutrdéfilos tratados con Cocaina, Levamisol, Cocaina-Levamisol y PMA. C)
Porcentaje de DHR positivo.
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Figura 7: Calcio intracelular como mecanismo de NETosis. Grafica de un
experimento representativo (n:2) en el cual se evalud el efecto del calcio en la
muerte celular de los neutrdfilos tratados con levamisol y Cocaina+ Levamisol, luego
de 3 horas de incubacién en presencia o ausencia de BAPTA, un quelante de calcio.
A) Concentraciones de BAPTA evaluadas OuM, 2uM y 20 puM B) Gréfica de
neutréfilos tratados con Levamisol, Levamisol-BAPTA 2uM, Cocaina-Levamisol y

Cocaina-Levamisol en presencia de BAPTA 2uM.
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Figura 8: Modulacién de NETosis. Experimento representativo (N:4), en el que se
observa el efecto del BBH 20 nM en la inhibicibn de muerte celular luego de la
estimulacion de los neutréfilos con PMA, Cocaina, Levamisol, Cocaina-Levamisol.
A) Cuantificacion por citometria de flujo utilizando Sytox green y Hoechst 33342 B)
Porcentaje de células doble positivas para Sytox Green y Hoechst C) Confirmacion

por microscopia de fluorescencia. Los resultados son mostrados como la mediana
y RIQ.
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Figura 9: Modulacién de NETosis. Experimento representativo (N:4), en el que se
observa el efecto del BBH 20nM en la inhibicion de muerte celular luego de la
estimulacion de los neutréfilos con PWN, PWON y PHC. A) Cuantificacion por
citometria de flujo utilizando Sytox green y Hoechst 33342 B) Porcentaje de células
doble positivas para Sytox Green y Hoechst C) Confirmacién por microscopia de

fluorescencia. Los resultados son mostrados como la mediana y RIQ.
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Tabla 1. Caracteristicas sociodemograficas de pacientes donantes de suero

incluidos en el estudio.

Pacientes
Variables n:25 (%)

Edad en afios (Rango) 34 (25-31)

S Femenino 4 (16)
exo Masculino 21 (84)
Alcohol 16 (64)
Consumode /. i) ana 19 (71)
sustancias —

Cigarrillo 19 (71)

Tabla 2: Manifestaciones clinicas de pacientes donantes de suero incluidos

en el estudio.

. Pacientes
Variables n:25 (%)
Necrosis de 20 (80)
pabellones auriculares
Artralgias/artritis 16 (64)
Ulceras cutaneas 9 (36)
Anemia hemolitica 7 (28)
autoinmune
. Inmunocomplejos 9 (36)
Nefritis Otras nefritis 6 (24)
Pseudovasculitis 4 (16)
Pioderma gangrenoso) 3(12)
Vasculitis Leucocitoclastica 2(8)
Vasculopatias Trombdtica 2 (8)
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Tabla 3: Datos paraclinicos de pacientes donantes de suero incluidos en el

estudio.

Variables Prit;lsr(\;e)s
Neutropenia 4(16)
i i c3 13 (52)
Hipocomplementemia & o
ANA 14 (56)
i p-ANCA 9 (36)
Autoanticuerpos ANCA Anti-MPO 16 (64)

24 (92%) .

Anti-PR3 7 (28)
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6. DISCUSION

La microscopia de fluorescencia ha sido por mucho tiempo la técnica mas utilizada
para cuantificar la NETosis, sin embargo es un proceso subjetivo y requiere mucho
tiempo para su realizacion; desde hace pocos afios ha surgido el interés por
cuantificar mediante citometria de flujo la NETosis, por ser un proceso simple,
reproducible, con menor probabilidad de pérdidas de datos, mayor rendimiento,
deteccidon y agilidad en el proceso, ya que las células no requieren de lavados
previos, ni ser fijadas, ademas de poca manipulacion, algo importe para los

neutrofilos ya que son células de facil activacion.

En el 2015 Gavillet y colaboradores, identificaron en neutrdfilos la liberaciéon de NET
por la deteccién de MPO e histonas citrulinadas mediante citometria de flujo , otro
estudio realizado en el mismo afio por Zaho y colaboradores, evalué flujo el cambio
en el area nuclear y la intensidad de fluorescencia causada por NETosis a partir de
imagénes espectrales tomadas por citometria de flujo (96); en el 2017 Masuda y
colaboradores comenzaron a implementar la tincion de acidos nucleicos mediante
la utilizacion de Sytox green y observaron que los neutrofilos luego de ser tratados
con PMA eran Sytox green*, indicando liberacion de NET. En el 2019, Zharkova y
colaboradores utilizaron dos sondas dirigidas a la tincion de &cidos nucleicos: Sytox
Orange y DAPI, el primero solo tifie células muertas o con dafio en membranay el
segundo es semipermeable, demostraron como mediante citometria de flujo se
puede cuantificar la liberacion de NET ya sea en sangre total, utilizando anticuerpos
especificos de la poblacién, o a partir de neutréfilos purificados; asi mismo, utilizaron
anticuerpos dirigidos contra las proteinas de los granulos como la MPO, y
establecieron la correlacion de la region doble positiva (SO y DAPI) con la regién
anti-MPO para confirmar lo definido como NETosis, ademas de la validacion por
microscopia de fluorescencia, donde se logra presenciar la morfologia de las NET,
los ensayos realizados fueron en neutrofilos tratados con PMA (94). En nuestro
estudio realizando algunas modificaciones al protocolo de Zharkova vy

colaboradores, utilizamos como sondas Sytox green y Hoechst. Sytox green no
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atraviesa la membrana de células vivas, mientras que Hoechst es semipermeable a
la membrana; la region doble positiva para estas tinciones nos indico la salida del
material nuclear de la célula; asi mismo, el uso del anticuerpo anti MPO vy la
visualizacion por microscopia de fluorescencia fueron necesarios para confirmar la
presencia de proteinas de los granulos mezclada con contenido nuclear, lo que nos

permite afirmar que el tipo de muerte observada corresponde a NETosis.

Estudios previos como los de Carmona y colaboradores muestran que el Levamisol
es capaz de inducir muerte celular en los neutréfilos, al igual que el estudio de Lood
y Hunges los cuales muestran que la Cocaina y el Levamisol en forma individual
son capaces de inducir en los neutrofilos la liberacion de NET ricas EN (58). En
nuestros resultados al igual que en estos estudios, logramos observar la induccion
de la liberacion de NET por neutrdfilos de individuos sanos tratados tanto con
Cocaina y Levamisol en forma individual, sin embargo, aunque se ha reportado en
la literatura la presencia de EN en las NET inducidas por estas sustancias, en
nuestros resultados solo encontramos MPO. Datos que se podrian relacionar con
los datos clinicos de los pacientes, ya que el 92% de la poblacién evaluada
presentan en el suero anticuerpos ANCA-MPO positivos. Se conoce que la
liberacion de MPO es necesaria para la formacién de NET, en un articulo realizado
por Metzler y colaboradores se encontr0 que los neutréfilos de individuos
inmunodeficientes de MPO no lograban liberar NET, y esto los hacia mas
susceptibles a desarrollar infecciones (43). El hallazgo de solo MPO en las NET de
neutroéfilos tratados con Cocaina Levamisol sugeriria que el predominio de ANCA
anti-MPO observado en el grupo de pacientes, difiriendo de lo previamente descrito

de la presencia de EN en las NET inducidas por Cocaina y Levamisol.

Al utilizar la Cocainay el Levamisol combinados, se presenté un efecto sinérgico en
la induccion de la muerte celular, esto posiblemente este asociado a mecanismo
neuro farmacoldgico por el cual el Levamisol inhibe la enzima monoamino oxidasa
y activa los receptores muscarinicos, lo que aumenta la transmision de dopamina
(97,98), otra hipétesis que nos ayuda a explicar este fenémeno, seria que el efecto
generado sobre la Cocaina es dado por Aminorex, un metabolito del Levamisol, el
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cual mejora las propiedades estimulantes de esta, asimismo, una ingesta
prolongada de este metabolito se ha encontrado asociado a diferentes

enfermedades como hipertension pulmonar y vasculitis (99,100)

Las vasculitis son un tipo de vasculopatias que se caracterizan por la inflamacion
de las paredes de los vasos sanguineos, existen dos mecanismos involucrados en
la induccion de la inflamacion, los inmunopatogénicos y los no inmunopatogénicos.
Dentro de los no inmunopatogénicos se encuentran aquellos en los cuales la
infiltracibn de la pared del vaso sanguineo o tejido circundante es por
microrganismos 0 mecanismos no identificados; los  mecanismos
inmunopatogénicos son aquellos en los cuales se encuentran involucrada células
del sistema inmune como linfocitos T citotoxicos dirigidos contra componentes de
los vasos sanguineos, expresion de moléculas de adhesion en células endoteliales
y la presencia de anticuerpos, los cuales pueden formar inmunocomplejos en la
pared de los vasos o generar dafio directo en las células endoteliales (101). En
nuestra poblacion de estudio, pacientes con VICOL, encontramos que el 92% de los
pacientes presentan titulos de anticuerpos ANCA, 64% presentan titulos de MPO y
el 28% de PR3 en suero acompafiados de un diagnostico de vasculitis confirmado
por biopsia de piel, ademas se observo que el 36 % de pacientes presentaron nefritis
por inmunocomplejos (CI), por lo que hipotetizamos que este grupo podria tener
estos elementos circulantes y ser los Cl los causantes de la muerte celular de los
neutrofilos descrita en esta entidad, por esta razén, se decide evaluar la capacidad
de induccién de muerte de dos mezclas de sueros, una de pacientes con nefritis con
mayor probabilidad de presencia de CI circulantes y una segunda mezcla sin
compromiso renal y menor probabilidad de estos CI circulantes. En nuestros
resultados, observamos que los neutréfilos tratados con estos sueros presentan un
bajo porcentaje de muerte celular comparado con la muerte inducida con Cocaina
y Levamisol, no se observaron diferencias significativas entre los dos grupos de
mezclas de sueros, lo que sugiere que posiblemente los Cl no son el mecanismo de
induccion de muerte del neutréfilo observada en los pacientes con VICOL y que

otros posibles mecanismos estén involucrados.
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Se cree que uno de los principales receptores involucrados en la activacion de los
neutréfilos son los receptores muscarinicos, los cuales podrian tener un papel
importante en todo este proceso de induccion de NETosis a partir de Cocaina y
Levamisol, por lo tanto, en nuestro estudio se decidié evaluar un antagonista de
estos receptores muscarinicos M3, el BBH, con el fin de encontrar una posible
herramienta terapéutica para tratar los pacientes con VICOL. En un estudio
realizado por Carmona y colaboradores, en el cual evaluaron el mecanismo por el
cual se puede estar induciendo la muerte celular de los neutréfilos mediante
tratamiento con Levamisol, utilizaron inhibidores de los receptores muscarinicos M1
(Tele y UV) y M3 (4-DAMP), encontrando que en presencia del inhibidor disminuia
el porcentaje de liberacion de NET en los neutrofilos; al correlacionar estos
resultados con lo observado en nuestro estudio, evidenciamos que el BBH indujo
una inhibicién parcial en la muerte inducida por Cocaina mas Levamisol, lo que nos
sugiere que los receptores muscarinicos podrian ser una de las vias por las cuales
se esta mediando la NETosis en los neutrofilos; otro tipo de receptores que podrian
estar involucrados en la induccién de NETosis son los receptores Dectina-1, CD14,
C1gR , receptores tipo Toll (TLR), receptores Fc, siendo estos ultimos reconocidos
por los ANCA (102), mecanismos no evaluados en este estudio. Por otro lado, algo
gue llama la atencion es que el BBH no inhibe la induccion de muerte por PMA, en
el articulo de Carmona y colaboradores se observé que el PMA activa la muerte del
neutréfilo por la fosforilacion de la via RAF/MEK/ERK, dato obtenido mediante un
inhibidor de esta via, el cual disminuye el porcentaje de NET en las células tratadas
con PMA, esto explicaria el hallazgo de Carmona y de nuestro estudio en que BBH
no inhibe la muerte inducida por PMA y si reduce la muerte inducida por Cocaina 'y
Levamisol, observaciones que sugieren que la via RAF/MEK/ERK no es la via de
induccién de muerte en el caso de Cocaina y Levamisol (13). Con estos resultados
nos podriamos plantar la idea de utilizar el BBH como posible tratamiento de la
VICOL, ya que al inhibir parcialmente la muerte celular por NETosis, podria
disminuir las manifestaciones clinicas en los pacientes, asimismo, se lograria limitar
el uso de medicamentos inmunosupresores, disminuyendo asi los efectos adversos

asociados a dicha terapia.

57



Entre los mecanismos de induccién de muerte de neutrofilos tipo NET, se han
descrito la activacion de NADPH oxidasa lo que lleva a la posterior liberacion de
ROS, los cuales promueven la liberacion de las diferentes proteinas de los granulos,
gue participan en la muerte del neutréfilo y el aumento de calcio intracelular, el cual
lleva a la activacion de la PAD- 4, involucrada en la citrulinacion de las histonas. Al
evaluar de forma indirecta la produccion de ROS inducida por los tratamientos con
Cocaina y Levamisol y la mezcla de ambas sustancias en dos tiempos diferentes
(20 y 60 minutos), utilizando DHR-123 para su deteccidén, observamos a los 60
minutos que la Cocaina induce liberacion de ROS, no obstante, se evidencio que el
Levamisol no, al combinarse con la Cocaina se sugiere un posible efecto
antagonista, ya que a los 60 minutos de tratamiento la produccion de ROS fue
menor a la observada con la Cocaina individual, En el estudio realizado por
Carmona y colaboradores, observaron, al igual que en nuestro estudio, que el
Levamisol no induce la liberacion de ROS, utilizando DPI (yodonio difenileno) el cual
inhibe de forma especifica la NADPH-oxidasa y por ende la liberacion de ROS, lo
gue nos sugiere que la via por la cual se da el mecanismo de NETosis es
independiente de la liberacion de ROS (13).

Como se mencion6 anteriormente, otro mecanismo por el cual se podria estar
induciendo la NETosis, es el aumento de calcio intracelular, debido a que la
activacion de PAD-4 es dependiente de calcio, y se necesita niveles altos de este
ion en la célula para poder ser activado (103). En nuestro estudio utilizamos BAPTA
un acido amino carboxilico especifico de calcio, al cual se van a unir dos iones de
calcio, disminuyendo la cantidad de calcio libre en el citoplasma. Hallazgos
preliminares muestran que las células tratadas con Cocaina combinada con
Levamisol inducen muerte, pero cuando evaluamos este tratamiento en presencia
de BAPTA se evidencia una disminucion en esta muerte celular y un aumento en el
porcentaje de células vivas; con esto, podria especularse que la via de induccién de
la muerte celular por la cual la Cocaina y el Levamisol inducen NETosis es mediante
el reconocimiento del receptor muscarinico presente en la membrana plasmatica, lo
cual podria inducir la activacién de proteinas tirosincinasa, las cuales fosforilan la

fosfolipasa C, llevando a la hidrolisis de fosfatidilinositol difosfato en diacilglicerol e
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inositol trifosfato, este Ultimo se uniria a receptores presentes en el reticulo
endoplasmico induciendo la liberacion de calcio (104); este aumento de calcio en el
citoplasma del neutréfilo activa la PAD-4 importante en la descondensaciéon de la
cromatina promoviendo la induccion de muerte por NETosis. En el articulo de
Carmona y colaboradores, evaluaron este mecanismo mediante el uso de
inhibidores de la PAD-4 (Cl-amidina) y observaron una disminucién en el porcentaje
de NET con respecto a las células tratadas solo con Levamisol (13). Asi mismo, en
otro estudio realizado por Hemmers y colaboradores, en el cual utilizaron ratones
deficientes de PAD-4, evaluaron la formacion de NET luego de ser expuestos a
infeccidn por influenza A, encontrando que los neutréfilos de estos ratones no
lograron producir NETs, comparado con los neutrdfilos de los ratones control, lo que
sugiere que PAD-4 y su activacion es necesaria para llevarse a cabo la muerte
celular por NETosis (105); ya que como se ha encontrado en algunos estudios la
citrulinacién de las histonas H3 y H4 es un paso requerido para la formacion de las
NET (106-108).

En un estudio realizado por Altstaedt y colaboradores, muestra que los neutrofilos
pueden inducir de forma constitutiva la produccién de IL-8 (109). En nuestro estudio
evaluamos la produccion de citoquinas como posible mecanismo de induccion de
muerte y promotor del ambiente inflamatorio asociado al VICOL. Al evaluar un perfil
proinflamatorio (IL-1B, IL-6, TNF-a, IL12-P70 e IL-8) encontramos que solo los
neutrofilos que habian sido tratados con los sueros de los pacientes presentaron
concentraciones de IL-8. En el estudio realizado por Hsieh y colaboradores en el
cual cultivaron neutréfilos con ANCA-MPO y ANCA-PR3 con el fin de determinar la
funcion de estos anticuerpos sobre los neutréfilos, encontraron que los ANCA-MPO
induce la liberacién de IL-8 (110), esto podria explicar que los sueros de los
pacientes de nuestro estudio podrian tener ANCA circulantes, los cuales indujeron

la produccion de esta interleucina.

En resumen, la Cocaina y el Levamisol pueden inducir muerte celular del neutrdfilo
via NETosis, mediante diferentes trayectorias: primero mediante la activacion de

receptores muscarinicos que se encuentran en la membrana citoplasmatica de los
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neutrofilos, estas células una vez activadas pueden mediar la liberacion de ROS a
partir de la NADPH oxidasa, lo que seria concomitante con la liberacion de las
proteinas de los granulos y su posterior traslocaciéon al nicleo, donde median la
descondensacion de la cromatina y liberacion de las NET con contenido nuclear y
citoplasmatico como MPO. Segundo, el neutrofilo, luego de su activacion
aumentaria los niveles de calcio intracelular mediado por la activacion del inositol
trifosfato (IP3) y promoviendo la activacion de PAD-4, mediador importante en este
tipo de muerte, ya que PAD4 media la citrulinacién de las histonas causando la
descondensacion de la cromatina, llevando a una posterior liberacién de las NET.
Cuando se utilizé el BBH, antagonista muscarinico, disminuy6 parcialmente la
NETosis inducida por Cocaina y Levamisol, evidenciando la importancia de estos
receptores en la induccién de esta forma de muerte. La activacion de esta via
también podria inducir la movilizacién de calcio un mediador adicional en las vias

de induccion de NETosis.

Luego de la liberacion de las NET, aunque no estaba dentro de los alcances de este
proyecto, consideramos que células presentadoras de antigeno deben reconocer la
MP. Median la activacion de linfocitos T CD4 y favoreciendo la activacion de los
linfocitos B, los cuales producen los autoanticuerpos dirigidos contra MPO (ANCA-
MPO). Estos anticuerpos amplificarian mecanismos adicionales como la activacion
de otros neutrdéfilos via receptores Fc, mas liberacion de NET y la activacion de
células endoteliales promoviendo. La expresion de moléculas de adhesion, la
disminucién en la velocidad del flujo sanguineo y la union de los neutrdfilos a estas
moléculas e iniciar la diapédesis generando un ambiente inflamatorio y trombotico.
Como consecuencia a esto los pacientes presentan las manifestaciones clinicas
caracteristicas que hemos venido mencionando como, necrosis del pabellon

auricular (Figura 10).

Una de las preguntas que nos surgen a partir de los resultados obtenidos es: ¢, Podra
el sinergismo observado de Cocaina-Levamisol en la induccion de muerte de los
neutréfilos depender de la activacion de una Unica via o de la sumatoria de algunas

de ellas? Esto debido a que la Cocaina pudiese estar induciendo la liberacién de
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NET mediante la produccion de ROS, por el contrario, el efecto del Levamisol
parece estar mediado por la via del calcio ya que en presencia del quelante (BAPTA)
disminuy6 la muerte y se observé un aumento en la viabilidad (Sytox- Hoechst").
Sin embargo, son necesarios otros ensayos que nos permitan soportar mejor esta

hipotesis.

Legend
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Figura 10: Modelo propuesto de la induccion de NETosis por Cocaina-

Levamisol y posibles mecanismos implicados en ella y en el desarrollo de
VICOL.
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7. CONCLUSIONES

Nuestros resultados muestran que hay un sinergismo entre la Cocaina y el
Levamisol en la liberacion de ADN y de MPO. Aunque no se detecto la presencia
de EN, la deteccion de DNA extracelular, el patron evidenciado en el registro
fotografico por microscopia de fluorescencia y la presencia de MPO son sugestivas

de que lo observado corresponde a NETosis

Los sueros de los pacientes con vasculitis también indujeron la liberaciéon de ADN y
MPO con un patrén morfologicamente compatible con NETosis pero en una menor

proporcion que lo observado con Cocaina y Levamisol.

No se encontraron niveles de citoquinas detectables después del tratamiento con
Levamisol solo, en presencia de Cocaina se observo una reduccion en los niveles
de IL-8 presente en los sueros de los pacientes, lo que sugiere que probablemente

el papel de las citoquinas en la induccién de la NETosis observada no sea claro.

El mecanismo mediante el cual se da la inducciéon de la muerte parece ser
independiente de la produccion de ROS, ya que Levamisol no indujo su produccion
y antagonizé la inducida por Cocaina. Sin embargo, los resultados preliminares
sugieren que el mecanismo por el cual se esta presentando la NETosis inducida por

Cocaina-Levamisol sea por una via dependiente de calcio.

El pretratamiento con Butiloromuro de hioscina, antagonista de los receptores
muscarinicos, redujo parcialmente los efectos simultaneos de la Cocaina y el
Levamisol evidenciando la participacion de esta via en la induccién de este tipo de

muerte compatible con NETosis.

Cabe resaltar que nuestros resultados validan la citometria de flujo como una
técnica util para la evaluacion de la NETosis, ya que es un procedimiento simple,
reproducible, con menor probabilidad de pérdidas de datos, mayor rendimiento,

deteccién y agilidad en el proceso.
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PERSPECTIVAS

Evaluar de forma directa el mecanismo de inducciéon de muerte mediante la
via de calcio, con cada uno de los tratamientos individual y combinados.

Evaluar posibles polimorfismos en los receptores muscarinicos de neutrofilos
de pacientes con VICOL.

Evaluar el papel del inflamasoma mediante la medicion de IL-18 como posible
mecanismo de induccién de muerte por NETosis.

Fortalecer las evidencias de la participacion de las vias de calcio y receptores

muscarinicos para proponer posibles terapias para resolver la NETosis y por
ende la enfermedad inflamatoria que ella causa.
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