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Resumen 

Introducción: Desde 2010 se reportan casos de una nueva vasculopatía inducida 

por el consumo de cocaína contaminada con levamisol (VICOL), caracterizada por 

púrpura retiforme, necrosis de pabellones auriculares, compromiso multisistémico y 

positividad para múltiples autoanticuerpos. Se conocía la capacidad del levamisol 

de inducir reacción inmunológica con lesiones cutáneas y se habían descrito 

eventos con Cocaína; por la similitud que tiene la VICOL con la vasculitis asociada 

a anticuerpo anticitoplasma del neutrófilo se postula que pudieran compartir 

fisiopatologías entre ellas, así como la participación de neutrófilos y su muerte por 

NETosis.  

Metodología: Neutrófilos de controles sanos fueron aislados por gradiente de 

densidad Ficoll-Dextran 3%, la viabilidad celular y pureza fueron evaluadas 

utilizando PI, DiOC6, y CD45-PCy7, CD33-PE respectivamente. La inducción de 

muerte celular fue evaluada mediante el tratamiento con Cocaína, Levamisol, 

Cocaína-Levamisol, mezcla de suero de individuos control y mezcla de suero de 

pacientes VICOL. La cuantificación de NETosis se realizó mediante un método 

recientemente descrito, citometría de flujo, utilizando Sytox green, Hoechst-33342. 

anti- elastasa del neutrófilo (EN) y anti- mieloperoxidasa (MPO). La confirmación de 

este tipo de muerte se hizo al evaluar la morfología por microscopia de 

fluorescencia. La medición de especies reactivas de oxígeno (ROS) se realizó 

mediante citometría de flujo utilizando dihidrorodamina 123 (DHR-123) y para 

evaluar la participación de calcio o los receptores muscarínicos se utilizaron como 

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

Resultados: La inducción de muerte celular fue observada en neutrófilos 

estimulados con Cocaína y Levamisol de forma individual, además de un efecto 

sinérgico en la inducción de NETosis al utilizar estos dos compuestos combinados. 

Aunque no se detectó la presencia de EN, la detección de ácido desoxirribonucleico 

(ADN) extracelular, el patrón morfológico evidenciado en el registro fotográfico por 

microscopia de fluorescencia y la presencia de MPO son sugestivas de NETosis. 
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Resultados preliminares con los inhibidores sugieren la participación de las vías 

dependientes de calcio y de receptores muscarínicos. 

Conclusión: Estos resultados validan la citometría de flujo como una técnica útil 

para la evaluación de NETosis, además muestran la capacidad de la Cocaína y el 

Levamisol de inducir NETosis. También, nos sugieren que la vía de calcio y la 

participación de los receptores muscarínicos como posibles mecanismos de 

inducción de este tipo de muerte generada por Cocaína- Levamisol 
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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, DiOC6, 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. Introducción  

1.1 Antecedentes 

Las vasculopatías son un grupo de enfermedades que afectan los vasos sanguíneos 

caracterizada por lesiones isquémicas de diferentes órganos las cuales pueden ser 

leves o ser tan graves para conducir a la muerte (1). Las vasculitis, un tipo de 

vasculopatías, se caracteriza por la inflamación de los vasos sanguíneos, estas 

pueden clasificarse según el calibre de los vasos y su etiología 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 Cocaína, se ha visto asociado a 

vasculitis, desde 1999 se ha encontrado casos en los cuales los pacientes tratados 

con este medicamento presentaron placas purpúricas en ambas mejillas y necrosis 

en pabellones auriculares; por lo que tuvo que ser retirado del mercado y solo se 

permitió su uso veterinario (4,5). En el año 2002, en estados unidos se conoció por 

primera vez, que el Levamisol era utilizado como adulterante de la cocaína y en 

menos de una década la adulteración paso del 1% al 70%, (4,6,7). En 2010 se 

describieron casos de VICOL, donde los individuos presentan diversas 

manifestaciones clínicas como presencia de púrpura retiforme dolorosa con o sin 

necrosis central y ampollas hemorrágicas; además de títulos altos de auto 

anticuerpos anticitoplasma del neutrófilo (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 circulación, los cuales van 

dirigidos contra componentes del citoplasma de los neutrófilos, como la MPO y PR3 

(10,11). Se conoce que estas células participan activamente en la fisiopatología de 

estas vasculitis, ellas presentan diferentes tipos de muerte celular como necrosis y 

apoptosis; sin embargo, recientemente se ha conocido una muerte celular diferente 
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en los neutrófilos, llamada NETosis, la cual se caracteriza por la liberación de 

contenido citoplasmático y nuclear al espacio extracelular mediante trampas 

extracelulares del neutrófilo (NET, por sus siglas en ingles). Se ha encontrado que 

el Levamisol puede inducir la liberación de NET (12), sin embargo, no se conoce si 

el uso combinado de Cocaína con Levamisol, tiene un efecto en la inducción de 

NETosis y pudiera explicar algo de la fisiopatología y presentación 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 activación de diferentes receptores, entre ellos los 

muscarínicos, la producción de ROS a partir de la activación del sistema NADPH-

oxidasa y mediante la inducción del aumento de calco intracelular, llevando a una 

posterior activación de la enzima peptidil-arginina-deiminasa 4 (PAD-4). (13). 

Aunque en pocos estudios se ha reportado el mecanismo de inducción de liberación 

de NET en neutrófilos tratados con Levamisol, aun no se conoce cuál 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 

que, se considera que el uso de antagonistas muscarínicos (butilbromuro de 

hioscina) pueda ser una posible herramienta terapéutica, debido a que este tipo de 

receptores se encuentran en los neutrófilos y son activados por compuestos como 

el Levamisol.  
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1.2  Marco teórico 

1.2.1 Vasculopatías 

Las vasculopatías son un grupo de enfermedades que afectan los vasos sanguíneos 

caracterizadas por lesiones isquémicas de diferentes órganos pueden ser leves o 

tan graves como para conducir a la muerte. Entre ellas se incluyen alteraciones 

vasculares causadas por condiciones degenerativas, metabólicas, e inflamatorias, 

siendo múltiples las etiologías descritas (1). Las vasculitis, un tipo de vasculopatía, 

se caracterizan por la inflamación de los vasos sanguíneos, a menudo, 

acompañadas de isquemia, necrosis e inflamación de los órganos afectados. Las 

manifestaciones clínicas son diversas y dependen del tamaño, ubicación y grado de 

inflamación de los vasos afectados y del patrón de inflamación extravascular. Una 

característica histológica importante es la presencia de células del sistema inmune 

alrededor y en el interior de la pared de los vasos sanguíneos, principalmente 

neutrófilos en las lesiones agudas y linfocitos en las lesiones crónicas (2). El 

consenso de Chapel Hill-2012 (CHCC-2012, por sus siglas en inglés), las clasificó 

según el calibre de los vasos predominantemente afectados y, de acuerdo con su 

etiología, en primarias y secundarias (3). Las vasculitis primarias son aquellas en 

las que no se logra identificar una etiología o desencadenante concreto y no hay 

una clara asociación con otra enfermedad o exposición. Las vasculitis secundarias 

incluyen cuatro grandes grupos; las cuales son: inducidas por medicamentos o 

tóxicos (antihipertensivos, antibióticos, antitiroideos entre otros), las secundarias a 

infecciones usualmente virales, aquellas asociadas con neoplasias principalmente 

hematológicas y las relacionadas con otras enfermedades autoinmunes (14,15). 

Existen varios factores que determinan las diferencias clínicas entre las vasculitis, 

incluyendo la gravedad del daño vascular, la localización, el calibre de los vasos 

afectados (pequeño, mediano o grande) y la intensidad de la respuesta local y 

sistémica (16). 

Desde hace muchos años, 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 observó que los pacientes presentaban gran variedad de manifestaciones 

clínicas y paraclínicas como agranulocitosis, anemia aplásica, hepatitis y vasculitis, 

además de títulos altos de autoanticuerpos como ANA y ANCA con patrón 

perinuclear (p-ANCA). La descontinuación del medicamento en los pacientes 

resolvía la vasculitis (17,18). Otro medicamento asociado a la inducción de vasculitis 

es la Hidralazina, utilizada en pacientes con hipertensión arterial, actúa causando 

vasodilatación en arterias y arteriolas permitiendo la disminución de la presión 

arterial; sin embargo, se han descrito efectos secundarios tales como la inducción 

de lupus y vasculitis con títulos elevados de ANCA y ANA, al igual que 

manifestaciones clínicas sugestivas de estas enfermedades como pancitopenia, 

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

El Levamisol, un antihelmíntico con efectos inmunomoduladores y adyuvantes en el 

tratamiento del cáncer, por su capacidad de aumentar la quimiotaxis de macrófagos 

y neutrófilos (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 niños con síndrome nefrótico tratados con 

Levamisol durante 24 meses, se observó como efecto adverso, la aparición de 

máculas purpúricas y eritematosas, áreas necróticas que crecían rápidamente y 

afectación de los pabellones auriculares en todos los pacientes, lesiones que se 

resolvían luego de 2-3 semanas de suspendido el tratamiento con Levamisol. En el 

año 2000, el Levamisol tuvo que ser retirado del mercado para uso humano debido 

a los múltiples casos de agranulocitosis y vasculitis en pacientes tratados con este 

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

En el año 2002, en Estados Unidos se conoció por primera vez, que el Levamisol 

era utilizado como adulterante de la cocaína y en menos de una década la 

adulteración paso de 1% al 70%, observándose un incremento significativo en 

reportes de casos de pacientes consumidores de Cocaína que desarrollaban 

neutropenia e infecciones graves en diferentes ciudades de este país (4,7,22,23); 

Bradford y colaboradores en el año 2010, reportaron los primeros dos casos de 
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VICOL, los cuales se caracterizaban por la presencia de placas purpúricas 

dolorosas en ambas mejillas, necrosis en pabellones auriculares, artralgias y 

neutropenia (8). En 2019, Muñoz Vahos y colaboradores reportaron la serie de 

casos más grande de esta vasculitis descrita hasta ahora en la literatura, incluyendo 

consumidores de Cocaína adulterada con Levamisol en Colombia, encontrando 

mayor prevalencia en hombres. Estos individuos presentan diversas 

manifestaciones clínicas, incluyendo púrpura retiforme dolorosa con o sin necrosis 

central y ampollas hemorrágicas, que compromete pabellones auriculares, cara, 

tronco y extremidades; además de la afección de otros órganos y sistemas (articular, 

renal, hematológico, respiratorio, entre otros). En los estudios paraclínicos 

realizados en los pacientes VICOL, observaron la presencia de leucopenia, 

neutropenia, linfopenia, títulos altos de diferentes autoanticuerpos incluyendo los 

ANCA, de tipo anti-MPO, predominante y ocasionalmente anti-PR3, además de los 

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

Previo a la descripción de estas vasculitis en consumidores de Cocaína adulterada 

con Levamisol y compartiendo la característica de la presencia de ANCA se conoce 

ampliamente otro grupo de vasculitis primarias denominadas, VAA, caracterizadas 

por la presencia de estos anticuerpos en circulación, los cuales están dirigidos 

contra componentes del núcleo y citoplasma de los neutrófilos y monocitos (11,25). 

VAA incluye 3 fenotipos clínicos: granulomatosis con poliangitis (GPA), poliangitis 

microscópica (PAM), granulomatosis eosinofílica con poliangitis (GEPA) y las 

formas limitadas a un órgano, usualmente las VAA limitadas a riñón; son 

enfermedades con comportamiento clínico remitente y recurrente; además, se 

caracterizan por la infiltración de vasos sanguíneos de pequeño y mediano calibre 

las cuales son infiltrados por células inflamatorias que causan destrucción vascular 

e isquemia tisular secundaria, Los principales blancos antigénicos de ANCA son 

PR-3 y MPO, anticuerpos que se detectan en la mayoría de los pacientes con VAA 

activa (26–28); Millet y colaboradores demostraron que los genes que codifican 

estos autoantígenos se sobre expresan en los neutrófilos de pacientes con VAA 

(29). La PR3 se almacena en los gránulos primarios o azurófilos y en vesículas 

secretoras del neutrófilo, sin embargo, después de la activación y durante la 
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apoptosis, la PR3 se expresa en la superficie de estas células (26). La MPO es la 

proteína más abundante de los neutrófilos, se encuentra almacenada en los 

gránulos primarios de estas células con capacidad altamente microbicida (30), actúa 

como facilitadora de inflamación y daño tisular en enfermedades inflamatorias 

crónicas. Normalmente esta proteína es sintetizada durante la mielopoyesis, pero 

se ha observado que en pacientes con VAA hay una síntesis aberrante en 

neutrófilos maduros (26,31,32).  

En las VAA ya sean anti-MPO o anti-PR3 positivas, se observa una pérdida en la 

tolerancia a estas proteínas, lo que lleva a la generación de linfocitos B específicos 

productores de anticuerpos contra PR3 y MPO. Además, los neutrófilos pueden ser 

activados mediante proteínas del complemento como C5a, las cuales inducen la 

externalización de MPO en la superficie del neutrófilo, permitiendo así el 

reconocimiento por ANCA-MPO. Estos anticuerpos inducen en las células 

endoteliales la expresión de diferentes moléculas de adhesión como ICAM-1 e 

ICAM-2 que interactúan con selectinas e integrinas presentes en los neutrófilos 

generando una disminución en la velocidad de flujo de estas células en el vaso 

sanguíneo, permitiendo la transmigración de los neutrófilos, los cuales van a liberar 

sus NET causando lesiones directas a través de la liberación de ROS, proteasas, 

histonas y proteínas de los gránulos (MPO,EN, PR3), entre otros; atrayendo células 

inmunes como linfocitos T específicos de MPO y, macrófagos, mediante la 

liberación de quimioquinas convirtiéndose en un círculo vicioso que lleva a la lesión 

vascular, fenómenos trombóticos y la posterior isquemia de órganos, con un 

ambiente inflamatorio en el espacio intersticial, lo cual se traduce en las 

manifestaciones clínicas de los pacientes como se mencionará más adelante (33). 

1.2.2 Neutrófilos 

Los Neutrófilos constituyen la subpoblación más abundante de leucocitos en 

circulación (50-70%), con una vida media de 5 a 10 horas (34). Son generados 

continuamente en la médula ósea a partir de precursores mieloides y su 

reclutamiento, activación y supervivencia en los tejidos dañados 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 infección y desencadenar diferentes 

mecanismos de defensa del hospedero; actúan como importantes reguladores de 

la inmunidad adaptativa, la activación del complemento y la modulación de la 

respuesta inflamatoria (36). Estructuralmente se identifican por su núcleo 

multilobulado (2-5 lóbulos), y la presencia de dos tipos de gránulos en el citoplasma, 

cada uno cargado con diferentes proteínas proinflamatorias y formados 

consecutivamente durante su maduración (37). Los gránulos primarios (azurófilos o 

peroxidasa positivos) contienen principalmente proteínas antimicrobianas como la 

MPO, EN y PR3, mientras que los gránulos secundarios (específicos o peroxidasa 

negativos) almacenan altas concentraciones de lactoferrina, proteína secretora 3 

rica en cisteína (CRISP3) y gelatinasa (mieloperoxidasa de matriz 9, MMP9) (38,39). 

Cuando los neutrófilos completan su maduración en médula ósea, salen a 

circulación donde cumplen un papel como centinelas y actúan en respuesta a 

agentes infecciosos e inflamatorios (40).  

1.2.3 NETosis: muerte celular de los neutrófilos 

La muerte celular es un proceso que ayuda a mantener la homeostasis de tejidos, 

organismos o colonias. Históricamente se han conocido tres tipos de muerte celular: 

apoptosis, autofagia y necrosis, no obstante, el comité de nomenclatura de muerte 

celular (NCCD) del 2018, reconoció hasta 14 tipos de muerte celular, apoptosis 

intrínseca, apoptosis extrínseca, necrosis dirigida por la transición de la 

permeabilidad mitocondrial (MPT), necroptosis, ferroptosis, piroptosis, partanatos, 

muerte celular entótica, muerte celular dependiente de lisosoma, muerte celular 

dependiente de autofagia, muerte celular inmunogénica, senescencia celular, 

catástrofe mitótica y NETosis (41). Esta última un tipo de muerte celular 

característica de los neutrófilos. 

La NETosis se caracteriza por la liberación del contenido citoplasmático y nuclear 

al espacio extracelular mediante redes, denominadas NET en respuesta a una 

infección por bacterias, hongos, virus o en general patrones moleculares asociados 
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a patógenos (PAMP) o a patrones moleculares asociados a daño (DAMP) (42–44). 

Este tipo de muerte celular comenzó a conocerse desde 1996, cuando Takei y 

colaboradores, en una evaluación realizada en neutrófilos estimulados con 12-

miristato 13-acetato de forbol (PMA) como potente activador de muerte en 

neutrófilos, observaron cambios morfológicos que diferían de los presentados en 

otras muertes como apoptosis o necrosis típicas; ellos evidenciaron que la 

cromatina disminuía uniformemente su compactación y se daba un rompimiento en 

la envoltura nuclear; además, los gránulos citoplasmáticos no sufrían 

desgranulación. Otro cambio importante que destacaron los investigadores, fue el 

aumento en la permeabilidad de la membrana citoplasmática, lo cual se observó 

después de 3 horas de incubación con PMA, concluyendo que los neutrófilos 

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

Luego de casi una década de estudios sobre este tipo de muerte celular, en 2004 

Brikmann y colaboradores lograron evaluar la formación de NET y descubrir la 

actividad bactericida de estas estructuras. Ellos estimularon los neutrófilos con 10ng 

de interleucina-8 (IL-8) o PMA a 25 nM e incubaron 45 y 30 minutos 

respectivamente. Al visualizar las células mediante microscopía electrónica 

encontraron que estas formaban redes extracelulares prominentes, de 15 a 17 nm 

de longitud, en comparación 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 proteínas granulares como MPO, PR3 y EN (47). En el 2006, se 

evidenció que las NET proporcionan una alta concentración de moléculas 

antimicrobianas al microambiente extracelular y que degradan los microorganismos 

eficazmente; además son abundantes en sitios inflamatorios y se asocian a 

entidades clínicas como apendicitis, preeclampsia, fascitis necrotisante, vasculitis, 

procesos neoplásicos e inmunodeficiencias (48,49).  

A partir de estos hallazgos, en el grupo de Arturo Zychlinsky en el 2007, se definió 

la NETosis como una muerte celular regulada diferente a necrosis y apoptosis, 

Estos investigadores primero determinaron la morfología celular por microscopia 
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electrónica de transmisión y fluorescencia, fijaron los neutrófilos en diferentes 

tiempos y pasados 70 minutos de la activación se observaron los primeros cambios, 

los lóbulos del núcleo empezaron a deformarse, la cromatina a descondensarse y 

la membrana nuclear permaneció intacta; a los 120 minutos la membrana nuclear 

formó pequeñas vesículas y a los 180 minutos esta membrana se desintegró y los 

gránulos desaparecieron; sin embargo, observaron que la membrana plasmática de 

los neutrófilos permanecía intacta después del tiempo del estímulo. Luego 

evaluaron la diferencia entre la muerte celular por apoptosis y NETosis; para inducir 

apoptosis incubaron los neutrófilos con anticuerpos anti-Fas por 18 horas, las 

células muertas mostraron la morfología clásica de apoptosis, que consiste en 

fragmentación del núcleo sin ruptura de la envoltura nuclear y vacuolización 

citoplasmática; para el caso de la NETosis, se incubaron los neutrófilos con PMA 

durante 4 horas, en este caso se observó una desintegración de la membrana 

nuclear, la mezcla del contenido nuclear y citoplasmático y la desaparición de los 

gránulos citoplasmáticos, confirmando que la NETosis es una muerte celular 

diferente. Posteriormente para la evaluación de la formación de NET, utilizaron 

fragmentos Fab de anticuerpos monoclonales marcados con fluorescencia dirigidos 

contra complejos compuestos de histonas o EN, observándose la presencia de 

estas estructuras solo en los neutrófilos tratados con PMA, concluyendo que la 

muerte dada en los neutrófilos era NETosis, debido a la presencia de contenido 

nuclear y citoplasmático en las NET (50).  

En las investigaciones acerca de la estructura y función de las NET, se describieron 

dos modelos de NETosis, donde la principal diferencia es la naturaleza del estímulo: 

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 neutrófilo 

como receptores tipo toll-4 (TLR-4) y receptores del complemento, el neutrófilo es 

activado, se da la producción de ROS mitocondrial induciendo el cambio tanto en la 

forma multilobulada del núcleo como en la membrana nuclear; el contenido nuclear 

es puesto dentro de vesículas; las cuales son liberadas por medio de las NET; en 

este modelo el neutrófilo no muere. El segundo modelo, la NETosis suicida o 

convencional, es un proceso lento de 2-4 horas, inducido por PMA, lipopolisacárido 
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(LPS) u otros estímulos no infecciosos (como fármacos o drogas), donde la 

molécula es reconocida por los receptores de membrana como TLR, receptores de 

la fracción cristalizable del anticuerpo (RFc), y receptores muscarínicos acoplados 

a proteína G. Una vez es activado el neutrófilo inician múltiples vías de señalización, 

entre ellas la vía Raf/MEK/ERK, llevando a una posterior activación de la NADPH-

oxidasa lo que desencadena la liberación ROS, que inducen en los gránulos la 

liberación de proteínas antimicrobianas como MPO y EN, que migrarán al núcleo de 

la célula. Por otro lado, la activación del neutrófilo induce el aumento de calcio 

intracelular llevando a la activación de la PAD-4 enzima que una vez activada se 

transloca al núcleo y citrulina las histonas facilitando la descondensación de la 

cromatina. Al mismo tiempo, se puede estar activando el inflamasoma NLRP3 y por 

ende el clivaje de la gasdermina-D, proteína encargada de formar los poros en la 

membrana plasmática facilitando la liberación 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 antígenos 

expresados en la superficie de los neutrófilos, se clasifican según el patrón de 

inmunofluorescencia en c-ANCA o p-ANCA, el cual se evidencia luego de poner en 

contacto neutrófilos con los anticuerpos. El patrón c-ANCA, es citoplasmático difuso 

y el antígeno principal frente al cual van dirigidos es la PR3; por otro lado, el patrón 

p-ANCA, perinuclear, presenta una fluorescencia en forma de anillo rodeando el 

núcleo, en este caso el antígeno diana es la MPO (56). En la activación del neutrófilo 

por estos anticuerpos participan receptores presentes en la superficie de neutrófilos 

o 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 lesión (57).  

Algunos hallazgos clínicos y resultados de investigaciones han sugerido el efecto 

activador de los ANCA sobre los neutrófilos durante la patogénesis de VAA, 

activación que conduce a una mayor adhesión de los neutrófilos al endotelio de los 
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vasos sanguíneos y a la activación del complemento, liberando C5a el cual a su vez 

potencia la respuesta inflamatoria al actuar como un quimio atrayente de más 

neutrófilos al sitio de inflamación donde son activados por estos anticuerpos, 

producen ROS, sufren desgranulación y finalmente la formación de las NET. 

También se ha encontrado la persistencia de estos anticuerpos en los tejidos por 

acción de la actina (una proteína liberada en la NETosis), en los pacientes con 

vasculitis de vasos pequeño y mediano calibre (27,58–60). 

El compromiso renal presente en un grupo significativo de pacientes con VAA, se 

caracteriza por la infiltración de monocitos, macrófagos glomerulares y linfocitos T 

(61). Mediante estudios realizados en biopsias de riñón 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 proteínas granulares PR3, LL37, EN y MPO (62); en otro 

estudio utilizando inmunotinción, 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); Además se 

ha notado la presencia de calprotectina, un heterodímero complejo de 2 proteínas 

unidas a calcio intracelular (S100A8 y S100A9), presentes en los neutrófilos 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 inmunohistoquímica en biopsias 

renales observaron que los pacientes con VAA y lesión glomerular presentaban 

mayor expresión de calprotectina en comparación con individuos sanos; ellos 

también evaluaron los niveles séricos de este heterodímero por medio de ELISA, 

encontrando un incremento en los pacientes con vasculitis activa y disminución en 

pacientes con inflamación subclínica; sin embargo, hasta el momento no se ha 

identificado la contribución real de la calprotectina asociada a las NET, se cree que 

la localización diferencial de estas proteínas unida a estas estructuras pueda 

permitir ser multifuncional y aumentar la respuesta inmune (65). 
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Además del aumento de las NET en sitios de lesión inflamatoria en los pacientes 

con VAA, también se ha observado la presencia de estas estructuras en circulación. 

Se ha considerado que las NET tienen dos papeles en la inmunidad innata, atacan 

el patógeno, 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 dendríticas también logran 

reconocer estas proteínas, las presentan a los linfocitos T CD4+ presentes en los 

ganglios linfáticos, los cuales participan en la activación de linfocitos B y su posterior 

diferenciación a células plasmáticas productoras de ANCA (68). Por otro lado, estos 

anticuerpos pueden estar activando neutrófilos aumentando la expresión de 

receptores de adhesión como β-integrinas, las cuales se unen a ICAM-1 e ICAM-2 

presentes en células endoteliales permitiendo el rodamiento y la transmigración del 

neutrófilo al sitio de inflamación (54). Se ha observado que la liberación de NET 

inducida por ANCA es mucho mayor en pacientes con VAA activas, sin embargo, 

no todos los ANCA son patogénicos y podrían facilitar la eliminación de las NET 

mediante la opsonización y formación de complejos inmunes, hipótesis propuesta 

por Söderberg y colaboradores al encontrar que los niveles de los remanentes de 

NET diferían entre pacientes con VAA activa y en remisión (69). 

Aunque se ha demostrado la Cocaína y el Levamisol pueden inducir la liberación de 

NET de manera independiente y llevar finalmente a una vasculitis secundaria en un 

paciente genéticamente predispuesto, hasta ahora se desconoce cómo interactúan 

con precisión estas dos sustancias en la inducción de la VICOL. Sí bien la frecuencia 

de vasculitis incrementa en los individuos que consumen Cocaína adulterada con 

Levamisol, no está claro cuál es el efecto a nivel celular sobre los neutrófilos 

humanos de la exposición simultánea a estas sustancias, principales inductores de 

NET y posterior generación de ANCA en estos pacientes. En este trabajo quisimos 

explorar in vitro si el tratamiento con Cocaína y Levamisol de manera concomitante 

inducen la formación de NET de forma diferencial en comparación con el uso de un 

solo compuesto, y la presencia de proteínas de los gránulos (MPO, EN) en estas 
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redes, como marcadores típicos de la NETosis asociada a la patogénesis de estas 

vasculopatías.  

1.2.5 Mecanismos implicados en la inducción de NETosis 

Como se ha mencionado en el documento, se puede inducir la muerte de los 

neutrófilos a través de diferentes mecanismos, una de ellas, mediante NETosis, la 

cual se puede dar por la producción de ROS y el aumento de calcio intracelular. Los 

ROS son liberados a partir de la activación del sistema NADPH oxidasa, su principal 

función es la destrucción de los patógenos, pero además se ha encontrado su 

relación en la disociación de las proteínas de los gránulos (MPO, EN) induciendo su 

liberación al citoplasma, estas se translocan al núcleo y participan en la des 

condensación 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 activación de la PAD-4, 

importante en el proceso de citrulinación de las histonas (70,71). Con el fin de 

establecer si este mecanismo participa en la inducción de NETosis por Cocaína-

Levamisol se pueden utilizar diferentes estrategias, una de ellas es el uso de 

inhibidores como el BAPTA, un ácido amino carboxílico específico de calcio, el cual 

permite la unión de dos iones de calcio, disminuyendo la cantidad de calcio libre en 

el citoplasma. Si la inhibición de las vías de calcio reduce la NETosis inducida podría 

afirmarse que esta vía tiene un papel en la inducción de este tipo de muerte celular 

(72).  

El inflamasoma es un complejo multiproteíco que se activa luego del reconocimiento 

de múltiples estímulos derivados de patógenos, medicamentos, células muertas, 

entre otros; es esencial en la respuesta inmune innata y adaptativa, sin embargo, el 

exceso de activación de este complejo se asocia con el desarrollo de enfermedades 

autoinmunes (artritis reumatoide, lupus eritematoso sistémico, VAA, entre otros) 

(73). Este podría ser otro mecanismo implicado en la inducción de muerte por 

liberación de NET, mediante la secreción de interleucinas bioactivas como IL-1β e 

IL-8 (74). Aunque no es muy claro el papel de las citoquinas en la inducción de 
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NETosis, algunos mediadores inflamatorios se han visto asociados al desarrollo de 

vasculitis como son IL-1β, TNF-α, IL-6 e IL-8, los cuales alteran la homeostasis de 

la microvasculatura y el flujo sanguíneo. La citocina IL-8, específica de neutrófilos, 

promueve la adhesión, des granulación y estallido respiratorio en estas células (75). 

Los receptores muscarínicos, acoplados a proteínas 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 aurículas del corazón, 

M3 en los vasos sanguíneos y músculo liso, M4 y M5 en sistema nervioso central; 

además, se ha observado que M1 y M3 se encuentran asociados al aumento de 

calcio intracelular y activación de la PAD-4 en los neutrófilos (76). En algunos 

estudios se ha encontrado que la Cocaína y el Levamisol tienen efectos agonistas 

sobre estos receptores en la activación de estas células, Carmona y colaboradores 

en un estudio realizado en neutrófilos tratados con Levamisol, evaluaron por medio 

de inhibidores de los receptores muscarínicos M1 (Tele) y M3 (4-DAMP) la 

modulación en la liberación de NET, observando que el inhibidor del receptor M3 

reducía la muerte de los neutrófilos inducida por Levamisol, lo que indica que este 

compuesto tiene una participación agonista en los receptores muscarínicos M3, 

facilitando la NETosis; y que una vez activados desencadenan una vía a través de 

señalización activando RAF/MEK/ERK y NADPH oxidasa. Adicionalmente estos 

investigadores, encontraron que los neutrófilos de pacientes con enfermedades 

autoinmunes como lupus eritematoso sistémico y artritis reumatoide, tenían un 

aumento en la expresión de estos receptores muscarínicos 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 fármacos (hidralazina, procainamida, clozapina, 

minociclina) favorecen la formación de NET, observando que la procainamida indujo 

la formación de NET mediante la activación de receptores muscarínicos presentes 

en los neutrófilos evaluados (77).  
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1.2.6 Vasculitis inducida por Cocaína-Levamisol 

La Cocaína, alcaloide obtenido de la hoja de coca (Erythrocylum coca), es 

comúnmente consumida mediante la inhalación y la inyección vía intravenosa. En 

el informe mundial sobre drogas ilícitas realizado por la Oficina de las Naciones 

unidas contra la Droga y el Delito (UNODC) en el 2019, se reportó que alrededor de 

20 millones de personas entre 15-65 años ha usado esta droga como alucinógeno 

recreativo; siendo Oceanía (2,7%), Norteamérica (2,1%), Europa (1,4%) y 

Suramérica (1,0%) las regiones con mayor consumo. En esta última región, se 

evidenció que cerca de 3 millones de personas habían consumido cocaína en el 

2018, teniendo una tendencia alta y uniforme en personas entre los 16-24 años, 

principalmente hombres (78). En Colombia en el 2019, 2,07% de la población entre 

18-64 años, reporto haber utilizado Cocaína, con diferencias significativas entre 

usuarios hombres y mujeres 3,38% vs 0,86%, respectivamente. En los últimos años 

se ha observado que algunos departamentos tiene una prevalencia superior al 

consumo promedio nacional (0,57%), destacándose Antioquia (1,2%), Risaralda 

(1,1%) y Caquetá (1,0%) (79). 

La Cocaína es utilizada como anestésico local y como droga recreativa (80), pues 

tiene importantes efectos psicotrópicos en el sistema nervioso central (SNC), inhibe 

la recaptación de dopamina y aumenta sus niveles en la hendidura sináptica; sin 

embargo, se han reportado múltiples 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 

fenómenos isquémicos y hemorragias cerebrales. (83). En 2001 Kumar y Smith 

describieron un posible caso de vasculitis asociado al consumo de Cocaína (84). 

Ese mismo año, Trimarchi y colaboradores publicaron un estudio de 18 casos de 

pacientes consumidores de Cocaína atendidos entre 1991 y 1999, donde evaluaron 

las características clínicas, histológicas y serológicas que presentaban estos 

individuos, encontrando lesiones ulcerativas necrosantes difusas, formación de 

costras y perforación del septo nasal; además los pulmones, oídos y nervios 

craneales también se vieron afectados. Respecto a los resultados serológicos, la 
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prueba de anticuerpo ANCA fueron positivos en 13 de los 18 pacientes, y en los 

estudios radiológicos encontraron que todos los pacientes presentaron perforación 

septal y 12 tenían destrucción parcial del cornete medio. Al evaluar las biopsias de 

piel, observaron cambios consistentes de fibrosis, inflamación, necrosis extensa, al 

igual que infiltrados de mononucleares, neutrófilos y eosinófilos (85). 

En un estudio, publicado en el 2011 por Saéz y colaboradores a partir de ensayos 

realizados en 20 pacientes consumidores de Cocaína, se evaluó el número de 

células endoteliales en circulación (CEC) y diferentes marcadores de disfunción 

endotelial como el factor 1 derivado del estroma (SDF-1), la proteína quimiotáctica 

de monocitos-1 (MCP-1), la molécula de adhesión intracelular soluble (sICAM), 

entre otras. Se encontró que la Cocaína induce disfunción de las células 

endoteliales, al observar un aumento significativo en el número de CEC y niveles 

elevados de los marcadores de daño endotelial en los individuos con consumo 

activo de Cocaína respecto a los individuos controles. Cuando se analizaron los 

individuos luego de un mes de abstinencia se logró evidenciar que el número de 

CEC disminuyó significativamente, aunque los niveles de MCP-1 seguían altos, 

sugiriendo así un alto grado de daño endotelial persistente incluso en ausencia de 

consumo (86). 

Siempre a lo que ocurre en el resto del mundo, la Cocaína que se consume en 

Colombia tiene diferentes tipos de adulterantes como clembuterol, fentanilo, 

diltiazem, hidroxicina, lidocaína, aminopirina y Levamisol (87), los cuales son 

utilizados principalmente para aumentar el peso y la potencia de algunos efectos 

psicotrópicos en las preparaciones del alcaloide aumentando así 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 vía hepática, generando 

dos metabolitos principales, el p-hydroxilevamisol y el aminorex (89); su vida media 

es de cinco horas, siendo una limitante para su detección en la orina. Este 

compuesto posee múltiples acciones farmacodinámicas que pueden favorecer su 
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uso como adulterante de la Cocaína: Se ha encontrado en estudios en animales 

(perros y cobayos) que inhibe la monoamino oxidasa tipo A, disminuye la 

recaptación de serotonina (90) y actúa como agonista del receptor nicotínico y como 

modulador alostérico de estos receptores (91). Igualmente se ha propuesto que 

podría incrementar los efectos placenteros y de dependencia de la Cocaína por 

tener un efecto agonista sobre los receptores nicotínicos centrales, estimular la 

actividad glutamatérgica en las neuronas dopaminérgicas del sistema de meso-

límbico involucrado en el proceso de recompensa (92). Su vida media plasmática 

corta, rápida absorción y eliminación, además de sus características físicas (polvo 

blanco), psicotrópicas y la dificultad de detección, hacen del Levamisol un 

contaminante ideal de la Cocaína aumentando el peso y cantidad de esta. 

Actualmente las pruebas estandarizadas para la detección de Levamisol no están 

ampliamente disponibles, pero en laboratorios especializados se puede detectar 

mediante cromatografía líquida/espectroscopía de masas (GC-MS), aunque la 

prueba puede ser negativa si se realiza más 24 horas después de la exposición. 

(88,93)  

1.3 Planteamiento del problema 

la NETosis se ha visto implicada en  la patogénesis de las VAA primarias, entidad 

con semejanzas clínicas y serológicas con la VICOL; queda por resolver, si los 

neutrófilos al estar en presencia de Cocaína y Levamisol son capaces de inducir 

muerte por NETosis y semejar a lo observado en VAA; Además, sería interesante 

aclarar cuál es la vía de activación de este tipo de muerte, y así proponer posibles 

opciones de manejo de esta nueva enfermedad. 
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2. Objetivos 

2.1 General 

Evaluar la inducción de NETosis, la producción de citoquinas por neutrófilos de 

controles sanos y la modulación de este tipo de muerte con agentes anticolinérgicos, 

luego de diferentes estímulos, para entender mejor la fisiopatología, establecer 

asociaciones clínicas y proponer posibles medidas terapéuticas. 

2.2 Específicos 

2.2.1  Describir las características clínicas, sociodemográficas y paraclínicas de los 

pacientes con VICOL 

2.2.2 Cuantificar y establecer posibles diferencias en la magnitud de la NETosis en 

neutrófilos de controles sanos inducida por Cocaína, Levamisol, Cocaína 

más 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- producidas por 

neutrófilos de controles sanos tratados con Cocaína, Levamisol, Cocaína 

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

2.1.1. Establecer el grado de inhibición de la NETosis inducida por Cocaína, 

Levamisol o Cocaína más Levamisol en neutrófilos de controles sanos, 

empleando antagonistas colinérgicos de uso común (BBH). 

2.1.2. Evaluar la producción ROS como un mecanismo de inducción de muerte 

celular en neutrófilos luego de ser estimulados con Cocaína, Levamisol y la 

mezcla de ambos componentes  

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

neutrófilos tratados con Cocaína combinada con Levamisol
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Hipótesis  

La Cocaína y el Levamisol inducen muerte celular en los neutrófilos por NETosis, 

posiblemente mediada por vías de calcio y receptores muscarínicos.  

Pregunta de investigación 

En las VAA la NETosis ha demostrado participación en la patogénesis, la similitud 

clínica de estas vasculitis con el VICOL nos lleva a preguntarnos si la Cocaína y el 

Levamisol inducen NETosis y cuáles serán las vías por las cuales estos compuestos 

provocan este tipo de muerte que pudiera tener un papel en la fisiopatología de esta 

entidad.
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3. MATERIALES Y MÉTODOS  

3.1 Reactivos 

El medio de cultivo RPMI-1640, suero bovino fetal (SBF), tampón fosfato salino de 

Dulbecco (PBS), Dextran 500 se adquirieron de Gibco®-Life Technologies (Grand 

Island, NY). Histopaque-1077, azul de tripano, Levamisol hydrocloride (C11H12N2S-

HCl) y Hyoscine Butilbromide (ref: H1450000), Phorbol 12-myristate 13-acetate 

(PMA), Dihidrorodamina 123 (DRH123) se obtuvieron de Sigma Aldrich (St. Louis, 

MO). El estuche comercial para la evaluación 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 Ioduro de propidio (PI) 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 Cocaína (HCI x 1.0 

mg/base 1ml), fue comprada en Lipomed AG (Arlesheim, SUI) e importada mediante 

químicos® cumpliendo con todos los permisos del fondo nacional de 

estupefacientes. 

3.2 Pacientes y controles incluidos en el estudio  

Se incluyeron 25 pacientes con diagnóstico confirmado de VICOL, evaluados por el 

Grupo de Reumatología de la Universidad de Antioquia (GRUA) en los servicios del 

Hospital Universitario San Vicente Fundación de Medellín 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 exclusión fueron tener infección activa en el momento de 

la toma de la muestra, diagnóstico de neoplasia maligna y, no tener acceso a la 

información clínica o paraclínica para llevar a cabo los análisis propuestos 
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3.3 Separación 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 dividió en 

alícuotas y se almacenó a -20°C hasta su uso. 

3.4 Preparación de mezcla de sueros 

Se clasificaron los 25 pacientes según las características clínicas 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 neutrófilos a partir de sangre periférica  

Se obtuvieron 8 ml de sangre periférica de donantes sanos en tubos con 

anticoagulante, solución de citrato trisódico, ácido cítrico 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 descartó el Hystopaque-1077, los mononucleares y el 

plasma, y se obtuvieron del fondo la fase de los eritrocitos y neutrófilos. 

Posteriormente, se adicionó 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 incubación se tomó con cuidado la población de neutrófilos y se 

dispusieron en otro tubo de 15 mL, donde se adicionó PBS hasta completar 14 mL, 

se centrifugó a 650g por 7 minutos, posterior a esto se descartó el sobrenadante, 

se adicionó 5 mL de buffer PBS hipotónico, se dejó 30 segundos en reposo y se 

adicionó 5 mL de buffer PBS reequilibrio, se centrifugó a 650g por 7 minutos y se 

repitió este paso nuevamente. Una vez descartado el sobrenadante se 

suspendieron las células en 600 µL de medio RPMI sin SBF, se realizó el recuento 

en cámara de Neubauer y se dispusieron 100.000 células en 200 µL de medio RPMI, 
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para posterior análisis por citometría de flujo. La viabilidad fue evaluada por 

citometría de flujo utilizando DIOC-6 y PI, y para la pureza se utilizó CD45 y CD33, 

obteniéndose porcentajes de viabilidad ≥ 95% y una pureza del 93%, resultado 

representativo (Figura 1A, B y C). 

3.6 Ensayos de inducción de muerte celular de Neutrófilos 

Para evaluar la inducción de muerte celular de los neutrófilos, luego de hacer una 

búsqueda 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,  Cocaína (20µM, 40µM), Levamisol (20nM, 40nM), mezcla de Cocaína-

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, 1x105 células en un 

volumen final de 200 µL de medio se mantuvieron en tubos de 12 x 75 mm, y se 

estimularon con Cocaína, Levamisol, mezcla de Cocaína- 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 evaluó la inducción de 

muerte celular utilizando Sytox green, Hoechst 33342, anti-MPO-PE y anti-EN-Alexa 

flúor por citometría de flujo. Teniendo como base el artículo escrito por Zharkova y 

colaboradores (94), en el cual definen NETosis a aquella región en la cual los 

eventos son doble positivos para Hoechst 33342 y Sytox green, dos tinciones 

dirigidas a los ácidos nucleicos, con la diferencia de que el primero atraviesa 

membrana citoplasmática y el segundo no y sólo se unirá a ácidos nucleicos cuando 

hay algún daño y el material genético este expuesto. La
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 Figura 2A representa la estrategia de análisis utilizada. 

3.7 Ensayos de inhibición de muerte celular de Neutrófilos  

Para evaluar la capacidad del BBH de inhibir la muerte celular, se usaron dos 

concentraciones (20nM y 40nM), y al igual que en la inducción diferentes tiempos 

de incubación (2, 4, 6 horas) para lograr estandarizar la prueba (datos no 

mostrados). Dispusimos 1x105 neutrófilos en tubos de 12 x 75 mm, primero se 

adicionaron 20 µL del inhibidor (20nM), luego de 10 minutos se adicionaron los 

diferentes tratamientos (Cocaína, Levamisol, mezcla de Cocaína-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 y, Anti-EN-

Alexa flúor, se analizó la inducción e inhibición de muerte celular por citometría de 

flujo. 

3.8 Medición de citoquinas por Cytometric Bead Array (CBA) 

Para tratar de establecer si la muerte celular en este modelo está mediada por 

citoquinas se evaluó en cada uno de los sobrenadantes recolectados a partir de los 

experimentos anteriores, los niveles de las citoquinas proinflamatorias: TNF-α, IL-

1β, 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 

continuación. 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 adicionó el anticuerpo de 

detección marcado con PE, y se dejó en incubación por 3 horas, posterior a esto se 

realizó un lavado utilizando buffer de lavado y centrifugando a 200 g x 5 minutos, el 

botón resultante se re-suspendió en buffer para su posterior análisis por citometría 

de flujo. El límite de detección para cada citoquina es: IL-8  3,6pg/ml, IL-1β 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 Confirmación de la inducción de NETosis por microscopía de 

fluorescencia  

Para confirmar la inducción de muerte por los diferentes tratamientos, se sembraron 

1x105 neutrófilos en platos de 24 pozos (Falcon ref 353047) y se dejaron adherir 

durante 30 minutos, luego se realizaron los diferentes tratamientos con Cocaína 40 

µM, Levamisol 20 nM, mezcla de Cocaína-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 adicionó Sytox Green, 

Hoechst 33342 y anti-MPO para observar la presencia de NET por microscopía de 

fluorescencia. El análisis de las fotografías fue realizado utilizando ImagenJ 

software. 

3.10 Producción de especies reactivas de oxígeno  

Para evaluar si el mecanismo de muerte celular de los neutrófilos inducida por 

Cocaína y Levamisol era mediado por la presencia de especies reactivas de 

oxígeno, una vez aislados los neutrófilos, se mantuvieron 1x105 células en un 

volumen final de 500 µL de medio en tubos de 12 x 75 mm. Se precalentaron las 

células por 5 minutos a 37°C, se adicionó Dihidrorodamina 123 (1:1000), dejando 

en incubación 10 min 37°C. Posterior a este tiempo, se adicionaron los diferentes 

estímulos: Cocaína, Levamisol, mezcla de Cocaína-Levamisol y PMA, evaluando 

tiempos de incubación 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 reacción, luego se realizaron dos lavados utilizando PBS 1X y 

centrifugando a 450g x 5 minutos a 4°C. Posteriormente se retiró el sobrenadante y 

se resuspendieron las células en PBS, se mantuvieron en hielo hasta su posterior 

lectura en el citómetro de flujo. 
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3.11 Vías de calcio 

Para evaluar si el mecanismo de muerte celular de los neutrófilos inducida por 

Cocaína y Levamisol se debía al aumento de calcio intracelular, se utilizó una 

estrategia de inhibición, 1x105 neutrófilos en tubos de 12 x 75 mm se incubaron con 

diferentes concentraciones de BAPTA (un quelante de calcio) 2 µM, 20 µM y 50 µM, 

luego de 10 minutos se adicionó el tratamiento de la mezcla de Cocaína-Levamisol 

dejando incubar las células durante 3 horas, después de este tiempo se tiñeron las 

células con Sytox green y Hoechst 33342 para la posterior lectura en el citómetro 

de flujo. 

3.12 Análisis estadísticos 

Las características demográficas y clínicas de los pacientes y controles son 

presentadas con medidas de tendencia central como mediana y porcentaje. Los 

análisis estadísticos de los datos de inducción 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 corrección de Dunn para comparaciones múltiples y se graficaron la mediana 

con rango intercuartílico. Se consideran diferencias estadísticamente significativas 

cuando p<0.05. 
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4. RESULTADOS 

4.1 Características demográficas y clínicas de los pacientes donantes de 

sueros incluidos en el estudio 

De las muestras colectadas en el estudio de Muñoz-Vahos y colaboradores (24), 

quienes evaluaron 40 pacientes, en el presente estudio se incluyó información de 

una submuestra de 25 individuos con diagnóstico de VICOL.  

Las características clínicas, serológicas e histopatológicas de los pacientes VICOL 

incluidos en el estudio se resumen en las tablas 1-3. La mediana de edad fue de 34 

años (rango 25-51) predominaron los hombres (21/25, 84%), la mayor parte de los 

pacientes declararon haber consumido otra sustancia diferente a Cocaína, como 

marihuana (19/25), cigarrillo (19/25) y alcohol (16/25); las manifestaciones clínicas 

más importantes fueron necrosis de pabellones auriculares (20/25, 80%), 

artralgias/artritis (16/25, 64%), úlceras cutáneas (9/25, 36%), anemia hemolítica 

autoinmune (7/25,28%) y nefritis confirmada por biopsia (15/25, 60%), 

observándose de manera predominante la glomerulonefritis proliferativa mediada 

por inmunocomplejos; en la biopsia de piel se logró evidenciar 4 (16%) pacientes 

con pseudovasculitis, 3 (12%) con pioderma gangrenoso, 2 (8%) con vasculitis 

leucocitoclástica, 2 (8%), con vasculopatía trombótica 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 neutrófilos, 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 Inducción de muerte celular de los neutrófilos por Cocaína y Levamisol  

Con el fin de evaluar si la Cocaína y el Levamisol inducían muerte celular se trataron 

1x105 neutrófilos enriquecidos con Cocaína 40 µM y 20 nM de Levamisol, mediante 

tinción con Sytox y Hoechst y posterior análisis por citometría de flujo teniendo el 

PMA como control positivo, se evaluó la presencia de ADN extracelular. Se encontró 
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que hubo una mayor proporción de neutrófilos 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 Cocaína con 

el que, se observaron células doble positivas en un 2.52% [0.443-3.35]. Para 

establecer sí la mezcla de ambos tratamientos podría tener un efecto aditivo o 

sinérgico sobre la muerte celular en los neutrófilos; se realizaron 4 experimentos 

donde se trataron los neutrófilos con un mezcla de Cocaína-Levamisol y se 

incubaron durante 6 horas, posterior a esto se analizó por citometría de flujo el 

porcentaje de muerte celular utilizando Sytox green y Hoechst; observando que una 

vez se combinan los compuestos la inducción de muerte celular aumenta con 

respecto a los tratamientos individuales a 67.43% [31.3-88.8], con lo que se podría 

decir que el Levamisol y la Cocaína tuvieron un efecto sinérgico en la inducción de 

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

4.3 Liberación de MPO y no de EN en las NET de neutrófilos tratados con 

Cocaína, Levamisol y Cocaína- Levamisol 

Con el fin de confirmar si la muerte celular que estaban sufriendo los neutrófilos 

durante la estimulación con Cocaína y Levamisol era NETosis, se decidió utilizar 

anticuerpos dirigidos contra antígenos presentes en las NET como son las proteínas 

de los gránulos MPO y EN. Para esto los neutrófilos fueron tratados con Cocaína, 

Levamisol y mezcla de ambos componentes e incubados por 6 horas. En las células 

Sytox green+ y Hoechst-33342 + se evaluó la presencia de MPO y EN encontrando 

que la mediana del porcentaje de células MPO+ con cada tratamiento fue: Cocaína 

2,7% [1,69-7,0], Levamisol 13,7% [8,22-31,7] y la mezcla 32,6% [23,3-65,9]. No se 

observó presencia de la EN las células con externalización del ADN. Con estos 

resultados se logró 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 A y B). Por medio de microscopía de fluorescencia se confirmó 

la liberación de NET a partir de los diferentes tratamientos, previamente 
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mencionados, lo que soporta la inducción de muerte celular vía NETosis. (Figura 

2D) 

4.4 Inducción de muerte celular de los neutrófilos utilizando mezcla de sueros 

Se evaluó si los sueros de pacientes con VICOL tienen la capacidad de inducir el 

mismo fenómeno de muerte en los neutrófilos. Los sueros de los pacientes se 

agruparon en dos categorías definidas como aquellos con nefritis y los que no la 

tuvieron, ya que la mayoría de las biopsias renales evidenciaron inmunocomplejos 

se deduce que los pacientes con nefritis tienen más probabilidad de tener estos 

elementos circulantes con respecto a pacientes sin esta manifestación y sugiriendo 

que los inmunocomplejos pudieran ser inductores de muerte celular. Todos los 

sueros de pacientes clasificados en estas dos categorías fueron combinados y la 

mezcla se utilizó en un porcentaje del 20%. Esta proporción se definió en ensayos 

de dosis respuesta previos (datos no mostrados) y como control negativo se utilizó 

mezcla de sueros de individuos sanos a la misma concentración. Las muestras se 

incubaron bajo las condiciones del ensayo y se evaluó 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 observó 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 inducción de muerte, no alcanzaron los 

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

4.5 Citoquinas como inductores de muerte celular de neutrófilos tratados con 

sobrenadantes de Cocaína, Levamisol, Cocaína- Levamisol y mezcla de suero 

de pacientes VICOL. 

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

Cocaína y Levamisol se pudieran asociar con los eventos de muerte observados en 
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los neutrófilos, se evaluó TNF-α, IL-1β, IL-12p70, IL-8, IL-6 e IL-10 en los 

sobrenadantes de cada uno de los ensayos (n:8) encontrando únicamente un 

aumento en la acumulación de IL-8 cuando se trataron los neutrófilos con Cocaína 

y con el control positivo (PMA), pero no con Levamisol, con la mezcla de ambos 

compuestos se observó menor acumulación de estas citoquinas; además ninguna 

de las otras citoquinas fue detectada.  

Con las muestras de suero llamó la atención un incremento de la IL-8 por encima 

de sus niveles basales, observando con la mezcla de los sueros control una 

concentración 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 observó ninguna diferencia. Lo anterior, sugiriendo 

que en los sueros de los pacientes podría haber presencia de diferentes elementos 

solubles induciendo la producción de esta interleucina (Figura 5).  

4.6 ROS como posible mecanismo inductor de NETosis en neutrófilos tratados 

con Cocaína, Levamisol y Cocaína- Levamisol. 

La NETosis puede generarse por diferentes vías. Comúnmente se consideran la 

liberación de ROS y el aumento de calcio intracelular como los posibles inductores 

de la formación de NET. Se evaluó si los tratamientos per se inducían la liberación 

de ROS. Luego de tratar los neutrófilos con Cocaína, Levamisol y la mezcla de 

Cocaína con Levamisol, las células fueron cargadas con DHR 123, y se evaluó la 

conversión a Rodamina por medio del anión superóxido. La Cocaína indujo, 

después de una hora de tratamiento, una leve producción 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 observó que la señal de la DHR123 fue menor  

al control negativo, y antagonizó la producción de ROS inducida por Cocaína 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 neutrófilos 

tratados con Cocaína, Levamisol y Cocaína- Levamisol 

El aumento de calcio intracelular es uno de los mecanismos por los cuales se puede 

dar la NETosis, ya que lleva a la activación de la PAD-4, enzima importante en el 

proceso de descondensación de la cromatina y posterior liberación de NET. Se 

utilizó BAPTA, para evaluar de forma indirecta la vía del calcio en la muerte celular. 

En células tratadas con Cocaína combinada con Levamisol se evidenció como 

resultado preliminar la inducción de muerte celular con un porcentaje de células 

Hoechst+ Sytox green+ de 40%; No obstante, cuando se adiciona el BAPTA, este 

porcentaje disminuyó a 21% y aumentó la región Hoechst+ Sytox green-. (Figura 7). 

Estos resultados podrían sugerir que la vía de activación de calcio intracelular es el 

mecanismo por el cual la Cocaína y el Levamisol podrían estar induciendo la 

NETosis, sin embargo, son necesarios otros ensayos e implementar nuevas 

metodologías para poder confirmar esta hipótesis. 

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

neutrófilos tratados con Cocaína, Levamisol y Cocaína- Levamisol. 

El BBH es un fármaco anticolinérgico derivado del amonio cuaternario, se ha 

encontrado posible efecto antagonista de los receptores muscarínicos presentes en 

diferentes células, entre ellas los neutrófilos (95). Se evaluó si este fármaco 

modulaba la inducción de muerte celular, para esto los neutrófilos fueron pretratados 

con BBH (20 nM y 40 nM) y tratadas con Cocaína, Levamisol y la mezcla de 

Cocaína-Levamisol. En presencia de BBH se observó una reducción de 18.9% en 

el porcentaje de células con liberación del ADN extracelular inducida por la 

combinación de Cocaína-Levamisol. Esta reducción, aunque no cuantificada se 

observa en la microscopía de fluorescencia. (Figura 8 A, B y C)  
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4.9 Modulación de la NETosis con BBH en Neutrófilos tratados con la mezcla 

de sueros.  

Al observar que el BBH tiene un efecto sobre la muerte inducida por la mezcla de 

Cocaína-Levamisol, se evaluó si este mismo lo tendría sobre la muerte inducida por 

la mezcla de sueros de los pacientes. Para esto se incubaron los neutrófilos 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 

inhibición del efecto de los tres grupos de sueros. Los porcentajes de células con 

daño 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 

 

Figura 1. Evaluación de pureza y viabilidad. A) Izquierda, Determinación de la 

Población celular CD45+ vs granularidad-área (SSC-A), Derecha, Pureza del 95,8% 

(CD33+, CD45+). B) Células vivas (DiOC6(3)bright IP-), Células con daño mitocondrial 

(DIOC6(3)dim IP-) y células con daño en membrana (IP+). Los gráficos de puntos son 

representativos de cuatro experimentos independientes. 
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 Figura 2. Inducción de muerte celular. Gráficas de un experimento representativo 

(n:4) en las cuales los neutrófilos fueron estimulados con PMA, Cocaína, Levamisol, 

Cocaína-Levamisol. A) Estrategia utilizada para el análisis en citometría de flujo. B) 

Cuantificación por citometría de flujo utilizando Sytox green y Hoechst-33342 La 

región representada en rojo son las células doble positivas (Sytox green+ Hoechst+), 

la región en naranja son células Hoechst+ y la región azul son células Hoechstlow C) 

Porcentaje de células doble positivas para Sytox green y Hoechst-33342. D) 

Confirmación por microscopía de fluorescencia (n:3), magnificación 200x. Los 

resultados son mostrados como la mediana y RIQ, se realizó la prueba de Kruskal-

Wallis, * p≤0,05.

B 

A 

C 

D 

200X 
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Figura 3. Confirmación de Inducción de muerte celular mediante anticuerpos 

dirigidos contra antígenos en las NET. Gráficas de un experimento representativo 

(n:4) en los cuales los neutrófilos fueron estimulados con PMA, Cocaína, Levamisol, 

Cocaína-Levamisol. A) Estrategia utilizada para el análisis en citometría de flujo. 

Cuantificación por citometría 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 realizó la prueba de Kruskal-

Wallis, * p≤0,05.

A   B 
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Figura 4: Inducción de muerte celular. Gráficas de un experimento representativo 

(n:4) en los cuales los neutrófilos 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) 

Cuantificación por citometría de flujo utilizando Sytox green y Hoechst-33342, B) 

Porcentaje de células doble positivas para Sytox green y Hoechst-33342. C) Análisis 

por citometría de flujo para confirmar NETosis utilizando Anti-MPO y Hoechst-

33342, D) Porcentaje de células doble positivas para Anti-MPO y Hoechst-33342.E) 

Confirmación por microscopía de fluorescencia. Los resultados son mostrados 

como la mediana y RIQ.

D 

A B 

C 

E 

200X 

D 
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Figura 5: Citoquinas evaluadas por CBA. En sobrenadantes de cultivos de 

neutrófilos estimulados se evaluó la acumulación de IL-8 A) PMA, Cocaína, 

Levamisol, Cocaína + Levamisol, B) Mezcla de suero de pacientes con compromiso 

renal, mezcla de suero de pacientes sin compromiso renal y suero de individuos 

sanos (n:8). Los resultados son expresados en picogramo por mililitro (pg/ml). Línea 

roja valor basal de suero de paciente con compromiso renal 458 pg/ml, línea azul 

valor basal suero de pacientes sin compromiso renal 1.52 pg/ml y linea violeta valor 

basal del suero de individuos control 1,84 pg/ml.

A B 
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Figura 6: Liberación de especies reactivas de oxígeno. Gráfica de un 

experimento representativo (n:3) en el cual se evaluó en dos tiempos la liberación 

de ROS A) Tiempo de evaluación 20 minutos. B) Tiempo de evaluación 60 minutos, 

en neutrófilos tratados con Cocaína, Levamisol, Cocaína-Levamisol y PMA. C) 

Porcentaje de DHR positivo.

A B 
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Figura 7: Calcio intracelular como mecanismo de NETosis. Gráfica de un 

experimento representativo (n:2) en el cual se evaluó el efecto del calcio en la 

muerte celular de los neutrófilos tratados con levamisol y Cocaína+ Levamisol, luego 

de 3 horas de incubación en presencia o ausencia de BAPTA, un quelante de calcio. 

A) Concentraciones de BAPTA evaluadas 0µM, 2µM y 20 µM B) Gráfica de 

neutrófilos tratados con Levamisol, Levamisol-BAPTA 2µM, Cocaína-Levamisol y 

Cocaína-Levamisol en presencia de BAPTA 2µM.

A 

B 
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Figura 8: Modulación de NETosis. Experimento representativo (N:4), en el que se 

observa el efecto del BBH 20 nM en la inhibición de muerte celular luego de la 

estimulación de los neutrófilos con PMA, Cocaína, Levamisol, Cocaína-Levamisol. 

A) Cuantificación por citometría de flujo utilizando Sytox green y Hoechst 33342 B) 

Porcentaje de células doble positivas para Sytox Green y Hoechst C) Confirmación 

por microscopía de fluorescencia. Los resultados son mostrados como la mediana 

y RIQ.

C 

C 

A B 

200X 
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Figura 9: Modulación de NETosis. Experimento representativo (N:4), en el que se 

observa el efecto del BBH 20nM en la inhibición de muerte celular luego de la 

estimulación de los neutrófilos con PWN, PWON y PHC. A) Cuantificación por 

citometría de flujo utilizando Sytox green y Hoechst 33342 B) Porcentaje de células 

doble positivas para Sytox Green y Hoechst C) Confirmación por microscopía de 

fluorescencia. Los resultados son mostrados como la mediana y RIQ.

C 

A 
B 

200X 
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Tabla 1. Características sociodemográficas de pacientes donantes de suero 

incluidos en el estudio. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Tabla 2: Manifestaciones clínicas de pacientes donantes de suero incluidos 

en el estudio. 

 

Variables 
Pacientes 
n:25 (%) 

Necrosis de 
pabellones auriculares 

 20 (80) 

Artralgias/artritis  16 (64) 

Úlceras cutáneas   9 (36) 

Anemia hemolítica 
autoinmune  

 7 (28) 

Nefritis 
Inmunocomplejos  9 (36) 

Otras nefritis  6 (24) 

Pseudovasculitis   4 (16) 

Pioderma gangrenoso)  3 (12) 

Vasculitis  Leucocitoclástica 2 (8) 

Vasculopatías  Trombótica 2 (8) 

 

 

Variables 
Pacientes 
n:25 (%) 

Edad en años (Rango) 34 (25-31) 

Sexo 
Femenino 4 (16) 

Masculino 21 (84) 

Consumo de 
sustancias 

Alcohol 16 (64) 

Marihuana 19 (71) 

Cigarrillo 19 (71) 
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Tabla 3: Datos paraclínicos de pacientes donantes de suero incluidos en el 

estudio. 

Variables  
Pacientes 
n:25 (%) 

Neutropenia   4 (16) 

Hipocomplementemia 

 
C3 13 (52)  
C4 3 (12) 

Autoanticuerpos 

 ANA 14 (56) 

ANCA 
24 (92%) 

p-ANCA 9 (36) 

Anti-MPO 16 (64) 

Anti-PR3 7 (28) 
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6. DISCUSIÓN 

La microscopía de fluorescencia ha sido por mucho tiempo la técnica más utilizada 

para cuantificar la NETosis, sin embargo es un proceso subjetivo y requiere mucho 

tiempo para su realización; desde hace pocos años ha surgido el interés por 

cuantificar mediante citometría de flujo la NETosis, por ser un proceso simple, 

reproducible, con menor probabilidad de pérdidas de datos, mayor rendimiento, 

detección y agilidad en el proceso, ya que las células no requieren de lavados 

previos, ni ser fijadas, además de poca manipulación, algo importe para los 

neutrófilos ya que son células de fácil activación.  

En el 2015 Gavillet y colaboradores, identificaron en neutrófilos la liberación de NET  

por la detección de MPO e histonas citrulinadas mediante citometría de flujo , otro 

estudio realizado en el mismo año por Zaho y colaboradores, evaluó flujo el cambio 

en el área nuclear y la intensidad de fluorescencia causada por NETosis a partir de 

imagénes espectrales tomadas por citometría de flujo (96); en el 2017 Masuda y 

colaboradores comenzaron a implementar la tinción de ácidos nucleicos mediante 

la utilización de Sytox green y observaron que los neutrófilos luego de ser tratados 

con PMA eran Sytox green+, indicando liberación de NET. En el 2019, Zharkova y 

colaboradores utilizaron dos sondas dirigidas a la tinción de ácidos nucleicos: Sytox 

Orange y DAPI, el primero solo tiñe células muertas o con daño en membrana y el 

segundo es semipermeable¸ demostraron como mediante citometría de flujo se 

puede cuantificar la liberación de NET ya sea en sangre total, utilizando anticuerpos 

específicos de la población, o a partir de neutrófilos purificados; así mismo, utilizaron 

anticuerpos dirigidos contra las proteínas de los gránulos como la MPO, y 

establecieron la correlación de la región doble positiva (SO y DAPI) con la región 

anti-MPO para confirmar lo definido como NETosis, además de la validación por 

microscopía de fluorescencia, donde se logra presenciar la morfología de las NET, 

los ensayos realizados fueron en neutrófilos tratados con PMA (94). En nuestro 

estudio realizando algunas modificaciones al protocolo de Zharkova y 

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 región doble positiva para estas tinciones nos indicó la salida del 

material nuclear de la célula; así mismo, el uso del anticuerpo anti MPO y la 

visualización por microscopía de fluorescencia fueron necesarios para confirmar la 

presencia de proteínas de los gránulos 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 neutrófilos, al igual que el estudio de Lood 

y Hunges los cuales muestran que la Cocaína y el Levamisol en forma individual 

son capaces de inducir en los neutrófilos la liberación de NET ricas EN (58). En 

nuestros resultados al igual que en estos estudios, logramos observar la inducción 

de la liberación de NET por neutrófilos de individuos sanos tratados tanto con 

Cocaína 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 podrían relacionar con 

los datos clínicos de los pacientes, ya que el 92% de la población evaluada 

presentan en el suero anticuerpos ANCA-MPO positivos. Se conoce que la 

liberación de MPO es necesaria para la formación de NET, en un artículo realizado 

por Metzler y colaboradores se encontró que los neutrófilos de individuos 

inmunodeficientes de MPO no lograban liberar NET, y esto los hacia más 

susceptibles a desarrollar infecciones (43). El hallazgo de solo MPO en las NET de 

neutrófilos tratados con Cocaína Levamisol sugeriría 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 Cocaína y Levamisol. 

Al utilizar la Cocaína y el Levamisol combinados, se presentó un efecto sinérgico en 

la inducción de la muerte celular, esto posiblemente este asociado a mecanismo 

neuro farmacológico por el cual el Levamisol inhibe la enzima monoamino oxidasa 

y activa los receptores muscarínicos, lo que aumenta la transmisión de dopamina 

(97,98), otra hipótesis que nos ayuda a explicar este fenómeno, sería que el efecto 

generado sobre la Cocaína es dado por Aminorex, un metabolito del Levamisol, el 
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cual mejora las propiedades estimulantes de está, asimismo, una ingesta 

prolongada de este metabolito se ha encontrado asociado a diferentes 

enfermedades como hipertensión pulmonar y vasculitis (99,100)  

Las vasculitis son un tipo de vasculopatías que se caracterizan por la inflamación 

de las paredes de los vasos sanguíneos, existen dos mecanismos involucrados en 

la inducción de la inflamación, los inmunopatogénicos y los no inmunopatogénicos. 

Dentro de los no inmunopatogénicos se encuentran aquellos en los cuales la 

infiltración de la pared del vaso sanguíneo o tejido circundante es por 

microrganismos o mecanismos no identificados; los mecanismos 

inmunopatogénicos son aquellos en los cuales se encuentran involucrada células 

del sistema inmune como linfocitos T citotóxicos dirigidos contra componentes de 

los vasos sanguíneos, expresión de moléculas de adhesión en células endoteliales 

y la presencia de anticuerpos, los cuales pueden formar inmunocomplejos en la 

pared de los vasos o generar daño directo en las células endoteliales (101). En 

nuestra población de estudio, pacientes con VICOL, encontramos que el 92% de los 

pacientes presentan títulos de anticuerpos ANCA, 64% presentan títulos de MPO y 

el 28% de PR3 en suero acompañados de un diagnóstico de vasculitis confirmado 

por biopsia de piel, además se observó que el 36 % de pacientes presentaron nefritis 

por inmunocomplejos (CI), por lo que hipotetizamos que este grupo podría tener 

estos elementos circulantes y ser los CI los causantes de la muerte celular de los 

neutrófilos descrita en esta entidad, por esta razón, se decide evaluar la capacidad 

de inducción 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 neutrófilos tratados con estos sueros presentan un 

bajo porcentaje de muerte celular comparado con la muerte inducida con Cocaína 

y Levamisol, no se observaron diferencias significativas entre los dos grupos de 

mezclas de sueros, lo que sugiere que posiblemente los CI no son el mecanismo de 

inducción de muerte del neutrófilo 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 activación de los 

neutrófilos son los receptores muscarínicos, los cuales podrían tener un papel 

importante en todo este proceso de inducción de NETosis a partir de Cocaína y 

Levamisol, por lo tanto, en nuestro estudio se decidió evaluar un antagonista de 

estos receptores muscarínicos 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 neutrófilos mediante 

tratamiento con Levamisol, utilizaron inhibidores de los receptores muscarínicos M1 

(Tele y UV) y M3 (4-DAMP), encontrando que en presencia del inhibidor disminuía 

el porcentaje de liberación de NET en los neutrófilos; al correlacionar estos 

resultados con lo observado en nuestro estudio, evidenciamos que el BBH indujo 

una inhibición parcial en la muerte inducida por Cocaína más Levamisol, lo que nos 

sugiere que los receptores muscarínicos podrían ser una de las vías por las cuales 

se está mediando la NETosis en los neutrófilos; otro tipo de receptores que podrían 

estar involucrados en la inducción de NETosis son los receptores Dectina-1, CD14, 

C1qR , receptores tipo Toll (TLR), receptores Fc, siendo estos últimos reconocidos 

por los ANCA (102), mecanismos no evaluados en este estudio. Por otro lado, algo 

que llama la atención es que el BBH no inhibe la inducción de muerte por PMA, en 

el artículo de Carmona y colaboradores se observó que el PMA activa la muerte del 

neutrófilo por la fosforilación de la vía RAF/MEK/ERK, dato obtenido mediante un 

inhibidor de esta vía, el cual disminuye el porcentaje de NET en las células tratadas 

con PMA, esto explicaría 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 Cocaína y 

Levamisol, observaciones que sugieren que la vía RAF/MEK/ERK no es la vía de 

inducción de muerte en el caso de Cocaína y Levamisol (13). Con estos resultados 

nos podríamos plantar la idea de utilizar el BBH como posible tratamiento de la 

VICOL, ya que al inhibir parcialmente la muerte celular por NETosis, podría 

disminuir las manifestaciones clínicas en los pacientes, asimismo, se lograría limitar 

el uso de medicamentos inmunosupresores, disminuyendo así los efectos adversos 

asociados a dicha terapia. 
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Entre los mecanismos de inducción de muerte de neutrófilos tipo NET, se han 

descrito la activación de NADPH oxidasa lo que lleva a la posterior liberación de 

ROS, los cuales promueven la liberación de las diferentes proteínas de los gránulos, 

que participan en la muerte del neutrófilo y el aumento de calcio intracelular, el cual 

lleva a la activación de la PAD- 4, involucrada en la citrulinación de las histonas. Al 

evaluar de forma indirecta la producción de ROS inducida por los tratamientos con 

Cocaína y Levamisol y la mezcla de ambas sustancias en dos tiempos diferentes 

(20 y 60 minutos), utilizando DHR-123 para su detección, observamos a los 60 

minutos que la Cocaína induce liberación de ROS, no obstante, se evidenció que el 

Levamisol no, al combinarse con la Cocaína se sugiere un posible efecto 

antagonista, ya que a los 60 minutos de tratamiento la producción de ROS fue 

menor a la observada con la Cocaína individual, En el estudio realizado por 

Carmona y colaboradores, observaron, al igual que en nuestro estudio, que el 

Levamisol no induce la liberación de ROS, utilizando DPI (yodonio difenileno) el cual 

inhibe de forma específica la NADPH-oxidasa y por ende la liberación de ROS, lo 

que nos sugiere que la vía por la cual se da el mecanismo de NETosis es 

independiente de la liberación de ROS (13).  

Como se mencionó anteriormente, otro mecanismo por el cual se podría estar 

induciendo la NETosis, es el aumento de calcio intracelular, debido a que la 

activación 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 ácido amino carboxílico específico 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 Cocaína combinada con 

Levamisol inducen muerte, pero cuando evaluamos este tratamiento en presencia 

de BAPTA se evidencia una disminución en esta muerte celular y un aumento en el 

porcentaje de células vivas; con esto, podría especularse que la vía de inducción de 

la muerte celular por la cual la Cocaína y el Levamisol inducen NETosis es mediante 

el reconocimiento del receptor muscarínico presente en la membrana plasmática, lo 

cual podría inducir la activación de proteínas tirosincinasa, las cuales fosforilan la 

fosfolipasa C, llevando a la hidrolisis de fosfatidilinositol difosfato en diacilglicerol e 
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inositol trifosfato, este último se uniría a receptores presentes en el retículo 

endoplásmico induciendo la liberación de calcio (104); este aumento de calcio en el 

citoplasma del neutrófilo activa la PAD-4 importante en la descondensación de la 

cromatina promoviendo la inducción de muerte por NETosis. En el artículo de 

Carmona y colaboradores, evaluaron este mecanismo mediante el uso de 

inhibidores de la PAD-4 (CI-amidina) y observaron una disminución en el porcentaje 

de NET con respecto a las células tratadas solo con Levamisol (13). Así mismo, en 

otro estudio realizado por Hemmers y colaboradores, en el cual utilizaron ratones 

deficientes de PAD-4, evaluaron la formación de NET luego de ser expuestos a 

infección por influenza A, encontrando que los neutrófilos de estos ratones no 

lograron producir NETs, comparado con los neutrófilos de los ratones control, lo que 

sugiere que PAD-4 y su activación es necesaria para llevarse a cabo la muerte 

celular por NETosis (105); ya que como se ha encontrado en algunos estudios la 

citrulinación de las histonas H3 y H4 es un paso requerido para la formación de las 

NET (106–108). 

En un estudio realizado por Altstaedt y colaboradores, muestra que los neutrófilos 

pueden inducir de forma constitutiva la producción de IL-8 (109). En nuestro estudio 

evaluamos la producción de citoquinas como posible mecanismo de inducción de 

muerte y promotor del ambiente inflamatorio asociado al VICOL. Al evaluar un perfil 

proinflamatorio (IL-1β, IL-6, TNF-α, IL12-P70 e IL-8) encontramos que solo los 

neutrófilos que habían 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 neutrófilos con ANCA-MPO y ANCA-PR3 con el fin de determinar la 

función de estos anticuerpos sobre los neutrófilos, encontraron que los ANCA-MPO 

induce la liberación de IL-8 (110), esto podría explicar que los sueros de los 

pacientes de nuestro estudio podrían tener ANCA circulantes, los cuales indujeron 

la producción de esta interleucina. 

En resumen, la Cocaína y el Levamisol pueden inducir muerte celular del neutrófilo 

vía NETosis, mediante diferentes trayectorias: primero mediante la activación de 

receptores muscarínicos que se encuentran en la membrana citoplasmática de los 
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neutrófilos, estas células una vez activadas pueden mediar la liberación de ROS a 

partir de la NADPH oxidasa, lo que sería concomitante con la liberación de las 

proteínas de los gránulos y su posterior traslocación al núcleo, donde median la 

descondensación de la cromatina y liberación de las NET con contenido nuclear y 

citoplasmático como MPO. Segundo, el neutrófilo, luego de su activación 

aumentaría los niveles de calcio intracelular mediado por la activación del inositol 

trifosfato (IP3) y promoviendo la activación de PAD-4, mediador importante en este 

tipo de muerte, ya que PAD4 media la citrulinación de las histonas causando la 

descondensación de la cromatina, llevando a una posterior liberación de las NET. 

Cuando se utilizó el BBH, antagonista muscarínico, disminuyó parcialmente la 

NETosis inducida por Cocaína y Levamisol, evidenciando la importancia de estos 

receptores en la inducción de esta forma de muerte. La activación de esta vía 

también podría inducir la movilización de calcio un mediador adicional en las vías 

de inducción de NETosis. 

Luego de la liberación de las NET, aunque no estaba dentro de los alcances de este 

proyecto, consideramos que células presentadoras de antígeno deben reconocer la 

MP. Median la activación de linfocitos T CD4 y favoreciendo la activación de los 

linfocitos B, los cuales producen los autoanticuerpos dirigidos contra MPO (ANCA-

MPO). Estos anticuerpos amplificarían mecanismos adicionales como la activación 

de otros neutrófilos vía receptores Fc, más liberación de NET y la activación de 

células endoteliales promoviendo. La expresión de moléculas de adhesión, la 

disminución en la velocidad del flujo sanguíneo y la unión de los neutrófilos a estas 

moléculas e iniciar la diapédesis generando un ambiente inflamatorio y trombótico. 

Como consecuencia a esto los pacientes presentan las manifestaciones clínicas 

características que hemos venido mencionando como, necrosis del pabellón 

auricular (Figura 10).  

Una de las preguntas que nos surgen a partir de los resultados obtenidos es: ¿Podrá 

el sinergismo observado de Cocaína-Levamisol en la inducción de muerte de los 

neutrófilos depender de la activación de una única vía o de la sumatoria de algunas 

de ellas? Esto debido a que la Cocaína pudiese estar induciendo la liberación de 
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NET mediante la producción de ROS, por el contrario, el efecto del Levamisol 

parece estar mediado por la vía del calcio ya que en presencia del quelante (BAPTA) 

disminuyó la muerte y se observó un aumento en la viabilidad (Sytox- Hoechst+). 

Sin embargo, son necesarios otros ensayos que nos permitan soportar mejor esta 

hipótesis. 

Figura 10: Modelo propuesto de la inducción de NETosis por Cocaína-

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 Cocaína y el 

Levamisol en la liberación de ADN y de MPO. Aunque no se detectó la presencia 

de EN, la detección de DNA extracelular, el patrón evidenciado en el registro 

fotográfico por microscopía 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 liberación de ADN y 

MPO con un patrón morfológicamente compatible con NETosis pero en una menor 

proporción que lo observado con Cocaína y Levamisol. 

No se encontraron niveles de citoquinas detectables después del tratamiento con 

Levamisol solo, en presencia de Cocaína se observó una reducción 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 inducción de la NETosis observada no sea claro. 

 El mecanismo mediante el cual se da la inducción de la muerte parece ser 

independiente de la producción de ROS, ya que Levamisol no indujo su producción 

y antagonizó la inducida por Cocaína. Sin embargo, los resultados preliminares 

sugieren que el mecanismo por el cual se está presentando la NETosis inducida por 

Cocaína-Levamisol sea por una vía dependiente de calcio. 

El pretratamiento con Butilbromuro de hioscina, antagonista de los receptores 

muscarínicos, redujo parcialmente los efectos simultáneos de la Cocaína y el 

Levamisol evidenciando la participación de esta vía en la inducción de este tipo de 

muerte compatible con NETosis. 

Cabe resaltar que nuestros resultados validan la citometría de flujo como una 

técnica útil para la evaluación de la NETosis, ya que es un procedimiento simple, 

reproducible, con menor probabilidad de pérdidas de datos, mayor rendimiento, 

detección y agilidad en el proceso.  
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8. PERSPECTIVAS 

• Evaluar de forma directa el mecanismo de inducción de muerte mediante la 

vía de calcio, con cada uno de los tratamientos individual y combinados. 

 

• Evaluar posibles polimorfismos en los receptores muscarínicos de neutrófilos 

de pacientes con VICOL. 

 

• Evaluar el papel del inflamasoma mediante la medición de IL-18 como posible 

mecanismo de inducción de muerte por NETosis. 

 

• Fortalecer las evidencias de la participación de las vías de calcio y receptores 

muscarínicos para proponer posibles terapias para resolver la NETosis y por 

ende la enfermedad inflamatoria que ella causa. 
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