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Abreviaturas

Ac: anticuerpo

ADN: acido desoxirribonucleico

Ag: antigeno

AR: artritis reumatoide

BLT: receptor de leucotrieno

C: Complemento

CD: Cluster of Differentiation (grupo de
diferenciacion, molécula marcadora).

CD14: ligando de LPS

CD4: molécula co-receptora marcadora de
subtipo de linfocito T colaborador

CD66 molécula de PMN neutroéfilos

CD8: molécula co-receptora marcadora de
subtipo de linfocito T citotoéxico

CLEC-2: receptor 2 simil lectina tipo C

CMH: Complejo Mayor de Histocompatibilidad
(MHC en Inglés).

CPA : Célula presentadora de antigeno.

CR: receptor del Complemento

c-SMAC: complejo de activacion
supramolecular central

CTLA-4: antigeno 4 del linfocito T citotoxico
CXC/CC: quimioquinas

CXCR/CCR: receptores de quimioquinas

DAPI: 4,6' diamino-2-fenilindol

d-SMAC: complejo de activacion
supramolecular distal

EIE: enzimoinmunoensayo

EN: elastasa del neutrofilo

EPOC: enfermedad pulmonar obstructiva
cronica

ET: trampa extracelular

Fas: ligando de FasL

FcaR: receptor para el fragmento Fc de la IgA
FcyR: receptor para el fragmento Fc de la IgG
FceR: receptor para el fragmento Fc de la IgE
FITC: isotiocianato de fluoresceina

fMLP: péptidos formilados

FPR: receptor para péptidos formilados

G-CSF: factor estimulante de colonias
granulocito

G-CSFR: receptor para el factor estimulante de
colonias granulocito

GM-CSF: factor estimulante de colonias
granulocito-macréfago

GM-CSFR: receptor para el factor estimulante de
colonias granulocito-macroéfago

GPIb: complejo de glicoproteina de la
membrana plaquetaria

HAI: hemoaglutinacién indirecta

HBc: antigeno core del virus de la hepatitis B
HBs: antigeno de superficie del virus de la
hepatitis B

HCV: virus de la hepatitis C

HIV: virus de la inmunodeficiencia humana
HLA-DR/DP/DQ: moléculas Clase II del CMH.
HMGB1: proteina de grupo de alta movilidad
HTLV: virus linfotrépico humano de células T
ICAM: molécula de adhesion intercelular

IFN a: interferdn alfa

IFN : interfer6n beta

IFN y: interfer6n gamma

IFNAR: receptor para interferdn alfa

IFNGR: receptor para interferén gamma



IL-n: interleuquina n

IRO/ROS: intermediarios reactivos del oxigeno
LES: lupus eritematoso sistémico

LFA-1 (a132; CD11a/CD18): antigeno 1 asociado
a la funcién de los linfocitos

LPS: lipolisacarido

LTBR: receptor de linfotoxina beta

M1: macroéfago clasicamente activado

M2: macroéfago activado alternativamente
Mac-1  (amBz  CD11b/CD18):  antigeno
macrofago-1

Mcl: receptor lectina tipo C de macréfago
MD-2: antigeno linfocitico 96, ligando de LPS
MDADS5: receptor intracelular del factor asociado
a la diferenciacién del melanoma

MDL-1: receptor mieloide DAP12 que se asocia
a lectina

MET: microscopia electrénica de transmision
Mincle: receptor de lectina tipo C inducible por
macrofagos

MN: leucocito mononuclear

MO: microscopia 6ptica

MPO: mieloperoxidasa

NADPH: nicotinamida adenina dinucleétido
fosfato

NET: trampa extracelular neutroéfila

NGAL: lipocalina asociada a gelatinasa de
neutréfilos

NK: célula asesina natural

NKT: célula T asesina natural

NLRP: receptor con dominio de oligomerizacion
y union a nucleétido

NOD: receptor de dominio de oligomerizacion
de unién a nucleétidos

NOX/Duox: isoformas de NADPH

OVA: ovoalbuimina

PAD4: peptidilarginina deiminasa 4

PAFR: factor receptor de plaquetas

PD-1: proteina de muerte celular programada 1
PE: ficoeritrina

PMA: 4cido forbol miristico

PMAP: patrones moleculares asociados a
patégenos

PMN: leucocito polimorfonuclear neutréfilo
PR3: proteinasa 3

PSGL-1: P-selectina glicoproteina ligando
p-SMAC: complejo de activacion
supramolecular periférico

Raf-MEK-ERK: proteinas quinasas activadas
por mitégenos

RANK: receptor activador del factor nuclear kB
RIG-I: receptor intracelular del gen inducible
por el acido retinoico

RMLs: Rosetas Macréfago Linfocitarias

ROS: especies reactivas del oxigeno

RRP: receptores de reconocimiento de patrones
SD: desvio standard

SI: sinapsis inmunolégica

SNARE: receptores de proteinas de fijacion
soluble de NSF

SR: scavenger receptor

TCR: T Cell Receptor, Receptor de Célula T

TGF B: factor de crecimiento transformante beta
Th: perfil colaborador de célula T

TLR: receptores tipo Toll

TNF: factor de necrosis tumoral

TNFR: receptores para factor de necrosis
tumoral

TRAIL-R: receptor de muerte celular

VDRL: Venereal Disease Research Lab, prueba
inespecifica para sifilis

VLA-4: antigeno muy tardio 4



vWF: factor de von Willebrand

RESUMEN

Los polimorfonucleares neutréfilos (PMN) desempenan un rol clave en la inmunidad
innata frente a infecciones especialmente bacterianas y fingicas, pero en la actualidad estos
leucocitos por su potencial versatilidad en cuanto a sus funciones, han sido propuestos como
células moduladoras de la inmunidad adaptativa. Se han descripto algunos PMN neutréfilos en
sitios de inflamacién que expresan fenotipo de célula presentadora de antigenos (CPA) —se
consideran a las moléculas B7 (B7-1, CD80 y B7-2, CD86) y a CMH clase Il (HLA-DR) como
marcadoras del fenotipo CPA de PMN neutrofilo— y este aspecto constituye un area de interés
cientifico y ha motivado este trabajo de investigacion cientifica. El objetivo de esta Tesis es el
estudio de la expresion y caracteristicas biologicas de fenotipos inducidos in vitro de PMN
neutroéfilos humanos. Materiales y métodos: En las muestras se realizaron ensayos con
estimuladores clasicos y con uno no clasico para generar los fenotipos. La expresion de
moléculas de los diferentes fenotipos y la liberaciéon de trampas extracelulares neutroéfilas
(NETSs) se evidenciaron mediante inmunofluorescencia. Las observaciones de interacciones
celulares de contacto se realizaron mediante microscopia dptica y electrénica. Los fenotipos
inducidos in vitro con estimuladores surgen de la comparacién con el “fenotipo PMN neutréfilo
control” de las muestras apareadas sin estimulacion. Para el desarrollo del trabajo se utilizaron
muestras donadas por el Banco de Sangre del Instituto de Hematologia de la UNC, en
anonimato, con consentimiento informado y aprobacién del proyecto por el Comité de Etica del
Hospital Nacional de Clinicas, FCM, UNC, registro 169/13.

Resultados: se observaron las siguientes caracteristicas del fenotipo inducido in vitro de
“PMN neutrofilo-CPA”. a) expresa en superficie las moléculas HLA-DR (CMH) y moléculas
coestimuladoras B7 (CD80 y CD86); b) presenta una vida media en cultivo que varia segtn los
activadores (con LPS: 48 hs, con OVA: 60 hs); c) es capaz de generar NETs con activadores
clasicos (LPSy fMLP) y no clasico (OVA); d) las NETs pueden contener moléculas
coestimuladoras B7 (CD80 y CD86); e) las NETs que contienen moléculas coestimuladoras
promueven aumento de sinapsis inmunes. Por otro lado, se evidenciaron las siguientes
caracteristicas del fenotipo inducido in vitro de “PMN neutrofilo CD4-CD45R0”: a) expresa en
superficie las moléculas CD4 y CD45R0; b) presenta una vida media en cultivo de 30 minutos

con los activadores LPS, fMLP y OVA; c) es capaz de generar NETs con activadores clasicos y



uno no clasico; d) las NETs pueden contener moléculas CD4 y CD45R0. Conclusiones: Se
considera que el desarrollo de este trabajo cientifico aporta nuevos datos sobre las importantes
funciones inmunoldégicas que llevan a cabo las células implicadas. Los hallazgos con respecto a
la expresiéon de moléculas caracteristicas de las CPAs profesionales en PMN neutrofilos,
permiten definirlos como potenciales CPAs. En este estudio sobre la expresion y caracteristicas
biol6gicas de fenotipos de PMN neutroéfilos inducidos in vitro se hallé la expresion de moléculas
coestimuladoras B7 y del CMH II: HLA-DR en las NETs lo que otorga una nueva perspectiva a
las trampas extracelulares influenciando en el entorno celular y adquiere gran importancia
por la posibilidad de ruptura de la autotolerancia, tal como sucede en enfermedades
autoinmunes. Estos resultados pueden ser tenidos en cuenta como posibles blancos
terapéuticos. = Ademas, por otra parte, el hallazgo de la expresion de moléculas no
convencionales del fenotipo PMN neutréfilo-CD4, CD45R0 y laliberacién de NETs conteniendo
dichas moléculas pueden sentar las bases de futuras investigaciones donde se evalue su
significado funcional. Esto tiene interés por ejemplo en el estudio de la infecciéon por HIV ya
que podria influir en la biodistribucién del mismo, siendo CD4 el receptor primario de este
virus. La posibilidad de los PMN neutroéfilos que en determinadas condiciones desempefien
roles de CPA comprometiendo la via de coestimulaciéon B7-1 (CD80) / B7-2 (CD86): CD28 -
CTLA 4 en las diferentes subpoblaciones de células T tendria importancia en la
inmunoregulacion y la patogénesis de diversas enfermedades donde las NETs también pueden

estar implicadas.



ABSTRACT

Polymorphonuclear neutrophils (PMN) play a key role in innate immunity especially
against bacterial and fungal infections, but at present these leukocytes, because of their
potential versatility in their functions, have been proposed as modulators of adaptive
immunity. Some PMN neutrophils have been described at sites of inflammation that express
antigen-presenting cell (APC) phenotype —B7 molecules (B7-1, CD80 and B7-2, CD86) and
MHC class Il (HLA-DR) are considered as markers of the PMN neutrophil APC phenotype— and
this aspect constitutes an area of scientific interest and has motivated this scientific research
work. The objective of this thesis is the study of the expression and biological characteristics of
phenotypes induced in vitro of human PMN neutrophils. Material and methods: In the samples,
tests were performed with classic stimulators and with one non-classical stimulator to generate
the phenotypes. The expression of molecules of the different phenotypes and the release of
extracellular neutrophil traps (NETs) were evidenced by immunofluorescence. The
observations of cellular contact interactions were made by optical and electronic microscopy.
The phenotypes induced in vitro with stimulators arise from the comparison with the "control
PMN neutrophil phenotype" of paired samples without stimulation. To the development of this
investigation the samples were donated by the Blood Bank of the Hematology Institute of the
UNC, in anonymity, with serology data, with informed consent with approval by the Ethics
Committee of the Hospital Nacional de Clinicas, FCM, UNC, record 169/13.

Results: the following characteristics of the in vitro induced phenotype of "PMN neutrophil-
APC" were observed. a) They expresses on the surface the HLA-DR molecules (MHC) and
costimulatory B7 molecules (CD80 and CD86); b) They have a half-life in culture that varies
according to the activators (with LPS: 48 hours, with OVA: 60 hours); c) They are capable of
generate NETs with classic (LPSy fMLP) and non-classical (OVA) activators; d) NETs may
contain costimulatory B7 molecules (CD80 and CD86); e) NETs that contain costimulatory
molecules promote an increase in immune synapses. On the other hand, the following
characteristics of the in vitro induced phenotype of “PMN neutrophil CD4-CD45R0" were
evidenced: a) They expresses on the surface the CD4 and CD45R0 molecules; b) They have a
half-life in culture of 30 minutes with LPS, fMLP and OVA activators; c) They are capable of
generate NETs with classical activators and one non-classical activator; d) NETs may contain

CD4 and CD45R0 molecules. Conclusions: Itis considered that the development of this scientific
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work provides new data on the important immunological functions carried out by the involved
cells. The findings regarding the expression of characteristic molecules of professional APCs in
PMN neutrophils allow us to define them as potential APCs. In this study on the expression and
biological characteristics of PMN neutrophil phenotypes induced in vitro, we found the
expression of costimulatory molecules B7 and CMH II: HLA-DR in NETs which gives a new
perspective to extracellular traps influencing the cellular environment and it acquires great
importance because of the possibility of rupture of self-tolerance, as it happens in autoimmune
diseases. These results can be taken into account as possible therapeutic targets. In addition,
on the other hand, the finding of the expression of non-conventional molecules of PMN
neutrophil-CD4, CD45R0 phenotype, and the release of NETs containing these molecules can
lay the foundations for future investigations where their functional significance is evaluated.
This is of interest, for example, in the study of HIV infection since it could influence its
biodistribution, with CD4 being the primary receptor for this virus. The possibility of PMN
neutrophils that under certain conditions play roles of APC compromising the costimulation
pathway B7-1 (CD80) / B7-2 (CD86): CD28-CTLA 4 in the different subpopulations of T cells
would be important in immunoregulation and the pathogenesis of various diseases where NET's

may also be involved.
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INTRODUCCION

Los leucocitos polimorfonucleares neutroéfilos (PMN) actualmente se hallan en la mira de
la Inmunologia ya que recientemente se ha postulado que estas células participan en un papel
clave en los mecanismos efectores y reguladores de las respuestas innatas y adaptativas (1-3).

Los leucocitos se clasifican en dos grupos generales teniendo en cuenta la presencia de
granulos especificos en su citoplasma: granulocitos (neutréfilos, eosinéfilos y baséfilos) y
agranulocitos (linfocitos y monocitos). Los PMN neutroéfilos representan el mayor ndmero de
leucocitos circulantes en sangre periférica y son los granulocitos mas comunes, constituyendo
el 40-60% de la poblacion de glébulos blancos (4). Son células moéviles que abandonan la
circulacion y migran hacia el tejido conjuntivo. Como primera linea de defensa en contra de
patogenos, este numero no es estatico, sino que puede incrementarse rapidamente y
movilizarse al sitio de infeccion (5). Este rol clave, se evidencia cuando el PMN neutroéfilo falla
en sus funciones, produciéndose desde inmunodeficiencias a enfermedades sistémicas severas
como la sepsis (1).

Los PMN son llamados polimorfonucleares porque morfolégicamente se caracterizan por
su nudcleo multilobulado (de tres a cinco l6bulos) que se encuentran unidos por delgados
puentes cromatinicos (6) (Figura 1). Se ha propuesto que la composicién proteica de la
envoltura nuclear de los PMN neutroéfilos les permite la "deformabilidad"” de su nucleo y
facilitaria la migracion de las células activadas de los vasos a los sitios de infeccidon y también la
lobulacién y las formas en anillo (7,8). La existencia de PMN neutréfilo murino con ntcleo en
forma de anillo se conoce desde hace mucho tiempo, pero en neutroéfilos humanos el ntcleo en
anillo se observd en 1987 en pacientes chagasicos e individuos sanos (9,10). Los nucleos en
forma en anillo en los PMN neutréfilos estan compuestos por tres o cuatro areas lobuladas
completamente conectadas entre si, algunas de ellas por una delgada tira de ADN. Se propuso
que el gran numero (aproximadamente el 15%) de estas células en la sangre periférica sugeria
que pueden ser una etapa evolutiva normal en el desarrollo de los PMN neutréfilos humanos
(9,10). Ademas, en algunas patologias, como la mononucleosis infecciosa, los sindromes
mielodisplasicos y otras, también se observaron nucleos en forma en anillo en neutrofilos
humanos (11-18).

Estas células tienen gran importancia frente a infecciones bacterianas y fungicas, ya que

por su amplia variedad de receptores innatos, son capaces de reconocer diversos patrones
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moleculares asociados a patdégenos (PMAP). Dicho reconocimiento les permite realizar
fagocitosis, y destruir patégenos mediante mecanismos citotdxicos que no dependen de
oxigeno liberando poderosas enzimas hidroliticas (degranulacién) o bien mediante
mecanismos dependientes de oxigeno (“estallido respiratorio”) y también mediante la
liberacion de trampas extracelulares neutrdfilas (NETs). Dichos mecanismos funcionales del
PMN seran descritos mas adelante.

Desde su descubrimiento por Paul Elrich en 1900 segun cita Diz Dios et al. (19), la mera
caracterizacion del PMN neutréfilo como fagocito ha quedado relegada y en la actualidad, a esta
versatil célula se le han atribuido funciones inmunomoduladoras, en relacién a la posible
existencia de diversos fenotipos que ejercen su accién segin el microambiente donde se
encuentren y segun la amplia interaccion que desarrollen con todo el repertorio de células
implicadas en la inmunidad innata y adaptativa (2,3).

El concepto de poblaciones heterogéneas de neutréfilos ha sido planteado ya hace varios
afios (20), pero recientemente es que ha emergido la descripcién de estas poblaciones
abarcando PMN neutréfilos maduros, inmaduros y en situaciones de salud y enfermedad

(1,21,22).

Figura 1.Imagen de nicleo de un PMN neutrofilo humano. A. microfotografia de extendido de
cultivo celular tefiido con Hematoxilina. 1000x. B. Dibujo del contorno nuclear. (Paint.NET v3.31). Se
observa el ntcleo polilobulado con delgados puentes cromatinicos.
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Caracteristicas del citoplasma de los PMN neutrofilos

El citoplasma neutrofilico se halla cubierto por un gran nidmero de granulos y vesiculas
secretoras que permite caracterizarlos como leucocitos “granulocitos”.

Estudios en PMN neutréfilos de conejo han permitido clasificar los granulos en primarios
o azurdfilos, secundarios o especificos, terciarios o de gelatinasa; pero en humanos, esta
clasificacion es poco clara (23). De todas formas, algunos autores describen la existencia de
granulos primarios (lisosomas) que contienen enzimas hidroliticas y mieloperoxidasa (MPO) y
elastasa (EN), granulos secundarios que contienen altos niveles de lactoferrina, granulos
terciarios que contienen metaloproteinasas y recientemente describen una cuarta poblacién de
granulos ricos en lectina microbiana ficolina-1 (24).

Dado que existe una superposicion en el contenido de los granulos secundarios y
terciarios, otros autores engloban a los granulos en solo dos tipos principalmente, aquellos que
son peroxidasa positivos o granulos azurdfilos, y los peroxidasa negativos. En los granulos
peroxidasa negativos, se ha demostrado que NGAL (lipocalina asociada a gelatinasa de
neutrofilos) es una proteina especifica que colocaliza con lactoferrina y puede ser usada como
marcadora especifica de los mismos. Pueden dividirse a su vez en: a) granulos que contienen
lactoferrina y NGAL, b) granulos que contienen lactoferrina, NGAL y gelatinasa y c) granulos
que contienen solo gelatinasa. Todos difieren en su densidad y en los tiempos para su
degranulacién (23).

Las llamadas vesiculas secretoras contienen albumina (24) entre otros componentes,
siendo su principal marcador el CR1 (receptor del Complemento C3b C4b) (23). Estas vesiculas
fueron descubiertas como organelas de almacenamiento constituidas por proteinas de

membrana que envuelven proteinas plasmaticas (25).
La presencia de otras organelas es escasa, pero se ha observado que los PMN neutréfilos

poseen una compleja red de mitocondrias involucradas en la quimiotaxis y regulacion de la

apoptosis (4).
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Membrana plasmatica de los PMN neutrofilos

La membrana plasmatica del PMN neutréfilo posee variados receptores (26) (Tabla 1),
entre los que se destacan:

° Receptores Acoplados a Proteina G: receptores para péptidos formilados, para
leucotrieno B4, para factor activador de plaquetas, CXC, CC entre otros.

° Receptores Fc: FcyRIIA, FcyRIIIB, FcaRl, FceR, entre otros

° Moléculas de adhesion tales como Selectinas/Ligandos para Selectinas e Integrinas: P-
selectina, E-selectina, L-selectina, LFA-1 (a132; CD11a/CD18), Mac-1 (amfBz; CD11b/CD18)

° Receptores de Citoquinas: 1L-4, IL-12, IL-15, IL-10, IFN a, IFN 3, IFN vy, G-CSF, GM-CSF, IL-
1, TNF, TGF $, IL-17, entre otros

° Receptores de Quimioquinas: CXCR1, CXCR2, CCR1, CCR2, entre otros

° Receptores innatos de reconocimiento de patrones moleculares asociados a patégenos
(RRP) como los receptores Tipo Toll o Lectinas Tipo C: con excepcion de TLR3, expresa el resto
de TLR; ademas MDL-1, Mcl], CLEC-2, NOD1, NOD2, entre otros.

Es de destacar el reconocimiento inmunitario innato por receptores tipo Toll frente a
infecciones bacterianas, por ejemplo el importante TLR4 (mdas MD-2 y CD14) que tiene como
ligandos al lipopolisacarido (LPS) de las bacterias Gram negativas y a los acidos lipoteicoicos
de las bacterias Gram positivas.

La variedad de receptores de los PMN neutréfilos demuestra la versatilidad de

interacciones posibles y refleja multiplicidad de roles en las respuestas inmunes (Tabla 1).
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Tipo de receptor Familia Denominacién
Receptores acoplados a | Receptores para péptidos | FPR1, FPRZ, FPR3
proteina G formilados

Receptores quimiotractantes
clasicos

BLT1 (Receptor Leucotrieno
B4), BLT2, PAFR, C5aR

Receptores de quimioquinas

CXCR1, CXCRZ2, CCR1, CCR2

Receptores Fc

Receptores Fcy

FcyRI, FcyRIIA

FcyRIIB (inhibidor)
FcyRIIIB

Receptores Fca FcaRI

Receptores Fce FceRI, FceRII

Receptores de adhesiéon Selectinas y Selectina | L-selectina, PSGL-1
ligandos
Integrinas LFA-1, Mac-1, VLA-4
Receptores de citoquinas Receptores de citoquinas | IL-4R, IL-6R, IL-12R, IL-15R
tipo | G-CSFR, GM-CSFR
Receptores de citoquinas [ [FNAR (receptores para
tipo 11 IFNa/f3), IFNGR, IL-10R

Familia IL-1R IL-1RI, IL-1RI], IL-18R

Familia TNFR TNFR1 (p55), TNFR2 (p75)
Fas, LTBR, RANK, TRAIL-R2
TRAIL-R3

TLR1, TLR2, TLR4, TLR5
TLR6, TLR8, TLR9
Dectina-1, Mincle

MDL-1, Mcl, CLEC-2

NOD-2, NLRP3

Receptores inmunes innatos | Receptores tipo Toll

Lectina tipo C

Receptores tipo NOD

Receptores tipo RIG RIG-I, MDAS

Tabla 1. Variedad de receptores de PMN neutrofilos segin tipo, familia y denominacion. Basado en
Futosi et al, 2013(26).

Se consideran aqui algunas moléculas marcadoras de neutréfilos tales como CD66 (27).
Dicha molécula se halla como CD66a o CD66b en granulos especificos y de gelatinasa, también
en pequefas cantidades en las vesiculas secretoras. Estas moléculas CD66 constituyen
receptores de la galectina-3, que es una lectina de mamifero afin a los glicoconjugados. La
galectina-3 en PMN neutréfilos induce la producciéon de aniones superdxidos (28). Es un

receptor de membrana no tradicional de los PMN neutroéfilos que permite reconocer hongos
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patogenos por su unién a B 1-2 oligomanano. Por otro lado al ligarse a CD66a y CD66b, provoca
agrupacion de receptores, promoviendo adherencia y mejorando la capacidad fagocitica (29).

Es de destacar que los PMN neutréfilos expresan la molécula coestimuladora CD40 en su
membrana plasmatica (30) y esta les permite interactuar con las células T y las células
dendriticas plasmocitoides que portan CD40L. A través de la via CD40-CD40L se induce una
sefializacion en dos sentidos que transmite sefiales activadoras a las células T y también induce
en la célula que porta el CD40 a la expresién de moléculas B7 (31).

Curiosamente, se ha observado que los PMN neutréfilos pueden expresar la molécula
CD4, conocida como el co-receptor de células T colaboradoras, en forma superficial o
citoplasmatica, en pacientes sanos y en pacientes HIV positivos (32).

Por otra parte la molécula CD45RO0, caracteristico marcador de células T de memoria y
efectoras, se expresa en PMN neutrofilos de pacientes con dialisis y PMN neutréfilos activados
in vitro con fMLP (33). Esta molécula se expresa en individuos sanos pero no se ha hallado
ligando natural (34). CD45R0 se encontraria en los granulos especificos de los PMN (33).

Es interesante la ausencia de trabajos publicados recientemente en relacion a estos temas

que abren preguntas de investigacion.

Citoquinas de los PMN neutroéfilos

Las citoquinas son proteinas principales mediadoras de la comunicacién entre las células
del Sistema Inmune. Regulan y median las respuestas innatas, adaptativas y la hemopoiesis.

Los PMN neutréfilos secretan una amplia gama de citoquinas proinflamatorias (IL-1a, IL-
1B, IL-6, IL-18, entre otras), antiinflamatorias (TGFB1, TGFB2, [L-1ra), inmunoreguladoras (IL-
12, IL-21, IL-23, entre otras), ademds de factores estimulantes de colonias, factores
angiogénicos, fibrogénicos y miembros de la superfamilia del TNF, entre otras (35).

Las quimioquinas, citoquinas de baja masa molecular, que estimulan el movimiento de
leucocitos junto a sus receptores contribuyen a la migracién o la permanencia de las diferentes
estirpes celulares inmunes (36). Los PMN neutréfilos representan la mayor fuente de
produccién de las mismas (CCL2, CCL17, CXCL12, CXCL9, entre otras), ain mas en inflamacién
(infecciosa y no infecciosa) y tumores (37).

A través de la secrecion de estas citoquinas y quimioquinas en la interaccion con diversas
células se considera que los PMN neutroéfilos pueden influenciar las respuestas inmunes innatas

y adaptativas.
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Ontogenia de los PMN neutrofilos

Los PMN neutrofilos se originan en la médula ésea a partir de una célula madre
pluripotencial, y antes de alcanzar su madurez, atraviesan diferentes estadios, a saber
mieloblasto, promielocito, mielocito, metamielocito, neutrdfilo en cayado y finalmente el
neutrdfilo segmentado (38,39) (Figura 2). La producciéon de PMN neutroéfilos, es
cuantitativamente la mayor actividad que se desarrolla en la médula 6sea (40), alcanzando un
numero de 1.1011-2.1011 de produccién de PMN neutréfilos por dia en los humanos (38), en
respuesta al estimulo de varias citoquinas principalmente el factor estimulante de colonias de
granulocitos (G-CSF) (39,41).

La liberacion de los PMN neutrofilos al torrente sanguineo, esta regulada por la
quimioquina CXCL2 que media la liberacion de los mismos de la médula 6sea al unirse a su
receptor CXCR2, mientras que CXCL12 por otro lado promueve la retencion de los PMN
neutrdfilos al unirse a CXCR4 (24). Se ha evidenciado que el numero de PMN neutréfilos varia
durante el dia, dando lugar a oscilaciones que definen un ritmo circadiano (42).

Una vez que el PMN neutréfilo alcanza la circulacion, puede formar parte del
compartimiento o pool (del Inglés) marginal o bien del compartimiento circulante propiamente
dicho. El pool marginal o “pool fisiolégico de granulocitos regionales” comprende los PMN
neutrofilos retenidos transitoriamente en la médula 6sea y principalmente en los capilares
pulmonares (43). Los PMN neutroéfilos circulantes tienen una vida media de aproximadamente
6 a 12 horas (42), pero se ha observado que pueden vivir hasta 5,4 dias (44). En un trabajo in
vitro realizado en este laboratorio con PMN neutréfilos de sangre humana con serologia
positiva para Enfermedad de Chagas se observé PMN neutréfilos viables a las 72 horas de
cultivo, postulandose esto debido a la presencia de citoquinas y mediadores inflamatorios en el
suero de los dadores (45). Continuando con la descripcion de la cinética de los PMN neutroéfilos,
finalmente estos alcanzan los tejidos, a través de quimioquinas y factores quimiotacticos donde

cumplen sus funciones (46) y por lo general viven entre 24-48 horas hasta sufrir apoptosis (47).
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Figura 2. Ontogenia del PMN neutroéfilo. Dibujo esquematico que muestra distintos estadios:
mieloblasto, promielocito, mielocito, metamielocito, neutréfilo en cayado, neutréfilo segmentado.

Mecanismos funcionales de los PMN neutroéfilos

PMN neutrofilos en accion

Los PMN neutrofilos circulantes se encuentran en un “estado quiescente o de reposo” que
se caracteriza por poca capacidad de adhesiéon, morfologia redondeada, actividad

transcripcional minima y limitada respuesta frente a estimulos (48).
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La transiciéon del PMN neutréfilo de un estado de reposo a un estado de mayor capacidad
de respuesta se ha denominado “priming” (del Inglés) o “cebado” (49). El “priming” sucede
frente a la exposicién del PMN neutroéfilo a un primer estimulo, el cual puede desencadenarse
por citoquinas y antigenos (50). Las consecuencias funcionales del priming derivan en cambios
en la expresion de moléculas de adhesién, regulacién en alta de receptores de superficie,
produccion y liberacion de lipidos bioactivos, degranulacion y liberacion del contenido de los
granulos, polimerizacion de actina, incremento de fagocitosis, variacion en la tasa de apoptosis
de neutrofilos, entre otras (51). El cebado les permite a los PMN neutréfilos aumentar
marcadamente su capacidad de respuesta frente a un nuevo estimulo que les otorgara la
completa activacion (52), permitiéndoles realizar sus funciones antibacterianas, pro y anti-
inflamatorias (50).

Los PMN neutroéfilos activados y reclutados a los sitios de inflamacién, ejercen sus
funciones a través de la fagocitosis, secrecion de proteasas (degranulacion), produccion de

especies reactivas de oxigeno (ROS) y liberacion de NETs (53) (Figura 3).

Mecanismos
funcionales
del PMMN

&«

N\

?‘ !
DEGRANULACION

Figura 3. Mecanismos funcionales de PMN neutroéfilos.Esquema de fagocitosis, degranulacion y
trampas extracelulares neutroéfilas (NETS).

Los PMN neutroéfilos pueden provocar la muerte intracelular de los patogenos a través de
mecanismos mediados por enzimas proteoliticas o mediados por ROS generados a través del sistema de
la NADPH.
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Fagocitosis

La ingestion de microorganismos o de particulas extranas por los PMN neutréfilos se
denomina “fagocitosis” (54). Dicha funcion se lleva a cabo directamente mediante el
compromiso de RRP que reconocen PMAP, o bien mediante el recubrimiento de los
microorganismos con inmunoglobulinas o proteinas del Complemento (C) que ayudan a
promover la fagocitosis, 1o que se denomina “opsonizacién” (54,55).

La fagocitosis es un proceso dependiente de energia y del citoesqueleto que provoca la
formacidén de una vesicula intracelular llamada “fagosoma” 1a cual contiene el material ingerido.

Antes de que la fagocitosis se inicie y sea efectiva, los PMN neutréfilos necesitan
abandonar la circulacion sanguinea y arribar al sitio de inflamacidn, proceso que se denomina
“reclutamiento de neutrdfilos” por quimiotaxis, movimiento regido por un gradiente de
concentracion quimico (46). En el reclutamiento, los PMN neutrofilos despliegan una amplia
gama de receptores de factores quimiotacticos tales como: receptores para IL-8, para péptidos
formilados bacterianos (3,44), para el componente del C: C5a, para el PAF (factor activador de
plaquetas), para el leucotrieno B4 (43) entre otros.

La migracion leucocitaria desde la circulacion hasta el sitio de inflamacién esta controlada
por interacciones entre el PMN neutroéfilo y el endotelio vascular. La proteina L-selectina
expresada en la superficie neutrofilica se liga entonces a las proteinas E-selectina y P-selectina
presentes en el endotelio (4). Se produce asi, una adhesién transitoria que permite el
rodamiento o “rolling” (del Inglés) del PMN neutroéfilo en la superficie endotelial (3,43) (Figura
4).

A continuacion se produce una firme adhesién del neutrofilo al endotelio, que se establece
mediante la interaccion de las 8z integrinas LFA-1 (awf2) y Mac-1 (amfz) (CD11b/CD18) de la
superficie del PMN neutréfilo con sus ligandos, ICAM-1 e ICAM-2, del endotelio (40). LFA-1
estarfa implicada en la firme adhesién, mientras que Mac-1 le permitiria arrastrarse o
“crawling” (del Inglés) (3) (Figura 4).

Posteriormente se produce la diapédesis, es decir la transmigracion del PMN neutroéfilo a
través del endotelio (56), mediante dos vias: la “via transcelular”, en la que el PMN neutréfilo
penetra una célula endotelial y la “via paracelular”, en la que el PMN neutréfilo se introduce
entre dos células endoteliales (Figura 4).

Una vez atravesado el endotelio, el PMN neutroéfilo cuenta con un arsenal de proteasas

capaces de romper la membrana basal, tales como la EN y la gelatinasa, entre otras (40).
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Figura 4. Migracion y extravasacion de PMN neutroéfilos. Esquema de reclutamiento de PMN
neutrofilos, se observa rodamiento (rolling, del Inglés), arrastre (crawling, del Inglés) y diapédesis.

Como se dijo anteriormente, la fagocitosis puede ser mediada directamente por RRP,
entre los que se incluyen la familia de los receptores tipo Toll (TLR), los receptores lectina tipo
C Dectina-1, CLEC-2, Mincle, como asi también sensores citoplasmaticos como NOD-1, RIG1,
MDAS5 (57).

Por otro lado, se encuentran los receptores de opsonizaciéon tales como FcyRs, que
permiten que se formen pseudépodos para englobar al patdégeno y luego se internalicen
formando el fagosoma (41). En cambio, los receptores del C que también median la
opsonizacidn, internalizan el microorganismo sin una extension apreciable de la membrana, la
particula parece “hundirse” en la célula (55).

Luego de engullir el microorganismo, el fagosoma debe “madurar” para cumplir sus
funciones. La maduracién del fagosoma progresa a medida que los granulos se le fusionan y se
ensambla la NADPH oxidasa (Niconitamida adenina dinucleétido fosfato oxidasa) a la
membrana (55), con ello, las enzimas hidroliticas y la NADPH oxidasa inician la destruccion del
patogeno. El fagosoma maduro en los PMN neutroéfilos a diferencia del que se observa en
macréfagos, tiene pH neutro, lo que refleja los efectos del estallido oxidativo masivo en los PMN
neutrdfilos comparado con los macréfagos (41). Se ha observado que existe una
heterogeneidad en el contenido de los fagosomas del PMN neutréfilo, resultado de la

variabilidad del ensamblaje de la NADPH oxidasay la fusidn de los granulos que contienen MPO
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(58). Existen entonces dos mecanismos bioquimicos que participan en la destruccién de los
microorganismos ingeridos, ambos participan en la muerte intracelular dependiente del
oxigeno: el sistema NADPH de la membrana del fagosoma y el mecanismo de la MPO de los
lisosomas. Esto se describira mas abajo en “estallido respiratorio”.

Los fagosomas asi se fusionan con los lisosomas (granulos primarios azurofilos) y otras
estructuras vesiculares lo que lleva a la degradacion enzimatica del material ingerido. De este
modo, pueden actuar otros mecanismos de muerte independiente del oxigeno a través de
diversas enzimas y péptidos antimicrobianos.

Finalmente, el material digerido sufre exocitosis o se almacena en “cuerpos residuales”.

Degranulacion

Como se menciond anteriormente, otro mecanismo funcional de los PMN neutréfilos
consiste en la degranulacion, esto es la liberacion del contenido de los granulos en el sitio
donde los PMN neutrofilos ejercen sus funciones (31). También se denomina degranulacién al
proceso de fusion y liberacion de granulos en el fagolisosoma. Aqui sin embargo, se
considerard al proceso de degranulacién que ocurre en la exocitosis hacia el espacio
extracelular.

Es importante aclarar que los diferentes granulos neutrofilicos difieren en su contenido,
en las sefales requeridas para su secrecion y el sitio de secrecion (59).

La exocitosis o liberacion del contenido de los granulos estd regulada por una sefial
binaria: a) la primera sefial depende de la adhesién del PMN neutroéfilo al endotelio, que
involucra a proteinas como las integrinas; b) la segunda sefal depende de la interaccién entre
un ligando y un receptor inmune (por ejemplo TLR1) (24).

Ante un estimulo se liberan primero las vesiculas secretoras, sucesivamente lo hacen los
granulos ricos en ficolina-1, los granulos que contienen gelatinasa, a posteriori los granulos
secundarios y finalmente los granulos azuréfilos (60).

Cuando se liberan las vesiculas secretoras, éstas se fusionan con la membrana plasmatica
dotando a la misma con integrinas y otras proteinas de adhesion (59,61). El péptido bacteriano
formilado formilmetionil-leucil-fenilalanina o f-Met-Leu-Phe (fMLP), un poderoso
quimioatractante de PMN neutréfilos (62), induce la expresion de la integrina Mac-1

(CD11b/CD18) y la movilizacién de las vesiculas secretoras (23).
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El proceso de fusién de los granulos con la membrana plasmatica estd mediado por la
familia de proteinas de fusion SNARE (24,60).

A su vez, el citoesqueleto participa activamente en la movilizacién de los granulos. Por
una parte, los microtubulos son importantes puesto que guian la degranulacion de los granulos
primarios en el fagosoma. Por otro lado, la polimerizacién y despolimerizaciéon de los
microfilamentos de actina afectan la degranulacién de todos los granulos, siendo las vesiculas
secretoras las mas asociadas a la actina, seguidas por los granulos de gelatinasa, granulos

especificos y granulos azuroéfilos (23).

Estallido respiratorio

Se denomina “estallido respiratorio” al proceso conducente a la generaciéon de ROS
utilizado como un mecanismo de destruccion de patégenos.

Como se dijo anteriormente uno de los mecanismos de muerte intracelular dependiente
del oxigeno es el sistema de la NADPH que genera ROS. Cuando los PMN neutroéfilos se
encuentran frente a microorganismos o mediadores de la inflamacion, la enzima NADPH
oxidasa se ensambla a la membrana plasmatica o a la membrana del fagosoma, produciendo
ROS (63). La NADPH oxidasa posee varias isoformas (NOX1, NOX2, NOX3, NOX4, NOX5, Duox1
y Duox2) que pueden expresarse en varios compartimentos celulares como el ntcleo, reticulo
endoplasmico, endosomas, fagosomas y mitocondrias. La isoforma NOX2, encontrada en los
neutroéfilos estd formada por dos proteinas integrales de membrana, la glicoproteina gp91phox
y la proteina adaptadora p22prhex, que juntas conforman el flavocitocromo b558. En células no
estimuladas, el multidominio regulador formado por las proteinas p40rhox, p47phox y n67phox ge
agrupan en el citosol. Diversos estimulos (fisicos, quimicos, biolégicos) provocan la
fosforilacion de este complejo proteico, que migra a la membrana y se asocia al flavocitocromo
b558 conformando la NADPH oxidasa activa (64). La NOX2 se activa cuando los PMN
neutrofilos realizan fagocitosis, y las subunidades de la enzima se ensamblan antes de que el
fagosoma termine de formarse. La mayoria de las subunidades gp91prhox se encuentran en las
membranas de los granulos especificos, el resto en la membrana plasmatica. La NOX2 también
puede activarse con estimulos solubles sin necesidad de formacion del fagosoma. El péptido
bacteriano fMLP, induce la activacién de NOX2 s6lo en la membrana plasmatica (54). Luego de
la activacidon la NADPH oxidasa inicia la cascada de reduccién de oxigeno, reduciendo el oxigeno

molecular a anién superéxido (0z7). Como el superdxido no es un fuerte oxidante, rapidamente
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se dismuta formando peréxido de hidrégeno (H202). El superéxido puede también reaccionar
con Oxido nitrico para formar peroxinitrito, un poderoso antioxidante (55). El H202 es un
oxidante muy estable que ejerce efectos toxicos y actiia sobre distintos componentes
microbianos.

Por otra parte, en el otro mecanismo bioquimico de la muerte intracelular dependiente
del oxigeno, la MPO de los granulos primarios de los PMN neutroéfilos convierte el H202 en acido
hipocloroso (HCIO), que es el bactericida oxidante mas eficiente en los PMN neutroéfilos. Otros
derivados del oxigeno como radicales hidroxilo, cloraminas y HCIO pueden inactivar proteinas
que contienen hierro y azufre, proteinas de membrana y sitios de sintesis de ADN (46).

Estas especies reactivas del oxigeno generadas por los PMN neutréfilos le dan la
capacidad de destrucciéon de millones de bacterias en milisegundos (65).

Mutaciones en los genes que codifican los componentes de la NADPH oxidasa dan origen
a la enfermedad granulomatosa créonica que se caracteriza por incapacidad de los PMN
neutrdfilos para producir ROS lo que lleva a infecciones bacterianas y micoticas recurrentes

(65).

NETs

Las “trampas extracelulares neutrdfilas” o “NETs” fueron descriptas por primera vez por
Brinkmann et al en el afio 2004, en PMN neutréfilos estimulados con IL-8, forbol miristato
acetato (PMA) o lipopolisacarido (LPS) (66).

Las NETs estan formadas por proteinas granulares y cromatina (67,68). También se
postula que algunas NETs pueden contener ADN mitocondrial (69,70). Entre las proteinas
granulares mas importantes constituyentes de las NETs, se encuentran la MPO yla EN (71). Las
histonas liberadas poseen actividad antibacteriana, al actuar directamente en la membrana del
microorganismo quelando cationes, contribuyendo asi a su destruccién (72).

La presencia de NETs puede ser evidenciada por la tincidon extracelular de ADN y la
colocalizacidn de proteinas derivadas del PMN neutroéfilo, como EN o MPO (73).

La liberacion de NETs puede producir la muerte del neutréfilo (74), proceso que se ha
denominado “NETosis suicida” (75); o bien el PMN neutroéfilo puede vivir sin el contenido
nuclear y aun seguir fagocitando o cumpliendo otras funciones (74), lo que se ha denominado

“NETosis vital” (75).
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Un gran ndmero de inductores de NETosis han sido descritos (75-77), entre los que se
pueden nombrar bacterias (78), componentes bacterianos (66), hongos (79), protozoarios
(80), virus (81), plaquetas activadas (82), proteinas del C (83), inmunocomplejos (84,85),
citoquinas (86), H202 (87), cristales de urato en la gota (88,89), cristales de pirofosfato de calcio
en la pseudogota (90) y también ionéforos como el A23187 y la nigericina (91).

Los diferentes estimulos pueden comprometer diferentes vias de sefalizaciéon (91),
algunas de las cuales todavia se hallan bajo estudio (92). Por ejemplo el PMA (phorbol myristate
acetate, del Inglés) puede inducir la formacién de NETs mediante la via Raf-MEK-ERK, al activar
ala NADPH oxidasa (93).

La producciéon de NETs puede terminar produciendo efectos no deseados en el
microambiente donde se encuentren, asi se han visto implicadas en diversas enfermedades
(94,95), distrés respiratorio agudo (96), trombosis (97), diabetes (98), enfermedad pulmonar
obstructiva crénica (EPOC) (99), aterosclerosis (100), apendicitis (66), preeclampsia (101),
bronquiolitis (102,103), algunas enfermedades autoinmunitarias (104,105) como el Lupus
Eritematoso Sistémico (LES), Artritis Reumatoide (AR), Enfermedad de Sjogren, vasculitis;
ademas de inmunoedicion del cancer (106). La inmunoedicion se refiere al proceso mediante
el cual lainteraccion de una poblacién heterogénea de células tumorales con el sistema inmune,
genera variantes tumorales con inmunogenicidad reducida que por lo tanto, podrian escapar
de las respuestas inmunes (2).

En relacién a la influencia de la edad de los humanos en la generaciéon de NETs se ha
observado que los PMN de los neonatos, comparados a los de los adultos, son menos capaces
de formar NETs (107), lo mismo sucede con los PMN en los adultos mayores (108).
Llamativamente, el ejercicio intenso puede inducir la liberacion de NETs (109). Por otra parte,
en muestras de sangre sin estimular, se ha observado que el 3 al 5 % de neutroéfilos genera NETs
de manera espontanea (110), como asi también se ha documentado que en cultivos autélogos

de PMN purificados, libres de suero del donante, se favorece la liberacién de NETs (111).
Mecanismo de formacion de NETs

En la NETosis suicida primero el nicleo del PMN neutroéfilo pierde su estructura lobulada
y la distincién entre hetero y eucromatina, luego desaparece la membrana interna nuclear

permitiendo la mezcla de los componentes, emergiendo todo el contenido al romperse la

membrana plasmatica en un proceso distinto de la necrosis o apoptosis (Figura 5). En la
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necrosis, aunque también sucede que el nicleo pierde su estructura, sus l6bulos se fusionan en
una masa homogénea y se pierde la segregacion entre eu y heterocromatina, la membrana
nuclear y los granulos permanecen intactos a diferencia de la NETosis. Por otro lado en la
apoptosis se produce condensacion y fragmentacion nuclear, como asi también vacuolizacion
del citoplasma. La NETosis es dependiente de la generacion de ROS por la NADPH oxidasa (68).
La produccién de ROS permite la liberacion de la EN y la MPO de los granulos azuréfilos (71),
de un complejo denominado “azurosoma” formado ademas por lactoferrina, azurocidina y PR3.
La EN se une al citoesqueleto de actina, promoviendo su degradacion y liberando las proteasas
para translocarse al ndcleo (112). En el nucleo la EN digiere las histonas nucleosomales y
promueve la decondensacion de la cromatina, la MPO sinergiza esta acciéon (71). Hay autores
que demuestran que la presencia de MPO puede ser necesaria (113) o no para la formacidén de
NETs (114). También se ha evidenciado que ademdas de la presencia de ROS, se requiere
autofagia para la produccion de las NETs en PMN neutréfilos estimulados con PMA debido a
que éste ultimo induce la formacién y maduracién de autofagosomas (115).

Por otro lado, la enzima peptidilarginina deiminasa 4 (PAD4) mediaria la
hipercitrulinacién de las histonas lo que contribuye también a la descondensaciéon de la
cromatina (116).

Los microfilamentos de actina y los microtibulos también son requeridos para el
despliegue de las NETs (117). Se sabe también que la dindmica de estos componentes del
citoesqueleto, es en parte regulada por los ROS (118).

Los requerimientos energéticos para la liberacion de las trampas estan principalmente
mediados por glucosa y en menor parte por glutamina (119).

La NETosis vital tiene la caracteristica de que la membrana plasmatica del PMN neutrofilo
permanece intacta, mientras que la cromatina del nucleo se libera a través de vesiculas que
luego se fusionan con la membrana externa para liberar NETs al espacio extracelular (120)
(Figura 5).

La naturaleza de la formacion de las NETs puede diferir en tiempo, tipo de estimulo o el

contexto de una enfermedad (121).
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Figura 5. Dibujo esquematico de NETosis suicida y NETosis vital. Basado en Branzk y
Papayannopoulos, 2013.
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Interacciones relevantes

PMN neutroéfilos y plaquetas

Las plaquetas aumentan las funciones efectoras de los PMN neutroéfilos promoviendo la
fagocitosis, la liberacion de ROS y NETosis.

Por otra parte, las plaquetas facilitan el rodamiento, adhesién y transmigracién de los
PMN neutroéfilos a través de los vasos sanguineos. En el “rolling” y adhesién intervienen CD62P
y la CXCR2 que se expresan en las plaquetas. En la transmigracion PSGL-1 o Mac-1 del neutroéfilo
se unen al CD62P, y también CD40 del PMN al CD40L soluble derivado de plaquetas lo que
resulta en polarizacion de los receptores, que es un prerrequisito para la transmigracion (122).

Las plaquetas también facilitan la liberaciéon de quimioquinas por parte de los neutréfilos.

En la formacion de NETs, las plaquetas activadas mediante el TLR4 se unen a los
neutrofilos que se adhieren al endotelio e inician la formacion de NETs. También median la
NETosis via CD62P-PSGL-1, GPIb alfa plaquetario o LFA-1. También las plaquetas liberan beta
defensinas, tromboxano A2, CXCL4, vWF y HMGB1 que promueven la formacion de NETs (122).

PMN neutroéfilos y macrofagos

Los PMN neutréfilos contribuyen a la activacion y reclutamiento de los macroéfagos en el
sitio de infeccion o en la inflamaciéon aguda (123). Hay evidencias de la existencia de
subconjuntos de PMN neutroéfilos que muestran un patrén tinico de produccion de citoquinas y
quimioquinas y difieren en la expresion de receptores TLR y de integrinas. Es posible que estas
formas de PMN neutroéfilos “proinflamatorios” y “antiinflamatorios” cambien el curso de la
respuesta inmune induciendo macrofagos M1 o cldsicamente activados y macréfagos M2
activados en perfil alternativo, respectivamente (44). Es de destacar el rol que tienen los
macrofagos en la resolucion de la inflamacion por la fagocitosis de PMN neutréfilos apoptoticos
y a través de citoquinas tales como la IL-10 la promocién de la reparacion tisular (124,125).

Las interacciones de PMN neutréfilos y de macr6fagos pueden ser protumorales,
potenciando la invasion de células tumorales y la metastasis, la angiogénesis y la remodelacion

de la matriz extracelular (126).
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PMN neutroéfilos y células T

Los PMN neutroéfilos liberan quimioquinas que atraen a los linfocitos T a los sitios de
inflamacion (127-129) y también citoquinas que influyen en la diferenciacion y proliferacion,
en algunos casos incrementandola y en otros suprimiéndola (130,131).

Por otra parte, se ha observado que las NETs liberadas por los neutroéfilos producirian
sensibilizacion de células T reduciendo su umbral de activacidon. La sensibilizacién mediada
por NETs incrementa la respuesta de la célula T a un antigeno especifico aun si el estimulo es
sub-6ptimo y requiere contacto entre la célula T y las NETs y sefializacion a través del TCR
(130).

Las células Th 17 representan un perfil de diferenciacion de células T CD4 que cumple un
papel destacado en la inmunidad frente a bacterias extracelulares e infecciones micéticas y
también han sido relacionadas a fendmenos de autoinmunidad. Las citoquinas IL17A, IL17F
secretadas por Th 17 inducen una rapida y masiva infiltracion del tejido afectado por los
neutrdéfilos (65). PMN neutréfilos apoptéticos son fagocitados por macréfagos quienes
disminuyen la produccion de IL-23, por lo tanto las células Th17 generan menos IL-17 y los
fibroblastos y células endoteliales producen menos G-CSF, disminuyendo la produccién de PMN
en médula 6sea (40). Neutrdfilos y células Th17 se han visto co-localizadas en tejidos del
intestino de pacientes con enfermedad de Crohn y en liquido sinovial de pacientes con AR, en
tejidos aislados de pacientes con asma y en tejidos con infecciéon con Helicobacter pylori (123).
Experimentalmente se observo que PMN neutroéfilos humanos estimulados in vitro con IFN
gamma y LPS exhibieron un significativo efecto quimiotactico sobre células Th1l y Th17
(123,129).En experimentos con ratones neutropénicos se ha descripto que los PMN neutrofilos
regulan las respuestas de células T CD4 y de células B (132).

La participacién de los PMN neutroéfilos en la respuesta inmune adaptativa no ha sido
considerado relevante hasta hace poco, cuando se ha reconocido incipientemente que los PMN
y células T pueden participar en multiples interacciones incluida la activacién mutua (128).

En experimentos con muestras de sangre de pacientes con serologia positiva para Chagas
se han observado interacciones de contacto entre PMN neutroéfilos y linfocitos. Observaciones
ultraestructurales con MET permitieron ver en linfocitos la distribucién de mitocondrias en el
citoplasma colindante a la zona de contacto con PMN neutréfilos, en la vecindad a la superficie
celular. Las membranas plasmaticas de las células en interaccion se observaron en cerrado

contacto (133).
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Procesamiento y presentacién de antigenos

El procesamiento y presentacion de antigenos se requiere para la activacion de células T,
pero no para las células B, ya que estas ultimas reconocen el antigeno en su conformacion
nativa. El procesamiento y la presentacion de antigenos ocurren en las CPAs. Involucrala accion
de proteasas que cortan a la proteina antigénica en pequefios péptidos. Luego, es necesario que
esos péptidos se asocien con moléculas Clase I o Clase Il del CMH. Finalmente, se requiere que
los complejos péptido antigénico/molécula CMH se expresen en la superficie celular. Los
requisitos de las CPAs son los siguientes: expresar moléculas del CMH Clase I (como la mayoria
de las células nucleadas del organismo) o Clase II (como los macréfagos, la mayoria de las
células dendriticas y las células B) y contener proteasas capaces de degradar proteinas y

generar péptidos adecuados para su presentacion por las moléculas del CMH (31).

Existen diferentes vias de procesamiento y presentacion de antigenos: Via Clase I del CMH
(enddégena o biosintética), Via Clase 1l del CMH (exdgena o endocitica), Vias Cruzadas y la Via del
CD1. En la Via Clase I (enddgena o biosintética): los péptidos presentados son derivados de
proteinas presentes en el citosol, presentados por moléculas Clase I a linfocitos T CD8+. En la
Via Clase II (exdgena o endocitica): los péptidos derivados de proteinas presentes en
compartimiento endosémico, son presentados por moléculas Clase Il a linfocitos T CD4+. En las
Vias Cruzadas: la presentacion de péptidos del citosol se realiza a través de moléculas Clase II
y la presentacion de péptidos del compartimiento endosémico ocurre a través de moléculas
Clase I. En la Via del CD1: se realiza la presentaciéon de glucolipidos y péptidos hidréfobos, a

linfocitos T con receptor TCRaf y con TCRYS, y a células NKT (31).

En este trabajo de Tesis es de interés la Via Clase II de procesamiento y presentacion
antigénica (Figura 6) en relaciéon a las células en estudio teniendo en cuenta la hip6tesis y los

objetivos que se describiran mas adelante.
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Endocitocis Procesamiento Presentacion antigénica

formacion del endosoma en vesiculas acidificadas,
Carga del péptido
antigénico en CMH II
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Figura 6. Via Clase II de procesamiento y presentacion de antigenos. Esquema simplificado basado
en Murphy y Weaver, 2017. El antigeno es endocitado desde el espacio extracelular. En endosomas
tempranos el pH es neutro. La acidificacion de las vesiculas endosémicas activa las proteasas para el
procesamiento del antigeno a fragmentos peptidicos. Las vesiculas que contienen péptidos antigénicos
se fusionan con vesiculas portadoras de moléculas del CMH clase II.

Sinapsis inmunoldgica

Enlaactualidad, se postula que el drea de contacto entre una CPA y la célula T se denomina
“Sinapsis inmunoldgica” (SI) (134-137) (Figura 7). Se ha descripto la segregacion espacial de
proteinas en el sitio de contacto en a) el complejo de activacion supramolecular central o c-
SMAC (Central-Supramolecular Activation Complex, del Inglés) con las moléculas: receptor TCR,
co-receptor CD4 (o CD8) y receptor de coestimulacion CD28, entre otras, en la célula T y sus
ligandos en la CPA: péptido-CMH clase II (o I) y moléculas coestimuladoras B7 ; y b) el complejo
de activacion supramolecular periférico o p-SMAC (Peripheral-Supramolecular Activation
Complex, del Inglés) con las moléculas de adhesion LFA-1, entre otras, en la célula T y sus
ligandos ICAM-1 en la CPA (138). Se ha agregado recientemente un d-SMAC (Distal-
Supramolecular Activation Complex, del Inglés) en el esquema de la SI, que contiene a un denso

anillo de filamentos de actina (139).

La SI fue descripta, primeramente, como el contacto intercelular entre linfocitos T y CPAs,
para la secrecion dirigida de citoquinas, con agrupamiento de proteinas en el drea de contacto.
Esto se relaciono6 al proceso de activacion celular (140). Posteriormente, observaciones entre

células blanco y células NK, o células B, requiri6 extender el concepto a otros efectores
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inmunolégicos. Sin embargo, en las SIs pueden prevenirse funciones efectoras, y ser Sls
inhibitorias (141).

La SI, contacto intimo entre una célula T y una célula presentadora de antigeno es una
estructura especializada que cumple varias funciones, un puente de comunicacion que activa
diferentes vias de sefializacion, lo que resulta en la polarizacién de citoquinas, tubulina, actina
y mitocondrias en las células T (142).

La posicién de las mitocondrias controla el influjo de Calcio hacia la SI en las células T
(143,144). La activaciéon de células T requiere translocacién mitocondrial hacia la SI (145).

Investigadores del laboratorio donde se realiz6 esta Tesis describieron un modelo de
formacién de SI, que implica procesamiento y presentaciéon de antigenos al que se denomind
roseta macrdfago linfocitaria (RML) en cultivos aut6logos de leucocitos totales humanos (146-
148). En las RMLs se observo redistribucidon de mitocondrias en linfocitos hacia la superficie de
SIs.

|Péptido antigénico Meléeules
CD80 / CD8B8

CELULA PRESENTADORA DE ANTIGENOS

Figura 7. Sinapsis inmunolégica. Esquema simplificado. Se observa en la célula T: el receptor TCR, el
co-receptor CD4, el receptor de coestimulaciéon CD28 y la molécula de adhesiéon LFA-1. Ademas en el
citoplasma se ubican mitocondrias en la vecindad. En la célula presentadora de antigenos se observa la
molécula CMH II presentando el péptido antigénico, ademds las moléculas coestimuladoras B7
(CD80/CD86) y la molécula de adhesion ICAM-1.
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Se han descripto a las microvellosidades de las células T como “sinaptosomas
inmunolégicos” que llevan mensajes a las CPAs (149). Se reportd que las células T depositan
particulas de membrana derivadas de las microvellosidades en las zonas de superficie de
contacto de las CPAs. Las microvellosidades transportan TCR en todas las etapas de activacion
de las células T y se liberan como grandes particulas de microvellosidades enriquecidas con
TCR en un proceso de trogocitosis (del Griego) que implica la transferencia de proteinas entre

células inmunes (150).

Activacion de células T y moléculas co-estimuladoras

Las moléculas B7 son glicoproteinas integrales de membrana expresadas en las CPAs. En
monocitos, macroéfagos y células dendriticas sin estimulacidn, la expresion de la molécula B7-
1: CD80 es ausente o baja. La molécula B7-2: CD86 en las mismas células se expresa de forma
constitutiva (151). Estas moléculas B7 (CD80 y CD86) se producen en las CPAS en respuesta a
la sefializacién por estimulacién con PMAP tales como por ej. LPS a través del compromiso de
TLR4 (31). Sustancias tales como el LPS que inducen actividad coestimuladora se usan desde
hace afios como “adyuvantes” para inducir inmunogenicidad en antigenos proteicos
administrandolos en conjunto en vacunas (31).

La activacion de la célula T se inicia con una primera sefial, la interacciéon entre el
péptido antigénico y el CMH con el TCR y una segunda sefial, la “sefial coestimuladora”.
Actualmente se considera una tercera senal, 1a dada por las citoquinas del contexto (31).

La ausencia de coestimulacion en células T virgenes resulta en “anergia” que es un estado
de falta de respuesta a un estimulo antigénico. Este es uno de los mecanismos que funciona en
la tolerancia periférica para evitar las respuestas inmunes a antigenos propios en los tejidos
periféricos, ya que las moléculas coestimuladoras sélo se expresan en CPAs profesionales (31).

La segunda sefial puede ser estimuladora o inhibidora, ésto depende del receptor. La via
B7-1 CD80/B7-2 CD86:CD28/CTLA-4 (CD152) es la via mejor caracterizada de coestimulacion
de células T. La interacciéon de CD28 con moléculas B7 es necesaria para la expansion clonal
optima de las células T virgenes. La coestimulacién CD28-dependiente de las células T activadas
induce la expresion de IL-2 y la del receptor de IL-2 de alta afinidad (152). CD28 se expresa
constitutivamente en células T virgenes, en contraste, la expresion de CTLA-4 (CD152) cuya

funcidén es proporcionar sefiales inhibidoras a los linfocitos T se induce luego de la activacion
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de la célula T. Esto es esencial para limitar la respuesta proliferativa de las células T activadas
(153). Las células T activadas como asi también las células T reguladoras (Treg) juegan un rol
importante en el mantenimiento de la autotolerancia periférica, expresando CTLA-4. El
receptor inhibidor CTLA-4 (CD152) tiene mayor afinidad para ligarse a las moléculas B7 (CD80
y CD86) comparado con CD28. La transendocitosis de moléculas B7: CD80 y CD86 por CTLA-4
ha sido descripta. CTLA-4 captura ligandos (moléculas B7: CD80 y CD86) de las CPAs y los
degrada en el interior de las células que expresan CTLA-4. Este proceso remueve las moléculas
B7 de las células vecinas lo que resulta en disminucion de la coestimulacién via CD28 (154).

Cabe destacar la importancia médica de estas vias de sefializacidn celular en los linfocitos,
ya que los receptores inhibidores regulan las respuestas inmunes. Recientemente se ha
otorgado el Premio Nobel de Medicina 2018 (155) a los investigadores James Allison y Tasuku
Honjo por sus descubrimientos de la terapia contra el cancer por inhibicién de la regulaciéon
inmune negativa. Allison estudié CTLA-4 (156) y Honjo estudié PD-1 (157), ambas proteinas
involucradas en la inhibicién de las células inmunes.

Evidencias recientes demuestran que las células de memoria también requieren
coestimulaciéon para una maxima expansion clonal y eficiente eliminaciéon de un patégeno
(158).

Por otra parte, se ha probado la existencia de moléculas CD80 (sCD80), CD86 (sCD86) y
CTLA-4 (sCTLA-4) solubles, que cumplirian las mismas funciones que sus pares de membrana.

(159-162).

Antecedentes sobre PMN neutrofilos como CPA

Sandilands et al., observaron que el compromiso del receptor de membrana CD11b de los
PMN neutroéfilos resulta en la rdpida expresion en superficie de moléculas requeridas para la
presentacion de antigenos y la activacion de células T. También describieron que la molécula
coestimuladora B7-1 CD80 se encuentra preformada en las vesiculas secretoras junto con HLA-
DR (CMH II) y la molécula coestimuladora B7-2 CD86 en vesiculas secretoras, granulos
secundarios y azurofilos (163,164).

Varias citoquinas proinflamatorias producidas en sitios de inflamacién activan a PMN
neutrdfilos, suprimen su apoptosisy estos PMN neutroéfilos activados por citoquinas muestran

expresion de moléculas que los hacen competentes para la presentacién antigénica (165).
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En ciertas enfermedades, los PMN neutréfilos adquieren caracteristicas de CPA, por
ejemplo en pacientes con granulomatosis de Wegener (166). También se ha descripto que PMN
neutroéfilos aislados del fluido sinovial de pacientes con AR expresan moléculas Clase I1 del CMH
(167).

En modelos murinos se describié experimentalmente la diferenciacion de PMN
neutrofilos hacia una poblacién celular hibrida que exhibe un fenotipo dual con funcién de PMN
neutrofilos y células dendriticas (168). También se reportd la presentacién de antigenos
restrictos a Clase II (169,170). En otras situaciones experimentales, PMN neutroéfilos murinos
pueden comportarse como CPA capaces de provocar la diferenciacion de linfocitos en células

efectoras Th1y Th17 (171).

Trabajos recientes describen algunos PMN neutréfilos en sitios de inflamaciéon que
expresan fenotipo de CPA —se consideran a las moléculas B7 (B7-1, CD80 y B7-2, CD86) y a
CMH clase II (HLA-DR) como marcadoras del fenotipo CPA de PMN neutrdfilo (172).
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HIPOTESIS

Los PMN neutréfilos presentan diferencias fenotipicas seglin el estimulo y condiciones
diversas de activacidn in vitro.

Los PMN neutroéfilos que presentan caracteristicas fenotipicas como CPA expresando las
moléculas B7 (CD80,CD86) y CMH clase II (HLA-DR), son capaces de expresar estas moléculas
en las NETs.

OBJETIVOS GENERALES

Desarrollar in vitro fenotipos de PMN neutréfilos segiin diversos estimulos y condiciones
de activacion.
Desarrollar in vitro el fenotipo CPA de PMN neutrdéfilos y estudiar la expresion y

caracteristicas bioldgicas.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1) Generar in vitro fenotipos de PMN neutroéfilos con estimulacion clasica (LPS, fMLP) y no
clasica (OVA) y: a) estudiar la expresion de moléculas de superficie en los fenotipos generados
(CD80, CD86 y HLA-DR) en cultivos de leucocitos totales autélogos y en PMN neutroéfilos
purificados. b) estudiar la expresiéon de moléculas de superficie CD4 y CD45-RO en PMN
neutrofilos purificados.

2) Determinar el tiempo de vida in vitro de los fenotipos generados.

3) Provocar la generaciéon de NETs en PMN neutréfilos purificados y en cultivos de
leucocitos totales autélogos con estimuladores clasicos (LPS, fMLP) y con uno no clasico (OVA)
y estudiar la expresion de moléculas relacionadas al fenotipo de CPA del PMN neutroéfilo y de
moléculas CD4 y CD45-RO en las NETs.

4) Estudiar la ocurrencia de Sinapsis Inmunolégicas (modelo RML con y sin antigeno
heter6logo: OVA y con y sin inhibidor de procesamiento y presentacion antigénica via Clase II:
cloroquina) en presencia de PMN neutroéfilos con fenotipo CPA.

5) Estudiar la ocurrencia de interacciones celulares de contacto entre linfocitos y PMN

neutréfilos con MO y MET.
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MATERIALES Y METODOS
Muestras

Se utilizaron muestras de sangre humana anticoagulada con heparina, obtenidas con
consentimiento informado de personas sanas (n=50) donadas por el Banco de Sangre del
Instituto de Hematologia y Hemoterapia (IHH) de la Universidad Nacional de Cérdoba (UNC),
en anonimato, con datos de serologia. Aprobacién por el Comité de Etica del Hospital Nacional

de Clinicas, FCM, UNC, registro 169/13.

Las muestras de sangre son sometidas a las siguientes pruebas en el [HH, UNC: Hudleson
(Wiener), VDRL (Wiener), Chagas HAI (Wiener), Chagas EIE (Biomerieux), HBs EIE
(Biomerieux), HBc (Biomerieux), HCV EIE (Murex), HIV Ac EIE (Biomerieux), HIV Ag EIE
(Biomerieux), HTLV EIE (Murex).

Obtencion de leucocitos totales autélogos

Las muestras de sangre se dejaron sedimentar durante 2 horas. El sobrenadante del
plasma con leucocitos totales se separ6 mediante pipetas Pasteur en condiciones de esterilidad

bajo campana equipada con luz ultravioleta, flujo laminar y se us6 para realizar los cultivos.

Cultivos autdlogos de leucocitos totales

Las muestras obtenidas mediante pipetas Pasteur se cultivaron a 372 C en medio TC199
(Sigma, St- Louis, MO) suplementado con L -glutamina (Sigma, St. Louis, MO), afiadiendo suero
filtrado del mismo donante. La densidad final de siembra se ajust6 a 300.000 células/ ml. Se
realizé test clasico de viabilidad celular por exclusion Azul Tripan al 0,5 %. Todos los cultivos
celulares se prepararon en condiciones de esterilidad bajo campana equipada con luz
ultravioleta y flujo laminar. El cultivo se realiz6 en una placa de 24 pocillos, poniendo una hoja

de cubierta de vidrio de 13 mm estéril en cada pocillo.
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Purificacion de PMN neutrofilos (Boyum, 1968; English, Andersen, 1974). Gradiente
Histopaque ® 1119 (Sigma). (173,174)

Se colocé en tubo conico Histopaque ® 1119 (SIGMA Chem.co.) y luego Histopaque ®
1077 (SIGMA Chem.co.) en igual volumen, la muestra de sangre venosa anticoagulada con
heparina, se deposité cuidadosamente sobre ésta solucién de polisacarosa y ditrizoato de
Sodio, formandose un doble gradiente que permiti6 separar segin su velocidad de
sedimentacion por centrifugacion a 700g, durante 30 minutos, a temperatura ambiente. Los
granulocitos se encontraron en la interfase 1077/1119 y las células mononucleares (linfocitos
y monocitos) las plaquetas permanecieron en la interfase plasma - Histopaque ® 1077,
mientras los eritrocitos se agruparon segun su velocidad de sedimentacion en el fondo del tubo.
Las mezclas Histopaque ® 1077 y 1119 se almacenaron en heladera (2-82C), y protegidas de

la luz.

Procedimiento:

1) Se colocaron 3 ml de Histopaque® 1119 en un tubo de centrifuga cénico (estéril), a
temperatura ambiente.

2) Se colocaron 3 ml de Histopaque® 1077 sobre lo anterior.

3) Se depositaron cuidadosamente 3 ml de sangre sobre el Histopaque® 1077. Se
centrifug6 a 700 g, a temperatura ambiente, durante 30 minutos.

4) Se observaron dos capas opacas (A) y (B)

5) Luego de la centrifugacion, se aspiraron cuidadosamente con pipeta Pasteur la capa
interfase superior opaca (A) y se transfiri6 cuidadosamente esta capa conteniendo los
leucocitos mononucleares (MN) a un tubo rotulado como “MN”.

6) Se aspird y descart6 el fluido hasta 0, 5 cm de la interfase B que contiene los
granulocitos. Se transfiri6 cuidadosamente la interfase opaca B (que contiene los leucocitos
PMN) con pipeta Pasteur a un tubo cdnico estéril rotulado “PMN”".

7) Se agregd 10 ml de PBS (Solucidn Salina de Buffer Fosfato; BioGenex, San Ramdn, CA)
estéril y se mezcl6 por aspiracion suave con pipeta Pasteur. Se centrifugé a 200 g, 10 minutos.
Se aspiro el sobrenadante y se descarté.

8) Las células sedimentadas se resuspendieron con 5 ml de PBS. Se mezclé por aspiracion
suave con pipeta Pasteur.

9) Se repitieron los pasos 7) y 8) por dos veces.

10) Se resuspendieron las células sedimentadas con 0,5 ml de PBS.
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Cultivos autdlogos de PMN neutroéfilos purificados.

Muestras obtenidas por el Método de Boyum y English, Andersen (Boyum, 1968; English,
Andersen, 1974) ya descrito anteriormente, se utilizaron para realizar cultivos de neutrofilos
purificados a 372 C en medio TC199 (Sigma, St- Louis, MO) suplementado con L -glutamina
(Sigma, St. Louis, MO), anadiendo suero filtrado del mismo donante. Se realizo test clasico de
viabilidad celular por exclusiéon Azul Tripan al 0,5 %. Todos los cultivos celulares se
prepararon en condiciones de esterilidad bajo campana equipada con luz ultravioleta y flujo
laminar. El cultivo se realizé en una placa de 24 pocillos, poniendo una hoja de cubierta de

vidrio de 13 mm estéril en cada pocillo.

Co-cultivo de PMN neutroéfilos purificados estimulados y leucocitos MN purificados

Luego de la purificacion de PMN neutréfilos y leucocitos MN segun el protocolo ya
descrito (Gradiente Histopaque ® Sigma 1119 y 1077) por una parte se realizé el cultivo de los
PMN neutrofilos purificados en pocillos de una placa de cultivo. Por otro lado, los MN se
colocaron en pocillos de otra placa de cultivo.

Se realiz6 estimulacién con LPS durante 30 minutos a PMN neutroéfilos purificados segin
técnica de estimulacion (ver mas abajo). Pasado dicho tiempo, se tom6 la muestra del pocillo
mediante pipeta Pasteur transfiriéndola cuidadosamente a un tubo cénico. Se lavé el pocillo
con PBS a 372 C para obtener el mayor numero de PMN neutréfilos estimulados y se transfirid
al tubo cénico. Se someti6é a centrifugaciéon a 200g el tubo cénico con los PMN neutroéfilos
durante 10 minutos. Se descarté el sobrenadante y se resuspendi6 el sedimento con PBS
nuevamente. Se agit6 suavemente esta citopreparacién que contenia los PMN neutréfilos y se

transfirio a un pocillo de la placa que contenia los leucocitos MN en medio de cultivo.

El co-cultivo de los PMN neutroéfilos purificados y estimulados con LPS, con leucocitos
MN purificados, se dejé en estufa de cultivo a 372 C durante diferentes tiempos segun la

situacion experimental.
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Muestras apareadas sin estimulacion, controles

“Fenotipo PMN neutrdfilo control”: muestras apareadas sin estimulacién

Estimulacion de PMN neutrofilos

La estimulacion de neutréfilos se realiz6 mediante el agregado de diferentes
estimuladores, a los pocillos de las placas de cultivo conteniendo leucocitos totales o PMN
neutroéfilos purificados con medio de cultivo a tiempo cero. En todos los casos hubo muestras

de cultivos controles sin afiadido de estimuladores.

Lipopolisacarido LPS (Sigma Aldrich). Se agreg6 LPS en una concentracién de 25 ng/ml.

Se tomaron muestras a diferentes tiempos, segun la situacion experimental.

Péptidos formilados fMLP (fenyl-Met-Leu-Phe) (Sigma Aldrich). Se agregé fMLP en una

concentracion de 0,25 ng/ml. Se tomaron muestras a los 30 minutos.

Ovoalbiimina (OVA). Se us6 una concentracién final 100 pg/ml. Se tomaron muestras a

partir de cultivos a diferentes tiempos segun la situacidon experimental.

Desarrollo in vitro del fenotipo PMN neutroéfilo CPA

Se consideraron a las moléculas B7 (B7-1, CD80 y B7-2, CD86) y a CMH clase Il (HLA-DR)
como marcadoras del fenotipo CPA de PMN neutroéfilos. Para el desarrollo del fenotipo PMN
CPA se usaron los estimuladores de neutroéfilos ya citados (LPS, fMLP, OVA). Se tomaron
muestras de cultivos de leucocitos autélogos totales y PMN neutroéfilos purificados, a diferentes
tiempos segun la situacidon experimental, para observacién de la expresion de moléculas B7
(CD80y CD86)y CMH clase Il (HLA-DR).

La expresion de las moléculas se observd con microscopia de fluorescencia (ver protocolo

de técnica de Inmunofluorescencia para moléculas B7: CD80, CD86 y CMH II: HLA-DR).
Generacion de NETs

Para la generacién de NETSs se usaron los estimuladores de PMN neutroéfilos ya citados
clasicos (LPS, fMLP) y no clasico (OVA). Se tomaron muestras de los cultivos a diferentes

tiempos, seglin la situacién experimental, para observar la ocurrencia de NETs
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Las NETs liberadas se visualizaron por microscopia de fluorescencia utilizando DAPI (4,6’

diamino-2-fenilindol (Sigma, St Louis, MO) para tincidn del acido desoxirribonucleico (ADN).

En las situaciones experimentales donde se us6 Elastasa de neutrofilos (EN) con
anticuerpo secundario anti-EN (ver protocolo de Inmunofluorescencia para EN), para la
visualizacion de NETs, se tomaron muestras de cultivos a los 30 minutos y 120 minutos, luego

de la estimulacién con LPS.
Cuantificacion de NETs

Las NETs liberadas se visualizaron por microscopia de inmunofluorescencia y el
porcentaje de células que liberan los NETSs se calcul6 como la media de seis campos (400x)

normalizado con respecto al nimero total de células.

Inhibicién de procesamiento y presentacion antigénica, via clase II (Abbas et al, 2012).

(175)

Tratamiento con cloroquina (Laboratorio Sanofi-Aventis) mediante el agregado de
cloroquina en tiempo cero de cultivo, en concentracién final de 0,1 mM. Se observo el efecto in

vitro en la expresion de las moléculas del fenotipo CPA de PMN.

Técnica de preparacion de Rosetas Macrofago Linfocitarias (RMLs) (Cabral y Novak,

1992; 1999). (146,147)

Las células se obtuvieron de los cultivos de células de sangre periférica, mediante pipeta
Pasteur, (previamente se realiza un suave agitamiento del recipiente de cultivo). Las muestras
se llevaron a centrifugaciéon a 200 x g, 10 minutos, con el agregado de solucién fisiolégica
(lavado). Se resuspendieron las células sedimentadas en gotas de solucion fisioldgica y se
colocaron sobre portaobjetos gotas de la citopreparacién, en cdmara himeda, 5 minutos
(sedimentacion). Luego las citopreparaciones se sometieron a citodispersador suave para ser

desecadas y adheridas al portaobjeto.
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Cuantificacion de RMLs

Se considerd que se form6 una RML cuando un monocito macréfago estaba rodeado por
tres o mas linfocitos. El nimero de rosetas (RML) se expresé como el porcentaje del nimero de
macrofagos que formaron rosetas en una citopreparacion dada mediante el recuento de 100

macrofagos.

Muestras para Inmunofluorescencia

Los cubreobjetos de vidrio con células adheridas se retiraron cuidadosamente de la placa

de cultivo y se realizaron técnicas para Inmunofluorescencia.

Otras muestras se tomaron a partir del cultivo en suspension y se realizaron técnicas para

Inmunofluorescencia.

Inmunofluorescencia para B7 (CD80, CD86) y CMH clase II (HLA-DR) (moléculas del
fenotipo CPA)

Las células cultivadas se lavaron brevemente en PBS, la fijacion se realiz6 con
paraformaldehido al 4% durante 10 minutos y se lavé en tres oportunidades con PBS. Se incub6
con suero de bloqueo de albiumina al 5 % en PBS, para evitar la tincién no especifica durante
20 minutos. Se lavo con PBS. Se incubé con anticuerpos Santa Cruz Biotechnology anti-CD80
(FITC; Santa Cruz Biotechnology), anti-CD86 (PE; Santa Cruz Biotechnology), anti-HLADR
(FITC; Santa Cruz Biotechnology) a 42 C durante la noche. Se lavd con PBS y se realiz6 tinciéon
nuclear con DAPI (4,6’-diamidino-2-fenilindol) (Sigma, St Louis, MO). Se montaron las muestras
con glicerol al 90% en PBS. La observacion de las preparaciones se realizé en Videomicroscopio

Axioscop 20, MC80, Trinocular, Carl Zeiss.
Inmunofluorescencia para EN

Las células cultivadas se lavaron brevemente en PBS, la fijacion se realiz6 con
paraformaldehido al 4% durante 10 minutos y se lavo en tres cambios en PBS. Se permeabilizd
con Triton x-100 al 0,25% en PBS. Se incub6 con suero de bloqueo de albiimina al 5 % en PBS
para evitar la tincién no especifica durante 20 minutos. Se lavé con PBS. Se incubé con un

anticuerpo primario anti-EN (Abcam de conejo) durante una hora a 372 C, se lav6 en PBS. Se
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incubé durante una hora a 372 C con anticuerpo secundario de cabra anti-IgG de conejo
conjugado con Alexa Fluor® 594 o con anticuerpo secundario de cabra anti-IgG de conejo
conjugado con isotiocianato de fluoresceina FITC (Santa Cruz Biotechnology). Se lavé con PBS
y tincion nuclear con DAPI (4,6'-diamidino-2-fenilindol) (Sigma, St Louis, MO). Se monté con
glicerol al 90% en PBS. En todos los experimentos, el anticuerpo secundario solo sirvié como
control negativo. La observacién de las preparaciones se realiz6 en videomicroscopio Axioscop

20, MC80, trinocular, Carl Zeiss.

Inmunofluorescencia para CD4 y CD45R0

Las células cultivadas se lavaron brevemente en PBS, la fijacion se realiz6 con
paraformaldehido al 4% durante 10 minutosy se lavo en tres oportunidades con PBS. Se incubd
con suero de bloqueo de albumina al 5 % en PBS, para evitar la tincién no especifica durante
20 minutos. Se lavo con PBS. Se incubd con anticuerpos Santa Cruz Biotechnology anti-CD45R0
(FITC; Santa Cruz Biotechnology), anti-CD4 (PE; Santa Cruz Biotechnology), a 42 C durante la
noche. Se lavé con PBS y se realizé tincion nuclear con DAPI (4,6’-diamidino-2-fenilindol)
(Sigma, St Louis, MO). Se montaron las muestras con glicerol al 90% en PBS. La observacién de

las preparaciones se realizé en Videomicroscopio Axioscop 20, MC80, Trinocular, Carl Zeiss.

Microscopia optica (MO). Técnica de Azul de Metileno, May Griinwald Giemsa,

Hematoxilina.

Citopreparaciones en extendidos obtenidos a partir de los ensayos fueron fijados en
alcohol etilico se hidrataron con agua destilada. Se colorearon con Azul de Metileno o
Hematoxilina, se dejo actuar cuatro minutos y el viraje se produjo con agua corriente. May
Griinwald Giemsa: Se aplicé a los frotis secos soluciéon de May-Griinwald durante 3 minutos. Se
lavo en agua destilada, 3 minutos. Se aplico solucidn de Giemsa 20 minutos. Se lav6 con agua

destilada.

Citopreparaciones para Microscopia Electronica de transmision (MET)

Se prepararon sedimentos celulares con alicuotas de algunas muestras de cultivos de

leucocitos totales autélogos. Se realizo6 fijacion en glutaraldehido al 1 % en tampon cacodilato
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0,1 M durante una hora y post fijacién en OsOs+ al 1 % en el mismo tampoén, durante una hora.
Luego los materiales se deshidrataron en acetonas de graduacidn creciente y se incluyeron en
resina epoxi (Araldita) a 60 ° C, durante 24-48 hs. Posteriormente, se efectuaron cortes
ultrafinos de 60 a 80 nm de espesor (color de interferencia plateado/dorado) que fueron
recogidos en grillas de cobre de 250 barras por pulgada, contrastados con acetato de uranilo y

citrato de Plomo y estudiados con Microscopio Electrénico de Transmision Zeiss LEO-906E.

Analisis estadistico

Los datos fueron analizados con test t de Student para muestras apareadas usando el

software de licencia gratuita InfoStat.
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RESULTADOS

Resultados respecto al objetivo N° 1: generar in vitro fenotipos de PMN neutroéfilos con
estimulacién clasica (LPS, fMLP) y no clasica (OVA). Estudiar la expresion de moléculas de
superficie en los fenotipos generados (CD80, CD86 y HLA-DR) en cultivos de leucocitos totales
autologos y en PMN neutroéfilos purificados. Estudiar la expresién de moléculas de superficie

CD4 y CD45-RO en PMN neutroéfilos purificados.

Se logré generar in vitro dos fenotipos de PMN neutrofilos con estimulacidn clasica y no
clasica (a. el fenotipo “PMN neutrdéfilo-CPA”; b. el fenotipo “PMN neutrdéfilo-CD4-CD45R0”) y se
logroé visualizar la expresién de sus moléculas marcadoras.

Ambos fenotipos inducidos in vitro con estimuladores surgen de la comparacion con el

“fenotipo PMN neutrdfilo control”: de las muestras apareadas sin estimulaciéon que 1) no expresa
en superficie moléculas HLA-DR (CMH) y moléculas coestimuladoras B7 (CD80 y CD86); 2)
puede expresar en algin grado moléculas no convencionales CD4 y CD45-RO; 3) es capaz de

generar NETs (5%).

a) Fenotipo “PMN neutrdfilo-CPA”: tanto en cultivos de leucocitos totales autélogos
estimulados in vitro con LPS, fMLP u OVA como en cultivos de PMN neutroéfilos purificados
expresaron las moléculas coestimuladoras B7: CD80, CD86 y el CMH Clase II (HLA-DR),
marcadoras del fenotipo CPA. (Figuras 8-16).

En los cultivos de PMN neutréfilos purificados estimulados con fMLP se observd
expresion de las moléculas del fenotipo CPA hasta 30 minutos, en cultivos estimulados con LPS
hasta 48 hs y en cambio, en los estimulados con OVA se observd la expresion hasta 60 hs de

cultivo (Figura 8).
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Tiempo de cultivo en horas
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Figura 8. Tiempo de expresion de moléculas marcadoras (B7: CD80 y CD86 y HLA-DR: CMH II)
del fenotipo PMN neutréfilo CPA en cultivo de PMN neutroéfilos purificados segiin estimuladores:
fMLP, LPS u OVA. Tiempo de cultivo en horas, estimulador agregado en tiempo cero, fMLP: expresion
de moléculas marcadoras hasta 0,5 h; LPS: expresiéon de moléculas marcadoras hasta 48 hs y OVA:
expresion de moléculas marcadoras hasta 60 hs.
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ADN CD86 Superposicion

Figura 9. Expresion en superficie de moléculas coestimuladoras B7 (CD80 y CD86) en cultivos de
PMN neutroéfilos autdlogos purificados. Imagenes representativas de microscopia de
inmunofluorescencia. 30 minutos de cultivo. A. Sin estimulacién, muestras controles apareadas. B.
Estimulados con LPS. C. Estimulados con fMLP. D. Estimulados con OVA. Se observa ADN (azul),
expresion de CD80 (verde), CD86 (rojo), y superposiciéon (merge). Anticuerpos Santa Cruz
Biotechnology anti-CD80 (FITC), anti-CD86 (PE), tincidén nuclear con DAPI (4,6’-diamidino-2-fenilindol).
La barra de escala representa 10 um.
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Superposicion

Figura 10. Expresion en superficie de moléculas HLA-DR (CMH II) en cultivos de PMN neutroéfilos
purificados autdlogos. Imagenes representativas de microscopia de inmunofluorescencia. 30 minutos
de cultivo. A. Sin estimulacién, muestras controles apareadas. B. Estimulados con LPS. Se observa ADN
(azul), expresion de HLA-DR (verde) y superposicion (merge). Anticuerpos Santa Cruz Biotechnology
anti-HLA-DR(FITC), tincién nuclear con DAPI (4,6’-diamidino-2-fenilindol). La barra de escala
representa 10 pm.

CD86 Superposicién

Figura 11. Expresion en superficie de moléculas coestimuladoras B7 (CD80 y CD86) en cultivos
de PMN neutroéfilos autélogos purificados. Imagenes representativas de microscopia de
inmunofluorescencia. 17 horas de cultivo. A. Sin estimulacién, muestras controles apareadas. B.
Estimulados con OVA. Se observa ADN (azul), expresiéon de CD80 (verde), CD86 (rojo) y superposicién
(merge). Anticuerpos Santa Cruz Biotechnology anti-CD80 (FITC), anti-CD86 (PE), tincién nuclear con
DAPI (4,6’-diamidino-2-fenilindol). La barra de escala representa 10 pm.
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ADN Superposicion
.-

Figura 12. Expresion en superficie de moléculas HLA-DR (CMH II) en cultivos de PMN neutréfilos
autodlogos purificados. Imagenes representativas de microscopia de inmunofluorescencia. 17 horas de
cultivo. A. Sin estimulacién, muestras controles apareadas. B. Estimulados con OVA. Se observa ADN
(azul), expresion de HLA-DR (verde) y superposicion (merge). Anticuerpos Santa Cruz Biotechnology
anti-HLA-DR(FITC), tincién nuclear con DAPI (4,6’-diamidino-2-fenilindol). La barra de escala
representa 10 pm.

CD86 Superposicién

Figura 13. Expresion en superficie de moléculas coestimuladoras B7 (CD80 y CD86) en cultivos
de PMN neutréfilos autélogos purificados. Imagenes representativas de microscopia de
inmunofluorescencia. 48 horas de cultivo. A. Sin estimulacién controles muestras apareadas. B.

Estimulados con LPS. Se observa ADN (azul), expresion de CD80 (verde), CD86 (rojo), y superposicion
(merge). Anticuerpos Santa Cruz Biotechnology anti-CD80 (FITC), anti-CD86 (PE), tincién nuclear con
DAPI (4,6’-diamidino-2-fenilindol). La barra de escala representa 10 um.
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ADN CD86 Superposicion

Figura 14. Expresion en superficie de moléculas coestimuladoras B7 (CD80 y CD86) en cultivos
de PMN neutroéfilos autdlogos purificados. Imagenes representativas de microscopia de
inmunofluorescencia. 60 horas de cultivo. A. Sin estimulacién controles muestras apareadas. B.
Estimulados con OVA. Se observa ADN (azul), expresién de CD80 (verde), CD86 (rojo), y superposicion
(merge). Anticuerpos Santa Cruz Biotechnology anti-CD80 (FITC), anti-CD86 (PE), tincién nuclear con
DAPI (4,6’-diamidino-2-fenilindol). La barra de escala representa 10 pm.
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CD86 Superposicion

Figura 15. Expresion en superficie de moléculas coestimuladoras B7 (CD80 y CD86) en cultivos
de leucocitos totales autdlogos. Imagenes representativas de microscopia de inmunofluorescencia.
30 minutos de cultivo. A. Sin estimulacién, muestras controles apareadas. B. Estimulados con LPS. C.
Estimulados con fMLP. D. Estimulados con OVA. Se observa ADN (azul), expresion de CD80 (verde),
CD86 (rojo) y superposicion (merge). Anticuerpos Santa Cruz Biotechnology anti-CD80 (FITC), anti-
CD86 (PE), tincion nuclear con DAPI (4,6’-diamidino-2-fenilindol). La barra de escala representa 10 um.
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Superposicién

Figura 16. Expresion en superficie de moléculas HLA-DR (CMH II) en cultivos de leucocitos
totales autdlogos. Imagenes representativas de microscopia de inmunofluorescencia. 30 minutos de
cultivo. A. Sin estimulacién, muestras controles apareadas. B. Estimulados con LPS. C. Estimulados con
fMLP. D. Estimulados con OVA. Se observa ADN (azul), expresiéon de HLA-DR (verde) y superposicién
(merge). Anticuerpos Santa Cruz Biotechnology anti-HLA-DR(FITC), tincién nuclear con DAPI (4,6'-
diamidino-2-fenilindol). La barra de escala representa 10 pm.

b) Fenotipo “PMN neutrdfilo-CD4-CD45R0”: PMN neutréfilos purificados estimulados
in vitro con LPS, fMLP u OVA expresaron moléculas CD4 y CD45-RO en la superficie y en el
citoplasma (Figura 17).
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Con la estimulacion de fMLP en comparacion con los otros estimuladores se observo

mayor expresion de la molécula CD4 e inversamente menor expresion de CD45-RO en los PMN

neutroéfilos purificados.

ADN CD4 Superposicion

Figura 17. Expresion en superficie de moléculas CD45R0 y CD4 en cultivos de PMN neutroéfilos
autologos purificados. Imagenes representativas de microscopia de inmunofluorescencia. 30 minutos
de cultivo. A. Sin estimulacidn, muestras controles apareadas. B. Estimulados con LPS. C. Estimulados
con fMLP. D. Estimulados con OVA. Se observa ADN (azul), expresiéon de CD45R0 (verde), CD4 (rojo),y
superposicién (merge). Anticuerpos Santa Cruz Biotechnology anti-CD45R0O (FITC), anti-CD4 (PE),
tincion nuclear con DAPI (4,6’-diamidino-2-fenilindol). La barra de escala representa 10 um.
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Resultados respecto al objetivo N° 2: determinar el tiempo de vida in vitro de los fenotipos

generados.

En relacion al tiempo de vida in vitro del fenotipo PMN neutrdfilo CPA (técnica Azul
Tripan): en cultivos de muestras apareadas controles los PMN neutréfilos purificados se
observaron viables hasta 30 minutos. En los cultivos PMN neutréfilos estimulados con fMLP se
observaron viables hasta 30 minutos. En cultivos estimulados con LPS se observaron células
viables hasta 48 hs de cultivo, en cambio con OVA se observaron viables hasta 60 hs de cultivo,

expresando las moléculas del fenotipo CPA (Figura 18).
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Figura 18. Tiempo de viabilidad celular del fenotipo PMN neutréfilo CPA en cultivo segin
estimuladores: fMLP, LPS u OVA. Tiempo de cultivo en horas, estimulador agregado en tiempo cero.
fMLP: 30 minutos. LPS: 48 hs. OVA: 60 hs. Cultivo aut6logo de PMN neutrdéfilos purificados.

En relacion al tiempo de vida in vitro del fenotipo PMN neutréfilo CD4, CD45-RO (Técnica

Azul Tripan) se observaron viables hasta 30 min de cultivo. (Figura 19)
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Figura 19. Tiempo de viabilidad celular del fenotipo PMN neutrdfilo CD4-CD45R0 en cultivo segin
estimuladores: LPS, fMLP u OVA. Tiempo de cultivo en horas, estimulador agregado en tiempo cero.

LPS: 30 minutos. fMLP: 30 minutos. OVA: 30 minutos. Cultivo aut6logo de PMN neutréfilos purificados.
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Resultados respecto al objetivo N° 3: provocar la generacion de NETs en PMN neutrofilos

purificados y en cultivos de leucocitos totales autélogos con estimuladores clasicos (LPS, fMLP)
y con uno no clasico (OVA) y estudiar la expresion de moléculas relacionadas al fenotipo de CPA

del PMN neutroéfilo y de moléculas CD4 y CD45-RO en las NETs.

1. Teniendo en cuenta el objetivo N° 3 se logré provocar la generacion de NETs en
PMN neutréfilos purificados y en cultivos de leucocitos totales autélogos con estimuladores
clasicos y uno no clasico. Ademas se observé en muestras apareadas controles sin estimulacion
la formacién de NETs en 5 % de las células.

En imagenes de microscopia dptica, puede observarse el ADN extruido del PMN
neutrdfilo en forma de fibrillas (Figura 20).

La presencia de NETs fue claramente demostrada por la tinciéon del ADN mediante
inmunofluorescencia con DAPI. Las NETSs se visualizan como tincion difusa del DAPI, o bien

como numerosas fibrillas o en aspecto de “spray” (Figuras 21y 22).

NETs

=

Figura 20. NETs observadas con MO. Microfotografia éptica representativa de cultivos de leucocitos
totales autélogos estimulados con LPS. 30 minutos de cultivo. Tincién Azul de Metileno. 1000x y
ampliacion en recuadro. La flecha sefnala NETs.
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Figura 21. NETs en cultivos de PMN neutréfilos autélogos purificados. Imagenes representativas
de microscopia de inmunofluorescencia. 30 minutos de cultivo. Tinciéon de ADN con DAPI (4,6’-
diamidino-2-fenilindol). La barra de escala representa 10 pm. Las flechas indican NETs. A. NET
observada en muestra control de cultivos de PMN purificados autélogos controles. B-F. NETs en cultivos
de PMN neutroéfilos autélogos purificados estimulados con LPS.

Figura 22. NETs generadas por estimuladores clasicos y uno no clasico desde tiempo cero de
cultivo. Imagen representativas de microscopia de inmunofluorescencia de cultivos de PMN neutrdfilos
purificados autélogos estimulados. A. Estimulaciéon con fMLP, 30 minutos de cultivo. B. Estimulacién
con LPS, 48 hs de cultivo. C. Estimulacién con OVA (estimulador no clasico), 17 hs de cultivo. Se observa
el ADN (azul) liberado por los PMN neutrofilos. Tincion del ADN con DAPI (4,6’-diamidino-2-fenilindol).
La barra de escala representa 10 um. Las flechas indican NETs.
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2. Ademas teniendo en cuenta también el objetivo N°3 se estudi6 la expresion en NETs
de las moléculas marcadoras de los distintos fenotipos: 2a) En el fenotipo PMN neutrdfilo
CPA: Se observaron moléculas B7 (CD80 y CD86), HLA-DR (CMH II) en las NETs liberadas por
el fenotipo PMN neutrdfilo CPA (Figuras 23-29, 31-33). 2b) En el fenotipo PMN neutrdfilo CD4,
CD45-RO0: se observaron moléculas CD4 y CD45-RO en las NETs liberadas por elfenotipo PMN
neutrdfilo CD4, CD45-RO.

2a) En el fenotipo PMN neutrdfilo CPA: Se observaron moléculas B7 (CD80 y CD86), en
las NETs liberadas por el fenotipo PMN neutrdfilo CPA (Figuras 23-29, 31-33).
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Cultivos de leucocitos totales autdlogos

30 minutes

% of Cells with CD80 and CD86 in NETs

Figura 23. Moléculas coestimuladoras B7:CD80 y CD86 co-localizadas en NETs en cultivos de
leucocitos totales después de la estimulacion durante 30 minutos. Analisis de
inmunofluorescencia, imagenes representativas de tres experimentos independientes de donantes. La
barra de escala representa 10 pm. A. Imagenes compuestas representativas de microscopia de
fluorescencia que muestran CD80 (verde) y CD86 (rojo). Imagenes obtenidas tras la estimulacién con
LPS durante 30 minutos. B. Imagenes obtenidas después de la estimulacién con OVA durante 30 minutos
que muestran CD80 (verde) y CD86 (rojo) co-localizadas en NET. C. Imagenes representativas obtenidas
después de la estimulaciéon con LPS durante 30 minutos, ADN tefiido con DAPI (azul). D. Imagen
representativa obtenida sin estimulacion (control de muestras de sangre apareadas). ADN tefiido con
DAPI, CD80 (verde) y CD86 (rojo). E. Células estimuladas con LPS o bien con OVA durante 30 minutos.
Las NETs liberadas se visualizaron mediante microscopia de inmunofluorescencia y el porcentaje de
células que liberaron NETs se calculé6 como el promedio de seis campos (400x) normalizados con
respecto al numero total de células. Los datos se presentaron como el valor medio + SDden =10y
representaron al menos tres experimentos independientes de donantes. *** p <0,001 por la prueba t de
Student para muestras apareadas. F. Células con estimulacién con LPS o bien con OVA durante 30
minutos. Las NETs liberadas se visualizaron mediante microscopia de inmunofluorescencia y el
porcentaje de células que liberan NETs con CD80 y CD86 co-localizadas en NETSs se calcul6 como el
promedio de seis campos (400x) normalizados al ndmero total de células. Los datos se presentaron
como el valor medio + SD de n = 10 y representaron al menos tres experimentos independientes de
donantes. *** p <0,001 por prueba t de Student para muestras apareadas.
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Figura 24. Ampliado de la Figura 23E. Porcentaje de células que liberan NETs en cultivos de
leucocitos totales. Células estimuladas con LPS u OVA durante 30 minutos. Las NETs liberadas se
visualizaron mediante microscopia de inmunofluorescencia y el porcentaje de células que liberan NETs
se calcul6 como el promedio de seis campos (400x) normalizados con respecto al nimero total de
células. Los datos se presentaron como el valor medio + SD de n = 10 y representaron al menos tres
experimentos independientes de donantes. *** p <0,001 por prueba t de Student para muestras
apareadas.
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Figura 25. Ampliado de la Figura 23F. Porcentaje de células con moléculas B7 CD80 y CD86 en
NETs en cultivos de leucocitos totales. Células con estimulaciéon con LPS o bien con OVA durante 30
minutos. Las NETs liberadas se visualizaron mediante microscopia de inmunofluorescencia y el
porcentaje de células que liberan NETs con CD80 y CD86 co-localizadas en NETSs se calcul6 como el
promedio de seis campos (400x) normalizados al ndmero total de células. Los datos se presentaron
como el valor medio + SD de n = 10 y representaron al menos tres experimentos independientes de
donantes. *** p <0,001 por prueba t de Student para muestras apareadas.
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En los experimentos con cultivos de leucocitos totales se utiliz6 a la EN, enzima especifica
del PMN neutroéfilo, como marcador de NETs. En los controles apareados la EN a los 120
minutos se observé dentro de las células y en los ensayos con LPS a los 120 minutos la EN se

colocaliz6 con las moléculas B7 CD80 y CD86 en las NETs (Figura 26).

A DNA INIE

C DNA INIE
.
E DNA INIE CD86 F DNA CD8CG NE

Figura 26. Analisis de inmunofluorescencia de EN y moléculas coestimuladoras B7: CD80 y CD86
en cultivos de leucocitos totales autdlogos. Imagenes representativas de tres experimentos
independientes de donantes. La barra de escala representa 10 pm. A. Imagenes obtenidas después de la
estimulacién con LPS durante 30 minutos. ADN tefiido con DAPI (azul), CD86 (rojo) y EN (verde). B.
Imagenes obtenidas después de la estimulaciéon con LPS durante 120 minutos. ADN teflido con DAPI
(azul), CD80 (verde) y EN (rojo) co-localizadas en NETs. C. Imagenes obtenidas después de la
estimulacién con LPS durante 120 minutos que muestran EN (verde) y CD86 (rojo) co-localizadas en
NETs. D. Imagen representativa obtenida sin estimulaciéon (muestras de sangre controles apareadas) a
los 120 minutos del tiempo de cultivo. ADN tefiido con DAPI, CD80 (verde) y EN (rojo). E. Imagen
representativa obtenida sin estimulacién (muestras controles apareadas) a los 120 minutos del tiempo
de cultivo. ADN teniido con DAPI, EN (verde) y CD86 (rojo). F. Imagen representativa de PMN neutréfilo
obtenida sin estimulaciéon (muestras controles apareadas) a los 120 minutos del tiempo de cultivo. ADN
tefiido con DAPI, CD80 (verde) y EN (rojo).

D86 B DNA CDSC

D86 D DNA CD80 NE
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Figura 27. Moléculas coestimuladoras B7: CD80 y CD86 co-localizadas en NETs en cultivos de
leucocitos totales autdlogos después de la estimulacion durante 24 horas. Andlisis de
inmunofluorescencia, imagenes representativas de tres experimentos independientes de donantes. La
barra de escala representa 10 pm. A. Imagenes compuestas representativas de microscopia de
fluorescencia que muestran moléculas B7: CD80 y CD86 co-localizadas en NETs. ADN teflido con DAPI
(azul), CD80 (verde) y CD86 (rojo). Imagenes obtenidas tras la estimulaciéon con LPS durante 24 horas.
B. Imagen representativa obtenida sin estimulaciéon (muestras de sangre controles apareadas). ADN
tefiido con DAPI, CD80 (verde) y CD86 (rojo). C. Imagenes representativas compuestas obtenidas
después de la estimulaciéon con OVA durante 24 horas, mostrando CD80 (verde) y CD86 (rojo) co-
localizadas en NETSs. D. Células con estimulacién con LPS o bien con OVA durante 24 horas. Las NETs
liberadas se visualizaron mediante microscopia de inmunofluorescencia y el porcentaje de células que
liberaron NETs se calculé como el promedio de seis campos (400x) normalizados con respecto al
numero total de células. Los datos se presentaron como el valor medio * SD de n = 10 y representaron
al menos tres experimentos independientes de donantes. *** p <0,001 por la prueba t de Student para
muestras apareadas. E. Células con estimulacién con LPS o bien con OVA durante 24 horas. Las NETs
liberadas se visualizaron mediante microscopia de inmunofluorescencia y el porcentaje de células que
liberan NETs con CD80 y CD86 co-localizadas en NETSs se calculé como el promedio de seis campos
(400x) normalizados al nimero total de células. Los datos se presentaron como el valor medio + SD de
n = 10 y representaron al menos tres experimentos independientes de donantes. *** p <0,001 por
prueba t de Student para muestras apareadas.

Cells with CD80 and CD86 in NET:
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Figura 28. Ampliado de la Figura 27D. Porcentaje de células que liberan NETs en cultivos de
leucocitos totales autélogos. Células con estimulacion con LPS o bien con OVA durante 24 horas.
Las NETs liberadas se visualizaron mediante microscopia de inmunofluorescencia y el porcentaje de
células que liberaron NETs se calculé6 como el promedio de seis campos (400x) normalizados con
respecto al numero total de células. Los datos se presentaron como el valor medio + SDden =10y
representaron al menos tres experimentos independientes de donantes. *** p <0,001 por la prueba t de
Student para muestras apareadas.
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Figura 29. Ampliado de la Figura 27E. Porcentaje de células que liberan NETs con moléculas B 7
CD80 y CD86 en NETSs en cultivos de leucocitos totales autélogos. Células con estimulacién con LPS
o bien con OVA durante 24 horas. Las NETs liberadas se visualizaron mediante microscopia de
inmunofluorescencia y el porcentaje de células que liberan NETs con CD80 y CD86 co-localizadas en
NETs se calculé como el promedio de seis campos (400x) normalizados al nimero total de células. Los
datos se presentaron como el valor medio + SD de n = 10 y representaron al menos tres experimentos
independientes de donantes. *** p <0,001 por prueba t de Student para muestras apareadas.
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A través de la siguiente figura (Figura 30) se intenta esquematizar la liberacion de NETs
conteniendo las moléculas coestimuladoras B7 (CD80 y CD86) y su posible influencia sobre las

subpoblaciones de células T en un cultivo de leucocitos totales aut6logos:

Estimulos

G dnulos
secundarios
Vesiculas
secretorias
Granules

Neutr&filo

Célula T
reguladora
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. Mieloperoxidasa
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Figura 30. Esquema de PMN neutroéfilos estimulados con LPS u OVA que generan NETs
conteniendo las moléculas B7 CD80 y CD86. Influencia de moléculas B7 contenidas en las NETs
sobre subpoblaciones de células T. PMN neutrdfilo contiene granulos y vesiculas secretoras con
moléculas B7 preformadas. Generacién de NETs en cultivos de leucocitos aut6logos, estimulados con
lipopolisacarido (LPS) u ovoalbimina (OVA). Esto podria permitir que los PMN neutroéfilos ejerzan
funciones como CPA y funciones moduladoras de varias subpoblaciones de células T (efectoras,
virgenes, de memoria, reguladoras). La presencia de CD80 y CD86 en NET podria influir en el entorno
celular a través de la via B7-1 / B7-2: CD28 /CTLA-4.

Cultivos de PMN neutrdfilos purificados

PMN neutrofilos purificados, luego de estimulacién con LPS, fMLP y OVA, expresaron

moléculas coestimuladoras B7 CD80 y CD86 en las NETs (Figura 31).
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CD86 Superposicién

Figura 31. Moléculas coestimuladoras B7 (CD80 y CD86) en NETs en cultivos de PMN neutréfilos
autodlogos purificados. Imagenes representativas de microscopia de inmunofluorescencia. 30 minutos
de cultivo. A. Sin estimulacién, muestras controles apareadas. B. Estimulados con LPS. C. Estimulados
con fMLP. D. Estimulados con OVA. Se observa ADN (azul), expresiéon de CD80 (verde), CD86 (rojo) y
superposicién (merge). Anticuerpos Santa Cruz Biotechnology anti-CD80 (FITC), anti-CD86 (PE), tincion
nuclear con DAPI (4,6’-diamidino-2-fenilindol). La barra de escala representa 10 um. Las flechas
indican NETs.

Teniendo en cuenta también el objetivo N°3 como se dijo, se estudié la expresion de las

moléculas en NETs.

2b) En el fenotipo PMN neutrdfilo CD4, CD45-RO: se observaron moléculas CD4 y CD45-
RO en las NETs liberadas por el fenotipo PMN neutrdfilo CD4, CD45-RO.
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Se observaron PMN neutréfilos que liberan NETs conteniendo las moléculas CD4 y
CD45RO, luego de la estimulacion con LPS o con fMLP durante 30 minutos en cultivos de PMN

neutrdfilos purificados (Figura 32).

Superposicién

Figura 32. Expresion de CD4 y CD45R0O en NETs. Imagenes representativas de microscopia de
inmunofluorescencia de cultivos de PMN purificados autélogos. 30 minutos de cultivo. A. Controles
apareados sin estimular. B. Estimulados con LPS. C. Estimulados con fMLP. Se observa el ADN (azul)
liberado por los neutroéfilos y la expresion de CD45RO (verde), CD4 (rojo) en las NETSs. Anticuerpos
Santa Cruz Biotechnology anti-CD45RO0 (FITC), anti-CD4 (PE), tincién nuclear con DAPI (4,6’-diamidino-
2-fenilindol). La barra de escala representa 10 um. Las flechas indican NETs.
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Se efectuaron co-cultivos autélogos de PMN neutréfilos purificados estimulados con LPS
durante 30 minutos y leucocitos MN purificados estimulados con OVA, 30 minutos. Se observd
la ocurrencia de NETSs en los co-cultivos con moléculas CD4 y CD45-RO co-localizadas en las

NETs (Figura 33).
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Figura 33. Expresion de CD4 y CD45R0 en NETs. Imagenes representativas de microscopia de
inmunofluorescencia de co-cultivos autélogos de PMN neutrofilos purificados y MN purificados. A.
Controles apareados sin estimulacion. B. PMN neutrofilos purificados estimulados con LPS y MN
purificados estimulados con OVA. 30 minutos de cultivo. Se observa el ADN (azul) liberado por los
neutrofilos y la expresion de CD45RO (verde), CD4 (rojo) en las NETs. Anticuerpos Santa Cruz
Biotechnology anti-CD45R0O (FITC), anti-CD4 (PE), tincién nuclear con DAPI (4,6’-diamidino-2-
fenilindol). Las flechas indican NETs. La barra de escala representa 10 um. Las flechas indican NETs.

Resultados respecto al objetivo N° 4: estudiar la ocurrencia de Sinapsis Inmunolégicas

(modelo RML con y sin antigeno heter6logo: OVA y con y sin inhibidor de procesamiento y
presentacién antigénica via Clase II: cloroquina) en presencia de PMN neutréfilos con fenotipo
CPA.

Teniendo en cuenta el objetivo N° 4 se observé el incremento de la ocurrencia de SI
tipo RMLs en presencia del fenotipo PMN neutrdéfilo-CPA generado in vitro por estimulacion
con OVA que libera NETs conteniendo moléculas coestimuladoras B7:CD80 y CD86 (Figura
34).
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Cultivos autélogos de leucocitos totales fueron estimulados con el agregado de OVA como
antigeno heterdlogo, a las 24 hs de cultivo se observo ocurrencia de RMLs en presencia de
neutrdfilos que liberan NETs conteniendo moléculas B7: CD80 y CD86. Se observé un alto
numero de RMLs en los ensayos estimulados con OVA comparados con los controles sin OVA.
El andlisis estadistico con test t de Student para muestras apareadas mostr6 diferencias
significativas p <0,01 (Figura 35). En las mismas muestras apareadas se observd por

inmunofluorescencia moléculas B7 CD80 y CD86 co-localizadas en NETs.
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Figura 34. Moléculas coestimuladoras B7:CD80 y CD86 co-localizadas en NETs y Ensayo de SI en
RML con adiciéon de antigeno heterdlogo y estimulador no clasico OVA en cultivos de leucocitos
totales autdlogos. A. Imagenes representativas compuestas de microscopia dptica que muestran RML
en muestras de cultivos de leucocitos autélogos después de la estimulacién con antigeno heterdlogo
OVA durante 24 h. Las citopreparaciones se tifieron con May Griinwald Giemsa o Azul de Toluidina. La
barra de escala representa 10 pm. B. Grafico del ensayo de RML de monocitos-macréfagos con
estimulacién con antigeno heterélogo OVA durante 24 h. Se consideré que se formaba una roseta
macrdéfago-linfocitaria (RML) cuando un monocito-macréfago estaba rodeado por tres o mas linfocitos.
El niimero de RLM se expres6 como el porcentaje del numero de macréfagos que formaron rosetas en
una citopreparacion determinada al contar 100 macréfagos. Los datos se presentaron como el valor
medio + SD (n = 3) ** p <0,01 mediante la prueba t de Student para muestras apareadas utilizando el
software Infostat. C. Imagenes representativas compuestas de NETs en microscopia de fluorescencia
que muestran CD80 (verde), ADN tefiido con DAPI (azul) en muestras de cultivos de leucocitos
autodlogos después de la estimulacion con antigeno heterélogo OVA durante 24 hs y ensayo RML. D.
Imagenes representativas compuestas de microscopia de fluorescencia que muestran CD80 (verde) y
CD86 (rojo), ADN tefiido con DAPI (azul) en muestras de cultivos de leucocitos aut6logos después de la
estimulacidn con antigeno heterélogo OVA durante 24 hs y ensayo RML. La barra de escala representa
10 pm.
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Figura 35. Ampliado de la Figura 34D. Porcentaje de RML. Ensayo de rosetas macroéfago-
linfocitarias (RML) con estimulacion con OVA durante 24 hs en cultivos de leucocitos totales
autodlogos. Se consider6 que se formaba una RML cuando un macr6fago monocito estaba rodeado por
tres o mas linfocitos. El nimero de RMLs se expres6 como el porcentaje del nimero de macréfagos que
formaron rosetas en una citopreparacion determinada al contar 100 macréfagos. Los datos se
presentaron como el valor medio + SD (n = 3) ** p <0,01 mediante la prueba t de Student para muestras
apareadas utilizando el software Infostat.

El efecto del inhibidor de procesamiento y presentacion de antigenos via Clase II

cloroquina sobre Sl en RML resulté en lano formacién de rosetas (Figura 36).
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Figura 36. Efecto del inhibidor de procesamiento y presentacion antigénica via Clase II:
cloroquina en SI en RMLs, 48 horas de cultivo. Microfotografias 6pticas representativas de cultivos
de leucocitos totales autélogos. A. Estimulados con antigeno heterdlogo y estimulador no clasico OVA
donde puede observarse la presencia de RML. B. Efecto de cloroquina, donde no se observa el fenémeno
RML. C. Estimulo con antigeno heterdlogo y estimulador no clasico OVA y efecto de cloroquina, tampoco
se constata la presencia de RMLs. Tincidn Azul de Metileno. 400x.
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Por otra parte, el efecto del inhibidor de procesamiento y presentacion de antigenos via
Clase Il cloroquina sobre la expresion de las moléculas marcadoras del fenotipo PMN neutrdfilo

CPA resulto en similar expresion de moléculas B7 (CD80 y CD86) (Figura 37).

ADN CD86 Superposicion

Figura 37. Efecto del inhibidor de procesamiento y presentacion antigénica via Clase II:
cloroquina. Expresion en superficie de moléculas coestimuladoras B7 (CD80 y CD86) en cultivos
de leucocitos totales aut6logos estimulados con antigeno heterélogo OVA. Imagenes
representativas de microscopia de inmunofluorescencia. 30 minutos de cultivo. Se observa ADN (azul)
y expresion de CD80 (verde), CD86 (rojo), y superposicion (merge). A. Muestras apareadas controles
con OVA sin cloroquina. B. Muestras de cultivo de leucocitos totales aut6logos estimulados con OVA y
agregado del inhibidor cloroquina. Anticuerpos Santa Cruz Biotechnology anti-CD80 (FITC), anti-CD86
(PE), tincion nuclear con DAPI (4,6’-diamidino-2-fenilindol). La barra de escala representa 10 pm.

73



Resultados respecto al objetivo N° 5: estudiar la ocurrencia de interacciones celulares de

contacto entre linfocitos y PMN neutroéfilos con MO y MET.

Se observaron a través de MO y MET interacciones celulares de contacto entre PMN
neutrdfilos y linfocitos en cultivos de leucocitos totales autélogos.

PMN neutroéfilos estimulados con OVA en cultivos de leucocitos totales autélogos
interactuaron con linfocitos generando lo que denominamos la “roseta neutrdfilo linfocitaria”
(RNLs), constituida por un PMN neutrofilo central y tres o mas linfocitos en contacto, luego de

72 hs de cultivo (Figura 38).

Figura 38. Imagen representativa de MO que muestra una “roseta neutrdéfilo linfocitaria” (RNL)
con un PMN neutrdfilo central y tres linfocitos en contacto, en el campo se observan ademas otros
linfocitos. Muestra de cultivos de leucocitos totales autélogos después de la estimulacién con OVA
durante 72 hs. Tincidn Azul de Toluidina. 1000x.

Observaciones ultraestructurales

Algunas muestras de cultivos aut6logos fueron sometidas a la técnica para observacion
con MET. Se observaron las caracteristicas granulaciones de los PMN neutréfilos y el nicleo

polilobulado (Figura 39).
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Figura 39. Imagenes con MET representativas de cultivo autélogo de leucocitos totales. 1 hora
de cultivo. A. Imagen que muestra un monocito (izquierda), un linfocito (arriba) y una seccién de
citoplasma de PMN neutréfilo con sus caracteristicos granulos (abajo derecha). Se observan algunas
plaquetas. 4600x. B. Utraestructura de PMN neutrofilo. Imagen que muestra un PMN neutréfilo con
sus caracteristicos granulos. El corte pasa por tres I6bulos nucleares y parte de un delgado puente
cromatinico (flecha). Se observan algunas plaquetas. 7750x. C. Utraestructura de PMN neutroéfilo.
Imagen que muestra un PMN neutréfilo con sus caracteristicos granulos, el corte pasa por un solo 16bulo
nuclear con heterocromatina periférica. Se observan algunas plaquetas. 7750x.

En algunos linfocitos préximos a PMN neutréfilos, se observd polarizacion de

mitocondrias orientadas hacia el PMN neutréfilo. (Figura 40 y 41).

Figura 40.Imagen con MET representativa de cultivo autélogo de leucocitos totales. Porciéon de
citoplasma de un PMN neutréfilo (derecha) y linfocito con mitocondrias orientadas hacia la vecindad
con el PMN neutréfilo. 6000x.
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Figura 41. Imagenes con MET representativas de cultivo autélogo de leucocitos totales. A.
Porcidn de citoplasma de un PMN neutréfilo y linfocito con aspecto de “espejo de mano” (abajo) 7750x.
B. Linfocito 6000x. C. Linfocito. Obsérvese la profunda escotadura en el nicleo redondo. 6000x D. PMN
neutrdfilo (derecha), linfocito con aspecto en reposo (izquierda arriba) y linfocito con aspecto activado
(izquierda abajo) con sus mitocondrias orientadas hacia la vecindad con el PMN neutroéfilo. Se observan

glébulos rojos. 6000x E. Interaccién celular de contacto entre PMN neutroéfilo y linfocito. Se observan
glébulos rojos. 4600x.
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DISCUSION
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DISCUSION

El estudio de la expresion y caracteristicas bioldgicas de fenotipos inducidos in vitro de
PMN neutréfilos humanos es el tema central de este trabajo de Tesis. Estas células desempefian
un rol clave en la inmunidad innata frente infecciones especialmente bacterianas y fingicas,
pero en la actualidad los leucocitos PMN neutroéfilos por su potencial versatilidad en cuanto a
sus funciones, han sido propuestos como células moduladoras de la inmunidad adaptativa, tal
como se ha mencionado anteriormente (1,2,176).

Tempranos trabajos han postulado la existencia del fenotipo PMN neutrdfilo como CPA,
estableciendo que expresa las moléculas coestimuladoras B7: CD80 y CD86 y la molécula HLA-
DR del CMH II, observandose en sitios de inflamacién en enfermedades como la granulomatosis
de Wegener (166), 1a AR (167), la colitis cronica (170), entre otras. La posibilidad de los PMN
neutroéfilos, de jugar un rol de CPA tendria una importante relevancia en la inmunoregulacion
y la patogénesis de diversas enfermedades. Se observd por otra parte, en trabajos
desarrollados in vitro que el compromiso del receptor CD11b de los PMN neutréfilos humanos
provoca la expresién en superficie de moléculas requeridas para la presentacion de antigenos
ylaactivacién de células T. Se describié que la molécula coestimuladora B7 CD80 se encuentra
preformada en las vesiculas secretoras junto con HLA-DR y la coestimuladora B7 CD86 en

vesiculas secretoras, granulos secundarios y azuroéfilos (163,164).

La existencia de este fenotipo CPA de PMN neutroéfilo, inspird el estudio de fenotipos
generados en cultivos de leucocitos totales y en PMN neutrofilos purificados, con especial
énfasis en lograr la observacidn de la expresion de moléculas coestimuladoras y el HLA DR
(CMH II). Se genero asi in vitro el fenotipo “PMN neutrdfilo-CPA”: tanto en cultivos de leucocitos
totales autdlogos estimulados in vitro con LPS, fMLP u OVA como en cultivos de PMN neutroéfilos
purificados y se observaron expresando las moléculas coestimuladoras B7: CD80, CD86 y el
CMH Clase II (HLA-DR), marcadoras del fenotipo CPA. Recientemente se ha publicado un
trabajo con PMN neutréfilos humanos donde se describe la adquisicion de la capacidad de
presentacion de antigenos a las células T CD4 de memoria, al expresar HLA-DR (CMH II) y las
moléculas coestimuladoras B7 (177). En dicha publicacion se aclara que los estimulos innatos
s6lo lograron la expresion de moléculas coestimuladoras y no provocaron la expresion del CMH
Il en contraste con nuestros resultados. Sélo lograron expresion de HLA-DR (CMH II) con el

requerimiento del antigeno especifico y las células T CD4 de memoria especificas (177).
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Por otra parte, a través de los ensayos realizados se gener6 in vitro el fenotipo “PMN
neutrofilo-CD4-CD45R0” estimulando con LPS, fMLP y OVA. Es escasa la bibliografia actual
sobre la expresiéon de estas moléculas CD4 y CD45R0 en PMN neutroéfilos. Se ha observado
llamativamente que los PMN neutréfilos de sangre periférica pueden expresar no
convencionalmente la molécula CD4 en forma superficial o citoplasmatica, en pacientes sanos
y en pacientes HIV positivos (32). Como se sabe, CD4 es el co-receptor de células T
colaboradoras y el receptor primario para el virus del HIV (32). Segiin nuestros resultados se
observé mayor expresion de CD4 en las muestras de cultivos de PMN neutroéfilos estimulados
con fMLP. Laimportancia médica de estos hallazgos radica en la posibilidad de influenciar en
la biodistribucién del HIV (32).

Por otra lado la molécula CD45-RO, caracteristico marcador de células T de memoria y
efectoras, es una tirosin fosfatasa que regula la activacion linfocitaria (33), se expresa también
en PMN neutréfilos de personas sanas pero no se ha encontrado su ligando natural (34).
Ademas, se ha reportado que esta molécula se expresa en PMN neutroéfilos de pacientes con
dialisis y PMN neutroéfilos activados in vitro con fMLP (33), sin embargo, nuestros resultados
con estimulacion con fMLP mostraron una menor expresion con respecto a otros estimuladores
tales como LPS y OVA (no clasico). CD45RO0 se encontraria en los granulos especificos de los
PMN neutrofilos y es posible que la actividad fosfatasa de esta molécula esté involucrada en la
adhesion de los PMN neutroéfilos durante la activacion (33).

En el fenotipo PMN neutrdfilo CD4, CD45-RO obtenido en este trabajo de Tesis se
observaron moléculas CD4 y CD45-RO en las NETs liberadas luego de la estimulacion con LPS
o con fMLP durante 30 minutos en cultivos de PMN neutréfilos purificados. Ademas, en otras
situaciones experimentales en co-cultivos autdlogos de PMN neutréfilos purificados
estimulados con LPS y leucocitos MN purificados estimulados con OVA, se observé la
ocurrencia de NETs con moléculas CD4 y CD45-RO co-localizadas en las mismas.
Interesantemente se ha reportado la presencia de CD4 en forma soluble (sCD4) y se postul6

que inhibiria la entrada del HIV a las células (178).

Con respecto al tiempo de vida in vitro de los PMN neutroéfilos, en cultivos controles los
PMN neutroéfilos se observaron viables hasta 30 min, en coincidencia con la bibliografia (44).
Cuando estas células son estimuladas in vitro con activadores clasicos y no clasico el tiempo de
vida in vitro se prolongd, de modo que en cultivos de PMN neutrdfilos purificados estimulados

con LPS se observaron células viables hasta 48 hs de cultivo, en cambio estimulados con OVA
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se observaron viables hasta 60 hs de cultivo, expresando las moléculas del fenotipo CPA en
ambos casos. Bajo estimulos proinflamatorios se vio afectada la vida en cultivo de estas células.
Esto recuerda lo descripto en el estudio in vitro realizado en nuestro laboratorio con leucocitos
de pacientes con serologia positiva para Enfermedad Chagas (45). No todos los estimulos de
activacion tienen la misma consecuencia, en nuestros ensayos los PMN neutroéfilos estimulados
con fMLP se observaron viables sélo hasta 30 minutos, al igual que lo descrito por Sandilands
et al (164) quienes reportaron que los estimulos con LPS fueron mas efectivos en la activacion

que los estimulos con fMLP.

En cuanto al tiempo de vida en el caso del fenotipo PMN neutrdfilo CD4, CD45-RO se

observaron viables hasta 30 min de cultivo con todos los estimuladores.

Los fenotipos de PMN neutréfilos generados in vitro liberaron NETs. El mecanismo de
formaciéon de NETs implica que las membranas nucleares y los granulos se desintegren. Los
componentes del nucleo se mezclan con el citoplasma, la membrana plasmatica se rompe y se
expulsa el interior de la célula al espacio extracelular, formando NETs (179). Se observo en
muestras apareadas controles sin estimulacién la formaciéon de NETs en 5 % de las células, en
coincidencia con lo descripto en bibliografia (110), en estos casos, la generacion de las NETs
puede haberse debido a la activacion espontanea de los neutrofilos debido a su manipulacion,
a las variaciones de temperatura o a su interaccién con plaquetas por ejemplo.

En la bibliografia esta descrito que las moléculas coestimuladoras B7 (CD80 y CD86)
pueden encontrarse preformadas en los granulos citopldsmicos de los PMN neutroéfilos. Los
autores Sandilands et al. describen estos reservorios citoplasmaticos de moléculas B7: CD80
principalmente dentro de vesiculas secretoras y CD86 dentro de granulos azurofilos,
secundarios y vesiculas secretoras (164). Recordemos que las NETs son estructuras
compuestas con elementos granulares, nucleares y citoplasmicos, es factible entonces que si
las moléculas coestimuladoras B7 CD80 y CD86 estan en los granulos de PMN neutrdfilos,
;puedan ser parte de las NETs? Postulamos en este trabajo de Tesis que como los componentes
granulares son parte de las NETs, entonces también se pueden encontrar moléculas
coestimuladoras formando parte de ellas. Observamos dichas moléculas coestimuladoras B7
presentes dentro de las células en muestras de controles no estimulados: a los 30 minutos la
molécula B7 CD86 fue positiva, a los 120 minutos B7 CD86 y B7 CD80 fueron positivas pero a

las 24 horas ambas fueron negativas. A los 30 minutos, se encontré B7 CD86 tefiido en algunas
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células en la superficie celular. A los 120 minutos se encontré B7 CD86 en el citoplasma en
muestras de sangre apareadas no estimuladas de los controles, como asi también B7 CD80. En
concordancia con otros autores, las muestras permeabilizadas mostraron tincién dentro de las
células en reservorios citoplasmaticos de moléculas B7 CD80 y CD86 (164). Estos hallazgos
son consistentes con el patrén de expresion temporal de las moléculas B7 CD80 y CD86. Se ha
establecido que el compromiso del receptor Mac 1 (CD11b + CD18) da como resultado la
translocaciéon de moléculas B7 CD80, CD86 y HLA-DR (CMH II) en la superficie de los PMN
neutrdfilos de sangre periférica humana normal. Esto representa una forma de activacién de
los PMN neutroéfilos. Se han documentado muchos activadores de los PMN neutréfilos (49),
entre estos activadores, el LPS es uno de los mas reconocidos. El LPS estimula la liberacion de
vesiculas secretoras (164) y laliberacion de NETs (74). En el presente trabajo de Tesis, las NETs
liberadas se confirmaron mediante tincién de inmunofluorescencia de ADN con DAPI y un
marcador especifico de NETosis como la EN. Las NETs se visualizaron como tincién azul difusa
de DAPI (ADN) o distribucién de cromatina en numerosas fibrillas, o aspecto de "pulverizacion”
en todas las pruebas de estimulaciéon con LPS u OVA. En el ensayo de LPS a los 30 minutos, la
tincion de inmunofluorescencia mostré una apariencia granular de EN y ademas se encontr6
B7 CD86 en algunas células. A los 30 min la EN se localiza dentro de los granulos azurofilos.
Papayannopoulos et al. postulan que la EN se localiza en el nicleo 60 minutos después de la
estimulacion, acompafiado de tincion granular reducida (71). La EN migra de los granulos
azurofilos al ndcleo y degrada parcialmente las histonas que promueven la descondensacién de
la cromatina en el proceso de formacion de NETs. Nosotros mostramos resultados con EN a los

120 min y la EN co-localizada con cromatina en concordancia con la bibliografia (68,71).

Se observaron moléculas co-localizadas B7 CD80 y CD86 con anticuerpos especificos en
la superficie celular y en las NETs. Este hallazgo fue posible porque después de la activacidn,
los PMN neutroéfilos del fenotipo CPA liberan NETs que comprenden cromatina descondensada
asociada con proteinas granulares y citosoélicas. En las muestras estimuladas se detectaron
moléculas coestimuladoras B7 CD80 y CD86 en la superficie celular y se co-localizaron en NETs
alos 30 minutos, 120 minutos y 24 horas. Los resultados en las muestras de sangre apareadas
no estimuladas de controles a los 30 minutos mostraron que B7 CD80 era negativo y B7 CD86
se detecto en algunas células que pueden ser monocitos, de acuerdo con Smyth et al. (151). En

el ensayo de LPS a los 120 minutos, se encontraron CD86 y CD80 en muestras de control.
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En este trabajo con PMN neutréfilos humanos utilizamos OVA como activador no clasico
inductor de NETs y como antigeno heterdlogo. En experimentos murinos realizados por otros
investigadores se observo la presencia de antigeno portado por neutroéfilos en 6rganos linfoides
de ratones inmunizados con OVA (180). Aunque se ha aceptado generalmente que los
neutrofilos no estan implicados en las respuestas adaptativas, se observé la captacion de
antigeno OVA por neutroéfilos en esos experimentos. Estos neutrofilos secretan principalmente
TNF alfa y los autores concluyen que esto les permitiria participar como células
inmunomoduladoras (180). Las NETs pueden inducirse por inmunocomplejos OVA: anti-OVA
(110) y en otros granulocitos, se describié la formacién de trampas extracelulares (ETs)
inducidas por OVA (181). En nuestro trabajo observamos la generacion de NETs después de la
estimulacién con LPS u OVA en diferentes momentos, pero en el ensayo de OVA observamos
menos células con moléculas B7 CD80 y CD86 en las NETs (p <0,001) con respecto a las
formadas con estimulo de LPS. Los resultados de los ensayos con OVA probablemente se
corresponderian a la estimulacién por OVA sola o bien, por estimulaciéon con complejos
inmunes OVA-anti OVA, debido a la posible existencia de anticuerpos anti-OVA especificos en
el suero de los donantes. Los controles no estimulados con LPS u OVA mostraron poca o

ninguna expresiéon de moléculas B7 CD80 y CD86.

En algunos experimentos realizados en este trabajo de Tesis utilizamos sangre entera
para cultivos de leucocitos totales en vez de cultivos de PMN neutroéfilos purificados, para
evitar la activacién espontdnea de PMN neutréfilos (164). Habiendo usado leucocitos totales,
habia posibilidades de que otros granulocitos también produzcan ETs (182-187), pero en
dichos experimentos, podemos atribuir la generacién de ET a los PMN neutréfilos porque
usamos la EN como un marcador especifico de NETs (73). Las NETs tienen una "composicién
Unica: cromatina estrechamente ligada a proteinas de neutréfilos como EN, MPO o calgranulina,

y esta definicion excluye la cromatina liberada por otras formas de muerte celular” (67).

Como es bien sabido, los PMN neutrofilos tienen una vida corta; sin embargo, bajo ciertas
condiciones de estimulacion pueden vivir mas tiempo. Después de 24 horas de cultivo
observamos la liberaciéon de NETs, con presencia de las moléculas B7 CD80 y CD86 en las
mismas. La importancia del hallazgo de la presencia de moléculas coestimuladoras B7 CD80 y
CD86 reside en las funciones que pueden adquirir los PMN neutréfilos, entre ellas, la
posibilidad de adquirir competencia para ser CPA y jugar un papel en la inmunomodulacidn.

También la presencia de moléculas B7 CD80 y CD86 en las NETs les permitiria influir en el
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entorno celular, en la activacién de la via B7-1 / B7-2: CD28 / CTLA-4 lo que puede provocar la
estimulacién o la inhibicién de otras células, como las células T activadas o las Treg. Este
hallazgo podria tener relevancia en la ruptura de la tolerancia inmune periférica mediada por
las NETs ya que, como se coment6 anteriormente, la presencia de moléculas coestimuladoras

B7 puede proveer la segunda sefial para la activacion de las células T autoreactivas.

Las moléculas B7 CD80 y CD86 tienen caracteristicas de una llave que abre diferentes
puertas, en relacion al receptor CD28 o CTLA-4, por lo tanto los efectos seran diferentes,
opuestos y las respuestas pueden ser estimulantes, inhibidoras o anérgicas, considerando la
complejidad de diversas poblaciones de células T, virgenes y efectoras. En consecuencia, los
PMN neutréfilos pueden modular la respuesta inmune cambiando los fenotipos y ejercer asi
funciones para interactuar con otras células inmunes que resultan en perfiles proinflamatorios
o anti-inflamatorios (1). De esta manera los neutroéfilos demuestran que son células versatiles,
capaces de modular la respuesta inmune adaptativa, y no limitar simplemente su papel a la

fagocitosis.

Por otro lado, se realiz6é un experimento con células T para evaluar la posible relevancia
funcional de las moléculas coestimuladoras B7 CD80 y CD86 co-localizadas en las NETs. Dicho
ensayo consistié en la generacion de sinapsis inmunes en RMLs. Las RMLS implican un
fenbmeno de procesamiento y presentaciéon de antigenos, que involucran a un macréfago
central rodeado por linfocitos (147). Se ha descripto que los linfocitos que forman las rosetas
RMLs son células T-CD4 (147). En un estudio previo de nuestro grupo de trabajo se demostré
que la adiciéon de antigenos heter6logos en cultivos de células mononucleares purificadas
estimuld la formacion de RMLs (147). En este trabajo de Tesis, se realizoé un ensayo de RMLs
con la adiciéon de OVA (antigeno heterélogo) en cultivos de leucocitos autélogos totales y se
observd la formacion de un nimero mayor de RMLs. En las mismas muestras encontramos por
IF moléculas coestimuladoras B7 CD80 y CD86 co-localizadas en NETs. Los experimentos
controles fueron cultivos de leucocitos de los mismos donantes sin el agregado de OVA. En
trabajos anteriores realizados por Cabral y Novak, se hipotetizd que la presencia de PMN
neutrdéfilos autélogos o de los materiales derivados de ellos durante el cultivo, podria
proporcionar un microambiente que mejora la formacion de RMLs porque el mayor nimero de
RMLs ocurri6 en las muestras de leucocitos totales, mientras que s6lo unas pocas aparecieron
en las muestras de células mononucleares (147). Aqui la OVA fue el antigeno heterdlogo

procesado y presentado ademas de los propios antigenos derivados de PMN neutréfilos
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senescentes considerando la muerte natural (espontanea) de PMN neutroéfilos en este tiempo
de cultivo. En este estudio, la presencia de moléculas coestimuladoras en las NETs no es un
requisito para la aparicién de RMLs, pero seria relevante en la presencia del mayor nimero de
RMLs porque el procesamiento y la presentacion del antigeno estan implicados en el fendmeno
RMLs como demostraron Novak y Cabral experimentalmente en trabajos anteriores (148). Las
moléculas coestimuladoras B7 CD80 y CD86 presentes en las NETs pueden ser responsables en
parte de modular la respuesta T en RMLs, pero el incremento en RMLs después del estimulo
OVA puede ser una consecuencia de monocitos-macréfagos centrales que expresan moléculas
coestimuladoras contra estimulos heterélogos ademas de la presencia de NETs o PMN
neutrofilos netéticos. Este hallazgo podria tener relevancia para una ruptura de la tolerancia
inmune mediada por las NETs. Esta posibilidad requiere elucidacién por trabajos posteriores

para demostrar el impacto de las NETs en las funciones de las células T.

El efecto del inhibidor de procesamiento y presentacién de antigenos via Clase II
cloroquina sobre SI en RML resulté en la no formacién de rosetas, tal como se esperaba en
coincidencia con la bibliografia (148) ya que el fendmeno RML representa procesamiento y
presentacién antigénica que fue bloqueada por el inhibidor. Sin embargo, el efecto de
cloroquina sobre la expresion de las moléculas marcadoras del fenotipo PMN neutrdfilo CPA
resulté en similar expresion de moléculas coestimuladoras B7 (CD80 y CD86). Esto se relaciona
con la estimulacion y sefalizaciéon necesarias para la expresion de dichas moléculas en la
superficie celular. Las moléculas B7 (CD80 y CD86) se producen en respuesta a la sefializaciéon
de LPS a través del compromiso de TLR4 (31). Se ha observado que receptores innatos como
TLR2 y TLR4 regulan la expresion de moléculas B7-1 (CD80) (188). Es sabido, que TLR4 tiene
como ligando al LPS, clasico activador de PMN neutroéfilos, pero en esta situaciéon experimental
se utilizé al activador no clasico OVA como estimulador y como antigeno heterélogo ya

fundamentado.

El estudio del fenotipo “PMN neutrdfilo-CPA” consider6 la posibilidad de interacciones de
contacto celular, que podrian dar lugar a una “SI” para la posible presentacidn antigénica. Se
observaron interacciones celulares de contacto entre PMN neutréfilos y linfocitos en cultivos
de leucocitos totales autdlogos a través de MO y MET. PMN neutrofilos estimulados con OVA
en cultivos de leucocitos totales autdélogos interactuaron con linfocitos generando lo que
denominamos la “roseta neutrdfilo linfocitaria” (RNLs), constituida por un PMN central y tres o

mas linfocitos en contacto, luego de 72 hs de cultivo. Este hallazgo preliminar merece un
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estudio ulterior acerca de su significado biolégico. Es de destacar sin embargo, que con MET
las membranas plasmaticas de las células en interaccion se observaron en cerrado contacto y
en linfocitos se observo la distribucién de mitocondrias en la zonas vecinas de contacto con
PMNs. Se recuerda que la activacion de células T requiere translocacion mitocondrial hacia la
“SI” (145) y la posicién de las mitocondrias controla el influjo de Calcio hacia la “SI” en las
células T (143,144). Las mitocondrias son consideradas actualmente con funciones reguladoras
de la inmunidad innata y adaptativa y son determinantes en los fenotipos que adoptan las
células inmunes en sus respuestas.

En sintesis, los neutréfilos PMN son leucocitos que no sé6lo limitan su funcién a la
fagocitosis, produccion de ROS y generacién de NETSs, sino también modulan la respuesta
inmune de acuerdo con el microambiente donde estan y segun la interaccidon que establecen
con otros tipos de células. Los PMN neutroéfilos tienen un papel en la activacion y regulacion de
la inmunidad innata y adaptativa (2). La variabilidad de sus funciones segin su entorno,
fisioldgico o condicion patolégica, y la expresion de diferentes marcadores de superficie han
permitido caracterizar diferentes perfiles de neutréfilos en modelos murinos y humanos (189).
Los PMN neutroéfilos son células muy interesantes implicadas en inmunidad innata vy
adaptativa. Hay muchos fenotipos descriptos de PMN neutroéfilos (172,189-191), pero hay
descripciones heterogéneas en la literatura, porque los parametros, métodos, especies, tejidos,
moléculas biomarcadoras, son diferentes. De todos modos, estos estudios son muy utiles en el

contexto desarrollado evitando la extrapolacion.

Con respecto al fenotipo de “PMN neutrdfilo-CPA”, se destaca que la presencia de
moléculas coestimuladoras en las NETs les permitiria influir en el entorno celular (192). Se
enfatiza nuevamente que este hallazgo podria tener relevancia para una ruptura en la
tolerancia inmune mediada por las NETs. Diferentes acciones inmunomoduladoras podrian ser
desencadenadas por la activacién de la via B7-1 (CD80) / B7-2 (CD86) -CD28 / CTLA-4 lo que
resulta en estimulacidn, inhibicién o anergia de diferentes poblaciones de linfocitos T, virgenes,
efectores, de memoria y reguladores. Del mismo modo, las diferentes interacciones celulares y
las citoquinas secretadas también pueden tener una influencia en la generacion de diferentes
perfiles de neutrofilos proinflamatorios o anti-inflamatorios. De esta manera, la posibilidad de
adquirir competencia para ser CPAs por los PMN neutrofilos con moléculas coestimuladoras en

las NETs podrian vincular las respuestas innatas y adaptativas.
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Con respecto al fenotipo de “PMN neutrdfilo CD4-CD45R0”: se destaca la expresion de la
molécula CD4 co-receptor de células T colaboradoras y receptor primario para el virus del HIV
(32). Se han descripto formas solubles de CD4 con elevados niveles en algunas enfermedades y
en pacientes con HIV (178,193), las mismas pueden inhibir la infeccién viral aunque el modo
es desconocido al momento. La importancia de este hallazgo radica en la posibilidad de
influenciar en la distribucién del HIV. La presencia de la molécula CD45RO, caracteristico
marcador de células T de memoria y efectoras, tirosin fosfatasa que regula la activacién
linfocitaria podria estar involucrada en la adhesion de los PMN neutréfilos durante la activaciéon
segin Pulido et al (33). Estos hallazgos preliminares de expresiéon de moléculas no

convencionales dan lugar a la exploracion del significado funcional en ulteriores estudios.

Los diferentes fenotipos de PMN neutroéfilos podrian jugar un papel importante en la
inmunomodulacién.

Los hallazgos de este trabajo de Tesis con respecto a la expresion de moléculas
caracteristicas de las CPA profesionales en PMN neutrofilos, permite definirlo como potencial
CPA.

Entre los resultados obtenidos, la presencia de moléculas coestimuladoras B7 en las NETs
resulta interesante porque permitiria explicar la fisiopatologia de enfermedades donde estas
moléculas podrian estar implicadas. Debe recordarse, la existencia de formas solubles de
moléculas coestimuladoras B7, que son funcionalmente idénticas a sus pares de membrana, con
lo que se podria explicar que las moléculas B7 liberadas por las NETs también puedan ejercer
sus funciones de coestimulacion. El fenémeno denominado trogocitosis, mencionado
anteriormente, consistente en la transferencia de fragmentos de membrana o moléculas de
superficie de una célula a otra conservando su capacidad funcional, también podria suceder si
las moléculas son liberadas por las NETSs. Es decir, las moléculas B7 CD80 y CD86 liberadas por
las NETs podrian cumplir su rol de coestimulacion, e influenciar para que en otras células se
desencadene la completa activacion, inhibicidn o anergia. Esto podria suceder por ejemplo en
enfermedades autoinmunes como AR, enfermedad de Sjogren, LES, entre otras, donde se
describe a la ocurrencia de NETs como mecanismo fisiopatologico (94,194,195).

Por otro lado, en el fenotipo CD4-CD45R0 de PMN neutroéfilos el hallazgo de CD4 en NETs,
como se dijo, podria influir en la biodistribucion del HIV siendo el receptor primario de este

virus. La presencia de CD45R0, contribuiria a potenciar la adhesién en PMN neutréfilos. No se
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conoce el significado funcional de la expresién estas moléculas no convencionales en estas

células.

En suma, los resultados recabados son importantes, ya que pueden ser tenidos en cuenta
como posibles blancos terapéuticos para el tratamiento de enfermedades donde las moléculas
expresadas por los fenotipos pueden cumplir un papel relevante al influir en el microambiente
celular donde se encuentren. Seria de gran interés investigaciones futuras sobre el impacto de
las NETs que expresan las moléculas de los fenotipos estudiados, en el rol de las células T u

otros tipos celulares inmunes.
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CONCLUSIONES

Estudio de la expresion y caracteristicas bioldgicas de fenotipos inducidos in vitro
de neutroéfilos humanos:

En general, teniendo en cuenta la hipotesis y los objetivos de este trabajo de Tesis, los
principales aportes se corresponden con la generacidn de dos fenotipos de PMN neutréfilos in
vitro. Se destaca el fenotipo PMN neutroéfilo-CPA que puede liberar NETs que contienen
moléculas coestimuladoras B7 (CD80 y CD86) y MHC II (HLA-DR) lo que permitiria influenciar
el microambiente donde las mismas son liberadas, comprometiendo la via B7-1 (CD80) / B7-2
(CD86): CD28 - CTLA 4 en las diferentes subpoblaciones de células T. Este hecho contribuiria a
explicar la fisiopatologia de enfermedades donde las NETs estan implicadas y con ello constituir
eventuales nuevos blancos terapéuticos. Por otra parte, el hallazgo de la expresion de moléculas
no convencionales del fenotipo PMN neutroéfilo-CD4, CD45R0O y la liberaciéon de NETSs
conteniendo dichas moléculas, pueden sentar las bases de futuras investigaciones donde se

evalte su significado funcional.

A continuacion, sintetizamos las principales conclusiones:

e Se generaron diferentes Fenotipos de PMN neutréfilos in vitro, con y sin el uso de

activadores clasicos y uno no clasico:
- Fenotipo PMN neutroéfilo-CPA
- Fenotipo PMN neutréfilo CD4, CD45R0O
- El Fenotipo PMN neutréfilo control, surge de las muestras apareadas sin
estimulacién
e El Fenotipo PMN neutréfilo control:
- No expresa las moléculas coestimuladoras B7 (CD80 y CD86) y CMH II (HLA-DR).
- Expresa en algtn grado las moléculas no convencionales CD4 y CD45RO.
- Puede generar NETs (5%).
¢ ElFenotipo PMN neutrofilo-CPA:
- Expresalas moléculas CD80, CD86 y HLA-DR, en coincidencia con trabajos realizados
por otros autores, lo que posiciona al PMN neutréfilo como potencial CPA.
- Es capaz de generar NETs con activadores clasicos (LPS: 23% y fMLP: 20%) y no
clasico (OVA: 18%).
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Expresa las moléculas B7 (CD80, CD86) y MHC II (HLA-DR) en las NETs, hallazgo
descripto por nuestro equipo de investigacion.

Incrementa la ocurrencia de sinapsis inmunolégicas en el modelo de RMLs, en la
presencia de NETs que contienen las moléculas coestimuladoras B7 CD80 y CD86,
generadas por estimulaciéon con OVA.

Presenta variaciones en el tiempo de vida in vitro segin los diferentes activadores:
en los cultivos estimulados con LPS se observaron células viables hasta 48 hs de
cultivo, con OVA hasta 60 hs de cultivo, expresando las moléculas del fenotipo CPA
en ambos casos. En los PMN neutroéfilos estimulados con fMLP se observaron viables

hasta 30 min.

e El Fenotipo PMN neutréfilo-CD4, CD45RO:

Expresa las moléculas CD4 y CD45R0.
Presenta una vida media de 30 minutos con los activadores LPS, fMLP y OVA.
Es capaz de generar NETs con activadores clasicos y uno no clasico.

Las NETs liberadas pueden contener moléculas CD4 y CD45RO.

e Seobservaron interacciones celulares de contacto entre PMN neutrofilos y linfocitos

en cultivos de leucocitos totales autdlogos a través de MO y MET.

e PMN neutroéfilos estimulados con OVA en cultivos de leucocitos totales autélogos

interactuaron con linfocitos generando lo que denominamos la “roseta neutrdfilo

linfocitaria” (RNLs), constituida por un PMN central y tres o mas linfocitos en contacto,

luego de 72 hs de cultivo.

Consideramos que nuestro trabajo cientifico aporté nuevos datos sobre las importantes

funciones inmunoldgicas que llevan a cabo las células implicadas. La posibilidad de que los PMN

neutrdfilos, en determinadas condiciones, tengan un rol de CPA tendria gran relevancia en la

inmunoregulacién y la patogénesis de diversas enfermedades.

Los PMN neutroéfilos tendrian una funcién importante en los mecanismos efectores y

reguladores de las respuestas innatas y adaptativas segiin recientes evidencias. La variabilidad

de sus funciones de acuerdo a su entorno en condiciones fisiolégicas o patologicas y la

expresion diferencial de moléculas de superficie han permitido caracterizar diferentes perfiles

fenotipicos (189).
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Teniendo en cuenta todo lo anterior, en este estudio de la expresién y caracteristicas
bioldgicas de fenotipos inducidos in vitro de neutréfilos humanos desarrollado en esta
investigacion, los hallazgos observados podrian ser el punto de partida para la busqueda de
nuevas estrategias terapéuticas en enfermedades donde los PMN neutréfilos, las NETs y las

diferentes subpoblaciones de los linfocitos T son fisiopatoldgicamente responsables.
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PERSPECTIVAS

A partir de las observaciones realizadas en este trabajo de Tesis, surgen nuevos interrogantes

que permiten plantear nuevos objetivos para ulteriores trabajos de investigacion:

Estudiar las interacciones de los fenotipos generados in vitro con otros tipos celulares inmunes,

observando activacién y proliferacién de linfocitos TCD4.

Observar la influencia de las moléculas coestimuladoras liberadas en las NETs con respecto a

la activacion y proliferacion de linfocitos TCD4.

Evaluar la relevancia funcional de las moléculas CD4 y CD45R0 en PMN neutrofilos.
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Abstract

Neutrophil extracellular traps (NETs) have been proposed as vehicles for the sensitization of T cells by decreasing their activation
threshold. Polymorphonuclear neutrophils (PMNs) activated in vitro may express molecules normally associated with antigen
presenting cells (APCs). May NETSs contain costimulatory molecules? We perform the generation of NETs in autologous leukocytes
cultures, stimulated with lipopolysaccharide (LPS) or ovalbumin (OVA). We marked of B7-1(CD80) and B7-2(CD86) costimulatory
molecules. In LPS and OVA assays CD80 was found colocalized with CD86 in the released NETs at 30 min. In LPS assay at 120
min CD80 and CD86 colocalized with neutrophil elastase (NE) in NETs. These costimulatory molecules were detected on the cell
surface at 30 min and 24 h but not in the control paired blood samples. In OVA assays fewer NETs were observed. We generated
Monocyte-macrophage Lymphocytic Rosettes (MLRs) with OVA stimulation. A higher number of MLRs was formed in samples with
presence of CD80 and CD86 in NETs. The expression of costimulatory molecules in NETs would allow PMNs to exert function as
APCs and modulatory functions of various subpopulations of T cells. The presence of CD80 and CD86 in NETs could influence the
cell environment through the B7-1/B7-2:CD28/CTLA-4 pathway. This is the first communication of CD80 and CD86 costimulatory
molecules in NETSs.

Keywords: CD80; CD86; NETs; Human neutrophils; Costimulatory molecules

Introduction

While polymorphonuclear (PMN) neutrophils play a crucial role in protecting against infection, recent evidence suggests that
participation plays a key role in innate and adaptive responses mechanisms as effectors and regulators[1,2]. In inflammatory
conditions, PMN neutrophils can release extracellular traps (NETs) [3,4] composed of chromatin, histone and granule proteins,
which trap and kill a variety of microbes. Immunity has been proposed as second function of chromatin released in NETs [5]. The
formation of NETs with sterile inflammatory stimuli from crystals of monosodium urate (MSU) has been of great importance
in patients with gout [6]. Neutrophil extracellular traps (NETs) have been proposed as vehicles for the sensitization of T cells
by decreasing their activation threshold, linking innate and adaptive immune responses [7]. NETs have also been implicated in
autoimmunity, thrombosis and tissue injury [8] and in cancer immunoediting [9].

The mechanism of NET formation implicate morphological changes of PMN: after activation, the cells flatten and they attach to the
substratum, the nucleus loses the lobules and the chromatin decondenses Nuclear membranes progressively lose their integrity. At
the same time, granules desintegrate. Elastase migrates from the azurophilic granules to the nucleus and partially degrades histones
promoting chromatin decondensation, myeloperoxidase synergizes this action [10]. After 1 hour, the components of nucleus and
cytoplasm mix. Finally, the plasmatic membrane ruptures and ejects the interior of the cell to the extracellular space forming NETs
[5]. Two mechanisms for the release of NETs in response to various stimuli are described: 1. early, quick release (5 to 60 minutes
after in vitro stimulation with Staphylococcus aureus or lipopolysaccharide (LPS) and 2. slow (2 to 4 hours) leading to the death of
the PMN “NETosis” [11]. Some authors summarize the release of NETs as “vital NETosis” in the case of PMN which are still alive,
or as “Iytic suicide NETosis” when drifting in the death of PMN [12,13].

PMNss activated in vitro may express molecules normally associated with antigen presenting cells required for T cell activation. B7
molecules (B7-1/CD80 and B7-2/CD86) are integral membrane glycoproteins that are expressed on the surface of APCs. CD86
exhibits constitutive expression on resting monocytes, macrophages and dendritic cells. In the same cells without stimulation
CD80 expression is absent or low [14]. Engagement neutrophil CD11b receptor results in rapid surface expression of molecules
required for antigen presentation and T cell activation, such as MHCII HLA-DR, CD80 and CD86. These costimulatory molecules
are pre-formed in cytoplasmic reservoirs and are translocated to the surface with the engagement of certain receptors as MAC-1
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(CD18 + CD11b) [15]. T cell activation initiates with a first signal, the interaction of the antigenic peptide/major histocompatibility
complex with the TCR, and a second signal, the “costimulatory signal”. The absence of costimulation in naive T cells results in
antigen-specific unresponsiveness [16,17]. The second signal can be stimulatory or inhibitory, this depends on the receptor [17,18].
The B7-1/B7-2:CD28/CTLA-4 pathway is the best characterized T-cell costimulatory pathway [19,20]. CD28 is constitutively
expressed on naive T cells; in contrast, expression of CTLA-4 is induced upon T cell activation. Activated T cells as well as regulatory
T cells (Treg) with a pivotal role in the maintenance of peripheral self tolerance, express CTLA-4 [21]. The inhibitory receptor
CTLA-4 (CD152) was found to be a higher affinity binding for CD80 and CD86, as compared to CD28 [22]. Transendocytosis of
CD80 and CD86 by CTLA4 has been described. CTLA-4 captures ligands (CD80 and CD86) from APC and degrades them inside
the CTLA-4-expressing cell. This process removes B7 molecules from neighboring cells and these results in impaired costimulation
via CD28 [21,23].

In this study we have investigated the possibility of localization of costimulatory molecules in NETs. In the present work we
perform assays to generate NETs in autologous leukocytes cultures, challenged with LPS and OVA and mark CD80 and CD86
costimulatory molecules. We have decided to use LPS; because it is one of the most recognized PMN activators, and OVA because
in other granulocytes it induces formation of extracellular traps [24] and we have investigated the possibility of generating NETS.
An experiment with T cells was performed in order to assess potential functional relevance of CD80 and CD86 colocalized in
NETs. We generated immunological synapses in Monocyte-macrophage Lymphocytic Rosettes (MLRs) [25-28] with addition of
OVA (heterologous antigen) in total autologous leukocyte cultures. It has been described that lymphocytes forming MLRs are
T-CD4 cells [26]. In a previous study we showed that addition of heterologous antigen stimulated MLR phenomenon in cultures
of purified mononuclear cells [28].

Materials and Methods

Blood samples

Heparinized human blood samples (n = 10) were collected with ethical consent according to procedures approved by ethical
committee of National Hospital Clinicas R169/13, I minute book N129. Samples donated by the Blood Bank, Institute of
Hematology and Hemotherapy of the National University of Cordoba in anonymity, with negative serology: Hudleson (Wiener),
VDRL (Wiener), Chagas HAT (Wiener) Chagas EIE (Biomerieux), HBs EIE (Biomerieux), HBc (Biomerieux), HCV EIE (Murex),
HIV Ac EIE (Biomerieux), HIV Ag EIE (Biomerieux), HTLV EIE (Murex).

Autologous cell cultures

Blood samples were allowed to sediment for 2 hours. Plasma supernatants containing all types of leukocytes were separated and
were cultured at 37 °C in TC199 medium (Sigma, St-Louis, MO) supplemented with L-glutamine (Sigma, St. Louis, MO), added
with filtered serum from the same donor. A 24-well cell culture plate was prepared by putting a sterile 13 mm round glass cover
slip into each well.

NET formation

Cultured cells were stimulated with LPS to form NETs. (Lipopolysaccharides from Escherichia coli, Sigma-Aldrich) 25 ng/ml or
OVA 100 pg/ml (Ovalbumin, Difco, Detroit, Michigan) at 37 °C in a CO, incubator. Samples: 30 minutes, some experiments at 120
minutes and 24 hours. The released NETs were visualized by fluorescence microscopy using DAPI (4,6’-diamidino-2- phenylindole)
(Sigma, St Louis, MO) and anti-Neutrophil Elastase (anti-NE, Abcam).

NETs quantification

The released NETs were visualized by immunofluorescence microscopy and the percentage of cells releasing NETs and the
percentage of cells with CD80 and CD86 colocalized in NETs was calculated as the average of six fields (400x) normalized to the
total number of cells.

Samples for (IF) Immunofluorescence
Glass cover slips with attached cells were carefully removed from culture plate and IF techniques were performed.

NE immunofluorescence staining

Cultured cells after stimulation with LPS for 30 and 120 minutes washed briefly in PBS (phosphate buffered saline), fixation was
performed with 4% paraformaldehyde for 10 minutes and washed in three changes in PBS. It was permeabilized in 0.25% Triton
x-100 in PBS. It was incubated with 5% blocking serum albumin in PBS to prevent non-specific staining for 20 minutes. It was
washed with PBS. It was incubated with a primary antibody anti-NE (rabbit Abcam) for one hour at 37 °C, washed in PBS and
further incubated for one hour at 37 °C with goat anti-rabbit IgG secondary antibody Alexa Fluor® 594 conjugated or with goat anti-
rabbit IgG-FITC fluorescein isothiocyanate (Santa Cruz Biotechnology). It was washed with PBS and nuclear staining with DAPI
(4,6’-diamidino-2- phenylindole) (Sigma, St Louis, MO). It was mounted with medium 90% glycerol in PBS. In all experiments,
secondary antibody alone served as a negative control. Observation of preparations were performed in videomicroscope Axioscop
20, MC80, trinocular, Carl Zeiss. Paired blood samples provided controls.
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CD80 and CD86 immunofluorescence staining

After stimulation with LPS or OVA, culture cells washed briefly in PBS (phosphate buffered saline), fixation was performed with
4% paraformaldehyde for 10 minutes and washed in three changes in PBS. It was incubated with 5% blocking serum albumin in
PBS to prevent non-specific staining for 20 minutes. It was washed with PBS. It was incubated with antibodies (Ab) Santa Cruz
Biotechnology anti-CD80 (FITC; Santa Cruz Biotechnology), anti-CD86 (PE; Santa Cruz Biotechnology) at 4 °C overnight. It
was washed with PBS and nuclear staining with DAPI (4,6’-diamidino-2- phenylindole) (Sigma, St Louis, MO). It was mounted
with mounting medium 90% glycerol in PBS. Observation of preparations was done in videomicroscope Axioscop 20, MC80,
trinocular, Carl Zeiss. Paired blood samples provided controls. We performed IF to CD80 and CD86 in samples from MLRs assay,
see next section.

MLRs Assay with OVA stimulation

Cultured total autologous leukocytes were stimulated with OVA. Samples of these cultures were harvested at 24 hours and
centrifuged at 200 g and cytopreparations were made of each cell pellet by cytospin process at 82 g (Thermo Scientific Cytospin
4). Control experiments were leukocyte cultures of the same donors without OVA. We assessed the formation of rosettes between
blood monocyte-macrophages and lymphocytes (MLRs) in cultures [25-27]. Cytopreparations from each experiment were stained
with May Griinwald Giemsa or Toluidin blue. The study of the cytopreparations was made by videomicroscope Axioscop 20,
MCB80, trinocular, Carl Zeiss.

MLRs quantification

A macrophage-lymphocytic rosette (MLR) was considered to be formed when a monocyte- macrophage was surrounded by three
or more lymphocytes. The number of rosettes (MLRs) was expressed as the percentage of the number of macrophages that formed
rosettes in a given cytopreparation by counting 100 macrophages.

Statistical analysis

The data was presented as the mean value + SD (n = 10) and represented at least three independent experiments from independent
donors. ***p < 0,001 by paired Students ¢-test using Infostat software. In MLR assay the data was presented as the mean value + SD
(n =3) **p < 0,01 by paired Student’s t-test using Infostat software.

Results

Generating NETs

Cultured cells were stimulated to form NETs with LPS or OVA (Figures 1, 2 and 3). Presence of NETs was clearly showed by
immunofluorescence staining of DNA with DAPI and one NETosis specific marker, the NE in LPS assays at 120 minutes (Figure 2B
and 2C). NETs visualize as blue diffuse staining of DAPI (DNA) or chromatin distribution in numerous fibrils, or “spray” aspect, a
phenomenon that externalizes the content of the cell, in all tests of stimulation with LPS (Figure 1A and 1C) at 30 minutes, at 120
minutes (Figure 2B and 2C) and 24 hours (Figure 3A) or OVA at 30 minutes (Figure 1B) and 24 hours (Figure 3C). We found that
stimulation with LPS or OVA increased the basal levels of NETs from neutrophils derived from healthy donors (Figure 1E and 3D).
In OVA assay at 30 min fewer cells releasing NETs were observed compared with assay at 24 hours, the analysis obtained showed a
significant difference ***p<0.001 (Figure 1E and 3D).

Colocalization of CD80 and CD86

We performed the generation of NETs in autologous leukocytes cultures, stimulated with LPS or OVA and we marked CD80
and CD86 costimulatory molecules. The areas of red (CD86) and green (CD80) with immunofluorescence staining are identical,
indicating colocalization in NETs. In LPS and OVA assays, CD80 was found to colocalize with CD86 in NETs released by stimulated
PMNs at 30 minutes. These molecules are detected on the cell surface at 30 minutes (Figure 1A and 1B). In the control unstimulated
paired blood samples at 30 min CD80 was negative and CD86 was found stained in some cells (Figure 1D). In LPS assay at 30
minutes the immunofluorescence staining showed NE granular appearance and CD86 was found in some cells (Figure 2A).

In LPS assay at 120 minutes CD80 (green) colocalizes with NE (red) in NETs (Figure 2B) and CD86 (red) colocalizes with NE
(green) in NETSs (Figure 2C). In the control unstimulated samples at 120 min of culture, NE (green) CD86 (red) (Figure 2E) and
NE (red) CD80 (green) (Figure 2D and 2F) were found stained inside cells. We performed IF to CD80 and CD86 in samples from
MLRs assay, see next section, and was found colocalization in NETs.

In LPS and OVA assays, CD80 was found to colocalize with CD86 in NETs released by stimulated PMNs at 24 hours (Figure 3A
and 3C). In the control unstimulated samples at 24 hours CD80 and CD86 were negative. In OVA assay, fewer cells with CD80 and
CD86 in NETs were observed compared with LPS assays, the analysis obtained showed a significant difference ***p<0.001 (Figures
1F and 3E).
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Figure 1: CD80 and CD86 colocalized in NETs after stimulation for 30 minutes; Immunofluorescence analysis, representative pictures from three independent
experiments from independent donors; (A) Composite representative pictures of fluorescence microscopy showing CD80 (green) and CD86 (red). Pictures
obtained after stimulation with LPS for 30 minutes. Scale bar represents 10 um; (B) Pictures obtained after stimulation with OVA for 30 minutes showing CD80
(green) and CD86 (red) colocalized in NETs. Scale bar represents 10 pm; (C) Representative pictures obtained after stimulation with LPS for 30 minutes, DNA
stained with DAPI (blue). Scale bar represents 10 um; (D) Representative picture obtained without stimulation (control paired blood samples). DNA stained with
DAPI, CD80 (green) and CD86 (red). Scale bar represents 10 um; (E). Cells with stimulation with LPS or OVA for 30 minutes. The released NETs were visualized
by immunofluorescence microscopy and the percentage of cells releasing NETs was calculated as the average of six fields (400x) normalized to the total number
of cells. The data was presented as the mean value + SD of n = 10 and represented at least three independent experiments from independent donors. ***p < 0,001
by paired Student’s ¢-test; (F) Cells with stimulation with LPS or OVA for 30 minutes. The released NETs were visualized by immunofluorescence microscopy and
the percentage of cells releasing NETs with CD80 and CD86 colocalized in NETSs was calculated as the average of six fields (400x) normalized to the total number
of cells. The data was presented as the mean value + SD of n = 10 and represented at least three independent experiments from independent donors. ***p < 0,001
by paired Student’s ¢-test
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Figure 2: Immunofluorescence analysis of NE, CD80 and CD86. Representative pictures from three independent experiments from independent donors; (A)
Pictures obtained after stimulation with LPS for 30 minutes. Scale bar represents 10 um. DNA stained with DAPI (blue), CD86 (red) and NE (green); (B) Pictures
obtained after stimulation with LPS for 120 minutes. Scale bar represents 10 pum. DNA stained with DAPI (blue), CD80 (green) and NE (red) colocalized in
NETs; (C) Pictures obtained after stimulation with LPS for 120 minutes showing NE (green) and CD86 (red) colocalized in NETs. Scale bar represents 10 pm;
(D) Representative picture obtained without stimulation (control paired blood samples) at 120 min of culture time. DNA stained with DAPI, CD80 (green) and
NE (red). Scale bar represents 10 um; (E) Representative picture obtained without stimulation (control paired blood samples) at 120 min of culture time. DNA
stained with DAPI, NE (green) and CD86 (red). Scale bar represents 10 um; (F) Representative picture of PMN obtained without stimulation (control paired blood
samples) at 120 min of culture time. DNA stained with DAPI, CD80 (green) and NE (red). Scale bar represents 10 um
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Figure 3: CD80 and CD86 colocalized in NETs after stimulation for 24 hours. Immunofluorescence analysis, representative pictures from three independent
experiments from independent donors; (A) Composite representative pictures of fluorescence microscopy showing CD80 and CD86 colocalized in NETs. DNA
stained with DAPI (blue), CD80 (green) and CD86 (red). Pictures obtained after stimulation with LPS for 24 hours. Scale bar represents 10 pm; (B) Representative
picture obtained without stimulation (control paired blood samples). DNA stained with DAPI, CD80 (green) and CD86 (red). Scale bar represents 10 pum; (C)
Composite representative pictures obtained after stimulation with OVA for 24 hours showing CD80 (green) and CD86 (red) colocalized in NETs. Scale bar
represents 10 pum; (D) Cells with stimulation with LPS or OVA for 24 hours. The released NETs were visualized by immunofluorescence microscopy and the
percentage of cells releasing NETs was calculated as the average of six fields (400x) normalized to the total number of cells. The data was presented as the mean
value + SD of n = 10 and represented at least three independent experiments from independent donors. ***p < 0,001 by paired Student’s ¢-test; (E) Cells with
stimulation with LPS or OVA for 24 hours. The released NETs were visualized by immunofluorescence microscopy and the percentage of cells releasing NETs with
CD80 and CD86 colocalized in NETs was calculated as the average of six fields (400x) normalized to the total number of cells. The data was presented as the mean
value + SD of n = 10 and represented at least three independent experiments from independent donors. ***p < 0,001 by paired Student’s ¢-test

o

o

% of Cells with CD80 and CDBG in NETs

ool WLPs  [HOVA

Generating MLRs with OVA stimulation

Autologous leukocytes cultures were stimulated by addition of OVA heterologous antigen. Samples of these cultures were harvested
at 24 hours and cytopreparations were made from cell pellets as described above in the MLR assay section. We observed the
occurrence of MLRs in cell culture samples pelleted at 200g and in the same samples we found CD80 and CD86 colocalized in
NETs by IF (Figures 4A, 4C and 4D). A higher number of MLRs was formed on the cytopreparations, as compared with controls
without OVA. The analysis obtained showed a significant difference **p<0.01 (Figure 4B). We generated a higher number of MLRs
with OVA stimulation in samples with presence of CD80 and CD86 in NETs.

Discussion

The mechanism of NETS formation implies nuclear membranes and granules disintegrates. The components of nucleus and
cytoplasm mix and the plasmatic membrane breaks and ejects the interior of the cell to the extracellular space, thus forming NETs

(5].

It is described in the bibliography that B7 molecules can be pre-formed in cytoplasmic reservoirs. The granular components are
part of the NETs, so we hypothesize that costimulatory molecules may also be found forming part thereof.

In this study, we perform assays to generate NETs in human autologous leukocytes cultures, and we marked CD80 and CD86
costimulatory molecules. The incubation with 5% blocking serum albumin in PBS to prevent non-specific staining was performed.

Sandilands et al. describe cytoplasmic reservoirs of molecules B7: CD80 mainly within secretory vesicles and CD86 within
secondary, azurophilic granules and secretory vesicles [29]. In this work we found costimulatory molecules inside the cells in
samples of unstimulated controls: at 30 minutes CD86 was positive, at 120 minutes CD86 and CD80 were positive but at 24 hours
CD80 and CD86 were negative (Figures 1, 2 and 3). At 30 minutes CD86 was found stained in some cells in cell surface (Figure
1D). At 120 minutes CD86 was found in cytoplasm (Figure 2E) in control unstimulated paired blood samples and CD80 was found
in cytoplasm (Figure 2D and 2F) in control unstimulated paired blood samples. The samples permeabilized (Figure 2) show stain
inside the cells in cytoplasmic reservoirs of molecules CD80 and CD86 [29].
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Figure 4: CD80 and CD86 colocalized in NETs and Monocyte-macrophage Lymphocytic Rosettes (MLRs) assay with OVA addition; (A) Composite representative
pictures of light microscopy showing MLRs in samples of autologous leukocytes cultures after stimulation with heterologous antigen OVA for 24 h. Cytopreparations
were stained with May Griinwald Giemsa or Toluidin blue. Scale bar represents 10 pm; (B) Graph of Monocyte-macrophage Lymphocytic Rosettes (MLRs) assay
with stimulation with heterologous antigen OVA for 24 h. A macrophage-lymphocytic rosette (MLR) was considered to be formed when a monocyte- macrophage
was surrounded by three or more lymphocytes. The number of rosettes (MLRs) was expressed as the percentage of the number of macrophages that formed
rosettes in a given cytopreparation by counting 100 macrophages. The data was presented as the mean value + SD (n = 3) **p < 0,01 by paired Student’s ¢-test
using Infostat software; (C) Composite representative pictures of fluorescence microscopy showing CD80 (green), DNA stained with DAPI (blue) in samples of
autologous leukocytes cultures after stimulation with heterologous antigen OVA for 24 h and MLRs assay performed. Scale bar represents 10 m; (D) Composite
representative pictures of fluorescence microscopy showing CD80 (green) and CD86 (red), DNA stained with DAPI (blue) in samples of autologous leukocytes
cultures after stimulation with heterologous antigen OVA for 24 h and MLRs assay performed. Scale bar represents 10 um
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These findings are consistent with temporal expression pattern of molecules CD80 and CD86. It has been established that the
cross linking of Mac 1 (CD11b+CD18) results in the translocation of CD80, CD86 and HLA-DR on the surface of normal human
peripheral blood PMNs. This represents one way of PMN activation. There are many well documented neutrophils activators.
Between the activators, LPS is one of the most recognized. LPS stimulates the release of secretory vesicles [29] and NETs release
[11]. In our present study released NETs were confirmed by immunofluorescence staining of DNA with DAPI and one NETosis
specific marker like NE. NETs are fragile structures [5]. The mixture of cytoplasm and nucleoplasm gets expelled to form NETs
[5]. NETs visualize as blue diffuse staining of DAPI (DNA) or chromatin distribution in numerous fibrils, or “spray” aspect in
all tests of stimulation with LPS (Figure 1A, 1C, 2B, 2C, and 3A) or OVA (Figure 1B and 3C). In LPS assay at 30 minutes the
immunofluorescence staining showed NE granular appearance and CD86 was found in some cells (Figure 2A). At 30 min NE
localizes inside azurophilic granules. It has been described that NE localized to the nucleus 60 min after stimulation, accompanied
by reduced granular staining [10]. NE migrates from the azurophilic granules to the nucleus and partially degrades histones
promoting chromatin decondensation in NET formation process. In Figure 2B and 2C we showed results with NE at 120 min and
NE colocalized with chromatin in agree with bibliography [10]. Colocalized molecules CD80 and CD86 with specific antibodies
were observed. This finding would be possible because after the activation, neutrophils release NETs comprising decondensed
chromatin associated with granular and cytosolic proteins. In stimulated samples CD80 and CD86 were detected on the cell surface
and colocalized in NETs at 30 minutes (Figure 1A and 1B), 120 minutes (Figure 2B and 2C) and 24 hours (Figure 3A and 3C). The
results in the control unstimulated paired blood samples at 30 minutes showed that CD80 was negative and CD86 was detected in
some cells (Figure 1D) may be monocytic, in agreement with Smyth et al. (2004). In LPS assay at 120 minutes, CD86 and CD80
were found in control samples (Figure 2D and 2F).

Other researchers observed the presence of neutrophil-bearing antigen in lymphoid organs of immune mice. Although it has been
generally accepted that neutrophils are not involved in adaptive responses, the uptake of OVA antigen by neutrophils was observed.
These neutrophils principally secrete TNF alfa and authors conclude this would let them participate as immunomodulatory cells
[30]. NETs were induced by immuno complexes OVA:anti-OVA [31] and in other granulocytes, formation of extracellular traps
induced by OVA were described [24].
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In the present study, we used whole blood to avoid spontaneous activation of neutrophils [29]. Having used whole blood, there are
chances that other granulocytes produce extracellular traps (ET) too [24], but in the present work, we can attribute the generation
of ETs to neutrophils because they represent 60-70% of the circulating leukocytes (lymphocytes represent 20-30% and them have
not been described like ET generating cells) and because we used NE as a specific marker of NETs [24]. NETs have an “unique
composition: chromatin tightly linked to neutrophil proteins such as NE, MPO, or calgranulin, and this definition excludes
chromatin released by other forms of cell death” [5].

We observed NETs generation after stimulation with LPS or OVA at different times but in OVA assay we observed fewer cells with
CD80 and CD86 in NETs (p<0.001). The results of OVA assays would be possibly from OVA alone and/or OVA-anti OVA immune
complexes due to the possible existence of specific anti-OVA antibodies in serum of donors. Controls not stimulated with LPS or
OVA, showed little or no expression of CD80 and CD86.

When we started this work, we observed in a first time (30 min), the presence of costimulatory molecules in NETs. As it is well
known, PMN have a short life; however, under certain conditions of stimulation they can live more time. After 24 hours of culture
we observed the release of NETS too, so we decided to detect if CD80 and CD86 could be present in NETs.

The importance of this finding resides in neutrophils functions, the possibility of acquire competence to be APC and playing a
role in immunomodulation. The presence of CD80 and CD86 molecules in NETs would let them influence the cell environment,
activation of B7-1/B7-2:CD28/CTLA-4 pathway can result in stimulation or inhibition of other cells, such as activated T cells or
T reg cells. This finding could have relevance for a break in immune tolerance mediated by NETs. The CD80 and CD86 molecules
have characteristics of key that opens different doors, in relation to receptor CD28 or CTLA4, therefore the effects will be different,
opposite and the responses may be stimulatory, inhibitory or anergic, considering the complexity of diverse populations of T cells,
naives and effectors. Accordingly these cells can modulate the immune response switching phenotypes and exert functions to
interplay with other immune cells resulting in proinflammatory or antiinflammatory profiles [32]. Neutrophils demonstrate they
are versatile cells, capable of modulating adaptive immune responses, and not simply limiting their role to phagocytosis, as was
described at the beginning.

An experiment with T cells was performed to assess potential functional relevance of CD80 and CD86 colocalized in NETs. We
generated immunological synapses in MLRs. The MLRs are a phenomenon of antigen processing and presentation [28]. It has
been described that lymphocytes forming the rosettes MLRs are T-CD4 cells [26]. In a previous study we showed that addition of
heterologous antigen stimulated MLRs in cultures of purified mononuclear cells [28]. In this work we performed a MLRs assay
with addition of OVA (antigen heterologous) in total autologous leukocyte cultures and a higher number of MLRs was formed. In
the same samples we found CD80 and CD86 colocalized in NETs by IE. Control experiments were leukocyte cultures of the same
donors without OVA. In previous works we hypothetized that the presence of autologous neutrophils or of the materials derived
from them during culturing, could provide a microenvironment that enhances the formation of MLRs because highest number of
MLR occurred in total leukocyte samples, whereas only a few of them appeared in the mononuclear cell samples [26]. Here OVA
was the heterologous antigen processed and presented besides the own antigens derived from senescent neutrophils considering
the natural (spontaneous) death of neutrophils in this time of culture. In this study the presence of costimulatory molecules in
NETs is not a requisite for the MLRs occurrence but it would be relevant in the presence of the higher number of MLRs because
antigen processing and presentation are involved in MLR phenomenon like it was demonstrated experimentally in previous work
[27]. CD80 and CD86 present in NETs may be responsible in part for modulating T response in MLRs, but the increment in
MLRs after OVA stimulus may be a consequence of central monocyte-macrophage which express costimulatory molecules against
heterologous stimulus besides NETs or not netotic PMN. This finding could have relevance for a break in immune tolerance
mediated by NETs. This possibility requires elucidation by further works to demonstrate the impact of NETs on functions of T cells.

Conclusion

In summary, we found CD80 and CD86 colocalized in NETs. The expression of costimulatory molecules in NETs would allow
PMN:ss to play function as APCs and modulatory functions of various subpopulations of T cells. It needs to be probed with assays to
evaluation of T cell responses. It is estimated of great interest the further study of the neutrophils phenotypes in interactions with
other cell types. Experiments are currently underway to test it. This is the first communication of CD80 and CD86 costimulatory
molecules in NETs and we consider it, a very significant finding for the immunological community.
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Short communication

Since Neutrophil Extracellular Traps (NETs) were described in 2004
by Brikmann et al.,, they have been attributed to other functions in
addition to catching and killing microorganisms [1]. As it is known,
NETs are formed by chromatin and granular proteins which after
stimulation are released to the extracellular environment [2].

Myeloperoxidase and neutrophil elastase are part of these structures
and are actively involved in their release. The mechanism of NET
formation implicates morphological changes of Polymorphonuclear
(PMN) neutrophils: after activation, flattened and attached to the
substratum, the nucleus of PMN lose their shape, the nuclear envelope
and granules membrane disintegrate allowing the mixing of nuclear,
cytoplasmic and granular components. Elastase migrates from the
azurophilic granules to the nucleus and partially degradates histones,
in this way promoting chromatin decondesation, and myeloperoxidase
synergizes this action [3]. Finally the plasmatic membrane ruptures
and ejects the interior of the cell to the extracellular space forming
NETs [4]. NETs have not only been involved as defence mechanisms,
but they have also been linked to tissue damage, thrombosis [5]
autoimmunity and cancer immunoediting [6]. In patients with gout it
has been described the formation of NETs with sterile inflammatory
stimuli from crystals of monosodium urate (MSU) [7].

Nets ‘ability to lower the threshold of T cell activation has been
described [8]. Costimulatory molecules are necessary for activation of
T cells. The B7-1/B7- 2:CD28/CTLA-4 pathway is the best
characterized T-cell costimulatory pathway [9,10]. T-cell activation
requires a first signal provided by the interaction of antigenic peptide/
Major Histocompatibility Complex (MHC) with the TCR and a second
signal, provided by the interaction of costimulatory molecules of
Antigen Presenting Cell (APC) with CD28 of T cell [11]. The
costimulation can be stimulatory or inhibitory; this depends on the
receptor [12]. Interaction of CD28 by B7 molecules is necessary for the
optimal clonal expansion of naive T cells. CD28-dependent
costimulation of activated T cells induces expression of IL-2 and the
high-affinity IL-2 receptor. Activating of naive T cells induces the
surface expression of CTLA-4, another receptor for B7 molecules that
binds B7 molecules with a higher affinity as compared to CD28, but its
effect is to inhibit, rather than activate the T cell [13]. This is essential
for limiting the proliferative response of activated T cell TCR
mediated activation of T cells in the absence of costimulation results in
anergy [11]. The B7-1/B7-2:CD28/CTLA-4 pathway is known to be
critical for immune response initiation and regulation. Regulatory
CD4 T cells express high levels of CTLA-4, and they are involved in
controlling adaptive immune responses [14].

Costimulatory molecules B7-1 (CD80) and B7-2 (CD86), which can
be performed in neutrophilic granules, can be expressed in the surface
under certain stimuli. Sandilands et al. describe cytoplasmic reservoirs
of molecules B7: CD80 mainly within secretory vesicles and CD86
within secondary, azurophilic granules and secretory vesicles [15]. As
mentioned before, NETs contain granular, nuclear and cytoplasmic
elements. If costimulatory molecules CD80 and CD86 are in the
neutrophil granules, may they be part of NETs? Interestingly, we found
CD80 and CD86 colocalized in NETs in autologous leukocytes
cultures, after lipopolysaccharide (LPS) or ovalbumin (OVA)
stimulation. We stained for NE to visualize NETs. A preliminary
experiment with immunological synapses in MLRs was performed to
assess potential functional relevance of CD80 and CD86 colocalized in
NETs (Figure 1). Further assays to evaluation of T cell responses are
necessary [16].

Figure 1: PMN neutrophil contains granules and secretory vesicles.
Generation of NETs in autologous leukocytes cultures, stimulated
with lipopolysaccharide (LPS) or ovalbumin (OVA). This would
allow PMNs to exert function as APCs and modulatory functions of
various subpopulations of T cells (effector, naive, memory,
regulatory T cells). The presence of CD80 and CD86 in NETs could
influence the cell environment through the B7-1/B7-2:CD28/
CTLA-4 pathway.

The presence of costimulatory molecules in NETs would let them
influence the cell environment [16]. This finding could have relevance
for a break in immune tolerance mediated by NETs. Different
immunomodulatory actions could be triggered by activation
B7-1(CD80)/B7- 2(CD86)-CD28/CTLA-4 pathway, resulting in
stimulation, inhibition or anergy of different naive, memory and
effector T lymphocyte populations. In this way, the possibility of
acquiring competence to be APC by neutrophils with costimulatory
molecules in NETs could link the innate and adaptive responses. These
findings could also be relevant for a break in immune tolerance.
Likewise, the different cell interactions and secreted cytokines also
have an influence in the generation of different profiles of
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proinflammatory or anti-inflammatory neutrophils. We can conclude
that neutrophils could play an important role in immunomodulation.

Future research regarding the impact of NETs on the role of T cells
must be performed. These new findings with the topics discussed in
this communication could be the target of new therapeutic strategies
in diseases where NETs and the different subpopulations of
lymphocytes T are pathophysiologically responsible.

Acknowledgements

We thank Professor Ana M. Granata for language editing of the
work.

References

1. Brinkmann V, Reichard U, Goosmann C, Fauler B, Uhlemann Y, et al.
(2004) Neutrophil extracelular traps kill bacteria. Science 303: 1532-1535.

2. Kolaczhowska E, Kubes P (2013) Neutrophil recruitment and function in
health and inflammation. Nat Rev Immunol 13: 159-175.

3.  Papayannopoulos V, Metzler KD, Hakkim A, Zychlinsky A (2010)
Neutrophil elastase and myeloperoxidase regulate the formation of
neutrophil extracellular traps. ] Cell Biol 191: 677-691.

4.  Brinkmann V, Zychlinsky A (2012) Neutrophil extracellular traps: Is
immunity the second function of chromatin? J Cell Biol 198: 773-783.

5. Barrientos L, Marin-Esteban V, De Chaisemartin L, Lievin Le-Moal V,
Sandré C, et al. (2013) An improved strategy to recover large fragments of
functional human neutrophil extracellular traps. Front Inmunol 4:166.

6. Berger-Achituv S, Brinkmann V, Abed UA, Kiithn L, Ben-Ezra J, et al.
(2013) A proposed role for neutrophil extracelular traps in cancer
immunoediting. Front Immunol 4:48.

10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

Schorn C, Janko C, Krenn V, Zhao Y, Munoz LE, et al. (2012) Bonding the
foe - NETting neutrophils immobilize the pro-inflammatory
monosodium urate crystals. Front Immunol 3: 376.

Tillack K, Breiden P, Martin R, Sospedra M (2012) T Lymphocyte
priming by neutrophil extracellular traps links innate and adaptive
immune responses. ] Immunol 188: 3150-3159.

June CH, Ledbetter JA, Linsley PS, Thompson CB (1990) Role of the
CD28 receptor in T-cell activation. Immunol Today 11: 211-216.

Brunet JE Denizot F Luciani ME Roux-Dosseto M, Suzam M, et al.
(1987) A new member of the immunoglobulin superfamily--CTLA-4.
Nature 328:267-270.

Sharpe AH (2009) Mechanisms of Costimulation. Immunol Rev 229:
5-11.

Chen L, Flies DB (2013) Molecular mechanisms of T cell co-stimulation
and co-inhibition. Nat Rev Immunol 13: 227-242.

Linsley PS, Brady W, Urnes M, Grosmaire LS, Damle NK, et al. (1991)
CTLA-4 is a second receptor for the B cell activation antigen B7. ] Exp
Med 174: 561-569.

Hou TZ, Qureshi OS, Wang CJ, Baker J, Young SP, et al. (2015) A
transendocytosis model of CTLA-4 function predicts its suppressive
behavior on regulatory T cells. ] Immunol 194: 2148-2159.

Sandilands GP, McCrae ], Hill K, Perry M, Baxter D (2006) Major
histocompatibility complex class II (DR) antigen and costimulatory
molecules on in vitro and in vivo activated human polymorphonuclear
neutrophils. Immunology 119: 562-571.

Rodriguez FM, Novak ITC (2016) Costimulatory molecules CD80 and
CD86 colocalized in neutrophil extracelular traps (NETs). J Immunol
Infect Dis 3:103.

J Immuno Biol, an open access journal
ISSN:2476-1966

Volume 1 « Issue 4 « 1000113


https://dx.doi.org/10.1126/science.1092385
https://dx.doi.org/10.1126/science.1092385
https://dx.doi.org/10.1038/nri3399
https://dx.doi.org/10.1038/nri3399
https://dx.doi.org/10.1083/jcb.201006052
https://dx.doi.org/10.1083/jcb.201006052
https://dx.doi.org/10.1083/jcb.201006052
https://dx.doi.org/10.1083/jcb.201203170
https://dx.doi.org/10.1083/jcb.201203170
https://dx.doi.org/10.3389/fimmu.2013.00166
https://dx.doi.org/10.3389/fimmu.2013.00166
https://dx.doi.org/10.3389/fimmu.2013.00166
https://dx.doi.org/10.3389/fimmu.2013.00048
https://dx.doi.org/10.3389/fimmu.2013.00048
https://dx.doi.org/10.3389/fimmu.2013.00048
https://dx.doi.org/10.3389/fimmu.2012.00376
https://dx.doi.org/10.3389/fimmu.2012.00376
https://dx.doi.org/10.3389/fimmu.2012.00376
https://dx.doi.org/10.4049/jimmunol.1103414
https://dx.doi.org/10.4049/jimmunol.1103414
https://dx.doi.org/10.4049/jimmunol.1103414
https://dx.doi.org/10.1038/328267a0
https://dx.doi.org/10.1038/328267a0
https://dx.doi.org/10.1038/328267a0
https://dx.doi.org/10.1111/j.1600-065X.2009.00784.x
https://dx.doi.org/10.1111/j.1600-065X.2009.00784.x
https://dx.doi.org/10.1038/nri3405
https://dx.doi.org/10.1038/nri3405
http://jem.rupress.org/content/174/3/561.long
http://jem.rupress.org/content/174/3/561.long
http://jem.rupress.org/content/174/3/561.long
https://dx.doi.org/10.4049/jimmunol.1401876
https://dx.doi.org/10.4049/jimmunol.1401876
https://dx.doi.org/10.4049/jimmunol.1401876
https://dx.doi.org/10.1111%2Fj.1365-2567.2006.02471.x
https://dx.doi.org/10.1111%2Fj.1365-2567.2006.02471.x
https://dx.doi.org/10.1111%2Fj.1365-2567.2006.02471.x
https://dx.doi.org/10.1111%2Fj.1365-2567.2006.02471.x
http://www.annexpublishers.co/articles/JIID/3103-Costimulatory-Molecules-CD80-and-CD86-Colocalized-in-Neutrophil-Extracellular-Traps.pdf
http://www.annexpublishers.co/articles/JIID/3103-Costimulatory-Molecules-CD80-and-CD86-Colocalized-in-Neutrophil-Extracellular-Traps.pdf
http://www.annexpublishers.co/articles/JIID/3103-Costimulatory-Molecules-CD80-and-CD86-Colocalized-in-Neutrophil-Extracellular-Traps.pdf

Hematology & Medical Oncology

Review Article

Oat

open access text

ISSN: 2398-8495

What about the neutrophils phenotypes?

Fernando Marcos Rodriguez! and Ivon Teresa Clara Novak™
Institute of Cell Biology, Faculty of Medical Sciences, National University of Cordoba, Argentina

Abstract

Human neutrophils are in the sights of immunology, since recent research has positioned them as new players in adaptive immunity besides innate immunity. These
leukocytes not only limit their function to phagocytosis, production of reactive oxygen species and generation of neutrophil extracellular traps, but also modulate the
immune response according to the microenvironment and the cell-cell interactions, such as interactions between neutrophils, T' cells and macrophages. This review

summarizes current polymorphonuclear neutrophils research on some phenotypes in scientific literature in murine and human models.

Introduction

Polymorphonuclear (PMN) neutrophils are leukocytes that not
only limit their function to phagocytosis, production of reactive
oxygen species (ROS) and generation of neutrophil extracellular traps
(NETs), but also modulate the immune response according to the
microenvironment where they are and according to the interaction
they establish with others cell types. Neutrophils have a role in the
activation and regulation of innate and adaptive immunity [1]. The
variability of its functions according to its environment, physiological
or pathological condition, and the expression of different surface
markers have allowed to characterize different profiles of neutrophils
in murine and human models.

Interaction between neutrophils, macrophages and T
cells

Inrelation to the interaction between neutrophils and macrophages,
PMNs contribute to the activation and recruitment of macrophages at
the site of infection or in acute inflammation [2]. There is evidence
of the existence of “proinflammatory” and “anti-inflammatory”
neutrophil subsets that show a unique pattern of cytokine and
chemokine production and they differ in receptor expression. It is
possible that these “proinflammatory” and “anti-inflammatory” forms
of neutrophils change the course of the immune response by inducing
M1 or classically activated macrophages and M2 alternatively activated,
respectively [3].

About possible interactions between T cells and neutrophils, the
cytokines IL17A, IL17F secreted by Th17 cells (which play a prominent
role in the immunity against extracellular bacteria and mycotic
infections and have also been related to autoimmune phenomena)
induce a rapid and massive infiltration of the affected tissue by the
neutrophils. Reciprocally PMNs release of chemokines that attract T
lymphocytes to the inflammation sites [4-6] and also cytokines that
influence differentiation and proliferation of T cells [7-9]. Interestingly,
a subset of neutrophils in human systemic inflammation inhibits
T cell functions through Mac-1 [10]. PMN neutrophils can release
extracellular traps (NETs) which trap and kill a variety of microbes,
and they have been proposed with role in T cell sensitization (9). NETs
have been implicated in cancer immunoediting [11]. This NETs are
composed of chromatin, histone and granule proteins [12,13]. Recently

Hematol Med Oncol, 2017 doi: 10.15761/HMO.1000130

has been reported costimulatory molecules CD80 and CD86 colocalized
in NETSs [14,15]. This finding would allow PMNss to exert function as
APCs and modulatory functions of various subpopulations of T cells.
Neutrophils and Th17 cells have been colocalized in tissues of the gut
of patients with Crohn’s disease and in synovial fluid of patients with
rheumatoid arthritis, in tissues isolated from patients with asthma and
in tissues infected with Helicobacter pylori [2]. Neutrophils isolated
from synovial fluid of patients with rheumatoid arthritis express Class
II Major Histocompatibility Complex (MHC) molecules [16].

Major histocompatibility complex class II (DR) antigen and
costimulatory molecules are observed on in vitro and in vivo activated
human PMN neutrophils [17]. Cytoplasmic reservoirs of costimulatory
molecules B7: CD80 mainly within secretory vesicles and CD86 within
secondary, azurophilic granules and secretory vesicles were described
[17].

The initiation of adaptive immune responses requires the
fundamental stage of antigen presentation to T lymphocytes and
currently the area of contact between T cell and an antigen presenting
cell is known as “immune synapse” (SI) [18-20]. In murine models,
neutrophil differentiation to a hybrid cell population exhibiting a
dual phenotype with neutrophil and dendritic cell function [21]
was experimentally described. Other authors demonstrated Class II
restricted antigens presentation [22,23]. Although some neutrophils
have been described at sites of inflammation expressing MHC Class
IT molecules and T-cell costimulatory molecules in mice and humans,
their origin, phenotype and function remain unclear [24].

It is known that PMN neutrophils are considered short-lived cells
in humans, but in inflammation, they increase its longevity. In vitro
studies on leukocyte interactions in samples from patients with serology
positive for Chagas’ disease, the extension of its longevity in cell
culture was observed [25]. Recently has been reported costimulatory
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Table 1. Characteristics of phenotypes of PMN neutrophils.

Reference

Phenotypes

Specie

Characteristics

Iking-Konert, ef al. [29]

PMN MHC II (+)
CD80+, CD86+

Human

Patients with Wegener’s Granulomatosis

5 to 20% of neutrophils are larger and granular, expressing CD80, CD86 and
MHC II

Acquire characteristics of antigen presenting cells

Patients with clinically inactive disease, with low levels of MHC II and CD80
expression

High expression of CD86 regardless of disease activity

CD64 Expression

PMN MHC II (+) and autologous T cells co-cultured with antigen showed
significant T cell proliferation

Cross, et al. [16]

SF neutrophils

Human

Patients with rheumatoid arthritis (RA)
synovial fluid (SF) neutrophils express class Il MHC.

MHC II expression in synovial fluid (SF) neutrophils in cultures of 20 h, Blood

neutrophil cultures from RA patients also expressed MHC 11

8-fold more MHC II expression in synovial fluid neutrophils of patients with RA,
in the presence or absence of GM-CSF or IFN-gamma

CD80 or CD86 expression does not increase significantly

Tsuda, et al.[30]

Mice

PMN subsets distinguished according to their (A) cytokine and chemokine
production, (B) activation of macrophages, (C) TLRs expression, (D) surface
antigen expression

PMN-N can be converted to PMN-I or PMN-II depending on host circumstances

PMN-N

Mice

Obtained from naive mice

No effect on macrophage activation

TLRs expression: TLR-2, TLR-4, TLR-9
surface antigen expression CD49d (-), CD11b (-)

PMN-I

Mice

Obtained from methicillin-resistant Staphylococcus aureus resistant hosts
IL-12, CCL3 production

macrophage activation: Classically activated macrophages

TLRs expression: TLR-2, TLR-4, TLR-5, TLR-8

surface antigen expression CD49d (+), CD11b (-)

PMN-II

Mice

Obtained from methicillin-resistant Staphylococcus aureus sensitive hosts
IL-10, CCL2 production

macrophage activation: Alternatively activated macrophages

TLRs expression: TLR-4, TLR-7, TLR-9

surface antigen expression: CD49d (-), CD11b (+)

Sandilands, et al. [31]

Neutrophils P1, after CD11b-cross
linking

Human

MHC II increases its expression at 2-5 min
CD80 and CD86 do not significantly increase their expression

Neutrophils P2, after CD11b-cross
linking

Human

Increase in cell size

High level of expression of neutrophil activation marker CD64

CD80, CD86 and HLA-DR significantly increase their expression. CD86 does it
at 120 minutes

Express significantly elevated levels of MHC II, its expression is comparable to
the levels expressed in monocytes

CD80, its expression is significantly high compared to that of monocytes

Sandilands, et al. [17]

Neutrophils P1,

Human

After stimulation with phorbol myristate acetate (PMA), CD11b-cross linking,
lipopolysaccharide (LPS), formylated peptides (fMLP)

Smaller PMNs

CD80 significantly increases expression after cross linking

CD86 significantly increases expression

Without stimulation in synovial fluid of rheumatoid arthritis (RA) PMNs P1
were observed, but not in paired blood samples. Increase in cell-surface CD66
expression

Neutrophils P2,

Human

After stimulation with PMA, CD11b-cross linking, LPS, fMLP

Larger PMNs

The phenotype is observed in different percentage according to the activator:
PMA 50%

Cross linking 20%

LPS 24%

fMLP 16%

Not activated 1%

MHC II and CD80 increase significantly

CD86 increases significantly

Without stimulation in synovial fluid of rheumatoid arthritis (RA) PMNs P2
were observed, but not in paired blood samples. Increase in cell-surface CD66
expression

Culshaw, et al. [22]

Mice

Murine neutrophils expressed MHC I at low concentrations compared to
macrophages

Neutrophils pulsed with OVA323-339 for 2 hrs, then co-cultured with transgenic
T lymphocytes for 72 h, induced T-cell proliferation and IL-2 and IFN-gamma
production

Murine neutrophils present Class II restricted antigen
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Hacbarth and Kajdacsy-Balla, [32]
Denny, et al. [33]
Carmona-Rivera and Kaplan, [34]

Low density granulocytes (LDGs)

Low density neutrophils

Human

in PBMCs

isolated from the peripheral blood mononuclear cell fractions, in SLE
High expression of CD15 (to differentiate from monocytes)

Low expression of CD14 (to differentiate from monocytes)

Express CD10 and CD16

Do not express MHC II and CD86

Express surface markers similar to mature PMN

They differ in nuclear morphology that is consistent with immature phenotype
Proinflammatory profile:

High secretion of TNF, IFN I and 11

High ability to generate NETs

Abi Abdallah, et al. [35]

Mice

Neutrophils co-cultured with purified CD4 T cells, expressed MHC II, CD80,
CD86

PMN preincubated with OVA, triggered T-cell proliferation

PMN-pulsed with OVA, increase IFN-gamma and IL-17 production by
cocultured T cells

Clemmensen, et al. [36]

PMN OLFM4(+)

Human

First identification of subset of human neutrophils based on the presence or
absence of granule matrix protein.

OLFM4 suggested in interacting with Catepsin C

OLFM4 is expressed heterogeneously in circulating neutrophils 20-25%
OLFM4 colocalizes with

NGAL (azurophilic granules)

Do not colocalize with MPO

OLFM4 appears in myelocytes

Ostanin, et al. [23]

Neutrophils Gr-1+

Mice

In mice with chronic colitis

Presence of mature and immature neutrophils Mac-1*, Ly6C™, Gr-1"
Expression of CD86, MHC II in neutrophils of colon

Neutrophils induce T cell activation in a dependent MHC II manner

Cloke, et al. [37]

Low density granulocytes (LDGs)

Human

Study in HIV patients (+)

They are colocalized with peripheral blood mononuclear cells (PMBCs) and no
in fraction of red blood cells

They express different levels of phenotypic markers of neutrophils: increased
levels of CD11b, CD15, CD33, CD66b, CD63, and decreased levels of CD16 and
arginase 1.

They increase their frequency in patients with low number of CD4 T cells-
Express Arginasa, CD15

No express CD14

Normal density granulocytes (NDGs)

Human

Sediment with red blood cells
Phenotype varies according to the severity of the disease.

Welin, et al. [38]

Neutrophil OLFM4(+)

Human

OLFM4 up regulation in tumorigenesis

PMN OLFM4 (+) represent 10-30% of the circulating PMNs

There is no functional difference between PMN OLFM4 (+) and (-)

The subset OLFM4 (+) is also found in tissues, generally more activated than
in blood

They also generate NETs and OLFM4 is detected in them

Matsushima, et al. [21]

Neutrophil-dendritic cell

Mice

Neutrophils cultured with GM-CSF

Hybrid cells expressing PMN surface markers
Ly6G

L-selectin

CXCR2

And express surface markers of dendritic cells
CDllc

MHC II

CD80

CD86

Exhibit functionality as APC and release IL-12
Preserve phagocytic function and release of NETs

Geng, et al. [24]

Neutrophil-dendritic cell

Mice

Neutrophils cultured with GM-CSF

Neutrophils detected in inflammatory conditions in the peritoneal cavity, skin,
lung and lymph nodes

Hybrid cells expressing PMN surface markers
Ly6G

L-selectin

CXCR2

And express surface markers of dendritic cells
CDllc

MHC I

CD80

CD86

Exhibit functionality as APC and release IL-12
Preserve phagocytic function and release of NETs
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Suppressor myeloid-derived suppressor cells (MDSCs) have been identified as
tumor suppressor

They represent heterogeneous family of myeloid cells that suppress T cell
activation

*  Immunophenotype
Hao, et al. [39] Immune suppressive neutrophils Human - CDllc bright
- CD62L dim
- CDI11b bright
- CDI6 bright
®  These PMNs could be essential for limiting T cell activation and maintaining
tolerance in inflammatory conditions
®  Cross talk between PMN and gamma delta T cells and invariant mucosal
associated T cells (MAIT) were studied in vitro
®  PMN primed with unconventional T cells expressed
- CD40
- CDo64
- CD83
Davey, et al. [40] PMN antigen cross presenting cell Human - HLA-DR
- CD54
- HLA ABC
*  Aswell as indicators of inflammation
- CXCR3
- CCR4
®  Unconventional T cell primed PMN cross-present antigens to CD8+ T cells.
®  Proangiogenic granulocytes
®  They express high levels of activation markers and proteins related to
angiogenesis
- VEGF A
Amsalem, et al. [41] Decidual neutrophils Human - ARG
- CCL2
®  Similar to PMNs associated with tumors
®  Asignificantly increased proportion of CD45+ CD15+ neutrophils was present
neutrophils in second as compared with first trimester decidua.
Human ®  Study in pregnant women
®  They are found in maternal blood and umbilical cord at the time of parturition
®  They are not in term placenta
NDGs Human ®  NDGs with high expression of Arginasa in maternal blood and umbilical cord
compared to LDGs
®  Low expression of CD63 (azurophile granule release marker) compared to LDGs
®  NDGs of maternal blood and umbilical cord with similar phenotype
®  They are found in maternal blood, placenta and umbilical cord
Ssemaganda, et al. [42] *  Low expression of Arginasa in LDGs of umbilical cord blood, maternal blood
and placenta
®  LDGs with high expression of CD33 (marker of immature neutrophils) in
placenta, maternal blood and umbilical cord
LDGs Human ®  High expression of CD63, CD15 (expressed by mature neutrophils) and CD66b
®  No phenotypic differences in the LDGs of the 3 compartments, except CD66b,
with less expression in placental LDGs compared to those of maternal blood and
umbilical cord
®  Higher frequency of LDGs in umbilical cord blood compared to placenta and
maternal blood
®  Neutrophils of the oral cavity in state of health
Fine, et al. [43] Parainflammatory neutrophils “Paral” Human ®  Size and granularity profile similar to circulating neutrophils
*  Low ROS and NETs production compared to Para2
®  Increased degranulation
®  High expression of activation markers
- CD55
Parainflammatory neutrophils “Para2” Human - CD63
®  Low expression of inhibitory markers
- CDI70
- CDI6
® Increased degranulation
®  They produce more ROS than parainflammatory
Proinflammatory neutrophils Human ®  Size and granularity profile similar to Para2
®  Produce more NETs
®  High expression of activated CD
. ®  PMN stimulated with LPS and OVA
Rodriguez and Novak, 2016 [14] Human ®  Costimulatory molecules CD80 and CD86 colocalized in NETs
®  Tumor associated neutrophils
®  Human gastric cancer
Wang et al., 2017 [44] Neutrophils PD- L1+ Human : QD54+ . . .
v ®  high level immunosuppressive molecule programmed death-ligand 1 (PD-L1).
.

Tumour-infiltrating PD-L 1+ neutrophils exhibit immunosuppressive function and
are correlated with disease stage and poor patient survival
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Zou, et al. 2017 [45] Neutrophils N2 Mice

molecules and extracellular traps in patients with serology positive for
Chagas’ disease and that was related with autoimmunity phenomena
[26]. Suppressive IL-10-producing neutrophils were found in this
parasitosis in a murine model, reducing inflammation and mortality
during T. cruzi infection through IL17RA-signaling [27].

About of the role of PMNSs in tumor development, polarization of
Tumor-Associated Neutrophil (TAN) was reported. “N1” phenotype
(anti-tumorigenic)) express higher levels of proinflammatory
cytokines, they are hypersegmented, and cytotoxic to tumor cells.
TGEF-P presence defines differentiation toward “N2” phenotype
(pro-tumorigenic) [28].

This review attempts to synthesize the characteristics of PMN
neutrophils, from some phenotypes observed in scientific works (Table 1).

Conclusion

Neutrophils are very interesting cells implicated in innate and
adaptive immunity. There are many described phenotypes of PMN
neutrophils, but there are heterogenea descriptions in literature,
because parameters, methods, specie, tissue, biomarkers, are different.
Anyway, these studies are very useful in the context of the one
developed avoiding the extrapolation.
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