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RESUMEN

INTRODUCCION: las trampas extracelulares de neutréfilo (NETS) son estructuras en forma de red compuestas de ADN y
proteinas granulares que el neutr6filo libera al espacio extracelular en respuesta a diferentes estimulos. La NETosis es
un mecanismo de muerte celular, que ademas cumple una funcién microbicida destruyendo o inhibiendo el crecimiento
de microorganismos.

OBJETIVO: describir el proceso para inducir, visualizar y cuantificar la formacién de NETs en neutréfilos humanos.

METODOS: se aislaron neutrdfilos de sangre periférica de individuos sanos y se indujo la producciéon de NETs
utilizando diferentes concentraciones de PMA a determinados tiempos. La liberacién de ADN se cuantificé por
espectrofluorimetria y se evalu6 la morfologia de las NETs utilizando microscopia de fluorescencia. Los analisis
estadisticos se realizaron con los programas SPSS 17.02 y GraphPad Prism 6.

RESULTADOS Y CONCLUSIONES: en el presente trabajo se describe un método que sirve para inducir NETs utilizando
neutréfilos humanos, el cual es comparable con otros estudios descritos en la literatura. Los resultados y técnicas
descritas aqui se pueden aplicar en ensayos que busquen evaluar el proceso de formacién de NETS 7z vitro y tiene como
intensién brindar herramientas metodoldgicas a los investigadores que deseen estudiar este proceso celular.

PALABRAS CLAVE: estandarizacién, neutréfilos, Nets, netosis, Phorbol 12-myristate 13-acetate, trampas extracelulares
de neutrofilos.
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ABSTRACT

INTRODUCTION: Extracellular  Neutrophil ~Traps
(NETs) are network structures, composed of DNA
and granular proteins, which are released by neutro-
phils in the extracellular space in response to different
stimuli. NETosis is a mechanism of cell death, which
also has a microbicidal function by destroying or inhi-
biting the growth of microorganisms.

OBJECTIVE: To describe a procedure to induce, vi-
sualize and quantify the formation of NETSs in human
neutrophils.

METHODS: Peripheral blood neutrophils were isola-
ted from healthy individuals. NETs production was
induced using different concentrations of PMA at
specific times. The release of DNA in the extrace-
llular space was quantified by spectrofluorimetry, and
the morphology of NETs was evaluated by fluores-
cence microscopy. Statistical analyses were performed
using the SPSS and GraphPad Prism programs.

RESULTS AND CONCLUSIONS: This study describes a
method used to induce NETs in human neutrophils,
which is comparable with other studies published in
scientific literature. These results can be applied in as-
says that seek to evaluate the formation of NETSs iz
vitro and can hopefully be useful for researchers who
wish to study this cellular process.

KEY WORDS: Standardization, Neutrophils, NETS,
Netosis, Phorbol 12-myristate 13-acetate, Extracellu-
lar neutrophil traps.

INTRODUCCION

Los polimorfonucleares neutréfilos (PMNN) son
los leucocitos mas abundantes en sangre periférica, se
producen en médula 6sea y una vez en circulacién,
su perfodo de vida es de unas pocas horas. Son las
primeras células que se reclutan y responden durante
un proceso infeccioso.' Su accién microbicida consis-
te en la fagocitosis y liberaciéon de enzimas y produc-
tos proteoliticos al medio extracelular; sin embargo,
recientemente se describié una nueva estrategia mi-
crobicida que a su vez constituye un nuevo modelo
de muerte celular denominado NETosis.” La NETo-
sis es un proceso de muerte del neutréfilo diferente
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de apoptosis y necrosis que consiste en la liberacion,
al medio extracelular, de ADN, histonas y proteinas
granulares en forma de redes denominadas “Tram-
pas Extracelulares de Neutréfilos” (NETs, por sus
siglas en inglés). Estas trampas tienen la capacidad de
atrapar microorganismos, promover su destruccion y
evitar su propagacion.”® Las NETSs juegan un doble
papel a nivel inmunolégico, si bien pueden servir para
controlar infecciones, al mismo tiempo se han aso-
ciado con el desarrollo de autoinmunidad, vasculitis,
inmunodeficiencias y procesos neoplésicos.”"

La formacién de NETs es un proceso secuencial
que depende del tiempo y del tipo de estimulo utiliza-
do.**'* En primer lugat, el neutréfilo debe ser activa-
do, algunos de los estimulos comunmente usados son:
PMA (forbol 12-miristato-13 acetato)™'?, intetleuqui-
nas 8 y 17, bacterias,*"® hongos,'®!” parisitos™'® y
virus.!'”? Una vez se induce la activaciéon celular, el
sistema NADPH oxidasa se ensambla y se inicia la
sintesis de especies reactivas del oxigeno (ROS, por
sus siglas en inglés), esto da lugar a la descondensa-
ci6én de la cromatina y la degradacién de la membra-
na nuclear.” Las proteinas liticas contenidas en los
granulos, tales como elastasa y mieloperoxidasa, que
cumplen una funcién microbicida, se unen al ADN,
este proceso se conoce como estadio temprano de
NETosis.”** Finalmente se produce la degradacion
parcial de la membrana celular y se libera al medio
extracelular el contenido de ADN vy proteinas granu-
lares formandose una estructura en forma de red que
puede evidenciatse por microscopia.*?

En los estudios publicados sobre NETS, los pro-
cedimientos para inducir, visualizar y cuantificar las
redes son muy heterogéneos y hasta la fecha no hay
uniformidad entre los investigadores que acepte
como “método estandar de oro” una metodologfa en
particular.”** No obstante, es necesario estandarizar
métodos para evaluar la formacién de NETs y de esta
forma garantizar la confiabilidad y reproducibilidad
de los resultados. En este estudio describimos una
metodologia detallada para determinar la formacién
de NETs en humanos, y que permite una evaluacién
completa del proceso de NETosis que va desde la ob-
tencion y estimulacion de neutréfilos humanos, hasta
la visualizacién y cuantificacién de la formacion de
estas estructuras.
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METODOS

POBLACION DE ESTUDIO

Se utiliz6 sangre venosa de individuos sanos, entre
los 18 y 30 afios. Todos los procedimientos se ajus-
taron a la resolucién 8430 de 1993 del Ministerio de
salud de Colombia. Asi mismo se tuvo el aval del Co-
mité de Bioética para la investigaciéon en Humanos de
la Sede de Investigacién Universitatia de la Universi-

dad de Antioquia.

AisLAMIENTO DE NEUTROFILOS

Para la extraccién de PMNN se compararon dos
técnicas basadas en gradiente de densidad, Dextran-
Ficoll (Sigma 10771%) y Polymotphprep (AXIS-
SHIELD, Norway). Para la primera, una parte de san-
gre anti-coagulada con citrato de sodio se mezclé con
dos partes de Dextran al 6 % con NaCl al 0,9 %, la
mezcla se dej6 sedimentar por 45 minutos a tempera-
tura ambiente. Pasado este tiempo, se colecté la frac-
ci6én superior de células, correspondiente a leucocitos
y se hizo un lavado con solucién salina tamponada
con fosfato (PBS) (Invitrogen). La suspension de cé-
lulas se dispuso sobre el mismo volumen de Ficoll y
se centrifugd a 400 g por 30 minutos a 4°C, se colectd
la capa de PMNN vy se hizo un lavado adicional con
PBS. En la segunda técnica, sangre anti-coagulada con
EDTA se deposité en una relaciéon 1:1 sobre Poly-
morphprep y se centrifugd a 500 g por 40 minutos a
temperatura ambiente. Posteriormente, se colect6 la
porcién de PMNN vy se realizé un lavado con PBS. Fi-
nalmente, para ambas técnicas, los neutréfilos se sus-
pendieron en RPMI 1640, se evalué el rendimiento de
cada técnica segun el nimero de neutréfilos extraidos
por mililitro de sangre y se determiné la viabilidad de
estas células con azul de tripano.

INpuccion De NET

En una camara de cultivo Lab-Tek (Termo Fis-
her, ref 154534), se dispusieron en cada pozo 2.5x10°
PMNN suspendidos en RPMI 1640. Las células se de-
jaron adhiriendo por 30 minutos a 37°C en 5 % de CO.,,
Pasado este tiempo, se adicioné PMA a concentraciones
de 25, 50 y 100 nM y como control negativo se usaron
células sin estimulo. Las células se incubaron por 3 ho-
ras con el fin de determinar los cambios morfolégicos
que se presentan durante este tiempo. De forma conse-
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cutiva, cada 30 minutos hasta el final de la incubacion,
los pozos se fijaron con paraformaldehido al 4 %. La
tincién del ADN se hizo con Sytox Green (Molecular
Probes) a una concentraciéon final de 2.5 uM. Las pla-
cas se observaron con un microscopio de fluorescencia
(Olympus BX60) y las imagenes se obtuvieron con una
camara Zeiss AxioCam Color tipo 412312.

INMUNODETECCION DE LA ELASTASA DE NEUTROFILO

Para la determinacion de la elastasa extracelular li-
berada durante la formacion de las NETS, los PMNN
estimulados con 50 nM de PMA por 3 horas, se fijaron
con 4 % de paraformaldehido a temperatura ambien-
te. Posteriormente las células se bloquearon con una
solucién de PBS suplementada con 2 % de albumina
sérica bovina (ASB), 2 % de suero de cabra y 0,5 % de
Tween-20 durante 1 hora a temperatura ambiente. A
continuacion, se adicioné el anticuerpo anti-elastasa de
neutréfilo (Abcam ab21595) en una proporcion 1:80 y
se dejé incubar una hora a temperatura ambiente, se rea-
liz6 un lavado con PBS y se incubaron las células con el
anticuerpo secundario conjugado con Alexa fluor 488
(Invitrogen 11008) en una proporcién de 1:400; ambos
anticuerpos se utilizaron disueltos en PBS suplemen-
tado con ABS al 2 %. Luego se realizé la tincion del
ADN utilizando 5 pg/ml. de Hoecsht 33432 (Molecu-
lar Probes H1399) durante 15 minutos. Después de tres
lavados de 5 minutos con PBS a temperatura ambiente,
las placas se cubrieron con una gota de Prolong Gold
Antifade (Molecular Probes) y se observaron en un mi-
croscopio de fluorescencia (Olympus BX60). Las ima-
genes se obtuvieron con una camara Zeiss AxioCam
Color tipo 412-312 y su edicién se hizo mediante el
programa Photoshop CS5.1.

CuanTIFICACION DE LAS NETs
2.5x10° PMNN resuspendidos en RPMI 1640 fue-

ron dispuestos por pozo en platos negros de 96 pozos
(Greiner Cell Star, Sigma MO562) y estimulados con
25, 50 y 100 nM de PMA, y como control negativo
se utilizaron células sin estimulo. Se adicioné a cada
pozo 5 uM de Sytox Green. Las células se incubaron
a 37°C en 5 % de CO, durante 5 horas. La fluores-
cencia del Sytox Green se cuantificé cada 60 minutos
en un espectrofluoréometro SpectraMax Gemini EM
utilizando una longitud de onda de excitacién de 488
nm y emisién de 510 nm a 37°C. E1 100 % de fluores-
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cencia de ADN emitida por las células se determind
adicionando 0,3 % de Tritén X-100 a pozos con los
diferentes tratamientos. Con el fin de comprobar la
presencia de ADN extracelular en el medio, se adicio-
naron 0.017 U/ul. de DNasa (Invitrogen AM2239)
después de 2 horas de estimulacién. Después de cada
lectura, las células se incubaron nuevamente a 37°C
en 5% de CO,. Estos resultados fueron expresados
como Unidades Relativas de Fluorescencia (URF).
Por dltimo, para cuantificar el porcentaje de ADN ex-
tracelular se utilizo la siguiente formula.”
% ADN total

((fluorescencia de células con PMA) -

(fluorescencia de células con DNasa)
= x 100

fluorescencia de células con Triton

ANALISIS ESTADISTICO

Para el andlisis de los resultados se emplearon los
programas GraphPad Prism 6 y SPSS Statistics 17.0.2.
La diferencia de medianas se evalué mediante U de
Mann Whitney y H de Kruskal Wallis. Un valor de
P menor de 0,05 se consideré como criterio para de-
terminar una diferencia estadisticamente significativa.

RESULTADOS

EFICIENCIA EN LA SEPARACION DE NEUTROFILOS

La separacién de los PMNN fue mis eficiente uti-
lizando el Polymorphprep; como se presenta en la Ta-
bla 1. El nimero de neutréfilos obtenido por mililitro
de sangre utilizada fue aproximadamente el doble con
respecto al obtenido mediante el método Dextran 6 %

y Ficoll 1077 (valor P 0,000). Por su parte, la viabilidad

celular con ambos métodos fue similar, ambas con un
rango entre el 94 % y 100 % de células vivas. El tiem-
po para realizar la separacién celular con Polymorph-
prep fue de aproximadamente una hora, mientras que
con el método de Dextran Ficoll 1077 el procedimien-
to tomo en promedio 2 horas y 30 minutos.
Formacion be NETSs INDUCIDA POR AccION DE PMA.

La producciéon de NETs fue proporcional al au-
mento en la concentracién de PMA y al tiempo de es-
timulacién (Fig, 1). Con la concentracion de 25 nM de
PMA se observa como a los 30 minutos la mayoria de
las células aun conservan su morfologia nuclear tipica
y son similares a las células sin estimulo, al cabo de 90
minutos, el nicleo de algunas células empieza a verse
descondensado, lo que corresponderia a lo descrito
como fase temprana en la formacién de NETSs. Se ob-
serva, en algunos casos, ADN en el espacio extrace-
lular formando estructuras compatibles morfolégica-
mente con NETs; se ven como redes de ADN que se
extienden desde el nuicleo de la célula hacia el exterior
con longitudes variables; después de 150 minutos se
observa una mayor cantidad de estas estructuras en el
espacio extracelular. Por su parte, con 50 nM de PMA,
el grado de estimulacién es mayor, a los 30 minutos se
aprecia una escasa liberacién de ADN que aumenta
con el tiempo de incubacién, hasta llegar a los 150
minutos, cuando se observa gran cantidad de redes
que cubren todo el campo visual. Finalmente, con 100
nM de PMA, la liberacion de NETSs fue mucho mas
evidente; desde los 30 minutos de incubacién se apre-
cian redes que después de 90 minutos ocupan toda
la placa con estructuras de gran tamafio y neutréfilos
aglomerados. Durante todos los intervalos de tiempos
evaluados el control negativo no sufrié cambios apre-
ciables en la morfologfa nuclear.

Tabla 1. Caracteristicas de desempefo de los métodos empleados para el aislamiento de neutréfilos (PMNN)

METODO Numero de PMNN obtenidos a partir de 1 mL de sangre Viabilidad IC 95%

Dextran/Ficoll 1077 (n9)
Polymorphprep (n12)

1,1x106.(0,9x 106 — 1,4 x 106)
2,4x106(2,0 x 106- 2,9 x 106)
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94-99%
96-100%

0,000
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30 minutos 90 minutos 150 minutos

B.
PMA (25 nM)
C.
PMA (50 nM)
D.
PMA (100 nM)

Figura 1. Formacion de NETs después de la estimulacién con PMA en neutrdfilos humanos. Imagenes representativas de 3 repeticiones.
Se observa la presencia de ADN intra y extracelular mediante tincion con Sytox Green, se evidencian los cambios morfolégicos que se
presentan en el neutrdfilo durante el proceso de liberacion de NETs a los 30, 90 y 150 minutos. A, Neutrdfilos sin estimulo. B, Neutrofilos
estimulados con 25 nM de PMA. C, Neutroéfilos estimulados con 50 nM de PMA. D, Neutrdfilos estimulados con 100 nM de PMA. Todas las
imagenes fueron obtenidas mediante microscopia de fluorescencia con un aumento de 40X.

A

PMA (-)

Co-LOCALIZACION DE ELASTASA CON ADN CONFIRMA LA PRE- mientras el ADN permanece todo el tiempo en la re-
senciA DE NETs gi6én nuclear (Fig. 2). En los neutréfilos estimulados

Durante el proceso de formacién y liberacién de con PMA, la elastasa se observa tanto en el espacio

NETSs la proteina granular elastasa y el ADN se fu- intra como extracelular, se puede apreciar como se lo-

caliza en la misma regién que ocupa el ADN descon-

sionan y son liberados conjuntamente al espacio ex- S
densado al interior de la célula, asi como en el ADN

tracelular. En las células no estimuladas, l1a elastasa

se observa en la porcién citoplasmatica de la célula liberado al medio extracelular.
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A.
HOESCHST

PMA ( -)

PMA 50 nM

ANTI-ELASTASA ALEXA 488

B C.
SUPERPOSICION

Figura 2. Identificacion de NETs mediante anticuerpos anti-elastasa en neutréfilos estimulados con PMA. A, se observa la ubicacién del
ADN en neutrofilos tefidos con Hoeschst (Azul) que fueron tratados con 50 nM de PMA o sin tratamiento. B corresponde al mismo campo
de células, marcadas con el anticuerpo anti-elastasa acoplado al fluorocromo Alexafluor 488 (verde). C corresponde a la superposicion de
las imagenes observadas con Hoeschst y anti-elastasa. Todas las imagenes fueron obtenidas mediante microscopia de fluorescencia con

un aumento de 63X.

CUANTIFICACION DE NETs POR ESPEC-
TROFLUORIMETRIA

La cantidad de ADN liberado al medio extracelu-
lar fue proporcional al tiempo de estimulacién, pero
no a la concentracién del estimulo. Como se observa
en la figura 3, la concentracién de ADN extracelular
se detecta por espectrofluorimetria desde la primera
hora de estimulacién y aumenta exponencialmente
hasta las 4 horas; finalmente, al término de las 5 horas
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se libera todo el contenido nuclear al medio, en este
punto se iguala la cantidad de ADN al de las células
tratadas con triton. Durante todo el tiempo de eva-
luacién, el control negativo conservé bajos niveles de
fluorescencia, encontrandose diferencias significativas
entre este y las células estimuladas con PMA a partir
de la tercera hora (P<0,0001). Sin embargo, por este
medio de cuantificaciéon no se encontraron diferencias
significativas cuando se compararon entre si las con-
centraciones de PMA (p>0,05).
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Figura 3. Cuantificacién de NETs mediante espectrofluorimetria. A, Neutrdfilos estimulados con 25, 50 y 100 nM de PMA, por un tiempo
maximo de 5 horas, cada hora se hizo la medicion de fluorescencia de ADN unido a Sytox Green. Se utiliz6 0.3% de Triton-X100 como
medida del 100% de fluorescencia emitido por las células. En la figura se observan las Unidades Relativas de Fluorescencia (URF) detectadas
en neutrofilos no estimulados (@), y estimulados con PMA 25 nM (B), 50 nM (A) y 100 nM (4), o tratadas con Triton-X100 (4) durante el
mismo tiempo. La liberacion de ADN empieza a ser estadisticamente diferente del control negativo a partir de las 3 horas de estimulacién
y continta hasta las 5 horas. **** P < 0.0001. B, Comparacién del porcentaje de ADN liberado por los neutréfilos al medio en forma de
NETs después de la estimulacién con 25 nM, 50 nM y 100 nM de PMA durante 3, 4 y 5 horas. El porcentaje de ADN liberado con cada
concentracion del estimulo es significativamente mayor al del control negativo, pero no se encontraron diferencias al comparar entre las
concentraciones de PMA empleadas. (**** P < 0.0001. ** P < 0.01, ns: no significativo (n=3).

LA DNAsA DEGRADA LAS NETs

Al adicionar la enzima DNasa al medio, esta de-
grada el contenido nuclear que se encuentre fuera de
la célula. Como se puede observar en la figura 4, en
presencia de DNasa, en las células estimuladas con
50 nM de PMA, se produjo una disminucién signi-

2107+

1x1034

5x102

Unidades Relativas de Fluorescencia

ficativa en la cuantificacion del ADN en todos los
tiempos de medicién. En las células sin estimulo no
se encontraron diferencias significativas después de la
adicién de la enzima, lo que confirma que la fluores-
cencia se debe al ADN liberado al exterior de la célula

en forma de NETs.

Sin estimulo
EZA Sin estimulo + DNAsa
EXE PMA 50 nM
E=3 PMA 50 nM + DNAsa

Tiempo de estimulacién (horas)

Figura 4. Degradacion de NETs por accion de la DNasa. Neutrdfilos estimulados con 50 nM de PMA, durante 3, 4 y 5 horas. Después de
dos horas de estimulacion se adicion6 la enzima ADNasa para degradar el ADN extracelular presente en el medio. Luego de adicionar la
ADNasa, la cantidad de fluorescencia del ADN disminuy® significativamente en los neutréfilos estimulados con PMA, pero no en las células

del control negativo. **** P<0.0001. ns: No significativo (n=3)
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DISCUSION

El presente estudio describe una metodologia con
la cual se induce, visualiza y cuantifica las trampas ex-
tracelulares de neutréfilos humanos, y puede usarse
como una gufa para la elaboracién y estandarizacion
de protocolos en la evaluacién de NETs. Este proceso
celular esta siendo ampliamente estudiado para diluci-
dar su importancia y posibles implicaciones en pro-
cesos infecciosos, enfermedades autoinmunes como
el lupus eritematoso sistémico, complicaciones como
la vasculitis, el cancer e inmunodeficiencias.”'! El de-
sarrollo de procedimientos como el aqui descrito, que
permiten obtener estas redes 7 vitro, es el primer paso
en cualquier investigacién que pretenda adentrarse a
entender este fendémeno celular.

El proceso completo de induccién y formacién
de NETs tarda entre 3 y 5 horas’, es recomendable
utilizar un método de separacién de PMNN eficiente
para disminuir el riesgo de activacion de las células
por vias diferentes a las deseadas. En nuestro caso, el
método en el que se utilizé el Polymorphprep fue el
que mas se ajusto a estas caracteristicas, la obtencién
de los PMNN tardé solo una hora, se obtuvo un ma-
yor numero de neutréfilos y la viabilidad de las células
fue cercana al 100 %. Es importante mencionar que
existen otros métodos de separacién de neutréfilos
humanos que pueden ser revisados en la literatura.’'*

E1PMA esunactivador dela proteina quinasa C,y se
ha descrito como un potente inductor de la formacién
de NETs.*® Sin embargo, no estd totalmente claro
cudl es su papel en este proceso celular. Se sabe que
activa la producciéon de ROS por medio del sistema
NADPH oxidasa™* y a su vez se ha demostrado
que estos compuestos oxidantes son indispensables
para la NETosis.™ Fush y colaboradores en el
2007, demostraron que neutréfilos de pacientes
con mutaciones en el sistema NADPH oxidasa
eran incapaces de producit NETs’ y luego Bianchi
en 2009 reportd, como después de terapia génica
estos pacientes restauraban la capacidad de formar
NETs', también se ha demostrado que la inhibicién
de la produccién de ROS previene la formacién de
NETs.> Sin embargo, estudios recientes sugieren
la existencia de mecanismos independientes de ROS
para el proceso de NETosis.”*”
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Las NETs se componen de fibras de cromatina
de aproximadamente 15 nm con dominios de protei-
nas de 25 nm que alcanzan diferentes longitudes® y
en general las caracteristicas morfolégicas observadas
en nuestro estudio son compatibles con lo publicado
por otros autores.'****! Nosotros evidenciamos, por
medio de microscopia, que cuando se incremento la
concentraciéon de PMA y el tiempo de estimulacion,
mayor fue la cantidad de redes extracelulares presen-
tes; estos resultados son consistentes con varios au-
tores que han reportado que la liberacién de NETs
por accién de PMA depende de la concentracién y
el tiempo de estimulacion.”** Sugerimos que si se de-
sea hacer una caracterizacién morfolégica de NETs
usando PMA como estimulo se usen concentraciones
entre 25 y 50 nM, dado que, con concentraciones ma-
yores, como 100 nM, las células liberan gran cantidad
de NETs y tienden a formar acimulos. Un tiempo
de estimulacién entre 120 y 150 minutos es suficiente
para inducir la formacién de estas redes extracelulares
en PMNN humanos.

La observaciéon de ADN fuera de la célula median-
te microscopia no es suficiente para confirmar la pre-
sencia de NETs, si bien el ADN es la molécula mas
abundante de estas redes, siempre se encuentra acom-
pafiado de proteinas®** y debido a que estructuras
como fibrina pueden ser confundidas con NETs, se
hace imprescindible comprobar la presencia de al me-
nos una proteina en asocio con el ADN extracelular.*
En nuestro caso comprobamos la presencia elasta-
sa, una proteina contenida en los granulos citoplas-
maticos del neutréfilo, que ademas ha sido descrita
como un componente fundamental en la estructura
y formacién de las NETs puesto que juega un papel
fundamental en la citrulinacién de las histonas, lo que
favorece la descondensacién del ADN.2%

La cuantificacién de NETs por medio de espec-
trofluorimetria permite evaluar la cantidad de ADN
extracelular liberado por los PMNN cuando se es-
timulan con PMA. La emisiéon de fluorescencia del
Sytox Green, un intercalante de ADN impermeable
en células vivas, incrementa cuando se une al ADN
y esta caracteristica permite cuantificar la cantidad de
ADN extracelular presente en una muestra.” Eviden-
ciamos que la formacién de NETS se presenta de ma-
nera exponencial aproximadamente hasta las 4 horas
de estimulacién y a partir de este punto la liberacién
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de ADN tiene un comportamiento mas lento, debido
probablemente a que se ha liberado casi el 100% de
ADN contenido en la célula, la intensidad de fluores-
cencia en tiempos mas prolongados de estimulacién
fue comparable con la de las células lisadas por triton.
Bajo el efecto del PMA, las células liberan el ADN a
medida que van produciendo NETS, por su parte el
triton lisa las células desde el comienzo del estimulo y
representa la fluorescencia total que se puede alcanzar
en cada punto de medicién.

En el primer reporte de formacion de NETs en
humanos se demostré, por el mismo método de es-
pectrofluorimetria, que la produccién de NETSs era
dependiente de la concentracién de PMA?; sin embar-
go, en nuestro estudio no encontramos diferencias es-
tadisticamente significativas cuando comparamos tres
concentraciones de PMA, este hallazgo también se
ha reportado en otros trabajos que han utilizado este
mismo método de cuantificacién.’™!” Probablemente,
la sensibilidad del método de espectrofluorimetria no
permite diferenciar claramente entre concentraciones
similares a las empleadas en nuestro estudio, mien-
tras que la microscopia si permite evidenciar cambios
morfolégicos diferenciales en funcién de la concen-
traciéon de PMA. Es de anotar, que la cuantificacién
de NETs por microscopia estd sujeta a la variacién
dada por la subjetividad del analista. Por lo anterior, se
ha convertido en una necesidad desarrollar estrategias
alternativas para cuantificar la formacién de NETSs de
manera automatica, recientemente se ha reportado el

uso de citomettia de flujo,”’* y anilisis visuales con

24,4849 28,47

procesadores de imagenes, entre otros.

CONCLUSIONES

En conclusién, en el presente trabajo se logré des-
cribir un método que sirve para inducir la formacién
de NETs utilizando neutréfilos humanos, el cual es
comparable con otros estudios descritos en la literatu-
ra. Los resultados obtenidos aqui se pueden aplicar en
ensayos que busquen evaluar el proceso de formacion
de NETSs 77 vitro en neutréfilos humanos y esperamos
sea de ayuda para investigadores que deseen estudiar
este proceso celular.
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