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Resumen

La capacidad de respuesta de las células a diferentes estimulos depende de
que expresen receptores que, al unirse con su ligando, activan vias de
sefalizacion que derivan, en algunas ocasiones, en cambios en la expresion
génica. Durante la respuesta inflamatoria en leucocitos y otras ceélulas de
estirpe no inmunoldgica, el lipopolisacarido (LPS) de bacterias Gram-, asi
como otros patrones moleculares asociados a patégenos (PAMPs), pueden
ser reconocidos por receptores de patrones moleculares asociados a
patogenos o dafio (PRRs), con lo que se fosforila p38 que activa al factor de
transcripcion AP-1, favoreciendo asi la expresion de quimiocinas y citocinas
pro-inflamatorias. Por otro lado, citocinas como GM-CSF e IL-10 que al unirse
a sus receptores, inducen la fosforilacion de transductores de sefial como
STAT-5 y STAT-3 que activan la expresion de diversos genes, incluyendo los
involucrados en proliferacion y diferenciacién celular, apoptosis, y aquellos
relacionados con la respuesta inflamatoria. Varias evidencias sugieren que la
respuesta inflamatoria se modifica si se exponen previamente las células a
otros estimulos. Asi, en procesos como el sindrome de respuesta inflamatoria
(SIRS) o en sepsis, se sugiere que el ambiente pro-inflamatorio sistémico
induce alteraciones funcionales de los leucocitos que condiciona a los
pacientes a mayor susceptibilidad a infecciones agregadas. Sin embargo, al
momento se ignora si en pacientes con SIRS o sepsis estas alteraciones
funcionales incluyen el re-direccionamiento de las vias de sefializacion
activadas por PAMPs o citocinas. El Western Blot es un método
frecuentemente utilizado para estudiar las proteinas fosforiladas a partir de
homogeneizados o lisados celulares, que entre sus desventajas presenta el
requerimiento de gran numero de células, asi como que los niveles de
fosforilacion detectados representan el valor promedio de todas estas células,
por lo que, en muestras con celularidad heterogénea, es imposible
discriminar la activacién diferencial de cada tipo celular. La técnica de
citometria de flujo permite evaluar los estados de fosforilacion en células
integras e individualmente, por ejemplo, en sangre periférica, se puede
evaluar la respuesta que cada leucocito tiene ante diferentes estimulos
inflamatorios.Como primer paso para evaluar la sefalizacion en leucocitos de

pacientes con SIRS/sepsis, nos planteamos estandarizar la técnica de



citometria de flujo para detectar las formas fosforiladas de STAT-3, STAT-5y
p38 en leucocitos humanos de sangre periférica. Se estimularon 50 yL de
sangre periférica de un voluntario sano o paciente con SIRS/sepsis, con IL-
10, GM-CSF 6 LPS durante 15 minutos. Se permeabilizaron las células con
metanol al 70% y se incuban 1 h con los anticuerpos de identificacion a-CD45
, a-CD14 y a-STAT-3, a-STAT-5 6 a-p38, de acuerdo al estimulo. Se observo
que con LPS se induce la fosforilaciéon de p38 tanto en monocitos como en
granulocitos, mientras que la fosforilacion de STAT-3 en respuesta a IL-10 se
da tanto en monocitos como linfocitos. En los granulocitos y monocitos,
aunque no en los linfocitos, se induce la fosforilacion de STAT-5 por GM-
CSF. Pudimos comprobar en pacientes con sepsis que, en referencia a
sujetos sanos, es menor la activacion de p38 ante LPS y mayor la
fosforilacion de STAT-3 y 5. En conclusion, la estandarizacion lograda de la
metodologia nos permitira, con pequefos volumenes de sangre periférica
como muestra, analizar a nivel unicelular la respuesta de diferentes
leucocitos circulantes de sujetos sanos y de aquellos con patologias

inflamatorias complejas.



Introduccién

Los procesos celulares pueden ser activados por estimulos extracelulares,
los cuales en algunas ocasiones son reconocidos por receptores ubicados en
las membranas de estas células. Este reconocimiento ligando-receptor puede
derivar en modificaciones en la permeabilidad o arquitectura de la membrana
plasmatica, asi como también puede tener efectos sobre otros organelos
como mitocondrias, aparato de Golgi, reticulos o el nucleo, en donde se
asocia con activacion o inhibicion de la expresion génica. Aun cuando el
ligando extracelular no sea internalizado en la célula, estas respuestas son
posibles gracias a las llamadas vias de sefalizacion, de segundos
mensajeros o transduccion de sefiales, que se caracterizan por la activacion
o0 inactivacion secuencial de proteinas efectoras que derivan en la
modificacion de la funcion celular. En varias de estas vias de sefalizacion la
activacion de las proteinas efectoras depende de la fosforilacion o
desfosforilacion de las mismas, por lo que uno de los primeros efectos del
estimulo inicial sera sobre la actividad de las cinasas y/o fosfatasas que
participan en la via acoplada al receptor, lo que a su vez modificara los
estados de fosforilacion de sus sustratos. De alli que varias de las técnicas
que estudian la transduccion de sefales se enfoquen en las fosfoproteinas o
formas fosforiladas de estas proteinas efectoras. Algunas de las vias de
transduccion mejor descritas corresponden al sistema
receptor/efector/segundo mensajero. Por ello es frecuente tanto nombrar

como estudiar las vias de acuerdo a estos componentes.

- Vias de senializacion JAK-STAT y MAPK

Los receptores tirosin-cinasa (6 RTK por Receptor Tyrosine Kinases) median
las respuestas de las células ante distintos inductores, como factores de
crecimiento, hormonas, quimiocinas y citocinas. Estos RTK son
glicoproteinas transmembranales que poseen un dominio tirosina cinasa
intracelular, que activa a las proteinas efectoras mediante fosforilacion.
Existen principalmente cuatro vias de sefializacidn que se inducen por

miembros de la familia de los RTK: 1) cinasas activadas por mitdgenos (6



MAPK por Mitogen activated protein kinase), 2) Fosfotidilinositol 3 cinasa (6
PI3K por Phosphatidylinositol 3 kinase), 3) JAK-STAT (6 por Janus Activated
Kinase y Signal Transducers and Activators of Transcription) y 4) Fosfolipasa

Cy (6 PLC y por Phospholipase C vy). !

La via de JAK-STAT, se induce principalmente con la presencia de citocinas
y factores de crecimiento. Participa en multiples respuestas, entre las que se
incluyen proliferaciéon, diferenciacion, migracion, apoptosis, y supervivencia
de las células, dependiendo de la sefial, el tejido, y el contexto celular. Asi,
las vias JAK-STAT son esenciales para procesos como geénesis de glandulas
mamarias, hematopoyesis, desarrollo de células del sistema inmunoldgico, y

la respuesta inflamatoria®.

En la actualidad se conocen cuatro miembros de la familia de JAKs en los
mamiferos: JAK-1, JAK-2, JAK-3 y Tyk-2, las cuales se constituyen por

aproximadamente mil aminodcidos °.

Cuando algun receptor acoplado a estas proteinas efectoras se une a su
ligando, ocurren cambios conformacionales que favorecen que las JAK,
puedan fosforilarse entre si (la una a la otra). Las proteinas JAK fosforiladas
ejercen su actividad de cinasa sobre las proteinas STATs (STAT-1, STAT-2.
STAT-3 , STAT-4, STAT-5a , STAT-5b 6 STAT-6) las cuales se dimerizan y
entran al nucleo , en donde se unen directamente al ADN para modular la

transcripcion de diferentes genes (Figura 1)*
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Figura 1: Esquema general de la sefializacion por citocinas
(Modificado de Matsukawa 2007)

Como se menciono previamente, la via de sefalizacion de MAPK es parte de
los RTK. Esta es una via ubicua, utilizada en diferentes tipos de células
eucariotas. Al momento se han descrito cinco tipos de cinasas MAP ( 6
MAPK) : MAP4K, MAP3K, MAP2K, MAPK y cinasas activadoras de proteinas
MAPK (6 MAPKAPK por MAPK- activated protein kinases). Dependiendo el
miembro de la familia MAPK que es activado, las vias se clasifican en: (i)
cinasas relacionadas con sefiales extracelulares (6 ERK por extracellular
signal-related kinases) 1y 2 (ii) cinasas Jun amino -terminal (6 JNK por jun
amino-terminal kinases) 1, 2y 3, (iii) de p38-MAPK y (iv) ERK5 . °

Diferentes estimulos, activan diferentes vias MAPK. Asi, mientras los factores
de crecimiento se consideran los principales inductores de la cascada ERK1
/ 2, el estrés celular es el principal inductor de la JNK'y p38-MAPK ,asi como
también factores de crecimiento o el estrés celular como activadores de ERK
5. Existe evidencia que las diferentes vias de sehalizacion pueden cooperar

entre ellas para transmitir ciertas sefiales ante diferentes inductores®.



En cuanto a p38, se induce por estrés celular y citocinas inflamatorias (como
IL-18, TNF-a e IL-6) o PAMP’s (como LPS), asi mismo los factores de
crecimiento son capaces de activar débilmente esta via. La cinasa p38 juega
un papel central en la regulacion de la respuesta inflamatoria ante las
citocinas y PAMPs ya mencionados, como por ejemplo en la expresion de
otros mediadores pro-inflamatorios (como IL-8), adhesién leucocitaria durante
el reclutamiento de células hacia los tejidos, estallido respiratorio y
degranulacién; asi como también desempefia un papel importante en el
control de punto de verificacion del ciclo celular, en GO, G1/Sy G2/ M, de
una manera especifica en la célula. Hay cuatro miembros de la familia p38-
MAPK: MAPK11 (p38-a), MAPK12 (p38-8), MAPK13 (p38-5) y MAPK14 (p38-
Y), que muestran expresion diferencial en los tejidos y llevan a cabo funciones

diferentes.’

Se puede clasificar a p38-MAPK como un supresor de tumor o un oncogen,
ya que tiene un papel importante en la prevenciéon de la proliferacion celular
en respuesta a estrés celular, asi como el aumento de la angiogénesis en
respuesta a un ambiente hipdxico causado por una masa tumoral. Las
mutaciones en la via de sehnalizacion de p38-MAPK son poco comunes, sin
embargo se ha demostrado que la via p38-MAPK se desregula en presencia
de tumores malignos hematoldgicos, cancer de mama, préstata, gastrico vy

de pulmon®.

-Vias de senalizacion e inflamacion

La inflamacidon es la respuesta de tejidos vascularizados ante una lesion,
infeccidn o situacion de estrés, la cual es un mecanismo de proteccion, que
participa en la eliminacién de los agentes nosoldgicos, limita el dafio y media
el proceso de reparacion del tejido dafiado®. En la respuesta inflamatoria
aguda localizada, las células residentes del tejido liberan quimiocinas y
citocinas, que activan a las células endoteliales y reclutan a leucocitos de
circulacion'®. Esta respuesta inicial depende del reconocimiento de patrones

moleculares asociados a patogenos (6 PAMPs por Pathogen Associated



Molecular Patterns) o dano (6 DAMPs por Damage Associated Molecular
Patterns). Los receptores que reconocen a estos patrones (6 PRRs por
Pattern Recognition Receptor) se expresan tanto en la membrana como el
citoplasma de leucocitos, células epiteliales y queratinocitos entre otras
estirpes celulares'’. Los PRRs se clasifican en diferentes tipos como son:
receptores tipo Toll (6 TLR por Toll Like Receptor), receptores tipo RIG (6
RLR por RIG Like Receptor ), NLR (6 por Nod Like Receptor) y receptores
tipo lectina C (6 CLR por C-type Lectin Receptors). En el caso de los TLRs se
han descrito 11 tipos, los cuales reconocen diferentes componentes de
membrana o intracelulares de bacterias, como el acido lipoteicoico que activa
TLR2, LPS que se une TLR4, flagelina a TLR5 y DNA o RNA que se unen a
TLR3y TLR9.

Asi como reconocen diferentes tipos de ligandos, los TLRs pueden activar
distintas proteinas efectoras de sefalizacion. TLR4 junto con CD14 forma
parte del receptor que reconoce a lipopolisacarido (LPS) en monocitos'®. La
unioén de LPS a la porcion externa de TLR4 induce la union del dominio TIR
con una proteina adaptadora conocida como MyD88 (por Myeloid
differentiation primary response gene 88). La activacion de MyD88 activa
cinasas que seguiran simultaneamente dos diferentes vias de senalizacion,
una que permite la formacion de un dimero de la cinasa IKK (por | kappa B
kinase) que fosforila a una proteina de inhibicidn conocida como IkB (por
inhibitor of kappa B), la que, en condiciones basales, se encuentra unida a
NF-xB (por Nuclear Factor kB) e inhibe la traslocacion de este ultimo al
nucleo. Asi, una vez fosforilada kB, NFkB se transloca al nucleo, activando la
transcripcion génica'®. La otra via que activa TLR4 depende de la activacion
de TAK1 ( por TGF-B-activated kinase 1) que activa MAPK, como JNK'y p38,
que tienen efecto sobre el factor de transcripcion AP-1. Tanto la activacion de
NFkB (por la degradaciéon de su inhibidor) como de AP-1 favorece la
transcripcion de genes implicados en la respuesta inflamatoria a LPS como
TNF-a, IL1B, IL6, GM-CSF, IL10 e IL-12"°. Cabe sefialar que NF-kB puede
estar constituido por diferentes unidades y que tendran diferentes

consecuencias en la expresion génica. Asi si es un heterodimero p50/p65 se



inducen genes que expresaran a IL-1qa, IFN-y, GM-CSF e IL-18 mientras
que los homodimeros p50/p50 inhiben esta funcion de p50/p65'°.

-Vias de senializacion activadas por citocinas

Otros mediadores inflamatorios, como las citocinas IFN-y, IL-10, IL-12 , IL-13
y GM-CSF activan las vias de senalizacion de las proteinas JAK vy
STAT" .Los receptores que reconocen a citocinas pueden expresarse en la
membrana de las células o encontrarse de forma soluble. Estos receptores
estan formados por dos a tres proteinas, las cuales reconocen a la misma
citocina con diferente afinidad. Estos diferentes tipos de receptores suelen
encontrarse asociados a diferentes vias de sefalizacion. Asi por ejemplo, el
factor de necrosis tumoral a (6 TNF-a por Tumor Necrosis Factor «) actua a
través de sus receptores TNF-R1 6 TNF-R2, que se expresan en neutroéfilos,
macréfagos, monocitos y células endoteliales'®. Estos dos receptores a TNF
llevan a cabo dos eventos de senalizacion opuestos. En general, cuando
TNF-a se une al TNF-R1 desencadena una cascada de sefalizacion que
resulta en apoptosis. En contraste, la activacion dada por TNF-R2,
especialmente en las células T activadas, induce la activacion de vias de
sefalizacion como NF-xB y via de las MAPK las cuales desencadenan
sefales de supervivencia de las células que pueden resultar en la
proliferacion celular'®. Dependiendo entonces del tipo de receptor para TNF-a
que expresen las células, es que esta citocina puede promover una gran

variedad de respuestas®.

Para la interleucina 1 (IL-1) existen dos receptores: IL-1R1 o IL-1R2. El tipo
1 (IL-1R1), se describe como un receptor que tiene la capacidad de sefial de
transmision, provocada tanto por IL-1a y IL-1B. El dominio intracelular de IL-
1R1 es responsable de iniciar los procesos de sefalizacion en las células
diana, activando principalmente la via de NF-xB, lo que promueve la co-
estimulacién, activacion y secrecion de otras citocinas asi como también de
proteinas de fase aguda; su accion en células del hipotalamo produce fiebre.
Los de tipo 2 (IL-1R2) son receptores sefiuelo, ya que carecen del dominio de

transmision de senales intracelulares. IL-1R2 se puede encontrar asociado a



la membrana plasmatica y en formas solubles secretadas. Ambas formas del
receptor se unen fuertemente a IL-1f3; sin embargo, no son capaces de iniciar
vias de sefalizacion®*?",

El factor estimulante de colonias granulocitos- macréfagos (GM-CSF) regula
la supervivencia, proliferacién, y diferenciacion de los monocitos/macrofagos,
al activar a JAK2 y STAT-5, después de unirse a su receptor (GM-CSFR)
presente en estas células. GM-CSFR se compone de una cadena a de union
al ligando y la cadena B. comun de la familia de receptores de citocinas®.

La interleucina 10 (IL-10), a través de su receptor IL-10R presente en la
membrana de monocitos, macrofagos , linfocitos T , linfocitos B y células
dendriticas, activa, por fosforilacion, a la molécula JAK1 que a su vez activa a
STAT-3. IL-10 suprime la respuesta inmunoldgica, al disminuir la expresion
en la membrana de las células de las moléculas del complejo mayor de
histocompatibilidad de clase Il (6 MHC Il por Major Histocompatibility
Complex Il ), de moléculas de co-estimulacion como CD86 y de adhesion
como CD54%%%,

-Inflamacion sistémica y redireccionamiento transduccional

A diferencia de la respuesta inflamatoria aguda, en la inflamacion sistémica,
los mediadores inflamatorios se pueden encontrar en circulacion y la
activacion endotelial estar generalizada; ademas se activa el sistema del
complemento y las cascadas de coagulacion.

Este tipo de inflamacién sistémica, da lugar a lo que clinicamente se conoce
como sindrome de respuesta inflamatoria sistémica ¢ SIRS (por Systemic
Inflammatory Response Syndrome)**.Para el diagnéstico de SIRS se
requiere de que presenten dos o mas de los siguientes signos: Fiebre o
hipotermia, taquicardia, taquipnea o hipoxia y leucocitosis, leucopenia o

bandemia (Tabla 1) %>2°.



Sindrome de Respuesta Inflamatoria Sistémica (SIRS)

Fiebre: Temperatura corporal mayor a 38°C

Hipotermia: Temperatura corporal menor a 36°C

Taquicardia: Frecuencia cardiaca mayor a 90 latidos/min

Taquipnea: Frecuencia Respiratoria mayor a 20 respiraciones /min o
PaCO; menor a 32 torr ( menor a 4.3 kPa).

Leucocitosis: cuenta leucocitaria mayor a 12,000 células /mm3
Leucopenia: cuenta leucocitaria menor a 4,000 células /mm3

Bandemia: Formas inmaduras(bandas) de mas del 10%

Tabla 1: Definicion de signos de SIRS de la American College of Chest Physicians y
la Society of Critical Care Medicine (ACCP / SCCM) (Nystrom 1998).

Si el paciente manifiesta dos o0 mas de los criterios ya mencionados de SIRS
y ademas se encuentra evidencia de infeccién, se denomina sepsis (Figura
2) 27

La sepsis es causada tanto por infecciones bacterianas, fungicas o virales y
los sitios mas frecuentes en donde se localizan estos focos infecciosos son
pulmones, abdomen y vias urinarias. A pesar de que se creia que las
bacterias Gram-positivas eran los principales agentes que causan sepsis
(52,1%), en la actualidad hay cada vez mas pruebas de que la sepsis
causada por bacterias Gram-negativas ocurre también con alta frecuencia
(37,6%) %2.
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Infeccion SIRS

Sepsis
Sepsis severa
‘ Sindrome de
Sepsis- induce Disfuncion
Hipotension Muiltiple de
l Organos
| Chogue Séptico F

Figura 2 : Entidades clinicas definidas por la ACCP / SCCM que muestra la
progresion a formas mas graves de sepsis y el desarrollo de la disfuncion

multiple de 6rganos.(Modificado : Nystrém 1998).

De acuerdo a su severidad, la sepsis se clasifica en sepsis grave, la cual se
caracteriza por la presencia de disfuncion organica o hipo-perfusion tisular; y
en choque séptico en donde persiste la hipotension a pesar del tratamiento

médico 2°.

La respuesta inmunoldgica en sepsis, se plantea que se desarrolla en
diferentes etapas, una pro y otra anti-inflamatoria, (Figura 3). En la fase inicial
de la sepsis se propone que prevalece una respuesta inflamatoria hiperactiva
donde células endoteliales, epiteliales, neutrofilos, macréfagos y linfocitos
secretan mediadores pro-inflamatorios como el factor de necrosis tumoral
(TNF-a) e interleucinas (IL- 1B, 6 y 8)*°. En respuesta a esta fase inflamatoria
y como parte de los mecanismos de compensacion, se propone que se
desarrolla el Sindrome de Respuesta Anti-inflamatoria Compensatoria 6
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CARS (por Compensatory Anti-inflammatory Syndrome), durante el cual se
producen mediadores anti-inflamatorios como IL-10, IL-13 y TGF-f3, asi como
disminuye la expresion en macrofagos de moléculas del complejo principal de
histocompatibilidad tipo 1l (6 HLA-DR por Human Leukocyte Antigen-DR)*'.

Zonade SIRS IL-6
IL-1B
TNFa
IL-8
Selectinz-E

Estado Inflamatorio

Dias post- Sepsis

Figura 3: Evolucién de la respuesta inflamatoria en sepsis. Durante la sepsis,
hay un cambio inmediato y fuerte hacia un estado de hiper-inflamacion
(SIRS) definido por una liberacion excesiva de las citocinas pro-inflamatorias
en sangre. Tras el curso del tiempo SIRS disminuye gradualmente y cambia a
un estado hipo-inflamatorio (CARS) que se caracteriza por una liberacion de
citocinas anti-inflamatorias .El periodo de transicion temporal entre SIRS y
CARS se define como MARS y cuenta con un equilibrio entre los mediadores

pro-y anti-inflamatorios.>?

Algunos autores proponen que la prevalencia del estado anti-inflamatorio
condiciona a los pacientes a un estado de inmunosupresion transitoria,
denominada “paralisis inmune”® durante el cual, primordialmente los
leucocitos son incapaces de responder a PAMPs, lo que se asociaria con
una mayor susceptibilidad a infecciones por agentes oportunistas.
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Asi, por ejemplo, en el modelo de ligadura y puncion cecal (6 CLP por Cecal
Ligation and Puncture), en el cual se induce sepsis en ratones, estos
disminuyen su capacidad para eliminar Pseudomona aeruginosa en
comparacion con los ratones controles. Estos mismos especimenes tienen
mayor susceptibilidad para desarrollar aspergilosis® . En otro estudio con
ratones se demostré que la neutralizacion de IL-10 utilizando anticuerpos
anti-IL-10 disminuye la frecuencia de infeccion pulmonar secundaria con
Pseudomona aeruginosa®® .También se ha reportado que los niveles de IL-10

se correlacionan con resultados fatales en pacientes con sepsis®.

Entre los mecanismos celulares y moleculares que se desarrollan durante el
fendbmeno de “inmunosupresion” en padecimientos como sepsis, se
encuentran tanto la disminucion de poblaciones de leucocitos asi como de
sus funciones. Por ejemplo en modelos de CLP, en el cual se induce sepsis
en animales, se observa una pérdida importante de células dendriticas (6 DC
por Dendritic Cells) esplénicas lo cual puede explicar la paralisis
inmunoldgica causada por este padecimiento ya que estas células, son un
vinculo critico entre el sistema inmune innato y el sistema inmune adaptativo,
la cual funciona como célula presentadora de antigeno profesional (6 APC
por Antigen Presenting Cell), lo que conduce a un compromiso significativo
en la funcion de linfocitos T. Las anormalidades en la homeostasis de las DC,
han sido relacionadas con varias enfermedades humanas incluyendo el

cancer, enfermedades autoinmunes, alergia e infecciones® .

En cuanto a los linfocitos T, se ha descrito una menor respuesta a mitégenos
como concanavalina A o Fitohemaglutinina después de un traumatismo en
ratas; esta disminucion en la proliferacion de linfocitos se caracteriza por una
mayor expresion de co-receptores inhibitorios (PD-1, CD47, CTLA4) en estas
células, asi como también una disminucion en la expresion de moléculas co-
activadoras (CD28). Por lo tanto estas anormalidades en los mecanismos de
defensa que involucran a celulas del sistema inmunoldgico, puede contribuir

a una mayor incidencia de sepsis después de un traumatismo o hemorragia
31,38
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Otro mecanismo que se encuentra involucrado en la disminucion de la
respuesta por parte de las células del sistema inmunoldgico en pacientes con
sepsis es la apoptosis. El reconocimiento de estas células apoptéticas , por
macrofagos y células dendriticas, estimula la liberacién de citocinas anti-
inflamatorias, incluyendo IL-10 y TGF-B, creando un ambiente anti-
inflamatorio que finalmente conduce a la supresion de citocinas pro-

inflamatorias®’.

Ademas de la disminucion en cantidad o en las funciones de diferentes tipos
celulares, se ha descrito al fendmeno de "tolerancia” el cual puede definirse
como la falta de respuesta transitoria de células a la estimulacién repetida o
prolongada con algun estimulo especifico, el cual podria estar involucrado en
pacientes con sepsis en donde se observa una respuesta refractaria, donde
las células de los pacientes no responden de manera eficiente ante estimulos
pro-inflamatorios in vitro ?*. Un ejemplo de ésto es la llamada “tolerancia al
LPS”, en donde se ha observado que una activacién repetida de macrofagos
in vitro con LPS puede provocar un estado de “tolerancia”, ya que a pesar de
que la expresion de genes como el TNFa, son inducibles con LPS, si la
estimulacién es continua la produccion de su mRNA disminuye ante una
segunda exposicién con una concentracion mayor de LPS %, este fenémeno
también se ha descrito con otros ligandos de TLR, incluyendo el acido
lipoteicdico y flagelina®®. Sin embargo, también hay genes inducibles por LPS
que continuan expresandose aun después de la estimulacion continua con el
PAMP y puede aumentar su expresion en una segunda exposiciéon con una

concentracion mayor del activador 2.

El llamado “redireccionemiento” de las vias de transduccién, puede ser una
alternativa que puede explicar este fendmeno de susceptibilidad a la infeccion
en pacientes con SIRS/sepsis. En un estudio reciente en ratones, en los que
se les desarrolla bacteremia por bacterias Gram negativas (con Escherichia
coli ) 6 Gram positivas (con Listeria monocytogenes), se estudiaron los
estados de fosforilacion inducidos por ligandos de TLR o citocinas en
linfocitos, monocitos/macréfagos y células dendritica. Nolan y colaboradores

encontraron que la exposicidon previa a bacterias Gram+ activan las
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moléculas STAT-1, STAT-3 , STAT-5 y p38, pero que disminuye su
capacidad de respuesta ante estimulaciones posteriores con IL-6 o0 GM-CSF.
Ademas encontraron que la disminucion de la respuesta se debia, al menos
en parte, a la endocitosis de los receptores a IL-6 en linfocitos T. En sintesis,
estos autores proponen que la exposicibn a mediadores pro-inflamatorios,
como las citocinas o ligandos de TLRs, mas que simplemente hiper-estimular
al sistema, pueden redireccionar las vias de sefalizacion involucradas en la
respuesta inflamatoria, generando estados refractarios que comprometen la

eficiencia de la respuesta inmune®’.

- Técnicas para evaluar vias de senalizacion

El analisis de las vias de senalizacion en sistemas con tipos de células
heterogéneas como células mononucleares de sangre periférica humana (6
PBMC por Peripheral Blood Mononuclear Cells) , esplenomegalocitos
murinos, ceélulas de médula 6sea o sangre periférica, revelan la respuesta
promedio del tejido , sin diferenciar entre la actividad de cada tipo celular
presente en la muestra, ya que para esto se requiere de la evaluacion de vias

de sefializacion en tipos celulares purificados.*?

Para obtener resultados especificos de una determinada poblacion celular, la
utilizacion de métodos tradicionales como el Western Blot, requiere de la
separacion y clasificacion de las células antes de su analisis por lo que se
modifican las condiciones, que pueden afectar tanto la activacion como los
estados de fosfoliracion de las células. Ademas de requerirse una gran
cantidad de muestra si las poblaciones a analizarse tienen poca frecuencia y
/o proporcion en el tejido +*.

Una ventaja de la aplicacién de técnicas de analisis citbmico que permiten
analizar célula por célula, como la citometria de flujo, es que se pueden
identificar los eventos de sefalizacion en cada una de estas células y por lo
tanto identificar entre las poblaciones celulares que reaccionan o no a los
estimulos. Ademas, se puede caracterizar si existe sincronia o no en las
respuestas de estas células ante la misma condicion que activa la

sefalizacion. Y todo ello se puede analizar concentrados celulares que no
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necesariamente requirieron purificarse ni antes ni después de la estimulacion
aunque si se requiere que las células se encuentren en suspencién , por lo
que tejidos solidos debes de pasar por un proceso de disgregacion. Asi, por
ejemplo se pueden activar linfocitos de sangre periférica con diversas
citocinas y posteriormente evaluar la fosforilacion de MAPK tales como
ERK, p38, y JNK o STAT en diferentes tipos de células (Linfocitos T,

Linfocitos B, células NK)*>44,

El analisis de subconjuntos de células complejas o heterogéneas y de células
que comprenden menos del 1% del total de células, como por ejemplo los
precursores de células B, suele ser costoso por Western Blot debido a la
utilizaciéon de reactivos a utilizar para la separacion y clasificacion de las
células (separacion magnética), ademas de que esta manipulacién excesiva
de las células puede ocasionar cambios involuntarios en los estados de

fosforilacion de las proteinas a evaluar®.

-Ventajas de la citometria de flujo para la evaluacion de vias de sefializacion

Los recientes avances en el marcaje de epitopos intracelulares tales como
los receptores de estrégeno, citocinas y proteinas especificas como Bcl-2 y
la ciclooxigenasa, nos puede dar una idea de las respuestas celulares ante
estimulos a largo plazo, sin embargo no producen informacion sobre los
eventos de sefalizacion que ocurren rapidamente después de la estimulacion

de células o cuando se les induce un estado de estrés***°.

Por lo que una de las técnicas que analiza con alta eficiencia a nivel
unicelular poblaciones heterogéneas (como los leucocitos de sangre
periférica), es la citometria de flujo, la cual permite no solo identificar a los
diferentes leucocitos circulantes, sino también caracterizarlos por
inmunofenotipo y funcionalidad, aprovechando dos de sus principales
ventajas: su capacidad de hacer analisis multiparametricos asi como la

evaluacion célula a célula*®

El analisis mediante citometria de flujo permite utilizar anticuerpos especificos

para antigenos con grupos fosfato en PBMC previamente purificadas
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después de un gradiente de densidad con Ficoll, los cuales caracterizan los
estado de fosforilacion de proteinas, ademas que se agregan anticuerpos
especificos de membrana para obtener el inmunofenotipo de las células. De
esta manera, se pueden tanto identificar como caracterizar tipos celulares de

interés (tales como linfocitos T, Linfocitos B y monocitos) *’.

Asi varios grupos de investigacion han demostrado que la utilizacion de
anticuerpos fosfo—especificos junto con el analisis de citometria de flujo es
aplicable para la evaluacion en PBMC obtenidas de lineas celulares , de
moléculas tales como STAT-1, STAT-3, STAT-5, STAT-4 , AKT , ERK, MEK
, c-Jun, p38 ,las cuales participan en vias de sefalizacion como MAPK y JAK-
STAT .

Esta técnica también se puede emplear directamente en sangre periférica.
Esto permite que la evaluacion de vias de sefalizacion se encuentren en un
ambiente no manipulado por otros procedimientos como la separaciéon por
gradiente de densidad, ya que se se determina directamente en el tejido
completo, ademas que este modelo es especialmente atractivo para estudios
directamente en las muestras de pacientes o para el diagndstico de

enfermedades®’.

Los resultados ya obtenidos sobre la aplicacion de esta técnica en diferentes
modelos , demuestran que sera posible extender aun mas la técnica para el
analisis de subconjuntos celulares dentro de poblaciones complejas o
poblaciones de células que son dificiles de estudiar bioquimicamente, asi
como también para establecer ensayos de diagndstico utilizando citometria
de flujo en muestras patologicas humanas, basados en el estado de
fosforilacion de proteinas que participan en las principales vias de
sefializacion. Asi mismo mejorar y ampliar este tipo de técnicas con
anticuerpos intracelulares para que se puedan evaluar modificaciones
posteriores a la traduccion como por ejemplo ubiquitinacion, glicosilacion,

acetilacién, metilacién o incluso interacciones proteina-proteina*.
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El objetivo del presente trabajo es el analisis de la activaciéon de vias de
sefalizacion (MAPK'y JAK-STAT) en leucocitos humanos , en un modelo de
sangre periférica utilizando como técnica la citometria de flujo, la cual nos
permite identificar a los diferentes leucocitos circulantes y caracterizarlos
funcionalmente como es el caso de los estados de fosforilacion. Esto se
realiz6 como primer paso para la estandarizacion de este método de
evaluacion de vias de transduccion a nivel unicelular, para posteriormente
aplicarlo directamente en muestras de pacientes con SIRS/sepsis, ya que a
pesar de que existen estudios previos donde se evaluan tales vias de
sefalizacion en estos padecimientos, solo se han empleado modelos de

raton.
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Planteamiento del problema:

La activacion diferencial de las vias de sefalizacion en leucocitos circulantes
podria estar relacionado con los estados de desequilibrio funcional como la
paralisis inmune o respuestas hiper-inflamatorias que se dan en diferentes
etapas en los pacientes con SIRS o sepsis. La evaluacion de estas vias de
sefalizacion en cada poblacién leucocitaria por métodos como el Western
Blot requeriria de la separacion de estas poblaciones por gradientes,
columnas magnéticas 6 “sort”, lo cual demanda una gran cantidad de sangre
periférica como muestra inicial, imposible de obtener en pacientes
comprometidos como los de SIRS/sepsis. Una alternativa metodolégica para
analizar, en practicamente todos los tipos de leucocitos circulantes, la
activacion de diferentes vias de sefalizacion, es el analisis unicelular por

citometria de flujo.

Justificacion

Evidencias recientes sugieren que durante la exposicion de leucocitos a
desencadenantes o0 mediadores de Ila respuesta inflamatoria, se
‘redireccionan” o “reprograman” las vias de sefalizacion, lo que se podria
reflejar en menor capacidad de eliminacion de los agentes infecciosos y/o de
contencién de la respuesta inflamatoria potencialmente dafina para los
tejidos. A fin de poder evaluar si hay diferencias en la activacion de las vias
de sefalizacion dependientes de STAT-3, STAT-5 y p38, en respuesta a IL-
10, GM-CSF y LPS en leucocitos circulantes de pacientes con sepsis
respecto a sujetos sanos, primero es necesario estandarizar en nuestro
laboratorio la técnica de citometria de flujo que nos permitira determinar en la
misma muestra, sin manipulaion excesiva de la misma, la activacion de estas

vias de senalizacion de monocitos y otros leucocitos.
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Hipotesis
Con la técnica de citometria de flujo se podra analizar individualmente en

monocitos y otros leucocitos circulantes, el nivel de fosforilacion de STAT-3,
STAT-5y p38 en respuesta a IL-10, GM-CSF y LPS respectivamente.

Objetivo general

Determinar la activacion de STAT-3, STAT-5 y p38 en leucocitos humanos de

sangre periférica humana expuestos a IL-10, GM-CSF y LPS .

Objetivos particulares
* Evaluar la fosforilacién de STAT-3 en leucocitos de sangre periférica
humana de voluntarios sanos y pacientes con SIRS/sepsis

estimulados o no con IL-10.

* Evaluar la fosforilacién de STAT-5 en leucocitos de sangre periférica
humana de voluntarios sanos y pacientes con SIRS/sepsis

estimulados o no con GM-CSF.
e Evaluar la fosforilacion de p38 en leucocitos de sangre periférica

humana de voluntarios sanos y pacientes con SIRS/sepsis

estimulados o no con LPS.
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Material y Métodos

Obtencioén de la muestra:

De 3 voluntarios adultos aparentemente sanos y de 3 pacientes adultos con
diagnodstico de SIRS/sepsis, se colectaron por venopuncion humeral, previa
sepsia y antisepsia de la zona, 6mL de sangre periférica en tubos Vacutainer

(BD Biosciences®) con heparina de litio como anticoagulante( 95 Ul/mL).

Activacion ex vivo:

De cada muestra obtenida se repartieron 400 pL en ocho tubos de
poliestireno con tapa estériles de 5 mL (BD® FALCON) diferentes (50uL de
sangre completa por tubo) y se incubaron a 37°C y 5% CO; por 15 min para
mantener la muestra a 37°C. A continuacion, en un par tubos se agregaron
alguno de los siguientes estimulos: 1) sin estimulo (SE); 2) 5uL de GM-CSF
(500ng/mL) (PreproTech); 3) 5uL de LPS (100ng/mL) (PreproTech); y 4) 10uL
de IL-10 (100ng/mL) (PreproTech). Se colocan las tapas permitiendo la
entrada de aire, y se agitan sutilmente con el vortex. Se incuban por 30
minutos a 37°C y 5% CO».

Identificaciéon de leucocitos y deteccion de fosfoproteinas mediante citometria

de flujo:

Pasado el tiempo de incubacion se procede a realizar |la
inmunofenotipificacion para la identificacion de leucocitos y caracterizacion de
estados de fosforilacion. A cada tubo se agregaron 500uL de Lyse/Fix 1x
(BD™ Phosflow) (se preparo previamente, con una dilucion 1:5 del stock con
agua bi-destilada y se precalenté a 37°C), se agitaron gentilmente (sin vortex)
y se incubaron por 15 minutos a 37°C.

A continuacién se centrifugaron los tubos de citometria a 1500rpm por 5
minutos a temperatura ambiente y se decantaron los sobrenadantes. Se
elimino el exceso de Lyse/Fix 1x agregando un 1mL de PBS 1X no estéril

previamente frio, se agitaron sutiimente con vortex y se centrifugaron a 1500
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rpm por 5min. Se decantaron los sobrenadantes y se resuspendid el paquete
celular. Para permeabilizar las células se agregaron 500uL de metanol al
70% frio a cada tubo de citometria, mientras se agita con vortex; se sellan los
tubos con su tapa y se incubaron por 20 minutos en frio. Se elimind el exceso
de metanol 70% agregando un 1 mL de medio de tincion (PBS 1x + 0.5% de
albumina y 0.02% de NaNs;) se centrifugaron a 1500 rpm por 5 minutos, se
decantd el sobrenadante y se resuspendidé el paquete celular agitando
sutiimente sin vortex (este paso se llevo a cabo dos veces).

Una vez eliminado el exceso de metanol 70%, se llevd a cabo tanto la
identificacion como caracterizacion de las células con anticuerpos de los

cuales se afiadio el siguiente volumen:

0.5uL de anti CD45 Pacific Orange (Invitrogen®) (Clona: HI30)

0.5uL de anti CD14 PE- Cy7 (Biolegend®) (Clona: M5E2)

0.5uL de anti CD14 PE (Biolegend®)(Clona: HCD14)

2.0uL de anti p-p38 Alexa Fluor 488 (BD Biosciences®) (Clona: 36/p38)
2.0uL de anti p-STAT3 Alexa Fluor 488 (BD Biosciences®)
(Clona:4/p-STAT3)

2.0uL de anti p-STATS5 Alexa Fluor 647 (BD Biosciences®)(Clona: 47)

Se agitaron sutiimente los tubos sin vortex y se incubaron por 60 min en
oscuridad. Una vez transcurrido el tiempo de incubacion se agrega 1mL de
medio de tincion para eliminar el exceso de anticuerpos, se centrifugaron a
1500 rpm por 5 minutos a temperatura ambiente, se decant6 el sobrenadante
y se resuspendid el paquete celular. Finalmente se adquirieron las muestras
en un citometro de flujo FACS Aria, (BD® Biosciences), con el software
FACSDiva versién 6.0 para Windows (BD® Biosciences), con laseres rojo,
verde y violeta encendidos y detectores FITC, PE-Cy7 y APC activados. Se
adquirieron al menos de 5-10 X10* eventos sencillos de la poblacién CD14+.
Los datos obtenidos se analizaron con el software Infinicyt® para Windows

(Cytognos®).

22



Resultados

Como primera parte de este trabajo, se realizd la estimulacion de las células
de sangre periférica de voluntarios sanos con IL-10, GM-CSF y LPS, para
evaluar si la concentracion de estos estimulos asi como el tratamiento de la
muestra y la técnica de tincion nos permiten observar los estados de
fosforilacion de las moléculas STAT-3, STAT-5y p38.

Utilizando un algoritmo de analisis de datos en graficas de puntos, se
proyectan en una grafica de puntos las sefiales pico y area del parametro de
tamano (FCS-H y FCS-A respectivamente, Figura 4a), para seleccionar solo
a las células analizadas individualmente (sin agregados); ademas se utiliza
una grafica de tamafo (FSC-A) vs complejidad (SSC-A) para identificar a las
células completas y potencialmente viables, excluyendo a los detritus (Figura
4b) y fluorescencia correspondiente a las moléculas fosforiladas (ej. p-
STATS), observamos dos poblaciones, correspondiente a linfocitos (Figura
4c) y a células mieloides (granulocitos y monocitos Figura 4d) de sangre
periférica, con un patron muy definido en ausencia de estimulacion (Figura
4e). Utilizando histogramas para determinar la intensidad media de
fluorescencia (IMF) de las moléculas fosforiladas se observa un
desplazamiento a la derecha( alejandose del punto de origen) y por ende
incrementos en la MIF de células las estimuladas vs las no estimuladas en
diferentes poblaciones celulares (Figura 4g). Esto se interpreta como un
aumento de la fosforilacion de la proteina efectora correspondiente a esa

fluorescencia.
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Figura 4: Estrategia de andlisis para la identificacion de las poblaciones
activadas con los diferentes estimulos utilizados. Seleccion de eventos sencillos
(a). Seleccion del patron correspondiente a leucocitos (b). Seleccion del area
correspondiente a linfocitos (c). Seleccion del area correspondiente a células
mieloides (d). Células tanto mieloides como linfocitos sin estimulo (e). Son las células
mieloides en las que se observa una mayor fosforilacion de STAT5 en comparacién
con los linfocitos (f). Histograma en donde se comparan las diferentes condiciones de
cada una de las poblaciones Autoflorescencia (AF) , sin estimulo (SE) y con GM-CSF
(g)-Sanos n=3, Sépticos n=2 y SIRS n=1.
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IL-10 activa principalmente a los linfocitos (IMF 439.17) con una mayor
fosforilacion de STAT-3 en comparacion con las células mieloides (IMF
424 .80) (Figura 5a). Las sangre estimulada con LPS muestra activacion de
p38 en las células mieloides (IMF 603.77), sin embargo se pueden observar
dos poblaciones una con un mayor grado de activacion que la otra. Dado que
no se incluyo en esta parte de la estandarizacion la deteccion de marcadores
para identificacion de las diferentes poblaciones leucocitarias y que la
activacion con las citocinas modifica los parametros de FCS-A y SSC-A, no
podemos identificar si son monocitos o granulocitos; los linfocitos (IMF
131.27) no responden ante este estimulo (Figura 5b)..Mientras que GM-CSF
activa a la poblacion de células mieloides, aumentando la fosforilacion de
STATS (IMF 1533.20), y no asi en los linfocitos (IMF 156.30) (Figura 5c).
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Figura 5 : La fosforilacion de STAT3, p38 y STAT5 aumenta en células
estimuladas con IL-10, LPS y GM-CSF respectivamente. Sangre periférica de
voluntarios sanos fueron estimulados o no con IL-10, LPS y GM-CSF. Se muestran
las graficas de puntos (SSC vs Fluorescencia) de células sin estimulo (SE) en
comparacion con las células estimuladas con IL-10 (a), LPS (b) y GM-CSF (c)
histograma en donde se comparan las diferentes condiciones de cada una de las
poblaciones. Imagen representativa de un voluntario sano.
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Figura 6 : El uso de patrones de tamafo, complejidad y activacion son
insuficientes para caracterizar las poblaciones mieloides. Al seleccionar la(s)
poblacion(es) que aparece tras la activaciéon con IL-10, LPS y GM-CSF, se
observa que proviene de células mieloides, sin embargo no se pueden diferenciar
adecuadamente entre monocitos y granulocitos. Imagen representativa de un
voluntario sano.

Al comprobar que podiamos distinguir la activacion diferencial entre células
mieloides y linfoides, decidimos utilizar anti-CD14 acoplado a ficoeritrina con
cianina en la posicion 7 (PECy7), para identificar a los monocitos y asi
demostrar si hay diferencia de activacion entre estas células y los
granulocitos. Sin embargo, como se puede observar en la Figura 7, el uso del
fluorocromo PECy7 no identifico claramente eventos CD14+, en células
estimuladas y no estimuladas, a pesar de que si se observa la activacion de

p38 por parte de LPS. Se optd por cambiar el fluorocromo del marcador
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CD14 a Ficoeritrina (PE), que a diferencia de PECy7 no es un fluorocromo
"tandem” y se afadid anti-CD45 acoplado a Pacific Orange para identificar
mejor a los leucocitos totales.
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Figura 7: PECy7 no es un fluorocromo adecuado para uso de identificacion de
monocitos. Células que no se estimularon (a) o estimuladas con LPS (b) fueron
tefiidas con CD14 PECy7 para identificacion de monocitos. Aunque la fosforilacion
de p38 se mantiene, la identificacion de monocitos no es la adecuada. Imagen
representativa de un voluntario sano.
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El resultado de la combinacion de estos dos marcadores de superficie fue
una mejor identificacion de las poblaciones de monocitos, granulocitos y

linfocitos, tanto de sangre con como sin estimulo(Figura 8a y Figura 8b).

Utilizando los patrones de las graficas de tamano y complejidad, CD45 y
CD14 para identificar las poblaciones, se caracterizo la activacion de las vias
de sefalizacion. En la Figura 8 se puede observar la activacion por parte de
los granulocitos ante la exposicion con GM-CSF (IMF 320.79); en los
monocitos se encuentra mayor fluorescencia (IMF 593.56) vy por lo tanto
mayor fosforilacion, de STAT-5 (Figura 8b). En cambio y tal como se ha
reportado®, los linfocitos no responden ante este estimulo (IMF 62.91) y esto
también se corrobora en el histograma en donde se comparan la condicion
SE con el estimulado con GM-CSF de cada una de las poblaciones.
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Figura 8 : GM-CSF induce la fosforilacion de STAT-5 en monocitos y
granulocitos. Monocitos (CD45™ CD14* SSC™) y granulocitos (CD45°" CD14
SSC"") muestran fosforilacion de STAT-5 al estar en contacto con GM-CSF, mayor en
monocitos (IMF 574) que en granulocitos . Los linfocitos (CD45%™ CD14~ SSC"") no
responden ante este estimulo. Sanos n=3.



Mientras que en células de sangre periférica estimuladas con IL-10 mostrado
en la Figura 9 se encuentra mayor fluorescencia en los monocitos (IMF
159.45) y por lo tanto se obtuvo mayor fosforilacion de STAT-3, en
comparacion con los granulocitos (IMF 108.46) y los linfocitos (IMF 52.21),
asi mismo esto se observa en el histograma en donde se compara la
condicion SE con el estimulado con IL-10 de cada una de las poblaciones

(Figura 9c).
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Figura 9: IL-10 induce la fosforilacion de STAT3 en monocitos y linfocitos.
Monocitos (CD45%™ CD14* SSC™) y linfocitos (CD45%™ CD14~ SSC"") muestran
fosforilacion de STAT-3 al estar en contacto con IL-10, mayor por parte de los

monocitos en comparacién con
representativa de un voluntario sano.

los granulocitos y los linfocitos. Imagen
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En la Figura 10b se observa activacion por parte de los granulocitos (IMF
189.42) por el estimulo LPS sin embargo se encuentra mayor fluorescencia
por parte de los monocitos (IMF 373.50) y por lo tanto se obtuvo mayor
fosforilacion de p38, mientras que en los linfocitos (IMF 37.57) no responden
ante este estimulo, esto también se puede observar en el histograma en
donde se compara la condicibn SE con el estimulado con LPS de las

diferentes poblaciones (Figura 10c).
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Figura 10: LPS induce la fosforilacion de p38 en monocitos y granulocitos.
Monocitos (CD45%™ CD14* SSC™) y granulocitos (CD45%™ CD14 SSC"") muestran
fosforilacion de p38 al estar en contacto con LPS , mayor por parte de los monocitos
(IMF 372.85) en comparacion con los granulocitos (IMF 186.20). Los linfocitos
(CD45%™ CD14 SSC"™) no responden ante este estimulo. Imagen representativa de
un voluntario sano.
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Una vez estandarizada la tincion de leucocitos de sangre periférica, utilizando
los marcadores de identificacion CD14 y CD45 y de identificacion p-STAT-3,
p-STAT-5 y p-p38, se aplico a muestras de pacientes con SIRS/sepsis. La
activacion de STAT-5 es mayor en pacientes con SIRS (IMF 1362.31) en
comparacion con sangre de voluntarios sanos estimulada con GM-CSF (IMF
1138.69), aunque en los pacientes con sepsis se observo una disminucion en

la activacion de esta molécula (IMF 946.55) (Figura 11).
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Figura 11 . Monocitos de pacientes con SIRS, pero no sepsis, fosforilan
STAT5 de manera basal en comparacién con los voluntarios sanos. Sangre
estimulada o no con GM-CSF de voluntarios sanos y pacientes con inflamacion
sistémica fue analizada con la técnica estandarizada para observar fosforilacion
de STATS5. La activacion de STAT5 en pacientes con SIRS es mayor en
comparacion con sangre de voluntarios sanos estimulada con GM-CSF sin
embargo en los pacientes con sepsis se observé una menor activacion de STAT
5. Sanos n=3, Sépticos n=2 v SIRS n=1
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Tanto en pacientes con SIRS (IMF 261.21) como en pacientes con sepsis
(IMF 584.70) se obtuvo una mayor activacion de STAT-3 en comparacion con
los sangre estimulada con LPS de voluntarios sanos (IMF 216.50) de manera

basal (Figura 12).
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Figura 12 . Monocitos de pacientes con sepsis fosforilan STAT3 de manera
basal en comparacién con los voluntarios sanos o pacientes con SIRS. Sangre
estimulada o no con IL-10 de voluntarios sanos y pacientes con inflamacién
sistémica fue analizada con la técnica estandarizada para observar fosforilacion de
STAT3. En pacientes con SIRS como en pacientes con sepsis se obtuvo una mayor
activacion de STAT3 en comparacion con sangre de voluntarios sanos estimulada
con IL-10. Sanos n=3, Sépticos n=2 y SIRS n=1
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Por ultimo, tanto en los pacientes con SIRS (IMF 412.29) y sepsis (IMF
577.77) se obtuvo menor fluorescencia correspondiente a p38 en
comparacion con sangre estimulada con LPS de voluntarios sanos (IMF
690.65) (Figura 13).
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Figura 13 . Monocitos de pacientes con SIRS o sepsis disminuyen la activacién
basal de p38. Sangre estimulada o no con LPS de voluntarios sanos y pacientes con
inflamacién sistémica fue analizada con la técnica estandarizada para observar
fosforilacion de p38. En los monocitos de sangre periférica de pacientes con SIRS vy
sepsis se obtuvo una menor activacion de p38 en comparacion con sangre de
voluntarios sanos estimulada con LPS.Sanos n=3, Sépticos n=2 v SIRS n=1
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Discusién

El analisis de vias de sefializacién en gran medida se ha limitado al uso de
meétodos como Western Blot o ELISA, que requieren de una gran cantidad de
muestra ** lo que dificulta su uso en muestras de pacientes criticos. Otra
desventaja de las técnicas anteriores recae en que, si se analiza al tejido en
su totalidad, no se sabra cual tipo celular enciende la via de sehalizacion de
interés, ni su intensidad. Sistemas con tipos de células heterogéneas, como
PBMC , esplenocitos muridos, células de médula 6sea o sangre periférica,
han mostrado resultados contradictorios al evaluar los estados de
fosforilacion en sefalizacién. Se ha propuesto que esto puede deberse a que
los resultados de las técnicas mencionadas son el promedio de la respuesta
de todas las células involucradas, independientemente de su estirpe o grado

de diferenciacion®® .

Sin embargo una de las técnicas que analiza con alta eficiencia a nivel
unicelular poblaciones heterogéneas (leucocitos de sangre periférica), es la
citometria de flujo, la cual permite caracterizarlos por inmunofenotipo,
utilizando marcadores de superficie y/o intracelulares para su identificacion, y
funcionalidad, como es el caso de los estados de fosforilacion de ciertas
proteinas de vias de sefializacion*?**. Otra ventaja de la citometria de flujo
en comparacion con metodos tradicionales, es la capacidad de analizar
subconjuntos de células complejas, como por ejemplo se pueden analizar
rutinariamente  células que comprenden menos del 1% del total de la

poblacion celular, asi como también precursores de células B*.

Esta técnica, proporciona ademas una plataforma unica para analizar los
eventos de sefalizacion en condiciones que mejor simulen lo que sucede in
vivo: permitiendo la presencia de otros tipos de células y su interaccion
directa (célula-célula), asi como del ambiente creado por mediadores
liberados durante la activacion celular como citocinas®’.

En técnicas como el Western blot o ELISA, se utilizan métodos para la
purificacion de las poblaciones de células complejas que pueden ser
costosos ademas que la separacidon de estas poblaciones celulares por
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meétodos quimicos puede desencadenar cambios involuntarios en vias de

sefalizacién o modificar el estado de la proteina a evaluar®.

Para este trabajo, las vias de sefalizacion MAPK y JAK-STAT se utilizé el
modelo de estimulacion de sangre periférica ex vivo de voluntarios sanos
para la estandarizacion de la técnica de citometria de flujo utilizada para la
deteccion de moléculas intracelulares (fosfo-antigenos y marcadores de

identificacion).

Como primer paso, se estimulé sangre periférica total de voluntarios sanos
con IL-10, GM-CSF y LPS, esto para evaluar si la concentracion de estos
estimulos y el tratamiento de la muestra nos permitian observar aumento en
la fosforilacion de STAT-3, STAT-5 y p38 respectivamente. Como se observa
en la Figura 4, es posible la identificacion de las poblaciones celulares de
sangre periférica utilizando los parametros de tamano relativo (FCS-A) y
complejidad relativa (SSC-A), asi como eliminar las células agregadas al
utilizar el grafico FSC-A vs FSC-H*. En sangre periférica suelen aparecer
tres poblaciones mayoritarias: granulocitos, monocitos y linfocitos. Sin
embargo las propiedades de tamario relativo o de complejidad relativa de las
células pueden cambiar por el procedimiento de fijaciéon (formaldehido) y
permeabilizaciéon (metanol 70%) que requiere la técnica, por lo que en este
primer experimento solo se identificaron dos poblaciones, una de alto tamafo
y complejidad (FSC"™" SSC"9"), correspondiente a células mieloides, y otra
de tamario y complejidad bajos (FSC®" SSC™") correspondiente a linfocitos,

independientemente de la condicion de estimulacion °.

Al utilizar el parametro correspondiente a los anticuerpos “fosfo”-especificos ,
se observa que solo la sangre que estuvo en contacto con GM-CSF, IL-10 o
LPS aumenta su IMF en las poblaciones de linfocitos y/o de células
mieloides, lo que nos da la capacidad de reconocer a estas proteinas
activadas y distinguir el estado de activacion- desactivacion de los eventos de
sefializacion*’. Ademds, aparece una poblacién adicional que parece
derivarse de la poblacion mieloide. Esto indica que los estimulos estan

aumentando la fosforilacion de su correspondiente via de sefalizacion
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(STAT-5, STAT-3 y p38 respectivamente), y que existe una activacion
diferencial dentro de la poblacion mieloide.

Dado que no podiamos, por tamafio y complejidad diferenciar que tipo de
células mieloides eran las que respondian a los estimulos utilizados (Figura
6), se optd por incluir el anticuerpo de identificacion anti-CD14 acoplado a un
fluorocromo en tandem PECy7, util en tinciones de marcadores de superficie
de las células (extracelulares). Como se puede observar en la Figura 7,
PECy7 no nos permitio la identificacion de los eventos CD14+, esto podria
deberse por la exposicion de este fluorocromo ante la solucién de Lyse/Fix
1x, la cual es una solucion que permite tanto el fijado de los leucocitos y el
lisado de eritrocitos, y/o a la exposicidon al metanol utilizado para la
permeabilizacion. Un fluorocromo en tandem se define como una
combinacion de dos fluorocromos (un donante y un aceptor de fluorescencia),
en este caso la molécula donante es Ficoeritrina (PE) y la molécula aceptora,
cianina 7 (Cy7). El delicado equilibrio entre el donante y el aceptor en este
tipo de fluorocromos es la razén por la que los espectros de emisién se ven
afectados tanto por la fabricacion como por los procesos de conjugacion con
los anticuerpos, lo que ocasiona una inestabilidad en sus caracteristicas de
fluorescencia. Asi mismo se degradan rapidamente por su exposicion a la luz
y a altas temperaturas asi como también por procesos como la fijacién y
permeabilizacién de las células®®. Se decidié cambiar el anticuerpo a un anti-
CD14 acoplado a PE, ademas de incluir anti-CD45 Pacific Orange. CD45 es
una molécula que se expresa en la membrana de todos los leucocitos, pero
no en los eritrocitos, ademas de que permite la identificacion de granulocitos,
monocitos y linfocitos por su expresién diferencial de esta molécula®'. Como
se puede observar en la Figura 8 la combinacion de ambos anticuerpos
resulté en la adecuada identificacion de las subpoblaciones de leucocitos,
permitiendo observar a los granulocitos (CD45°" CD14°), monocitos (CD45™
CD14") y por ultimo a los linfocitos (CD45™? CD14-).

En la Figura 8, ademas de la optima identificacion de las poblaciones
celulares, se observa la activacion de STAT-5 inducida por GM-CSF,
distinguiéndose que los granulocitos y monocitos responden ante este
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estimulo con mayor fosforilacion de STAT-5, mientras que en los linfocitos no
se activan ante este estimulo. La presencia de GM-CSF activa su complejo
receptor (GM-CSFR) heterodimérico que se encuentra en la superficie de las
células mieloides (granulocitos y monocitos), iniciando multiples vias de
sefalizacion entre la que se encuentra la via de JAK-STAT, las cuales
controlan funciones clave tales como supervivencia y activacion celular.
Evidencias recientes sugieren que GM-CSF desempefia un papel importante

en la mielopoyesis de emergencia en respuesta a una infeccion®.

En cuanto a la estimulacién con IL-10, se puede observar en la Figura 9b que
hay mayor activacion de la molécula STAT-3 en los monocitos en
comparacion con los granulocitos y los linfocitos. La expresién del receptor
(IL-10R1) para IL-10 se ha encontrado expresado en la superficie de gran
variedad de tipos celulares, principalmente en linfocitos y en células
mieloides. Sin embargo en el caso de los granulocitos la expresion del
receptor de IL-10 es menor en comparacion con los monocitos y linfocitos
%354 Esto nos podria explicar por qué en la poblacién de granulocitos se
encuentra una menor fosforilacion de STAT-3 por lo tanto una menor
activacion de esta via de sefalizacion, en comparaciéon con los monocitos.
Aunque se ha reportado la expresion en linfocitos de este receptor para IL-
10, en este experimento no obtuvimos la activacion de STAT-3 inducida por
esta citocina.

Finalmente con la estimulacién con LPS, aunque se observd activacion de la
molécula p38 por parte de los granulocitos, fueron los monocitos donde se
obtuvo una mayor activacion, mientras que los linfocitos no responden ante
este estimulo. EI LPS es el principal componente en la membrana externa de
las bacterias Gram-negativas, estudios recientes han tratado de explicar
coémo es reconocido el LPS por monocitos y macrofagos. Esta endotoxina es
reconocida principlamente por el receptor TLR-4 en donde también participa
la molécula CD14, la cual se expresa principalmente en monocitos. Una vez
reconocido se activan diferentes vias de sefnalizacion que incluye la ruta para
la activacion de NFkB y la via de MAPK que activa a ERK 1, 2, JNK o p38°°.
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Los resultados anteriores indican que la técnica de analisis de antigenos
fosforilados en sangre periférica puede ser inducida por los activadores
utilizados, por lo que pueden ser utilizados como controles positivos para
pruebas posteriores. El uso de marcadores de identificacion potencia el poder
de la prueba, debido a que las células no se activan igual por los mismos
ligandos, y esto solo puede ser analizado con anticuerpos acoplados a
fluorocromos que no sean sensibles a los tratamientos de fijacion y

permeabilizacion.

Una vez estandarizada esta técnica se aplico este método en muestras de
pacientes con SIRS /sepsis, ya que en trabajos recientes se ha demostrado
que la presencia de activacion de las vias de sefalizacion como MAPK o
JAK-STAT, previo al desarrollo de la segunda infeccion, provoca que la
respuesta de macréfagos, células dendriticas y linfocitos T sea mucho
menor*'. Estos resultados apoyan la hipétesis de que ocurra un fenbmeno
similar en leucocitos humanos de pacientes con SIRS/sepsis y por lo tanto se
pueda explicar la alta susceptibilidad a infecciones secundarias, sin embargo
esto solo se ha descrito en modelos de raton.

Al observar que la principal poblacién en donde se observdé mayor activacion
de las moléculas STAT-3, STAT-5 y p38 fueron los monocitos, se opt6 por
enfocar el analisis en este tipo celular para la comparacion de las muestras
de voluntarios sanos con respecto a las muestras de pacientes con SIRS
/sepsis. Los pacientes con SIRS tienen mayor fosforilacion de STAT-5 en
comparacion con los voluntarios sanos (Figura 11), sin embargo en los
pacientes con sepsis se observd menor activacion de esta molécula. En
cuanto a la activacion de STAT-3 (Figura 12), pacientes con SIRS y con
sepsis mostraron mayor activacion de STAT-3 en comparaciéon con los
voluntarios sanos. Finalmente en pacientes con SIRS y con sepsis se
observd menor activacion de p38 en comparacion con los voluntarios sanos. (
Figura 13).

Los monocitos son de las principales células efectoras del sistéma

inmunoldgico durante un proceso inflamatorio. Entre las funciones que llevan
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a cabo son la fagocitosis de los agentes infecciosos, asi como también son la
principal fuente de mediadores inflamatorios, que a su vez activan y reclutan
a otras células del sistema inmune innato. También pueden ejercer efectos
antimicrobianos directos a través de la actividad bactericida y activar la
respuesta inmune adaptativa, al participar en la presentacion de antl'gen056.
Se ha observado que los monocitos de pacientes con sepsis pierden su
capacidad de generar una respuesta inflamatoria después de una
estimulacién por productos bacterianos, en cambio aumentan la produccion

de mediadores anti-inflamatorios tales como IL-10°".

Otra caracteristica importante de los monocitos en sepsis son los bajos
niveles de expresion de la molécula de clase Il del complejo mayor de
histocompatibilidad (HLA-DR), esto podria correlacionar con la alta
produccion de IL-10 por parte de estas células ya que una de las funciones
anti-inflamatorias de esta citocina es la inhibicion de la expresion en la
superficie de la molécula HLA-DR por parte los monocitos, lo que repercute
en la disminucion de algunas de las funciones de estas células , tales como la
capacidad de producir citocinas pro-inflamatorias e inducir la respuesta de los
linfocitos T por la disminucién en la presentacion de anigeno mediante esta

molécula®®.

Los resultados de las muestras de los pacientes podrian indicar fallas en la
capacidad de respuesta de los monocitos. Debido a la exposicion prolongada
a agentes pro-inflamatorios (PAMPs, citocinas, etc) los monocitos de los
pacientes con SIRS o sepsis no tienen la capacidad de responder ante
estimulos pro-inflamatorios como lo es el LPS y por lo tanto se observa una
disminucién en la activacion de la molécula p38 en comparacién con los
voluntarios sanos. Pero son capaces de encender STAT-3 y STAT-5, cuyas
consecuecias son dependientes de si el estimulo se encuentra en circulacion.
Aunque es importante recalcar que en este trabajo por el numero de
pacientes(n=2) comparados con sujetos sanos, solo podemos hablar de
tendencias al no poder realizar pruebas estadisticas para verificar

significancia.
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En este trabajo estandarizamos la técnica de citometria de flujo para evaluar
los estados de fosforilacidn en leucocitos estimulados con LPS o citocinas, no
solo para sangre periférica de sujetos sanos, sino también para aplicarla en
pacientes con SIRS/sepsis. Sin embargo para obtener una conclusion sobre
alteraciones de vias de sefalizacion como MAPK y JAK-STAT en pacientes
con SIRS/sepsis en comparacion con voluntarios sanos es necesario ampliar

el nimero de muestras.

Conclusion:

Se estandarizé el método de evaluacion de vias de sefalizacion a nivel
unicelular en leucocitos humanos de voluntarios sanos, los cuales se
identificaron y caracterizaron por los estados de fosforilacion de STAT-3 ,
STAT-5 y p38, asi mismo se aplicé este método en muestras de pacientes
con SIRS /sepsis, esto utilizando como técnica la citometria de flujo.
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