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RESUMEN

El asma es una de las enfermedades con mayor prevalencia a nivel mundial,
afectando principalmente a niflos y ancianos, motivo por el cual se ha convertido en
un problema de salud en todo el mundo. El interés por reducir la incidencia de esta
patologia la ha llevado a ser una de las mas estudiadas y descritas por diversos
grupos de trabajo, sin embargo, por su naturaleza multifactorial no hay un
tratamiento definitivo para esta, y solo se ha limitado al mantenimiento y tratamiento
de los sintomas caracteristicos como la hiperreactividad, broncoespasmo e

inflamacion de la via aérea.

Existe evidencia sugerente que un marcador importante en el asma es el ATP y sus
nucledétidos derivados, los cuales actian como mediadores proinflamatorios que
pueden agudizar los episodios de exacerbacion de la enfermedad. Estos
nucledtidos son liberados al espacio extracelular en condiciones inflamatorias por
células de origen hematopoyético como los eosinofilos y neutrdéfilos, alterando las
concentraciones normales de ATP provocando la sefalizacion por parte de los
receptores purinérgicos (P2X y P2Y), los cuales pueden promover la contraccion
del musculo liso. Existen enzimas denominadas ectonucleotidasas (NTPDasas) las
cuales se encargan de hidrolizar estos nucledtidos hasta sus respectivos
nucleosidos para controlar este incremento en las concentraciones extracelulares
de ATP y poder revertir la inflamacion. Se ha demostrado que la rapida hidrolisis del
ATP por parte de estas enzimas puede ayudar aliviar el broncoespasmo en modelos
animales de asma alérgica, sin embargo, el papel de las NTPDasas en el asma no

es del todo claro.

En este estudio se determind la actividad total de la NTPDasa-1 en leucocitos totales
y eosindfilos separados de pacientes con asma alérgica (n=11) y de sujetos sanos
(n=12) provenientes de sangre periférica estimulados con 500 uM de ATP. La
determinacioén se llevo acabo indirectamente mediante cinética enzimatica tomando

como unidad de medicion la cantidad de fosfatos inorganicos (Pi) liberados por las



células. Se compararon las poblaciones celulares estimuladas de ATP de ambos
grupos de estudio, encontrando diferencia significativa (p<0.001) entre eosinofilos
de sujetos sanos y leucocitos totales del mismo grupo. También se encontro
diferencia con eosinofilos de pacientes. La poblacion de leucocitos totales de
pacientes, mostraron diferencia estadisticamente significativa de p<0.001 con
eosinofilos de ese mismo grupo de estudio y con leucocitos totales de sujetos sanos.

Estos resultados proponen dos hipétesis: primero, que el incremento del numero de
células totales podria contrarrestar la falla en la actividad de la NTPDasa vy, por
ultimo, que la actividad de otras células inflamatorias relacionadas con esta

patologia podria estar involucrada en este mecanismo.



ABSTRACT

Asthma is one of the diseases with the highest prevalence worldwide, affecting
mainly children and the elderly, reason by which has become a worldwide health
problem. The interest to reduce the incidence of this pathology has led her to
become one of the most studied and described by various working groups, however,
due to its multifactorial nature there is no definitive treatment for this, and only has
limited to maintenance and treatment of the characteristic symptoms as

hyperreactivity, bronchospasm and airway inflammation.

There is suggestive evidence that an important marker in asthma is ATP and its
derived nucleotides, which act as proinflammatory mediators that can intensify the
exacerbation episodes of the disease. These nucleotides are released into the
extracellular space under inflammatory conditions by cells of hematopoietic origin
such as eosinophils and neutrophils, altering normal concentrations of ATP
triggering the signaling by purinergic receptors (P2X and P2Y), which can promote
smooth muscle contraction. There are enzymes called ectonucleotidases
(NTPDases) which are responsible for hydrolyzing these nucleotides to their
respective nucleosides to control the increase in extracellular concentrations of
ATP and to reverse the inflammation. It has been shown that the quick hydrolysis
of ATP by these enzymes may help to alleviate bronchospasm in animal models of
allergic asthma, however, the role of NTPDases in asthma is not entirely clear.

In this study, the total activity of NTPDase-1 was determined in total leukocytes
and eosinophils separated from patients with allergic asthma (n = 11) and healthy
subjects (n = 12) from peripheral blood stimulated with 500 uM of ATP. The
determination was carried out indirectly by enzymatic kinetics taking as a unit of
measurement the amount of inorganic phosphates (Pi) released by the cells. The
stimulated ATP cell populations of both study groups were compared, finding a
significant difference (p <0.001) between eosinophils from healthy subjects and

total leukocytes from the same group. A difference was also found with eosinophils



from patients. The total leukocyte population of patients showed a statistically
significant difference of p <0.001 with eosinophils from the same study group and
with total leukocytes from healthy subjects.

These results propose two hypotheses: first, that the increase in the number of
total cells could counteract the failure in NTPDase activity and, finally, that the
activity of other inflammatory cells related to this pathology could be involved in this
mechanism.



1. INTRODUCCION

El asma es la enfermedad no transmisible con la mayor prevalencia a nivel mundial,
se estima que unos 250 millones de personas la padecen siendo en su mayoria
nifos (“OMS | Asma,” 2013), sin embargo, un reporte del ano 2014 (“The Global
Asthma Report 2014, 2014) coloca esta cifra en 334 millones de personas que
padecen esta enfermedad. La Secretaria de Salud del Gobierno de México reporta
que, esta enfermedad, es padecida por aproximadamente un 7% de la poblacion
total del pais, por lo que la vuelve una de las 20 principales enfermedades a nivel
nacional (“Programa Nacional de Poblacién 2001-2006 | Consejo Nacional de
Poblacion CONAPO”) y por ende un problema de salud. El desarrollo de esta
patologia no tiene un origen definido ya que es una enfermedad multifactorial
pudiéndose desarrollar a lo largo de la vida de un individuo; sin embargo, es mas
probable desencadenarla en estadios tempranos de la vida, ya que se es
susceptible a una gran variedad de agentes ambientales, bioldgicos, e incluso a la
misma predisposicion genética del individuo. Esta razon coloca al asma como la
enfermedad crénica de vias respiratorias mas frecuente en poblaciones menores de
edad (Myers, 2000).

1.1. Fisiopatologia

Segun la Global Initiative for Asthma (GINA, 2017), el asma es una enfermedad
heterogénea caracterizada por la inflamacion cronica de la via aérea, la cual tiene
sintomas variables que la caracterizan como: disnea, sibilancias, opresion toracica,
dificultad para exhalar el aire y tos persistente; los individuos que padecen esta
enfermedad, pueden desarrollar episodios donde se exacerban los sintomas y pone
en riesgo su vida. A estos episodios comunmente se le denominan como
exacerbaciones o crisis asmaticas, las cuales, ademas de generar los clasicos
marcadores del asma (hiperreactividad, broncoespasmo e inflamacion de la via

aérea) (Figura 1). La hiperreactividad se define como el incremento en la
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sensibilidad de la via aérea ante el estimulo inspiratorio, provocando el
estrechamiento de la misma. Esta hipersensibilidad de la via no se manifiesta en
sujetos sanos y ocurre debido a la presencia de agentes como contaminacion,
alérgenos, aire frio o espasmoégenos como metilcolina e histamina. El
estrechamiento de la via anteriormente mencionado es conocido comunmente
como broncoespasmo, el cual puede ir acompafado por hipersecrecion de moco
producido por las glandulas submucosas dificultando aun mas el flujo de aire
causando la obstruccion de la via. Finalmente, la inflamacién de la via causada por
el influjo de células inflamatorias y mediadores proinflamatorios liberados durante la
progresion de la enfermedad provocan el engrosamiento de la pared
traqueobronquial causando la denominada broncoconstriccién.

La falta de tratamiento o el mal seguimiento del mismo puede ocasionar que estos
marcadores tipicos del asma se agraven provocando incluso dafos epiteliales y
microvasculares que podrian desarrollar un proceso de remodelacion en la via
aérea provocando danos irreversibles en la misma (Belvisi et al., 2018; Haselkorn
et al., 2009; Prieto & Queipo, 2000)

Aire
__—— atrapadoen
alveolos

Musculo
liso

/ relajado

W Musculo

liso
LA contraido

N

Pared
inflamada y

engrosada L.
Asmatico en

Normal Asmatico exhacerbacién

Figura 1. Representacion gréfica de la via aérea en estadio normal y en el desarrollo de
la enfermedad.
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Los episodios exacerbados o crisis, se clasifican por severidad segun la intensidad
de los sintomas, asi como la funcién pulmonar del individuo, resaltando el volumen
expiratorio forzado al 1er segundo (FEV4), el porcentaje de saturacion de
oxihemoglobina (Sa0.), la presién arterial de oxigeno (Pa0O2) y la presién arterial de
didxido de carbono (PaCO3) (Bermeo-Limon & Velasco-Diaz, 2013) (Tabla 1).

Tabla 1. Evaluacion de las crisis asmaticas segtin su severidad
Crisis Leve Crisis Moderada- Paro Respiratorio

Severa
Disnea Leve Moderada-Intensa Muy intensa
Habla Parrafos Frases-Palabras Nula
Frecuencia Aumentada > 20-30
respiratoria
Frecuencia cardiaca <100 >100-120 Bradicardia
Uso musculatura Ausente Presente Movimiento
accesoria toracoabdominal
Sibilancias Presente Presentes Silencio auscultatorio
Nivel de Normal Normal Disminuido
consciencia
Pulso paraddéjico Ausente > 10-25 mmHg Ausencia (fatiga

muscular)

FEV1 o PEF (valores > 70% <70%
de referencia)
Sa0:2 (%) > 95% 90-95% <90%
PaO. mmHg Normal 80-60 <60
PaCO, mmHg <40 > 40 > 40

1.2. Inmunopatologia

El mecanismo inmunoldgico involucrado en la respuesta alérgica (Figura 2)
comienza con el reconocimiento del antigeno por parte de las células presentadoras
(CPA) las cuales presentan biomoléculas como péptidos y carbohidratos selectos
en el contexto del complejo mayor de histocompatibilidad clase Il (CMH IlI) a los
linfocitos T virgenes, dirigiendo la polarizacion en favor al fenotipo de células
cooperadoras (Tr) tipo 2 donde el factor de transcripcion GATA 3 media la secrecion
de citocinas (IL-3, IL-4, IL-5, IL-9, IL-13, GM-CSF) especificas de este fenotipo
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(Hammad & Lambrecht, 2006); a esto se le conoce tradicionalmente como balance

Th2- Th1 (Figura 3).

Molécula del
CMH tipo Il

Alergeno
)

Liberacion de
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CPA/ l O C \
@ @ .
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Figura 2. Mecanismo inmunolégico envuelto en la respuesta alérgica. (Imagen tomada de (Holgate
& Polosa, 2008)

Algunas de estas citocinas intervienen directamente en la sintesis de
inmunoglobulina E (IgE) por parte de los linfocitos B y es captado por los receptores
de alta afinidad (FceRI) encontrados en la membrana las células cebadas.
Subsecuentes exposiciones al alérgeno, provocan el reclutamiento de células
inflamatorias al sitio de accion y a la liberacidn de mediadores por parte de las
mismas ceélulas responsables de causar la respuesta aguda asmatica
(exacerbacion) y asi, perpetuar la respuesta inflamatoria hasta su fase tardia

(Cockcroft, Hargreave, O’'Byrne, & Boulet, 2007)

La fase temprana de la exacerbacion asmatica se lleva a cabo minutos después
de que el alérgeno es captado por las CPA; los mastocitos sensibilizados a IgE,

degranulan su contenido liberando mediadores como histamina, prostaglandinas,
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tromboxanos, ATP (adenosin trifosfato) y leucotrienos. Estos ultimos, se encargan
de incrementar la expresion en el endotelio de P-selectina y E-selectina,
glucoproteinas de membrana encargadas de iniciar el rodamiento leucocitario, asi
como incrementar la expresion de moléculas de adhesion como lo es ICAM 1
(intracelular) y VCAM 1 (vascular). Ademas, se liberan citocinas que promueven la
permeabilidad vascular, la contraccion del musculo liso y la hipersecrecion de
moco (Kelly, Hwang, & Kubes, 2007). Los mastocitos también liberaran citocinas
quimiotacticas como el ligando de quimiocinas CCL2, CCL3, CCL5, CCL7, CCLS,
CCL13, CCL24 y CCL26, las cuales pueden promover el reclutamiento de células
inflamatorias que contribuyen en la fase tardia de la respuesta alérgica (C.
Palmqvist, Wardlaw, & Bradding, 2007), la cual esta caracterizada principalmente
por la afluencia de eosinofilos y células Th2.

Uso desmesurado de
antibiéticos

Estilo de vida occidental
Ambiente urbanizado
Dieta

Sensibilizacion a
alérgenos como polvo,
pelo de animal, etc.

|

Enfermedades
alérgicas incluyendo
el asma

)

Figura 3. Representacion del balance hipotético entre poblacion Tu1y Tu2. (Imagen obtenida y
editada de Morgan et al., 2004)

Como fue puntualizado anteriormente, existen diversos tipos celulares presentes de
manera circulatoria dividiéndose en dos grandes grupos, células mononucleares,
donde se encuentran monocitos y linfocitos, caracterizados principalmente por
poseer un nucleo redondo y definido. El otro grupo corresponde a las células

polimorfonucleares (neutrdfilos, basdfilos y eosindéfilos), que como su nombre lo
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dice, su nucleo puede poseer diversas formas, siendo principalmente alargado y
con presencia de granulos en su citoplasma. Estas son enzimas especializadas que,
en presencia de un proceso infeccioso o alérgico, se liberan al espacio extracelular,

actuando como agentes pro inflamatorios (Peters, Nguyen, & Dunican, 2016).

1.3. Eosinédfilos

Especificamente, los eosindfilos son granulocitos de origen hematopoyético
(Sandoval-Benetti, Sanchez, Baleiron, Bogado, & Romero-Valdez, 2010) los cuales
liberan un gran numero de mediadores proinflamatorios, incluyendo cisteinil
leucotrienos y proteinas basicas como la eosindfilo peroxidasa, proteina cationica,
proteina basica mayor y neurotoxina derivada de eosindfilos (Pease & Williams,
2006), asi como citocinas proinflamatorias (IL-3, IL-5 e IL-13). Poseen una
caracteristica que aun no ha sido reconocida del todo, la cual propone que estas
células responden a senales de peligro a ciertos agentes, como puede ser el polvo
o algunos alérgenos que potencialmente podrian desencadenar un episodio
asmatico (Kobayashi, Kousaki, & Kita, 2010)

]

granulos

L. 508 S
DQQQA%A e

Figura 4. Estructura de los eosindfilos.

nucleo

15



Por otro lado, se ha demostrado que existen otros fenotipos de linfocitos T
involucrados en el mecanismo de la respuesta inmunoldgica. Uno de ellos son los
linfocitos T reguladores/supresores (Tregs), 0s cuales expresan CD25*CD4*FOXP3
(factor de transcripcion responsable de la supresion de la respuesta TH2) y el
receptor de IL-2, el cual, actua como factor de crecimiento para linfocitos T, asi como
en la regulacion inmunitaria promoviendo la liberacion de interferdn e induciendo la
liberacion de IL-1y factor de necrosis tumoral (TNF)a y B. Estas células estan
implicadas en la supresion de la respuesta inmunitaria frente antigenos extrafos o
propios, mediante la influencia de estas sobre la actividad de otras células del
sistema inmunitario, a través de la produccion de citocinas inhibitorias como IL-10 y
el factor de crecimiento transformante $ (TGF-B), el cual induce las Tregs Y participa
directamente en la supresion de las células T efectoras (Maazi et al., 2012). Otro
fenotipo celular que se ha identificado es el Tu17, reconocido principalmente en
pacientes con asma refractaria, o asma resistente al tratamiento, cuyos episodios o
exacerbaciones son de la mayor severidad y frecuencia, y no pueden ser
controlados adecuadamente mediante los esquemas de tratamiento recomendados
en las diversas guias enfocadas en esta patologia. Esta poblacion de células CD4*
estan asociadas con una inflamacién neutrofilica a través de la secrecion de IL-17
e IL-17F (Choy et al., 2015). El factor transcriptor RORYyt identifica a las células Tu17
y es activado selectivamente por IL-13 e IL-6, siendo IL-23 responsable de la
proliferacion de este tipo de linfocitos. La citocina IL-17 esta sobre expresada la via
aérea de un sujeto asmatico asociada también a una afluencia de neutrodfilos

(Cosmi, Liotta, Maggi, Romagnani, & Annunziato, 2011).

1.4. ATP y receptores purinérgicos

Dentro de los diferentes mediadores proinflamatorios anteriormente mencionados,

se encuentra la molécula de ATP (Figura 5). Es conocida generalmente por

participar en diversos procesos energéticos y metabdlicos. Fue descrita por primera

vez como neurotransmisor en 1981 por Burnstock y recientemente, como mediador
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de la comunicacion celular (Idzko et al., 2007). Esta molécula es generada en la
fosforilacion oxidativa por accion de la ATP sintasa y tambien considerada como

ubicua al estar presente en todo tipo de células (Burnstock, 1991).

Adenina

Grupos fosfato

OH OH Ribosa

Figura 5. Estructura molecular del ATP y sus diferentes componentes

Las concentraciones normales de ATP dentro de las células oscila entre 1-10 mM;
mientras que en el espacio extracelular se encuentran en rangos nanomolares
(Trautmann, 2009). En trabajos recientes (Weigand, Ford, & Bradley, 2012)
demostraron que la liberacion de ATP como consecuencia de la contraccion del
musculo liso bronquial es responsable de la estimulacién de fibras-C a partir de la
interaccion con los receptores purinérgicos P2X3. Por otro lado, se ha descrito que
el ATP promueve la produccion de tromboxano A2 (TXAz), el cual se encargara de
potenciar el broncoespasmo en un modelo alérgico de cobayo (Chavez et al., 2013).

Los receptores purinérgicos son proteinas de la superficie celular que se unen a las
purinas y generan cambios intracelulares que influyen sobre el comportamiento
celular. Existen dos familias de estos receptores, las cuales han sido ampliamente

descritas; la primera corresponde a los receptores P1R, los cuales, son
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metabotropicos unidos a una proteina Gq cuyo ligando especifico es la adenosina
extracelular (Alfieri et al., 2012).

Por otra parte, la segunda corresponde a los receptores P2R, los cuales se dividen
en dos subfamilias; los P2Y y los P2X. Los receptores P2Y (1, 2, 4, 6, 11, 12, 13,
14), son receptores metabotrépicos, unidos a una proteinas G y cuyos ligandos son
nucleotidos extracelulares como ATP, ADP, UTP, UDP, ITP, entre otros, y movilizan
Ca?* intracelular del reticulo sarcoplasmico via trifosfato de inositol, el cual,
estimulara la contraccion del musculo liso (Khakh & North, 2006). Mientras que los
receptores P2X (1, 2, 3, 4, 5, 6, 7), son receptores ionotropicos no selectivos
dependientes totalmente de ATP, que debido a su conformacion tetramérica, forman
un canal abriendo o cerrando los enlaces que permiten el flujo de iones a través de
la membrana dependiendo del estimulo (North, 2002). Se ha demostrado que
algunos de estos receptores estan asociados al proceso inflamatorio en el asma; no
solo en presencia de una exacerbacion, sino en todos los tejidos del sistema
respiratorio (Lister et al., 2007), particularmente el receptor P2X7, el cual esta
expresado principalmente en células con origen hematopoyeético.

1.5. Ectonucleotidasas

Existen una superfamilia de enzimas asociadas al ATP denominadas
ectonucleotidasas, las cuales tienen como funcidn principal hidrolizar nucledtidos
extracelulares hasta sus respectivos nucleésidos (Robson, Sévigny, &
Zimmermann, 2006). Estas enzimas se encuentran ancladas en la superficie celular
y sus sitios cataliticos estan localizados en direccion al espacio extracelular; otras
hacia el interior de esta, y otras, como la 5’-nucleotidasa se encuentran de forma
soluble. Las ectonucleotidasas se dividen en cuatro familias: la ectonucleésido
trifosfato difosfohidrolasa (NTPDasa) la cual tiene 8 subtipos (Tabla 2), la fosfatasa
alcalina, la nucledtido pirofosfatasa/fosfodiesterasa (NPP) que engloba 5 subtipos,
y la 5'-nucleotidasa (Grinthal & Guidotti, 2006).
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Tabla 2. Nomenclatura y localizacién en el cromosoma de la familia NTPDasa

(Tomada y traducida de Robson et al., 2006)

Nombre de la

Nombres comunes

Nombre del gen

Localizacion en el

proteina cromosoma

NTPDasa 1 CD39, ATPDasa, ecto- ENTPD1 10924, 19C3
apirasa

NTPDasa 2 CD39L1, ecto-ATPasa ENTPD2 9q34, 2A3

NTPDasa 3 CD39L3, HB6 ENTPD3 3p21.3, 9F4

NTPDasa 4 UDPasa, LALP70 ENTPD4 8p21, 14D1

NTPDasa 5 CD39L4, ER-UDPasa, ENTPD5 1424, 12E (12D1)
PCPH

NTPDasa 6 CD39L2 ENTPD6 20p11.2, 2G3

NTPDasa 7 LALPA ENTPD7 10q24, 19D1 (19C3)

NTPDasa 8 Higado calanicular ecto-  nrppg 9934, 2A3

ATPasa, hATPDasa

Especificamente,

la NTPDasa-1

(CD39%) genera gran

interés biologico y

farmacolégico debido a que junto con la 5-nucleotidasa (CD73%) y los receptores

purinérgicos P2Y y P2X forman parte de una cascada de sefales que generan

informacion frente a diferentes estimulos, los cuales dictaminaran el proceder de las

células (Wang et al., 2014). Esta cascada es denominada comunmente como

sefalizacion purinérgica y esta involucrada directamente en el proceso inflamatorio

frente a diversos estimulos.

El progreso de esta sefalizacion esta dividido en tres fases: la fase de iniciacion, la

progresion y la resolucion (Figura 6).
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Figura 6. Desarrollo de la sefalizacion purinergica en un proceso inflamatorio. (Imagen tomada de
Rossi, Salvestrini, Ferrari, Di Virgilio, & Lemoli, 2017)

En la fase de iniciacion, se libera ATP de manera extracelular debido a la respuesta
de células del sistema inmune posterior a sefales causadas por dafo o estrés
celular, la induccion de algun agente patdgeno, o por la captacion de algun alergeno
como en el asma. El ATP puede actuar como sefial de dafio y dar alerta al sistema
inmunologico, el cual promovera el reclutamiento de células inflamatorias. El
receptor P2X7 por si mismo, participa en la liberacion de ATP potenciando aun mas
la senfalizacion (Suadicani, Brosnan, & Scemes, 2006). Como ya se habia
mencionado anteriormente, todas las celulas incluidas con origen hematopoyético,
constitutivamente liberan ATP, esto con el objetivo de mantener en equilibrio la
concentracion de nucleétidos en rangos nanomolares (rangos establecidos como

normales), sin embargo, la liberacion de ATP en respuesta a diferentes estimulos
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de dafo, provoca que haya un desbalance entre nucleotidos, causando que se
pueda desencadenar el proceso inflamatorio (Fredholm, 2007).

En la fase de progresion, el ATP liberado al espacio extracelular, puede estimular a
los receptores P2 encontrados en la membrana celular, induciendo de esta manera,
la atraccion quimiotactica de granulocitos y macrofagos al sitio de inflamacion, asi
como la activacién de las CPA. Esta accién promueve el inicio, de la respuesta
inmune, provocando la amplificacion del proceso inflamatorio (Wiley, Sluyter, Gu,
Stokes, & Fuller, 2011).

Finalmente en la fase de resolucion, se activa una respuesta anti-inflamatoria para
proteger a los tejidos de un dafio aun mas grave, ya que esta mediada por la
NTPDasa 1, la cual se encarga de hidrolizar el ATP hasta AMP, y posteriormente la
5’-nucleotidasa hidroliza al AMP para romper el enlace alfa del ultimo grupo fosfato
y liberar asi a la adenosina, la cual tiene una actividad anti-inflamatoria e
inmunosupresora, bloqueando la expresion del factor nuclear kB  (NF-xB),
inhibiendo la liberacion de citocinas proinflamatorias, asi como la expresion de
moléculas de adhesion (Zernecke et al., 2006)

1.6. Esquema de tratamiento

Debido a su origen multifactorial, el asma no tiene una cura definitiva como tal, y
todo el esquema de tratamiento de la misma esta basado en medicamentos
enfocados en el control de los sintomas para evitar su progresion. El uso de estos
farmacos se ve determinado por la gravedad de los sintomas donde las opciones

de primera linea son las siguientes
1.6.1. Agonistas 2 adrenérgicos

Este tipo de farmacos actuan uniéndose a los recepetores adrenérgicos f2

estimulando a la enzima adenilato ciclasa mediante la transduccidon de sefales de
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la proteina Gs, con la finalidad de incrementar la produccion y liberacion de AMP
ciclico (cAMP), activando asi, la proteina cinasa A. Esto promueve la relajacion del
musculo liso a través de la fosforilacion de la cadena ligera de la miosina cinasa y
por la apertura de los canales de potasio dependiente de calcio (KCa?*), aliviando
el broncoespasmo en el asma (Holgate & Polosa, 2008). Dentro de este grupo de
farmacos se encuentran los beta-agonistas de corta accion (SABA, por sus siglas
en inglés), como el salbutamol, levalbuterol, metaproterenol y turbulina; los cuales
son indicados por ser los broncodilatadores mas efectivos para el alivio rapido de
los sintomas del asma. Los beta-agonistas de larga duracion (LABA, por sus siglas
en ingles), como el salmeterol y el formeterol, inducen la broncodilataciéon por al
menos 12 horas a partir de su administracion (Palmqvist et al., 1997). Son indicados
como terapia suplementaria para el asma que no es controlada por corticoesteoides
inhalados.

1.6.2. Corticoesteroides
Los corticoesteorides se difunden a través de la membrana celular donde se unen
a los receptores citoplasmaticos para glucocorticoides. Esto da como resultado la
activacion de estos receptores y su posterior translocacion al nucleo, donde la
actividad transcripcional de los genes-objetivo es modulada por varios mecanismos,
incluyendo la transactivacion y transrepresion de estos genes (Holgate & Polosa,
2008). En la inflamacion mediada por células TH2, los corticoesteorides actuan
inhibiendo la expresién de citocinas, quimiocinas y moléculas de adhesién cuyos
genes estan regulados por factores de transcripcidon como NF-«xB y por la proteina
activadora 1 (AP1) (Barnes & Adcock, 1998). El tratamiento con corticoesteoides es
altamente efectivo suprimiendo la inflamacion de la via aérea; sin embargo, existen
casos especificos como las exacerbaciones producidas por un cuadro viral y en
sujetos asmaticos fumadores, donde no tendran ningun efecto. El propionato de
fluticasona y budesonida, son dos de las corticoesteroides inhalados mas recetados
para esta patologia, sin embargo en casos puntuales es normal el uso de

prednisona y dexametasona (Paniagua et al., 2017).
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1.6.3. Terapias complementarias
De manera general, estos son los dos grandes grupos de farmacos utilizados para
el control del asma, sin embargo existen otros tipos de medicamentos, como los
modificadores de leucotrienos, los cuales son antagonistas de los receptores de
cisteinil leucotrienos-1 (CysLTR1). El farmaco mas utilizado de este tipo es
montelukast, el cual esta indicado como terapia suplementaria a los
corticoesteroides inhalados. Ademas existen medicamentos cuyo blanco
terapeutico son las citocinas especificas que se encargan de la inflamacion alérgica
caracteristica de la via Th2; estos son denominados anticuerpos monoclonales
(omalizumab, mepolizumab, etc) y actuan bloqueando e inhibiendo la accion vy

produccion de interleucinas como IL-4, IL-5, IL-10, IL-12 e IL-13.
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2. JUSTIFICACION

En un trabajo previo, usando un modelo de reto antigénico en cobayos, se encontrd
que la ovoalbumina producia un incremento en la resistencia pulmonar y que al
administrar un inhibidor de las ectonucleotidasas (ARL-67156) a los animales,
previo al reto antigénico, causaba un severo broncoespasmo y la muerte del 44%
de los animales (Chavez et al, 2013). Estos resultados permitieron especular que el
modelo de asma alérgico puede modular la expresién o cantidad de enzimas

disponibles para degradar el ATP extracelular.

3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Al respecto, poco se sabe del papel que desempefian estas enzimas y en particular
la NTPDasa-1/CD39" que se localiza en eosindfilos de pacientes con asma alérgica.
eniendo en cuenta que esta enfermedad es mediada principalmente por eosindfilos,
es importante conocer si existe alguna deficiencia en el funcionamiento de esta
enzima que pudiera comprometer la hidrolisis del ATP producido y liberado en una

exacerbacion, potenciando asi el episodio de crisis.
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4. OBJETIVO GENERAL

Determinar la actividad de la NTPD-1 de eosindfilos en muestras de pacientes con

asma alérgica.

4.1. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Cuantificar la cantidad de fosfatos inorganicos liberados por la hidrdlisis de

ATP en eosindfilos provenientes de pacientes asmaticos estables.
e Comparar la proporcién de eosinofilos con respecto a los demas tipos
celulares en sangre periférica de pacientes con asma alérgica y sujetos

clinicamente sanos.

e Correlacionar la localizaciéon geografica de los pacientes con la actividad

enzimatica
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5. METODOLOGIA

5.1. Criterios
Se reclutaron 12 sujetos clinicamente sanos y 12 pacientes con asma alérgica
diagnosticada, los cuales debian cursar con una exacerbacion al momento del

estudio cumpliendo con los siguientes criterios:

Inclusion
e Pacientes mayores de 18 afnos de sexo indistinto con asma alérgica
diagnosticada.

¢ Que aceptaran participar en el estudio dando su consentimiento informado.

Exclusion

e Pacientes que presenten diabetes, obesidad, o ambas patologias.

e Pacientes que presenten otra enfermedad pulmonar.

e Pacientes que presenten alguna enfermedad infecciosa.

e Fumadores de mas de 10 cigarros al dia.
Eliminacion

e Toda muestra de paciente que no sea posible procesar.
Los pacientes fueron valorados y reclutados para su posible incursién en el estudio
en el pabellon 5 del Instituto Nacional de Enfermedades Respiratorias “Ismael Cosio
Villegas” mientras que los sujetos control se reclutaron y fueron valorados mediante
su expediente a lo largo del estudio en diferentes instancias del Instituto. Posterior

a la invitacion al estudio a ambos grupos se les solicitd el consentimiento informado

para el uso de su muestra.

Se procedio a tomar una muestra de entre 10 y 14 ml de sangre periférica mediante
puncién venosa en tubos con EDTA K3E (Sarstedt AG & Co, Niumbrecht, Alemania),
y fueron transportadas en un contenedor adaptado para muestras al laboratorio de

Hiperreactividad Bronquial donde se realiz6 el procesamiento.
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5.2. Procesamiento de la muestra

En tubos de 12 ml con tapon hermético se coloco una cantidad de Polymorphprep
(Axis-Shield, Oslo, Noruega) acorde a las instrucciones del fabricante para tener
una relacion de 1:1 entre el reactivo y la muestra sanguinea, posteriormente se
centrifugo bajo las siguientes condiciones: 18 min, 25°C, 3600 rpm. Al término del
ciclo de centrifugacion, la muestra se separé en dos anillos, el anillo superior
correspondia a las células mononucleares y el anillo inferior estaba conformado por
células polimorfonucleares. Ambos anillos se recuperaron en 2 tubos diferentes de
50 ml (Falcon®, New York, USA) donde se agregd aproximadamente 20 ml de
medio de cultivo RPMI sin aminoacidos (Lonza®, Basilea, Suiza) para evitar el
estrés celular; se centrifugaron nuevamente, a 10 min, 25°C, 1800 rpm. Finalizado
este paso, se descartd en sobrenadante y el boton celular se resuspendié en 20 mi
de una solucion de lisis (600 mg NaHCOs, 4.15 g NH4Cl y 10 mg de EDTA) para
eliminar la contaminacion con eritrocitos que pudieran quedar aun en el boton
celular y se volvié a centrifugar bajo las mismas condiciones que el procedimiento
anterior. Finalmente, ambos botones celulares, se resuspendieron en 1 ml de una
solucion compuesta por 1X PBS, 2 mM EDTA y 0.2% BSA. Se realizdé un conteo
total para determinar la cantidad de células obtenidas, asi como la integridad celular

con azul de tripano al 0.4%.

5.3. Marcado magnético y separacion negativa

Posterior a la determinacion del numero de células, se realiz6 el marcado magnético
con un kit para separacion de eosindfilos del paquete celular total (Eosinophil
Isolation Kit, Miltenyi, Bergisch Gladbach, Alemania) de acuerdo con las
indicaciones del fabricante. Primeramente, se centrifugaron las muestras a 10 min,
25°C, 1800 rpm; se decanto el sobrenadante para resuspender el botdn celular con
40 L del buffer de trabajo (1X PBS, 2 mM EDTA 'y 0.2% BSA) por cada 10° células
obtenidas. Se agregaron 10 pL del Biotin-Antibody Cocktail (Miltenyi, Bergisch
Gladbach, Alemania) por cada 10° células y se incubaron en refrigeracion (2-8 °C)
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durante 10 min; posteriormente se agregaron 30 pL del buffer de trabajo por cada
108 células y posteriormente 20 uL del Anti-Biotin MicroBeads por cada 10°, se
mezcld y se incubd nuevamente en refrigeracion durante 15 min. Por ultimo, se
lavaron las células con 1 ml del buffer de trabajo y se centrifugaron con las mismas
condiciones antes mencionadas. Para llevar a cabo la separacion negativa de los
eosinofilos, se utilizé el equipo OctoMacs Separator™ y MS Columns (Miltenyi,
Bergisch Gladbach, Alemania). La muestra ya centrifugada se resuspendioé en 500
uL del buffer de trabajo. Se ubico el magneto en la base metalica y en una gradilla
de acrilico se coloco un tubo para la coleccion de la muestra; la columna se puso
sobre el magneto y se preparé agregando 500 yL del buffer de trabajo dejando que
pasara por la columna lubricando las perlas magnéticas. Después se agrego la
suspension de células en la columna colectando el liquido y haciendo pasar 500 pL
del buffer tres veces a la columna. Ese volumen separado negativamente
correspondio al total de eosindfilos. Posteriormente se eluy6 con 1 ml de buffer las
células marcadas en la columna correspondiente a la proporciéon de neutrofilos.

Ambas muestras se colocaron en hielo hasta su posterior uso.

5.4. Cinética enzimatica

Para determinar la actividad enzimatica de la NTPDasa-1, se utilizé tanto el paquete
leucocitario total como los eosindfilos aislados del mismo sujeto de estudio.
Posterior a la separacion negativa, todas las células fueron al final centrifugadas
durante 10 min, a 1800 rpm y 25°C. El botdn celular se resuspendié en 1 ml de una
solucion compuesta por 0.5 mM CaClz, 120 mM NacCl, 5.0 mM KCI, 60 mM glucosa,
50 mM TRIS-HCI (pH 8.0). Se tomaron dos alicuotas de 108 células por cada
muestra y se colocaron en tubos libres de fosfatos ajustando el volumen a 1 ml con
la misma solucion. Se incubaron a 37°C con y sin ATP (500 uM) (Sigma-Aldrich,
San Luis, Misuri, E.U.A) y cada minuto durante 10 min se tomdé una alicuota
(Munkonda et al., 2007). Para detener su actividad, cada muestra fue colocada en
tubos enfriados en hielo y mantenidas hasta completar el tiempo de cada cinética.
Posteriormente, se mezclaron 32 uL de cada muestra y 128 uL de una solucién
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compuesta por una relacion de 2:2:1 v/v, de verde de malaquita (Sigma-Aldrich, San
Luis Misuri, E.U.A), agua ultrapura y (NH4)sM07024 - 4 H20O (Sigma-Aldrich, San Luis
Misuri, E.U.A), disuelto en HCI 6N, en una microplaca de 96 pozos, placa que
también se mantuvo enfriada en hielo. Esta placa se coloco en un agitador
oscilatorio a 65 rpm durante 10 min. Posteriormente, el cambio de color en la placa
fue detectado mediante un lector de microplacas (Synergy™ HT. Biotek, Winooski,
Vermont, E.U.A) con una longitud de onda de 630 nm. Todos los datos se manejaron
con el programa Gen5 del mismo fabricante.

Se realiz6é una curva estandar (1, 3.2, 5, 10, 32, 50 y 100 uM) de KH2PO4 para
interpolar los datos obtenidos de cada muestra.

5.5. Conteo celular diferencial

Para realizar el conteo diferencial de las poblaciones celulares, se realizaron frotis
celulares en laminillas convencionales, mediante una citocentrifuga (Cytopro®,
Wescor Inc, Logan, Utah, E.U.A) a 1500 rpm durante 5 min. Finalmente, las
laminillas obtenidas se deshidrataron con metanol grado reactivo y se tifieron

mediante la técnica Romanowsky.

5.6. Analisis estadistico

Para el analisis estadistico se utilizo el programa SPSS V22.0 (IBM, Armonk, Nueva
York) en conjunto con el programa GraphPad Prism 6 (GraphPad Software Inc, San
Diego, California, E.U.A). Se realiz6 la prueba de normalidad de Kolmogorov-
Smirnov para determinar la distribucion de los datos y dependiendo del resultado se
aplicarian las pruebas de analisis correspondientes.
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6. RESULTADOS
6.1. Caracteristicas generales
Conforme al numero de sujetos reclutados para este estudio, se dividieron en dos

grupos de contraste, controles y pacientes con asma, y se obtuvieron sus

caracteristicas cuantitativas generales (edad, peso y talla) (tabla 3).

Tabla 3. Caracteristicas generales de ambos grupos de estudio

Control Asma
Valor p
n=12 n=11
Edad 32+11.37 41+13.85 NS
Peso 67+12.29 70.7£11.84 NS
Talla 167.25+8.65 167+6.66 NS

NS. No significativa

Los datos se analizaron inicialmente para evaluar la normalidad (tabla 3) de estos
mediante la prueba Kolmogorov-Smirnov, obteniendo una distribucion normal en los
valores (p>0.05) Posteriormente se realizd una prueba “t” de Student para muestras
independientes manejando una p<0.05 como significancia estadistica. En los
valores mostrados se observa que no existe diferencia estadisticamente
significativa entre las caracteristicas generales de ambos grupos de estudio. Se
buscé que por cada sujeto con asma hubiera un control con caracteristicas

similares.
6.2. Analisis de la poblacién celular de sangre periférica
Se determind la proporcion de cada poblacion celular proveniente de sangre

periférica. En ambos grupos de estudio se realizé un conteo el cual se muestra en
la tabla 4.

30



Tabla 4. Porcentaje de células por poblacion de cada grupo de estudio

Sanos Asma

n=12 n=11
Monocitos (%) 77 43.1
Linfocitos (%) 3.7 7.4
Neutrofilos (%) 11 22.3
Eosinofilos (%) 8.3 27.2

Se determind que la poblacién celular predominante en ambos grupos de estudio
es la de monocitos, sin embargo, las muestras de pacientes con asma son menores
que las muestras provenientes de sujetos sanos, 43.1% por 77% respectivamente.
En cuanto al numero de linfocitos, incremento en pacientes con asma. Con respecto
a neutrofilos y eosindfilos, el numero de estas células incremento en pacientes con

asma con respecto a los sujetos sanos.

6.3. Determinacion del numero de eosinéfilos

Posterior al proceso de purificacion celular se realizé el conteo total de leucocitos y
se ajustdé a una cantidad de 25 millones de células/ml por cuestiones de
estandarizacion para realizar la separacion negativa. Se determind el numero de
eosinofilos obtenidos mediante la separacion (Tabla 5), asi como el numero restante

de células marcadas positivamente con el anticuerpo.

Tabla 5. Numero de eosindfilos en ambos grupos de estudio

Sanos Asma Valor p
4x108 8.57x10°
No. de eosindfilos (2.35 - 5.1x109) (5.65-10.3x109) <0.001

p<0.05. Significancia estadistica.

Se obtuvo la mediana y los rangos intercuartilicos de ambos grupos de estudio, y
mediante la prueba no paramétrica U de Mann-Whitney se determind la significancia
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estadistica obteniendo un valor de p<0.001, lo cual indicdé que el incremento de
eosinofilos en pacientes con asma con respecto a sujetos sanos representa una

diferencia mayor a la planteada inicialmente.
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Figura 7. Dispersion del numero de eosindfilos totales/ml de ambos grupos.

En la figura 7 se muestra la dispersion de los valores obtenidos en la obtencion del
numero de eosindfilos en los grupos de estudio, demostrando que hay diferencia
estadisticamente significativa entre grupos; por lo que pudimos corroborar que la
estandarizacion y la metodologia aplicada para la obtencion de este tipo de células
fue exitosa. Ademas de que, en efecto, los pacientes estaban cursando por un

proceso inflamatorio al momento de la toma de muestra.
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6.4. Actividad de la NTPDasa-1

Se realizo la cinética enzimatica para determinar la actividad de la NTPDasa1, tanto
en leucocitos totales como en los eosindfilos previamente separados de ambos
grupos. En la figura 8, se muestra el comportamiento de leucocitos totales en
presencia del estimulo de ATP y en estado basal, tanto de sujetos sanos como en

pacientes con asma.
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Figura 8. Actividad enzimatica en leucocitos totales de sangre periférica de sujetos sanos y
asmaticos. Los datos representan promedio * error estandar.

La actividad enzimatica en leucocitos totales de pacientes con asma muestra un
incremento en la concentracion de fosfatos (Pi) liberados (uM) con respecto a los
sujetos sanos desde el estado basal, ya que al primer minuto se obtuvo 2.221 uM
en sanos, mientras que en pacientes el valor incremento a 6.089 uM. A la mitad de

tiempo de la cinética el valor registrado para sanos y para asmaticos fue de 3.682
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uM y 8.348 uM. Al término de la cinética de sujetos sanos el valor fue de 4.954 uM

por 10.257 uM en pacientes con asma.

En cuanto a los leucocitos estimulados con 500 uM de ATP se observa que el
comportamiento es similar a lo registrado en el estado basal de ambos grupos de
estudio, encontrando un incremento en asmaticos con respecto a sujetos sanos. Al
inicio de la cinética, el valor registrado fue de 27.196 uM en sujetos sanos y 40.797
uM en pacientes con asma, mientras que al minuto 5 los valores fueron de 31.961
uM y 48.742 uM respectivamente. Finalmente, al minuto 10 se reporté un valor de

36.415 uM en sujetos sanos y 56.485 uM en pacientes con asma.

De la misma manera que con los leucocitos totales, se realizaron las cinéticas en
los eosindfilos separados y los datos encontrados se muestran en la figura 9 a
continuacién presentada.

Eosinodfilos
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Fosfatos inorganicos liberados (uM)
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Figura 9. Actividad enzimatica en eosindfilos de sangre periférica de sujetos sanos y asmaticos.
Los datos representan promedio * error estandar.
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Las concentraciones de P; registradas en eosindfilos muestran el mismo
comportamiento asintético encontrado en leucocitos totales, sin embargo, a
diferencia de leucocitos, los eosindfilos de pacientes con asma estimulados con ATP
mostraron una disminucion con respecto a los sujetos sanos, ya que al primer
minuto de cinética el valor registrado fue de 45.788 uM células por 30.156 uM
células de pacientes con asma. Al minuto 5 el valor para sanos y para asmaticos
fue de 51.843 uM y 35.878 uM respectivamente. Al cabo de los 10 minutos de
actividad enzimatica se registraron los valores de 57.096 uM para sujetos sanos, y
para pacientes con asma el valor obtenido fue de 42.348 uM. En cuanto al
comportamiento de eosinofilos en estado basal no mostré cambios en las uM células

entre grupos.
Se realizé un analisis para comparar si existia diferencia estadisticamente en cada

una de las poblaciones celulares estudiadas en sujetos sanos, los datos se

muestran en la figura 10.
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Figura 10. Distribucion estadistica de las concentraciones de P; y comparativa entre leucocitos
totales (LT) y eosindfilos (EO) de sujetos sanos.
**p<0.001 obtenida mediante la prueba U de Mann-Whitney

En la figura anterior se observa que existe diferencia estadistica entre eosinofilos y
leucocitos tratados con ATP (p<0.001). Se realizé también la comparacion entre los
estados basales de ambas poblaciones, sin embargo, no se encontro significancia
estadistica.

De igual manera que en el grafico anterior, se realizé el analisis estadistico para

ambas poblaciones estudiadas, pero ahora en pacientes con asma (figura 11).
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Figura 11. Distribucion estadistica de las concentraciones de P; y comparativa entre leucocitos
totales (LT) y eosindfilos (EO) de pacientes.
**p<0.001 obtenida mediante la prueba U de Mann-Whitney

En los datos encontrados de pacientes con asma se encontré que existia diferencia
significativa entre los tratamientos con ATP y el estado basal de ambas poblaciones
estudiadas (p<0.001), al igual que en los datos obtenidos en sujetos sanos. Se
encontro diferencia estadisticamente significativa (p<0.001), en la comparacién de

leucocitos totales y eosindfilos estimulados con ATP a favor de leucocitos.

Al igual que con los sujetos sanos, no se encontré diferencia estadistica en los

estados basales de ambas poblaciones celulares estudiadas.

Se realizé una comparacion entre grupos y entre las poblaciones que solo fueron
estimuladas con ATP, ya que fueron las que mostraron diferencias. Los datos se
muestran en la figura 12.
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Figura 12. Distribucién estadistica de las concentraciones de P; y comparativa leucocitos totales
(LT) y eosindfilos (EO) estimulados con ATP de ambos grupos.
**p<0.001. obtenida mediante la prueba U de Mann-Whitney

Se compararon las poblaciones celulares estimuladas de ATP de ambos grupos de
estudio, encontrando diferencia significativa (p<0.001) entre eosindfilos de sujetos
sanos y leucocitos totales del mismo grupo. También se encontrd diferencia con

eosindfilos de pacientes.

De igual manera, la poblacion de leucocitos totales de pacientes, mostraron
diferencia estadisticamente significativa menor a p<0.001 con eosinofilos de ese
mismo grupo de estudio y con leucocitos totales de sujetos sanos.

6.5. Esquema de tratamiento segun el historial clinico

Los datos generales mostrados en la tabla 3 fueron obtenidos al momento de la

toma de muestra, sin embargo, para ampliar la informacion acerca de los pacientes,
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se hizo una busqueda en los expedientes clinicos para saber cual habia sido el
tratamiento que habian seguido durante su estancia en el INER, y posteriormente
al haber sido dados de alta (Tabla 6). Los farmacos utilizados se dividieron en cuatro
grupos: esteroides inhalados, esteroides no inhalados, broncodilatadores y otros.
Las formulaciones que tuvieran mas de dos principios activos se englobaron en el

grupo correspondiente segun su indicacion meédica.

Tabla 6. Farmacos utilizados para el tratamiento de pacientes

Esteroides Inhalados Broncodilatadores
Farmaco Frecuencia % Farmaco Frecuencia %
Budesonida 3 42.86 Salbutamol 4 44 .44
Budesonida/ Salbutamol/
2 28.57 . 4 44 .44
Formoterol Ipratropio
) Indacaterol/
Fluticasona 1 14.29 1 11.11

Glicopirronio
Fluticasona/

. 1 14.29
Vilanterol
Esteroides no inhalados Otros
Farmaco Frecuencia % Farmaco Frecuencia %
Prednisona 2 100 Montelukast 3 100

En la tabla anterior, ademas de la clasificacion de los farmacos utilizados para el
tratamiento de los pacientes con asma, se muestran las frecuencias y porcentajes
de cada uno de ellos, siendo el mas utilizado el salbutamol, donde sabemos que es
el medicamento de rescate de primera linea, o la mezcla con bromuro de ipratropio,
lo cual lo pone como la principal opcion para el tratamiento sintomatico de la
enfermedad en el apartado de broncodilatadores. También se muestra que el
esteroide inhalado mas recurrente es la budesonida recetada sola, o en
combinacion con formoterol. De la misma manera, se encontré que en tres
ocasiones fue indicado un farmaco antagonista de receptores para leucotrienos

como lo es Montelukast. Y finalmente en dos ocasiones fue administrado un
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esteroide de manera intramuscular (prednisona 5-50 mg/dia) correlacionando con

pacientes cuya intensidad de la exacerbacion asmatica era de mayor grado.

6.6. Geolocalizacion de pacientes

Con la finalidad de encontrar la demarcacion de residencia de cada paciente y
relacionandolo con las delegaciones mas contaminadas, se hizo una
geolocalizacion para los meses de ingreso al servicio de urgencias. Mediante la
consulta del expediente clinico se consulto el lugar de procedencia de los pacientes,
asi como el lugar actual de residencia y el numero de ingresos que habian tenido a
urgencias desde la apertura de su historial. Con estos datos se realizé la
geolocalizacion y se obtuvo el promedio de eosindfilos con el objetivo de
correlacionar el numero de estas células con el lugar de residencia actual de los

pacientes (figura 13).

Estado de México
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B e = Fuente: INEGI. Marco Geoestadistico Municipal 2010, versién 5.0
Kilometros Nota: Las divisiones incorporadas en este mapa cor al Marco del INEGI

Figura 13. Geolocalizacion de los pacientes reclutados y correlacion del nimero de eosinofilos
obtenido con la delegacion o municipio de procedencia. (Mapa obtenido de INEGI, 2010)
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Segun lo obtenido por el expediente clinico, todos los pacientes reclutados
provenian del Distrito Federal y municipios de la zona metropolitana, como se
muestra en el mapa anterior, sin embargo, no existe correlacion aparente entre el
numero promedio de eosindfilos y la zona geografica de donde radicaban, ya que
solo de tres delegaciones o0 municipios provenian mas de un paciente,
especificamente de delegaciones como Benito Juarez (3 pacientes), |ztapalapa y
el municipio de Ecatepec (2 pacientes). La delegacion de Xochimilco, Coyoacan,

Tlalpan y Azcapotzalco solo tenian a un paciente en representacion.

Con respecto a los datos obtenidos, se mostré que el mayor numero de eosindfilos
provenian un paciente de la delegacion Azcapotzalco (14.45x10°), mientras que el
menor correspondio al numero promedio de los pacientes procedentes del municipio
de Ecatepec (3.5x108). También se puede observar que, en el Distrito Federal, el
mayor numero de eosindfilos corresponde a los pacientes ubicados entre la zona
centro y hacia las delegaciones que estan al norte de la ciudad, mientras que en las

demas zonas no se observo una tendencia.
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7. DISCUSION

Existe la evidencia necesaria para determinar que los pacientes reclutados al
estudio presentaban eosinofilia, una de las caracteristicas ampliamente descritas
como propias del asma alérgica (Korevaar et al., 2015) Esta determinacién se hizo
a través del conteo diferencial de células purificadas demostrando un aumento de
eosinofilos en pacientes con respecto a los sujetos sanos, ya que los valores de
estas células se encuentran muy por encima de los valores normales (Linnemann
et al., 2017)

La cuenta realizada para determinar el numero de células se realizé a partir de un
volumen de 10 ml de sangre periférica, motivo por el cual, los valores en este
estudio, se representan en millones de células por ml en lugar del conteo tradicional
realizado a través de las biometrias hematicas donde son representados por pL;
escala que también es utilizada por las guias internacionales y nacionales de asma
donde se establece como valor normal un total de hasta 400 células por pL
(Haughney et al., 2018). Sin embargo, el numero promedio de células obtenidas de
pacientes en este estudio fue de mas del doble de ese valor normal antes
mencionado.

Con respecto a la actividad enzimatica, observamos que, de todas las poblaciones
celulares provenientes de torrente sanguineo, tentativamente, los eosindéfilos son
los encargados de la mayor parte de la actividad de esta enzima. Se realizaron
ensayos para determinar si los neutrofilos también se veian involucrados con la
hidrolisis de ATP, sin embargo, la actividad enzimatica era menor a la de los
eosindfilos y a la de leucocitos totales, no existiendo un cambio significativo (datos
no mostrados) entre la concentracion de fosfatos inorganicos liberados por las
células de sujetos sanos contra pacientes con asma. Esta mayor actividad
enzimatica por parte de los eosindfilos se puede explicar segun lo mencionado por
Alberto y cols. donde describen la variedad de receptores purinérgicos expresados
en eosinofilos, especificamente P2X4, P2X4, P2X7, P2Y1, P2Y2y P2Y4, encargados
de la sefnalizacion que promueve el incremento de calcio intracelular, la regulacion

de CD11b (integrina que promuévela adhesion y migracion de leucocitos),
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produccion de especies reactivas de oxigeno, quimiotaxis, liberacion de IL-8 y la
proteina cationica del eosindfilos, moléculas encargadas en la maduracion,

sefializacion y degranulacioén celular (Alberto et al., 2016).

De acuerdo al analisis estadistico realizado, se pudo determinar que los eosinofilos
de pacientes con asma presentan una disminucion en la actividad enzimatica, ya
qgue haciendo la comparacion entre las poblaciones celulares estimuladas con la
concentracion de ATP de ambos grupos estudiados, se encontré una diferencia
significativa mayor (p<0.001) a favor de la actividad de eosindfilos de sujetos sanos
en contraste con la de pacientes con asma, incluso con la actividad de leucocitos
totales de controles. Sin embargo, esta disminucion en la actividad puede o no verse
contrarrestada por el incremento en la cantidad de células durante el proceso
inflamatorio, ya que como se registré anteriormente, se encontraron el doble de
estas ceélulas en los pacientes con esta patologia. No existe ningun antecedente
directo respecto a la relacién entre el aumento en el numero de eosindfilos y la
disminucién de la actividad de la NTPDasa-1, por lo que esto podria ser un

descubrimiento relevante en el desarrollo y progresién del asma alérgica.

Esta disminucion en la actividad enzimatica encontrada en el estudio, y la evidencia
de la participacion de los receptores P2X1, P2X4, P2X7, P2Y+, P2Y2y P2Y4, podrian
orillar a pensar que probablemente pueda haber una disminucion en la expresion
de la NTPDasa-1 cuando la expresion de los receptores se ve incrementada durante
el proceso inflamatorio (Alberto et al., 2016). Sin embargo, esto podria darse incluso

desde el desencadenamiento de la sefializacion purinérgica.

El evidente menor numero de monocitos en pacientes con respecto a sujetos sanos
se puede explicar con lo mencionado por VVroman y su grupo, quienes exponen que
los monocitos, bajo condiciones inflamatorias, pueden diferenciarse en células
dendriticas derivadas de monocitos, activandose por la exposicion al alérgeno. Esto
podria indicar entonces, que esta ya en proceso la activacion de la via Th2 por lo
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que se esta promoviendo la produccion de IgE habiendo un mayor numero de
células presentadoras de antigenos (Vroman, Hendriks, & Kool, 2017).

El aumento en el numero total de linfocitos, neutréfilos y eosindfilos, en una
patologia como el asma alérgica, es considerado como parte del desarrollo de la
enfermedad; debido al proceso inflamatorio presente. Sin embargo, particularmente
los neutréfilos obtenidos, pudieran determinar la severidad de la exacerbacion
asmatica, ya que como lo mencionan las guias para esta patologia (Linnemann et
al., 2017), (“Global Initiative for Asthma — GINA,” 2017), los valores altos de estas
células son determinantes para colocar un estadificar en la categoria de
moderada/severa (Yang et al., 2017), o que incluso poder determinar un tipo de
asma como lo es la refractaria o resistente al tratamiento.

A partir de los datos obtenidos de los expedientes clinicos de cada paciente, se
pudo observar que el esquema de tratamiento aplicado a cada uno de ellos
dependia de la severidad de la exacerbacion que presentaban, y también del apego
al tratamiento que se les habia dado anteriormente; asi como también al del numero
de exacerbaciones por afo que habian presentado. Sin embargo, a pesar de que
cada paciente era tratado segun su necesidad, el esquema de tratamiento
farmacoldgico a seguir era el establecido por la guia internacional (“Global Initiative
for Asthma — GINA,” 2017) y nacional (Linnemann et al., 2017) de manejo del asma.
Se prescribia de manera inicial un corticoesteroide inhalado administrado en bajas
dosis; siendo budesonida el mas utilizado en estos pacientes. El tratamiento base
se complementaba con un medicamento LABA segun lo requerido por el paciente.
Cabe mencionar que en la mayoria de los casos se administraba una terapia
multifarmacolégica debido a que se trataba de atacar a la enfermedad tanto
sintomatica como sistémicamente (Haselkorn et al., 2009), por lo que la
combinacion de farmacos recetada al ser dado de alta el paciente era comun.
Referente a la geolocalizacion de los pacientes, se demostré que de la delegacidn
Azcapotzalco provenia el sujeto quien presentd el mayor numero de eosindfilos.
Esto se puede relacionar a que, segun el Sistema de Monitoreo Atmosférico de la
Ciudad de México en su reporte anual del afio 2016, la delegacion Azcapotzalco fue
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la mas contaminada de diciembre de 2016 a mayo de 2017 (periodo donde se
reclutaron a los pacientes) en cuestion de calidad de aire de toda la ciudad con mas
de 2.5 particulas suspendidas por billén (ppb) de mondxido de carbono. También
aparecen las delegaciones de Iztapalapa, Benito Juarez y Tlalpan entre las mas
contaminadas (2 ppb) coincidiendo con ser las que, después de la delegacion
Azcapotzalco, presentan los valores promedios mas altos de eosindfilos. (SIMAT,
2017)

Todos los datos obtenidos nos mostraron que al menos en la zona metropolitana,
uno de los factores que pudieran ser desencadenantes para una exacerbacion
asmatica pudiera ser la contaminacion, ya que las zonas de donde provenian los
pacientes son altamente urbanizadas e industrializadas en algunos casos
(Anderson, Apter, Dutmer, Searing, & Szefler, 2017). Sin embargo, la correlacién
que existe con la cantidad de eosindfilos pudiera deberse a muchos mas factores,
por ejemplo, el tiempo que el paciente lleva diagnosticado con la patologia, debido
a que habia sujetos de diagnostico nuevo como pacientes que llevaban hasta 20
afos siendo tratados en el instituto.

La frecuencia en el numero de exacerbaciones es sin duda otro de los factores que
podria determinar el numero elevado de eosindfilos, ya que habia pacientes con
menos de 3 afnos de diagnostico que habian sido ingresados en mas de 5 ocasiones
debido al mal apego al tratamiento segun lo reportado en los expedientes clinicos.
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8. CONCLUSIONES

Este estudio sirvio para entender de una mejor manera el comportamiento y la
participacion de la NTPDasa-1 en una patologia como el asma. Esta enzima, a
pesar de ser ampliamente descrita ha sido poco estudiada tanto en modelos
animales como en humanos, por lo que el tener un acercamiento mejor puede
ayudar a determinar si es viable utilizarla como un blanco terapéutico en un futuro.
La actividad de esta enzima en células directamente involucradas en el desarrollo
del asma alérgica como son los eosindfilos, nos arrojo resultados importantes en
cuanto a que dentro de la poblacién celular total proveniente de sangre periférica
circulatoria, estas células son responsables de hidrolizar la mayor cantidad de ATP
extracelular presente, sin embargo, esta actividad se ve disminuida durante el
proceso inflamatorio por lo que habria que comprobar mediante pruebas de biologia
molecular, si existe un cambio en la expresién de la enzima en ambos casos, en

ausencia y presencia de la enfermedad.

Otra forma de darle mayor robustez al estudio seria realizar la cuantificacion de la
actividad enzimatica tanto en eosindfilos como en demas células presentes en el
proceso asmatico, pero en muestras provenientes de lavado bronquioalveolar para
obtener un acercamiento mas acertado directamente en el sitio donde esta el

proceso inflamatorio y hacer comparaciones entre muestras.
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