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COg,: Bioxido de Carbono
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4. Resumen.

4.1. Introduccion.

La inflamacién es una respuesta del organismo, la mayoria de las veces
limitada al sitio de origen; en otras, a través de mediadores inflamatorios, se
generaliza y manifiesta como el Sindrome de Respuesta Inflamatoria Sistémica
(SIRS). ElI SIRS se compensa a través del Sindrome de Respuesta Anti-
inflamatoria Compensadora (CARS). Tanto SIRS como CARS favorecen el
desarrollo de complicaciones con elevada morbi-mortalidad. TREM-1 y Hsp70
tienen capacidad para regular la inflamacion. TREM-1 es un receptor presente en
células mieloides que amplifica la respuesta inflamatoria. Hsp70 es una chaperona
que en el medio extracelular induce la produccion de citocinas. Aparentemente
TREM-1 ayuda a que Hsp70 realice funciones extracelulares. En este trabajo se
analiza la expresion de TREM-1y el papel de Hsp70 en la respuesta inflamatoria a

través de TREM-1.

Métodos.

En monocitos de pacientes quirlrgicos, con sepsis y con pancreatitis aguda;
se analizé por citometria de flujo la expresiéon de TREM-1 y la concentracion sérica
de citocinas por ELISA. Se estudi6o la expresion de TREM-1 en monocitos
estimulados con Hsp70. Se analizé la produccion de citocinas (TNF-a, IL-6 e IL-
10), por ELISA, en sobrenadante de monocitos estimulados con ligandos de TLR,

en presencia de Hsp70.



Resultados.

TREM-1 en pacientes con SIRS se incrementd de manera significativa,
independientemente de la presencia de infecciones. TREM-1 soluble se

incrementd en pacientes con pancreatitis aguda y se asocié con mal prondéstico.

Hsp70 no modificé la expresion de TREM-1 de membrana, ni indujo la
produccion de citocinas en monocitos. Sin embargo, la estimulacion con LPS de

monocitos tratados con Hsp70, disminuyd la produccion de TNF-a, IL-6 e IL-10.

Conclusiones.

El incremento de TREM-1 (pacientes quirlrgicos y pancreatitis), se asoci6
con la respuesta inflamatoria generada por el propio padecimiento,

independientemente de la presencia infeccion.

En pancreatitis se propone a TREM-1 soluble como un biomarcador

prondstico en las primeras etapas de la enfermedad.

Hsp70 no solo reduce la produccion de citocinas pro-inflamatorias (TNF-a e
IL6), sino también anti-inflamatorias (IL-10). Quiza una de sus funciones
extracelulares sea regular negativamente la inflamacion para prevenir mayor dafio

celular.
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4.2 Introduction.

Inflammation is a response of the organism, which most of the times is
limited to the initial injury site but is sometimes generalized due to the
dissemination of inflammatory mediators; in this case, it is clinically manifested as
a Systemic Inflammatory Response Syndrome (SIRS). SIRS is regulated by the
compensatory anti-inflammatory response syndrome (CARS). SIRS and CARS
favor the development of complications with high morbi-mortality rates. TREM-1
and Hsp70 are two molecules that can regulate the inflammatory response. TREM-
1 is found on the surface of myeloid cells and amplifies the inflammatory response,
while Hsp70 is a molecular chaperone and that induces cytokine production.
Evidence suggests that TREM-1 aids the extracellular functions of Hsp70. Here we
analyzed TREM-1 expression in clinical settings and the capacity of Hsp70 to

regulate the inflammatory response initiated through TREM-1.

Methods.

We analyzed TREM-1 expression on monocytes by flow cytometry and
serum cytokine concentration by ELISA in surgical, septic and acute pancreatitis
patients. We also analyzed TREM-1 expression on Hsp70 treated monocytes.
Finally, in an attempt to further understand the role of Hsp70, we evaluated the
cytokine production (TNF-a, IL-6 e IL-10) of human monocytes in response to

different TLR ligands in the presence of Hsp70.

Results.
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TREM-1 expression on monocytes was significantly increased in SIRS
patients, regardless of the presence of infection. Soluble TREM-1 was increased in

acute pancreatitis patients and was related to poor prognosis.

Hsp70 did not affect the expression levels of TREM-1 or the cytokine
production by monocytes. However, when LPS-stimulated monocytes were treated

with Hsp70, they produced lower amounts of TNF-a, IL-6 and IL-10.

Conclusions.

The increased TREM-1 expression (in surgical and acute pancreatitis
patients) was associated with the inflammatory response secondary to the initial

insult, regardless of the presence of infection.

Soluble TREM-1 could be used as a prognostic biomarker in the first hours

of acute pancreatitis evolution.

Hsp70 downregulates the production of pro-inflammatory (TNF-a and IL6)
and anti-inflammatory (IL-10) cytokines by LPS-stimulated monocytes. This could
be another extracellular function of Hsp70, to dampen the inflammatory process

and limit cellular damage.

12



5. Introduccion.

a. Generalidades de la Respuesta Inflamatoria.

La inflamacién es la respuesta del organismo ante una agresion que
implica, entre otras cosas, la activacion y reclutamiento de células inflamatorias al
sitio afectado con la finalidad de eliminar al agente agresor, reparar el tejido y
retornar a la homeostasis. La activacion celular se puede dar a través de
moléculas enddgenas denominadas Alarminas, o bien a través del reconocimiento
de patrones moleculares asociados a microorganismos (MAMP), conocidos
anteriormente como patrones moleculares asociados a patégenos (PAMP). Las
Alarminas y los MAMP son sensados por receptores que reconocen los patrones
moleculares presentes en ambos, y que reciben el nombre de receptores de
reconocimiento de patrones (PRR). Estos PRR activan diferentes cascadas de
sefalizacion intracelular que inducen la transcripcion genética y la liberacion de
multiples mediadores inflamatorios de la inmunidad innata, llevando a la activacion
de la parte adaptativa de la inmunidad, a través de células efectoras como los

linfocitos T CD4 y T CD8 (Bianchi, 2007;Harris & Raucci, 2006;Matzinger, 2002).

La mayoria de las veces el reconocimiento de MAMP y/o de Alarminas es
un proceso local, clinicamente imperceptible; pero en algunas ocasiones la
respuesta inflamatoria se hace evidente y se reconoce por la aparicion de los
signos y sintomas cardinales de la inflamacion: dolor, rubor, calor y tumor (Figura
1). Estos son consecuencia de complejas interacciones moleculares tempranas,
que en términos simplistas involucran la produccion de mdultiples mediadores
inflamatorios: a) aminas (histamina, bradicinina, adrenalina, noradrenalina); b)
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mediadores lipidicos derivados del acido araquidénico (eicosanoides del tipo de
las prostaglandinas, tromboxanos y leucotrienos); ¢) complemento; d) nucleétidos
ciclicos (GMPc y AMPc); e) moléculas de adhesion (E-selectinas, P-selectinas,
ICAM1, VCAML1); e) citocinas (TNF-a, IL-1p3, IL-6, TGF-B, IL-10;) f) quimiocinas (IL-
8, MIPla, MCP1); f) hormonas esteroideas (Glucocorticoides) (Lawrence et al.,

2002).

Figura 1. Signos cardinales de la Inflamacion. En esta caricatura se representan los signos cardinales
de la inflamacién -calor, rubor, tumor y dolor- descritos por Aulus Celsus en su tratado De Medicina.
Galeno de Pérgamo describié un quinto elemento, la pérdida de la funcion (functio laesa), que se
muestra en la extrema derecha de la figura. Dibujo de P. Cull para el St. Bartholomew's Medical College
(Lawrence et al., 2002)

b. Generalizacion de la inflamacién: ElI Sindrome de Respuesta
Inflamatoria Sistémica.

En ciertas situaciones, estos mediadores inflamatorios al liberarse actian

sobre 6rganos remotos del lugar donde se originan, lo que favorece el desarrollo

14



de manifestaciones clinicas que constituyen el Sindrome de Respuesta

Inflamatoria Sistémica (SIRS) (Nystrom, 1998).

Este término se acufié hace 17 afios en un consenso hecho por el American
College of Chest Physicians y la Society of Critical Care Medicine, para describir
un conjunto de manifestaciones clinicas y de laboratorio, como resultado de una
respuesta inflamatoria exacerbada que se define por la presencia de dos o méas de
los siguientes criterios: temperatura mayor de 38°C o menor de 36°C; frecuencia
cardiaca mayor de 90 latidos por minuto; frecuencia respiratoria mayor de 20
respiraciones por minuto o una presion parcial de biéxido de carbono 6 PaCO,
menor de 32 torr; leucocitos por arriba de 12,000 células/mm?® 6 menor de 4000
células/mm® 6 mas de 10% de formas inmaduras (American College of Chest
Physicians y la Society of Critical Care Medicine 1992). ElI SIRS puede
desarrollarse como consecuencia de enfermedades agudas (ej. pancreatitis
aguda), o por agresiones al organismo, sean terapéuticas (ej. cirugias mayores,
procedimientos invasivos, etc.) o traumaticas (ej. quemaduras, contusiones, etc.),
que implican una alteracion de la homeostasis. Sin embargo, estos criterios en
forma aislada se pueden encontrar en situaciones que no representan un estado

necesariamente patologico (Baue, 2006;Bone, 1991;0pal, 1998;Vincent, 1997).

c. El SIRS mas infeccion = Sepsis
Frecuentemente las infecciones por microorganismos patégenos también se
manifiestan con la presencia de fiebre, taquicardia, alteraciones de la ventilacion y
en la cuenta leucocitaria. Al desarrollo del SIRS secundario a infecciones se le
conoce como sepsis. Por el hecho de presentar manifestaciones muy parecidas,

15



muchos pacientes portadores de SIRS se catalogan indebidamente como
sépticos, aun sin la comprobacion del proceso infeccioso; este es el motivo por el
que se acufio el término de SIRS, por la necesidad de dar un nombre a aquellas
condiciones patoldgicas que no tenian evidencia de infeccion (sepsis), pero tenian
un comportamiento clinico similar. El SIRS es un estado que puede complicarse
con otras entidades nosoldgicas. En un estudio prospectivo de 2527 pacientes con
SIRS, se encontré que 26% de ellos desarrollaron sepsis, 18% sepsis severay 4%
choque séptico® (Rangel-Frausto et al., 1995). En esta serie, el intervalo entre la
aparicion del SIRS y el desarrollo de sepsis se correlacioné de manera inversa con
el nimero de criterios de SIRS; y uno de los hallazgos mas relevantes del estudio
fue el hecho de que en algunos pacientes que parecian cursar con sepsis, sepsis
grave o choque séptico, no pudo demostrarse el patdégeno a través de cultivos, sin
embargo tuvieron una morbi-mortalidad similar a aquellos pacientes con sepsis

con cultivos positivos (Rangel-Frausto et al., 1995).

La presencia de eventos estresantes para el organismo como cirugias o
padecimientos agudos (ej. pancreatitis aguda o cirugias mayores), se acompafian
de la liberacion de mediadores inflamatorios que condicionan una respuesta local
gue la mayoria de las veces lleva a la completa recuperaciéon. En otras ocasiones,

los mediadores inflamatorios contribuyen al desarrollo del SIRS. El SIRS puede

! La Sepsis se define como la presencia del SIRS ante una infeccién documentada por cultivo, o en
el caso de cultivo negativo: en los casos en los que se encuentra edema o balance hidrico positivo
(>20 ml/kg por mas de 20 horas); hiperglucemia (glucosa >120 mg/dl) en ausencia de diabetes;
incremento de la proteina C reactiva dos desviaciones estandar sobre su valor normal o incremento
de la procalcitonina dos desviaciones estandar sobre su valor normal. La sepsis grave es la
presencia de sepsis con disfuncién organica, anormalidades de la perfusion o hipotensién y choque
séptico es la presencia de hipotension persistente o alteracion de la perfusién, resistentes a la
resucitacion hidrica y secundarias a la presencia de la sepsis.
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favorecer la generacion de falla organica, condicién clinica que se asocia con
elevada mortalidad. Existen mecanismos moleculares dirigidos a compensar el
SIRS, conocidos en su conjunto como el Sindrome de Respuesta Anti-inflamatoria
compensadora (CARS), que entre sus consecuencias, predispone al desarrollo de
infecciones. Los pacientes portadores de Sepsis, pueden tener un curso benigno y
recuperarse completamente. En ocasiones, la sepsis se complica con falla
organica, resultando en lo que se conoce como sepsis grave, que puede tener un
curso favorable o complicarse con choque séptico, que implica una mortalidad
mas elevada que el anterior. La activacion del endotelio siempre se presenta y

contribuye en la mayoria de las ocasiones a la mala evolucion del paciente (Fig 2).

Procedimientos Quirlrgicos

=3 Inflamacion Local

Pancreatitis Aguda Mediadores Inflamatorios I
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Y
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v
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la coagulacion

Falla Organica 6' Parélisis Inmune

)

Muerte l(—
v
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Figura 2. Esquema general de la historia natural de acontecimientos clinicos en la respuesta
inflamatoria.
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d. Mecanismos moleculares del SIRS y la Sepsis.

Los mecanismos extracelulares que favorecen el desarrollo del SIRS
involucran la liberacion de mediadores pro-inflamatorios del tipo de citocinas como
TNF-a, IL-1B y MIF-1, que actian de forma sinérgica activando otros mediadores
como las prostaglandinas (Ej. PGE2), leucotrienos y el 6xido nitrico, entre otros.
IL-18 y TNF-a son capaces también de iniciar la transcripcion y la traduccion de la
forma inducible de la Oxido Nitrico sintasa, enzima que cataliza la formacion del

oxido nitrico (Dinarello, 1997;Pittet et al., 2002).

Muchos de los efectos biolégicos de la IL-1B y el TNF-a son similares a los
observados durante la sepsis inducida por bacterias Gram-negativas en modelos
murinos, y gran parte del conocimiento actual sobre la fisiopatologia molecular de
la respuesta inflamatoria, obedece a los estudios realizados con el componente
activo de la endotoxina, el Lipopolisacarido (LPS). LPS activa la respuesta
sistémica inflamatoria a través de un PRR presente en la superficie de diversos

tipos celulares, conocido como receptor tipo Toll 4 (TLR4).

Los receptores Toll se encuentran en insectos y son esenciales para el
desarrollo dorso-ventral durante la embriogénesis y la inmunidad anti-fungica en la
Drosophila (Akira et al., 2001). En el humano existen moléculas analogas
denominadas receptores tipo Toll (TLR, por sus siglas en inglés, Toll-like receptor).
A la fecha se han identificado 11 TLR en humanos. Los TLR se expresan de forma
diferente en varios tipos celulares y son capaces de reconocer diferentes tipos de
MAMP, incluyendo lipidos, proteinas, DNA y RNA. Cada TLR reconoce diferentes
ligandos: TLR2 y TLR1 reconocen lipopéptidos; TLR2 y TLR6 lipopéptidos
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diacilados; TLR3 reconoce RNA de doble cadena durante la replicacion viral; TLR4
reconoce lipopolisacarido bacteriano y algunas alarminas; TLR5 flagelina; TLR7 y
TLR8 reconocen RNA de cadena simple y TLR9 reconoce DNA bacteriano y viral
que contengan dominios CpG (Akira & Takeda, 2004;Ishii & Akira, 2004). Otra
caracteristica de algunos TLR es su localizacion celular. TLR1, TLR2, TLR4, TLR5
y TLR6 se les encuentra en la superficie celular, mientras que TLR3, TLR9, TLR7
y TLR8 se encuentran en compartimientos intracelulares como el reticulo
endoplasmico y los fagosomas. La explicacion a las diferentes localizaciones de
los TLRs esta en que los ubicados en la superficie celular reconocen estructuras
externas de la pared celular bacteriana, mientras aquellos que se localizan en
forma interna reconocen moléculas de acidos nucléicos expuestos en fagosomas
o en el citoplasma por bacterias intracelulares o virus durante una infeccion (Ishii &

Akira, 2004). (Figura 3)

Los aminoéacidos hidrofébicos son necesarios para establecer las
especificidades de los TLR (Akira & Takeda, 2004;lIshii & Akira, 2004); y estos
tienen abundantes dominios de leucina que se encuentran involucrados en la
union con sus ligandos. Basados en la similitud de los dominios citoplasmaticos de
los TLR -designados como TIR (Toll-IL-IR domain)-, estos receptores tienen
homologia con los receptores de la interleucina 1 (IL-1Rs), mientras que los
dominios extracelulares son distintos en cada familia. Después de la unién con su
ligando, los TLR se dimerizan (en homo o heterodimeros) y sufren cambios
conformacionales que son requeridos para la sefalizacion rio abajo. Los TLR

actian a través de varias moléculas adaptadoras para activar factores de
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transcripcion como NF-kB y cinasas intra-citoplasmaticas del tipo de las MAPK

(mitogen-activated protein kinase).

Una de las vias de sefializacibn que conducen a la activacion de NF-kB es
dependiente de una de estas proteinas adaptadoras, MyD88 (Myeloid
differentiation factor 88), reclutada a través del dominio TIR de los TLR. MyD88 es
esencial para todos los TLRs, excepto TLR3. Ademas, TLR2 y TLR4 sefializan a
través de TIRAP (Toll-interleukin-1 receptor domain-containing adaptor protein),
otra molécula adaptadora que a su vez activa MyD88. Existe una via de
sefalizacion independiente de MyD88 y encargada de inducir la produccién de
interferon beta (INF-B) a través de la estimulacion con LPS o RNA de doble
cadena. Esta via independiente de MyD88, cuando se activa a partir de TLR3 y
TLR4, utiliza la molécula adaptadora llamada TRIF (TIR domain-containing
adapter inducing interferon). Otra molécula adaptadora, critica para la sefializacién

a través de TLR4 es TRAM (TRIF-related adaptor molecule) (Ishii & Akira, 2004).

La asociaciéon con MyD88 a su vez recluta a IRAK4 (IL-1R-associtated kinase 4) y
posteriormente a IRAK1. La formacién de este complejo (MyD88/IRAK4/IRAK1)
facilita la union de TRAF6 (Tumor-necrosis-factor-receptor-associated factor 6). Lo
anterior favorece que IRAK1 y TRAF6 formen un complejo que se disocia del
receptor y forman un nuevo complejo con TAK1 (Transforming-growth-factor-g-
activated kinase), TAB1 (TAK1-binding protein 1) y TAB2 a nivel de la membrana
plasmatica, lo que induce la fosforilacion de TAB2 y TAK1. IRAK1 se degrada en

la membrana plasmatica, y el complejo remanente (TRAF6, TAK1, TAB1 y TAB2),
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se transloca al citosol en donde se asocia con UBC13 (ubiquitin-conjugating

enzyme 13) y UEV1A (ubiquitin-conjugating enzyme E2 variant 1).

Alarminas Espacio Extracelular
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Los Patrones Moleculares Asociados a Patégenos <
(PAMPSs) y ciertas moléculas enddgenas (Alarminas) —
DAMPs- son reconocidos por Receptores de
Reconocimiento de Patrones (PRRs):

Toll Like Receptors (TLRS)
Receptores de Manosas

Scavengers Receptors

Citoplasma

Receptores intracelulares

Figura 3. Representacién esquematica de Receptores de Reconocimiento de Patrones del tipo de los
TLR. El organismo es capaz de iniciar una respuesta inflamatoria ante la presencia de un micro-
organismo, a través de su reconocimiento. Este proceso se lleva a cabo a través de receptores que
reconocen dominios bien conservados a través de la evolucién, presentes en los microorganismos y que
se les conoce como Patrones Moleculares Asociados a Microorganismos (MAMP). Y este mecanismo es
gracias a receptores que reconocen estos patrones, por lo que se les llama Receptores de
Reconocimiento de Patrones (PRR). Se pueden clasificar para su estudio en aquellos presentes en la
superficie de la célula (membranales), representados por TLR1, TLR2, TLR4, TLR5, TLR6. Aquellos
presentes en endosomas, compuesta por TLR3, TLR7, TLR8 y TLR9. Aunque cada vez se identifican mas
ligandos de los TLRs, derivados de bacterias, virus, hongos y protozoarios, podemos decir en general que
los ubicados en la membrana se encargan del reconocimiento de bacterias y los intracelulares
endosémicos de virus, a través de compuestos de la membrana celular (LPS, LAM, PG) y proteinas
(Flagelina), o bien a través de 4cidos nucléicos (RNA de cadena sencilla o doble), respectivamente. Los
PAMP vy las Alarminas constituyen los DAMP (Patrones Moleculares Asociados a Dafio), que son
reconocidos por PRR: TLR, los RM (Receptores de Manosas), SR (Receptores carrofieros, Scavengers
Receptors por sus siglas en inglés), receptores intracelulares como los receptores NOD (Nucleotide
oligomerization domain containing protein).
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Lo anterior lleva a la ubiquitilacion de TRAF6, que a su vez induce la activacion de
TAK1. TAK1 fosforila a MAPK y a IKK (Inhibitor of nuclear factor-«B (IkB)-kinase
complex), que consiste en IKK-a, IKK-3, e IKK-y (también conocida como NEMO —
NF-kB essential modulator). EI complejo IKK fosforila a IkB, lo que produce su
ubiquitilacion y degradacion subsecuente. Esto permite que NF-kB se transloque
al nucleo e induzca la expresion de genes involucrados con la respuesta

inflamatoria (Akira & Takeda, 2004) (Figura 4).

Los TLR se expresan tanto en células inmunes como en no inmunes; las
células mieloides expresan TLR1 y TLR6 de forma constitutiva. Los macréfagos y
las células dendriticas expresan preferencialmente TLR2, TLR3, TLR4 y TLRS,
mientras que las dendriticas plasmacitoides expresan TLR7 y TLR9. Los linfocitos
B expresan TLR7, TLR9 y TLR10. Esta expresion diferente de TLRs en diferentes
tipos celulares nos habla de los diferentes papeles que tienen en las infecciones.
TLR3 y TLR4 también se expresan en células no inmunes y su activacion puede
llevar a la activacion de células endoteliales que a su vez incrementan la expresion
de moléculas de adhesion, con el consecuente incremento en la infiltracién de
macréfagos y de la permeabilidad vascular durante las infecciones. Esta cascada

de eventos forma parte de la respuesta sistémica inflamatoria (Kumar et al., 2009).

El reconocimiento de productos bacterianos —~MAMP- como el LPS (el mas
estudiado de estos), o de Alarminas por el sistema inmune lleva a la produccién de

una respuesta inflamatoria a través de la activacion de diferentes cascadas de
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Figura 4. Esquematizacién de la cascada de sefializacién intracelular activada por MAMP a partir de TLR.

El reconocimiento de los diferentes MAMP a través de los TLR (de membrana o intracelulares), activara

sucesivamente cascadas de sefializacion intracelular que llevan a la produccién de mediadores

inflamatorios. En términos generales las vias de sefializacion pueden dividirse en dos, una dependiente
de la proteina adaptadora MyD88, que involucra a todos los TLR excepto a TLRS3, y la via MyD88
independiente. La primera utiliza otra proteina adaptadora que es Toll Like IL-1 Receptor adaptor protein
(TIRAP). Esta proteina es capaz de fosforilar y activar a IRAK4 (IL-1 Receptor activator kinase), que activa
a su vez a IRAK1 y finalmente a TRAF6 (TNF Receptor activating factor6). Esta via lleva a la activaciéon
del complejo IKK y a su vez a la fosforilacion de lkappaB, para facilitar la translocacion nueclear de
NFkappaB al nucleo e iniciar la transcripcién genética de mediadores inflamatorios. Por otro lado, la via
independiente de MyD88 emplea proteinas adaptadoras que empiezan a reclutarse una vez activado su
TLR (TLR3 y TLR4). Estas proteinas adaptadoras son TRAM y TRIF (TRIF, TIR domain containing
adapter protein inducing INFbeta, en donde TIR es Toll/IL-1 Receptor homologous) (TRAM, por sus siglas
en inglés, TRIF related adaptor molecule). TBK1 (TRAF, por sus siglas en inglés, family member
associated NFkappaB activator binding kinase 2) activa a su vez a IRF3 (Interferon regulatory factor 3)

sefalizacion intracelular. ElI LPS es transportado mediante su proteina

transportadora Lipopolysaccharide Binding Protein (LBP) y reconocido a través de

CD14 que lo transfiere a MD-2. CD14 es una proteina anclada por

glicosilfosfatidilinositol (GPI) a la membrana celular pero carece de dominio
transmembranal e intracelular, por tanto incapaz de iniciar la activacion de la

cascada de sefializacion por si sola. TLR4 es un componente esencial para la
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sefalizacion a partir del estimulo con LPS, aunque hasta el momento no se ha
demostrado la union de este ligando con el receptor (Dunzendorfer et al., 2004),
TLR4 no se encuentra en forma aislada en la membrana celular. En ratones
C3H/HeJd (ratones con TLR4 no funcional) utilizando FRET (Fluorescence
Resonance Energy Transfer), un sistema capaz de identificar la proximidad de
moléculas entre si a nivel de la membrana celular, se identificaron otros complejos
de receptores en los que se encontraron, ademas de TLR4, proteinas de choque
térmico 70 y 90 (Hsp70 y Hsp90, respectivamente), el receptor de quimiocinas 4
(CXCRA4) y el factor de diferenciacion del crecimiento 5 (GDF5). Estos hallazgos
sugieren que el reconocimiento bacteriano se basa en el reclutamiento de
multiples moléculas en un microdominio membranal o balsa lipidica —lipid rafts-
tras la estimulacion con LPS. En apoyo a esto ultimo, la disrupcién de las balsas
lipidicas (como con nistatina, por ejemplo) inhibe la secrecion de TNF-a inducida

por LPS (Triantafilou et al., 2002; Triantafilou & Triantafilou, 2003).
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e. Regulacion de la Respuesta Inflamatoria

La respuesta inflamatoria se regula a través varios mecanismos. Uno de
ellos depende de la produccion de Lipoxinas, Protectinas y Resolvinas a partir de
PGE2, que constituyen la fase de resolucidén de la respuesta inflamatoria (Serhan
et al., 2008) (Figura 5). Otro corre a cargo de la division parasimpatica del sistema
nervioso autonomo, mediante la liberacion de neurotransmisores como la
acetilcolina. Este neurotransmisor se une a receptores especificos en la
membrana de macrofagos e inhibe la translocacion nuclear de NF-kB, bloqueando
la respuesta inflamatoria (Tracey, 2002) (Figura 6). El siguiente mecanismo
compete al sistema inmune que involucra a células presentadoras de antigenos
(APC) (ej. monocitos) y linfocitos T CD4 principalmente, y la liberacion de citocinas
como IL-10, TGF-B, IL-4, IL-5, IL-13, entre otras, que caracterizan la respuesta
molecular anti-inflamatoria. Estas citocinas, especialmente la IL-10, regulan
negativamente la produccion de las citocinas pro-inflamatorias (Dinarello, 1997).
Parte de esta regulacion esta dada por los TLR a través del dominio TIR. Entre las
moléculas que favorecen esta regulacion esta ST2 (ILIRL-1 ¢ interleukin-1
receptor-like-1 protein), que se expresa en linfocitos T; SIGIRR (Single
immunoglobulin IL-1R-related molecule), un miembro de la superfamilia TLR/IL-
1R, que es un modulador negativo de la sefializacion inducida a través de IL-1R y
LPS. IRAK-M (IL-1R-associated kinase-M) y SOCS-1 (suppressor of cytokine
signaling), que también son reguladores negativos de la actividad de TLR.
Experimentalmente, los ratones deficientes para estas proteinas, presentan una

respuesta pro-inflamatoria exagerada al LPS. Por ello es que se consideran
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Figura 5. A. Vias de decision en la inflamacién aguda. Resolucion de la inflamacién o inflamacién crénica.
A. El trauma quirdrgico u otro tipo de patologias de inicio agudo, activan la liberacién de mediadores
inflamatorios del tipo de las prostaglandinas y los leucotrienos. El resultado de la inflamacién aguda se ve
influenciado por varios factores, como el tipo de lesién, el sitio de la misma y el hospedero. El
restablecimiento de la homeostasis (resolucién) depende de un programa en el que las PGE2 y la PGD2
activan la producciéon de lipoxina A4 a partir del acido araquidénico, en vez de la producciéon de
Leucotrieno B4 del mismo &cido araquidénico (AA). De aqui se activa la cascada para la produccién de
mediadores lipidicos anti-inflamatorios, del tipo de las resolvinas de la serie E y D y de las protectinas. De
forma alternativa, la inflamacién cronica resulta de una respuesta inflamatoria excesiva a través de la
produccion continua de prostaglandinas pro-inflamatorias y leucotrienos. B. Responsables de la
inflamacién aguda y de la resolucién de la inflamacién (Serhan et al., 2008).

A diferencia de la fase pro-inflamatoria que cuando se generaliza favorece
el desarrollo del SIRS, la respuesta compensadora no tiene manifestaciones
clinicas, pero se tiene identificado un comportamiento molecular al que se le

conoce como Sindrome de Respuesta Anti-inflamatoria Compensadora (CARS).
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Figura 6. El reflejo inflamatorio. Los mediadores inflamatorios que se producen como consecuencia de
una lesién, activan vias sensoriales vagales que tienen relevos en el nicleo del tracto solitario.
Posteriormente se activan fibras vagales eferentes a través de la secrecién de acetilcolina. Esta se
une a su receptor en la superficie de células mononucleares e inhibe la sintesis de més citocinas pro-
inflamatorias a través de la via colinérgica anti-inflamatoria (reflejo inflamatorio). La informacion
también puede llegar al hipotdlamo y al complejo vagal dorsal para estimular la secrecion de la
hormona adrenocorticotropica, la que a su vez activa la via anti-inflamatoria humoral. La activacién de
la via simpéatica del sistema nervioso produce la liberacion de adrenalina y noradrenalina, la que
contribuye a reducir la respuesta inflamatoria. Tomado de Inflammatory Reflex (Tracey, 2002).

Ademas de las citocinas anti-inflamatorias antes mencionadas, el CARS se
caracteriza por la disminucién de la expresion de las moléculas HLA-DR del
Complejo Principal de Histocompatibilidad en la superficie de las APC (Bone,
1996). Las moléculas HLA-DR tienen un papel fundamental en la defensa del
organismo en contra de patdégenos extracelulares, y su expresion disminuye en las
APC por accién de mediadores anti-inflamatorios, lo que reduce la capacidad de
presentar antigenos y en consecuencia se establece un estado de

“inmunoparalisis” que favorece el desarrollo de complicaciones infecciosas,
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mismas que conllevan una elevada morbi-mortalidad y elevados costos
hospitalarios (Angele & Faist, 2002;Dellinger et al.,, 2004;Takahashi et al.,

2006;Volk, 2002;Wolk et al., 2003).

f. Dos nuevas moléculas involucradas en la regulaciéon de la respuesta
inflamatoria: TREM-1y Hsp70.

%+ Receptor activador expresado en células mieloides-1 (TREM-1, por sus
siglas en inglés, Triggering Receptor Expressed on Myeloid-1 cells)

TREM-1 es un receptor que pertenece a la superfamilia de las
inmunoglobulinas y se encuentra en la membrana de neutréfilos y monocitos. Su
expresion incrementa en respuesta a la presencia de bacterias o sus productos,
mientras que en patologias inflamatorias no infecciosas como psoriasis, colitis
ulcerativa y vasculitis, la expresiéon de TREM-1 no se modifica (Bouchon et al.,
2000;Bouchon et al., 2001). El ligando de TREM-1 se desconoce, sin embargo, se
ha propuesto que puede ser una molécula endégena liberada durante la necrosis
asociada a dafo celular, como el que se observa en los casos de sepsis, por lo
gue podria encontrarse en el suero de estos pacientes (Wong-Baeza et al., 2006).
A través de un anticuerpo agonista se puede activar TREM-1, lo cual induce la
produccion de citocinas y quimiocinas (TNF-a, IL-18, IL-8, MCP-1, MCP-3) (Aoki et
al., 2004). TREM-1 incrementa la expresion de moléculas coestimuladoras como
CD86, y disminuye su expresion en presencia de IL-10 (Bleharski et al., 2003).
TREM-1 sinergiza con diferentes ligandos de TLR para producir mediadores
inflamatorios y regular negativamente la produccidon de mediadores anti-

inflamatorios (Bleharski et al., 2003). En modelos murinos, el bloqueo de la
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sefalizacion por TREM-1 disminuye la magnitud de la inflamacion y la mortalidad.
Lo anterior se demostrd en tres modelos de sepsis (inoculacion de LPS, peritonitis
por E. coli y sepsis polimicrobiana por ligadura y puncién cecal), en los que la
administracion de una proteina de fusion soluble, que tiene la region extracelular
de TREM-1 murino unida a la porcion Fc de una inmunoglobulina humana,
disminuyo la mortalidad. Esto se explica porque la proteina quimérica captura al
ligando de TREM-1 antes de que llegue a su receptor, lo que impide la accion de
TREM-1 de membrana (Bouchon et al., 2000;Bouchon et al., 2001). TREM-1
interactia con DAP12 (DNA X-activating protein of 12 kD), una proteina
adaptadora trans-membranal con la que se asocian receptores activadores en
células NK, sin embargo, también se encuentra en los tipos celulares en donde se
expresa TREM-1 (McVicar et al., 1998). Todavia no se han descrito las vias de
sefalizacion que se activan a través de TREM-1 en neutréfilos y monocitos, pero
en células NK, cuando los receptores activadores reconocen a su ligando, DAP12
se fosforila en su dominio ITAM, lo que proporciona un sitio de anclaje para la
tirosin-cinasa Syk. Esta enzima activa a la fosfolipasa Cyl y a la via de las MAP
cinasas, y finalmente lleva a la activacion de IKK y a la translocacion hacia el
nucleo de NF-kB (McVicar et al., 1998). Es posible que algo similar ocurra en los
neutréfilos y monocitos (Figura 7). TREM-1 también puede encontrarse en la
circulacién en forma soluble (STREM-1), esta podria ser producto de una variante

de corte alternativo y liberarse por monocitos activados (Gibot et al., 2005).
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Figura 7. Mecanismo propuesto para la actividad de TREM-1 (Triggering Receptor Expressed on Myeloid
Cells-1). 1. Reconocimiento de LPS por TLR4; 2. Cascada de sefializacién que lleva a la translocacién
nuclear de NFkappaB. 3. Produccién de mediadores inflamatorios y generaciéon de una respuesta
inflamatoria. 4. El ligando de TREM-1 se une a su receptor. 5. Se une su molécula adaptadora DAP12 y
activa la via de las MAPK. 6. Produccién de otros mediadores inflamatorios.

La destruccion celular que acompafa a la respuesta inflamatoria como por
ejemplo, en los procesos sépticos, favorece la liberacion de Alarminas que
también juegan un papel en la regulacién de la inflamacion. Algunas de ellas son
fragmentos de hialuronato —un glicosaminoglicano asociado a matriz extracelular y
liquidos sinoviales-, fragmentos de heparan sulfato —otro glicosaminoglicano
asociado a matriz extracelular y superficies celulares- que estimulan TLR4 en
ausencia de patégenos (Johnson et al., 2002;Johnson et al., 2004;Termeer et al.,
2002). Otras moléculas propuestas como alarminas son el acido urico (Shi et al.,

2003) y dos proteinas intracelulares: HMGB1 (High Mobility Group Box1) (Wang et
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al., 1999) y la proteina de estrés Hsp70 (Asea et al., 2002;Bianchi, 2007;Johnson
et al., 2002;Johnson et al., 2004;Termeer et al., 2002). HMGB1 es una proteina
intranuclear que puede liberarse tras el dafo celular, actuar sobre receptores

RAGE y TLR4, e inducir la produccién de citocinas pro-inflamatorias.

++ Proteina de estrés 70 (Hsp70)

Hsp70 es una proteina chaperona intracelular perteneciente a la familia de
las proteinas de estrés HSP70; el incremento en su sintesis constituye parte de la
Respuesta al Estrés y la han involucrado en la generacion de la respuesta
inflamatoria a través de la activacion de diferentes componentes del sistema

inmune innato (Moseley, 1998).

Las proteinas de estrés son proteinas intracelulares, abundantes tanto en
células procariontes como en eucariontes, con una estructura bien conservada a
través de la evolucion entre diferentes especies, |0 que sugiere que tienen un
papel fundamental en diferentes procesos celulares (Hunt & Morimoto, 1985). El
primer reporte de estas proteinas fue hecho por Ferruccio Ritossa, que observé
ensanchamiento en los cromosomas (puffs) de glandulas salivales de la
Drosophyla, al someterlas de forma accidental a un choque térmico (Ritossa,
1996). Una década después se identificaron los productos de los genes
localizados en esos “puffs” y les llamaron Proteinas de Choque Térmico (Tissieres
et al.,, 1974), aunque el nombre mas apropiado es el de proteinas de estrés, ya
que el choque térmico no es el Unico fendmeno estresante que induce su
produccion. Las proteinas de choque térmico (HSP) tienen masas moleculares
que van de 15 kDa a 110 kDa y se dividen en familias con base en su tamafio y
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funcién e incluyen: a HSP110, HSP90, HSP70, HSP60 y a las proteinas de

choque térmico de bajo peso molecular.

La familia HSP70 es de las mas estudiadas y esta integrada por HSP72
(Hsp70), HSP73 (Hsc70), HSP75 y HSP78. En el humano existen 12 genes que
codifican para los diferentes miembros de la familia de HSP70; dos genes
(hsp70.1a y hsp70.1b) codifican para Hsp70 (la forma inducible) y se localizan en
el cromosoma 6 en la regién del Complejo Principal de Histocompatibilidad de

Clase Il (Tavaria et al., 1996).

Hsp70 pliega y ensambla proteinas recién sintetizadas, repliega proteinas
mal plegadas, evita la agregacién proteica, desgrega y transloca proteinas
secretoras a través de organelos; controla la actividad de proteinas reguladoras y
factores de transcripcion, regula el crecimiento celular y facilita la degradacion de
proteinas dafiadas a través del proteosoma. Se puede encontrar en el citosol,
nacleo, nucléolo, reticulo endoplasmico y la membrana celular. Sus funciones se
basan en la propiedad de interactuar con segmentos de péptidos hidrofobicos, en
un sistema dependiente de ATP (Figura 8) (Kaczmarek et al., 1987;Mayer &

Bukau, 2005;Welch & Feramisco, 1984).

Hsp70 esta constituida por tres dominios: el primero corresponde a la
porcion amino terminal de 44 kDa, que sirve de unién al ATP. El segundo dominio,
de union a péptidos, tiene un peso de 18 kDa y el tercero, corresponde al carboxilo

terminal de 10 kDa, formado por otra a-hélice con una secuencia terminal
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conservada y cuya funcion tiene que ver con la actividad inter-dominios (Kiang &

Tsokos, 1998).
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Figura 8. Descripcion de las acciones de Hsp70 a nivel intracelular como chaperona.
Diferentes estimulos como la hipertermia, la isquemia/reperfusiéon y las infecciones, entre
otros, favorecen la activaciéon del factor de transcripcién de choque térmico 1 (HSF1) por un
lado y la desnaturalizacién de proteinas intracelulares. Hsp70 se disocia y favorece la
trimerizaciéon de HSF1 y su translocacién al nlcleo para inducir la transcripcién de la proteina.
La proteina recién sintetizada es capaz de ayudar en el plegamiento de proteinas
desnaturalizadas.

La biogénesis de Hsp70 comienza por la induccién de su produccion a partir
de estimulos extracelulares -como hipertermia, hipoxia, isquemia, acidosis, entre
otras- que inducen la activacién del factor de transcripcion nuclear de Choque
Térmico (HSF-1). A su vez, Hsp70 es un regulador negativo de la actividad de
HSF-1, ya que en condiciones basales se encuentra interactuando con dicho

factor de transcripcién. La accion de alguno de estos estimulos incrementa el pool
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de proteinas desnaturalizadas que compiten con HSF-1 por la asociacion con
Hsp70. Esto favorece la trimerizacion, translocacion nuclear y union al DNA de
HSF-1 para iniciar la transcripcion de Hsp70 (Guettouche et al., 2005; Kim et al.,
2005;Morimoto et al., 1992) (Figura 8). Ademas de su funcion chaperona, el
incremento en las concentraciones intracelulares de Hsp70 confiere proteccion
adicional regulando la muerte celular por apoptosis y regulando negativamente la
produccion de mediadores inflamatorios a diferentes niveles de la cascada de
sefalizacion que llevan a la activacion de NF-kB (Figura 9) (Beere & Green,
2001;Beere, 2005;Ran et al., 2004;Yoo0 et al., 2000).
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Figura 9. Mecanismo propuesto de Hsp70 para la proteccion celular. El estimulo inicial genera la produccién de Hsp70 por
un lado y la activacion de JNK. Hsp70 inactiva, a través de la defosforilacion, a JNK. Sin embargo, esta estara en relacion
con la cantidad de proteina desnatulralizada que se genere a consecuencia del estimulo inicial. A mayor dafio protéico, la
Hsp70 se ocupara de la renaturalizacién de las proteinas, y por lo tanto, la actividad de JNK se incrementa y en
consecuencia también aumenta la Apoptosis, pese a la presencia de Hsp70. Por lo que el incremento en la sintesis de esta

proteina de choque térmico, es esencial como mecanismo protector para impedir la muerte celular por Apoptosis.
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Papel de TREM-1y Hsp70 en la regulaciéon de la respuesta inflamatoria.

La presencia de complicaciones en pacientes que desarrollan SIRS y la
elevada morbilidad y mortalidad en pacientes con sepsis, han motivado la
busqueda de biomarcadores moleculares capaces de predecir el prondstico clinico
de los pacientes, a través de la deteccion oportuna de la presencia de
complicaciones y dirigir el tratamiento de forma oportuna, especifica y eficaz
(Marshall, 2006;Meisner, 2005). La forma soluble de TREM-1 y la proteina de
membrana, se han propuesto como biomarcadores para detectar en forma
temprana la presencia de infecciones, y diferenciar aquellos pacientes con SIRS
de los pacientes con sepsis (Gibot et al., 2004;Gibot et al., 2004). También se ha
visto que el incremento en la expresion de TREM-1 puede presentarse en
padecimientos no infecciosos (Gonzalez-Roldan et al., 2005;Wang et al.,

2004;Wong-Baeza et al., 2006)

El dafio celular también puede facilitar la liberacion de Hsp70, que puede
actuar como Alarmina y ser ligando de diferentes PRR, entre ellos los receptores
TLR4 (Asea et al., 2002;Theriault et al., 2005). De esta forma, la unién de Hsp70 a
estos receptores, activa al dominio TIR (Toll/interleukin-1 (IL-1) receptor), que a su
vez activa diferentes factores de transcripcidbn que llevan a la produccién de
diferentes mediadores inflamatorios (Vabulas et al., 2002). Sin embargo, la
capacidad inmuno-estimulante de Hsp70 puede ser consecuencia de la
contaminacion por LPS (Bausinger et al., 2002;Gao & Tsan, 2003;Vabulas et al.,

2002).
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6. Planteamiento del Problema.

La inflamacion constituye un conjunto de mecanismos a través de los
cuales el organismo responde ante diferentes estimulos nocivos y/o estresantes, y
esta encaminada a recuperar el estado de homeostasis. Esta integrada por
mediadores con acciones pro y anti-inflamatorias; la mayoria de las veces es
limitada en magnitud y localizacién, sin embargo, en ocasiones la respuesta se
extiende hacia diferentes sistemas de la economia. Las manifestaciones de esta
respuesta inflamatoria exacerbada son variadas, pero juntas representan el SIRS
y la respuesta reguladora que se genera en consecuencia se le denomina CARS,
caracterizada solo desde el punto de vista molecular. El desarrollo de
complicaciones asociadas al SIRS y al CARS, como sepsis, sepsis severa, choque
séptico y la falla organica mdltiple, entre otras, ponen de manifiesto la importancia
del estudio de estas entidades, en especial por la elevada morbilidad y la

mortalidad que se les asocian.

Si bien el trabajo en laboratorio a través de estudios in-vitro y en modelos
animales nos proporciona las bases para comprender el comportamiento
molecular, transpolar estos conocimientos a la patologia del ser humano ha sido
muy complicado, en especial cuando se trata de la busqueda de algun

biomarcador prondstico o para aplicar alguna estrategia terapéutica.

Con base en lo anterior, caracterizar el comportamiento molecular en
pacientes, es fundamental para entender mejor la compleja actividad de algunos

mediadores inflamatorios.
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TREM-1 se ha propuesto como un receptor que amplifica la respuesta
inflamatoria y su expresion se incrementa en pacientes sometidos a diferentes
fendmenos estresantes, como las infecciones, lo que sitia a TREM-1 como un
potencial biomarcador para detectar oportunamente la presencia de sepsis.
Estudiar la expresion de TREM-1 en pacientes con procesos en los que se
encuentra presente una respuesta inflamatoria (ej. quirdrgicos, sépticos y con
pancreatitis aguda), nos permitira ampliar el conocimiento del comportamiento de
este receptor en el contexto de la respuesta inflamatoria. El estrés generado en
procesos infamatorios agudos (ej. infecciones), induce la produccion de Hsp70 v,
eventualmente, su liberacion al medio extracelular en forma pasiva. Considerando
que Hsp70 puede actuar como Alarmina, su liberacion en situaciones de estrés es

probable que regule la respuesta inflamatoria a diferentes niveles.
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b)

d)

f)

b)

Hipotesis

El incremento en la expresion de TREM-1 se asocia con la presencia de
infecciones en pacientes quirdrgicos.

El incremento en la expresion de TREM-1 se asocia con la presencia de
sepsis.

El incremento en la expresion de TREM-1 en pacientes quirlrgicos se
asocia con la presencia del Sindrome de Respuesta Inflamatoria Sistémica.
El incremento en la expresion de TREM-1 se observa en pacientes con
procesos inflamatorios del tipo de la pancreatitis aguda y el prondstico de la
misma.

La expresion de TREM-1 se regula por la accion de Alarminas del tipo de
Hsp70

La presencia de Hsp70 en el medio extracelular regula la amplitud de la

respuesta inflamatoria.

Objetivos

Evaluar si el incremento de TREM-1 en pacientes quirdrgicos se asocia con
la presencia de infecciones.

Evaluar si el incremento en la expresion de TREM-1 se asocia con la
presencia de sepsis.

Investigar si el incremento en la expresibn de TREM-1 en pacientes
sometidos a procedimientos quirdrgicos, se asocia con la presencia del

Sindrome de Respuesta Inflamatoria Sistémica.

38



d) Investigar si el incremento en la expresion de TREM-1 se observa en
pacientes con procesos inflamatorios del tipo de la pancreatitis aguda y el
prondstico de la misma.

e) Analizar si la presencia de Alarminas del tipo de Hsp70 influye en la
expresion de TREM-1.

f) Estudiar si la presencia Hsp70 ejerce funciones reguladoras de la respuesta

inflamatoria.
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9. Material y Métodos.

Esta parte se divide en tres secciones:

9.1 Primera Seccion. Andlisis de la expresion de TREM-1 en pacientes
sépticos, quirdrgicos y con pancreatitis aguda. En esta parte se incluye el resumen
de la metodologia de las dos publicaciones relacionadas con la expresion de
TREM-1 en pacientes quirdrgicos y con pancreatitis aguda; y se anexan los dos

articulos originales.

9.2 Segunda seccion. Evaluacion de la expresion de TREM-1 en células

humanas CD14+, tratadas con LPS y/o Hsp70.

9.3 Tercera seccidon. Papel de Hsp70 en la regulacién de la respuesta
inflamatoria. Esta parte incluye la metodologia del trabajo realizado in-vitro con

Hsp70, en relacién a su papel en la regulacion de la respuesta inflamatoria.
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9.1. Primera Seccion. Andlisis de la expresion de TREM-1 en

pacientes sépticos, quirdrgicos y con pancreatitis aguda.

Ambos estudios fueron aprobados por el Comité de Etica del Hospital de
Especialidades del Centro Médico Nacional Siglo XXI del Instituto Mexicano del
Seguro Social. En el primer articulo se incluyeron pacientes del sexo masculino y
del femenino entre 18 y 80 afios de edad, con diagndstico de sepsis y pacientes
intervenidos quirdrgicamente con patologia abdominal. En el segundo articulo se

incluyeron pacientes con diagndstico de pancreatitis aguda.
Muestras Sanguineas.

Se obtuvieron muestras de sangre periférica dentro de las primeras 72
horas de evolucion del padecimiento, tanto en los casos de sepsis como de
pancreatitis aguda. Para los pacientes con sepsis, la segunda muestra se tomo a
las 72 horas de su ingreso. En los casos de pancreatitis aguda se tomaron
muestras a las 24 y las 72 horas después del ingreso. En los pacientes

quirurgicos, se tomoO una muestra preoperatoria y otra postoperatoria.
Anticuerpos.

Se determind el fenotipo celular con los siguientes anticuerpos: anticuerpo
monoclonal anti-CD14 marcado con isotiocinato de Fluoresceina (FITC),
anticuerpo monoclonal anti-HLA-DR marcado con Ficoeritrina (PE)-cianina Cy5,

anticuerpo monoclonal anti-TREM-1 marcado con Ficoeritrina. La combinacién de

41



los fluorocromos permitié hacer una tincion triple en cada una de las muestras, por

lo que se analizaron TREM-1 y HLA-DR en células CD14+ por separado.

Citometria de Flujo.

Se obtuvieron células mononucleares a través de centrifugacion por
densidad. Las células se bloquearon con gamma globulina humana y se lavaron
con solucidon salina isotonica. Posteriormente se llevd a cabo la tincion con los
anticuerpos monoclonales correspondientes o los controles de isotipo. Las células
tefidas se analizaron para inmunofluorescencia de dos colores por citometria de
flujo (FACSAria, Becton Dickinson, NJ, USA). La expresion de TREM-1 se reporto
como intensidad media de fluorescencia (MFI) y la expresion de HLA-DR se
report6 como porcentaje de células CD14 que también tefilan para HLA-DR. El
andlisis de los datos se realizé utilizando el programa FACSDiva version 4.1 (BD.

NJ, USA).

TREM-1 soluble y cuantificacion de citocinas.

Las concentraciones de TREM-1 soluble y de las citocinas IL-6 e IL-10, se

determinaron utilizando la técnica de ELISA.
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9.2. Segunda seccion. Evaluacion de la expresion de TREM1 en

células CD14+ humanas tratadas con LPS y/o Hsp70.

Para esta parte se incluyeron seis donadores sanos a los que se les tomaron
5 ml de sangre de vena periférica por puncién y colectada en tubos heparinizados.
En placas de poliestireno de seis pozos se colocé un mililitro de sangre en cada
pozo y cada uno se traté con cuatro condiciones diferentes: Sin estimulo; LPS (10
ng/ml); Hsp70 (3ug/ml); y LPS (10ng/ml) + Hsp70 (3 ug/ml) en forma simultanea.
En la condicion LPS+Hsp70, ambas moléculas se incubaron durante 2 horas a
37°C en una solucion que contiene 25 mM TRIS-HCI, 20 mM HEPES, 47.5 mM
KCly 2.25 mM de Mg(OAc)2, pH7.2. Se afadio el estimulo en cada pozo y se
incubd durante 24 horas a 37°C y 5% de CO,. Al finalizar las 24 horas, se retir6 el
sobrenadante, se despegaron las células del pozo con EDTA-Solucién salina al
0.9%, se lavaron y posteriormente se fenotipificaron las células con los

anticuerpos correspondientes; finalmente se leyeron en el citdmetro de flujo.

Para evaluar el efecto que Hsp70 o LPS pudieran tener sobre la expresion de
TREM-1, se estimularon las células en forma inicial como se muestra en la Tabla
1, y ocho horas después de afiadio el siguiente estimulo (Tabla 1). El método
utilizado para esta serie de experimentos fue el mismo que el descrito en el

parrafo anterior.
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Tabla 1. Concentraciones y tiempo de estimulacion con LPS y Hsp70

Inicial A las 8 horas

PBS Sin estimulo
LPS 10 ng/ml Sin estimulo
LPS 10ng/ml Hsp70 3 ug/ml

PBS Hsp70 3 ug/mi
Hsp70 3 ug/ml LPS 10ng/ml

Las células se fenotipificaron con los siguientes anticuerpos: anti-CD14 FITC
(BD 555397) y anti-TREM-1 PE (RD FAB127-8P), y se analizaron en el citdmetro
de flujo (FACSAria). La poblacion celular presuntamente correspondiente a
monocitos, se selecciondé a partir de una grafica de puntos por tamafio y
granularidad (FCS- SSC). De ésta region se buscaron las células CD14+. Se

analizé la intensidad media de fluorescencia (IMF) de TREM1 en esta poblacion.

Analisis Estadistico Segunda seccion.

Para el analisis estadistico se verificO normalidad de los datos, se aplicé una
prueba de ANOVA, utilizando las pruebas de Bonferroni y de Tukey para comparar

entre grupos. Se considerd una prueba significativa con un valor de P<0.05.
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9.3. Tercera seccion. Papel de Hsp70 en la regulaciéon de la respuesta

inflamatoria.
Reactivos.

Hsp70 -Low Endotoxin- (ESP-555) y Hsp70 no purificada (NSP-555) se
adquirieron de Assay Designs (antes StressGen Biotechnologies Corp., Victoria,
B.C., Canada). Escherichia coli 0111:B4 LPS se obtuvo de Sigma Chemical Co.
(St. Louis, MO, USA); la Flagelina de Salmonella typhimurium y la Peptidoglicana
de Staphylococcus aureus (PG) se adquirieron de InvivoGen (San Diego, CA,
USA). Las Porinas de Salmonella enterica serovar Typhi grado vacuna, que
contienen <0.2 ng de LPS por yg de porinas, se obtuvieron de acuerdo a lo
reportado por Salazar-Gonzalez y colaboradores (Salazar-Gonzalez et al., 2004).
Estos agonistas de TLR se pre-incubaron durante dos horas con Hsp70 con la
siguiente solucion que contiene: 25 mM TRIS-HCI, 20 mM HEPES, 47.5 mM KCl, y
2.25 mM Mg(OAc)2. La concentracion de citocinas se determiné a través de los
siguientes kits de BD Biosciences: Human TNF ELISA Set of BD OptEIA™,
(sensibilidad de la prueba de 7.8pg/ml); human IL-6 ELISA Set of BD OptEIA™
(sensibilidad de la prueba de 4.7 pg/ml), y human IL-10 ELISA Set of BD
OptEIA™ (sensibilidad de la prueba de 7.8pg/ml). Todas las pruebas se realizaron

de acuerdo a las recomendaciones del fabricante y por duplicado.
Células.

Las células mononucleares se obtuvieron de concentrados leucocitarios de

donadores sanos del banco de sangre a través de centrifugacion por gradiente con
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Lymphoprep™ (Fresenius Kabi Norge AS, by Axis-Shield PoC AS, Oslo, Norway).
Posteriormente los mononucleares se resuspendieron en 2 ml of RPMI 1640
(GIBCO Invitrogen Cell Culture) suplementado con suero fetal bovino al 10%
(GIBCO BRL LIFE TECHNOLOGIES) y 1% de penicilina-estreptomicina, se
contaron y resuspendieron 20 x 10° cels/15ml en placas de cultivo por 2 h a 37°C
y 5% CO,. La capa de monocitos se despegaron utilizando un amortiguador frio
EDTA 10x (NaCl 80g, KCI 4g, dextrosa 10g, EDTA-Na 2g y HCO;3; 7.5%),
finalmente se colocaron 1 x 10° monocitos/pozo en placas de 24 pozos por 24 h a

37.5°C, 5% CO..
Estimulacién de monocitos.

Después de 24h, el medio se retir6 y se lavaron las células en dos
ocasiones con PBS antes de afiadir RPMI fresco suplementado. Se estimularon
con LPS (100 ng/ml), Peptidoglicana (10 pg/ml), Flagelina (10 yg/ml), o Porinas (3
Mg/ml) con o sin Hsp70 3 ug/ml, en 1 ml de RPMI por los tiempos indicados a 37°C
y 5% de CO.. Los sobrenadantes se colectaron, centrifugaron (1,000 g por 5 min),

lavaron con PBS y congelaron a —70°C hasta su andlisis por ELISA.
Extraccion de RNA Total, RT-PCR y analisis semicuantitativo.

El RNA Total se extrajo de células mononucleares de sangre periférica
utilizando TRIzol (Invitrogen). La concentracion y la pureza del RNA extraido se
determind espectrofotométricamente a 260 y 280 nm (Beckman DU640, USA). El
cDNA de una cadena se sintetiz6 mezclando 1 uyg RNA conl uL oligodT (0.5

Mo/uL, Promega), 1 L dNTP mix (10 mmol/uL, Promega), 4 uL del amortiguador

46



de reaccion (Promega), 2 uL DTT (0.1 mmol/uL, Promega), 1 pyL SuperScript I
RNase H transcriptasa reversa (200 U/uL, Promega), en un volumen total de 25pL.
La reaccion se incub6 a 42 °C por 50 min, seguidos por 15 min a 70 °C para
inactivar la transcriptasa reversa. El cDNA (1 ug) se utilizo como molde para la
amplificacion por PCR de TNF-a. La mezcla consistio en 0.5 yL dNTP mix (10
mmol/uL, Promega), 1.5 uL MgCl, (25 mmol/uL, Promega), 1 uyL primers (5'-
GGTGCTTGTTCCTCAGCCTC-3' y 5-CAGGCAGAAGAGCGTGGTG-3" para
TNF-a o] 5-GTGGGGCGCCCCAGGCACCA-3' y 5-
CTCCTTAATGTCACGCACGATTTC-3' para B-actina), 0.25 yL DMSO, 0.25 puL
Tag DNA polimerasa (5 U/uL, Promega), 2.5 yL PCR buffer (Promega) en un
volumen total de 20 uL. El DNA se desnaturalizé a 95 °C por 10min, seguido por
35 ciclos para desnaturalizacion (95 °C por 30 s), alineacion (58 °C por 1 min), y
extension (72 °C por 1 min). La mezcla finalmente se extendié por 10 min a 72 °C.
Se incluyé B-Actina como control interno en cada experimento. Los productos de
PCR (10 uyL) se sometieron a electroforesis usando geles de agarosa 20 g/L en
TAE a 70 V por 60 min. Las muestras se tifleron con bromuro de etidio (0.1 mg/L)
y se observaron por iluminacion ultravioleta. Las imagenes se fotografiaron y
analizaron con un sistema de imagen digital IS-1000 (Alpha Innotech Corporation).
Las densidades de las bandas de TNF-a y B-actina se determinaron y se calcul6 el
radio de TNF-a/B-actina. Estos radios se representaron como los niveles de
expresion relativa (indice de expresion) del RNA mensajero de TNF-a y se

utilizaron para el andlisis semicuantitativo.

Andlisis Estadistico Tercera seccion.
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Los datos se analizaron mediante la prueba de ANOVA (One way) con la
post-prueba de Tukey’s post-test utilizando el programa GraphPad Prism version
5.0 (GraphPad Software, CA, USA). Se considerd una prueba significativa con un

valor de P<0.05.
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10.Resultados.
10.1. Primera seccion. Analisis de la expresion de TREM-1 en pacientes sépticos,

quirdrgicos y con pancreatitis aguda.

10.1.1. Resumen del manuscrito publicado.

Titulo del manuscrito: El incremento en la expresiéon de TREM-1 en monocitos se
asocia con procesos inflamatorios infecciosos y no infecciosos (The increased
expression of TREM-1 on monocytes is associated with infectious and
noninfectious inflammatory processes). Publicado en Journal of Surgical

Research 2008

Introduccidn.

La inflamacion es la respuesta del organismo a una lesion tisular o infeccion.
Usualmente se limita al sitio afectado, pero en algunas ocasiones, los mediadores
inflamatorios alcanzan la circulacién y actian en sitios distantes al origen del
proceso, dando como resultado el Sindrome de Respuesta Inflamatoria Sistémica
(SIRS). ElI SIRS se compensa a través de una respuesta anti-inflamatoria
compensadora, conocida como Sindrome de Respuesta Anti-inflamatoria
Compensadora (CARS), que no tiene manifestaciones clinicas, pero que se
caracteriza, entre otras cosas, por la disminucién en la expresiéon de las moléculas
de clase Il del complejo principal de histocompatibilidad (HLA-DR). En pacientes
post-operados de cirugia mayor, o bien pacientes con pancreatitis aguda, la
presencia del SIRS y del CARS, favorece el desarrollo de infecciones y por tanto

de sepsis. TREM-1 se ha propuesto como un biomarcador temprano de infeccién
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en los casos de SIRS. En este estudio analizamos la expresion de TREM-1 en
pacientes con sepsis y en pacientes con respuesta inflamatoria sistémica sin la
evidencia de infeccion. También buscamos una posible correlaciéon entre la

expresion de TREM-1 y HLA-DR, con la evolucion del paciente.

Materiales y Métodos.

Cincuenta y ocho pacientes quirargicos, 14 pacientes con sepsis y 50
voluntarios sanos se incluyeron en este estudio. Se determind la expresién de

TREM-1 y HLA-DR a través de citometria de flujo.

Resultados.

La expresion de TREM-1 incrementé en todos los pacientes en el pos-
toperatorio, y su expresion fue mayor en los pacientes que presentaban SIRS
desde el pre-operatorio. No se encontrd asociacion del incremento de TREM-1 con
la presencia de infecciones. En los pacientes sépticos, el incremento en la
expresion de TREM-1 fue transitorio. La expresion de HLA-DR disminuy0 tanto en
pacientes quirirgicos como en los pacientes sépticos, y esta reducciéon fue mayor

en pacientes que tuvieron mala evolucion.

Conclusiones.

El incremento en la expresion de TREM-1 en monocitos se asocia con
procesos inflamatorios, infecciosos y no infecciosos, y los niveles de HLA-DR

correlacionan bien con el prondéstico del paciente.
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Background. Inflammation is the response of an or-
ganism to tissue injury or infection. It is usually lim-
ited to the affected tissue, but sometimes the inflam-
matory mediators reach the bloodstream and act
systemically. A compensatory anti-inflammatory re-
sponse syndrome, in which expression of major histo-
compatibility complex class II (MHC-II) molecules are
decreased, regulates the resulting systemic inflamma-
tory response syndrome (SIRS). SIRS and compensa-
tory anti-inflammatory response syndrome can lead to
the development of sepsis. Triggering receptor ex-
pressed on myeloid cells (TREM)-1 has been proposed as
a biomarker of the presence of sepsis. In this study, we
investigated whether TREM-1 is increased only in septic
patients, and not in patients with systemic inflammatory
response but no infection. We also looked for a possible
correlation between TREM-1 and MHC-II expression
levels and the patients’ progress.

Materials and methods. Fifty-eight surgical patients,
14 septic patients and 50 healthy volunteers, were in-
cluded in this study. TREM-1 and MHC-II expression on
blood monocytes was determined by flow cytometry.

Results. TREM-1 expression was increased in all pa-
tients after surgery, and its expression was higher in
patients with preexisting SIRS. No association was
found with the presence of infection. In septic pa-
tients, the increase in TREM-1 expression was transi-
tory. MHC-II expression was decreased in both surgi-
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en Salud, P.O. Box A047, C.P. 06703, Mexico DF, Mexico. E-mail:
isibasi@prodigy.net.mx.
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cal and septic patients, and this decrease was greater
in patients with a worse outcome.

Conclusions. Increased TREM-1 expression on mono-
cytes is associated with both infectious and noninfectious
inflammatory processes, and the levels of MHC-II expres-
sion is better correlated with the patient outcome. o 2008
Elsevier Inc. All rights reserved.

Key Words: TREM-1; SIRS; CARS; sepsis.

INTRODUCTION

Inflammation is the response of an organism to tis-
sue injury or infection. During the course of inflamma-
tion, cells of the innate immune system are recruited to
the affected tissue and activated by various cytokines
and chemokines, leading to elimination of invading
microorganisms, tissue repair, and restoration of tis-
sue homeostasis. Inflammation is generally limited to
affected tissues, but sometimes inflammatory media-
tors can reach the bloodstream and act in organs re-
mote from the original site. This is clinically mani-
fested in the form of systemic inflammatory response
syndrome (SIRS) [1]. SIRS is regulated by the compen-
satory anti-inflammatory response syndrome (CARS),
which is characterized by the production of anti-
inflammatory mediators and by a decrease in expres-
sion of major histocompatibility complex class II
(MHC-II) molecules on monocytes and macrophages.
MHC-II molecules play an important role in the de-
fense against extracellular pathogens, and their ex-
pression is negatively regulated by anti-inflammatory
cytokines. The resulting “immunoparalysis” favors the
development of infections [2-5]. SIRS and CARS are
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associated with complications such as sepsis, severe
sepsis, septic shock, and multiple organ failure and
have been the subject of various studies, due to the
increasing frequency, morbidity/mortality, and costs of
treatment of these conditions [6]. The coexistence of
pro- and anti-inflammatory mediators during the
pathologic inflammatory process blurs the distinction
between SIRS and CARS but adds interest to the un-
derstanding of the molecular mechanisms that under-
lie the development of these clinical syndromes. Stud-
ies of the mediators involved are also aimed at the
finding of biomarkers for early diagnosis and prognosis
that would render treatments opportune and specific
[7, 8]. Thus, triggering receptor expressed on myeloid
cells (TREM)-1 and MHC-II molecules have been pro-
posed as biomarkers, the former to detect sepsis (de-
fined as a systemic inflammatory response with infec-
tion), and the latter to define prognosis in early stages
of disease evolution.

TREM-1 is found on the surface of neutrophils and
monocytes, and its expression is increased in response
to bacteria and their products. In psoriasis, ulcerative
colitis, and vasculitis, which are noninfectious inflam-
matory processes, TREM-1 expression is not increased
[9, 10]. Nevertheless, there are reports of increased
TREM-1 expression in surgical patients and in pa-
tients with acute pancreatitis, which are also noninfec-
tious inflammatory processes [11, 12]. Currently, the
ligand for TREM-1 is unknown, but through the use of
an agonist antibody it was found that TREM-1 signal-
ing induces the production of pro-inflammatory cyto-
kines and chemokines [13]. TREM-1 ligand may be
an endogenous molecule released during necrosis-
associated cellular damage, such as that observed in
cases of sepsis [14]; this ligand may be found in the
sera of septic patients [15]. TREM-1 synergizes with
different toll-like receptor ligands for production of
pro-inflammatory mediators and negative regulation of
anti-inflammatory mediators [16]. Blocking of TREM-1
signaling in animal models of infection causes a de-
crease in the magnitude of inflammation and in mor-
tality [9, 10].

A soluble form of TREM-1 (sSTREM-1) is released by
activated murine monocytes [17]. In humans, in-
creased STREM-1 levels can aid in the differentiation
of sepsis from SIRS [18, 19]. Increased sSTREM-1 levels
in bronchoalveolar lavage can also discriminate be-
tween pneumonia related to orotracheal intubation
and nonpulmonary systemic infection, even when se-
rum procalcitonin concentrations are low [20, 21].
However, it is not yet clear if the expression of the
membrane-bound form of TREM-1 increases exclu-
sively in response to infections, and few reports ana-
lyze TREM-1 expression under pathologic conditions.
This study, therefore, was conducted to determine if
TREM-1 is increased only in the presence of infection
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TABLE 1
Demographic Data of Patients Included in this Study

Surgical Septic Healthy

Variables patients patients controls
Total 58 14 50
Gender 28 6 11

Female

Male 30 8 39
Age (mean) 55 59 33
APACHE II average — 25 —
Mortality n (%) 6 (10) 9 (64) —

(septic patients) or if it is also increased in patients
with systemic inflammatory response but no evidence
of infection. We also looked for a possible correlation
between TREM-1 and MHC-II expression levels and
the patients’ progress and outcomes.

MATERIALS AND METHODS

Patient Selection Criteria and Demographic Data

This study was approved by the Hospital Ethics and Research
Committee. The patients or their legal representatives received de-
tailed information about this protocol, and, if they chose to partici-
pate, signed an informed consent form. The inclusion criteria admit-
ted male or female patients between 18 and 80 y of age who
presented with sepsis of gastrointestinal origin according to the
guidelines established by the American College of Chest Physicians
and the Society of Critical Care Medicine [22], or that were subjected
to surgical interventions for abdominal or gastrointestinal pathol-
ogy. The surgical elective patients had no clinical evidence of infec-
tion when they were enrolled in this study, although the presence of
infection cannot be completely discarded; this is the reason we and
others are searching for some biomarkers to help differentiate non-
infectious SIRS from infectious SIRS (sepsis). The exclusion criteria
were pregnancy, treatment with immune suppressors, or human
immunodeficiency virus or hepatitis C virus infection. Samples were
obtained from 58 surgical patients (44 high-risk patients with elec-
tive surgery and 14 with emergency surgery) and 14 patients with
sepsis (Tables 1 and 2). Eighteen surgical patients (31%) developed
complications, the most frequent cause being postoperative infection
(11 patients); six of these patients with complications (two infected
and four noninfected) died (10% mortality). All septic patients re-
quired surgery to correct the cause of sepsis; this group had a
mortality of 64% and an Acute Physiology and Chronic Health Eval-
uation (APACHE) II average of 25 points. Cultures were taken from
12 of the 14 septic patients; five of these cultures were negative, but
infection was suspected because of clinical evidence. Five cultures
were positive for one microorganism; one culture was positive for two
microorganisms and the last culture was positive for three microor-
ganisms. The isolated pathogens were Staphylococcus epidermidis,
Staphylococcus warneri, Pseudomonas sp., Candida sp, Enterococcus
faecium, Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa, Staphy-
lococcus haemolyticus, and Staphylococcus aureus. The two patients
without culture had abdominal sepsis due to contamination with
gastrointestinal contents. A group of 50 healthy volunteers was also
included in this study for comparison purposes; these individuals
also signed an informed consent form (Table 1).

Blood Samples

Blood samples (8 mL) were collected, in heparin-containing tubes,
within the first 72 h (29 h on average) after the diagnosis of sepsis
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TABLE 2

Surgical Patients Included in this Study

Patient Group Diagnosis Procedure
1 E Inguinal hernia Inguinal hernioplasty
2 E Jejunostomy Jejunostomy closure
3 E GRD Nissen fundoplication
4 E Inguinal hernia Inguinal hernioplasty
5 E GRD Nissen fundoplication
6 E Incisional hernia Hernia repair with mesh
7 E Ileostomy Ileostomy closure
8 E Chronic cholecystitis Cholecystectomy
9 E Colostomy Colostomy closure
10 E Incisional hernia Hernia repair with mesh
11 E Incisional hernia Hernia repair with mesh
12 U Mesenteric thrombosis Bowel resection
13 E GRD Nissen fundoplication
14 E Chronic cholecystitis Cholecystectomy
15 18] Mesenteric thrombosis Bowel resection
16 E Incisional hernia Hernia repair with mesh
17 E Colostomy Colostomy closure
18 E Pancreatic adenocarcinoma Whipple procedure
19 18] Incarcerated hernia Bowel resection
20 E Ampulla of Vater tumor Laparotomy/lymph nodes biopsy
21 18] Acute cholecystitis Cholecystectomy
22 E Chronic cholecystitis Cholecystectomy
23 18] Obstructive jaundice Choledochoduodenostomy
24 18] Appendicitis Appendectomy
25 E Chronic cholecystitis Cholecystectomy and CBDE
26 E GRD Nissen fundoplication
27 18] Small bowel obstruction Laparotomy
28 E Colostomy Colostomy closure
29 E Ampulla of Vater tumor Whipple procedure
30 E Chronic cholecystitis Cholecystectomy
31 18] Appendicitis Appendectomy
32 E Esophageal varices/PH Gastro-gastroanastomosis
33 E Pancreatic tumor Distal pancreatectomy
34 E Bile duct injury/Bismuth III Hepaticojejunostomy
35 E Bile duct injury/Bismuth II Choledochoduodenostomy
36 U Obstructive jaundice Choledochoduodenostomy
37 E Bile duct injury/Bismuth II Hepaticojejunostomy
38 E Cholangiocarcinoma Whipple procedure
39 E Ampulla of Vater tumor Whipple procedure
40 E Cholangiocarcinoma Hepaticojejunostomy
41 U Abdominal sepsis Laparotomy
42 E Common bile duct stones Choledochoduodenostomy
43 U Acute diverticulitis Colostomy
44 U Cholecystitis with empyema Cholecystectomy
45 E Bile duct injury/Bismuth IT Hepaticojejunostomy
46 E Pancreatic tumor Distal pancreatectomy
47 18] Acute diverticulitis Colostomy
48 E Inguinal hernia Inguinal hernioplasty
49 E Chronic cholecystitis Cholecystectomy
50 E Chronic cholecystitis Cholecystectomy
51 18] Acute cholecystitis Cholecystectomy
52 E Achalasia Esophagomyotomy
53 E Incisional hernia Hernia repair with mesh
54 E Chronic cholecystitis Cholecystectomy
55 E Chronic cholecystitis Cholecystectomy
56 E Pancreatic tumor Whipple procedure
57 E Ileostomy Ileostomy closure
58 E Colostomy Colostomy closure

GRD = gastroesophageal reflux disease; CBDE = common bile duct exploration; PH = portal hypertension; E = elective surgery;

U = emergency surgery.
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and 72 h later from septic patients; 60 min prior to surgery and 24 h
after surgery from surgical patients, and once from healthy volun-
teers.

Antibodies

Fluorescein-isothiocyanate-labeled anti-CD14 monoclonal anti-
body was purchased from BD Biosciences PharMingen (San Jose,
CA) (Cat. 555397, clone M5E2, mouse IgG.,, k). Phycoerythrin (PE)-
cyanin dye Cy5-labeled anti-HLA-DR (MHC-II) monoclonal antibody
was also purchased from BD Biosciences PharMingen (Cat. 555813,
clone 1243, mouse IgG,,, k). PE-labeled anti-TREM-1 monoclonal
antibody was purchased from R&D Systems (Minneapolis, MN) (Cat.
FAB1278P, clone 193015, mouse IgGl). No cross-reactivity with
other human molecules is reported for these antibodies. This combi-
nation of fluorochromes allowed us to perform a triple staining on
each sample, and TREM-1 and MHC-II were analyzed on CD14+
cells. Monocytes from healthy volunteers routinely express 83.31 =
11.27% of MHC-II and 34.35 *= 15.5 mean fluorescence intensity of
TREM-1. CD3+ lymphocytes do not express MHC-II or TREM-1 and
were used as negative controls. PE-labeled mouse IgGl and
Fluorescein-isothiocyanate-labeled mouse IgG2a (BD Biosciences)
were used as isotype-matched controls. The coefficient of variance for
our flow cytometry determinations was 12%.

Flow Cytometry

Peripheral blood mononuclear cells were obtained by density centrif-
ugation using Lymphoprep™ (Axis-Shield, Kimbolton, U.K.). Cells
were washed three times with isotonic saline solution at 150 X g for
10 min. Cell number and viability were determined by trypan blue
(Sigma, St. Louis, MO) staining, and 1 X 10° cells per well were
transferred to a 96-conical-well plate (Corning, Corning, NY). Cells
were blocked with a 20 g/ human gamma globulin solution (Beri-
globin™, Aventis, DF, Mexico) for 1 h at 4°C and washed with
isotonic saline solution at 150 X g for 3 min. Subsequent staining
with either labeled monoclonal antibodies or appropriate isotype
controls was performed for 20 min at 4°C. The stained cells were
washed, resuspended, and analyzed for three-color immunofluores-
cence by flow cytometry (FACSAria, Becton Dickinson, Rutherford,
NJ). The gate that contained monocytes was identified by the pres-
ence of CD14, and a minimum of 10* events were analyzed for each
sample. TREM-1 expression is reported as mean fluorescence inten-
sity, and MHC-II expression is reported as percentage of CD14 cells
that also stain for these molecules. Data analysis was performed
using FACSDiva software version 4.1. (Becton Dickinson).

Statistical Analysis

Data were analyzed by one-way analysis of variance with Tukey’s
post-test using GraphPad Prism version 5.0 (GraphPad Software,
San Diego, CA). Statistical significance was set at P < 0.05.

RESULTS

TREM-1 Expression Is Increased in Surgical Patients Without
Infectious Pathology

Previous studies [19, 23] associate an increased
TREM-1 expression with infections, and some of them
[9, 10] report that pathologies of noninfectious origin
have no effect on TREM-1 expression. We analyzed
TREM-1 expression before and after surgery in pa-
tients with abdominal or gastrointestinal pathology.
TREM-1 expression increased significantly in the post-
operative period in patients that survived compared
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FIG. 1. TREM-1 expression is increased in surgical patients
without infectious pathology. TREM-1 expression on blood mono-
cytes of surgical patients (n = 58) is shown, in samples taken before
(Pre-Surg) and after (Post-Surg) surgery. Patients were classified as
survivors (n = 52) or nonsurvivors (n = 6) (A), or as patients that did
(n = 18) or did not (n = 40) develop complications (B). TREM-1
expression on blood monocytes of healthy volunteers (n = 50) is also
shown. Statistically significant differences are shown on the graphs.
The TREM-1 data are expressed as mean fluorescence intensity
(MFD).

with the expression level in healthy volunteers (P <
0.001) (Fig. 1A). Although the surgical patients’ group
is older than the healthy volunteers’ group (Table 1),
we have observed that TREM-1 expression is not in-
creased with age (data not shown). TREM-1 expression
was increased after surgical procedures (P < 0.001),
regardless of the presence or absence of complications
(Fig. 1B), and there was no statistically significant
difference in the levels of TREM-1 expression, before or
after the surgery, between the surgical patients that
developed infection and the surgical patients that de-
veloped a complication other than infection (not
shown). This indicates that increased TREM-1 expres-
sion is not exclusively associated with infections, and
that a surgical procedure performed in patients with
abdominal or gastrointestinal pathology can also in-
crease the level of TREM-1 expression.

TREM-1 Expression Is Increased in Surgical Patients
with SIRS

To determine if a preexisting SIRS affected TREM-1
expression, we grouped surgical patients according to
the presence or absence of SIRS before surgery. SIRS
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was diagnosed to the guidelines established by the
American College of Chest Physicians and the Society
of Critical Care Medicine (two or more of the following
conditions: temperature >38°C or <36°C; heart rate
>90 beats/min; respiratory rate >20 breaths/min or
PaCO, < 32 Torr (<4.3 kPa); WBC >12,000 cells/mm?,
<4000 cell/mm?®, or >10% immature forms) [22].
TREM-1 expression was higher in patients that had
SIRS before the surgical procedure, compared with
healthy volunteers (P < 0.01). After surgery, patients
with preexisting SIRS had significantly higher levels of
TREM-1 expression, compared with patients without
SIRS (P < 0.01) (Fig. 2). These results suggest that
TREM-1 is a receptor involved in situations of stress,
such as an inflammatory response to gastrointestinal
pathology or a surgical event itself, and that an in-
creased expression of this molecule is not restricted to
infectious pathologies.

TREM-1 Expression Increase Is Transitory in Septic Patients

Septic patients that survived surgery had higher
TREM-1 expression levels compared with healthy volun-
teers (P < 0.01) and with septic patients that did not
survive (P < 0.05). However, 72 h after surgery, we found
no significant difference in TREM-1 expression between
septic patients and healthy volunteers (Fig. 3). Therefore,
the sepsis-associated increase in TREM-1 expression is
limited to a narrow window of time.

MHC-II Expression Is Decreased in Surgical and
Septic Patients

It has been previously reported that the expression
of MHC-II molecules decreases in the postoperative
period, even in the absence of complications [24, 25].

FIG.2. TREM-1 expression is increased in surgical patients with
SIRS. TREM-1 expression on blood monocytes of surgical patients
(n = 58) is shown, in samples taken before (Pre-Surg) and after
(Post-Surg) surgery. Patients were classified by the presence (n = 29)
or absence (n = 29) of SIRS. TREM-1 expression on blood monocytes
of healthy volunteers (n = 50) is also shown. Statistically significant
differences are shown on the graphs. The TREM-1 data are ex-
pressed as mean fluorescence intensity (MFI).
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FIG. 3. TREM-1 expression is transitorily increased in septic
patients. TREM-1 expression on blood monocytes of septic patients
(n = 14) is shown, in samples taken less than 72 h after the diagnosis
of sepsis and 72 h later. Patients were classified as survivors (n = 5)
or nonsurvivors (n = 9). TREM-1 expression on blood monocytes of
healthy volunteers (n = 50) is also shown. Statistically significant
differences are shown on the graphs. The TREM-1 data are ex-
pressed as mean fluorescence intensity (MFI).

We found that surgical patients with abdominal or
gastrointestinal pathology had decreased MHC-II ex-
pression before the surgical procedure, compared with
healthy volunteers (P < 0.05), and that the level of
these molecules further decreased after surgery (P <
0.01) (Fig. 4A). Patients that were subjected to elective
(programmed) surgery had higher levels of MHC-II
than patients subjected to emergency surgery (P <
0.05) (Fig. 4B). The expression of MHC-II was reduced
after surgery in all patients, and this reduction was
greater in patients with complications (P < 0.05) (Fig.
4C). However, no difference was observed between sur-
vivors and nonsurvivors (Fig. 4D).

Decreased expression of MHC-II is known to be as-
sociated with sepsis; this is, in fact, one of the defining
features of CARS. Accordingly, we found that MHC-II
expression was decreased in our septic patients, and
this decrease was greater in the patients that did not
survive (P < 0.001) (Fig. 5).

DISCUSSION

The present study shows that TREM-1 expression on
monocytes can increase even in the absence of infec-
tion. In our group of surgical patients, TREM-1 expres-
sion was significantly increased only in survivors,
which had no signs of infection before or after the
surgery. This fact caught our attention because, ac-
cording to previous reports [19, 23], increased TREM-1
expression is associated with infection. It was even
suggested that TREM-1 could be used as a biomarker
for the early detection of a complication of infectious
origin. However, we found no difference in the expres-
sion levels of TREM-1 between surgical patients that
developed infection and surgical patients that did not
develop infection. The presence of SIRS, on the other
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FIG. 4. MHC-II expression is decreased in surgical patients. MHC-II expression on blood monocytes of surgical patients (n = 58) is
shown, in samples taken before (Pre-Surg) and after (Post-Surg) the surgery. MHC-II expression on blood monocytes of healthy volunteers
(n = 50) is also shown (A). Patients were further classified by the kind of surgery (elective surgery, n = 44, or emergency surgery, n = 14)
(B), by the presence (n = 18) or absence (n = 40) of complications (C), and by the outcome (survival, n = 52, or death, n = 6) (D). Statistically

significant differences are shown on the graphs.

hand, was associated with higher levels of TREM-1 be-
fore and after surgery. This finding is not totally unex-
pected because TREM-1 amplifies the inflammatory re-
sponse, and its ligand could be an endogenous molecule
[14] released during cellular or tissue damage. These
types of endogenous molecules have been termed alarm-
ins, because they alert the organism to the presence of
cellular or tissue damage and amplify the inflammatory
response, and the abdominal or gastrointestinal pathol-
ogy and the surgical procedure itself could cause the
release of such alarmins [26].

We found a transitory increase in TREM-1 expres-
sion in surviving septic patients. In addition to the
presence of infection, the systemic inflammatory re-

FIG. 5. MHC-II expression is decreased in septic patients.
MHC-II expression on blood monocytes of septic patients (n = 14) is
shown, in samples taken less than 72 h after the diagnosis of sepsis.
MHC-II expression on blood monocytes of healthy volunteers (n =
50) is also shown. Statistically significant differences are shown on
the graphs.

sponse as well as the surgery that was performed on
these patients could have contributed to the increase in
TREM-1 expression. However, TREM-1 levels were un-
able to discriminate between survivors and nonsurvi-
vors. This is in accordance with a report [23] in which
TREM-1 expression was analyzed in patients with sep-
tic shock and patients with shock of other etiologies.
The authors found that TREM-1 expression on mono-
cytes was higher in patients with septic shock than in
patients with shock of other etiology, but they found no
difference between TREM-1 expression (at the time of
hospital admission) in patients that survived and in
patients that did not survive. However, a difference
was evident by the third determination, in which
TREM-1 expression was lower in survivors [23, 27].

We noted a high variation in TREM-1 expression in
the septic patients’ first sample (Fig. 3), which could
reflect the fact that this sample was taken at variable
times after the diagnosis of sepsis (within the first
72 h). It is possible that the nonsurvivors presented an
earlier increase in TREM-1 expression but, if this was
the case, the magnitude and timing of their response
was different from that of the survivors. The pattern of
TREM-1 expression in septic patients deserves further
study, because a transitory increase in TREM-1 levels
could contribute to the patient’s outcome.

The expression of MHC-II was decreased in surgical
patients compared with healthy volunteers. As this
could reflect the underlying pathology of the patients,
we grouped them by the type of surgery (elective or
programmed surgery versus emergency surgery). The
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latter presumably reflects a more advanced pathology,
and in fact, almost all of the emergency surgeries were
performed on patients with SIRS. The expression of
MHC-II was lower in patients that were subjected to
emergency surgery than in patients that were sub-
jected to elective surgery, and in both cases, the levels
of these molecules decreased further after surgery.
This indicates that the inflammatory mediators pro-
duced as a result of the surgical procedure can modu-
late the expression of MHC-II molecules.

Low expression of MHC-II was associated with the
presence of complications in surgical patients, the ma-
jority of which were infections. Moreover, all septic
patients had decreased MHC-II expression at the time
of hospital admission, and this was more evident in
the nonsurvivors. There have been some attempts to
use the expression levels of MHC-II as a prognostic
marker, but in patients with acute pancreatitis, a clear
cutoff point could not be established until the 10th d of
evolution [28], and in patients with cardiac surgery, no
relationship was found between a decrease in MHC-II
molecules and the presence of septic complications
[29]. Our results suggest that low MHC-II levels could
be associated with poor prognosis: death in septic pa-
tients and an increased likelihood of developing com-
plications (mainly infections) in surgical patients. It
would be desirable to obtain an MHC-II expression
percentage cutoff point in patients with sepsis, as well
as in surgical patients, that could help to predict their
progress. The characterization of the behavior of in-
flammatory mediators during a patient’s progress
could ultimately lead to a better control of the diseases,
with precisely timed, specific, and well-directed treat-
ments [30, 31].

Here we showed that increased TREM-1 expression
on monocytes is associated with both infectious and
noninfectious processes, and that the level of expres-
sion of MHC-II molecules has a better correlation with
the patients’ outcome. Our results do not support the
possible use of TREM-1 expression levels as a prognos-
tic biomarker in surgical or septic patients, but the
understanding of the behavior and function of this
molecule during the inflammatory response merits fur-
ther investigation.
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10.1.2. Resumen del manuscrito publicado.

Titulo del manuscrito: La expresion de TREM-1 en monocitos se asocia con
inflamacion pero no con infeccion en la pancreatitis aguda (Triggering receptor
expressed on myeloid cells-1 expression on monocytes is associated with
inflammation but not with infection in acute pancreatitis). Publicado en Crit

Care 20009.

Introduccion.

La pancreatitis aguda (PA) generalmente es una enfermedad leve y
autolimitada, pero algunos pacientes desarrollan la forma grave de la enfermedad
que se asocia con elevada mortalidad. En la pancreatitis aguda, la inflamacién
local es seguida de inflamacién sistémica manifestada en forma del SIRS y luego
por el CARS, que se define este ultimo por la baja expresion del antigeno
leucocitario humano HLA-DR en monocitos, el incremento en las concentraciones
de IL-10 y la disminucion de la funcion monocitica. El objetivo de este estudio fue
medir la expresion de TREM-1 (un marcador propuesto para la presencia de
infecciones e inflamacion) y las concentraciones de IL-10 en pacientes con PA,
para determinar si estos marcadores pueden identificar pacientes con riesgo

elevado de desarrollar la forma grave de la enfermedad o infecciones.

Métodos.

Cincuenta voluntarios sanos, 18 pacientes con PA leve y 11 pacientes con
PA grave se incluyeron en el estudio. Las muestras se tomaron a su ingreso, unoy

tres dias después. La expresion de TREM-1 y HLA-DR se evalud por citometria de

51



flujo, y las concentraciones de la forma soluble de TREM-1, IL-6 e IL-10, se

determinaron por ELISA.

Resultados.

La expresiéon de TREM-1 fue mayor en pacientes con PA que en voluntarios
sanos, pero no hubo diferencia entre pacientes con pancreatitis leve y grave. La
expresion de TREM-1 no se asocié con mortalidad o con la presencia de infeccién.
La concentracion de la forma soluble de TREM-1 fue mayor en el suero de los que
fallecieron de los que sobrevivieron. La expresion de HLA-DR fue menor y la
concentracion de IL-6 fue mayor en los pacientes con la forma grave de la

pancreatitis y en aquellos pacientes que desarrollaron infeccion.

Conclusion.

El incremento en la expresion de TREM-1 se asocia con un proceso
inflamatorio pero no con el desarrollo de infeccion en pacientes con PA. En estos
pacientes, la disminucion en la expresion de HLA-DR y el incremento de la
concentracion de IL-6 pueden predecir la severidad de la enfermedad y el

desarrollo de infecciones, si se determinan en forma temprana.
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Abstract

Introduction Acute pancreatitis (AP) is usually a mild and self-
limiting disease, but some patients develop a severe form that is
associated with high mortality. In AP, local inflammation is
followed first by the systemic inflammatory response syndrome
and then by the compensatory anti-inflammatory response
syndrome, which is defined by low human leukocyte antigen
(HLA)-DR expression on monocytes, increased concentration of
the anti-inflammatory cytokine IL-10, and decreased monocyte
function. Our aim was to measure the expression of triggering
receptor expressed on myeloid cells (TREM)-1 (a proposed
marker of infection or inflammation) and HLA-DR on monocytes,
and the serum concentrations of IL-6 (a proinflammatory
cytokine) and IL-10 in patients with AP to determine whether
these markers can identify patients at high risk of developing
severe AP or infection.

Methods Fifty healthy volunteers, 18 patients with mild AP, and
11 patients with severe AP were included in this study. Samples
were taken at admission and one and three days later. TREM-1
and HLA-DR expression was evaluated by flow cytometry, and
soluble TREM-1, IL-6 and IL-10 concentrations were measured
by ELISA.

Results TREM-1 expression was higher in patients with AP than
in healthy volunteers, but there was no difference between
patients with mild and severe AP. TREM-1 expression was not
associated with mortality or with the presence of infection.
Soluble TREM-1 concentration in serum was higher in non-
survivors than in survivors. HLA-DR expression was lower and
IL-6 concentration higher in patients with severe AP and in
infected patients.

AP: acute pancreatitis; APACHE: Acute Physiology and Chronic Health Evaluation; CARS: compensatory anti-inflammatory response syndrome;
ELISA: enzyme-linked immunosorbent assay; FITC: fluorescein isothiocyanate; HLA: human leukocyte antigen; IL: interleukin; MFl: mean fluorescence
intensity; PAMP: pathogen-associated molecular patterns; PE: phycoerythrin; SIRS: systemic inflammatory response syndrome; TNF: tumor necrosis

factor; TREM-1: triggering receptor expressed on myeloid cells-1.
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Conclusions Increased TREM-1 expression was associated
with the presence of inflammation but not infection in AP. In
patients with AP, low HLA-DR expression and high IL-6

concentration could predict severity and infection in samples
taken shortly after admission.

Introduction

Inflammation is essential for survival, but it can also be an
important cause of morbidity and mortality. One example of the
deleterious effects of inflammation is acute pancreatitis (AP).
Although AP is usually a mild and self-limiting disease, 20% to
31% of affected patients develop severe disease, and mortal-
ity rates can reach 25% in cases of infected pancreatic necro-
sis [1,2]. Intrapancreatic activation of digestive enzymes
causes local tissue damage and the release of proinflamma-
tory mediators by resident macrophages and acinar cells [3].
Proinflammatory cytokines are produced initially in the pan-
creas, and later in the liver, lungs, and spleen. The mechanism
causing this secondary cytokine production is unknown [4].
The systemic release of proinflammatory mediators in AP
causes a generalized inflammatory response in sites remote
from the initial injury site and gives rise to the systemic inflam-
matory response syndrome (SIRS) [5,6].

Patients who progress to severe AP have a high mortality rate
during their first week of evolution due to multiple organ failure.
Those who survive frequently develop extensive necrosis of
pancreatic and peripancreatic tissues [7], and 30% to 70% of
the latter become infected. In these infected patients, multiple
organ failure and death can ensue [8,9].

Infecting microorganisms contain pathogen-associated
molecular patterns (PAMPs) that are recognized by the innate
immune system and increase the production of adhesion mol-
ecules, proinflammatory cytokines, acute-phase proteins, nitric
oxide synthase, cyclooxygenase-2, and triggering receptors
expressed on myeloid cells-1 (TREM-1), among others [10].
TREM-1 is expressed on neutrophils and monocytes, and sig-
naling through TREM-1 induces the secretion of proinflamma-
tory cytokines and chemokines, and the expression of
costimulatory molecules [11]. This secondary inflammatory
response, or 'second-hit' response, can lead to tissue damage
and can orchestrate organ failure after the first week of AP
[12].

To restore homeostasis, the proinflammatory response is com-
pensated by anti-inflammatory mediators such as IL-10 and
soluble receptors that suppress the synthesis or the effects of
proinflammatory cytokines [13]. During SIRS, an anti-inflam-
matory response can develop, leading to what Bone [6]
defined as the compensatory anti-inflammatory response syn-
drome (CARS). SIRS is defined by clinical parameters [5],
while CARS is defined on molecular grounds by low levels of
major histocompatibility class Il human leukocyte antigen
(HLA)-DR molecules on blood monocytes and by low produc-
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tion of TNF-o. when monocytes are challenged with PAMPs ex
vivo [14].

TREM-1 was initially proposed as an early marker of infection
because its expression is high in peritoneal neutrophils of sep-
tic shock patients [11]; a soluble form of TREM-1 is present in
high concentrations in bronchoalveolar lavage of patients with
pneumonia [15]; and soluble TREM-1 concentration is high in
the serum of septic patients [16]. However, other studies have
reported that TREM-1 expression increases in noninfectious
pathologies [17,18], and our previous results have shown that
the expression of this molecule increases after surgery, partic-
ularly in patients with preexisting SIRS, but without infection
[19]. In patients with AP, high levels of TREM-1 mRNA corre-
late with increased severity of the disease [20]. Cytokine anal-
ysis in patients with AP has attempted to establish markers of
severity (IL-6 or IL-8) or markers of progression (TNF-a or IL-
1B) [21,22].

The aim of our present study was to measure the levels of
TREM-1 and HLA-DR on monocytes, and the serum concen-
trations of IL-6 and IL-10 in patients with AP, and to determine
whether these markers can be used for early identification of
patients at high risk of developing severe AP or infection.

Materials and methods

Patients and controls

Twenty-nine patients from four hospitals (two general and two
referral hospitals) were included in this study, which was
approved on 13 September, 2006, by the Ethics and
Research Committee from each hospital and by the National
Committee for Scientific Research (No. 2006-785-080). The
patients or their legal representatives received detailed infor-
mation about this protocol, and, if they chose to participate,
signed an informed consent form.

All patients between 18 and 80 years with confirmed AP were
suitable to enter the study. AP diagnosis was based on the
presence of typical clinical symptoms and at least a threefold
increase in serum amylase or lipase concentration, and was
classified as mild or severe according to the Atlanta Criteria
[2,28]. Patients with more than 72 hours of evolution or
patients who had an exploratory laparotomy performed within
this time of evolution were not included. Other noninclusion
criteria were pregnancy; treatment with immune suppressors
or chemotherapy; HIV, hepatitis B virus or hepatitis C virus
infection; or the presence of neoplastic or autoimmune dis-
eases. A group of 50 healthy volunteers (blood bank donors)
was also included in this study for comparison purposes.



Blood samples

In patients with AP, blood samples were drawn within 24
hours of admission (day 0), and one and three days later. One
sample was collected in an anticoagulant-free tube and
another in a lithium heparin-containing tube (4 ml each). In
healthy volunteers, the same samples were obtained on a sin-
gle occasion. Anticoagulant-free blood samples were centri-
fuged at 2500 rpm for 10 minutes, and the serum was
removed, and stored in aliquotes at -70°C until cytokine quan-
tification. The lithium heparin blood samples were processed
immediately for flow cytometry.

Antibodies

Fluorescein isothiocyanate (FITC)-labeled anti-CD14 mono-
clonal antibody and phycoerythrin (PE)-cyanine dye Cy5-
labeled anti-HLA-DR monoclonal antibody were purchased
from BD Biosciences Pharmingen (San Jose, CA, USA; clone
L243, mouse 1gG2a, «; and clone M5E2, mouse IgG,,, «;
respectively). PE-labeled anti-TREM-1 monoclonal antibody
was obtained from R&D Systems (Minneapolis, MN, USA;
clone 193015, mouse IgG1). This combination of fluoro-
chromes allowed us to perform triple staining on each sample
to measure TREM-1 and HLA-DR expression on CD14bhigh
cells. In monocytes from healthy volunteers, 83.31% =
11.27% of these cells expressed MHC-Il, and the mean fluo-
rescence intensity (MFI) of TREM-1 was 343.5 + 155. PE-
labeled mouse IgG1 and FITC-labeled mouse IgG2a were
used as isotype-matched controls.

Flow cytometry

In a polystyrene tube (BD Biosciences, San Jose, CA, USA),
50 pl of heparinized whole blood was mixed with 3 pl each of
anti-CD14, anti-HLA-DR, and anti-TREM-1 antibodies, or the
appropriate isotype controls, and incubated for 20 minutes at
4°C. Then, 250 pl of BD FACS lysing solution 1x (BD Bio-
sciences, San Jose, CA, USA) was added, the cells were incu-
bated for 10 minutes, and the stained cells were washed,
resuspended, and analyzed for three-color immunofluores-
cence by flow cytometry (FACS Aria, Becton Dickinson, Fran-
klin Lakes, NJ, USA). Cells with CD14high expression were
selected from a side scatter vs CD14/FITC dot plot. From this
gated region, cells expressing TREM-1/PE or HLA-DR/
PerCPCy5 were selected, using isotype controls as reference,
and MFI or percentage values of the selected cells were taken.
At least 5000 events in the CD14high region were analyzed.
Data analysis was performed using FACS Diva software ver-
sion 4.1 (Becton Dickinson, Franklin Lakes, NJ, USA).

Soluble TREM-1 and cytokine quantification

The concentration of soluble TREM-1 was measured in previ-
ously aliquoted serum samples using an ELISA kit (R&D Sys-
tems Minneapolis, MN, USA), according to the manufacturer's
protocol. The concentrations of IL-6 and IL-10 were measured
in previously aliquoted serum samples using ELISA kits (BD
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Biosciences Pharmingen, San Jose, CA, USA), according to
the manufacturers' protocols.

Statistical analysis

Data are represented on box and whiskers graphs, which
depict median and 5% to 95% percentiles. Data were ana-
lyzed by Kruskal-Wallis test with Dunn's post hoc test using
GraphPad Prism version 5.0 (GraphPad Software, Inc., La
Jolla, CA, USA). Statistical significance was set at P < 0.05.

Results

Demographic data of patients and controls

Twenty-nine patients with AP were included in this study. Their
average age was 43 years (range, 17 to 79 years); 18 were
women and 11 were men. Twenty-two patients had AP of bil-
iary origin (75%), one patient had AP caused by alcohol con-
sumption (4%), one patient had AP caused by
hypertriglyceridemia (4%), and five patients had idiopathic AP
(17%). Eighteen patients had mild AP (62%), and 11 patients
had severe AP (38%). One patient with mild AP was dis-
charged from the hospital due to complete resolution of AP
before the third blood sample was taken.

Five patients with severe AP died; one patient developed res-
piratory insufficiency and died two days after admission to the
hospital; this patient died before the second blood sample had
been collected. The other four patients with severe AP that
died developed infections. One patient had pancreatic
abscess caused by Enterococcus faecalis (diagnosed on day
28, deceased on day 41). Another patient with AP from biliary
origin developed acute cholecystitis complicated with emphy-
sematous cholecystitis 2 days after the onset of AP, and dur-
ing the emergency laparotomy, purulent material was found in
abdominal cavity and pancreas inflammation was confirmed
(deceased on day 7). Two patients developed pneumonia; one
patient with Acinetobacter baumannii and Escherichia coli in
bronchoalveolar lavages (diagnosed on day 7, deceased on
day 20), and the other with clinical and radiological diagnosis
(diagnosed on day 4, deceased on day 5). A fifth patient with
severe AP developed urinary infection with Pseudomonas aer-
uginosa (diagnosed on day 18). So, one severe AP patient
developed infection during the period in which the blood sam-
ples were being collected (days O to 3), and four patients with
severe AP developed infection after this period.

Fifty healthy volunteers (blood bank donors) were also
included in this study; their average age was 34 years (range,
19 to 53 years); 11 were women and 39 were men.

TREM-1 expression is higher in patients with AP, but this
increase is not associated with mortality or with the
presence of infection

TREM-1 expression was significantly higher in all patients than
in healthy volunteers at each of the three times (Figure 1a).
However, the expression levels of TREM-1 did not differ
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Figure 1

TREM-1 expression was higher in patients with AP, but this increase was not associated with mortality, or with the presence of infection. (a) Trigger-
ing receptor expressed on myeloid cells-1 (TREM-1) expression was measured on blood monocytes from patients with mild acute pancreatitis (AP;
n = 18), patients with severe AP (n = 11), and healthy volunteers (n = 50). Samples were taken from patients on admission (day 0) and one and
three days later. One patient with mild AP was discharged from the hospital before the third blood sample was taken, and one patient with severe AP
died after the first blood sample was collected. (b) Patients with AP were grouped according to survival (24 of these patients survived and 5 died).
(c) Patients with AP were grouped according to the presence of infection (5 of the 29 patients developed infection). (d) Soluble TREM-1 expression
was measured in the serum of patients with AP, which were grouped according to survival. * P < 0.05, ** P < 0.01, *** P < 0.001; the signs over
each bar represent comparisons vs. healthy volunteers (H). MFI = mean fluorescence intensity.

between patients with mild and severe AP (Figure 1a),
between survivors and non-survivors (Figure 1b), or between
infected and non-infected patients (Figure 1c). Non-survivors
had higher soluble TREM-1 concentrations in serum than sur-
vivors on day 3 (Figure 1d). The concentrations of soluble
TREM-1 did not differ between patients with mild and severe
AP or between infected and non-infected patients with AP (not
shown).

HLA-DR expression is lower in patients with severe AP
and in infected patients

HLA-DR expression was lower in patients with severe AP than
in healthy volunteers at all times, and HLA-DR expression was
lower in patients with severe AP than in patients with mild AP
three days after admission (Figure 2a). The expression of HLA-
DR was lower in non-survivors than in healthy volunteers on
days 1 and 3 (Figure 2b). The expression of HLA-DR was also
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significantly lower in infected patients three days after admis-
sion than in healthy volunteers (Figure 2c).

IL-6 and IL-10 concentrations were higher in patients
with severe AP and in infected patients

Serum IL-6 and IL-10 concentrations were significantly higher
in patients with AP at admission than in healthy volunteers
(Figures 3a and 4a). However, the cytokine concentrations
declined in patients with mild AP, but remained high in patients
with severe AP three days after admission (Figures 3a and 4a).
IL-6 concentration was higher in non-survivors than in healthy
volunteers three days after admission (Figure 3b), but no dif-
ference was observed in IL-10 concentrations at this point
(Figure 4b). Both cytokines were increased at admission in
uninfected patients but declined three days later (Figures 3c
and 4c). In contrast, in infected patients, IL-6 and IL-10 con-



Figure 2
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Figure 3

HLA-DR expression was lower in patients with severe AP and in
infected patients (@) Human leukocyte antigen (HLA)-DR expression
was measured on blood monocytes from patients with mild acute pan-
creatitis (AP; n = 18), patients with severe AP (n = 11), and healthy vol-
unteers (n = 50). Samples were taken from patients on admission (day
0) and one and three days later. One patient with mild AP was dis-
charged from the hospital before the third blood sample was taken, and
one patient with severe AP died after the first blood sample was col-
lected. (b) Patients with AP were grouped according to survival (24 of
these patients survived and 5 died). (c) Patients with AP were grouped
according to the presence of infection (five of the 29 patients devel-
oped infection). * P < 0.05, ** P<0.01, *** P < 0.001; the signs over
each bar represent comparisons vs. healthy volunteers (H).

IL-6 concentration was higher in patients with severe AP and in
infected patients. IL-6 concentration was measured in serum from
patients with mild acute pancreatitis (AP; n = 18), patients with severe
AP (n=11), and healthy volunteers (n = 36). Samples were taken from
patients on admission (day 0) and one and three days later. (a) Patients
with mild and severe AP, (a) survivors and non-survivors, and (c)
infected and non-infected patients are shown. * P < 0.05, ** P < 0.01,
*** P < 0.001; the signs over each bar represent comparisons vs.
healthy volunteers (H).
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Figure 4

IL-10 concentration was higher in patients with severe AP and in
infected patients. IL-10 concentration was measured in serum from
patients with mild acute pancreatitis (AP; n = 18), patients with severe
AP (n = 11), and healthy volunteers (n = 19). Samples were taken from
patients on admission (day 0) and one and three days later. (a) Patients
with mild and severe AP, (b) survivors and non-survivors, and (c)
infected and non-infected patients are shown. * P < 0.05, ** P< 0.01,
*** P < 0.001; the signs over each bar represent comparisons vs.
healthy volunteers (H).
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centrations were higher than in healthy volunteers at admis-
sion and three days later (Figures 3c and 4c).

Discussion

One of the most serious complications of AP is the develop-
ment of infection. The aim of this study was to measure the lev-
els of TREM-1 and HLA-DR on monocytes and the serum
concentrations of IL-6 and IL-10 in patients with AP to deter-
mine whether these markers, alone or in combination, can be
used in the early identification of patients at high risk of devel-
oping severe AP or infection. Our results suggest that TREM-
1 expression increases in the presence of inflammation
because it was higher in all patients with AP, regardless of the
presence of infection. These results support our previous
study showing that TREM-1 expression increases after sur-
gery, particularly in patients with preexisting SIRS, but does
not correlate with the presence of infection [19]. TREM-1 may
be involved in the amplification of the inflammatory response in
AP, and its ligand could be an endogenous molecule released
during cellular damage associated with AP [24]. Wang and
colleagues found higher levels of TREM-1 mRNA in patients
with severe AP than in patients with mild AP and healthy vol-
unteers [20]. This seems in contrast to our results, but we
measured protein levels and not mRNA, and mRNA levels do
not necessarily correlate with protein levels.

TREM-1 can be shed from the surface of monocytes by matrix
metalloproteinases [25], and these enzymes are increased in
serum in animal models of severe AP [26,27] and in patients
with severe AP [28,29]. We found higher TREM-1 expression
on monocytes from patients with AP, compared with mono-
cytes from healthy volunteers, but the levels did not differ
between patients with mild and severe AP. Perhaps the metal-
loproteinases found in the serum of patients with severe AP
prevented a further increase on TREM-1 expression, but we
did not find differences in the concentrations of soluble TREM-
1 in serum between patients with mild and severe AP. How-
ever, we found that soluble TREM-1 concentration in serum
was higher in non-survivors than in survivors. This is in accord-
ance with the study by Yasuda and colleagues, who reported
that an increase in the serum concentration of soluble TREM-
1, in samples taken within the first 72 hours after the onset of
AP, correlated with Ranson score and Acute Physiology and
Chronic Health Evaluation (APACHE) Il score, and that solu-
ble TREM-1 concentration was higher in patients with early
organ dysfunction [30], who have a higher risk of death.

Decreased levels of HLA-DR on blood monocytes and mono-
cyte hyporesponsiveness to PAMPs are suggested as possi-
ble causes of the increased predisposition to infection
observed in critically ill patients. Satoh and colleagues meas-
ured HLA-DR levels on blood monocytes at admission and 7
and 14 days after the onset of AP and found that a persistent
decrease in HLA-DR level was associated with the presence
of sepsis in later stages of the disease [31]. Mentula and col-



leagues reported that patients with AP and secondary infec-
tions had lower HLA-DR levels on days 14 and 21 of evolution
than did healthy volunteers [32]. We measured HLA-DR
expression in patients with AP at earlier times and found lower
HLA-DR levels in patients with severe AP than in healthy vol-
unteers and patients with mild AP. We also found significantly
lower HLA-DR levels in infected patients three days after
admission. Our results suggest that the early measurement of
HLA-DR level might be useful for identifying patients with AP
who are likely to develop a severe form of the disease and who
are at high risk of infection.

Ho and colleagues found that HLA-DR expression on less than
52.3% of monocytes on the 10th day after admission corre-
lated with late mortality in patients with severe AP [33]. Our
results show that HLA-DR expression at early times does not
correlate with patient survival. Mentula and colleagues report
that low HLA-DR levels at admission correlate with the devel-
opment of organ dysfunction in patients with AP [34] but that
HLA-DR levels do not differ between survivors and nonsurvi-
vors [32]. Mentula and colleagues also report that organ fail-
ure in patients with severe AP could be predicted at admission
by a combination of high IL-6 and IL-10 concentrations [32]. In
this study, we found persistently high serum concentrations of
IL-6 and IL-10 in patients with severe AP and in patients who
developed infection, but not in patients with mild AP or unin-
fected patients.

Our results show that patients with severe AP had low HLA-
DR expression on monocytes and high serum IL-10 concentra-
tion since the beginning of their disease, which suggest that
they presented CARS and could have increased susceptibility
to infection. These also suggest that in severe AP, a disease
whose early state is a proinflammatory response, an anti-
inflammatory response (CARS) develops simultaneously and
probably increases the susceptibility to infection.

Conclusions

Membrane-bound TREM-1 is not useful for differentiating mild
and severe forms of AP, or for differentiating infected from
non-infected patients with AP, but an increase in TREM-1
expression is associated with the inflammatory process in
these patients. Non-survivors had higher soluble TREM-1 con-
centrations in serum than survivors. In patients with severe AP
and in those patients with AP who developed infection, we
observed low HLA-DR expression on monocytes and high
serum IL-6 concentrations in samples taken at admission and
one and three days later. We propose that this pattern could
be used to predict the development of severe AP and infec-
tion, although further studies are required to confirm this pre-
diction and to determine the appropriate cutoff values. The
measurement of HLA-DR expression by flow cytometry is sim-
ple and inexpensive, and could be implemented in clinical
practice.

Available online http://ccforum.com/content/13/3/R69

Key messages

* Increased TREM-1 expression on blood monocytes is
an indicator of inflammation but not of infection in
patients with AP.

* Low HLA-DR expression and high IL-6 concentration
could predict severity and infection in samples taken
shortly after admission.
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10.2. Segunda seccion. Evaluacion de la expresion de TREM-1 en células

humanas CD14+, tratadas con LPS y/o Hsp70.

TREM-1 es un receptor que contribuye a la amplificacion de la respuesta
inflamatoria a través de la produccion de mediadores inflamatorios del tipo de las
citocinas pro-inflamatorias. TREM-1 aumenta su expresion durante el estrés, como
el que se encuentra en los procedimientos quirargicos o las infecciones,
condiciones que involucran una respuesta inflamatoria y la presencia de dafo
tisular. Ambas situaciones favorecen la produccién y liberacién de Hsp70 al medio

extracelular, contribuyendo con la amplificacion de la respuesta inflamatoria.

En este trabajo se evalud la capacidad de Hsp70 para regular la expresion de
TREM-1 de monocitos humanos. La estimulacion de células de sangre total de
donadores sanos con LPS (10 ng/ml), durante 24 horas, incrementd la expresion
de TREM-1 con respecto a las células sin estimulo, e independientemente de la

presencia simultdnea de Hsp70 (3ug/ml) (P<0.05) (Figura 10A).

Se realizaron nuevos experimentos con dos nuevas condiciones. También se
estimularon células de sangre total de donadores sanos por 24 horas con LPS y
Hsp70. Las nuevas condiciones fueron: 1) tratamiento de células con LPS durante
8 horas y posteriormente se agreg6 Hsp70 por 16 horas; 2) tratamiento de células
con Hsp70 por ocho horas y posteriormente se afadié LPS por 16 horas. Se
despegaron las células y se tifieron para analizar por citometria de flujo la
expresion de TREM-1. El LPS incrementé la expresion de TREM-1 solo y en los

casos en los que se agreg6 Hsp70 a las células que comenzaron la estimulacién
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con LPS, SE vs. LPS (P<0.01) y SE vs. LPS/Hsp70 (P<0.01), respectivamente;
también se encontro diferencia en la expresion de TREM-1 para las células
tratadas con LPS solo o para las células tratadas con LPS a las que se les agrega
posteriormente Hsp70, con respecto a las tratadas con Hsp70, LPS vs. LPS +

Hsp70 (P<0.05) y LPS vs. Hsp70 (Fig. 10B).
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Fig. 10. Hsp70 no modifica la expresion de TREM1 en células CD14+ humanas. A) Se estimularon
células de sangre total de donadores sanos con LPS (10 ng/ml) durante 24 horas; y se estimularon
células de sangre total por 24 horas con LPS + Hsp70. B) En este panel se muestran los resultados
de células de sangre total tratadas con LPS durante 8 horas y posteriormente se agreg6 Hsp70 por
16 horas mas; en la otra se trataron las células con Hsp70 por ocho horas y posteriormente se
afiadid LPS por 16 horas més. Se despegaron las células y se tifieron para analizar por citometria
de flujo. *P<0.05 **P<0.01. SE= sin estimulo
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10.3. Tercera Seccion. Papel de Hsp70 en la regulacion de la respuesta

inflamatoria.

El LPS es un MAMP que a través de TLR4 activa la cascada de sefializacion
que lleva a la translocacién nuclear de NF-kB, y ésta a su vez induce la
transcripcion genética de diferentes citocinas pro y anti-inflamatorias, como por
ejemplo TNF-a, IL-6 e IL-10. Por otro lado, Hsp70 es una proteina chaperona que,
en el medio extracelular, se ha propuesto también como ligando de TLR4, capaz
de inducir la produccion de citocinas como TNF-a. Sin embargo, hay controversia
en relacion al papel inmunoestimulante de Hsp70, ya que existe la posibilidad de
que los efectos observados de la proteina, se encuentren relacionados con la
contaminacion de la proteina por la endotoxina (Gao & Tsan, 2003c;Quintana &
Cohen, 2005b). Los resultados de la segunda seccién de esta tesis mostraron que
el tratamiento de la sangre total con Hsp70, previo a la estimulacion con LPS,
regula negativamente la expresion de TREM-1. TREM-1 es un receptor que
amplifica la respuesta inflamatoria y que su ligando aun se desconoce. Si Hsp70
regula negativamente la expresion de TREM-1, es probable que también regule
parte de la respuesta inflamatoria, por tanto surge la pregunta en relacién al papel
qgue esta proteina chaperona puede tener en la regulacién de la produccién de

citocinas pro-inflamatorias, en monocitos humanos tratados con ligandos de TLR.

La estimulacion de monocitos humanos con Hsp70 no induce la produccion

de TNF-a.
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Se decidié evaluar en primer lugar la capacidad de Hsp70 para inducir la
produccion de TNF-a en células humanas. Se estimularon monocitos humanos por
seis horas y se determiné por ELISA la produccion de TNF-a. Como puede
observarse en la Figura 11A, la produccion de esta citocinas es evidente en
respuesta a LPS, sin embargo, los monocitos tratados con Hsp70 no producen
TNF-a (P<0.05 LPS vs. Hsp70). Cuando se utilizo la proteina no purificada -
Hsp70 high endotoxin- el efecto de la contaminacion por LPS se hizo evidente.
Aunque la proteina que se utilizé para esta serie de experimentos es recombinante
humana derivada de E. coli, la cantidad de LPS en la proteina utilizada en los
experimentos es menor de 50 EU/mg, insuficiente para generar la producciéon de
TNF-a a los niveles que la proteina Hsp70 High endotoxin (con alto contenido de

endotoxina).

Adicionalmente se trataron monocitos humanos con tres diferentes
concentraciones de Hsp70. Como se observa en la figura 11B, no hubo activacién
de monocitos con ninguna de las concentraciones utilizadas de Hsp70 (0.03, 0.3
and 3 pg/ml) en ninguno de los tiempos analizados (3, 6, 12 and 24 horas)

(P<0.001 LPS vs Hsp70).

Hsp70 disminuye la produccién de TNF-a, IL-6 e IL-10 inducida por ligandos

de TLR en monocitos humanos.

La liberacion de Hsp70 como consecuencia de dafio celular y tisular que
ocurre como consecuencia de un proceso inflamatorio secundario a infeccion,

favorece la exposicion de esta proteina a microbios y sus componentes (MAMP).

56



Se decidio evaluar si la presencia de Hsp70 en el medio extracelular, modifica la
habilidad de ciertos MAMP para activar células de la respuesta inmune innata, asi
como se observo que regula negativamente la expresion de TREM-1. Se utilizé
Péptidoglicana (PG), como ligando de TLR2; Porinas, como ligandos de TLR2 y 4-
; LPS, como ligando de TLR4; y Flagelina, ligando de TLR5-; para tratar monocitos
humanos durante seis horas en presencia de Hsp70. La produccion de TNF-a, IL-6
e IL-10 se midi6 a través de la prueba de ELISA en sobrenadante. Hubo una
evidente reduccion de la produccion de TNF-a con los cuatro ligandos de TLRs

utilizados en presencia de Hsp70 (Figura 12).

Estos resultados se muestran de acuerdo al porcentaje de reduccién en la
produccion de citocinas con respecto a cada ligando, ya que existe variacion en la
respuesta de los monocitos entre cada uno de los donadores (Figura 12A). Se
pueden observar resultados similares en la produccion de IL-6 e IL-10 en los
casos de monocitos tratados con LPS y Porinas (ligandos de TLR4 y de TLR2 y 4,
respectivamente); estos cambios fueron menos evidentes con PG y Flagelina, que
son ligandos de TLR2 y TLR5, respectivamente (Figura 12B y C). Los resultados
mostrados corresponden al momento en el que la produccién de citocinas es la

maxima en respuesta al ligando respectivo.
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Fig. 11. La estimulacién de monocitos humanos con Hsp70 no induce la produccion de
TNF-a. Se estimularon monocitos humanos durante seis horas y se determind la produccion de
TNF-a por ELISA. 11A) Muestra la produccion de TNF-a en respuesta al tratamiento con 100 ng/ml
de LPS. Los monocitos tratados con 3 ug/ml de Hsp70 no indujeron la produccion de TNF-a
(P<0.05 LPS vs Hsp70). Las células se estimularon con 3 pg/ml de Hsp70 no purificada
(representada como Hsp70 HE). 11B) No hubo activacién de monocitos con tres diferentes
concentraciones de Hsp70 (0.03, 0.3 and 3 pg/ml) en ningin momento del tiempo de estimulacién
(3, 6, 12 y 24 horas) (P<0.001 LPS vs Hsp70). *=P<0.05; **=P<0.001. NS=Sin estimulo.
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El efecto inmunomodulador de Hsp70 sobre monocitos se observa aun
cuando el tratamiento con la proteina se hace en momentos diferentes al

ligando de TLR y es dependiente de la concentracion de Hsp70.

La estimulacion de monocitos humanos con ligandos de TLR en presencia
de Hsp70, disminuye la produccion de TNF-a. Este fendmeno se observa con
concentraciones fijas de la proteina y del ligando de TLR (LPS). Se decidi6 evaluar
si el efecto de inmunoregulacion de Hsp70 se encontraba relacionado con la
concentracion, tanto de la proteina como del ligando LPS. Para estudiar lo
anterior, en primer lugar se estimularon monocitos humanos por seis horas y se
utilizaron diferentes concentraciones de Hsp70 con una concentracion fija de LPS.
Se observo que la produccién de TNF-a se correlaciond en forma inversa con la
cantidad de Hsp70 utilizada (Figura 13A). Las concentraciones de Hsp70 entre 3
Mg/ml y 3 ng/ml fueron capaces de inhibir la produccion de TNF-a, pero
concentraciones menores fueron inefectivas para encontrar el efecto similar. Algo

parecido se observa con concentraciones fijas de Hsp70.
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Fig. 12. Hsp70 disminuye la producciéon de TNF-a, IL-6 e IL-10 por monocitos humanos
estimulados por ligandos de TLR. Los monocitos humanos se trataron con Peptidoglicana (PG),
Porinas, LPS y Flagelina por 6 horas en presencia de Hsp70. Los resultados se muestran en
términos del porcentaje de reduccion de la produccién de la citocina con respecto al ligando
respectivo. A) muestra el resultado de la producciéon de TNF-a por monocitos tratados por seis
horas. En el caso de IL-6 e IL-10 los monocitos fueron tratados durante 24 h (B 'y C).
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Como se puede ver en la figura 13B, 3 pg/ml de Hsp70 fueron suficientes
para inhibir el efecto de 1, 10 y 100 ng/ml de LPS, pero no de 1y 10 ug/ml de LPS

en relacion a la produccion de TNF-a.

En la segunda seccion se aprecia que el efecto que tiene Hsp70 sobre la
expresion de TREM-1 (analizado por citometria de flujo), se observa cuando la
sangre total de los voluntarios sanos se tratd durante 8 horas con Hsp70 y
posteriormente se afiadid el estimulo de LPS durante 16 horas mas. Con base en
este antecedente, se decidié evaluar el papel que tiene el tratamiento con Hsp70
en monocitos humanos, sobre la produccién de TNF-a, antes o después del

estimulo con LPS.

Se trataron monocitos durante cuatro horas con LPS, se lavaron y después
se les afladié Hsp70. A las 24 horas se analizé en sobrenadante la produccion de
TNF-a por ELISA. La produccién de citocinas declina después de la adicion de
Hsp70 (ver flecha en Figura 13C), este efecto es sostenido después de seisy 24
horas (P<0.001 LPS vs. LPS + Hsp70). Cuando se trataron los monocitos
humanos con Hsp70 durante cuatro horas y posteriormente se afadié el LPS, no
se encontr6 produccion de TNF-a en ningiin momento durante el tiempo analizado

(figura 13D).
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Fig. 13. El efecto inmunomodulador de Hsp70 sobre monocitos se observa aun cuando el
tratamiento con la proteina se hace en momentos diferentes al ligando de TLR. Los
monocitos se trataron con diferentes concentraciones de Hsp70 (3000, 300, 30, 3, 0.3, 0.03, 0.003
ng/ml) en presencia de 100 ng/ml de LPS durante seis horas. La disminucién en la producciéon de
TNF-a fue significativa en el rango de los 3000 a los 3 ng/ml (P<0.001) (A). Una concentracion fija
de Hsp70 (3 pg/ml) fue suficiente para inhibir la produccién de TNF-a, efecto que se puede
observar con 1, 10 y 100 ng/ml de LPS, pero no con 1y 10 pg/ml de LPS (B). Los monocitos se
trataron con LPS durante cuatro horas y posteriormente se afiadid6 Hsp70 durante 20 horas. La
cantidad de TNF-a se determin6 por ELISA, y la disminucién en la produccién de esta citocina fue
evidente a partir de las dos horas en adelante posterior a la administracion de la proteina (P<0.001)
(C). De forma similar se trataron monocitos con 3 pg/ml de Hsp70 durante cuatro horas y
posteriormente se afiadieron 100 ng/ml de LPS. Se determind en sobrenadante la produccion de
TNF-a por la prueba de ELISA. No se detect6 la presencia de TNF-a en las células tratadas con
Hsp70 previo al LPS (P<0.001) (D). Las flechas muestran el momento de tratamiento con Hsp70 o
LPS respectivamente. ***=P<0.001. NS=Sin estimulo.
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La disminucion de la produccion de TNF-a por Hsp70 se correlaciona con la

disminucion en el RNA mensajero (RNAm) de TNF-a.

Al momento estos resultados sugieren un mecanismo intracelular
involucrado en la disminucion de la produccién de TNF-a. Para explicar parte de
los mecanismos involucrados, se trataron monocitos humanos con LPS en
presencia de Hsp70 y se analizd la cantidad de transcritos de TNF-a. Los
resultados se compararon con los obtenidos en monocitos tratados solo con LPS o
Hsp70. En la figura 14A se muestra el RNAm total de TNF-a detectado en gel de
electroforesis; se amplific6 de manera simultanea B-actina para verificar la
integridad de RNA y asegurar, que cantidades equivalentes de los templetes,
fueron utilizadas. Se encontrd una reduccion evidente en el RNAmM de TNF-a en
cuatro diferentes tiempos (Figura 14B). Los niveles de la proteina de TNF-a en el
sobrenadante de las mismas células de donde se obtuvo el RNA, se muestran
para correlacionar la disminucién de la proteina con la reduccién en el RNAmM

(Figura 14C).
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Fig. 14. La disminucion en la produccién de TNF-a inducida por LPS se correlaciona con la
disminucion del RNAm de TNF-a. Monocitos humanos se trataron con LPS en presencia de
Hsp70 y se analiz6 la cantidad del mensajero de TNF-a. El Gel que se muestra en el panel A
muestra una reduccion significativa del RNAm de TNF-a en cuatro diferentes tiempos (1, 2, 4 and 6
horas). El porcentaje de reduccion relativa en la expresion del mensajero de TNF-a fue evidente a
las 2, 4 y 6 horas (B), y en los mismos tiempos se puede observar la disminucién en la
concentracién de la proteina en el sobrenadante a través de la prueba de ELISA, con una
diferencia estadisticamente significativa (P<0.001) (C). ***=P<0.001. NS=Sin estimulo.51

64



11.Discusién

TREM-1.

La inflamacion se produce como consecuencia de la liberacién de multiples
mediadores inflamatorios de diferentes sistemas y se regula de manera mas o
menos estrecha, con el fin de limitar el dafo tisular y al mismo tiempo eliminar el
agente etiolégico del dafio. Sin embargo, paraddjicamente esta misma respuesta
puede ser deletérea para el propio organismo. Al momento, la inflamaciéon es un
tépico de principal interés en la investigacion basica y clinica, especialmente la
gue se genera como consecuencia de un proceso infeccioso que en la clinica se le
conoce como sepsis. La incidencia de ésta va en aumento y su elevada morbi-
mortalidad se asocia con mayores gastos hospitalarios; por lo que es menester
mejorar el conocimiento del proceso inflamatorio, en especial desde el punto de
vista molecular, ya que finalmente son los mediadores, los orquestadores de la

respuesta inflamatoria (Jaimes, 2005;Martin et al., 2003;Moss & Martin, 2004).

El presente estudio muestra que la expresion de TREM-1 en monocitos de
pacientes quirdrgicos y con pancreatitis, se incrementd en ausencia de infeccion.
De acuerdo a los antecedentes, TREM-1 es un receptor que aumenta su
expresion en infecciones, amplifica la respuesta inflamatoria y se propone como
un biomarcador de la presencia de infecciones en forma temprana, y pronéstico de
la evolucion del paciente (Gibot et al., 2004;Gibot et al., 2005). El incremento en la
expresion de TREM-1 en situaciones claramente asociadas a inflamacion, como
en los pacientes intervenidos quirdrgicamente y los portadores de pancreatitis
aguda, nos corrobora su asociacion con la respuesta inflamatoria. Esta situacion
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se hizo muy evidente cuando se encontré que la expresion de TREM-1 en los
pacientes con Sindrome de Respuesta Inflamatoria Sistémica (SIRS) fue

significativamente mayor que en aquellos pacientes sin SIRS.

El incremento en la expresion de TREM-1 en los pacientes quirdrgicos, fue
similar tanto en complicados como en no complicados con procesos infecciosos.
Mas aun, la expresion de TREM-1 en sépticos que se esperaba mostrara un
franco incremento, no fue asi. La expresion de TREM-1 en la primera muestra de
los pacientes sépticos que sobrevivieron fue mayor que en los que fallecieron, con
una diferencia estadisticamente significativa (Figura 3. J Surg Res). Sin embargo,
esta relacion no se mantuvo en la siguiente muestra, a las 72 horas, ya que en los
pacientes que sobrevivieron, la expresiéon de TREM-1 disminuy6 al mismo nivel
que los pacientes que fallecieron en el mismo tiempo de la muestra (72 horas). El
hecho de que en los pacientes sépticos las muestras se tomaran dentro de un
rango de 72 horas de iniciado el padecimiento, abre la posibilidad de que exista
una ventana de tiempo que no observamos en relacion con la expresion de TREM-
1. Este comportamiento de TREM-1 incrementado en la primera muestra y
disminucién subsecuente, también se observO en otros pacientes sépticos que
fueron reclutados posteriormente (manuscrito en preparacion). El patrén de
expresion de TREM-1 en los pacientes portadores de sepsis requiere un analisis
mas extenso, ya que el incremento transitorio de los niveles de TREM-1 podria

contribuir al desenlace favorable del paciente.

En este trabajo, todos los pacientes con pancreatitis aguda (Figura 1 Crit
Care), mostraron incremento en la expresion de TREM-1, independientemente de
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la gravedad del cuadro, y no hubo diferencias en la expresion entre la pancreatitis
leve y la grave. Tampoco hubo diferencias en la expresion entre los que
sobrevivieron de los que fallecieron, pero se conserva la misma tendencia en
relacion al mayor incremento de TREM-1 en los que sobreviven, como se

menciono en el parrafo anterior, en relacion a los pacientes sépticos.

Como en los pacientes quirargicos en relacibn a la presencia de
infecciones, TREM-1 no mostrd diferencias entre los pacientes con pancreatitis
aguda complicados o no, con infecciones. En este sentido, otros estudios también
reportan que el incremento de TREM-1 se asocia con la presencia de
enfermedades inflamatorias no infecciosas, como en los casos de Enfermedad
Pulmonar Obstructiva Crénica (EPOC), una enfermedad pulmonar con un
componente inflamatorio sistémico, en la que se observa incremento de la fracciéon
soluble de TREM-1 (sTREM-1) (Radsak et al.,, 2007). También se reporta
incremento de sTREM-1 en patologias neoplasicas. En pacientes con derrame
pleural de diferente etiologia, se determinaron las concentraciones de STREM-1
por ELISA, y se encontr6 incrementada su concentracion en los derrames
pleurales de etiologia neoplasica. Los autores demuestran que células tumorales
de pulmén (CL1-5 y A549) cultivadas con macréfagos de sangre periférica,
favorece el incremento de transcritos de TREM-1 y de sSTREM-1 en sobrenadante

(Ho et al., 2008).

Los estudios de TREM-1 en pancreatitis aguda son escasos. Se analiz6 la
concentracion sérica de sTREM-1, y el incremento en las concentraciones fue mas
evidente en los pacientes que no sobrevivieron. La tendencia se observa desde la
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primera toma, sin embargo, la diferencia estadisticamente significativa esta clara
en la tercera muestra (Fig. 1d Crit Care). Este comportamiento de sTREM-1,
también se observa en un grupo de pacientes sépticos que no sobrevivieron (Gibot
et al., 2005). En pancreatitis aguda, hay un reporte que encuentra incremento en
los transcritos de TREM-1 en leucocitos; este incremento se asocia con la
gravedad del cuadro y con el prondstico, sin embargo, los autores no estudian la
fraccion soluble de TREM-1 (Wang et al., 2004). Aunque los resultados
observados en relacion con el receptor de membrana, tanto en los pacientes
quirurgicos, en los sépticos y en los pacientes con pancreatitis aguda, no estan
acorde con algunos reportes de la literatura, los hallazgos vistos con la fraccién
soluble si lo estan. Parece congruente que TREM-1 de membrana tenga que estar
mayormente expresado para contribuir con la activacion de las cascadas de
sefializacion intracelular y mantener la produccion de diferentes mediadores
inflamatorios, necesarios para lograr la homeostasis que el organismo requiere.
También se puede especular que la disminucién en la expresion de TREM-1 de
membrana en los pacientes que fallecen, puede indicar una alteracion en las
funciones celulares. Lo anterior estaria en relacion con un estado de paralisis
inmunoldgica, en el que los pacientes graves se encuentran frecuentemente se

encuentran.

De acuerdo a lo anterior, en relacion a TREM-1, estos resultados confirman
la hipétesis que propone la asociacion entre el incremento en la expresion de
TREM-1 en pacientes quirdrgicos y pacientes con pancreatitis aguda, con la

presencia del Sindrome de Respuesta Inflamatoria Sistémica. Las hipotesis que
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plantean que el incremento en la expresion de TREM-1 se asocia con la presencia
de infecciones en pacientes quirdrgicos y con sepsis, no se lograron demostrar. El
incremento en la expresion de TREM-1 se observa en pacientes con procesos
inflamatorios en  pacientes quirdrgicos y con pancreatitis aguda,
independientemente de la presencia de infecciones. En relacion al pronéstico, solo
la forma soluble del receptor (STREM-1) se asocia con el pronostico de los
pacientes con pancreatitis aguda. No se estudido esta forma en pacientes con

sepsis y en pacientes quirdrgicos.

A los pacientes que se incluyeron en los dos articulos publicados, ademas
de TREM-1, se analizo la expresion de moléculas de clase Il del complejo principal
de Histocompatibilidad (HLA-DR); una molécula propuesta como biomarcador de
la presencia de infecciones y del pronéstico de los pacientes. TREM-1 es un
receptor que amplifica la respuesta inflamatoria y, como se hace evidente en los
resultados de ambos articulos, el incremento en su expresion se asocio con la
presencia del Sindrome de Respuesta Inflamatoria Sistémica. Por otro lado, la
disminucién en la expresion de las moléculas HLA-DR, es uno de los eventos
moleculares que caracterizan al Sindrome de Respuesta Anti-inflamatoria
Compensadora (CARS) (Venet et al., 2007). Las moléculas de clase Il del
complejo principal de histocompatibilidad (HLA-DR), tienen como funcién la
presentacion de antigenos a linfocitos T CD4. La disminucién en su expresion
puede dificultar la presentacion de antigenos y favorecer con ello el
establecimiento de procesos infecciosos. La disminucion en la expresion de estas

moléculas también se ha tratado de correlacionar con el prondéstico de los
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pacientes. En el presente estudio fue evidente la disminucion de la expresion del
HLA-DR en el pre y post-operatorio de los pacientes quirdrgicos (Fig. 4A J Surg
Res). La disminucion en el preoperatorio se explica porque parte de estos
pacientes fueron intervenidos de urgencia, y todos estos pacientes tenian un
proceso inflamatorio subyacente (Fig. 4B J Surg Res). La respuesta inflamatoria
implica la produccion y liberacion de multiples mediadores inflamatorios; unos
considerados pro-inflamatorios y otros anti-inflamatorios. Esta division se realiza
en cuanto a las funciones reguladoras que tienen entre si, pero su presentacion no
es lineal en una escala temporal. De acuerdo a esto, la produccion de citocinas
pro-inflamatorias es casi simultdnea a la produccion de las anti-inflamatorias,
principalmente la IL-10. Esta Ultima citocina tiene un efecto evidente en la
regulacién negativa de las moléculas HLA-DR. Como se aprecia en los pacientes
quirdrgicos, la disminucion de la expresion se encuentra en la muestra
postoperatoria de los casos electivos y desde la preoperatoria en los casos de
cirugia de urgencia. Esta situacion favorecio el desarrollo de infecciones, por lo
que un hallazgo esperado es la presencia de infecciones en los pacientes con
disminucion en la expresion de estas moléculas. Como se comentd en la
introduccion, la baja expresion de HLA-DR y el incremento de las concentraciones
de IL-10, constituyen el Sindrome de Respuesta Anti-inflamatoria Compensadora
(CARS). La medicion de HLA-DR es una forma indirecta de evaluar la actividad de
interferon gamma (INF-y), como inductor de la expresiéon de HLA-DR y la
regulacion negativa de la produccion de IL-10 y TGF-B. El CARS se pensaba una

etapa consecutiva al SIRS, sin embargo, ahora se sabe que frecuentemente se

70



presentan en forma simultanea. Lo anterior implica que mientras el paciente

cumple los criterios clinicos de SIRS, molecularmente presenta CARS.

Se ha tratado de utilizar a HLA-DR como marcador prondstico de la
evolucion de pacientes con diferentes padecimientos. En este reporte, los
pacientes sépticos presentaron disminucion de esta molécula al momento del
internamiento y captura, lo que fue méas evidente en aquellos que no sobrevivieron
(Fig. 5 J Surg Res). La correlacién entre la disminucién de la expresion de HLA-
DR y la muerte del paciente fue clara. Este dato es importante por dos razones: 1)
por el hecho de encontrarse en las primeras horas de evolucion del padecimiento;
y 2) por ser un potencial biomarcador pronéstico en etapas tempranas de la
evolucion de la sepsis. Se ha observado que los pacientes con choque séptico que
presentan incremento en los niveles de IL-10 y disminucién en la expresion de
HLA-DR (ambas caracteristicas del CARS), tienen mal prondstico (Monneret et al.,

2004).

Queda pendiente establecer un punto de corte al momento de analizar por
citometria de flujo la expresion de HLA-DR, y esto fortalecera su papel como
biomarcador. Esta molécula también se ha intentado usar como indicador para la
administracion de biolégicos capaces de regular la funcion del sistema inmune,
como el caso de INF-y y el factor estimulante de colonias de granulocitos-
macrofagos (GM-CSF) (Lendemans et al., 2007). En un estudio de pacientes
traumatizados se analizé la expresion de HLA-DR en macrofagos alveolares
obtenidos de lavado bronquial. A los pacientes que presentaron expresion de HLA-
DR menor al 30%, se les administr6 INF-y inhalado (100 pg de INF-y
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recombinante humano) y se observo, que ademas de incrementar la expresion de
HLA-DR, la administracién de INF-y se asoci6 con la disminucién en la incidencia
de neumonias asociadas con ventilacion mecanica; sin embargo, no encontrd
efecto sobre el desenlace final de los pacientes (Nakos et al., 2002). El efecto del
GM-CSF sobre la expresion de HLA-DR lo demuestran también en otro estudio en
el que utilizan monocitos de pacientes sépticos con Falla Organica Mdultiple
(Nierhaus et al., 2003). A pesar de lo anterior, existen reportes en los que no se
logro establecer una correlacion entre la disminucion de la expresion de HLA-DR y
la presencia de complicaciones sépticas, por lo que aun falta determinar la
verdadera utilidad de HLA-DR como biomarcador pronostico (Oczenski et al.,

2003).

En los pacientes con pancreatitis aguda, la disminucién de HLA-DR en la
forma grave de la enfermedad, no fue evidente hasta la tercera muestra, en la que
la disminucion en la expresion fue estadisticamente significativa cuando se
compar6 con la tercera muestra de los pacientes con pancreatitis leve (Figura 2
Crit Care). Aunque la tendencia hacia la disminucién en la expresion de HLA-DR
es evidente, en este caso no es util para diferenciar la forma leve de la grave. En
esta misma situacién se encuentra la expresién de la HLA-DR en relacién con la
mortalidad y la presencia de infecciones. Las graficas muestran la tendencia a la
baja expresion, pero en ambos casos no existe diferencia estadistica. En los casos
de pancreatitis aguda, los resultados reportados son diferentes de los observados
en pacientes quirurgicos. Una explicacion quiza puede ser el tiempo en el que se

valoré la expresion de HLA-DR, que fue dentro de los primeros tres dias de haber
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iniciado el cuadro. Recientemente se publicé un estudio en el que encontraron que
HLA-DR ayudo a establecer un punto de corte con valor predictivo en un grupo de
pacientes con pancreatitis aguda, sin embargo, esto se observo hasta el décimo
dia de evolucién. En los tres paneles (Fig. 2 Crit Care), se observa la tendencia a
la disminucion, por lo que la posibilidad de que se repitan los hallazgos del reporte
antes mencionado es real. En relacion con la evaluacion en forma tardia de HLA-
DR existe un inconveniente; ya que para el décimo dia de evolucion, el estado
clinico del paciente dara mucho mas informacion que el molecular. Quiza la
ventaja que podamos encontrar seria la de clasificar a los pacientes candidatos a
algun tipo de terapia biol6gica del tipo de Interferon gamma (Ho et al., 2006). Un
ejemplo de lo propuesto anteriormente se encuentra en un estudio en el que
incluyeron pacientes con pancreatitis aguda grave (PAG), y analizaron la
expresion de HLA-DR y evaluaron la funcion de monocitos in-vitro. La funcion de
los monocitos se valor6 a través de la produccion de TNF-a en respuesta a LPS.
Los monocitos de estos pacientes expresaron una media de 45% (el control con
personas sanas fue de 98%). La expresion de HLA-DR correlacion6
adecuadamente con los niveles producidos de TNF-a. En este estudio también se
evalué el papel de GM-CSF e INF-y, y se observo que la baja expresion de HLA-
DR revirti6 posterior a la administracibn de ambas moléculas (Kylanpaa et al.,

2005).

TREM-1y Hsp70

La respuesta inflamatoria generalmente se acompafna de dafio celular y/o
tisular, lo que favorece la liberacion de moléculas que alertan y activan a la
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inmunidad innata, como Hsp70 y HMGB1. Estas moléculas, al liberarse como
resultado de dafio celular, inducen una respuesta inflamatoria a expensas de la
produccion de mediadores inflamatorios, como por ejemplo, citocinas. Por otro
lado, TREM-1 que es un receptor que amplifica la respuesta inflamatoria,
contribuye a que HMGB1 y Hsp70 estimulen la produccion de citocinas del tipo de
TNF-q, IL-6 e IL-8 (Basu et al., 2000a;Scaffidi et al., 2002;El Mezayen et al., 2007).
Hsp70 en el medio intracelular tiene propiedades anti-inflamatorias (Chen et al.,
2005), pero en el medio extracelular parece ejercer funciones pro-inflamatorias.
Existen reportes que proponen a Hsp70 como ligando de TLR4 y de TLR2, capaz
de inducir la produccion de citocinas pro-inflamatorias, y asi participar en la

respuesta inflamatoria (Asea et al., 2000;Asea et al., 2002).

Estas funciones de Hsp70 son aparentemente antagonicas, por lo que
surgio la interrogante, si Hsp70 en el medio extracelular ejerce algun efecto sobre
la expresion de TREM-1 de membrana. Para evaluar lo anterior, se utiliz6 Hsp70
recombinante humana para estimular monocitos humanos y se evalud la expresion
de TREM-1 por citometria de flujo. Como control positivo se utilizé LPS, un ligando
de TLR4, para estimular monocitos humanos y evaluar la expresién de TREM-1 de
membrana. Como se detalla en resultados, la expresion de TREM-1 increment6 en
monocitos tratados con LPS. Cuando los monocitos se trataron con Hsp70, no se
modifico la expresion de TREM-1. Cuando se trataron células con LPS y Hsp70 en
forma simultdnea, la expresion de TREM-1 fue similar a la observada solo con
LPS. En estos experimentos llamd la tencion en primer lugar que Hsp70 no ejercia

ningun efecto sobre la expresion de TREM-1, especialmente en relacion al
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incremento de la misma (ver figura 10 panel A). En otra serie de experimentos se
utilizaron diferentes condiciones para la estimulaciéon de los monocitos. Como se
observa en el panel B de la figura 10, el tratamiento de células con LPS previo a la
estimulacion con Hsp70, no modifico la expresion de TREM-1 con respecto a la
estimulacion con solo LPS. Si llama la atencién el hallazgo de que TREM-1 no
incrementd su expresion al tratar a las células primero con Hsp70 y posteriormente

con LPS.

Una de las hipétesis de esta tesis propone que Hsp70 al actuar como
Alarmina en el espacio extracelular, regula positivamente la expresion de TREM-1.
Sin embargo, los resultados comentados nos muestran dos hechos que no se
esperaban: 1) la incapacidad del LPS para incrementar la expresion de TREM-1
en monocitos humanos tratados previamente con Hsp70; y 2) la incapacidad de
Hsp70 para incrementar la expresion de TREM-1 en monocitos humanos. Ambos
motivaron el estudio del papel de Hsp70 como reguladora de la inflamacion en el

medio extracelular.
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Hsp70.

El reconocimiento de MAMP por PRR como los TLR lleva a la activacion de
vias de sefializacién y factores de transcripcion como NF-kB, que inducen la
sintesis de diferentes mediadores inflamatorios (Bhatia & Moochhala, 2004;Ishii &
Akira, 2004;0suchowski et al., 2006;Scaffidi et al., 2002;Williams et al., 2000).
Durante el curso de una infeccion, diferentes componentes microbianos inducen la
transcripcion de Hsp70 (Campisi & Fleshner, 2003;Kimura et al.,, 2004), una
proteina que a nivel intracelular tiene propiedades anti-inflamatorias vy
citoprotectoras, que resultan de su capacidad para inhibir la activacion de factores
de transcripcién y la muerte celular por apoptosis, a diferentes niveles de las
cascadas de sefalizacion (Salminen et al., 2008;Yoo et al.,, 2000). Hsp70 se
localiza predominantemente en el espacio intracelular, sin embargo, se puede
liberar al medio extracelular como resultado de dafio celular por necrosis (Basu et
al., 2000). A nivel extracelular, Hsp70 ha sido propuesta como chaperocina por
sus efectos sobre la produccién de mediadores inflamatorios a través de diferentes
receptores como CD91, CD40, Lox-1 y especialmente, TRL4 (Asea et al.,
2002;Basu et al., 2001;Becker et al., 2002;Delneste et al., 2002). En procesos
infecciosos, en el medio extracelular se pueden encontrar diferentes componentes
microbianos (MAMP) que, a través de PRR, promueven una respuesta
inflamatoria. Si Hsp70 se libera al medio extracelular por dafio celular secundario a

infeccién, también es posible que entre en contacto con diferentes MAMP.

Si recordamos que TREM-1 es un receptor que amplifica la respuesta
inflamatoria a expensas de la produccion de mediadores inflamatorios, por un
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lado; y por otro lado, Hsp70 es una molécula propuesta como ligando de TRL4
que induce la produccion de citocinas pro-inflamatorias como TNF-q, los hallazgos
en la segunda seccion son inesperados y podrian traducir algun tipo de regulacion
negativa de Hsp70 sobre la expresion de TREM-1 en células estimuladas con LPS
(Fig. 10B). Esto descubre una actividad hasta ahora desconocida de Hsp70 a nivel

extracelular, un papel como reguladora de la respuesta inflamatoria.

Si el papel de Hsp70 propuesto era como chaperocina, un paso inicial para
el estudio de Hsp70 como encargada de regular la respuesta inflamatoria, fue
analizar su capacidad para inducir la produccién de TNF-a. Como lo muestra la
figura 11B, Hsp70 no indujo la produccion de TNF-a, utilizando diferentes tiempos
de estimulacion y diferentes concentraciones. Debe resaltarse que la proteina
usada en estos experimentos contiene concentraciones muy bajas de endotoxina;
a diferencia de la proteina no purificada, que induce la produccion de TNF-a, casi
a los niveles que el LPS (Fig. 11A). Estos hallazgos coinciden con los reportes en
los que atribuyen al LPS los efectos inmunoestimulantes de la proteina (Bangen et
al., 2007;Gao & Tsan, 2003;Tsan & Gao, 2004). Hsp70 es una proteina humana
gue se obtiene de forma recombinante a partir de E coli, y este es uno de los
principales argumentos en contra del papel de Hsp70 como una chaperocina, la
contaminacion por LPS. Sin embargo, papel de Hsp70 como inmunoreguladora
aun es controversial, porque también hay reportes en los que la proteina purificada
persiste con capacidad inmunoestimuladora (Asea et al., 2000;Quintana & Cohen,

2005;Tsan & Gao, 2004;Johnson & Fleshner, 2006).
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Pese a lo anterior, el efecto que en los experimentos de este trabajo se
observo, tiene que ver con la capacidad de regular negativamente la respuesta
inflamatoria, a expensas de tres citocinas, como son TNF-a, IL-6 e IL-10. Se
evaluaron cuatro ligandos de TLR: Peptidoglicana y Porinas, como ligandos de
TLR2; LPS ligando de TLR4; y flagelina, ligando de TLR5. Se estimularon
monocitos humanos con cada uno de los ligandos, solos y en presencia de Hsp70,
y se evaludé la produccion de las tres citocinas mencionadas. Se observo
claramente la disminucion en la produccion de TNF-a, cuando los monocitos
humanos se estimularon con los cuatro diferentes ligandos en presencia de
Hsp70. Este efecto persistio, aunque en forma un poco menos evidente, con IL-6 e
IL-10. Estos resultados corroboran una de las hipo6tesis propuestas en esta tesis:
la presencia de Hsp70 en el medio extracelular regula la amplitud de la respuesta

inflamatoria.

Cuando las células se estimularon con LPS o Porinas (ligandos de TLR4 y
TLR2/TLR4 respectivamente), la cantidad de TNF-a, IL-6 e IL-10 disminuyo
significativamente, comparado con los monocitos estimulados con el mismo
MAMP pero en ausencia de Hsp70 (Fig. 12). El hecho de que esto no sea tan
evidente cuando las células fueron estimuladas con PG y Flagelina, que son
ligandos reconocidos por TLR2 y TLR5 respectivamente, podria sefialar un papel
especifico de Hsp70 directamente sobre TLR4 o de forma alternativa sobre el
ligando de TLR4. Hsp70 interactia con péptidos hidrofébicos y puede interactuar
con ligandos de TLR, cuyas regiones hidrofobicas se unen a los dominios ricos en

Leucina (LRR, por sus siglas en inglés, Leucin Rich Repeats), que se encuentran
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presentes en los TLR (Seong & Matzinger, 2004;Matsushima et al., 2007). Como
consecuencia de esta posible interaccion hidrofébica entre Hsp70 y los ligandos
de TLR, se puede proponer que los ligandos de TLR no pueden unirse a su
receptor, y por tanto, la respuesta en relacion a la produccion de citocinas se
bloquea.

Aunque la posibilidad de interaccién de Hsp70 con los ligandos de MAMP es
real, los resultados del presente reporte demuestran que el efecto inhibidor de
Hsp70 es independiente de la presencia de esta proteina junto con el ligando de
TLR. En la figura 13 del presente manuscrito se observa el efecto que ejerce
Hsp70, sobre la produccion de TNF-a, antes o después del estimulo con LPS.
Este efecto también se puede ver que es dependiente de la concentracion de
Hsp70 y de la concentracion del LPS. Lo anterior sugiere que pueden encontrarse
involucrados mecanismos adicionales cuyos efectos ocurren a nivel intracelular
(Fig. 13).

Una de las formas de investigar la disminucion en la concentracion de la
proteina de TNF-a en el sobrenadante fue a través del andlisis los transcritos de la
citocina. En la figura 14 se observa una cinética en la que se evidencia una franca
disminucién de los transcritos de TNF-a (RNA mensajero de TNF-a) en los
monocitos estimulados con LPS en presencia de Hsp70. Los antecedentes a este
respecto se encuentran en estudios en los que la induccién de Hsp70 a través de
un choque térmico, induce la translocacion y asociacion del factor transcripcional
de choque térmico 1 (HSF-1), al promotor de TNF-a, cuando los monocitos se
estimulan con LPS. Esto se ha demostrado en modelos murinos. La activacion de

HSF1 protege en contra de los efectos toxicos de la endotoxina bacteriana a
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través de la represion de la transcripcion de genes de citocinas que incluyen TNF-
a, IL-18 e IL-6 (Singh et al., 2002;Xiao et al., 1999;Xie et al., 2002). Actualmente
estamos trabajando en la demostracion de que la union de HSF-1 al promotor de
TNF-q, resulta en la disminucion de los transcritos de la proteina. EI mecanismo
propuesto se resume en la Figura 15.

La respuesta inflamatoria se puede dividir en pro-inflamatoria si predomina la
produccion de citocinas involucradas en la génesis del proceso, o anti-inflamatoria,
si el ambiente estd constituido predominantemente por las citocinas anti-
inflamatorias. En estos resultados se observa que Hsp70 regula la produccion de
TNF-a e IL-6 que son citocinas pro-inflamatorias, y de IL-10, que es una citocina
anti-inflamatoria. TNF-a es responsable de iniciar la respuesta inflamatoria a nivel
local y eventualmente a nivel sistémico, contribuyendo a la generacion del
Sindrome de Respuesta Inflamatoria Sistémica. IL-6 es un importante citocina que
contribuye a la generacién del SIRS y es clave para la produccion de proteinas de
fase aguda -como la proteina C reactiva (PCR) y la lectina que una a manosas
(MBL)- y un regulador de la respuesta inmune. Por otro lado, IL-10 junto con TGF-
B, se encargan de contra regular la produccion de citocinas pro-inflamatorias,
como TNF-q, IL-6, IL-1B e INF-y, entre otras. Esta Ultima se encarga de regular la
expresion de HLA-DR, que en presencia de niveles altos de IL-10, disminuye su
expresion 'y constituyen el Sindrome de Respuesta Anti-inflamatoria
Compensadora. De acuerdo a los resultados del presente manuscrito, Hsp70 a
nivel extracelular ejerce un efecto de regulacidon negativa sobre citocinas pro y
anti-inflamatorias, actividad similar a la que lleva a cabo a nivel intracelular, como

protectora celular. La actividad bioldgica de estas proteinas difiere
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considerablemente, y cada vez hay mas evidencia en el sentido de que las
proteinas de choque térmico exhiben diferentes propiedades bajo diferentes
circunstancias (Abboud et al., 2008;Deak et al., 1999;Luo et al., 2008;Tanaka et

al., 1999;Tang et al., 2007;van et al., 2005).

Cada vez es mayor el interés por las funciones de las proteinas de choque
térmico, en especial de Hsp70 a nivel extracelular en el contexto de las
enfermedades inflamatorias y de las patologias neoplasicas. La lista de las
actividades de esta proteina en diferentes tipos celulares y situaciones, se
encuentra en aumento. A pesar de esto, el conocimiento dista mucho de ser
completo, mas alla de ello, ain es un tema controversial (Ganter et al.,
2006;Johnson et al.,, 2005;Kim et al.,, 2006;Lee et al., 2006;Mortaz et al.,

2006;Schmitt et al., 2007).
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Figura 15. Mecanismo propuesto para la regulacién de la respuesta inflamatoria en el contexto de
TNF-a. La unién del factor de transcripcion de choque térmico al promotor de TNF- reduce los
transcritos de la citocina y por tanto la cantidad de proteina a nivel extracelular. La estimulacion de
monocitos con endotoxina (LPS) en presencia de Hsp70 tiene como resultado la disminucion en la
produccién de TNF, sin embargo, la mecanistica que lleva a tal efecto aln esta pendiente por
determinar y se sefialan los puntos con signos de interrogacion.
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12.Conclusiones

El incremento de la expresion de TREM-1 en monocitos humanos de
pacientes sometidos a cirugias electivas o de urgencia y en pacientes con
pancreatitis aguda, se asocia con la presencia de procesos inflamatorios, en
presencia o no de infecciones. El incremento de TREM-1 en pacientes con sepsis,
habla de la presencia de un proceso inflamatorio desencadenado por un agente
microbiano patdgeno. Estos resultados descartan la posibilidad de utilizar a
TREM-1 de membrana como un biomarcador de infeccién, sin embargo, la
tendencia observada de incrementar su expresion en la membrana de los
monocitos en los pacientes que sobrevivieron, requiere mayor atencion, ya que
existe la posibilidad de encontrar una relacion entre el incremento en la expresion
de TREM-1 de membrana y el pronéstico favorable del paciente. Perspectiva:
Establecer la relacion entre el incremento de TREM-1 de membrana con el
prondstico del paciente y evaluar si existe alguna correlacion entre la expresion del

receptor de membrana y la proteina soluble.

El incremento en la concentracion sérica de la forma soluble de TREM-1 en
pacientes con pancreatitis aguda que no sobrevivieron, abre la posibilidad de
usarlo como un biomarcador prondstico en las primeras etapas de la enfermedad.
Este hecho se habia reportado en pacientes con sepsis, sin embargo, no se habia
observado en pacientes con pancreatitis aguda. Existen varios biomarcadores
prondésticos que se han empleado en la pancreatitis aguda (ej. Proteina C reactiva,
Procalcitonina, IL-6, HLA-DR, etc), sin embargo, hasta el momento ningun
marcador ha demostrado ser contundente.
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Perspectiva: el estudio de las concentraciones séricas de TREM-1 en
pacientes con pancreatitis aguda, puede ayudar a identificar pacientes portadores
de pancreatitis aguda que tengan mayor riesgo de presentar una evolucion

desfavorable.

La disminucion en la expresion de HLA-DR es una caracteristica de los
pacientes con sepsis; sin embargo, solo la disminucién persistente a lo largo del
tiempo de evolucion puede diferenciar los pacientes que sobreviven de los que no
sobreviven. En este trabajo el nivel de expresiéon de las moléculas HLA-DR
correlaciona con la evolucibn en el caso de los pacientes sépticos. La
determinacion de las moléculas HLA-DR por citometria de flujo, es una forma
sencilla y confiable de predecir la evolucion de los pacientes portadores de sepsis,
si la primera toma se realiza dentro de las primeras 72 horas de iniciado el
padecimiento. También su descenso en la expresion se asocia con el desarrollo
de complicaciones infecciosas. Perspectiva: La importancia de HLA-DR como
biomarcador radica en la posibilidad de detectar oportunamente aquellos
pacientes que pueden tener una evolucion desfavorable y, en su caso, ofrecer
algun tipo de terapia biolégica, capaz de incrementar sus niveles de expresién en
el momento adecuado durante el transcurso de una enfermedad como la sepsis.
Es necesario estudiar mas a fondo el papel de HLA-DR en los pacientes con
pancreatitis aguda, ya que los resultados que se mostraron en este estudio, la

descartan como una molécula biomarcadora.

Hsp70 juega un papel en la regulacion de la respuesta inflamatoria; es una
molécula sin efectos anti-inflamatorios, no solo porque reduce la produccion de
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citocinas pro-inflamatorias como TNF-a e IL-6, sino también lo hace de forma
discreta con moléculas anti-inflamatorias, como con IL-10. Quizéa parte de su
funcion a nivel extracelular sea similar a sus funciones al interior de la célula
(inhibicién de la translocacion de factores de transcripcion como NF-kB, que es
una de los principales factores que inducen la transcripcion genética de
mediadores pro y anti-inflamatorios). Esto nos deja ver lo complejo de los
mecanismos celulares para el control de la inflamacién. Perspectiva: es necesario
completar el estudio de la mecanistica del efecto que tiene Hsp70 a nivel
intracelular. Para tal efecto se realizaran experimentos que estudien la activacion

de factores de transcripcién como HSF-1 y su unién a sitios promotores de TNF-a.
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