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Abstract

Purinergic signaling has a key role in the immune system function. The idea that ATP can
induce the release of ATP, and its degradation in inflammatory pathologies, such as
asthma, has been poorly studied. We explored this possibility by assessing the rate of
exogenous ATP breakdown (measured by phosphates production) by human peripheral
blood leukocytes. In the first time, we detected that ATP treatment increased phosphates
formation in a time and concentration-dependent manner in human leucocytes.
Pharmacological antagonism and uncoupling of P2Y receptors reduced phosphate
formation, suggesting that phosphate production was due to activation of P2 receptors,
with subsequent release of ATP. Pharmacologic blockade of P2X receptors did not modify
the phosphate production, moreover in monocytes 500uM and 1-5mM of ATP induced
inward currents suggestive of P2X1 and P2X7 activation, respectively. Flow cytometry
identified that almost all leukocytes expressed P2Y1, 2, 4, 6, 11 receptors. These results
suggest that ATP induced the release of ATP through activation of P2Y receptors in human
leukocytes. To study the breakdown of ATP we analyzed the total ectonucleotidase
activity in leukocytes from asthma exacerbation patients and explored the expression of E-
NTPDases and E-NPPs in their polymorphonuclear cells. Leukocytes from patients with
mild or moderate asthma exacerbation had similar ectonucleotidase activity than
leukocytes from healthy subjects, while in patients with severe asthma exacerbation, this
activity was lower. Only E-NPP1 displayed diminished protein and mRNA expression, in
patients with severe asthma exacerbation. This reduced E-NPP1 expression could be
responsible for increased amounts of ATP, capable of worsening asthma exacerbation,
and warranting further investigation. This ATP-induced nucleotides release and lack of
breakdown constitutes a potential mechanism leading to amplification of ATP signaling.



Resumen

La sefializacién purinérgica es clave para la funcidn de las células del sistema inmune. La
idea de que el ATP pueda inducir la liberacién de ATP y el papel que tiene su degradacidn
en patologias inflamatorias, como el asma, ha sido estudiada escasamente. Analizamos la
liberacién de ATP y su degradacién en sujetos sanos y en pacientes con crisis asmatica en
leucocitos de sangre periférica. En el proceso de liberacidn observamos que el tratamiento
de leucocitos con ATP incrementa la formacién de fosfatos (como una aproximacién de la
degradacion de ATP) tiempo y concentracidon dependiente; mientras que el antagonismo y
el desacoplamiento farmacolégico de los receptores P2Y redujeron la formacion de
fosfatos. El bloqueo farmacolégico de los receptores P2X no modificé las concentraciones
de fosfatos, sin embargo, en monocitos con el tratamiento con 500 uM tanto como el de
1-5mM de ATP indujo corrientes entrantes sugerentes de la activacion de los receptores
P2X1 y P2X7, respectivamente. Adicional a esto, identificamos que las células
mononucleares y polimorfonucleares expresan los receptores P2Y1, 2, 4, 6 y 11. Estos
resultados sugieren que la activacion de los receptores P2Y por ATP participan en la
liberacién de ATP en los leucocitos de sangre periférica. En el caso de la degradacién de
ATP estudiada en los pacientes asmaticos se observd que los leucocitos obtenidos de
pacientes con crisis leve o moderada tienen actividad similar a las ectonucleotidasas que
los leucocitos de sujetos sanos, mientras que los pacientes con crisis asmatica grave, la
actividad fue menor. De las ectonucleotidasas estudiadas, solamente E-NPP1 mostro una
reduccién de la expresidn a nivel de proteina y de RNA mensajero en los pacientes con
crisis asmatica grave. Estos resultados sugieren que la liberacién de nucledtidos inducida
por ATP y su degradacidn constituye un mecanismo potencial llevando a la amplificacion
de la sefializacion de ATP, tanto en procesos fisioldgicos como en el asma grave.



-------------------- Prélogo ——

En el presente trabajo, tesis Doctoral titulada “Liberacién de ATP en leucocitos sanguineos
de humano y su metabolismo en pacientes asmaticos” se abarcan dos aspectos de
regulacidon de la senalizacion purinérgica dentro del sistema inmune: la liberacién y la
degradacion de ATP, debido a esto se ha decidido separar en dos secciones. Cada una de
estas cuenta con una discusion acorde, por lo que el grueso de esta tesis estd compuesto

por diferentes partes.

En la primera parte se presenta una introduccién al tema donde se puede entender el
contexto general del sistema inmune, la reaccion inflamatoria y la importancia del ATP
como molécula de senalizacion de dafio. Seguido de esto, encontraremos generalidades
de la sefializacion purinérgica para reconocer la importancia de la estrategia experimental

empleada.

El objetivo del primer capitulo concentra su atencidn en un tema de orientacion fisiolégica
del sistema inmune: la liberacién de ATP u otros nucleétidos en las células del sistema
inmune, en este capitulo centraremos el proceso de liberacion a través de un mecanismo
novedoso (mediante de la activacion de los receptores purinérgicos) en un modelo de
células mononucleares y polimorfonucleares circulantes. Este capitulo realza el papel que
tiene el ATP en el inicio y mantenimiento del proceso inflamatorio, la sefnalizaciéon
purinérgica a través de receptores purinérgicos P2X y P2Y y la liberacién de ATP mediante

hemicanales de conexinas, canales de panexinas o exocitosis en el sistema inmune.

El segundo capitulo tiene una orientacidon patoldgica: la degradacién de ATP en una
enfermedad inflamatoria como el asma. Dentro de este se estudia la relevancia que tiene
la regulacién fina de los niveles de ATP en el medio extracelular en las reacciones de
hipersensibilidad y su asociacién con la gravedad de las crisis asmaticas. Como parte del
grueso del capitulo se hace un desglose de las enzimas encargadas de la degradacion del

ATP a través de las ectonucleotidasas.

Finalmente se presenta un drea de discusion global donde se hace frente a los hallazgos
observados y su contextualizacién en la parte fisiopatoldgica del sistema inmune y el
mantenimiento de la homeostasis global, en este se puede hacer frente a los resultados
obtenidos con el proceso de salud-enfermedad y generar perspectivas de investigacion

hacia futuro en el campo de la inmunomodulacién.



-------------------- Introduccion ——

El sistema inmunitario como elemento clave de la homeostasis

El sistema inmunitario es el encargado de defender al organismo de las amenazas del
medio; estas pueden provenir del espacio interno como del externo y pueden ser tan
variadas como lo son parasitos, bacterias o virus. Este sistema es reconocido como uno de
los sistemas con mayor habilidad para detectar amenazas y en respuesta a ellas es
altamente adaptable, siendo capaz de controlar y eliminar los patdgenos. Para poder
realizar este proceso de manera exitosa el sistema inmunitario se establece como una red
conformada por células, dérganos, tejidos, moléculas y vias interconectadas con sistemas
de retroalimentacion positiva y negativa, cuya principal funcién es el mantenimiento de la

homeostasis del sistema en el contexto del organismo[1].

De acuerdo a la duracidon e intensidad de la respuesta se ha descrito clasicamente que el
sistema inmunitario estda dividido en dos tipos: inmunidad innata e inmunidad
adaptativa[2, 3]. La respuesta inmune innata es identificada como la primera linea de
defensa del organismo, estd compuesta por las barreras epiteliales y las proteinas
antimicrobianas que secretan, los fagocitos como los neutréfilos y los macrofagos asi
como las células que inducen la lisis celular como las células NK; adicional a este
componente celular se incluyen algunas proteinas en sangre como el complemento vy las
citocinas [4, 5]. El segundo tipo de inmunidad, la adaptativa esta subdividida a su vez en
inmunidad celular y humoral, la primera se encuentra compuesta por linfocitos T
citotoéxicos, linfocitos T helpers o auxiliares y los linfocitos T reguladores [6]; mientras que

la humoral estd compuesta por linfocitos B, células plasmaticas y anticuerpos [3].

En conjunto, ambos tipos de inmunidad permiten desarrolla una respuesta inmune
adecuada y esto depende de interacciones finamente coreografiadas entre diferentes

tipos de células y moléculas [1].

Uno de los mecanismos que presenta con mayor frecuencia el sistema inmune en
respuesta a la presencia de agentes extrafios es la reaccidon inflamatoria; esta corresponde
al proceso desatado por la interaccidn con patdgenos o la deteccidén de dafio tisular y esta
caracterizado por el reclutamiento de leucocitos y la extravasacién de diferentes proteinas
plasmaticas en el sitio de infeccidon. Durante este proceso encontramos la activacién de los

leucocitos y de las proteinas del sistema para eliminar el agente que causa el dafio celular,
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mientras que el proceso final incluye la eliminacidn de los desencadenantes y mediadores

inmunitarios para iniciar el proceso de reparacion tisular[7].

Eliminacion de amenazas por el sistema inmunitario
Respuesta inmune innata

De manera general las barreras epiteliales tienen la capacidad de eliminar la mayor parte
de los agentes externos como los son los microorganismos, por ejemplo, en el caso de la
mucosa del aparato respiratorio tanto el movimiento ciliar como la secrecién de mocoy la
respuesta refleja de tos, parte de la respuesta inmune innata, eliminan la mayor parte de
los agentes patdgenos [8, 9]. Sin embargo, cuando esta barrera presenta dano comienza
una cascada de eventos que permiten eliminar la causa que genera la disrupcion de la

barrera y asi como la reparacion de la misma.

La primera respuesta inmune montada posterior a la invasién de agentes patdgenos
ocurre en cuestion de minutos y es desencadenada principalmente a través de las células
del sistema inmune residente en los tejidos —macréfagos y células dendriticas- que poseen
receptores celulares de superficie para patrones moleculares conservados en los agentes
patégenos —PAMPs por sus siglas en inglés- [10-12]. Tanto las células dendriticas como
macroéfagos comienzan el proceso de reconocimiento y fagocitosis para eliminar la
amenaza; adicional a este proceso comienzan la secrecién de moléculas con actividad
antimicrobiana, citocinas, quimiocinas y factores vasoactivos que permiten el

reclutamiento de otras células y moléculas al sitio de contacto [10-12].

La siguiente linea de defensa de sistema inmunitario innato —atraida por las quimiocinas-
incluye principalmente a los neutréfilos circulantes (células reconocidas por la expresién
de CD66), estos reconocen PAMPs y a través de mecanismos de fagocitosis y secrecién de
substancias antimicrobianas permiten el control y destrucciéon de las amenazas [13]. Sin
embargo, la respuesta inmune innata es inespecifica y en dado de que el desencadenante
no sea controlado se requiere la entrada del sistema inmunitario adaptativo para resolver

la misma.
Respuesta inmune adaptativa

Las células dendriticas activadas por los agentes patdégenos migraran hacia los ganglios

linfaticos donde comenzara el proceso de activacidn de linfocitos T. La respuesta funcional



de los linfocitos T es desencadenada por el reconocimiento del complejo mayor de
histocompatibilidad o MHC en la superficie de las células presentadoras de antigenos por
el receptor de células T o TCR y CD3 [14, 15]. Esta estimulacién requiere de citocinas que
serviran como sefiales de activacion de los linfocitos asi como de adhesion estable entre
las células presentadoras de antigenos y los linfocitos T virgenes a través de moléculas
coactivadoras como CD4 o CD8 produciendo linfocitos T cooperadores o linfocitos T
citotoxicos, respectivamente [6].

Este tipo de interacciones llevard a la maduracién de linfocitos CD4+ hacia linfocitos
auxiliares (o Th) tipo 1 y 2, encargados de mediar la respuesta inmune a través de
mediadores solubles. Los linfocitos Th1l aumentan inmunidad mediada por células y
respuestas inflamatorias con activacién de macroéfagos, activacion y diferenciacion de
linfocitos Ty la secrecion de citocinas proinflamatorias como IFNy y TNF-a; por otra parte
los linfocitos Th2 aumentan inmunidad humoral y la produccion de anticuerpos a través
de la secrecion de IL-4 e IL-5 [6]. [12].

Como parte de la respuesta adaptativa, los linfocitos B (CD19+) reconocen los antigenos a
través de inmunoglobulinas de superficie y posterior a esto, se diferencian hacia células
plasmaticas encargadas la liberacion de anticuerpos requeridos para la opsonizacion,
fagocitosis, lisis celular asi como el impedimento de accién de los patdgenos, incluyendo

sus metabolitos, como las toxinas [3, 16].

Estos procesos en conjunto permiten la resolucion de la amenaza, la eliminacién de los
antigenos que desencadenan la respuesta inflamatoria y permiten regresar al estado de

homeostasis previo[7].

Alergia, hipersensibilidad e inflamacidn crénica.

Las mismas reacciones del sistema inmune que protegen contra infecciones también
pueden infligir dafilo no solamente a los agentes patdgenos sino también a agentes
inocuos, células y tejidos del huésped; este tipo de respuestas inmunitarias andmalas
desencadenan un grupo importante de patologias dentro del espectro de la enfermedad
humana.

De manera fisioldgica la respuesta inmune emplea diversas estrategias para disminuir el

dano al desactivar respuestas y evitar reacciones en contra de antigenos propios, estos



mecanismos incluyen tolerancia inmunoldgica [17] y la retroalimentacidon negativa de la
inflamacién[7], entre otras. Estos mecanismos son puntos de control y equilibrio que en
algunas ocasiones pueden funcionar de manera errénea y que llevan a reacciones

inmunitarias que pueden ser mas perjudiciales que protectoras.

Algunos trastornos inmunitarios se originan por perturbaciones en el proceso de
tolerancia inmunoldgica, estos también son conocidos como enfermedades
autoinmunitarias; dentro de estas podemos encontrar a diabetes mellitus Tipo |, la
esclerosis multiple y la artritis reumatoide [18]; otros son causados por respuestas innatas
o adaptativas demasiado vigorosas en contra de antigenos que plantean poca amenaza o
ninguna, bien conocidos como hipersensibilidades, dentro de las que encontramos a la
dermatitis atdpica o el asma[19]; finalmente encontramos un ultimo grupo consecuencia
de fallas en los mecanismos para desactivar respuestas inmunes innatas o adaptativas y

gue originan proceso inflamatorios crénicos [20].

Debido a que el sistema inmune participa en procesos clave en el mantenimiento de la
homeostasis, las moléculas que son reconocidas por el sistema inmune como sefiales de
dafio o de presencia de patdgenos son detectadas rapidamente; considerando que estas
moléculas o pueden inducir un estado patolédgico su presencia en el medio extracelular

deben ser finamente regulada.

e Reconocimiento de patrones moleculares asociados a dafio o DAMP

Para desencadenar las respuestas inmunitarias las células del sistema inmune son capaces
de reconocer moléculas de patédgenos a través de receptores, sin embargo, adicional a
esto se ha descrito que las células del sistema inmune pueden reconocer moléculas

asociadas a la ruptura de barreras fisicas, la lisis celular y la toxicidad celular [21]

El sistema inmune sensar el dafo o el estrés celular es detectando a un grupo de
moléculas en el medio extracelular que deberian encontrarse intracelularmente, a este
grupo de sustancias se les conoce como patrones moleculares asociados a dafio o DAMPs
por sus siglas en inglés [21, 22]. Dentro de estas moléculas podemos encontrar a la
proteina nuclear HMGB1, la F-actina, las proteinas de choque térmico y algunos

metabolitos purinérgicos como el acido urico y el ATP [21, 22].



Trifosfato de Adenosina o ATP

El trifosfato de adenosina o ATP es una molécula producida en la mitocondria en la cadena
de electrones y es reconocida como la moneda energética celular [23]. Es una molécula
eminentemente intracelular y participa en un sinnimero de procesos celulares incluidos
los procesos de la senalizacion, la regulacidon del tréfico vesicular, reacciones anabdlicas y
catabdlicas, entre otros procesos. Adicional a esto, de manera relevante se ha descrito
que el ATP puede localizarse en el medio extracelular y de manera relevante en la
sefalizacién autdcrina y paracrina de muchos subtipos celulares, incluyendo neuronas

[24], células epiteliales pancredticas [25] y epiteliales de la via aérea [8], entre otras.

El ATP en el medio extracelular puede ser liberado al medio externo a través de diversos
mecanismos: lisis celular, exocitosis o0 mecanismos conductivos. En el espacio extracelular
actua a través de receptores transmembranales purinérgicos P2 —P2X y P2Y- donde activa
cascadas de sefalizacién que modifican la actividad celular contexto dependiente [26, 27].
Debido a que el ATP es una molécula asociada a dafo, es hidrolizada rapidamente hacia
ADP y AMP a través de proteinas de membrana conocidas como ectonucleotidasas [28,
29]. Posteriormente, el AMP es metabolizado hacia adenosina por la enzima 5’-
nucleotidasa, que puede activar receptores a adenosina o P1, o ser recapturada por el
transportador equilibrador de nucledsidos o ENT. Finalmente, la adenosina puede ser
degradada a inosina por la enzima adenosin deaminasa, que es recapturada por la
célula[28].

Recientemente se ha descrito que el ATP puede actuar como un patrén molecular
asociado a dafio y se ha reportado como una molécula clave en la fisiopatologia del
sistema inmune, incluyendo la inmunidad innata, asi como en procesos iniciales de la
reaccion inflamatoria como la quimiotaxis, en la diferenciacién de células del sistema
inmunitario como las células T reguladoras, en el proceso de apoptosis de linfocitos T,
entre otros [30, 31].

A pesar de esto, hace falta conocer los procesos de liberaciéon del ATP en procesos
fisiolégicos y su degradacién para limitar la respuesta inmune. Tomando en consideracion
esto, creemos que el estudio de su liberacién, accién y degradaciéon en el medio
extracelular por células del sistema inmunitario ayudara a entender el papel del ATP en los

procesos fisiopatolégicos de un espectro amplio de enfermedades, incluyendo el asma.



Objetivo General

Determinar el proceso de regulacién de la sefializacion purinérgica: liberacién de ATP en
leucocitos sanguineos de sujetos sanos asi como la determinacién de su metabolismo en

leucocitos obtenidos de pacientes asmaticos.

Objetivos Particulares

1.-Analizar el papel que tiene la sefializacién del ATP a través de los receptores P2Y y P2X

sobre la liberacién de ATP u otros nucledtidos en leucocitos sanguineos de sujetos sanos.

2.- Analizar la expresién de las ectonucleotidasas en leucocitos sanguineos de pacientes

con crisis asmatica de diferentes niveles de gravedad.



------------------ Primer capitulo

“El ATP libera ATP u otros nucleétidos a través de receptores purinérgicos
P2 en leucocitos de sangre periférica”

Marco Teorico
Generalidades de la accion del ATP en el sistema inmune.

El ATP, central dentro de los procesos energéticos intracelulares, es una molécula de
sefalizacién extracelular que participa en la homeostasis del sistema inmune. Evidencia
reciente ha posicionado al ATP como regulador central dentro de multiples procesos
inmunolégicos, como la quimiotaxis [32, 33], el desencadenamiento de la inflamacién [30,
34], liberacion de citocinas[35], la regulacion de la diferenciacion de células T[36], entre

otros procesos.

Receptores Purinérgicos

Para efectuar su accién el ATP requiere la activacion de familias de receptores
membranales purinérgicos conocidos como P2X y P2Y. Los P2X son receptores canal
catiénicos inespecificos permeables a Ca?*, Na* y K* mientras que los P2Y son receptores
metabotropicos que efectlan su accién a través de la activacion de proteinas G vy
formacidn de segundos mensajeros. Para poder entender los mecanismos asociados a la
sefializacion de estos receptores en la respuesta inmune normal a continuacion se realiza

una descripcidn de los mismos [29, 37, 38].

Receptores P2Y

Los receptores P2Y pertenecen a la familia de receptores acoplados a proteinas G o GPCR.
Estas proteinas son de la clase A por su similitud en la secuencia primaria al receptor a
rodopsina; dentro de esta clase, los receptores P2Y pertenecen a la rama delta debido al
tipo de ligando por los que son activados, responden a nucleétidos a base de purinas

mayoritariamente y a pirimidinas en un menor grado [39].
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Poseen las caracteristicas de los GPCR tipicos que incluyen siete dominios
transmembranales conectados por 3 asas extracelulares y 3 intracelulares, el dominio N
terminal se encuentra de manera extracelular, el C terminal se encuentra al interior de la
célula. A la fecha se han reconocido 8 receptores purinérgicos en humanos (P2Y1, P2Y,,
P2Y4, P2Ys, P2Y11, P2Y12, P2Y13 and P2Y1s) mientras que los receptores P2Ys; y P2Ys
solamente estdn descritas para aves y anfibios, respectivamente [26, 40, 41] .

La familia de los receptores P2Y presentan una alta variabilidad en los aminoacidos que los
conforman, por ejemplo a pesar de que P2Y: y P2Yi11 poseen perfiles farmacoldgicos
parecidos solamente presentan un 19% de homologia entre su estructura proteica
primaria. Adicional a esto los receptores P2Yip y P2Ys son considerados receptores
huérfanos, debido a que no se conoce el ligando endégeno, mientras que P2Ys es

conocido actualmente como el receptor a leucotrieno B4 [26, 40, 41]

Al igual que otros GPCR la sefializacién de la familia de los P2Y es a través de proteinas G,
principalmente Gg/11, mientras que P2Y12, P2Y13 and P2Y14 actlan a través de proteinas
Gi/o. Su activacion lleva al encendido de diversas cascadas que incluyen a fosfolipasa C B,
fosfolipasa D, fosfolipasa A,, adenilato ciclasa y MAPK/MEK cinasa [41]. A pesar de que se
les conoce de manera cldsica como los receptores purinérgicos existen receptores que en
la nomenclatura son descritos como pirimidérgicos, sin embargo, para fines de este
trabajo posterior a su descripcion inicial todos se reconoceran como receptores

purinérgicos.

> P2RY;

El receptor purinérgico P2Y1 es una proteina compuesta por 373 aminoacidos y tiene una
masa molecular predicha de 42.07 KDa. Esta proteina responde a ADP >> ATP, su
activacion lleva la activacion de la via de sefializacion mediada por la proteina Gq/ii:

fosfolipasa C y la consecuente liberacidon de Ca?* intracelular. [42, 43]

> P2RY;

El receptor purinérgico 2 P2Y; es una proteina compuesta por 377 aminoacidos y tiene

una masa molecular predicha de 42.27 kDa. El rango de afinidad va desde UTP = ATP >

11



ATP-gamma-S >> 2-methylthio-ATP = ADP. Se encuentra acoplado a proteina Gg/11 que
activan el sistema de segundos mensajeros fosfatidili inositol/ Ca?*. [44, 45]

> P2RY,

El receptor pirimidérgico P2Y, es una proteina compuesta por 365 aminoacidos y tiene
una masa molecular predicha de 40.96 KDa. Este receptor responde a UTP, pero en menor
grado a ATP, ADP o UDP. Se encuentra acoplado a proteina G/11 que activan el sistema de

segundos mensajeros fosfatidili inositol/ Ca%*. [46, 47]

> P2RYs

El receptor purinérgico P2Ys es una proteina compuesta por 377 aminodcidos y tiene una
masa molecular predicha de 42.27 KDa. Este receptor responde a UDP y parcialmente a
UTP y ADP, pero no responde a ATP. Se encuentra acoplado a proteina Gg/11 que activan

el sistema de segundos mensajeros como fosfatidili inositol/ Ca%*. [48, 49]

> P2RY1n:

El receptor purinérgico P2Y11 es una proteina compuesta por 374 aminodcidos y tiene una
masa molecular predicha de 40.34 KDa. Este receptor responde a ATP y ADP, pero no a
UTP o UDP asi como a ATP-gamma-S. Se encuentra acoplado a proteinas Gg/11 y Gi que
activan el sistema de segundos mensajeros como fosfatidili inositol/ Ca%* e inhiben la

adenilato ciclasa. [50, 51]

> P2RY1;

El receptor purinérgico es una proteina compuesta por 374 aminoacidos y tiene una masa
molecular predicha de 40.34 KDa. Este receptor responde a ADP y a ATP que inhiben a la
adenilato ciclasa, no responde a UDP y a UTP. [52, 53]
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» P2RY13

El receptor purinérgico P2Yi13 da origen a una proteina compuesta por 374 aminoacidos y
tiene una masa molecular predicha de 40.34 KDa. Este receptor responde a ADP y
parcialmente a ATP, UDP y UTP. [54, 55]

> P2RY1s

El receptor purinérgico P2Y14 es una proteina compuesta por 338 aminodacidos y tiene una
masa molecular predicha de 38.9 KDa.. Este receptor responde a UDP glucosa, pero no a
ATP, ADP o UTP. [56, 57]

Receptores P2X

Los receptores P2X son miembros de la familia de canales idnicos activados por ligando,
estos receptores presentan apertura en respuesta a ATP. Cada uno de los receptores de
manera funcional estd conformado por un trimero de subunidades, las cuales
corresponden a los receptores P2X1 al 7[27]. Estas proteinas comparten una estructura en
comun con dos dominios transmembranales TM1 y TM2, una asa extracelular grande que
contiene los sitios de unién al ATP mientras que los dominios N- y C- terminales se
encuentran en el espacio intracelular[58, 59]. Los receptores pueden ser trimeros
homoméricos -tres subunidades idénticas- o como trimeros heteroméricos —tres
subunidades conformadas por subunidades distintas- y requieren de iones divalentes para

mantener su estructura terciaria y por tanto, la parte funcional [27, 58].

Al igual que otros canales activados por ligando presentan tres estados de actividad: uno
cerrado, uno abierto y uno desensibilizado aun en presencia de agonistas. En ausencia del
ATP estos receptores se encuentran en un estado cerrado e inactivo pero sensible al
agonista, con una permeabilidad disminuida a cationes como Na*, Ca?* y K*. La unidn de
ATP permite pasar del estado inactivo al activo mediante un cambio conformacional que

permite la apertura del poro y el cambio de conductancia de cationes inespecificos [59].

Por lo general la unién prolongada a ATP a los receptores P2X lleva a la desensibilizacidon
de los mismos, un estado en el que no hay conductancia de iones a pesar de la presencia

del ATP. La disociacién del ATP del receptor permite pasar del estado desensibibilzado a
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un estado resensibilizado con la capacidad recuperada de responder a un nuevo
estimulo[27].

A pesar de mantener una estructura proteica similar, los receptores triméricos
homomeéricos presentan cinéticas de inhibicion distintas en presencia de ATP con un
patrén electrofisiolodgico caracteristico. Las cinéticas de inhibicidn son rdpidas con un
patrén de apertura y cierre en cuestion de milisegundos en el caso de P2Xi y P2Xs,
mientas que P2X, y P2Xs la inhibicion es lenta; en cambio P2X; parece no desensibilizarse
en ningun momento. En el caso de P2Xs y P2Xs, no existe funcionalidad del receptor en
forma homomeérica, por lo que las cinéticas de activacién y desactivacién dependen del

heterémero formado[27, 60].

> P2RX;

El receptor purinérgico P2X canal iénico 1 de compuerta activado por ligando o P2RX3,
también conocido como P2X; es una proteina compuesta por 399 aminodcidos y tiene una
masa molecular predicha de 44.98 KDa, al igual que otros miembros de la familia de
manera funcional se encuentra en forma trimérica tanto de manera homomérica como
heteromérica. [61, 62]. En presencia de ATP presenta un patron electrofisioldgico
caracteristico que incluye una desensibilizacién rapida -en cuestion de milisegundos- aun

en presencia del ligando (Figura 1).

> P2RX:

El receptor purinérgico P2X canal idnico 2 de compuerta activado por ligando o P2RX,
también conocido como P2X; es una proteina compuesta por 471 aminodcidos y tiene una
masa molecular predicha de 51.75 KDa. [63, 64] En presencia de ATP presenta un patrén
electrofisioldgico caracteristico que incluye una desensibilizacién lenta -en cuestién de

segundos- aun en presencia del ligando (Figura 1).

> P2RX3

El receptor purinérgico P2X canal iénico 3 de compuerta activado por ligando o P2RXs3,

también conocido como P2X3, es una proteina compuesta por 397 aminodcidos y tiene
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una masa molecular predicha de 44.28 KDa [65, 66]. En presencia de ATP presenta un
patrén electrofisiolégico caracteristico que incluye una desensibilizacion rdpida -en
cuestion de milisegundos- aun en presencia del ligando (Figura 1).

> P2RX4

El receptor purinérgico P2X canal idnico 4 de compuerta activado por ligando o P2RXa
también conocido como P2Xs es una proteina estd compuesta por 388 aminoacidos y
tiene una masa molecular predicha de 43.36 KDa [67, 68]. En presencia de ATP este canal
idnico exhibe apertura por ligando posee una alta permeabilidad al Ca%* y presenta un
patrén electrofisioldgico caracteristico que incluye una desensibilizacion lenta -en

cuestidon de segundos- aun en presencia del ligando (Figura 1).

> P2RXs

El receptor purinérgico P2X canal idénico 5 de compuerta activado por ligando o P2RXs,
también conocido como P2Xs es una proteina estda compuesta por 422 aminoacidos y
tiene una masa molecular predicha de 47.2 kDa. A diferencia de otros receptores el
trimero homomérico de P2RXs en presencia de ATP no se observa apertura de poro, sin
embargo, muestra actividad cuando es una subunidad de un heterotrimero con P2RXj.
[69, 70]

> P2RXg

El receptor purinérgico P2X canal idnico 6 de compuerta activado por ligando o P2RXs,
también conocido como P2Xs es una proteina estd compuesta por 441 aminodcidos y
tiene una masa molecular predicha de 48.82 KDa, a diferencia de los otros miembros de la

familia P2X no forma trimeros homoméricos ni heteroméricos [71, 72]

> P2RXy

El Receptor purinérgico P2X canal idnico 7 de compuerta activado por ligando o P2RXj5,

también conocido como P2X; es una proteina estad compuesta por 595 aminodacidos y
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tiene una masa molecular predicha de 68.58 KDa [73, 74]. En presencia de ATP presenta
un patron electrofisiolégico que incluye una falta de desensibilizacién, es decir, el poro
permanece abierto en presencia del ligando (Figura 1).

P2X, P2X, P2X5 P2X, P2X4 P2X7

e

JMA

20s

—

2s

Figura 1.- Patrones de desensibilizaciéon de los receptores P2X homoméricos a ATP
(tratamiento con 30 uM para todos, a excepcion para P2X7 que fue tratado
con 1 mM) Se observan dos tipos de desensibilizacion rapida en el caso de
P2X1 y P2X3 y lenta como en P2X; Y P2Xas. Para P2X; se observa que no
desensibiliza y se mantiene activo mientras hay estimulo purinérgico.
Imagen modificada de North, R.A., Molecular physiology of P2X receptors.
Physiol Rev, 2002. 82(4): p. 1013-67
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Antecedentes
Seializacion purinérgica y sistema inmunitario

El sistema inmunitario puede ser dividido en dos grupos principales: el sistema inmune
residente en tejidos y el sistema inmune circulante —en sangre-. El sistema inmune
residente en tejidos periféricos estd mayormente compuesto por mastocitos, macrofagos
y células dendriticas, mientras que el sistema circulante estd compuesto por células
mononucleares y polimorfonucleares. Las células polimorfonucleares corresponden a los
neutrofilos, los basoéfilos y los eosindfilos; mientras que las mononucleares corresponden
a células NK, linfocitos T y B, asi como los monocitos —precursores del macrdéfagos y
dendriticas- [1, 75].

Todos los tipos celulares descritos previamente, tanto componentes de la respuesta
inmune innata como de la adaptativa, responden a la presencia de ATP en el medio
extracelular, siendo este clave dentro de los procesos fisiolégicos [37, 38, 76, 77]. Sin
embargo, hace falta reconocer los papeles que tiene la sefalizacion purinérgica dentro del

montaje y modulacién de la respuesta inmune inflamatoria.

Células Polimorfonucleares

Las células polimorfonucleares o granulocitos forman parte de la inmunidad innata y
tienen dos tipos principales de funciones la inmunomodulacién y la defensa
antimicrobiana. A causa de los extendidos tefiido con Giemsa podemos dividirlos en
neutrdfilos, representando el mayor porcentaje, asi como los baséfilos y los eosindfilos
[78].

» Regulacion de la funcion de los neutréfilos por ATP

Se ha descrito que los neutréfilos expresan los receptores purinérgicos P2Y,, P2Ys, P2Ys,
P2Y11 y P2Y14, P2X1, P2X4, P2Xs y P2X7, que han sido descritos de manera consistente en
este subtipo celular, sin embargo en relacién a la expresidn del receptor P2X;, P2X3 y P2X6
los resultados aun no son concluyentes [79-82]. A pesar de que el mRNA y proteina de casi

todos los receptores purinérgicos se encuentra expresado en los neutréfilos, el mRNA y
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proteina de P2Y; se encuentra expresado en mayor proporciéon [83], por lo que mucho del
efecto funcional del ATP sobre neutrdfilos ha sido asociado a este receptor.

Una de las principales caracteristicas de los neutréfilos es su alta capacidad de migracion
hacia los sitios donde las senales quimiotacticas han sido secretadas durante el proceso
inflamatorio. Adicional a la presencia de quimiocinas, péptidos pequefios y citocinas, se ha
descrito que el ATP puede participar de manera importante en este proceso. Se ha
reportado en neutrdfilos — provenientes de linea celular de H60 derivada ratén, o los
obtenidos en sangre humana- que el ATP a través del receptor P2Y; induce el rearreglo
del citoesqueleto —polimerizacién de actina- asi como la formaciéon de filopodios o
lamelopodios, estructuras transitorias necesarias para la migracion celular y el proceso de
extravasacion. Adicional a esto, se ha descrito de manera funcional en un modelo in vitro
de migracion celular que los neutréfilos provenientes de ratones knockout para P2Y; no
migran de manera adecuada aun con el estimulo de un quimiotactico clasico como la N-
formilmetionina, debido a una falta de orientacion celular. Sin embargo, parece ser que
es la adenosina, un producto del catabolismo del ATP, la responsable de la velocidad de

migracion.

Adicional a los experimentos in vitro se ha descrito que P2Y; es clave para la migracion de
los neutrdfilos in vivo, en un modelo de dafio tisular en un ratén knockout para este
receptor se ha observado que los neutrdfilos no infiltran el higado de manera adecuada

cuando P2Y, esta ausente [84].

Otra funcién clave de los neutréfilos es la fagocitosis y la liberacion de substancias con
capacidad de dafio. Se ha descrito que el ATP a través de P2Y; induce la exocitosis de los
granulos citoplasmdticos en neutrdfilos humanos, esto medido por la liberacién de
elastasa al medio extracelular[85]. Ademads, se ha reportado que el tratamiento con ATP
incrementa el proceso de fagocitosis mediado por IgG (fagocitosis de particulas de
levadura) e induce un incremento del estallido respiratorio, asi como la degranulacion

medida por aumento de mieloperoxidasa en el medio extracelular [86].

Dentro del proceso de estallido respiratorio se ha observado que el ATP induce también la
formacion de uno de los radicales libres mas importantes, el superdxido, tanto en
neutrofilos obtenidos de rata como de humano siendo este aumento de especies
reactivas de oxigeno mediado por P2X;[82]. A pesar de este reporte, se ha descrito P2Y, y

el receptor a FMLP (un péptido asociado a proteinas bacterianas) pueden actuar de
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manera sinérgica, induciendo un aumento de produccidon de radical superéxido en
neutrofilos humanos, lo que podria permitir una mejor respuesta de estallido respiratorio

en presencia de patrones moleculares asociados a patdgenos [87].

Adicional a esto se ha descrito que en presencia de lipopolisacarido LPS (una molécula
asociada a la pared celular bacteriana), el ATP a través del receptor P2Y, potencia la
secrecion de IL-8 en neutrdfilos, una potente quimiocina; sumado a esto se ha descrito
qgue la inhibicién de ENTPDasa 1, enzima encargada de degradar los nucledtidos en el
medio, incrementa la secrecién de IL-8 en neutrdéfilos humanos estimulados por LPS, lo
gue sugiere que incrementa la concentracién total de ATP en el medio extracelular y por
tanto el efecto sobre los neutrdfilos y en los tejidos circundantes. Dentro de esta linea se
ha descrito que la disminucidon de la expresién de P2Y; de manera experimental inhibe
liberaciéon de IL-8, lo que refuerza la idea de que este receptor es clave para la secrecién

de esta quimiocina [88].

Finalmente, se ha descrito que el ATP participa en la retroalimentacién negativa del
proceso inflamatorio, se ha propuesto que el ATP a través de P2Y1: inhibe la apoptosis de
los neutrofilos de ratdn, lo que permitiria la supervivencia de estos, mientras no se haya

resuelto el dafio.

» Regulacion de la funcion de los eosinofilos por ATP

Se ha descrito la presencia del mRNA para P2Y1, P2Y;, P2Y4, P2Ye, P2Y11, P2Y14, P2X1, P2Xa,
y P2X; en eosindfilos obtenidos de sangre humana [89, 90]. A pesar de esto, la mayor
parte de la accion del ATP se ha descrito en relaciéon a P2Y;, por lo que muchos de los

reportes estdn relacionados a este receptor purinérgico [91].

Se ha reportado que el ATP participa en la quimiotaxis de los eosinéfilos en un modelo de
asma, donde el tratamiento con apirasa disminuye la infiltracion de lo eosindfilos hacia la
via aérea [92]. Este proceso parece ser dependiente de la activacidon de P2Y,, donde el ATP
induce la migracién de estas células [32] , tanto que el knockout de P2Y; los eosindéfilos no
migran en un modelo de asma inducido por sensibilizacién a ovoalbimina [91]. Adicional
a esto el ATP se ha involucrado en la produccién de radicales libres, la proteina CD11b vy la

produccidn de citocinas como IL-8, probablemente mediada por P2X1, P2X7 y P2Ys [91].
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La estimulacién de los receptores P2 por ATP induce la degranulacion de lo eosindfilos
humanos, mediado por liberacién de la proteina catidnica eosindfilica —presente en los
granulos citoplasmaticos- probablemente mediada por receptor P2Y; [93]

» Regulacion de la funcion de los baséfilos por ATP

Se ha propuesto que la degranulacion y la liberacion de histamina en baséfilos humanos
es desencadenada por UTP y UDP, sugiriendo que este proceso esta mediado por los
receptores P2Y,, P2Ys 0 P2Ye. En un modelo de knockout de ENPP3 —enzima encargada de
degradar el ATP extracelular-, donde los niveles de ATP se encuentran elevados en plasma
se ha descrito inflamacién crénica y se encuentra relacionada con la accidn de los
baséfilos [94].

Células Mononucleares

Las células mononucleares forman parte tanto de la inmunidad innata como de la
adaptativa y tienen diferentes funciones dependiendo del subtipo celular que van desde la
fagocitosis, presentacion de antigenos, induccion de la muerte celular, Ia
inmunomodulacién y la liberacion de anticuerpos. Dentro de estos encontramos a los

macrofagos, células dendriticas, células NK, mastocitos asi como linfocitos Ty B.

> Monocitos.

Los monocitos forma parte de los leucocitos circulantes, sin embargo, de manera
fisiolégica abandonan la circulacién y se diferencian en macréfagos o células dendriticas

en los tejidos expuestos con el medio externo, como los alveolos o el intestino [75, 95].

» Macrofagos
Regulacion de la funcién macréfagos por ATP

Se ha descrito la presencia de casi todos los receptores P2X y P2Y en los macréfagos

(P2Y12, P2X,, P2X3, and P2Xe estan ausentes), se ha reportado que sélo presentan una
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respuesta funcional los receptores P2Y1, P2Y,, P2Ys, P2Xs y P2X; [96-98]. A pesar de esto
se ha definido que los receptores P2X7 y P2Y; presentan un papel central dentro de la
fisiologia del macréfago, independientemente de su localizacidn histoldgica.

Con respecto a la secrecidon de citocinas por los macrofagos se han descrito diferentes
tipos de acciones del ATP dependiendo del contexto inmunolégico en el que se encuentre.
Se ha reportado que la accion sola del ATP suprime la liberacién de IL-12 y TNF-a en
macrofagos de ratdn [99], lo que sugiere la transicidn hacia un estado antiinflamatorio.

Sin embargo, existen mas trabajos que han reportado el papel del ATP en conjunto con
LPS -en un contexto mas cercano al fisioldgico-, donde se ha descrito la induccion de un
estado proinflamatorio o exacerbando el mismo. Se ha reportado en los macroéfagos de
ratén que el co-tratamiento de ATP con LPS induce un aumento de la liberacidon de o6xido
nitrico y las moléculas TNF-a e IL-1, relevantes dentro del estado inflamatorio, siendo la
secrecion significativamente mayor a la observado solamente con el tratamiento con LPS

[100], lo que sugiere que esta accion es sinérgica.

Uno de los mecanismos descritos involucrados en el desencadenamiento el estado
inflamatorio de los macréfagos es a través de la activacion del inflamosoma. Se ha
descrito que en los macréfagos el contratamiento de LPS y ATP que la activacion del
receptor P2X7 induce la disminucién de los niveles de potasio y permitiendo la activacion
del inflamosoma; siendo esta activacion requerida para la secrecién de IL1p e IL-18 [101].
Por lo tanto se sugiere que exponer a los macréfagos/monocitos con PAMPs con LPS es
suficiente para estimular la sintesis de pro-IL-1[3, pero la secrecion de esta requiere una

segunda sefial que es proveida por ATP a través de P2X; [101].

En relacidn a la fagocitosis, se ha descrito que en macréfagos murinos hay un aumento de
la fagocitosis en presencia de ATP, ADP y UTP, mientras este proceso se inhibe con

suramina, un antagonista de la sefializacién de P2Y [102].

» Células dendriticas
Regulacion de la funcidn de las células dendriticas por ATP

Se ha reportado que las células dendriticas humanas expresan el mRNA para los
receptores ionotrdpicos P2Xi1, P2Xs, P2X5 y P2X7, asi como los metabotrdpicos P2Y1, P2Y,,
P2Y4, P2Ys, P2Y11 y P2Y14 [103-106]. A pesar de que se ha descrito que las células
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dendriticas expresan un amplio espectro de los receptores purinérgicos, el receptor P2Xy
se encuentra mads expresado que los demas receptores; por esto, muchos de los efectos
descritos por accidon de ATP son asociados a la activacion de este receptor, sin embargo la
informacién experimental en este sentido es limitada [105].

Se ha descrito que la activacion de P2Yi; por ATP induce la maduracion de células
dendriticas (1,2) medido a través del marcador CD83, en un proceso que actua de manera
sinérgica con TNF-o para realizar este proceso [107, 108]. En el caso de la secrecion de
citocinas se ha descrito que en células dendriticas humanas el tratamiento con ATP, a
través del receptor ionotrdpico P2X7, induce la secrecion de TNF-a. e IL-1 3, dos citocinas
proinflamatorias importantes en el desarrollo de la respuesta inmune. Ademas de la
activacion del receptor P2X7, también se ha descrito que la activacién del receptor P2Y11

a través de ATP induce la liberacion de IL-12, una citocina proinflamatoria [105].

Sin embargo, la secrecién de citocinas por ATP depende del estado de maduracion de las
células dendriticas; en el caso de las células dendriticas maduras se ha observado que el
tratamiento con ATP inhibe la secrecidon de IL-12 y otras citocinas proinflamatorias, pero
induce la liberacién IL-10 y de IL-1ro [108]. Ademas a esto, independientemente del
estado de diferenciacion de las células dendriticas se ha descrito que el tratamiento con
ATP induce la expresion de moléculas reconocidas como marcadores de maduracion
dendritica y requeridas para la presentacion de antigenos como CD54, CD80, CD83 vy
CD86, en dendriticas maduras e inmaduras, reduciendo la actividad endocitica de las
células dendriticas y aumenta la presentacidn antigénica -promoviendo la proliferacion de

linfocitos T virgenes- [99].

En un contexto mas fisioldgico se ha descrito que la sefializacién de ATP sinergiza con LPS
para la liberacién de IL-10, mientras que en conjunto con TNF—a sinergiza para la
liberacion de IL-12; sin embargo, el co-tratamiento de ATP y LPS disminuye la produccion
de IL-12 en dendriticas derivadas de monocitos humanos sanguineos y eleva los niveles
de los RNA mensajeros de IL-12p40 y p35, moléculas relevantes en la diferenciacién de las
células T CD4+ nativas hacia Th1 [109].

En relacién a la migracidén de las células dendriticas se ha reportado en la literatura un
efecto dual por ATP: se ha descrito que el tratamiento con ATP a través de P2Y11 inhibe Ia
migracién de dendriticas inmaduras a dosis bajas y disminuye la capacidad de migracion
de las dendriticas maduras humanas o células plasmatocitoides maduradas bajo el

estimulo quimiotactico de LPS o CD40 [110]. Por otra parte, se ha descrito que el ATP
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induce la migracion de dendriticas de ratén generadas a partir de médula ésea, mientras
gue el tratamiento con apirasa —una variante soluble de ENTPD1, enzima encargada de la
degradacion de ATP- disminuye la migracidén de estas células hacia el ATP en un modelo in
vitro [92].

» LinfocitosTyB
Regulacion de la funcién de los linfocitos por ATP

Se ha descrito la presencia del mRNA de todos los receptores P2Y y P2X tanto en linfocitos
T y B humanos [111-113]; sin embargo, se ha reportado que el receptor P2X; se
encuentra expresado en mayor medida en comparacion a los demas receptores P2, por lo
gue muchas de las acciones del ATP sobre los linfocitos se han asociado a la activacion de

este receptor.

Se ha descrito que la senalizacidon autdcrina de ATP induce la proliferacion de los linfocitos
T a través de la estimulacion de los receptores P2X1, P2Xa Y P2X7 [114]. Se ha reportado
gue el mecanismo es mediante un incremento de la expresién de IL-2 en linfocitos T, una

citocina requerida para la activacion y proliferacion de linfocitos Ty B [114].

La sefializacion purinérgica forma parte del proceso normal de la activacién de los
linfocitos T. Se ha descrito que la activacion del receptor de células T o TCR induce la
liberacion ATP en células Jurkat y linfocitos T CD4+ de humano [115]; ademas, la
activacion de TCR induce la expresién de ENTPD1 en linfocitos Treg de ratéon a través de
FoxP3 [116]. En conjunto, estos dos procesos actian como mecanismos de regulacion de
la activacion de los linfocitos. Asimismo, se ha descrito que en presencia de ATP los
linfocitos T escinden dos proteinas membranales: CD62L (L-selectina) y CD23, proceso
dependiente de P2X7 [117]. EI CD23 es un receptor de baja afinidad de IgE expresado en
leucocitos, con capacidad de actuar induciendo el crecimiento de los precursores de
linfocitos B. Esta proteina participa en la diferenciacién de linfocitos Ty By la secrecién de

citocinas de los monocitos [118].

Una de las acciones criticas del ATP en los linfocitos es la induccién de la apoptosis de los
mismos y en este proceso se ha sugerido una asociacidon con los niveles de P2Xy. Las
células T reguladoras CD4+ CD25+ poseen mayor cantidad de estos receptores y son mas

sensibles a la muerte celular [119]; por otra parte, los linfocitos T citotdoxicos se ha
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descrito que son los menos sensibles a apoptosis por ATP y se ha sugerido que esta falta
de sensibilidad es secundaria a una expresién disminuida de P2X;[119].

El ATP participa en el proceso de diferenciacion de los linfocitos T CD4+ virgenes. Se ha
observado que el tratamiento con ATP induce la diferenciacién de estos linfocitos en Th17
en la lamina propia del intestino, con la consecuente expresion de IL-6, IL-23p19 y TGF-
[, moléculas del espectro proinflamatorio [36]. En contra parte, se ha descrito que el
antagonismo de P2X7 induce diferenciacion de linfocitos T virgenes CD4+ hacia Treg CD4+
CD25+ posterior a la estimulacién del TCR [120].

En células T CD8+ se ha reportado que los niveles intracelulares de ATP se elevan al ser
activadas y adicional a esto, liberan ATP. En el caso de los linfocitos B el tratamiento con
ATP induce un aumento de las concentraciones de Ca?* intracelular y a su vez, se
incrementan los niveles de c-fos y c-myc, factores de transcripcidn involucrados en la

activacion de estas células [121].

En relacidn a los receptores P2Y existen pocos reportes de la funcion y expresion de estos
receptores en linfocitos, en estos solo se ha reportado que en células T la UDP-glucosa
inhibe la elevacién de AMPc causado via P2Y14, sin ahondar la relevancia biologica de este

proceso [122].

» Células NK
Regulacion de la funcién de las células NK por ATP

Se ha reportado que las células NK de humano expresan los mRNAs de P2X1, P2Xs7 y de
todos los receptores P2Y [123-126]. Se ha descrito que el ATP regula la actividad citotdxica
de las células NK a través de P2Y11; mientras que en células tratadas con ATP aumenta la
guimiotaxis, sin embargo, existen reportes de que el ATP inhibe este fendmeno en

respuesta a otras quimiocinas como CXC3L1 [127].

24



» Células Cebadas
Regulacion de la funcién de las células cebadas por ATP

En células cebadas se ha descrito el mMRNA para los receptores P2X1, P2Xs y P2X7, asi como
la presencia de P2Yi, P2Y,, P2Y11, P2Y12, y P2Y13 [128-130]. Se ha descrito que el ATP
induce la degranulacién de las células cebadas y que aumenta la respuesta en caso de
otros estimulos, esto mediado por la liberacion de histamina; sin embargo, este proceso
parece no involucrar a los receptores P2. Se ha reportado que el ATP puede inducir la
secrecion de citocinas IL-4, IL-6, IL-13 y TNF-a, asi como la induccién de la apoptosis a

través de P2X; en células cebadas de raton. [128].

Liberacion de ATP al medio extracelular

La presencia de ATP en el medio extracelular es relevante para la fisiopatologia de muchos
tejidos y sistemas, por lo que su mecanismo de liberacién debe ser altamente regulado.
Ademas, los mecanismos de liberacién incluyen procesos variados y estos dependeran del
tipo celular que esté realizando. Dentro de estos mecanismos se han descrito la liberacion
por exocitosis, la liberacion por canales y hemicanales, entre otros; sin embargo, la mayor
parte de la literatura hace reporte de estos en tejidos derivados del sistema nervioso. En
el caso de las células del sistema inmune se han descrito varias vias de liberacidon de ATP al
medio extracelular, entre las que encontramos la lisis celular, la exocitosis y liberacién a
través de hemicanales de conexinas o canales de panexinas, por su relevancia en la

fisiologia del sistema inmunitario se enumeraran a continuacion.

Dafio y muerte celular

Quiza uno de los métodos mas reconocidos de la elevacion de ATP extracelular es durante
los procesos de necrosis o lisis celular. Las células en estado fisiolégico pueden llegar a
presentar concentraciones de ATP tan elevadas que pueden estar presentes en rangos
milimolares, por lo que el dafio tisular con exposicién del liquido intracelular eleva de
manera considerable esta molécula en el medio extracelular. Este es uno de los
mecanismos mas importantes en los que el ATP es reconocido como patréon molecular

asociado a dano por las células del sistema inmune [21, 131].
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Exocitosis

La elevacién de ATP en el medio extracelular no sélo es consecuencia del dafio celular,
sino que se ha descrito diversos mecanismos fisiolégicos donde ocurre la liberacion de
este nucledtido. El primer caso y el reconocido cldsicamente es el ATP liberado por
exocitosis, esto descrito en su papel como neurotransmisor [132]. Tanto las neuronas del
sistema nervioso central [24] y del sistema periférico responden a ATP, donde se ha
asociado a la respuesta a esta molécula a través de receptores purinérgicos tipo P2X o
P2Y; estos receptores “detectan” los niveles elevados de esta molécula en el medio
extracelular e inducen la generacién de estimulos de tipo excitatorio o inhibitorio. Para
realizar la accién como neurotransmisor se ha descrito que el ATP es almacenado en
vesiculas sindpticas de los axones, dendritas y terminales nerviosas tanto de astrocitos
[133, 134] y neuronas [24, 135] que es liberado hacia el espacio sindptico empleando un

mecanismo similar al de otros neurotransmisores.

Sin embargo, el proceso de exocitosis no sélo estd asociado a la liberacion de
neurotransmisores, sino que es un proceso de excrecion/liberacion de moléculas al medio
extracelular de muchos subtipos celulares como en el caso las células enddcrinas. En el
caso del sistema inmune la exocitosis forma parte de los mecanismos de liberacion de
enzimas y moléculas de sefializacién al medio extracelular. Asi mismo se ha descrito que
este mecanismo es empleado para la liberacion de ATP en células del sistema inmune, en
el caso de la microglia [136] asi como en los monocitos y los macréofagos de bazo [137]. Sin
embargo no sélo estas células poseen vesiculas con la capacidad de sufrir exocitosis
dentro de sus procesos fisiolégicos, sino que las células NK y las células cebadas poseen
esta estructura histoldgica [75], por lo que la liberacién de ATP a través de lisosomas
secretores se ha sugerido en otras células del sistema inmune y adicional a aquellas que
dentro de sus procesos fisioldgicos llevan a cabo exocitosis —polimorfonucleares- sin
embargo, aun hace falta informacién del papel de este mecanismo en los diferentes

subtipos celulares del sistema inmunitario.

Hemicanales de conexinas

Un segundo mecanismo de liberacidn de manera fisiolégica de ATP que se ha descrito en
células del sistema inmune es a través de hemicanales de conexina. Las conexinas son

proteinas transmembranales que forman parte de las uniones caracteristicas de las células
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de tipo epitelial o de los miocardiocitos [138-142]. Para realizar este tipo de uniones los
mondmeros de conexinas se agrupan en unidades oligoméricas de 6 elementos, formando
una estructura conocida como hemicanal, debido a que solo estd presente en una célula,
por lo que la unidon de dos hemicanales de células adyacentes, forman el canal de
conexinas o conexon [138-142]. Estos canales son permeables a moléculas de distintos
tamanios, iones, segundos mensajeros y moléculas de hasta 1kDa, en el caso de humanos
existen 21 miembros de la familia de conexinas [138].

Ademads de la comunicacién intercelular se ha descrito que independientemente de la
formacion de los conexones, los hemicanales de conexinas pueden presentar apertura
hacia el medio extracelular funcionando como medios conductivos para la salida de
diversas substancias, como el ATP. Sin embargo, no son canales constitutivos, sino que su
accion es inducible, por lo que se ha reportado la formacién y apertura de esta estructuras
como dependiente de condiciones internas y externas de la células, como la presencia de
calcio en el medio intracelular [143], dependencia de fosforilaciones [144, 145], cambios

mecanicos asi como cambios en el voltaje [146] y del pH [147].

En el caso del sistema nervioso se ha descrito que las células de la glia presentan
liberacion de ATP empleando hemicanales de conexinas. Los astrocitos -células que
presentan elevados niveles de conexinas 43- pueden presentar liberacion de ATP a través
de hemicanales de conexinas en condiciones patoldgicas. En modelos de raton se ha
reportado que la disminucién de las concentraciones de calcio extracelular induce la
apertura de los hemicanales de conexinas liberando ATP y glutamato en este subtipo
celular [148]. Por otra parte, en el caso de las células de Schwann se ha descrito la
liberacion de ATP a través de hemicanales de conexina 32, por lo que parece ser un

mecanismo de liberacién de ATP conservado en las células de la glia [149].

En relacidn a las células del sistema inmune se ha descrito que presentan niveles elevados
de conexinas, sobre todo conexina 43, en diferentes subtipos celulares como lo son
macroéfagos, neutréfilos, dendriticas, linfocitos T, linfocitos T reguladores, linfocitos B,
entre otras [140]. Ademas se ha observado la elevacion de conexina 43 en estos subtipos
celulares en el estado inflamatorio. Sin embargo, la apertura de hemicanales de conexinas

hasta el momento sélo se ha descrito en células polimorfonucleares y monocitos [150].

En el caso de los neutrdéfilos se ha observado que la activacion del receptor para N-
formilmetionina, un activador por excelencia de la respuesta inmune y del estado

inflamatorio, induce la liberacién de ATP a través de hemicanales de conexinas en el
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extremo apical de los neutrdfilos activados, mientras que su inhibicion a través de acido
18-a glicirretinico, bloqueador de canales de conexinas, disminuye las concentraciones de

este nucledtido en el medio extracelular [150].

Por otra parte se ha reportado que los monocitos presentan liberacién de ATP a través de
hemicanales de conexinas en un modelo de ateroesclerosis, donde la liberacion de este
nucledtido permite la adhesién de estas células al endotelio vascular, quien también
presenta liberacion de ATP a través de la formacién de este hemicanal de conexina 43
[151]. Sin embargo, debido a que muchos otros subtipos celulares presentan niveles

elevados de conexinas, hace falta informacion de los mecanismos involucrados.

Canales de panexinas

Un ultimo mecanismo descrito para la liberaciéon de ATP por las células del sistema
inmune es a través de canales de panexinas. Estas proteinas, de reciente descubrimiento
tienen una homologia estructural a las conexinas, sin embargo, no presentan homologia
en la secuencia primaria de proteinas sin embargo, forman parte del sistema de conexion
directo de las células con el medio exterior [76, 140]. Estos canales estan formados por
subunidades de proteinas conocidas como panexinas, que se agrupan en forma
multimérica -6 unidades- formando en una célula el canal. En el caso de mamiferos se han
descrito tres tipos de panexinas: panexina 1, panexina 2 y panexina 3, sin embargo, sélo

panexina 1 es capaz de formar homémeros [152-154].

En el caso del sistema nervioso se ha descrito la presencia de la apertura de este canal y la
liberaciéon de ATP en neuronas sin embargo su activacion es de manera indirecta. Se ha
reportado que la activacion de los receptores P2X7 a través de ATP permite un primer
ingreso de cationes y un cambio conformacional en este receptor que permite la
asociacion fisica de los receptores P2X7 con canales de panexinas, esta asociacién permite

su apertura y consiguiente difusién de ATP al espacio sindptico [155-157].

Las panexinas estan presentes en macrofagos, linfocitos B, linfocitos T, neutréfilos y
células dendriticas [140]. Sin embargo, la liberacién de ATP a través de estos canales sdlo
se ha descrito en linfocitos T y neutrdéfilos de ratdn; en el primer caso se ha reportado que
la activacidn del receptor de células T (TCR por sus siglas en inglés) induce la liberacién de
ATP; durante este proceso se ha observado que la inhibicién de canales de panexinas con

péptidos especificos asi como carbenoxolona disminuyen la concentraciéon de este
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nucleétido en el medio extracelular [158]. Sin embargo, la apertura de este canal es de
método indirecto, mediante la activacidn de P2X7, por lo que la inhibicidn de este receptor
disminuye la liberacién de ATP.

En el caso de neutrdfilos se ha observado que la activaciéon del receptor para N-
formilmetionina, un activador por excelencia de la respuesta inmune y del estado
inflamatorio, induce la liberacidon de ATP a través de canales de panexinas, mientras que la
disminucién de la expresidon de este receptor por RNA de interferencia disminuye las

concentraciones de este nucledtido en el medio extracelular [83].

ATP y reaccién inflamatoria

Debido a que el ATP tiene un papel importante en la homeostasis del sistema inmune los
niveles extracelulares de esta molécula son regulados de manera precisa y continua. Las
enzimas responsables de la degradacion de ATP en metabolitos que no activan los
receptores purinérgico, como el AMP se conocen como ectonucleotidasas. Las
ectonucleotidasas se dividen en tres familias: las nucledtido trifosfato difosfohidrolasas o

ENTPDasas 1-8, las nucledtido pirofosfatasas o ENPPs 1-7, v las fosfatasas alcalinas.

El ATP puede ser liberado al medio extracelular por lisis celular o mediante mecanismos
fisioldgicos como los son la liberacion mediante difusion y la exocitosis, ambas activadas
mediante cascadas de sefializaciéon [24, 137]. La mayor parte de los estudios en el sistema
inmune se han centrado en la liberacién del ATP mediante procesos difusivos; se ha
descrito que en neutrodfilos el tratamiento con formil-metionil-leucin-fenilalanina o FMLP
—un polipéptido reconocido con un patrén molecular asociado a patégenos- induce la
activacion de su receptor y activacion de la proteina Gq que induce la liberacién de ATP
mediado por conexinas [159]. Por otra parte, en linfocitos T se ha descrito que la
liberaciéon de ATP puede ser mediada a través de hemicanales conexinas y canales de
panexinas cuando se estimula el receptor de células T (TCR) de manera experimental
[158].

Para realizar sus efectos el ATP activa cascadas de seializacion mediante receptores
purinérgicos o P2, estos se subdividen en metabotrépicos P2Y (1,2,4,6,11,13,14) asociados
a proteinas G que activan cascadas de sefializaciéon o los P2X (1-7) que activan canales
catidnicos inespecificos mediados por ligando [26, 60]. Debido a que el ATP tiene un papel

importante en la fisiopatologia del sistema inmune los niveles extracelulares de esta
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molécula son regulados de manera precisa y continua. Las enzimas responsables de la
degradacion de ATP en sus respectivos metabolitos como la adenosina y fosfato
inorgdnico, se conocen como ectonucleotidasas [29, 160]. Estas enzimas asi como los
receptores purinérgicos se han descrito en células del sistema inmune incluyendo los
neutrofilos y los linfocitos T [38].
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Problema de investigacion

Recientemente se ha descrito que la liberacion de ATP puede estar asociada a la
activacion de receptores purinérgicos. En la literatura se ha reportado que en linfocitos T
en cultivo la accidon de ATP sobre los receptores P2X7 puede inducir la liberacion de ATP a
través de la coactivacion de los canales de panexina-1 [158]. Ademads se ha descrito que
los hemicanales de conexina, importantes para la liberacidn de ATP en células del sistema
inmune [150], pueden presentar apertura por elevacidn de calcio intracelular derivado de
la activacion de la proteina Gq, sistema activado por los receptores P2Y1,246,11 [26]. Con
base en estos antecedentes y a pesar de que se reconoce la importancia de los receptores
P2X y P2Y en la fisiopatologia del sistema inmune, aun hace falta ahondar en los

mecanismos de la liberacién de ATP mediado por la activacidn de receptores purinérgicos.

Importancia

El papel del sistema inmune y la inflamacion como elementos clave dentro de una gran
cantidad de patologias es indiscutible. A pesar de los esfuerzos en reconocer los procesos
asociados a la reaccién inflamatoria, la tolerancia inmunoldgica y las reacciones de
hipersensibilidad aun hace falta informacién sobre los mecanismos de regulacién de estos
eventos. Realizar estudios donde se obtenga informacién sobre las moléculas que
permiten la interaccion entre las células del sistema inmune y los tejidos circundantes, en
este caso de los nucledtidos extracelulares asi como su liberacién y degradacién, permite

reconocer y disecar con mayor profundidad la fisiologia del sistema inmune

Hipotesis

El ATP actua sobre receptores tipo P2X y P2Y12.46,11 para permitir la liberacién de ATP
mediante mecanismos de liberacién como difusion y de exocitosis en células

mononucleares y polimorfonucleares.
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Objetivo General

Determinar el proceso de regulacién de la senalizacion purinérgica: liberacién de ATP en
leucocitos sanguineos de sujetos sanos asi como la determinaciéon de su metabolismo
leucocitos obtenidos de pacientes asmaticos.

Objetivos Particulares

1.-Analizar el papel que tiene la senalizacion del ATP a través de los receptores P2Y y
P2X sobre la liberacidn de ATP u otros nucleétidos en leucocitos sanguineos de sujetos

sanos.

2.- Analizar la expresién de las ectonucleotidasas en leucocitos sanguineos de pacientes

con crisis asmatica de diferente gravedad

Objetivos Especificos

1.- Determinar la liberacion de ATP mediada por la incubacion con ATP en leucocitos
obtenidos de muestras sanguineas de sujetos sanos.

1.1.- Se analizara la produccion de fosfatos mediante colorimetria empleando verde de
malaquita y molibdato de sodio en células mononucleares y polimorfonucleares en

presencia de ATP.

1.2.- Se determinara la produccion de fosfatos en la presencia de bloqueadores,
antagonistas y agonistas de los receptores purinérgicos empleando el método
colorimétrico de verde de malaquita y molibdato de sodio en células mononucleares y

polimorfonucleares en presencia de ATP.

2.- Determinar la expresion de los receptores purinérgicos en leucocitos obtenidos de

muestras sanguineas de sujetos sanos.

2.2. Se examinara la expresién de las proteinas para P2Yi, P2Y,, P2Ys, P2Ye y P2Y11 en

células mononucleares y polimorfonucleares mediante citometria de flujo.
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3.- Determinar la via de liberacion de ATP en leucocitos obtenidos de muestras

sanguineas de sujetos sanos.

3.1.- Se analizaran la produccidn de fosfatos en la presencia de inhibidores de hemicanales
de conexinas y canales de panexinas en células mononucleares y polimorfonucleares en
presencia de ATP.

Material y Métodos

El estudio se realizé en colaboraciéon con el Instituto Nacional de Enfermedades
Respiratorias, por lo cual, se garantiza el acceso a las muestras de los sujetos sanos del
banco de sangre. Todos los procedimientos fueron aprobados por la Comisién de Etica e
Investigacion de la Facultad de Medicina de la UNAM y del Comité de Etica del Instituto

Nacional de Enfermedades Respiratorias (INER)

Toma de muestra

Se realizd la toma de muestra de sangre mediante puncién venosa de sujetos sanos del

banco de sangre del INER.

Purificacion de leucocitos por gradientes de densidad

La sangre colectada de pacientes asmaticos y sujetos sanos fue colocada en tubos Falcon
de 14 ml (Ref 352057,Corning NY Estados Unidos de Ameérica) que contenian
Polymorphprep (Acurate, Oslo, Noruega) en una relacién 1:1. Estos tubos fueron
centrifugados a 1800 rpm durante 35 min a 20°C para separar la fraccion blanca de las
roja. Las células mononucleares y las polimorfonucleares encontradas en fracciones
distintas fueron separadas de manera independiente. Cada una de las fracciones fue
colocada en un tubo Falcon de 50 ml que contenia RPMI como medio de recepcidn. Las
células fueron centrifugadas a 1800 rpm durante 10 min a 20°C para eliminar los restos
celulares y de Polimorphprep. Para eliminar los eritrocitos contaminantes se incubaron las

células en buffer de lisis (apéndice 2) durante 5 min a 4°C. Posteriormente fueron
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centrifugadas a 1800 rpm durante 10 min a 20°C y el sobrenadante fue desechado. El
botdn celular fue resuspendido en solucién de trabajo (apéndice 3) y centrifugado en una
minicentrifuga durante 1 min, se realizaron dos lavados con solucién de trabajo siguiendo
el mismo método. El botdn se resuspendié en solucidn de trabajo y se tomé una alicuota
para contar al microscopio empleando una cdmara de Neubauer. Las células

mononucleares y polimorfonucleares fueron reservadas para su posterior uso.

Medicién de la produccion de fosfatos

La concentracién de nucleétidos extracelulares fue medida mediante un método
indirecto, la produccién de fosfatos mediante la degradacion del ATP por las
ectonucleotidasas. Este método se realizé en cada uno de estos tipos celulares mediante
la cuantificacion de fosfato inorganico (Pi) liberado. Para este fin, en tubos de borosilicato
se colocaron 2x108de células (mononucleares y o polimorfonucleares). La reaccion fue
iniciada por la adiciéon de diversas concentraciones de ATP-Mg?* (500 uM) y la actividad
fue evaluada a diferentes tiempos de incubacion (0, 4, 8, 16, 32, 64 y 128 min) posterior a
la adiciéon de ATP-Mg?* Para detener la reaccién de cada tiempo, la muestra fue puesta en
hielo durante 10 min, para inmediatamente después cuantificar la liberacién del fosfato
inorganico usando un método colorimétrico a 660 nm, acoplado con una mezcla de
molibdato de sodio-Elon [4-(metilamino)fenol hemisulfato], y usando H3:POs; como
estdndar. Todas las determinaciones fueron realizadas por duplicado y la actividad
especifica fue reportada como fosfato liberado (uM). Ademds se utilizdé UTP como
agonista de la sefalizacién de P2Y, asi como 30 uM de N-etilmaleimida como inhibidor de
la sefializacion de P2Y y 30 uM SKF96365, un bloqueador de canales catidnicos
inespecifico, como inhibidor de los canales de P2X. Para determinar el mecanismo de
liberaciéon de ATP se empledé 100 uM de carbenoxolona y 50 uM gadolinium, para la

inhibicién de panexinas y conexinas respectivamente.

Citometria de flujo
Para realizar la diferenciaciéon de células circulantes del sistema inmune se empleé el

sistema CD, usualmente empleado como marcadores celulares en
la inmunofenotipicacidon. Para linfocitos T en general se emplearon marcadores de
superficie CD3+, para las células T ayudadoras o Th el doble marcaje CD3+ CD4+, para los

linfocitos T citotdxicos, el marcaje CD3+ CD8+; en el caso de monocitos no hay
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macrofagos en sangre empleamos CD14+ y para células B, empleamos el marcador CD19+.
En el caso de los neutrdfilos, que representan el 90% de los polimorfonucleares
empleamos el marcador CD66+.

Deteccion de receptores P2Y en células mononucleares.

5x105 células mononucleares fueron incubadas con anticuerpos anti-CD3, anti-CD4, anti-
CD8, anti-CD14 y anti-CD19 (Numeros de catdlogo. 300430, 317408, 344722, 325620, and
302216, respectivamente, Biolegend, San Diego, CA, Estados Unidos) diluidos en PBS con
0.2% de albumina sérica de bovino y 0.1% de azida de sodio durante 30 min a 4°C y
lavadas en solucidon de PBS con BSA 0.2%. Posterior a ello se emplearon dos tipos de
protocolos:

1) Para la deteccién de los receptores P2Y,, P2Y, o P2Y,; se incubaron las células fijadas con
los anticuerpos en contra de estos receptores durante 1 h at 4°C en la obscuridad.

2) En el segundo caso, empleado para la deteccién de P2Y, y P2Y,, las células fueron fijadas
en paraformaldehido al 4% durante 10 minutos con buffer de permeabilizacion (NUmero
de catadlogo. 00-8333, eBioscience, San Diego, CA, Estados Unidos) y se incubaron las
células con los anticuerpos en contra de estos receptores durante 1 h at 4°C en
obscuridad.

Posterior a la incubacién con el anticuerpo primario en contra de los receptores, las
células fueron lavadas con PBS-BSA (en el caso de la deteccién de anti-P2Y, and P2Y;) o
buffer de permeabilizacion (anti-P2Y,and P2Y;) y se procedid a la incubacion con el
anticuerpo 1gG anticonejo hecho en burro acoplado a ficoeritrina (catalogue No. 12-4739,
BD eBiosciences, San Diego, CA, Estados Unidos) durante 30 minutos a 4°C. Finalmente las
células fueron lavadas dos veces y fijadas con paraformaldehido al 1% hasta que se realizé
el analisis; para el cual cincuenta mil células fueron colectadas en un citémetro de flujo
(cytometer FAScanto, Becton&Dickinson, Flankin Lakes, NJ, USA) y los datos obtenidos
fueron analizados empleando Flow Jo software (version 887, TriStar, Ashlan, OR, Estados

Unidos) para determinar la expresion de los receptores.

Anticuerpo Numero de catalogo y marca Especie de origen
anti-P2Y, APR-021, Alomone Conejo
anti-P2Y, APR-010, Alomone Conejo
anti-P2Y, Ab140857 Abcam Conejo
anti-P2Y; Ab101800, Abcam Conejo
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anti-P2Yy, APR-015, Alomone Conejo

Deteccion de receptores P2Y en células polimorfonucleares.

5x10° células polimorfonucleares fueron incubadas con anticuerpos anti-CD66+ (Numero
de catalogo. 305104, Biolegend, California Estados Unidos) lavadas con PBA 2% BSA y a
continuacién se incubaron los anticuerpos en contra de los receptores, como se describio
anteriormente. El analisis de la citrometria se realizd de la misma manera al de las células

mononucleares.

Analisis estadistico

La concentracion de fosfatos inorgdnicos producidos fueron comparados entre los grupos
en cada ocasion que se realizd los experimentos a través de una prueba de andlisis de
varianza seguido de una prueba de Dunnet. Una prueba de t de Student no pareada y una
t pareada fue empleada en otros experimentos. Los datos fueron expresados en el texto y
las ilustraciones como el promedio * el error estandar, la significancia estadistica estd

indicada en cada imagen.

Eliminacion de residuos biolégicos

Todo el material quimico-biolégico e infeccioso fue desechado de acuerdo a los
lineamientos de la Facultad de Medicina y del Instituto Nacional de Enfermedades
Respiratorias. En base a la Ley General de Salud, el Reglamento de la Ley General de Salud
en materia de la Investigacién para la Salud, el Reglamento de la Ley General de Salud en
Materia de Control Sanitario de la Disposicién de Organos, Tejidos y Cadaveres de Seres
Humanos, el Reglamento de Seguridad y Coordinacidn en Materia de Investigacion para la
Salud en la UNAM, el Reglamento Interior de la Facultad de Medicina y las Normas

Oficiales Mexicanas aplicables en materia de Bioseguridad.

Financiamiento

El proyecto cuenta con financiamiento por PAPIT, UNAM (IN200613) y CONACYT
(219859).
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Resultados

En este reporte analizamos la liberacién de ATP mediante la activacion de los receptores
purinérgicos en leucocitos obtenidos de muestras sanguineas de sujetos sanos. Para
cumplir los objetivos de este estudio empleamos células mononucleares vy
polimorfonucleares, las cuales fueron sometidas a la determinacion de fosfatos mediante
curvas enzimaticas y su comportamiento con la incubacién con agonistas y antagonistas
de receptores purinérgicos. Para determinar los receptores involucrados en la produccion
de fosfatos se realizd la deteccidon de los receptores P2Y en células mononucleares y
polimorfonucleares. Adicional a esto las células fueron incubadas con antagonistas de las
vias de liberacion de ATP via difusiva.

Para determinar la liberacion de ATP empleamos el método de verde de
malaquita/molibdato de sodio en células mononucleares y polimorfonucleares en el que
se determina la cantidad de fosfatos generados por el metabolismo del ATP a través de las
ectonucleotidasas mediante un método colorimétrico. Cuando se le adicionaron a las
células concentraciones crecientes de ATP (125, 250 y 500 puM) observamos que la
produccion de fosfatos se eleva de manera proporcional a la concentracion de ATP
incubado (Figura 1 panel A). Estos resultados demuestran la presencia de
ectonucleotidasas en células mononucleares y polimorfonucleares, asi como la capacidad

de estas enzimas de metabolizar el ATP extracelular.

Debido a que se ha reportado que la activacién de los receptores purinérgicos induce la
liberacion de ATP analizamos si esta molécula activa los receptores purinérgicos e induce
la liberacion de ATP u otros nucledtidos. Para determinar este efecto se analizé la
actividad de los receptores P2X y P2Y en estas células mononucleares vy
polimorfonucleares sobre la formacién de fosfatos extracelulares. Para esto se emplearon
moléculas que inhiben la funcién de los receptores P2X y P2Y, —SKF- bloqueador no
selectivo de canales catidnicos- que inhibe la accién de estos y N-etilmaleimida que
desacopla la sefalizacion de P2Y. Al adicionar estas moléculas se observé que la
produccién de fosfatos en cotratamiento con ATP se ve disminuida con la presencia de N-
etilmaleimida, sin embargo, esto no se observa en el caso de SKF (Figura 1 panel B). Esto
indica que los receptores P2Y estan involucrados en el proceso de liberacidon de ATP al

medio extracelular en presencia de ATP exégeno.

Debido a que los primeros experimentos se realizaron mezclas de células mononucleares y

polimorfonucleares se emplearon estos bloqueadores realizando la separacién en
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mononucleares y polimorfonucleares. En este caso las cinéticas enzimaticas de produccion
de fosfatos describen que el comportamiento del bloqueo de los receptores P2X no
modifica la produccion de fosfatos extracelulares, mientras que la inhibicién de la
sefializaciéon de P2Y lo modifica, disminuyéndola de manera significativa (Figura 1 panel C
y D). Estos resultados que la activacion de los receptores P2Y es responsables de la
elevacion de ATP en el medio, independientemente del subtipo celular estudiado.

A MNC+PIMN B MMNC+PIIN
4007 @500 uM ATP 71 @ATP

W250 il ATP | OSKF=ATP

A 125 gl ATP ANEM+ATP
a0 { oCcoNTROL 1 & SKF+NEM+ATP

v SUR+ATF

100

C MNC D PN
007 wate ®ATF

OSKF-ATR OSKF-ATP

ANEM=ATP ANEM-ATP

& SKF+NEM+ATP

& SKF+NEM+ATP

Produccion de fosfatos (pM)

0 18 32 B4 128 0 18 32 84 128

Tiempo (min)

Figura 1.- Actividad de las ectonucleotidasas en leucocitos medida por la capacidad de producir fosfato inorganico a
partir de ATP exodgeno. En panel A se muestra la formacion de fosfato en células mononucleares (MNC) vy
polimorfonucleares (PMN) dependiente de tiempo y de la concentracién de ATP; el grupo control (circulos abiertos n=5)
corresponde a células a las cuales no se les administré ATP. Los paneles B, C y D muestran que el bloqueo de los
receptores P2X por SKF9665 (SKF) no modifica la produccion de fosfatos inorganicos posterior al tratamiento con ATP
500 uM; adicional a esto, se observa el desacoplamiento de la sefializaciéon de los receptores P2Y empleando N-
etilmaleimida (NEM) reduce de manera significativa la produccidn de fosfatos, mientras que el antagonismo de la mayor
parte de los receptores P2Y con 100mM de suramina (SUR) también disminuye de manera significativa la produccién de
fosfatos tanto en mezclas de PMN y MNC, asi como en cada uno de los tipos de manera independiente (panel b). Los
datos observados corresponden promediox Error estandar de 12-12 (panel A) o 7-0 experimentos (panel B, Cy D). t
p<0.01, * p<0.05.

Para determinar la posibilidad que el ATP estuviera induciendo la liberacion de mas ATP,
utilizamos un analogo de ATP no hidrolizable, el ATPyS. Encontramos que 125 uM de ATP

era capaz de inducir la produccién de fosfatos de las células mononucleares y
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polimorfonucleares y este efecto fue reducido notablemente por la preincubacién con N-
etilmaleimda, desacoplador de la sefializaciéon de los receptores P2Y (Figura 2). Por lo
tanto, los fosfatos del medio extracelular provienen del metabolismo del ATP enddgeno
liberado a través de la activacion de los receptores P2Y por el ATPyS.

Para poder analizar cudles son los receptores purinérgicos P2Y involucrados en la
liberacién de ATP u otro nucledtidos al medio extracelular realizamos un abordaje
farmacolégico. Empleamos el andlogo no hidrolizable ATPyS que induce solamente la
activacion de los receptores P2Y1, P2Y; y P2Y11; en este caso observamos que se presenta
una elevacién de las concentraciones de fosfatos extracelulares, que sustenta la idea de
gue estos receptores puedan estar involucrados en la liberacidn de ATP, en conjunto con
P2Ysy P2Ys, observados con UTP (Figura 2).

30

® ATPyS
o NEM +ATPyS

Produccion de fosfatos (uiv)

0 816 32 64 128
Tiempo (min)

Figura 2.- Produccion de fosfato inorganico en células mononucleares y polimorfonucleares con ATPyS y N-
etilmaleimida (NEM) de la sefializacion de P2Y. El tratamiento con ATPyS (125 uM), agonista de los receptores P2Y,
induce un aumento en la produccidon de fosfatos de manera temporal. La produccién de fosfatos se disminuye
notablemente después del tratamiento con N-etilmaleimida (NEM, 30 uM), desacoplante de la sefializacion de los
receptores P2Y. Debido a que el ATPyS es un nucleétido no hidrolizable, el origen de los fosfatos producidos debe ser del
ATP enddgeno (u otros nucledtidos) liberados posterior a la activacidn del receptor P2Y11. Los valores representan el

promedio de las mediciones + error estandar (n = 4 experimentos por grupo) *p<0.05 and tp<0.01..

Con el fin de aportar mas evidencias de que la activacidn de los receptores purinérgicos
P2Y sobre la liberacion de ATP se empled UTP, un agonista no selectivo que activa los
receptores P2Y,, P2Ys y parcialmente a los receptores P2Yes. En estos experimentos se
observé que la exposicién a UTP eleva las concentraciones de fosfatos producidos (Figura

3 panel A) y que estos disminuyen empleando el desacoplador de la sefializacion de P2Y
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(Figura 3 panel B). Estos resultados refuerzan las evidencias y refuerza que los receptores
purinérgicos P2Y;, P2Ys y P2Ys inducen la liberacion de ATP u otros nucledtidos de las
células PMN y MNC.

A MNC+PMN B MNC:PMN
160 @500 ph UTP ® UTP
250 ph UTP O MEM+UTR

120 A125 pM UTP

120] * 7IRMuUTe

100
80
&0
a0

20

Produccion de fosfatos(pM)

0 16 32 64 123 0 16 32 64 128

Tiempo (min)

Figura 3.- Produccion de fosfato inorganico en presencia de UTP en mezclas de células mononucleares (MNC) y
polimorfonucleares (PMN). El UTP es metabolizado por las ectonucleotidasas membranales. El panel A muestra la
produccion de fosfato inorganico de manera temporal y dependiente de las concentraciones de UTP. El panel B muestra
que el desacoplamiento de la sefializacion de los receptores P2Y por N-etilmaleimida 30 (NEM) reduce la produccién de
fosfatos de manera significativa. Los valores representan el promedio de las mediciones + error estandar (n = 5-6
experimentos por grupo). Tp<0.01.

Para determinar cudles son los receptores P2Y que pueden estar involucrados en la
elevacién de los fosfatos extracelulares empleamos la citometria de flujo delimitando la
expresion de estos receptores en el subtipo celular tanto de células mononucleares como
polimorfonucleares. Para poder analizar el porcentaje primero separamos las células por
tamafio y granularidad en dos grupos, las células mononucleares y polimorfonucleares. Al
realizar el “gating” de cada una de estas poblaciones por inmunofenotipifacién analizamos
mediante histogramas el maximo porcentaje de células positivas, que nos permite realizar
comparaciones entre muestras con diferente cantidad de células (Figuras 4y 5, tabla 1
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Figura 4.-: Imagen representativa del andlisis de la expresion de los receptores P2Y por citometria de flujo. En la columna

“A” podemos observar la separacion de los leucocitos por tamafio y granularidad en dos poblaciones:
polimorfonucleares (PMN) y mononucleares (MN). En la columna “B” podemos observar una imagen representativa del
“gating” en células mononucleares donde se han separado de acuerdo a la inmunofenotipifacién; para linfocitos T en
general se emplearon marcadores de superficie CD3+, para las células T ayudadoras o Th el doble marcaje CD3+ CD4+,
para los linfocitos T citotdxicos, el marcaje CD3+ CD8+; en el caso de monocitos empleamos CD14+ y para células B,
empleamos el marcador CD19+. En la columna “C” podemos observar como ejemplo la deteccidn de los receptores P2Y;
en los distintos subtipos celulares empleando histogramas. La linea de color gris representa la poblacion de células que
fueron incubadas sélamente con el anticuerpo acoplado a ficoeritrina; mientras que las de color rojo representan la
poblacién que fueron incubadas con ambos anticuerpos.
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Figura 5- Ejemplo del analisis citométrico de la expresion de los receptores P2Y en los leucocitos. Se presentan los
histogramas representativos para la deteccion de los receptores P2Y1, 2, 4, 6 y 11 en linfocitos T (CD3+), linfocitos Th
(CD3+, CD4+), linfocitos T citotoxicos (CD3+, CD8+), linfocitos B (CD19+), monocitos (CD14+) y neutrdfilos (CD66+). El eje
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de las X representa la fluorescencia asociada a la deteccién de los receptores P2Y, mientras que el eje de las Y

representa el porcentaje maximo de conteo de células. El histograma de linea continua roja representa a las células que

carecen del anticuerpo primario, mientras que el de linea azul representa las células positivas a cada uno de los

receptores. La barra lateral representa el porcentaje de células que se encuentran por fuera del 1% de la cola derecha

del control.
CD3+ CD3+CD4+ CD3+CD8+ CD14+ CD19+ CD66+
Muestra % cc.él.ulas % célylas % célylas % célylas % célylas % céI.uIaS
positivas positivas positivas positivas positivas positivas
P2Y1 1 88 88.4 93.7 82 47.6 98.7
2 87.4 85 86.4 86.7 44.6 98.3
3 91.6 93.3 96 91.8 78.7 97.3
4 83.6 91.3 82.1 80.1 48.7 99.8
5 68.5 no no 59.9 no 95.7
6 67 no no 41.4 no 85.7
P2Y2 1 35.6 42.7 22.3 65.8 37.9 67
2 40 40.2 37 50 25.9 67.6
3 83.4 87.3 85.6 78.5 83 88.6
4 72.7 78.9 66.1 88.2 64.3 89.3
5 81.6 no no 93.6 no 97.7
P2Y4 1 451 6.97 2.51 47.3 4.9 60.2
2 6.42 1.43 1.36 12.5 3.19 21
3 1.62 2.63 14 7.16 1.87 40.7
4 1.9 2.41 1.95 12.4 3.23 82.2
5 7.55 154 0.74 7.31 0.78 84.6
6 15.3 28 1.79 10.4 1.45 84.6
P2Y6 1 51.5 50.9 53.5 25.1 53 40.7
2 54.1 51.7 59.3 48.5 53.2 80
3 65.7 65.2 71.6 47.5 66.6 82
4 41.9 40.3 43.6 35 48.1 80.6
5 41.7 45.6 61.4 75 55.3 99
6 50.3 51.5 66.8 57.8 50.1 99
P2Y11 1 99.8 98.5 99.8 63.8 89.8 97.2
2 84.8 90.6 84.9 56.8 56.6 84.8
3 96.3 99.8 95.8 80 64.6 96.8
4 92.4 85 94.6 55.3 43.7 84.1

Tabla 1.- Datos obtenidos por citometria de flujo que representan el porcentaje de células positivas para cada uno de los

receptores P2Y en los diferentes tipos de leucocitos sanguineos.
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En este caso observamos que los receptores P2Yi, P2Y,, P2Ys y P2Y11 se expresan de
manera ubicua en todos los subtipos celulares analizados, mientras que en el caso de los
neutrdéfilos se observa una expresion elevada de P2Y4 en comparacion a los linfocitos T, B
y monocitos. Estos resultados nos indican que los receptores involucrados en la
sefalizacién purinérgica se expresan en las células mononucleares de manera ubicua, con
excepcion de P2Y4, mientras que en el caso de las polimorfonucleares hay que considerar
gue se expresa también el P2Y, (Figura 6).
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Figura 6.- Porcentaje de células positivas al inmunomarcaje para los receptores P2Y por citometria de flujo. Casi todos
los receptores P2Y, especialmente P2Y1 y P2Y11 fueron identificados en la mayoria (>50% de las células) de los linfocitos
T auxiliares (CD3+, CD4+), T citotdxicas (CD3+, CD8+), monocitos (CD14+), linfocitos B (CD19+), neutrdfilos (CD66+), con
excepcidn del receptor P2Y4 que fue mayormente expresado en los neutrdéfilos. Las barras representan el promedio de

las mediciones + error estandar (n=4 a 6 experimentos).

Para comprobar si la elevacion de las concentraciones de fosfatos tiene como mecanismo
la liberacién de ATP u otros nucleétidos, empleamos moléculas con capacidad de inhibir la
accion de canales de panexinas y hemicanales de conexinas, involucradas en la liberaciéon
de ATP en células del sistema inmune. En este caso observamos que la inhibicion de los
canales de panexinas, empleando carbenoxolona, no modifica la produccién de fosfatos
extracelulares en presencia del tratamiento con ATP; en el caso de gadolinium, que inhibe
la actividad de los hemicanales de conexina, observamos una disminucion
estadisticamente significativa (Figura 7). Estos resultados sugieren que la elevaciéon de la
concentracion extracelular de fosfatos, en parte, se encuentra mediada por la liberacidn

de ATP u otros nucledtidos mediante hemicanales de conexinas.
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Figura 7.- Produccion de fosfatos al tratamiento con 5001uM de ATP e inhibidores de los hemicanales de conexinas y
panexinas en una mezcla de células mononucleares y polimorfonucleares. El pretratamiento con el inhibidor de los
hemicanales de conexinas gadolinium (Gd*3, 50 uM) reduce la produccion de fosfatos derivados del tratamiento con
ATP. La preincubacion con el inhibidor no especifico de panexinas, carbenoxolona (CBX, 100 uM) no modifica la
produccion de fosfatos.. Los valores representan el promedio * Error estandar. t p<0.01, * p<0.05 comparados con el
grupo control (n=7). Significancia obtenida empleando una ANOVA de mediciones repetidas seguida de una prueba de
Dunnett para cada uno de los tiempos muestreados

A pesar de que a concentraciones de 500 UM no se observé cambio en la liberacién de
ATP a través de los receptores P2X, se examind si estos presentaban apertura del poro a
diferentes concentraciones de ATP mediante la medicidn de la actividad electrofisioldgica
de monocitos en cultivo. En este caso observamos en los registros dos tipos de cinética de
activacion e inactivacién, uno rapido (Figura 7 Patrén A) y un segundo que no se inactiva
hasta que se elimina el ATP del medio de contacto (Figura 7 Patron B). Estos datos se
agruparon por porcentaje de células que presentaban el patréon como se observa en la
grafica de la figura 6, donde se observa que a diferentes concentraciones de ATP se
presenta un mayor porcentaje de uno u otro comportamiento. A las concentraciones
establecidas para el abordaje experimental -500 pM- se observa una cinética de
inactivacion rapida, mientras que a 5 mM, la concentraciéon mas elevada empleada, no se
observa inactivacién, independientemente del tiempo, hasta que se elimina le ATP del
medio. Estos resultados muestran que a la concentracidn de 500 uM de ATP el receptor

P2X; si presenta activacién, aunque este no participe en la liberacién de ATP.
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Figura 8.- Respuesta electrofisiolégica al estimulo por ATP en monocitos humanos. Ejemplo de los registros tipicos
obtenidos de patch clamp mostrando dos patrones de corrientes entrantes secundarias a la activacién de los receptores
P2X. En el patrén A, el tratamiento con ATP produce una corriente entrante que rapidamente se inactiva, lo que sugiere
una activacién del receptor P2X;. En el patron B, el ATP induce una corriente entrante que aumenta con el tiempo,
sugerente de la activacion del receptor P2X7. Las barras representan el porcentaje de monocitos tratados que
responden a uno u otro patrén correspondiente a cada una de las concentraciones de ATP de 0.1, 0.5, 1 y 5 mM. El
numero de registros fue de 11, 10, 22, and 8 y se registraron un total de 26 monocitos.

Tomando en consideracion los resultados anteriores decidimos corroborar la activaciéon de
los receptores P2X en las concentraciones 500 uM empleando el inhibidor no selectivo
SKF. En estos resultados observamos que los monocitos presentan una corriente entrante
transitoria con el patrén de inactivacidn rapido previamente descrito, sin embargo, en la
preincubacidon con el inhibidor SKF y su eliminacion del medio observamos que las
corrientes se seguian presentando (Figura 8 panel A). Por otra parte en la coincubacion
del inhibidor con ATP se abolian completamente (Figura 8 panel B). Estos resultados en
concordancia con lo previamente presentado sugieren que los receptores P2X, sobre todo
P2X1, se encuentran activos en presencia de las concentraciones de ATP empleadas, sin
embargo, no participan en la liberacion de ATP u otros nucleétidos en células

mononucleares y polimorfonucleares.

48



ATF = ATF

B ATE SKF = ATF
'M(“___ —_— e
| ol
50 -
C
40 - T
J [ ] ATP
< Ml SKr + ATP
£ 301
]
5
.E 20 -
)
&)
104 .
N -

Figura 8.- Inhibicion de la corriente transitoria inducida por ATP empleando SKF 96365 (SKF) en monocitos humanos.
En la Figura B se observa un registro tipico observado en el tratamiento con 500uM de ATP, en este se produce una
corriente transitoria sugestiva de la activacién de P2X;, este fendmeno es inhibida por el cotratamiento con SKF —un
blogueador catidnico no especifico- ejemplificado en el panel C que donde se observa una diferencia altamente
significativa (¥*p<0.001, n = 6-7). El efecto de SKF no fue observado cuando primero fue la preincubado y lavado, con la

administracién de ATP, como se observa en el panel A.

Debido a que la estrategia experimental —medicién de metabolitos del ATP- incluye un
metabolito secundario, la adenosina y con el fin de aportar mds evidencias de que la
activacion de los receptores purinérgicos P2 es la responsable de la elevacién de la
concentracién de ATP u otros nucledtidos extracelulares, se analizé la participacién de los
receptores de adenosina. Para esto se emplearon como antagonistas de los receptores a
adenosina las moléculas 8-ciclopentil-1,3-dipropilxantina (DPCPX) que es antagonista de
los receptores A1 , MRS 1191 antagonista de los receptores A3, SCH-58261 (SCH),
conocido antagonista de los receptores A2A y el antagonista de los receptores A2B, MRS
1754. En este caso observamos que la mezcla de células mononucleares vy
polimorfonucleares responde a ATP con la elevacién de la concentracidn de fosfatos y su
acumulacién con el tiempo, sin embargo la inhibicién de la sefializacién a través de los

receptores Pl independientemente del subtipo no presenté una modificacién de la
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cinética lo que muestra que los receptores P1 no estdn involucrados en la liberacion de
ATP u otros nucledtidos (Figura 9).
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Figura 9.- Produccion de fosfatos en presencia de antagonistas de los receptores de adenosina en cotratamiento con
ATP en una mezcla de células polimorfonucleares y mononucleares. Para determinar la produccidon de fosfatos se
empled como tratamiento con 500 uM ATP como control (circulos cerrados, n = 8). La preincubacién con 100 nM 8-
ciclopentil-1,3-dipropylxanthina (DPCPX, antagonista de los receptores A1, n = 7), 100 nM SCH-58261 (SCH, antagonista
de los receptores A2A, n = 3), 0 10 uM MRS 1754 (antagonista de los receptores A2B, n = 4) no modifican la formacion
de fosfato inorgdnico. Los valores representan el promedio de las mediciones + Error estandar. La significancia fue
determinada mediante una prueba de ANOVA entre grupos, en el caso de los diferentes tiempos se empled una prueba t
de Student.

Debido a que P2Y1 es uno de los receptores mas expresados en las células mononucleares
y polimorfonucleares (Figura 6) se analizé la participacidon de este receptor en la liberacion
de ATP u otros nucledtidos empleando el antagonista MRS2500 (Figura 10). En este
experimento se observd que no hay modificacion de los niveles de fosfatos a las
diferentes concentraciones del antagonista (10, 32 y 100nM) en comparacion al control
solo con ATP 500uM. Por lo tanto, el receptor P2Y1 no se encuentra participando en la
liberacién de ATP en células PMN y MNC tratadas con ATP.
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Figura 10.- Produccion de fosfatos en presencia de antagonistas de los receptores de P2Y1 en cotratamiento con ATP
en una mezcla de células polimorfonucleares y mononucleares. El cotratamiento de ATP con MRS2500, un antagonista
selectivo de P2Y;, a diferentes dosis (10, 32, 100nM) no modifican la produccién de fosfatos, por lo que la falta del
efecto por MRS 2500 corrobora que estos receptores no estan involucrados en el fenémeno.

Para poder analizar la liberacion de ATP u otros nucledtidos empleamos una
aproximacién indirecta —medicion de fosfatos- debido a la vida media corta de los
nucledtidos en el medio extracelular y a la presencia de ectonucleotidasas que podrian
estar degradandolos. Para poder determinar el mecanismo involucrado en la produccién
de fosfatos se empled un inhibidor no selectivo de las ectonucleotidasas —ARL-67156- que
inhibe a ENTPDasa 1, ENTPDasa 3, y ENPP1. Los resultados presentados sugieren que hay
una disminucién de las concentraciones de fosfatos en el medio extracelular a la
concentracién de 320 uM (Figura 11). Esto sugiere que no solo ENTPDasa 1, ENTPDasa 3, y
ENPP1 estan degradando el ATP, sino que es probable que otras ectonucleotidasas estén

metabolizando el ATP de manera activa.
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Figura 11.- Produccion de fosfatos en presencia de ARL67156, inhibidor de las ectonucleotidasas, en una mezcla de
células mononucleares (MNC) y polimorfonucleares (PMN). El tratamiento con ATP (250 uM) induce la produccién de
fosfato inorganico tiempo dependiente, indicando la hidrdlisis del ATP por las ectonucleotidasas de membrana. El
cotratamiento con ARL-67156 (ARL) causan solo una reduccién parcial (alrededor del 30% con la concentracion de ARL
de 320 pM. **p<0.01.

Debido a que se ha reportado que el ATP puede inducir la muerte celular en células
mononucleares y polimorfonucleares, y considerando la consecuente elevacién de los
niveles de ATP extracelular analizamos la viabilidad celular en las condiciones
experimentales empleadas. Para determinar si la concentracién de ATP empleada es
toxica para las células mononucleares y polimorfonucleares se determind la viabilidad
celular empleando azul de tripano en una cinética de mortalidad (Figura 12). En esta
observamos que la viabilidad celular se mantiene de manera constante a los 64 y a los 128
minutos, en el grupo control, hecho que mantiene también el grupo tratado con ATP
independientemente del segmento temporal analizado. Estos resultados sugieren que los
niveles de ATP empleados no inducen la muerte celular en estas células, por lo que las
concentraciones de ATP liberadas en el medio extracelular podrian ser debidas a la
liberaciéon por mecanismos fisiolégicos como exocitosis asi como empleando canales de

conexinas o panexinas mas que a la muerte celular
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Figura 12.-Mortalidad celular en presencia de ATP. La adicién de 500 uM de ATP no causa un aumento considerable de
la muerte celular, expresado por la tincidén con azul tripano, comparado con los controles sin presencia de ATP (n=4 por
grupo). El andlisis estadistico se realiz6 mediante una t de Student. Las graficas representan el promedio de las
mediciones * error estandar.

Discusion

La sefializacion purinérgica, mediada por ATP, es clave en los procesos inflamatorios, la
tolerancia inmunoldgica y la diferenciacion de las células T. A pesar del papel central que
tiene esta molécula dentro de la homeostasis del sistema inmune, hace falta informacion
acerca de los mecanismos que inducen la liberacion de ATP desde las células inmunitarias.
Este trabajo presenta evidencias de que el ATP induce la activacion de receptores
purinérgicos P2Y y la posterior liberacion de ATP u otros nucledtidos mediante

hemicanales de conexinas.

En la literatura se ha descrito que la elevacidn de los niveles de ATP extracelular puede
ser mediada por lisis celular, exocitosis o mediante transporte difusivo mediado
principalmente por conexinas y panexinas [150, 158]; proteinas que forman hemicanales y
canales, respectivamente, permeables a una gran cantidad de solutos, incluido el ATP
intracelular. En el caso del proceso de exocitosis se ha descrito en las neuronas y células
gliales, donde se ha reportado que el ATP se encuentra en vesiculas sindpticas y actua
como neurotransmisor. En el caso del sistema inmune se ha reportado la liberacién
mediante transporte difusivo empleando conexinas y panexinas en neutroéfilos y linfocitos
T respectivamente [150, 158], sin embargo, los neutrdfilos y los linfocitos T solo
representan una parte del abanico de células del sistema inmune que incluyen a los
linfocito T diferenciados, linfocitos B, macréfagos, células dendriticas, eosindfilos, y

baséfilos, entre otros [38]. Este trabajo aporta que la liberacion de ATP u otros
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nucleétidos, se realiza mediante la activacion de receptores P2Y, tanto células
polimorfonucleares como mononucleares; sin embargo hace falta disecar si este proceso

ocurre empleando los mismos mecanismos en cada uno de los subtipos celulares.

Se ha reportado que en condiciones experimentales los neutrofilos liberan ATP mediante
hemicanales de conexinas [150], sin embargo, la caracteristica funcional de las células
polimorfonucleares es la degranulacién, un proceso de exocitosis. Ademas se ha
reconocido que el ATP puede ser transportado al interior de las vesiculas por
intercambiadores como VNUT [24] (Transportador vesicular de nucledtidos, por sus siglas
en inglés), descrito en células del sistema inmune como los macréfagos [137]. Tomando en
cuenta estos datos, no podemos descartar que la liberacion de ATP en células
polimorfonucleares pueda ser mediada solamente por transporte difusivo a través de
conexinas, sino que puede llevarse a cabo por exocitosis en ciertos contextos, por
ejemplo, procesos infecciosos. Ademas, la activacién de los receptores P2Y (1, 2, 4, 6y 11)

2+ 7

elevan las concentraciones intracelulares de Ca por lo que pueden favorecer la

exocitosis de ATP u otros nucledtidos.

La liberacion de ATP u otros nucleétidos mediante hemicanales de conexinas y canales de
panexinas ha sido descrita en varios subtipos celulares incluyendo las células del sistema
inmune como neutrdfilos y linfocitos T [150, 158]. Estos hemicanales en condiciones
fisiologicas se encuentran cerrados, y pueden presentar apertura por incremento en la
concentracién de Ca?* intracelular, despolarizaciones membranales fuertes y estimulacion
mecdnica. En el caso de los neutréfilos se ha descrito que la elevacién del Ca2+
intracelular permite la apertura de los hemicanales de conexinas descrito en la activacién
del receptor a FMLP, un receptor metabotrépico donde el proceso de activacion activa a
proteinas Gg, que induce la liberacién de Ca?*y por lo tanto, la apertura de los canales de
conexinas [150] Este mecanismo general de activacidn puede estar asociado a la
sefializaciéon purinérgica, debido a que los receptores P2Yi, P2Y,, P2Ys, P2Ye y P2VY1,
presentes en las células mononucleares y polimorfonucleares tienen como elemento rio
abajo en la cascada de sefializacion la activaciéon de Gq y la liberacién de calcio intracelular
[77], esto pude explicar, en parte, la liberacién mediada por conexinas en los resultados

presentados.

En la literatura se ha descrito que a pesar de ser reconocido como un agonista de la
sefializacion de P2Y, el ATPyS sdlo induce la activacidn selectiva de los receptores P2Yq,

P2Y, y P2Y11 [159, 161], por lo que los resultados observados con este agonista deben ser
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circunscritos a la activacion de estos receptores; sin embargo, el tratamiento con
MRS2500 elimina del espectro a P2Y1.

En la estrategia empleada para determinar los receptores involucrados en la liberacién de
ATP, el tratamiento con UTP indujo también la formacion de fosfatos, lo que sugiere que
los receptores P2Y,, P2Ys y P2Ys podrian participar en la liberacion del ATP u otros
nucleédtidos. A pesar de que farmacolégicamente se sugiere que los receptores P2Y;, P2Ya,
P2Ye y P2Y11 pueden estar involucrados en este proceso, biolégicamente se ha descrito
qgue P2Y; juega un papel central dentro de la fisiologia de neutrdfilos, eosindfilos, asi como
en macréfagos vy células dendriticas [77], por lo que resultaria relevante determinar
experimentalmente si este receptor es el principal involucrado de manera clave dentro de

la liberacién de ATP en estos subtipos celulares.

Se ha descrito que algunos de los efectos descritos para el ATP en linfocitos T y neutréfilos
pueden estar mediados por la sefializacién de adenosina, metabolito de degradaciéon del
ATP y que activa a los receptores purinérgicos P1 [77] sin embargo se sigue observando la
produccion de fosfatos al adicionar el UTP (ni el UTP ni la uridina activan los receptores a
adenosina) asi como al realizar tratamiento con los antagonistas a los receptores de
adenosina por lo que los resultados presentados aqui no sustentan la participacion de los

receptores purinérgicos P1.

A pesar de que se ha descrito la liberacién de ATP en linfocitos T mediante la activacion
de P2X7 y la activacién de canales de panexinas, estos procesos se han asociado a la
activacion del TCR o receptor de células T [158]. La activacion del TCR incluye el encendido
de cascadas de sefializaciéon que incluyen MAPK y la translocacion nuclear de los factores
de transcripciéon NFAT y NFkB [14, 15] entre otros, un mecanismo que no involucra la
activacion de las proteinas Gq. Esto sugiere que la liberacion de ATP en este subtipo

celular puede tener mds de un mecanismo.

De manera experimental se ha descrito que la activacion de los receptores P2X; por ATP
induce la apertura de canales de panexinas y la liberacién de ATP al medio extracelular en
linfocitos, sin embargo, tomando en cuenta los resultados obtenidos podemos sugerir que
los resultados no apuntan a la liberacién mediada por la activacion de P2X7-panexinas,
debido a que ni el antagonista de los receptores P2X; ni el de panexinas (carbenoxolona)
modifican la formacion de fosfatos extracelulares a 500 uM de ATP utilizados. Por lo que
se sugiere que los receptores P2X puedan no estar participando en la liberacién de ATP en

nuestras condiciones experimentales.
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En conclusidn, el ATP puede ser liberado por las mismas células del sistema inmune en
respuesta a estimulacién fisiolégica o patoldgica. Esto desencadena los sistemas de
retroalimentacién positiva o negativa que son reguladores esenciales de la respuesta
inmune. La intercomunicacién entre las senales paracrinas y autdcrinas asi como la
activacion de receptores purinérgicos hacen posible que las células del sistema inmune
adapten sus respuestas a los retos extracelulares generados por el contexto celular en los
diferentes tejidos. En este caso, la rapida liberacion de ATP puede desencadenar un
sistema de retroalimentacion de la sefalizacion purinérgica que amplifica estimulos
débiles que las células reciben durante la activacidon y que permiten el montaje de la

respuesta inmune acorde al proceso que se esté llevando a cabo.

Leucocitos UTP *

periféricos UDP
ADP

ATP €——

P2y, n N\ 2
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/ P2Y6 de Conexinas \
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v Otros nucledtidos
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Figura 13.- Liberacion de ATP inducida por ATP en leucocitos sanguineos. El ATP u otros nucleétidos actuan
sobre los receptores membranales P2Y2, 4, 6 u 11 que activan cascadas de sefializacidn asociadas a
proteina Gg. La activacion de esta via de sefializacion induce la apertura de hemicanales de conexinas y la

consecuente liberacién de ATP u otros nucledtidos al espacio extracelular.
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Conclusiones

-Los receptores P2Y3, 4, 6 Y 11 participan en el proceso de liberacién de ATP mediada por

ATP en células mononucleares y polimorfonucleares de sujetos sanos.

-La liberacion de ATP mediada por la activacion de los receptores P2Y es dependiente de

hemicanales de conexinas en leucocitos sanguineos circulantes.

-Los receptores P1 no participan en la liberacién de ATP inducida por ATP en células

mononucleares y polimorfonucleares de sujetos sanos.

-Los receptores P2X no participan en la liberacién de ATP en leucocitos sanguineos de

sujetos sanos.
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............................... Segundo Capitulo

“Disminucion de la expresion de la ENPP1 en leucocitos de sujetos con crisis

grave de asma”
Marco Tedrico

El Asma

De acuerdo a la OMS, el asma es “una enfermedad crdnica que se caracteriza por ataques
recurrentes de disnea y sibilancias, que varian en severidad y frecuencia de una persona a
otra”[162], considerando esta descripcion, la Clasificacidén Internacional de Enfermedades
reporta que es una patologia crénica de las vias respiratorias inferiores con identificandola

con la clasificacion J45 [163].

La Iniciativa Global para el Asma o GINA (por sus siglas en inglés), describe que esta
enfermedad presenta un grupo de caracteristicas clinicas incluyendo la hiperreactividad
bronquial y la hipersecrecién de moco a nivel de vias aéreas bajas [164]. De manera
general se puede decir que el asma es un trastorno de la via aérea conductiva
caracterizada por la inflamacién crénica o persistente. Sin embargo, los episodios agudos
o crisis asmatica se reconocen como una contraccidon exacerbada del musculo de la via
cuyo desencadenamiento espontaneo es demasiado sensible a un rango de estimulos

endogenos y exdgenos [20].

Durante la inflamaciéon del asma, se involucran muchos subtipos celulares incluyendo
eosindfilos y neutrofilos, linfocitos T CD4+ y células cebadas, siendo la infiltracion
eosindfilica la caracteristica mas relevante. Sin embargo, la presentacién clinica tan
variada del asma depende de la interacciéon entre la respuesta inflamatoria aguda vy

cronica, el ambiente, agentes patdgenos y la propia idiosincrasia del paciente [165-171].

Epidemiologia
Prevalencia a nivel mundial

El asma es una patologia que para el 2013 afectaba a unas 235 millones de personas a
nivel mundial de acuerdo a la OMS [162]. A nivel mundial es la enfermedad crénica mas

frecuente en nifios [162]. Cuando se realiza el andlisis del numero total de casos, los
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paises con mayor prevalencia fueron: Australia, Costa Rica y Nueva Zelanda (26.5 a
27.1%), mientras que los de menor prevalencia de esta enfermedad en nifios fueron:
Albania, Austria, Bélgica, Estonia, Alemania, India, Iran, Latvia, Polonia y Georgia (1.4 a
4.2%). En adolescentes, los paises con baja prevalencia fueron: Albania, Estonia, Etiopia,
Indonesia, Iran, Polonia, Rusia, Corea del Sur y Uzbekistdan (1.6 a 3.0%), y con alta
prevalencia: Australia, Nueva Zelanda, Oman, Peru, Singapur y Reino Unido (20.7 a 28.2%)
[172, 173].

Prevalencia en México

En México no se ha estimado la prevalencia del asma en la poblacion general del pais o en
grupos definidos de edad y sexo; sin embargo, se tienen resultados obtenidos por
estudios independientes donde se describe a la ciudad de México con una prevalencia de
aproximadamente 5%, por otra parte Hermosillo, Sonora con un 9.5% de prevalencia,

mientras en Mérida, Yucatan es de alrededor del 12% [174].

Incidencia en México

De acuerdo a la Direccion General de Epidemiologia de la Secretaria de Salud en México
hay aproximadamente 260,000 casos nuevos anuales (Datos 2015) [175]. El asma vy el
estado asmatico, (como es definida dentro de los registros nacionales) se encuentra
dentro de las primeras 20 causas de morbilidad nacional, sélo por debajo de las
enfermedades infecciosas y la hipertension arterial y la diabetes mellitus tipo 2 [175]. La
incidencia descrita en los ultimos cinco afos (2010-2014) demuestra una tendencia a la
baja Tabla 1.

2010 2011 2012 2013 2014 2015

305.36* 290.96* 280.60* 254.04* 254.34* 266.80*

Tabla 1: Incidencia anual del asma por cada 100 mil habitantes*. Datos obtenidos de la

Direccién General de Epidemiologia, Secretaria de Salud. [175]

Por grupo etario podemos encontrar que el asma tiene las siguientes caracteristicas de

morbimortalidad: Se encuentra dentro de las primeras 10 causas de morbilidad en la
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infancia (1 a 14 afios) es la décima causa de morbilidad en menores de 1 afio de edad, la
séptima de 1 a 4 afios, la sexta de 5 a 9 afios, la décima de 10 a 14 afios. Se encuentra
dentro de las primeras 20 causas de morbilidad en los adolescentes y los adultos jovenes
(15 a 24 afos) De 15 a 19 afios es la onceava causa de morbilidad, la decimotercera de 20
a 24 anos. En los adultos maduros se encuentra dentro de las primeras 20 causas de
morbilidad. La decimoquinta de 25 a 44, la doceava de 45 a 49 afiios, la onceava de 50 a
59 anos de edad. Manteniendo este patrdn en los adultos mayores la duodécima de 60 a
64 afios y la decimoquinta de 65y mas (2013) [175] (Figura 1).

La incidencia tiene un patrdn etario caracteristico, siendo mas la presentacidon de nuevos
casos en la infancia (0 a 14 afos) disminuyendo su incidencia en los adolescentes y adultos
jévenes (15 a 44 anos) y se vuelve a elevar su incidencia en los adultos maduros y adultos

mayores (45 afos en adelante) [174].
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Figura 1.- Distribucion de la incidencia por grupo etario. Las barras representan el
promedio de (2003-2007) y las barras de error. Modificado de Vargas-Becerra,
M.H., Epidemiologia del asma. Neumologia y Cirugia de Térax, 2009. Todos los

derechos reservados.

Mortalidad

De acuerdo al Sistema Nacional de Informacion en Salud, el asma es la decimosexta causa
de mortalidad en el grupo etario 5 a 14 afios y la decimotercera de 1 a 4 afios (2008)
[176].
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Factores de Riesgo

-Genéticos
Se han realizado microarreglos de DNA y CHIPs conteniendo cientos de variantes
genéticas, revelando asociaciones entre cientos de casos de asma y controles. Estos
estudios han descrito evidencia de la presencia de loci relacionados con el asma o
cercanos a genes como CHI3L1 (o YKL40), IL6R y DENND1B en el cromosoma 1. IL1IRL1-
IL18RL1- en el cromosoma 2, PDE4AD y RAD50-IL12 en el cromosoma 5, HLA-DQ en el
cromosoma 6, IL33 en el cromosoma 9, SMAD3 en el cromosoma 15, ORMDL3-GSDMB en
el cromosoma 17 e IL2RB en el cromosoma 22. La mayor parte de ellos asociados a

sefalizacién de citocinas proinflamatioras, como IL1R o SMAD3 [177-179].

Sin embargo, para la mayoria de estos loci no han sido reportados en otros estudios. Una
excepcion es ORMDL3-GSDMB, que ha sido reportado de manera repetida en los nifios
asmaticos, pero no en los adultos. Para todo estos loci, los efectos son débiles, lo que

representa que solamente una pequefia proporcion de heredabilidad en esta patologia.

-Ambientales

Los principales factores de riesgo del asma son la exposicion a alérgenos como los acaros
del polvo doméstico, la caspa de los animales de compafiia, los pdlenes o los hongos, la
contaminacién, el humo del tabaco y los irritantes quimicos en el lugar de trabajo [165-
167].

Manifestaciones clinicas del asma

Los sintomas caracteristicos del asma son sibilancias, disnea y tos, los cuales varian tanto
en su aparicién espontdnea como con su resolucidn al tratamiento. En el caso de las
exacerbaciones, o crisis asmadticas, se presenta disnea y empleo de los musculos
accesorios de la respiracidon, ademas de signos fisicos tipicos como sibilancias en el térax
durante la inspiracién y, en mayor medida, durante la espiracidn. De igual manera, en
algunos sujetos, se tiene como manifestacion inicial tos predominantemente no
productiva. En estos sujetos, la observaciéon directa con una broncoscopia indica que

puede haber estenosis, enrojecimiento y edema de las vias respiratorias[180, 181].
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Histopatologia de la via aérea del asmatico

También hay cambios estructurales en las vias respiratorias (descritos como
remodelacidn), un signo caracteristico es el engrosamiento de la membrana basal por
almacenamiento de coldgeno en la regidn subyacente al epitelio bronquial. El epitelio se
desprende con facilidad y la adhesién a la pared de las vias respiratorias es menor, con
mayor numero de células epiteliales en la capa interna [166]. La propia pared de la via
respiratoria puede mostrar engrosamiento y edema, sobre todo en el asma con desenlace
letal. Otro signo frecuente en este ultimo caso es la obstruccion de las vias respiratorias
por un tapon de moco compuesto de glucoproteinas del moco secretado por las células
caliciformes y proteinas plasmaticas provenientes de los vasos bronquiales. Asimismo, se
observa vasodilatacion e incremento del nimero de vasos sanguineos [166]. El resumen

de los efectos se observa en la Tabla 2 y Figura 2.

Caracteristicas histopatoldgicas de las muestras bronquiales de sujetos con asma

Inflamacion +++

Musculo liso de la via aérea +++

Membrana basal ++
Fibrosis + (subepitelial)

Disrupcidn alveolar -

Vasos sanguineos ++
Células cebadas ++ (activadas)
Células dendriticas ++
Eosinofilos ++
Neutrdfilos Normal
Linfocitos Tipo Th2
Epitelio** Perdido
Células caliciformes ++

Tabla 2.- Resumen de la histopatologia observada en el paciente asmatico. Modificada de
Barnes, P.J., Immunology of asthma and chronic obstructive pulmonary disease.

Nat Rev Immunol, 2008. 8(3): p. 183-92. Todos los derechos reservados.
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Via aérea normal ' b Via aérea de paciente conasma

Figura 2.- Microfotografia que representa los cambios histopatolégicos en la via aérea a
nivel de bronquios en sujeto sano(a) en comparacién al paciente asmatico crénico
(b). Se observa la hiperplasia de las células caliciformes, la disminucién de la luz del
bronquio, el engrosamiento del musculo liso, el aumento de la membrana basal,
entre otros. Modificada de Fahy, J.V., Type 2 inflammation in asthma--present in
most, absent in many. Nat Rev Immunol, 2015. 15(1): p. 57-65. Todos los derechos

reservados.

Fisiopatologia
Hiperreactividad de las vias respiratorias

La hiperreactividad de las vias aéreas es la anomalia funcional caracteristica del asma y es
se refiere a la respuesta broncoconstrictora excesiva a multiples elementos inhalados
desencadenantes que deberian ser inocuos [20]. En el asma los anticuerpos IgE se
mantienen adheridos a las células cebadas que estan presentes en el intersticio en
asociaciéon con los bronquiolos, en presencia de antigenos causan la liberacion de

histamina, leucotrienos, factor quimiotactico eosinofilico y bradicinina, que en conjunto

63



producen edema de las paredes de los bronquiolos, eosinofilia, remodelaciéon de la via
aérea secrecién de moco hacia la luz de la via aérea y espasmo del musculo liso de la via
aérea [166, 167].

La limitacion del flujo de aire en los pacientes asmaticos se debe sobre todo a la
broncoconstriccion, pero también contribuyen otros factores como el edema de la pared
bronquial, la congestién vascular y la obstruccién de luz por secrecidn. Esto ocasiona
reduccién del volumen y en consecuencia, la caracteristica disnea de los pacientes
afectados[166].

Inmunologia del asma

En general se considera al asma como una enfermedad alérgica Th2 dependiente vy
mediada por IgE, vision basada en la observacion de que los pacientes asmaticos son
frecuentemente sensibilizados por alérgenos locales inhalables —como el polvo o el polen-.
Los estados asmaticos leve y moderado estan caracterizados por la infiltracién de las
células T CD4+, eosinodfilos y células cebadas hacia las vias aérea [182]. Las células T
infiltrantes corresponden a dos grupos: las células Treg y un grupo que presentan las
citocinas caracteristicas de la respuesta Th2 como IL-13, IL-4 e IL-5, que coordinan muchos
de los aspectos de la inflamacién alérgica, incluyendo la diferenciacion de linfocitos B
hacia células plasmaticas y la consecuente liberacién de anticuerpos IgE [165-167]. Sin
embargo, recientemente se ha descrito que el asma severa estd caracterizado por altos
niveles de Th1, interferdn y (IFNy) tanto en humanos como en modelos animales, analisis
de lavados broncoalveolares de sujetos con asma grave mostré un porcentaje importante
de células T CD4+ IFNy +y CD4+ IFNy + IL-17+, en comparacion a los leves y moderados.
Los niveles de IL-5 e IL-17 son similares entre los graves y los leves-moderados, sin
embargo la produccién de IL-13 solo esta aumentada en los pacientes con asma menos
grave [183].

Diagnéstico

El diagndstico de asma se realiza en diferentes etapas: la primera requiere un abordaje
clinico riguroso y una segunda, el empleo de estudios paraclinicos que confirman el

diagndstico.
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Historial de sintomas respiratorios variables

En la primera etapa analiza la presencia de signos y sintomas caracteristicos que se han
asociado al diagndstico del asma, entre los que se encuentran las sibilancias, disnea, tos y
la opresidn toracica. Sin embargo, la sola presencia de estos sintomas no es suficiente
para realizar el diagndstico, sino que se requiere analizar dentro de la historia clinica que
estos hayan variado a los largo del tiempo en intensidad, exacerbaciones en la noche y
temprano por la manana, asi como la presencia de desencadenantes como infecciones
virales respiratorias, ejercicio, exposicion a alérgenos cambios climaticos, o irritantes

como humo de cigarro u olores fuertes [164].

Pruebas de funcién pulmonar
La espirometria simple es un estudio paraclinico que nos permite analizar tanto el
volumen pulmonar, su capacidad asi como el flujo aéreo; dentro de esta prueba
analizamos el FEV1 o volumen espiratorio forzado al primer segundo, el FVC o capacidad
vital forzada y el PEF o el flujo espiratorio maximo, pardmetros analizados en los

trastornos pulmonares[180].

El empleo de la espirometria durante el diagndstico del asma o su clasificacién de acuerdo
a su gravedad nos confirma la limitacién del flujo de aire al observar un FEV1 reducido o al
determinar una reduccién del cociente FEV1/FVC menor al 70%. Como parte del proceso
diagndstico se analiza la reversibilidad de la limitacién de flujo a través de un incremento
>12% y 200 mL en FEV1 15 min después de inhalar un agonista B2 adrenérgico como el
salbutamol o un farmaco equivalente [164, 180]. En algunos pacientes, el incremento
>12% y 200 mL en FEV1 posterior a un tratamiento con antiinflamatorios por un lapso de
dos a cuatro semanas se considera como diagndstico de asma. Adicional a estos métodos
se emplean de manera andloga en la practica clinica a través la “prueba de reto bronquial”
mediante el empleo de histamina o metacolina, donde se observa la caida del FEV1 en un
porcentaje mayor al 20%, mientras que en los sujetos no asmaticos la reduccién no es tan

severa[164, 180] (Figura 3).
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Espirometria
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Figura 3.- Espirometria y curva de flujo/volumen en asmaticos en comparacién con sujetos
sanos. Se observa una disminucidon del volumen espiratorio forzado al primer segundo
(FEV1), pero la reduccidén de la capacidad vital forzada (FVC) es menor, por lo que la
proporcién FEV1/FVC se reduce (<70%). Imagen obtenida de Fauci AS, et al. Harrison’s
principles of internal medicine. Vol 1. 17th ed. New York: McGraw Hill; 2008. Todos los

derechos reservados.

Ectonucleotidasas

Debido a que el ATP es una molécula asociada a dafio, es hidrolizada rdpidamente hacia
ADP y AMP a través de proteinas de membrana conocidas como ectonucleotidasas,
dentro de estas enzimas encontramos a la trifosfato difosfo hidrolasas o ENTPD’s asi como
a las nucleétido pirofosfatasas o ENPP’s[28, 29]. Estas enzimas forman parte de familias

distintas con caracteristicas bioquimicas y funcionales distintas Figura 4.
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ENPP’s

ENTPD’s
ENPP’s

ENTPD’s

Ecto 5’ Nucleotidasa

Adenosina

Figura 4.- Diagrama general donde se observa el metabolismo de los nucléotidos
extracelulares a través de las ectonucleotidasas, como molécula central se observa
el ATP. Las ENTPD’s y las ENPP’s tienen la capacidad de metabolizar el ATP o ADP
hacia AMP, que no activa los receptores purinérgicos. El AMP finalmente es

degradado a adenosina a través de la Ecto 5’ nucleotidasa.

Trifosfato Difosfohidrolasas

Las ectonucleotidasas son enzimas encargadas de degradar el tri- y difosfonucléotidos
hacia monofosfonucledtidos a nivel de los compartimientos intra y extracelular [28, 160,
184]. Hasta el momento se han descrito 8 enzimas (ENTPD1-8) capaces de metabolizar
nucledtidos, sin embargo, debido al sitio donde se realiza esta accién se han descrito dos
grupos: las ectoenzimas y las endoenzimas. Dentro de las ectoenzimas se encuentran la
ENTPD1, ENTPD2, ENTPD3 vy la ENTPD8, que se encuentran adosadas a la membrana
celular; estas proteinas estdan compuestas de dos dominios transmembranales unidos a
través de un asa extracelular donde se encuentra el dominio catalitico, mientras que los
dominios C- y N terminal estdn intracelularmente. Por el otro lado dentro de las
endoenzimas encontramos a la ENTPD4, ENTPD5, ENTPD6, and ENTPD7 que tienen por
caracteristica que se encuentran en las membranas de los organelos intracelulares; en

estas proteinas el dominio catalitico se observa hacia el espacio de los organelos
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membranosos. Dentro de las endoenzimas encontramos a la ENTPD 5 y 6 que presentan
solo un dominio transmembranal con un sitio de corte predicho, por tanto estas ENTPD’s
pueden ser escindidas y liberadas al medio extracelular a través de exocitosis.
Independientemente de su localizacién, todas estas enzimas poseen 5 dominios de
apirasa que esta involucrada en el ciclo catalitico de degradacién de nucléotidos, sin
embargo, la afinidad y capacidad de degradacion de nucleétidos es diferente en cada una
de ellas [28, 160, 184].

e ENTPD1

La Ectonucledtido Trifosfato Difosfohidrolasa 1 o ENTPDasal es una proteina
transmembranal con actividad de nucleédtido difosfato hidrolasa y de nucleétido trifosfato
hidrolasa., como se le nombrard de ahora en adelante. La proteina se encuentra
compuesta por 510 aminodcidos y una masa molecular estimada de 57 kDa,
estructuralmente la podemos encontrar en forma de homodimeros. Es capaz de hidrolizar
tanto ATP como ADP a la misma tasa [185, 186].

e ENTPD2

La Ectonucledtido Trifosfato Difosfohidrolasa 2 o ENTPDasa 2 es una proteina
transmembranal con actividad de nucleétido difosfato hidrolasa y de nucleétido trifosfato
hidrolasa que requiere de cationes divalentes como Ca%* y Mg?* para su funcién. La
proteina tiene un aproximado de 495 aminoacidos y una masa molecular estimada de 53
kDa. El orden de actividad de ectonucleotidasa con diferentes substratos es ATP > GTP >
CTP =ITP > UTP >> ADP = UDP [187, 188].

e ENTPD3

La Ectonucleétido Trifosfato Difosfohidrolasa 3 o ENTPDasa es una proteina
transmembranal con actividad de nucleétido difosfato hidrolasa y de nucleétido trifosfato
hidrolasa, requiere de cationes divalentes para su accién. La proteina obtenida de la
proteina estd compuesta por 529 aminodcidos y tiene una masa molecular estimada de 59
kDa. Tiene la capacidad de degradar tanto ATP como ADP, prefiriendo tres veces mas el

primer metabolito, en comparacién al segundo [189, 190].
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e ENTPD4

La Ectonucleétido Trifosfato Difosfohidrolasa 4 o NTPDasa-4 es una proteina
transmembranal con actividad de nucleétido difosfato hidrolasa y de nucleétido trifosfato
hidrolasa dependiente de la presencia de Ca2+ y Mg2+. La porcién de la proteina que
tiene el dominio de apirasa se encuentra en la parte intracelular y juega un papel
importante en la recuperacién de nucleétidos de los lisosomas. La proteina se encuentra
compuesta por 616 aminoacidos y tiene una masa molecular estimada de 70 kDa.
Hidroliza de manera preferencial a los nucledtidos 5'-difosfatos y tienen una menor
capacidad para hidrolizar nucle 5'-trifosfatos. El orden de actividad es UDP >> GDP = CDP =
TDP, mientras que AMP, ADP, ATP and UMP no son biotransformados por ENTP4. [191,
192].

e ENTPDS5

La Ectonucledtido Trifosfato Difosfohidrolasa 5 es una proteina con actividad de guanosin
difosfatasa y uridin difosfatasa dependiente de la presencia de Ca2+y Mg2+. Sélo posee
una isoforma conformada por 428 aminodcidos y tiene una masa molecular estimada de
47.5 kDa. ENTPS tiene la caracteristica de ser secretada al medio extracelular, por lo que

tiene patrones especificos de glicosilacion para este proceso [193, 194].
e ENTPD6

La Ectonucledtido Trifosfato Difosfohidrolasa 6 es una proteina que tiene la caracteristica
de ser secretada. La proteina esta conformada por 484 aminodcidos y tiene una masa
molecular estimada de 53.24 kDa. Hidroliza de manera preferencias a los nucledtidos 5'-
difosfatos y tienen una menor capacidad para hidrolizar nucledsidos y es incapaz de
metabolizar los monofosfatos. Por la similaridad del sitio activo se propone que el orden
de actividad para los diferentes substratos es GDP > IDP >> UDP = CDP >> ADP. Debido a

gue ENTP6 tiene la caracteristica de ser secretada al medio extracelular [195, 196].
e ENTPD?

La Ectonucledtido Trifosfato Difosfohidrolasa 7 es una proteina membrana de localizacién
vesicular con actividad de nucledtido trifosfato hidrolasa. La proteina presenta 604
aminoacidos y una masa de 68.9 kDa. Presenta actividad enzimatica hacia UTP > GTP >
CTP. Para su accidn requiere como cofactores metalicos. Debido al tipo de localizacién

sufre modificaciones postraduccionales como la glicosilacion [197, 198].
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e ENTPDS

La Ectonucledtido Trifosfato Difosfohidrolasa 8 es una proteina transmembranal con
actividad de nucleétido difosfato hidrolasa y de nucledtido trifosfato hidrolasa. La
proteina presenta 495 aminodcidos y una masa de 53.9 kDa, presenta actividad
enzimatica hacia ATP, ADP, UTP y UDP, pero no hacia AMP. Para su accién enzimatica
requiere cofactores metalicos como. [199, 200]

Nucleétido pirofosfatasa/fosfodiesterasas

La familia de las ENPP estd compuesta por 7 miembros con caracteristicas de ser
ectoenzimas, pero solo los tres miembros (NPP1-3) son relevantes en el contexto de la
sefalizacién purinérgica[28, 201]. Estas enzimas son capaces de hidrolizar los enlaces
pirofosfato y fosfodiéster en un amplio niumero de moléculas como nucledtidos, asi como
ésteres de fosfato de colina y lisofosfolipidos [202-215]. Por sus caracteristicas
estructurales se dividen en dos grupos: |) que posee dos dominios similares
somatomedina B, un dominio catalitico central y un dominio parecido a nucleasa en el
extremos C terminal [28, 184, 201]; este grupo de enzimas al ser embebidas en la
membrana presentan el dominio catalitico en el espacio extracelular; en este grupo
podemos encontrar a las enzimas NPP1-3 en cambio, el grupo Il posee basicamente el
dominio catalitico solamente, al ser localizadas en membrana se observa dirigido hacia el
espacio intracelular [201, 210, 212, 214] .

e ENPP1

La Ectonucledtido Pirofosfatasa fosfodiesterasal es una glicoproteina transmembranal de
tipo Il en forma de homodimero y unida por puentes disulfuro que posee actividad de
nucleétido difosfato hidrolasa y de nucleétido trifosfato hidrolasa. La proteina esta
compuesta de 925 aminodcidos y tiene una masa aproximada de 104 kDa. De manera
preferencial hidroliza ATP pero puede hidrolizar otros 5' nucleotidos trifosfatos como GTP,
CTP, TTP y UTP, asi como los monofosfatos correspondientes con la liberacion de
pirofosfato y polifosfatos de diadenosina, asi como de transformar 3',5'-cAMP hacia AMP
[214, 215].
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e ENPP2

La Ectonucleétido pirofosfatasa 2 es una enzima con actividad de nucleédtido
fosfodiesterasa debido a que cataliza la ruptura de los enlaces diéster en el 5’ de los
oligonucleétidos. Ademads tiene la actividad de fosfolipasa y cataliza la produccién de
acido lisofosfatidico en el medio extracelular. Esta compuesto de 863 aminoacidos y tiene
una masa molecular aproximada de 98 kDa, para efectuar su accidn es secretada en forma
de preproteina y en el medio extracelular es transformada en su forma activa donde
requiere de iones divalentes como zinc y Ca2+ para mantener su estructura terciaria. Su
substrato mayor es la lisofosfatidilcolina, ademas puede hidrolizar bis bis-pNPP, pNP-TMP,

y en una menor proporcién, ATP [212, 213].
e ENPP3

La Ectonucledtido pirofosfatasa 3 es una enzima que presenta actividad de nucleétido
ATP pirofosfatasa y de ATPasa. Metaboliza una variedad de molecular con enlace
fosfodiester y fosfosulfato incluyendo deoxinucledtidos y NAD. La proteina esta
compuesta por 875 aminoacidos y tiene una masa aproximada de 100 kDa. Es una
glicoproteina transmembranal tipo Il =N terminal intracelular- que requiere de iones

divalentes como zinc para efectuar su accion catalitica [210, 211].
e ENPP4

En el caso de los humanos la presencia de la Ectonucledtido pirofosfatasa 4 NPP4 aln es
putativa, el ortélogo en roedores se ha descrito con actividad de hidrolasa de fosfatos de
diadenosina hacia AMP, ADP o ATP. La forma predicha tiene 453 aminoacidos y una masa
predicha de 51 kDa, por similaridad se ha descrito que probablemente requiera al ién zinc

como cofactor. NPP4 es una proteina transmembranal de un solo pase tipo | [208, 209].
e ENPPS

En el caso de los humanos la presencia de la Ectonucledtido Pirofosfatasa 5 o NPP5 aln es
putativa. La forma predicha tiene 477 aminodacidos y una masa predicha de 54.66 kDa, por
similaridad se ha descrito que probablemente una al i6n zinc. Tiene un dominio
transmembranal pero se ha sugerido que también puede ser secretada, finalmente y a
pesar de pertenecer a la familia de las NPPs carece del dominio de pirofosfatas de

nucleétidos asi como el de fosfolipasa D [206, 207].
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e ENPP6

La Ectonucledtido Pirofosfatasa NPP6 es una glicoproteina trasmembranal con actividad
de fosfodiesterasa de glicerolfosfolipidos como fosfatidilcolina. La proteina estd
compuesta por 440 aminodcidos y tiene una masa aproximada de 50.24 kDa. El substrato
qgue prefiere es lisoesfingomielina (similaridad), hidroliza lisofosfatidil colina para formar
monoacilglicerol y fosforilcolina, y no produce acido lisofosfatidico mostrando que tiene
actividad de lisofosfolipasas C, no tiene actividad sobre fosfatidiletanolamina,

fosfatidilinositol, fosfatidilserina, fosfatidilglicerol o acido fosfatidico [204, 205].
e ENPP7

La Ectonucledtido Pirofosfatasa NPP7 es una glicoproteina trasmembranal con actividad
de fosfolipasa C y cataliza la conversion de esfingomielina en ceramida. La proteina esta
compuesta por 458 aminodcidos y tiene una masa aproximada de 51.5 kDa. A pesar de
pertenecer a la familia de las NPP no se ha descrito actividad de nucleétido pirofosfatasa
[202, 203].

Antecedentes
Seiializacion purinérgica y asma

El adenosina trifosfato o ATP, molécula central dentro de los procesos energéticos
intracelulares, participa en la fisiologia de la via respiratoria. La accion del ATP permite la
hidrataciéon de la via aérea y el movimiento ciliar de las células epiteliales que son
necesarios para la limpieza a través de moco [216, 217] la contraccién del musculo liso
traqueobronquial y broncoespasmo [218, 219], adicionalmente se ha descrito como
molécula de sefalizacidn clave de dafo celular que puede inducir reaccién inflamatoria
[30, 34]. Para efectuar su accion el ATP requiere la activaciéon de familias de receptores
membranales purinérgicos conocidos como P2X y P2Y. Los P2X son receptores canal
cationicos inespecificos permeables a Ca?*, Na* y K*. Los P2Y son receptores
metabotropicos que efectian su accién a través de la activacidon de proteinas G vy

formacion de segundos mensajeros [27, 220, 221].
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Debido a que el ATP tiene un papel importante en la homeostasis de la via aérea, los
niveles extracelulares de esta molécula son regulados de manera precisa y continua. Las
enzimas responsables de la degradacién de ATP en metabolitos, como el AMP, que no
activan a los receptores purinérgicos, se conocen como ectonucleotidasas, de estas
enzimas las que presentan en el dominio extracelular el sitio catalitico son las ENTPDasas
1,2,3y8asicomolas ENPP1, 2y 3 [222].

A pesar de que se ha estudiado el papel que tiene el ATP en la fisiologia normal de la via
aérea, hace falta informacion sobre su regulacién en procesos patolégicos de la misma.
En el caso del asma, se ha asociado al ATP con la fisiopatologia de la enfermedad, en la
literatura se ha descrito que los niveles de ATP en lavados broncoalveolares aumentan en
pacientes asmdaticos en comparacion a sujetos sanos[223]. Ademas se ha reportado que
las vias aéreas de pacientes asmaticos son 6400 veces mas sensibles a la inhalacion de ATP
gue los controles sanos y en el caso de los asmaticos el ATP es 87 y 50 veces mas potente
gue la metacolina e histamina, respectivamente, para producir un 15 % de decremento en

el volumen espiratorio forzado al primer segundo [223].

En modelos animales de asma se ha descrito que la eosinofilia y la inflamacién en la via
aérea asi como la hiperreactividad bronquial caracteristicos del estado asmatico
desaparecian cuando se hidrolizaba al ATP o se usaba suramina, un antagonista de los
receptores purinérgicos[34]. En este contexto, en el grupo de trabajo del Dr. Montafio,
reportaron que en cobayos sensibilizados a ovoalbumina (OA), la respuesta de
broncoconstriccidon inducida por el reto antigénico se incrementaba significativamente
cuando eran inhibidas las ectonucleotidasas[218]. Finalmente, se ha reportado que la
disminucién de la expresion de la ENTPDasa 1, enzima que participa en la
biotransformacion del ATP en AMP, puede estar asociada al desarrollo de la inflamacién
de la via aérea [92]. Estas evidencias apuntan que la accién y degradacién del ATP pueden

ser parte de mecanismos centrales en la fisiopatologia del asma.

Finalmente resultados en el laboratorio han descrito que en el modelo experimental de
asma, empleando cobayos tratados con ovovalbimina, se ha descrito una disminucién de
la funcidon de las ectonucleotidasas en células polimorfonucleares (PMN) y mononucleares
(MNC) obtenidas de sangre.
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Problema de investigacion

A pesar de que los antecedentes refieren de un papel clave del ATP en el asma, resulta
poco viable estudiar directamente la expresidon y funcién de las ectonucleotidasas en la via
aérea del paciente asmatico; estas limitaciones han llevado a plantear la necesidad del
estudio de tejidos que puedan reflejar las condiciones del paciente y que sean de facil
acceso. El antecedente del laboratorio sobre la disminuciéon de la actividad de las
ectonucleotidasas en el modelo de asma nos da la pauta de que es posible estudiar el
papel que tienen las ectonucleotidasas en la fisiopatologia del asma empleando células

sanguineas.

Por los antecedentes previamente descritos, resulta interesante estudiar la expresion y
funcion de las ectonucleotidasas en células PMN y MNC obtenidas de muestras
sanguineas de pacientes asmaticos asi como relacionarlos con el nivel crisis asmatica que

presentan.

Importancia

Las crisis asmaticas graves producen intervalos de dificultad respiratoria y asfixia, lo cual
puede ser desalentador o incluso discapacitante para el paciente; a pesar de que la
mortalidad ha disminuido con los afios aun representa un problema por el impacto
econdmico y social asociado a esta [165]. Con el tratamiento adecuado y la observacién de
las recomendaciones terapéuticas, los pacientes con asma pueden mantener una vida
productiva y normal. Por lo cual, estudios en pacientes asmaticos permitirdn entender
mejor la fisiopatologia de la enfermedad que en un futuro generaran nuevas estrategias

terapéuticas para su control.

Hipotesis

Los pacientes con mayores niveles de gravedad de crisis asmatica grave poseen menor
funciéon y expresion de las ectonucleotidasas en leucocitos obtenidos de muestras

sanguineas.

74



Objetivo General

Determinar el proceso de regulacién de la sefializacidn purinérgica: liberacion de ATP en
leucocitos sanguineos de sujetos sanos asi como la determinaciéon de su metabolismo

leucocitos obtenidos de pacientes asmaticos.

Objetivos Particulares

1.-Analizar el papel que tiene la sefializacién del ATP a través de los receptores P2Y y P2X

sobre la liberacién de ATP u otros nucledtidos en leucocitos sanguineos de sujetos sanos.

2.- Analizar la expresion de las ectonucleotidasas en leucocitos sanguineos de pacientes
con crisis asmatica de diferente gravedad

Objetivos Especificos

1.- Analizar la actividad de las ectonucleotidasas en leucocitos obtenidos de muestras
sanguineas de pacientes con crisis asmatica leve, moderada y grave..

1.1. Se analizard la actividad de las ectonucleotidasas empleando el método de

verde de malaquita/molibdato de sodio en células mononucleares y polimorfonucleares.

2.- Determinar la expresion de las ectonucleotidasas cuyo dominio catalitico se
encuentra hacia el espacio extracelular en leucocitos obtenidos de muestras sanguineas

de pacientes con crisis de asma de diferente gravedad.

2.2. Se analizardn la expresion del mRNA para las ENTPDasas 1, 2, 3 y 8 asi como

ENPP1, 2 y 3 mediante PCR en tiempo real empleando células polimorfonucleares.

2.1. Se analizaran la expresion de las ENTPDasas 1, 2, 3y 8 asi como ENPP1, 2y 3

mediante inmunofluorescencia en células polimorfonucleares.

3.- Comparar la expresion y funcion de las ectonucleotidasas con los diferentes

diagnosticos de crisis asmatica.
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4.- Contrastar los resultados obtenidos con sujetos sanos.

Material y métodos

El estudio se realizé en colaboracion con el Instituto Nacional de Enfermedades
Respiratorias, por lo cual, se garantiza el acceso a las muestras de los pacientes asmaticos.
Todos los procedimientos fueron aprobados por la Comisién de Etica e Investigacién de la
Facultad de Medicina de la UNAM y del Comité de Etica del Instituto Nacional de

Enfermedades Respiratorias

Toma de muestra

Se realizé la toma de muestra de sangre de pacientes que presentaron crisis asmatica
leve, moderada y grave y acudieron a la unidad de urgencias del Instituto Nacional de
Enfermedades Respiratorias, posterior a la firma de consentimiento informado. La
definicion del estatus del paciente con nivel de crisis asmatica se realizara de acuerdo a los

lineamientos descritos por GINA (apéndice 1).

Purificacion de las células polimorfonucleares y mononucleares

La sangre colectada de pacientes asmaticos y sujetos sanos fue colocada en tubos Falcon
de 14 ml (Ref 352057,Corning Nueva York, Estados Unidos) que contenian una solucién
comercial (Polymorphprep, Acurate, Oslo, Noruega) en una relacién 1:1. Estos tubos
fueron centrifugados a 1800 rpm durante 35 min a 20°C para separar la fraccidn blanca
de las roja. La fraccidon que contenia las células mononucleares fue separada, mientras
polimorfonucleares fue colocada en un tubo Falcon de 50 ml que contenia RPMI como
medio de recepcidn. Las células fueron centrifugadas a 1800 rpm durante 10 min a 20°C
para eliminar los restos celulares y de Polimorphprep. Para eliminar los eritrocitos
contaminantes se incubaron las células en buffer de lisis (apréndice 2) durante 5 min a
4°C. Posteriormente fueron centrifugadas a 1800 rpm durante 10 min a 20°C y el

sobrenadante fue desechado. El botdn celular fue resuspendido en solucién de trabajo
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(apéndice 3) y centrifugado en una minifuga durante 1 minuto, se realizaron dos lavados
con solucién de trabajo siguiendo el mismo método. El botén se resuspendid en solucién
de trabajo y se tomd una alicuota para contar al microscopio empleando una camara de

Neubauer. Las células polimorfonucleares fueron reservadas por su posterior uso.

Medicion de la actividad de las ectonucleotidasas

La actividad de las ectonucleotidasas en cada uno de estos tipos celulares fue
determinada por la cuantificacion de fosfato inorganico (Pi) liberado. Para este fin, en
tubos de borosilicato se colocaron 2x10° de células (mononucleares y e
polimorfonucleares) . Se les adicioné el medio de reaccidn en un volumen final de 1 ml de
SSF 0.9%, preincubado durante 20 min a 37°C. La reaccién fue iniciada por la adicion de
diversas concentraciones de ATP-Mg?* (125, 250 y 500 pM) vy la actividad fue evaluada a
diferentes tiempos de incubacién (4, 8, 16, 32, 64 y 128 min) posterior a la adiciéon de ATP-
Mg?*. Para detener la reaccidén de cada tiempo, la muestra fue puesta en hielo ~4°C
durante 10 min, para inmediatamente después cuantificar la liberacion del fosfato
inorganico usando un método colorimétrico a 660 nm, acoplado con una mezcla de
molibdato de sodio-Elon [4-(metilamino) fenol hemisulfato], y usando H3:POs; como
estandar. Todas las determinaciones fueron realizadas por duplicado y la actividad
especifica fue reportada como fosfato liberado (1LM). Adicional a esto se utilizd ARL 67156

como inhibidor de las ectonucleotidasas [224].

Expresion de ectonucleotidasas mediante PCR en tiempo real

Células polimorfonucleares purificadas se homogenizaron en buffer de lisis. Las muestras
se tratan para la obtencién de RNA libre de DNA empleando el kit RNAeasy spin. Se
sintetizd el cDNA empleando el kit SuperScript VILO cDNA synthesis kit. Las sondas
especificas para NTPDasa 1, 2, 3y 8 NPP1, 2 y 3, GAPDH fueron provistas por Applied
Biosystems —Tabla anexa-. Se realizaron curvas de validacién y eficiencia. Technologies).
Las reacciones de qPCR fueron realizadas en un StepOne Real Time PCR system (Foster

City CA, USA). El analisis de los resultados se realizé empleando el método AACT y 2724,
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Sondas empleadas para PCR en tiempo real

Ectonucleotidase Catalog number Assay ID Dye
ENTPDase 1 4453320 Hs00969559_m1 FAM
ENTPDase 2 4331182 Hs00154301 _m1 FAM
ENTPDase 3 4331182 Hs00928977 m1 FAM
ENTPDase 8 4331182 Hs01651150 m1 FAM
ENPP1 4331182 Hs01054040 _m1 FAM
ENPP2 4331182 Hs00905117 m1l FAM
ENPP3 4331182 Hs01038393_m1 FAM
GAPDH 4331182 Hs03929097_g1 FAM
Beta actin 4331182 Hs99999903 m1 FAM
18S rRNA 4318839 No disponible VIC-MGB

Inmunofluorescencia

Las células polimorfonucleares purificadas fueron fijadas en paraformaldehido 4% /PBS
durante 10 minutos a 4°C. Posterior a esto fueron lavadas en PBS y en PBS Tween 20 al
0.1% para poder extender en laminillas electrocargadas (Biocare Medical, Concord CA,
Estados Unidos) y dejadas secar a temperatura ambiente; las laminillas fueron guardadas
a 4°C hasta su empleo. Las laminillas con células PMN fueron lavadas en PBS y montadas
en un rack empleando coverplates (Biocare). Posterior a esto se incubaron con soluciéon
permeabilizadora (0.05% tween 20 en PBS) durante 10 min a temperatura ambiente y
fueron lavados con PBS. Para el bloqueo de sitios inespecificos de unién de anticuerpos se
incubd con una solucién de suero de caballo al 10%/2% albumina bovina sérica en 0.05%
Tween® 20 en PBS durante 2 horas a temperatura ambiente y subsecuentemente se
realizaron lavados con PBS. Los anticuerpos en contra de los ectonucleotidasas (Tabla)
fueron eluidos en diluyente Da Vinci Green (Biocare)) en una proporcion 1:50 e incubados

toda la noche a 4°C.

Ectonucleotidasa Caracteristicas del anticuerpo Numero de catalogo
ENTPDase 1 Monoclonal hecho en ratén ab30422
ENTPDase 2 Policlonal hecho en conejo ab102651
ENTPDase 3 Monoclonal hecho en ratén ab67263
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ENTPDase 8 Policlonal hecho en cabra sc-160609
ENPP1 Policlonal hecho en cabra ab40003
ENPP2 Monoclonal hecho en ratén ab77104
ENPP3 Policlonal hecho en conejo ab118445

Todos los anticuerpos fueron obtenidos de la casa comercial Abcam (Cambrige, UK) con
excepcion de ENTPD 8 que fue obtenido de Santa Cruz Biotech (Dallas, TX, USA).

Las laminillas fueron lavadas con PBS y ulterior a esto se incubd con un anticuerpo
fluorescente en contra de la especie donde se generd el anticuerpo primario anti-
ectonucleotidasas diluido 1:100 en PBS e incubado a temperatura ambiente durante 20

min, posterior a esto fueron lavadas con PBS.

Animal donde fue

Proteina . . Anticuerpo secundario empleado
obtenido el anticuerpo

ENTPDase 1 Alexa Fluor 488 donkey anti-mouse (H+L)
ENTPDase 3 Ratén antibody (A21202, Life Technologies, Carlsbad

ENPP2 CA, Estados Unidos)

Alexa Fluor 488 donkey anti-goat (H+L)

ENTPDase 8 ) ]

ENPP1 Cabra antibody (A11055, Invitrogen, Carlsbad CA,

Estados Unidos)
Alexa Fluor488 donkey anti-rabbit (H+L)
Conejo antibody (A11055, Invitrogen, Carlsbad CA,
Estados Unidos)

ENTPDase?2
ENPP3.

La tincidn de los nucleos se realizé con TOTO-3 iodide (Life Technologies, Carlsbad CA,
Estados Unidos) durante 10 min a temperatura ambiente y las laminillas fueron lavadas
con PBS a continuacion. Las células se fijaron con ea-paraformaldehido 4% /PBS durante
10 minutos a temperatura ambiente y lavadas con PBS previo a su montaje. Las laminillas
fueron montadas con medio de montaje Dako Fluoresence Mounting Medium (Dako,
Carpinteira CA, Estados Unidos) y dejadas secar. Las laminillas fueron observadas vy
fotodocumentadas en un microscopio confocal (LSM 5 Pascal, Carl Zeiss AG, Jena,

Alemania). Como controles negativos se emplearon laminillas sin anticuerpo anti-
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ectonucleotidasas, para determinar si los resultados de ENPP1 correspondian a una
inmunoreaccion especifica se incubd el anticuerpo anti-NPP1 con el péptido bloqueador
del anticuerpo (Ab45822 Abcam, Cambrige Reino Unido) en una proporcién 1:2 durante
toda la noche a 37°C, posterior a esto, se empleé anticuerpo primario y fue usado como
esta previamente descrito.

Analisis estadistico

La comparacién de la actividad y expresion de las ectonucleotidasas membranales en los
diversos niveles de gravedad de la exacerbacién se evaluaron mediante ANOVA seguido
de prueba de Dunnet.

Financiamiento

El proyecto cuenta con financiamiento por PAPIIT, UNAM (IN200613) y CONACYT (219859)

Eliminacion de residuos biolégicos

Todo el material quimico-bioldgico e infeccioso fue desechado de acuerdo a los
lineamientos de la Facultad de Medicina y del Instituto Nacional de Enfermedades
Respiratorias. En base a la Ley General de Salud, el Reglamento de la Ley General de Salud
en materia de la Investigacidn para la Salud, el Reglamento de la Ley General de Salud en
Materia de Control Sanitario de la Disposiciéon de Organos, Tejidos y Cadaveres de Seres
Humanos, el Reglamento de Seguridad y Coordinaciéon en Materia de Investigacion para la
Salud en la UNAM, el Reglamento Interior de la Facultad de Medicina y las Normas

Oficiales Mexicanas aplicables en materia de Bioseguridad.
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Resultados

En este reporte analizamos la funcién de las ectonucleotidasas en leucocitos obtenidos de
muestras sanguineas de pacientes asmaticos asi como relacionarlos con el nivel crisis
asmatica. Para cumplir los objetivos de este estudio empleamos el siguiente abordaje:
realizamos tres tipos de perspectivas: la perspectiva funcional empleando una curva de
actividad enzimatica, la determinacién de la expresion de la proteina mediante

inmunofluorescencia y finalmente la expresiéon del mRNA a través de PCR en tiempo real.

Para determinar la actividad de las ectonucleotidasas empleando el método de verde de
malaquita/molibdato de sodio en células mononucleares y polimorfonucleares en el que
se determina la cantidad de fosfatos generados mediante un método colorimétrico. Al
realizar un analisis de la actividad enzimatica de las ectonucleotidasas, independiente del
tipo de enzima empleada para la degradacién de ATP, observamos que todas las muestras
—independientemente de su origen- tenian la capacidad de degradar el ATP, lo que sugiere
gue las ectonucleotidasas son expresadas en células polimorfonucleares como
mononucleares. Adicional a esto, cuando analizamos los datos podemos observar que la
capacidad de degradar el ATP y generar fosfato inorganico se mantiene durante el curso

temporal de la cinética (Figura 1).

Al analizar los datos separados por niveles de gravedad de crisis asmatica y los donadores
sanos podemos observar que las cinéticas de formacion de fosfato inorganico son
similares entre las células provenientes de donadores sanos con los de la crisis asmatica
leve y moderada, hecho que no se observa con los datos de la crisis grave. En el caso de la
crisis grave podemos observar una disminucion en la formacién de fosfatos
estadisticamente significativo en temporalidad similar, lo que sugiere que en este caso hay
una menor actividad enzimatica de las ectonucleotidasas en las células

polimorfonucleares y mononucleares (Figura 1).
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Figura 1.- Medicién de la actividad enzimatica de las ectonucleotidasas de sujetos sanos y pacientes con diferentes
niveles de crisis asmatica. La actividad fue determinada mediante la produccién de fosfatos en la presencia de ATP 500
1M empleando células polimorfonucleares y mononucleares. * p<0.05. ABC: drea bajo la curva.

Para determinar que la generacién de fosfatos fuera mediada a través de la degradacién
via ectonucleotidasas se empled un inhibidor selectivo de la actividad enzimatica de estas
—ARL 67156-. Esta molécula tiene la capacidad de inhibir la actividad de las
ectonucleotidasas que se han descrito con mayor expresion celular: ENTPDasal,
ENTPDasa3 y ENPP1. En este caso las determinaciones de la generacion de fosfato
inorganico se realizaron empleando dos concentraciones del inhibidor ARL en cada uno de
los tipos de crisis asmatica. Al observar las graficas de las cinéticas enzimaticas
observamos que las células, independiente del nivel de gravedad de su crisis asmatica,
son sensibles a la presencia de ARL debido a que hay una disminucidn de la formacién de

fosfato inorganico a diferentes concentraciones de ARL (Figura 2).

Cuando realizamos el analisis separando por tipo de donador observamos que los sujetos
sanos no presentan inhibicion a una dosis de 100 uM de ARL, pero si de 320 uM lo que
sugiere que las enzimas no inhibidas pueden rescatar parcialmente la actividad total de
nucleotidasa de las células a pesar de que ENTPDasal, ENTPDasa3 y ENPP1 se encuentran
inhibidas (Figura 2). En el caso de las cinéticas obtenidas de leucocitos de pacientes con
crisis asmatica leve, moderada y grave observamos un porcentaje de inhibicién de 22, 23
y 30 %, respectivamente, que independientemente de la concentracién de ARL se
presenta una inhibicién significativa de la actividad enzimdtica (Figura 2). Estos datos

sugieren que hay una expresién diferencial de las ectonucleotidasas entre donadores
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sanos y pacientes con crisis asmatica, independientemente de la gravedad de la crisis
asmatica, sin embargo, se observa una mayor inhibicion en los pacientes asmaticos
graves.

400 Donadores Crisis Leve

W ATP250 uM
W ATP 250 uM +ARL 100 M x 229
B ATP 250 uM + ARL 320 pM [

*¥

Fosfatos (pM)

100

n=3-9

0 20 40 60 B0 100 120 140 |D 20 40 60 80 100 120 140
Tiempo (min)

Crisis Moderada Crisis Grave

23%
g™ * p<0.05 ** p<0.01 I
= i i i
= L 30%
.2 200 *
s : e

g

n=6-8
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Figura 2.- Medicién de la actividad enzimatica de las ectonucleotidasas de sujetos sanos y pacientes con crisis asmatica
leve en cotratamiento con el inhibidor no especifico ARL. La actividad fue determinada en leucocitos mediante la
produccion de fosfatos en la presencia de ATP 250 uM y dosis de 100 y 320 uM de ARL. * p<0.05** p<0.01.

Una vez delimitado que existia una menor actividad de ectonucleotidasa en las células
polimorfonucleares y mononucleares en pacientes con crisis grave, se analizé si la
disminucién de la actividad enzimatica era debida a un cambio en la expresion de mRNA
para las diferentes ectonucleotidasas. Para esto se analizd6 mediante PCR en tiempo real la
expresion de ENTPDasal, 2, 3y 8 asi como de ENPP1, 2y 3.

Podemos observar que las enzimas ENTPDasa 1 y 2 asi como las ENPP1, 2 y 3 son

expresadas en células polimorfonucleares de donadores sanos asi como de pacientes con
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crisis asmatica, independientemente del nivel de gravedad (Figura 3, 4 y 5); hecho que no
sucede en el caso de la ENTPDasa 3 y 8, que no se expresan en estas células (Figura 6).

Al analizar la expresion de las enzimas podemos observar que en el caso de ENTPDasa 1y
2 asi como ENPP2 la presencia del mRNA para estas enzimas se mantiene constante en los
sujetos sanos y en las diferentes crisis asmaticas (Figura 4 y 5). Cuando analizamos la
expresion de ENPP3 podemos observar que hay una tendencia a la alza en la expresién en
la crisis asmatica leve, hecho que no se presenta en el caso de las crisis asmaticas
moderada y grave (Figura 4). Finalmente, cuando observamos la expresién de ENPP1
observamos que su expresion se mantiene cuando comparamos a los donadores sanos y a
los de crisis asmatica leve y moderada, pero su expresién disminuye significativamente en

el caso de las crisis asmaticas graves (Figura 3).

25

E-NPP1
Expresionrelativa

Donador
sano
Crisis leve
Crisis grave

Crisis moderada

Figura 3.- Expresion del mRNA para ENPP1 en sujetos sanos y pacientes con crisis asmatica de diferentes niveles de
gravedad en células polimorfonucleares. Las barras representan muestras de pacientes independientes que fueron

normalizadas empleando el método 2-2ACT, Las lineas representan la desviacion estandar. * p<0.01
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Figura 4.- Expresion del mRNA para ENPP2 y 3 en sujetos sanos y pacientes con crisis asmatica de diferentes niveles de

gravedad en células polimorfonucleares. Las barras representan muestras de pacientes independientes que fueron

normalizadas empleando el método 2-2ACT, Las lineas representan la desviacion estandar.
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Figura 5.-Expresion del mRNA para ENTPDasa 1y 2 en sujetos sanos y pacientes con crisis asmatica de diferentes niveles

de gravedad en células polimorfonucleares. Las barras representan muestras de pacientes independientes que fueron

normalizadas empleando el método 2-*2<T, Las lineas representan la desviacion estandar.
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Figura 6.- Expresion del mRNA para ENTPDasa 3 y 8 en sujetos sanos y pacientes con crisis asmatica de diferentes niveles
de gravedad en células polimorfonucleares—ND= no detectada

Posterior a la determinacion de la presencia del mRNA de las ectonucleotidasas mediante
PCR en tiempo real, el siguiente punto a analizar fue la presencia de las proteinas
mediante inmunofluoresencia en las células polimorfonucleares. Debido a que estas
enzimas son membranales esperamos observar la marca en la periferia celular mientras
qgue el nucleo tefiido con TOTO-3 iodide se observé multilobulado y central. En la
inmunodeteccion podemos observar que ENTPDasal y 2 asi como ENPP 2 se expresan en
las células polimorfonucleares de donadores sanos y de pacientes con crisis asmatica de

diferentes niveles de gravedad en proporciones similares (Figura 7, 8 y 10).

En el caso de ENPP1 podemos observar un evidente decremento de la expresidon de esta
enzima mientras aumenta la gravedad de la crisis asmatica, haciéndose casi imperceptible
en las muestras de pacientes con crisis asmatica grave (Figura 9). Al analizar la expresién
de ENPP3 observamos que se en el caso de los donadores la inmunotincién se observa
débil, pero cuando analizamos los resultados hay un tendencia de aumento de la
expresion de estas enzimas en el caso de la crisis asmatica leve, que se mantiene en la
crisis moderada, mientras que en el caso de los pacientes con crisis asmatica grave el

marcaje es similar al de donadores sanos (Figura 11).
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Donador Sano Leve Moderado Grave

Figura 7.- Inmunofluorescencia para ENTPDasal (verde) en células polimorfonucleares de pacientes asmaticos de

diferente nivel de gravedad y donadores sanos. Los nucleos se tifieron con TOTO-3 iodide (rojo). La barra representa 10
um.

Donador sano Leve Moderada Grave

Figura 8.- Inmunofluorescencia para ENTPDasa 2 (verde) en células polimorfonucleares de sujetos sanos y de pacientes
con crisis asmatica de diferentes niveles de gravedad. Los nucleos se tifieron con TOTO-3 iodide (rojo). La barra
representa 10pum.

Donador sano Leve Moderado Grave

Figura 9.- Inmunofluorescencia para ENPP1 (verde) en células polimorfonucleares de individuos sanos y pacientes con
diferentes niveles de gravedad de crisis asmatica; los nucleos se tifieron con TOTO-3 iodide (rojo). La barra representa

10um.
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Donador sano Leve Moderado Grave

Figura 10.- Inmunolocalizacién para ENPP2 (verde) en células polimorfonucleares de sujetos sanos y pacientes con

diferentes niveles de gravedad de crisis asmatica; los nucleos se tifieron con TOTO-3 iodide (rojo). La barra representa
10um.

Donador sano Leve Moderado Grave

Figura 11.- Inmunofluorescencia para ENPP3 (verde) en células polimorfonucleares de donadores sanos y de pacientes

asmaticos con crisis de diferentes niveles de gravedad. Los nucleos se tifieron conTOTO-3 iodide (rojo). La barra

representa 10pum.

Discusion

El asma es una patologia de las vias aéreas caracterizada por la inflamacién crénica; en
esta se ha descrito que el ATP y sus metabolitos participan en los procesos de secrecion de
moco en la via aérea asi como en la hiperreactividad bronquial y broncoespasmo, eventos
centrales en la fisiopatologia de la enfermedad [217, 218]. Se ha reportado que las células
polimorfonucleares pueden tener un rol central dentro de la etiopatogenia de la
enfermedad [225-227]; sin embargo, aun no se ha descrito el papel que tienen las
ectonucleotidasas —enzimas que degradan el ATP- en la crisis asmatica asi como en su

expresion en PMN, células clave en esta patologia.
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Las evidencias presentadas en este trabajo sugieren que la actividad de las
ectonucleotidasas es menor dependiendo de la crisis asmatica; esto secundario a
expresion diferencial de las ectonucleotidasas —mRNA y proteinas- dependiendo de la
gravedad de la crisis asmatica. Los resultados muestran que los leucocitos de los pacientes
asmaticos que presentan una crisis grave despliegan una menor actividad de las
ectonucleotidasas, hecho observado por la generacién de fosfatos en las células obtenidas
de pacientes con este nivel de gravedad. En cambio, en el caso de las muestras
provenientes de los pacientes que presentan una crisis asmatica tipo leve o moderada se
observa una actividad similar a los donadores sanos. Los resultados presentados
concuerdan con evidencias previamente reportadas, en las cuales se ha descrito la
presencia de niveles elevados de ATP en lavados broncoalveolares de pacientes asmaticos
[223] y donde se ha asociado los niveles de esta biomolécula a la inflamacion vy la

hiperreactividad bronquial en un modelo de asma [34, 218].

Para determinar si la generacion de fosfatos es secundaria a la actividad de las
ectonucleotidasas se realizd una cinética de produccién de fosfatos empleando ARL
67156, inhibidor de la actividad de la ENTPDasa 1y 3 asi como ENPP1[224]. Los resultados
muestran una disminucion de la actividad de las ectonucleotidasas en los pacientes con
crisis asmatica a desde concentraciones de ARL 100uM, independientemente de su
gravedad, hecho que no se presenta en el caso de los donadores sanos. Ademas se
observa que la disminucion de la actividad observada ronda entre el 20, 22 y 30% con 100
MM de ARL en las muestras de pacientes con crisis leve, moderada o grave
respectivamente, situacidn que no se presenta en el caso de los sujetos sanos. Este
resultado sugiere que los pacientes sanos presentan una mayor actividad de otros
miembros de la familia de las ectonucleotidasas que permiten mantener la actividad

enzimatica a pesar de que ENTPDasa 1y 3, asi como ENPP1 se encuentran inhibidas.

Para determinar si los cambios en la actividad enzimdtica son debidos a diferencias a la
expresion de los diferentes miembros de la familia de las ectonucleotidasas entre los
pacientes asmaticos y los sujetos sanos, se procedié a realizar la determinacién de la
expresion de los mRNA de las enzimas mediante PCR en tiempo real. Los datos
presentados demuestran que las enzimas ENTPDasa 1 y 2, asi como ENPP1, 2 y 3 son
expresadas tanto en pacientes asmaticos como en sujetos sanos; sin embargo no se
observé la expresidn de ENTPDasa 3 y 8 en ningln grupo. En el caso de la ENTPDasa 1y 2
presentan patrones de expresidn similar, independientemente del grupo en el que se

encuentren. Sin embargo, para ENPP1 se observd una disminucién de la expresién en los
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sujetos con crisis asmatica grave, hecho que no se observé para ninguna de las demas
enzimas o tipos de crisis asmatica. Estos resultados sugieren que ENPP1 podria ser central
dentro del metabolismo del ATP en el caso de las crisis asmaticas graves; este hallazgo
parece soportar los resultados reportados en la literatura, donde la disminucion de la
expresion de otra ectonucleotidasa, la ENTPDasa 1, puede estar asociada al desarrollo de
la inflamacion de la via aérea [92]. Adicional a esto, se observé que hay una tendencia al
alza de la expresién de ENPP3 en los pacientes con crisis leve, sin embargo, hacen falta
muestras de pacientes con este diagndstico para corroborar estos datos; este hecho
requiere mayor estudio debido a que se ha descrito que en el caso de los ratones
knockout para ENPP3 hay un aumento en la concentraciones de células cebadas en la
sangre — células involucradas en la crisis asmatica- y adicional a esto, un incremento en las
concentraciones de ATP en el plasma [94], por lo que no sélo la ENPP1 podria estar
involucrada en la fisiopatologia del asma, sin embargo hace falta ahondar en este

hallazgo.

Una vez identificados los mRNAs de las enzimas expresadas en las células
polimorfonucleares se procedid a determinar la presencia de la proteina para estas
mediante inmunofluoresencia. Al analizar los datos obtenidos por inmunofluoresencia
podemos observar que hay una presencia débil de ENTPDasa 1y 2, asi como de ENPP2,
hecho que corrobora con los datos observados en PCR en tiempo real. En el caso de
ENPP1 podemos observar que hay una disminucion de la expresion de la proteina en el
caso de las crisis asmaticas graves, hecho que coincide con lo observado mediante PCR en
tiempo real en este tipo de crisis; mientras que en el caso de ENPP3 los resultados apoyan
la tendencia observada en PCR en el caso de las crisis asmaticas leves. En ambos casos
estos datos sugieren que existe la expresién diferencial de ENPP1 y ENPP3 en las crisis

asmaticas leve y grave.

Conclusiones

-Las ectonucleotidasas participan en la degradacion de ATP exdgeno en leucocitos

sanguineos de sujetos sanos y pacientes asmaticos

-La ectonucleotidasa ENPP1 se expresa en menor concentracidn en células

polimorfonucleares en sujetos con crisis asmatica grave.
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Discusion Final

ATP como regulador clave de la respuesta proinflamatoria

El ATP es usualmente liberado al medio extracelular al presentarse dafio tisular, necrosis,
apoptosis y actia como una molécula senal de dafio o DAMP. Este nucledtido es
reconocido por las células del sistema inmune a través de los receptores purinérgicos y
participa como un regulador clave de multiples procesos de la respuesta proinflamatoria,
incluyendo la quimiotaxis, la degranulacion y el estallido respiratorio en el caso de los
neutrofilos, asi como la citotoxicidad celular y la diferenciaciéon hacia Th17 en el caso de

linfocitos T.

Adicional a la exposicion del medio intracelular en caso de muerte celular se ha descrito la
elevacion del ATP en el medio extracelular en asociacion a cascadas de sefializacién; por
ejemplo, se ha reportado en la literatura la liberacién de ATP en neutrdfilos en respuesta
a la activacion del receptor para FMLP, una molécula asociada a patdogenos [83]. Ese
trabajo de la literatura sienta las bases para sugerir la existencia de otras vias de
sefnalizacién involucradas en la liberacién de ATP, pudiendo emplear cascadas rio abajo
compartidas con otras moléculas de sefializaciéon. En el trabajo de tesis aqui presentado
sustentamos la idea anterior y proponemos que el ATP u otros nucleétidos no solamente
son liberados por dafio tisular o por exposicion a PAMPs, si no que la evidencia aqui
mostrada sugiere que adicional a este proceso se presenta liberacion mediada por la

activacion de los receptores purinérgicos P2.

Los resultados aqui presentados se encuentran en concordancia con lo descrito en la
literatura, donde se ha descrito que la activacién del receptor P2X7 induce la liberacién de
ATP en los linfocitos T mediado por la coactivacidn de los canales de panexinas [158]. Sin
embargo, los resultados aqui presentados sugieren que este efecto no se produce
solamente en activacion a los receptores P2X, si no que la aproximacion farmacoldgica
empleada sugiere que la liberacidon de ATP puede ser mediada en parte por los receptores
P2Y2. Este resultado adquiere un significado biolégico importante debido a que una parte
importante de la accion proinflamatoria del ATP en neutréfilos, macréfagos y eosinoéfilos

es mediada por la activacién de este receptor.

Los datos aqui mostrados sugieren que en el sistema inmune en presencia de ATP no solo

se activan las acciones proinflamatorio, si no que esta molécula forma parte de un sistema
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de retroalimentacion positiva que induce una liberacidon de este nucleétido al realizar la
activacion de sus propios receptores, sobre todo los receptores purinérgicos P2Y. Esto
replantea el papel que tiene el ATP dentro de la regulacion del sistema inmune, entre los
proceos proinflamatorios y antiinflamatorios, y lo reposiciona como un elemento clave en
el desencadenamiento de la respuesta proinflamatoria y sus Jloops tanto de

retroalimentacion positiva y negativa.

Adicional a esto presentamos evidencias que sugieren que el mecanismo de liberacién de
ATP es mediante conexinas. Dentro de las células del sistema inmune, la conexina 43
participa de manera relevante desde el proceso de hematopoyesis y se ha descrito la
liberacién de ATP en neutréfilos [150]. Se ha reportado que en ratdn heterocigoto para
para esta proteina -donde se observa una disminucién de la expresion de conexina 43- los
neutrofilos no realizan los proceso de migracion e infiltracion de manera adecuada en un
modelo de dano pulmonar [228] lo que sugiere que estas células no realizan los evento
proinflamatorios de manera normal. Este hecho resulta relevante, porque la mayor parte
de las citocinas y quimiocinas involucradas en estos procesos son liberados por exocitosis,

mientras que el ATP requiere a conexinas como su mecanismo de liberacion.

En conjunto, los resultados presentados en la primera parte de la tesis asi como los
reportes de la literatura sugieren que el ATP no sdlo desencadena eventos claves dentro
de la respuesta inflamatoria, sino que también podria ser una molécula requerida para su
mantenimiento, liberando mas nucledtidos al medio extracelular mediante la activacion
de receptores purinérgicos. Adicional a esto, se sugiere que el ATP pueda involucrarse
como una molécula de acciones pleiotrépicas dentro del sistema inmune, debido a que
también participa como interconexidn con otras vias de reconocimiento de moléculas
patdgenos por ejemplo con LPS o FMLP.

En conclusién los resultados aqui presentan sugieren que la activaciéon de los receptores
purinérgicos vy la liberacién de ATP es un proceso central dentro de la respuesta inmune,
desde el proceso de induccién, mantenimiento y amplificacion de la respuesta inmune
proinflamatoria.

Ectonucleotidasas como enzimas con actividad inmunosupresora

Debido a su papel central dentro de la respuesta proinflamatoria los niveles de ATP deben

ser regulados ampliamente. Las células del sistema inmune expresan ectonucleotidasas en
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la membrana plasmatica, sobre todo ENPP1 y ENTPDasal, encargadas de biotransformar
el ATP hacia AMP, incapaz de desatar cascadas de sefalizacién a través de receptores
purinérgicos [29].

Las células del sistema inmune expresan estas enzimas en su membrana celular, sin
embargo, debido a la importancia en la inmunomodulacién por ATP estas proteinas se
expresan de manera diferencial en cada uno de los contextos inmunolégicos. Un claro
ejemplo de esto ocurre en el caso de la activacion de los linfocitos en la respuesta
proinflamatoria, donde ocurre la induccién de la expresion de ENTPDasal al realizar la
activacion cruzada del TCR con el MHC de la molécula presentadora de antigeno[229].
Adicional a esto se ha descrito que durante la diferenciacion de las células T reguladoras,
elementos celulares encargados de la inmunomodulacién de manera negativa, se induce
la expresidon de la ectonucleotidasa ENTPDasal [116]; anexo a esto, se ha descrito que se
induce la expresiéon de ENPP3 durante la presentacién de antigenos en células cebadas y
mastocitos [94]. Ambos resultados sugieren que parte de la accion de estas células puede
estar mediada por el metabolismo del ATP. Estos datos apuntan que los niveles de estas
ectonucleotidasas son claves para la retroalimentacién negativa de la sefial inflamatoria,

en el proceso de eliminacion de los desencadenantes y mediadores inmunitarios.

En este trabajo sugerimos la relevancia las ectonucleotidasas durante un proceso
proinflamatorio con impacto en salud publica: el asma. En este caso presentamos
evidencia de que en los pacientes con crisis asmatica grave se presenta una disminucién
de la expresién de la ectonucleotidasa ENPP1, lo que apunta que estas enzimas puedan
ser relevantes dentro del proceso inflamatorio. Estos resultados sustentan los datos
presentados en la literatura, donde se observa que en pacientes asmaticos se presenta
una elevacion de ATP en los lavados broncoalveolares, por lo que la disminucién de estas

enzimas podria exacerbar el proceso proinflamatorio en los pacientes asmaticos.

Adicional a la disminucion de ENPP1 se observa una tendencia a la disminucion en el caso
de ENPP3, enzima filogenética y estructuralmente similar a ENPP1 [201], esta disminucién
en la expresidn resulta interesante debido a que ambas enzimas tienen una alta afinidad
por ATP sobre otros nucledtidos y lo biotransforman en AMP. Este resultado apoya
descripciones en la literatura que asocian a ENPP3 con inflamacién crénica, se ha descrito
gue en el caso de los ratones knockout para ENPP3 hay un aumento en la concentraciones
de células cebadas en la sangre — células involucradas en la crisis asmatica- y adicional a
esto, un incremento en las concentraciones de ATP en el plasma [94]. Posteriormente se

observéd que en un estimulo intradérmico hay una elevacidn de las concentraciones de
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células eosindfilos, baséfilos y neutréfilos, encargados de la inflamaciéon crénica durante
eventos de hipersensibilidad y también participes en la fisiopatologia del asma. Los
resultados presentados en este trabajo y reportados por la literatura sugieren que ENPP3
podria actuar como regulador negativo de los eventos de hipersensibilidad, sin embargo,
hace falta un mayor nimero de muestras para corroborar esta observacion en el caso de

los pacientes asmaticos.

En conclusidn, los resultados aqui mostrados asi como las evidencias presentes en la
literatura sostienen la idea de que la regulaciéon de la sefial proinflamatoria mediada por

ectonucleotidasas puede ser clave dentro de los proceso de salud-enfermedad humana.

El ATP como blanco terapéutico

Los resultados aqui presentados sugieren un papel central de los nucleétidos
extracelulares como el ATP en la retroalimentacion positiva de la respuesta
proinflamatoria, asi como el papel fundamental que tienen las ectonucleotidasas dentro
del proceso fisiolégico que mantiene a raya los efectos deletéreos del sistema inmune
sobre otros tejidos. Ambas vias participan en la interconexion de células, drganos, tejidos,
moléculas que conforman el sistema inmune, siendo el ATP clave dentro en los sistemas
de retroalimentacion positiva y negativa de estos. Ambos resultados adquieren relevancia

clinica debido a la importancia de la respuesta inmune dentro de la salud humana.

La inflamacién aguda y sobre todo la crdnica, estd asociada con patologia de elevadas
tasas de morbimortalidad que representan a un alto costo econémico y social [18]. Entre
las enfermedades asociados a procesos exacerbados de la respuesta inmune encontramos
al asmal[12], la artritis reumatoidea [230], inflamacion crdnica intestinal [231] asi como
anafilaxia durante infeccidén bacteriana viral severa [232], daifio por reperfusiéon en caso
infarto al miocardio[233] y rechazo posterior a trasplante de drganos [234]. Finalmente,
estados proinflamatorios crénicos son frecuentes en sujetos obesos [235], pacientes
diabéticos [236] y con fertilidad disminuida [237].

A pesar del papel relevante que tiene el ATP como modulador central de la respuesta
inmune, se observaron diferencias en la expresién de ENPP1 solamente en las células
polimorfonucleares en los sujetos asmaticos con crisis grave. Esto resulta interesante
debido a que fisiopatoldgicamente los sujetos asmaticos graves son distintos a los leves y

moderados, lo que hay llevado a comenzar a separar a los sujetos asmaticos en diferentes
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endotipos, de acuerdo a su gravedad. En el caso de a de los asmaticos moderados y leves
se observan mayoritariamente eosindfilos, en los asmadticos graves la infiltracion es
mayormente mediada por neutréfilos, que son los encargados del mayor dafio celular,
[166, 238, 239].

Los neutréfilos son elementos claves del sistema inmune implicados en diversas
patologias inflamatorias, sobre todo infiltrados en enfermedad hepatica por intoxicacion
farmacolégica, hepatitis viral, entre otras [240], dafio al miocardio por reperfusion
posterior a la isquemia [241], dafio intestinal durante enfermedad de Chron y la colitis
ulcerativa [231], en patologias autoinmunes como artritis reumatoide [242] asi como en la

enfermedad pulmonar obstructiva crénica [243] y el asma grave [244].

Evidencia experimental ha sugerido que el ATP participa de manera clave en estas
patologias, donde la regulacion de los niveles de este nucledtido en el medio extracelular
es clave dentro del proceso fisiopatoldégico de procesos inflamatorios asociados a
mucosas, sobre todo en el caso de la enfermedad de Chron y el asma grave; sin embargo,
adicional a esto, cada vez se presenta mas evidencia que la sefalizacion por receptores
purinérgicos estad asociada con enfermedades autoinmunes como lupus eritematoso vy
artritis reumatoide [245]. A pesar de esto, hace falta evidencia experimental que apoye la
idea de que el ATP a través de los neutrofilos causa lo efectos deletéreos en estas

patologias.

Finalmente, debido a la relevancia que tiene el ATP en diversas patologias se ha generado
de una molécula derivada de la ENTPDasal con fines terapéuticos. Se ha reportado el
empleo de esta proteina recombinante como farmaco anticoagulante en un modelo de
trombosis, sin los efectos secundarios de los farmacos empleados en la actualidad como
antitrombaéticos [246]. Este trabajo abre la posibilidad de que las ectonucleotidasas sean
empleadas como parte del tratamiento de algunas patologias como enfermedad hepatica,
asma o artritis reumatoide, donde no solo se impida la reaccion inflamatoria, si no que se

evite los loops de reatroalimentacién positiva generadores de mds daio tisular.
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Perspectivas

Analizar si el proceso de exocitosis esta involucrado en la liberacién de ATP
mediada por ATP en leucocitos sanguineos de sujetos sanos.

Disecar la importancia individual de los receptores P2Y2, 4, 6 y 11 en la liberaciéon
de ATP en leucocitos periféricos de sujetos asmaticos.

Determinar el papel que tiene el ATP y los receptores purinérgicos en la liberacion

de ATP en cada uno de los subtipos de leucocitos sanguineos en sujetos asmaticos.

Reclutar pacientes con crisis asmatica leve para verificar el aumento de la
expresion de ENPP3 en leucocitos sanguineos con el fin de verificar si esta enzima

esta involucrada con mecanismos compensatorios.

Analizar la expresién de ENPP1 por subtipo histolégico de leucocitos sanguineos,
tanto en células polimorfonucleares, con el fin de determinar si hay diferencia

entre neutrofilos y eosindfilos.

Determinar el papel que tiene la activacién de los receptores P2X en la liberacion
de ATP a concentraciones elevadas de este nucledtido en leucocitos sanguineos de

pacientes asmaticos, debido a su activacion a altas concentraciones de ATP.
Determinar si la expresién diferencial de ectonucleotidasas entre pacientes

asmaticos y sujetos sanos es mediada por un proceso agudo o es un fenémeno

intrinseco al paciente asmatico.
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------------------------------ Conclusiéon General

Los resultados aqui presentan sugieren que la activacidén de los receptores purinérgicos y

la liberacion de ATP es un proceso central dentro de la respuesta inmune, donde

participan desde la induccién, mantenimiento y amplificacion de la respuesta inmune;

mientras que, por el otro lado, las ectonucleotidasas participan en el proceso de

eliminacion de esta molécula con el fin regular de manera negativa la reaccidon inmune.

Ambos procesos son claves para la homeostasis del organismo, por lo que un desbalance

en este estd asociado a la aparicién de patologias donde la reaccion proinflamatoria es

central, asi como la exacerbacidn de las ya presentes.

Conclusiones puntuales

-Los receptores P2Y3, 4, 6 Y 11 participan en el proceso de liberacién de ATP mediada por

ATP en células mononucleares y polimorfonucleares de sujetos sanos.

-La liberacion de ATP mediada por la activacion de los receptores P2Y es dependiente de

hemicanales de conexinas en leucocitos sanguineos circulantes.

-Los receptores P1 no participan en la liberacion de ATP inducida por ATP en células

mononucleares y polimorfonucleares de sujetos sanos.

-Los receptores P2X no participan en la liberacidn de ATP en leucocitos sanguineos de

sujetos sanos.

-Las ectonucleotidasas participan en la degradacidon de ATP exdgeno en leucocitos

sanguineos de sujetos sanos y pacientes asmaticos

-La ectonucleotidasa ENPP1 se expresa en menor concentracion en células

polimorfonucleares en sujetos con crisis asmatica grave.
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Aims: Almost every eukaryotic cell releases ATP under certain conditions. The idea that ATP induces the release of
ATP has been scantly investigated.

Methods: We explored this possibility by assessing the rate of exogenous ATP breakdown (measured by phos-
phates production) by human peripheral blood leukocytes. The role of P2Y and P2X receptors was evaluated
pharmacologically, by patch clamp, or by flow cytometry.

Key findings: In mononuclear and/or polymorphonuclear cells, ATP increased phosphates formation in a time-
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ﬁiyr‘:l/:ﬁse'ukocytes and concentration-dependent manner. Uncoupling of P2Y receptors with N-ethylmaleimide and antagonism of
ATP/nucleotides P2Y and P2X receptors through suramin reduced phosphate formation after 500 uM ATP, suggesting that part
P2Y receptors of the phosphate production was due to activation of P2 receptors, with subsequent release of ATP or other nu-
P2X receptors cleotides. Similar results were obtained with UTP and ATPvS. Gadolinium (connexins inhibitor) also significantly

reduced the ATP-induced phosphate production. Blockade of P2X receptors with SKF 96365 or NF023 did not
modify the phosphate production. In monocytes, 500 uM ATP induced inward currents suggestive of P2X; activa-
tion, but higher concentrations (1-5 mM) induced inward currents suggestive of P2X; activation. We discarded a
role of adenosine in the ATP-evoked nucleotides release. Flow cytometry identified that almost all mononuclear
and polymorphonuclear cells expressed P2Y; 46,11 receptors.
Significance: 500 uM ATP induced the release of ATP or other nucleotides through activation of P2Y, 4611 recep-
tors in human leukocytes, and probably via P2X receptors at higher concentrations. This ATP-induced nucleotides
release constitutes a potential mechanism leading to amplification of ATP signaling.

© 2015 Elsevier Inc. All rights reserved.

1. Introduction

The involvement of adenosine triphosphate (ATP) in the energetic
metabolism of any cell is widely known. However, in 1959 Holton de-
scribed for the first time that ATP was released as a neurotransmitter
from sensory nerves of the rabbit ear [1], and in 1970 Burnstock et al.
demonstrated that ATP was the neurotransmitter of gastrointestinal
non-adrenergic non-cholinergic nerves in several animal species [2].
The concept that ATP could be released by neurons was progressively
expanded to include many non-neuronal cells such as erythrocytes,
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basophils, endothelial and epithelial cells [3-8]. Nowadays, it is consid-
ered that virtually every type of eukaryotic cell can release ATP under
certain conditions. Multiple types of stimuli release ATP from non-
neuronal cells, including physical perturbation, interaction with patho-
gens and receptor-mediated stimulation [9-11]. The mechanisms by
which these stimuli release ATP include diffusional release and vesicular
release [12]. The former is carried out through anion channels, connexin
and pannexin hemichannels and P2X; receptor, among others. The lat-
ter involves exocytosis, which might be initiated by agonist-induced in-
tracellular Ca? ™" increase.

Purinergic receptors (P2) are classified as P2X and P2Y families. P2X
receptors are ligand-gated nonselective cation channels that permeate
Na™ and Ca?™ and are classified as P2X;_; [13]. P2Y receptors are
coupled to G proteins and are classified as P2Y124611,12,13,14 [13,14].
Among all P2Y receptors, only P2Y; 346,11 are coupled to Gq/11 [14],
and thus these are the only P2Y receptors capable to promote intracel-
lular Ca® ™ increase via IP; synthesis.
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The first hint that activation of P2 receptors mediates ATP release
was obtained in 1972 by Holmsen et al. through stimulation of plate-
lets with ADP [15]. In 1992, Osipchuk and Cahalan found evidences
that rat basophilic leukemia cells, peritoneal mast cells and mucosal
mast cells release ATP after stimulation of purinergic receptors (P2-
type), but they did not identify the specific P2 receptors involved
(Osipchuk and Cahalan, 1992). In 2012, Hayoz et al. described that
in neonatal mouse olfactory epithelium, exogenous ATP evoked the
release of ATP through several mechanisms, including P2Y
receptor-mediated Ca®"-dependent vesicular exocytosis, P2X; 7
receptors activation and P2X7-pannexin-1 complex [16].

Recently, we found that partial inhibition of ectonucleotidases
activity in sensitized guinea pigs greatly enhanced the allergic
bronchoconstriction elicited by the intravenous challenge with the
specific antigen, a phenomenon that was prevented by antagonists
of purinoceptors [17]. These results suggested, that during the aller-
genic response, nucleotides were actively released to the intravascu-
lar compartment, and thus, the possibility that ATP might promote
the release of more ATP acquired great relevance. Therefore, the
aim of the present study was to explore in human peripheral blood
leukocytes whether exogenous ATP has the potential of inducing
the release of ATP or other nucleotides from these cells.

2. Materials and methods
2.1. Measurement of ectonucleotidase activity

Ectonucleotidase activity was assessed by a colorimetric assay with
malachite green, a method that measures the amount of inorganic phos-
phate released during enzymatic breakdown of exogenous ATP by the
cells. This method was first described by Chan et al. [18] and used by
others [19-22]. Briefly, peripheral blood samples (10 ml) were obtained
from healthy subjects attending the blood bank of the Instituto Nacional
de Enfermedades Respiratorias for donation. Mononuclear (MNC) and
polymorphonuclear (PMN) cells fractions were separated by centrifug-
ing the blood sample at 1800 rpm during 35 min at 20 °C using a com-
mercial solution containing 13.8% (w/v) sodium diatrizoate and 8.0%
(w/v) polysaccharide (Polymorphprep, 1:1 [v/v], Acurate, Oslo,
Norway). Each collected fraction was mixed with 10 ml of the following
working solution (WS): NaCl 120 mM, KCl 5 mM, glucose 60 mM, CaCl,
0.5 mM, Tris—-HCl 50 mM, pH 8.0 adjusted with HCl, in deionized water
[20], and centrifuged at 1800 rpm during 10 min at 20 °C. Supernatant
was discarded and the last procedure was repeated once more. Super-
natant was discarded again, and the pellet was mixed with 5 ml eryth-
rocyte lysis buffer solution (600 mg NaHCOs, 4.15 g NH4Cl, 18 mg EDTA
in 500 ml H,0) and refrigerated during 10 min. After addition of 8 ml
WS, the tube was centrifuged at 1200 rpm during 10 min at 20 °C. Su-
pernatant was discarded, the pellet was re-suspended in 1 ml WS, and
cells were counted in a Neubauer chamber. Two million cells (either iso-
lated MNC, isolated PMN or mixed [1:1] MNC + PMN cells) were
suspended in 900 pwl WS during 10 min at 37 °C. ATP or UTP was
added to obtain different concentrations (75, 125, 250 or 500 puM in
100 pl). After a brief vortexing, a first sample of 100 pl was obtained
and immediately put in an Eppendorf tube containing 100 pl of 10% tri-
chloroacetic acid in ice to stop the reaction (time 0). This sampling was
repeated at 4, 8, 16, 32, 64, and 128 min. From each of these tubes, 32 pl
were transferred to an ELISA plate, 124 pl malachite green were added
and the mixture was shaken in a rocking platform (Daigger, Model
AR100 117 V 2A, IL, USA) during 7 min. Samples in the plates (by dupli-
cate) were read at 650 nm in a spectrophotometer (Sinergy HT Micro-
plate Reader, Biotek Instruments, Winooski, VT, USA). In every
experiment, the results were compared with a standard curve made
with increasing concentrations of KH,PO,4 (1-1000 uM). Malachite
green solution was prepared by mixing the following in a 2:1:2 propor-
tion: 0.0812 g malachite green dissolved in 100 ml deionized water,
5.72% ammonium molybdate in 6N HCl, and deionized water,

respectively. We corroborated that at 500 uM concentration, ATP did
not induce cell death after 64 and 128 min incubation, as assessed by
Trypan blue staining (Supplementary Fig. 1).

Based on the above described experiments, we selected 500 M as
the ATP or UTP concentration to be used in subsequent experiments. Be-
fore adding this ATP concentration, cells were pre-incubated with
100 M suramin (an antagonist of P2X; 5 35 and P2Y1 2611,12,13 receptors
[14,23]), 1 uM NF023 (a selective antagonist of P2X; receptors [24]),
30 uM SKF 96365 (a blocker of nonselective cation channels [25,26], in-
cluding P2X receptors), 30 pM N-ethylmaleimide (NEM, a compound
that uncouples G proteins from several receptors [27,28], including
P2Y receptors), 10-100 pM MRS 2500 (a selective P2Y; receptor antag-
onist [29]), 100 uM carbenoxolone (which preferentially inhibits
pannexin-1, more than connexins [30,31]), 50 uM gadolinium (a potent
connexins inhibitor [32,33]), and/or ARL-67156 (an unspecific inhibitor
of E-NTPDase 1, E-NTPDase 3, and ENPP1 [34]). More selective P2 recep-
tors antagonists, such as PPADS for P2X or reactive blue 2 for P2Y, were
not used because per se they develop color that interferes with the col-
orimetric measurement of inorganic phosphates.

The above-described protocol of phosphate production was also
replicated by replacing ATP by 500 uM UTP or 125 uM ATPyS (a non-
hydrolyzable analog of ATP), in both cases with or without pre-incuba-
tion with 30 uM NEM. We chose this relatively low concentration of
ATP~S because at higher concentrations, it causes cell death [35].

Finally, in another set of experiments, a mixture of MNC + PMN cells
were pre-incubated with or without 100 nM 8-cyclopentyl-1,3-
dipropylxanthine (DPCPX, an antagonist of A, receptors [36]), 10 UM
MRS 1191 (an antagonist of As receptors [37]), 100 nM SCH-58261
(SCH, an antagonist of Aya receptors [38]), or 10 uM MRS 1754 (an an-
tagonist of Ayp receptors [39]).

All the antagonist or inhibitor drugs were pre-incubated during
10 min before ATP, UTP, or ATPYS addition.

2.2. Electrophysiology

Monocytes were isolated from 4 ml venous blood from healthy do-
nors. Blood was diluted 1:2 with phosphate-buffered saline (PBS),
pH 7.3, layered over 3 ml of Ficoll-Hystopaque (Sigma, St. Louis, MO,
USA) and centrifuged at 2000 rpm for 25 min. The MNC fraction was
washed with PBS and suspended at 1 x 10° cells/ml in RPMI-1640 me-
dium (Gibco, NY, USA), supplemented with 10% fetal bovine serum
(FBS), 2 mM L-glutamine (Sigma), 10 U/ml penicillin and 10 pg/ml
streptomycin (Sigma). MNC were plated and allowed to adhere on ster-
ile round cover slips at 5 x 10° cell density in culture with complete
RPMI 1640 medium at 37 °C for 4 h. Then, after washing to remove
non-adherent cells, adhered monocytes were used for electrophysiolog-
ical recordings.

We used the whole cell configuration of the patch clamp technique,
which were recorded with the Axopatch 1D or the Axopatch 200B am-
plifiers (Molecular Devices, Sunnyvale, CA, USA) and the AxoScope 9
software (Molecular Devices). Patch pipettes with resistances between
3 and 5 MQ were manufactured as previously described [40]. Whole
cell currents were recorded in while the monocyte's membrane poten-
tial was held at —40 mV. The composition of the internal pipette solu-
tion was (mM): CsCl 150, EGTA 10, HEPES 5, NaCl 10, ATPMg, 4.5, and
GTPNa 0.1, with pH adjusted to 7.3-7.4 with CsOH. The external solu-
tion composition was (mM): NaCl 160, CaCl, 2, glucose 10, HEPES 5,
and CsCl 3, with pH adjusted to 7.3-7.4 with NaOH. Gigaseals obtained
were always at least 1 GQ, but lasted no more than 10-15 min, and thus
electrophysiological stable recordings had to be obtained in shorter pe-
riods. ATP (0.1, 0.5, 1, or 5 mM) was applied using a fast perfusion sys-
tem that allows recordings of fast desensitizing currents [41]. Because
time between each ATP stimulus cannot be longer than 5 min, only
one to three recordings could be accomplished per cell.

In another set of experiments, we investigated whether 30 pM SKF
96365 effectively blocks P2X receptors, either when cells were pre-
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incubated before 500 M ATP or when both drugs were simultaneously
administered.

2.3. Flow cytometry analysis

To determine the expression of P2Y receptors in the different types
of MNG, 5 x 10° cells were incubated with anti-CD3, anti-CD4, anti-
CD8, anti-CD14, and anti-CD19 antibodies (catalog No. 300430,
317408, 344722, 325620, and 302216, respectively, Biolegend, San
Diego, CA, USA) during 30 min at 4 °C in PBS containing 0.2% bovine
serum albumin and 0.1% sodium azide (PBA). Afterwards, cells were
washed with PBA and incubated with either anti-P2Y1, anti-P2Y; (cat-
alog No. APR-021 and APR-015, respectively, Alomone, Jerusalem,
Israel) or anti-P2Y, antibodies (catalog No. Ab140857, Abcam, UK) dur-
ing 1 h at 4 °Cin darkness. In the case of anti-P2Y, and anti-P2Yj stain-
ing (catalog No. APR-010, Alomone, and Ab101800, Abcam, UK,
respectively), cells were first fixed in 4% formaldehyde during 10 min,
and treated with permeabilization buffer (catalog No. 00-8333,
eBioscience, San Diego, CA, USA) during 10 min. After incubation, cells
were washed with either PBA (for anti-P2Y;, P2Y4 and P2Y; staining)
or permeabilization buffer (for anti-P2Y; and P2Yg staining) and incu-
bated with secondary anti-rabbit IgG antibody conjugated to phycoery-
thrin (catalog No. 12-4739, BD eBiosciences, San Diego, CA, USA) during
30 min at 4 °C. The cells were washed twice and fixed with 1% parafor-
maldehyde until analysis. Fifty thousand events were collected on a
cytometer (FAScanto, Becton&Dickinson, Flankin Lakes, NJ, USA) and
data were analyzed by Flow Jo software (version 887, TriStar, Ashlan,
OR, USA).

To verify the expression of the above-mentioned P2Y receptors in
PMN cells, 5x10° cells were incubated with anti-CD66b antibodies (cat-
alog No. 305104, Biolegend, San Diego, CA), washed with PBA and incu-
bated with anti-P2Ys antibodies and with secondary anti-rabbit IgG
antibody conjugated to phycoerythrin, as described in the previous
protocol.

24. Drugs

Adenosine 5’-triphosphate disodium salt (ATP), ATP+S, suramin,
NF023, N-ethylmaleimide (NEM), carbenoxolone, gadolinium, SKF
96365, 8-cyclopentyl-1,3-dipropylxanthine, MRS 1191, SCH-58261,
malachite green oxalate, MRS 1754, and ARL-67156 were purchased
from Sigma-Aldrich Co., St. Louis, MO, USA. MRS 2500 tetraammonium
salt was obtained from Tocris, Bristol, UK.

2.5. Data analysis

Amount of inorganic phosphate released was compared among
groups at each time point through analysis of variance followed by
Dunnett test. Because each blood sample was usually enough to accom-
plish 3 to 5 experiments (every one submitted to a different experimen-
tal condition), the analysis of variance could be either for independent
groups or for repeated measures. Likewise, non-paired or paired
Student's t-test was also used in other pairwise comparisons. Data
were expressed in text and illustrations as mean 4+ standard error of
the mean (SEM). Statistical significance was set at p < 0.05 bimarginally.

3. Results

As can be seen on Fig. 1A, in control experiments (n = 5)
MNC + PMN cells without exogenous ATP addition, were not associated
with a noticeable increase of inorganic phosphates (a marker of ATP
metabolism by ectonucleotidases), suggesting that no spontaneous re-
lease and breakdown of this or other nucleotides occurred. By contrast,
addition of 125, 250 or 500 M ATP progressively increased the forma-
tion of inorganic phosphates in a time- and concentration-dependent
manner (n = 12-13 per group). Additionally, the use of 75, 125, 250

or 500 uM UTP, an agonist of P2Y, and P2Y, receptors, and indirectly
through UDP, of P2Ys receptor [12], also progressively increased the for-
mation of inorganic phosphates (n = 5, Fig. 2A). Based on these results,
we decided to use 500 uM ATP or UTP in subsequent experiments.

The uncoupling of P2Y receptors by 30 uM NEM produced a statisti-
cally significant reduction of inorganic phosphate release by ATP (n =
7-9) or UTP (n = 6), at 16 or 32 min and on in MNC + PMN cells, re-
spectively (Figs. 1B and 2B), at 64 min and on in MNC cells (Fig. 1C),
and at 32 min and on in PMN cells (Fig. 1D). This finding suggests that
in normal conditions, P2Y receptor stimulation caused the release of
ATP or other nucleotides (ATP/nucleotides) from these cells, providing
an extra amount of nucleotides that could be hydrolyzed by
ectonucleotidases. This extra amount roughly corresponded to 35%-
40% of the total phosphate production, as judged by the reduction of
the area under the curve generated by ATP (Fig. 1B) or UTP (Fig. 2B). Ad-
ditionally, we found that suramin (an antagonist of almost all P2Y and
P2X receptors) also decreased the inorganic phosphates production in-
duced by ATP (Fig. 1B).

To further support the possibility that ATP was inducing the release
of more ATP/nucleotides, we used the non-hydrolyzable analog ATPvS.
We found that 125 pM ATP+yS was still capable of inducing a time-
dependent phosphate production in MNC + PMN cells, and this effect
was greatly reduced by 30 uM NEM (n = 4, Fig. 3). Due to the non-
hydrolyzable nature of ATP+S, the origin of this phosphate production
must necessarily be the breakdown of endogenous ATP/nucleotides,
mainly released through activation of purinergic receptor by ATPvS.

In order to assess the involvement of P2X receptors in the ATP-
induced ATP/nucleotides release, cells were pre-incubated with 30 uM
SKF 96365 to antagonize P2X receptors. We found that SKF 96365 did
not modify the phosphates release in MNC or PMN cells, either in a
cell mixture (n = 9, Fig. 1B) or when separated by cell type (MNC,
n = 8, Fig. 1C or PMN cells, n = 7, Fig. 1D), suggesting that P2X recep-
tors had no role in this phenomenon, at least at 500 uM ATP. Moreover,
in isolated monocytes from healthy subjects we used patch clamp to as-
sess the ATP concentration needed to activate P2X receptors, which in
monocytes have been reported to be mainly P2X; 47 receptors [42].
We found two different patterns of response to the ATP stimulus
(Fig. 4). In the first one, ATP induced an inward current which rapidly
inactivates in spite of the continuous presence of ATP, which corre-
sponds to a kinetic suggestive of P2X; receptor activation [43]. In the
second pattern, ATP produced an inward current, but its amplitude in-
creased only while ATP was present (indicating that the channel
remained opened), a typical kinetic of the P2X; receptors [43,44]. The
first pattern was mainly observed in some cells at 100 uM ATP (2 out
of 11 [18%] monocytes) and 500 uM ATP (7 out of 10 [70%] monocytes).
Both current patterns were observed at concentrations of 1 mM ATP
(the first pattern in 13 out of 22 [59%] monocytes, and the second pat-
tern in 2 out of 22 [9%] monocytes]. At the highest ATP concentration
(5 mM), only the second pattern was observed (in 7 out of 8 [88%]
monocytes). These experiments suggested that at 500 uM ATP, only
P2X; receptors were activated.

With patch clamp experiments we also corroborated that SKF
96365, at the same concentration (30 uM) used in the above-
described experiments related to phosphate production, effectively
blocks P2X receptors, inasmuch as it almost abolished the transient cur-
rent suggestive of P2X; receptor activation elicited by 500 uM ATP
(Fig. 5). In order to confirm the lack of participation of P2X; receptors
in the ATP-induced ATP/nucleotides release (as suggested by experi-
ments with SKF96365), we used a specific antagonist of these receptors,
NF023 (1 pM, a concentration 5-fold higher than its IC50, n = 4). As can
be seen in the Supplementary Fig. 2, this drug did not modify the phos-
phate production induced by exogenous ATP, ruling out the involve-
ment of P2X; receptors in this phenomenon.

Taking into account that pannexin-1 and connexin hemichannels
participate in the diffusional release of ATP, we also explored the poten-
tial role of these structures. We found that blockade of pannexin-1 by
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Fig. 1. Ectonucleotidases activity in leukocytes measured through their ability to release inorganic phosphates from exogenous ATP. Panel A shows the time- and concentration-dependent
ATP-induced release of inorganic phosphates in mononuclear (MNC) and polymorphonuclear (PMN) cells. The control group (open circles, n = 5) corresponds to cells without admin-
istration of ATP. Panels B, C and D illustrate that the blockade of P2X receptors with 30 uM SKF 96365 (SKF) did not modify the inorganic phosphates release after 500 pM ATP in any
cell type. Uncoupling of P2Y receptors by 30 uM N-ethylmaleimide (NEM) significantly reduced the phosphate production, which was not further modified by its combination with
SKF. Antagonism of the majority of P2 receptors by 100 uM suramin (SUR) also notably diminished the phosphate production in MNC + PMN cells (panel B). Data correspond to
mean 4 SEM of 12-13 (panel A) or 7-9 (panels B, C and D) experiments. *p < 0.05, and 7p < 0.01 as compared the ATP group vs groups receiving NEM, SKF + NEM or SUR. (ANOVA follow-
ed by Dunnett's tests for each time period).
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Fig. 2. UTP is metabolized by membrane ectonucleotidases from leukocytes. Panel A shows the time- and concentration-dependent UTP-induced release of inorganic phosphates in mono-
nuclear (MNC) and polymorphonuclear (PMN) cells. Panel B illustrates that the uncoupling of P2Y receptors by 30 pM N-ethylmaleimide (NEM) significantly reduces the phosphate pro-
duction. Data correspond to mean 4 SEM of n = 5-6 experiments. fp < 0.01 as compared with UTP group by paired Student's t-test.
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Fig. 3. ATPyS (125 uM) induces time-dependent phosphate production in mononuclear
plus polymorphonuclear cells, which was largely diminished by the uncoupling of P2Y re-
ceptors by N-ethylmaleimide (NEM, 30 uM). Because ATPS is a non-hydrolyzable nucleo-
tide, the origin of the phosphate production must be endogenous ATP or other nucleotides
mainly released by ATPyS-induced activation of P2Y;; receptor. Data correspond to
mean + SEM of n = 4 experiments per group. *p < 0.05 and {p < 0.01 as compared with
ATPYS group by paired Student's t-test.

100 pM carbenoxolone did not modify the phosphates production in-
duced by 500 uM ATP, while blockade of connexins with 50 uM gadolin-

ium significantly reduced it, in approximately 20% (Fig. 6).
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Fig. 4. Electrophysiological responses to ATP application in human blood monocytes. Ex-
amples of original path clamp recordings showing two typical patterns of inward currents
due to activation of P2X receptors. In pattern A, ATP produced a rapidly-inactivating in-
ward current suggestive of P2X; receptor stimulation. In pattern B, ATP response was
characterized by an inward current that increased with time, suggestive of P2X; receptors
activation. Bars correspond to percentage of monocytes responding in one or another pat-
tern. The number of recordings was 11, 10, 22, and 8 for the ATP concentrations of 0.1, 0.5,
1, and 5 mM, respectively, obtained from a total number of 26 monocytes.
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Fig. 5. Inhibition of ATP-induced transient current by SKF 96365 (SKF) in human monocytes.
Addition of 500 uM ATP produced a transient current suggestive of P2X; activation, which
was greatly inhibited by the simultaneous use of SKF (a blocker of nonselective cation chan-
nels) as exemplified in panel B, which yielded a high statistically significant difference (*p <
0.001, n = 6-7, panel C). This effect of SKF was not observed when it was first pre-incubated
and then washed out with the administration of ATP, as observed in panel A.

Because the metabolism of the exogenous ATP can produce adeno-
sine, which in turn can stimulate P1 receptors (A1, Aza, Azg, As3),
MNC + PMN cells were incubated with the corresponding P1 receptor
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Fig. 6. The inhibition of connexin hemichannels by gadolinium reduced the ATP-induced
phosphates production in mononuclear plus polymorphonuclear cells. While pre-incuba-
tion with the non-specific pannexin inhibitor carbenoxolone (CBX, 100 M), did not mod-
ify the ATP-induced phosphates production, preincubation with the connexin inhibitor
gadolinium (Gd**, 50 uM) caused a statistically significant diminution of ATP-induced
phosphates production (repeated measures ANOVA followed by Dunnett test for each
time period). Data correspond to mean 4 SEM of n = 7 experiments per group.
*p<0.05 and fp < 0.01 as compared with ATP group.
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antagonists to discard the involvement of adenosine in the ATP-induced
ATP/nucleotides release. In these experiments, we found that 100 nM
DPCPX (antagonist of A, receptors,n = 7), 10 uM MRS 1191 (antagonist
of A; receptors, n = 8), 100 nM SCH-58261 (SCH, antagonist of A, re-
ceptors, n = 3), and 10 uM MRS 1754 (antagonist of A, receptors, n =
4) did not modify the release of inorganic phosphates (Fig. 7).

The expression of several P2Y receptors (P2Y1, P2Y5, P2Y4, P2Yg and
P2Y;1) in different peripheral leukocytes was characterized by flow cy-
tometry. Subsets of leukocytes were identified as T-cells (CD3+ ), helper
T-cells (CD3+CD4+), cytotoxic T-cells (CD3+ CD8+), monocytes
(CD14+), B cells (CD19+), and neutrophils (CD66+). As can be seen
in Fig. 8, P2Y; and P2Y;; receptors were the most abundant of the ex-
plored purinoceptors, since more than 50% of monocytes and B cells,
and more than 80% of the remaining cell types expressed these proteins.
Contrariwise, the lowest expression corresponded to P2Y,, which was
almost absent in the majority of MNC, although it was abundantly
expressed by neutrophils. In fact, neutrophils highly expressed all the
purinergic receptors studied. The presence of the remaining receptors
(P2Y1, P2Y, and P2Y¢ receptors) followed different patterns, but in gen-
eral they were expressed in 50 to 90% of the MNC.

4. Discussion

In the present work, we explored the rate at which exogenous ATP
was metabolized by peripheral blood leukocytes, as measured by the in-
organic phosphate production. Since this step solely involves an enzy-
matic reaction, it was expected that all exogenous ATP would be
completely metabolized by ectonucleotidases (i.e., that the whole phos-
phate production would be the result of exogenous ATP breakdown).
Surprisingly, we found that the pharmacological antagonism of P2Y re-
ceptors by suramin or the uncoupling of their associated G proteins by
NEM greatly diminished the phosphate production, indicating that the
exogenous ATP was interacting with purinergic receptors to induce
the release of more ATP or of other nucleotides by these cells. Besides
the well-known property of suramin as a P2Y receptor antagonist,
some published studies have suggested that suramin also inhibits
ectonucleotidases [20,45,46]. Thus, this additional mechanism could
be responsible of the greater inhibition of the phosphate production
achieved by suramin as compared with NEM. On the other hand, this
ectonucleotidase inhibition has not been found for NEM [20],
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Fig. 7. Lack of effect of adenosine receptors antagonists on the ectonucleotidases activity
measured through their ability to release inorganic phosphates from exogenous ATP. Ad-
dition of 500 uM ATP to peripheral blood mononuclear plus polymorphonuclear cells from
healthy donors induced the release of inorganic phosphates in a time-dependent manner
(closed circles, n = 8). Pre-incubation with 100 nM 8-cyclopentyl-1,3-dipropylxanthine
(DPCPX, antagonist of A; receptors, n = 7), 10 uM MRS 1191 (antagonist of A; receptors,
n = 8), 100 nM SCH-58261 (SCH, antagonist of A, receptors, n = 3), or 10 uM MRS 1754
(antagonist of Ayp receptors, n = 4) did not modify the release of inorganic phosphate
(ANOVA followed by Dunnett test for each time period).

supporting a role for P2Y receptor in this phenomenon. Experiments
with ATP+S, alone or in combination with NEM, further corroborated
that part of the phosphate production came from the breakdown of en-
dogenous ATP/nucleotides released by activation of P2Y receptors,
inasmuch as ATPYS is not metabolized by ectonucleotidases and hence
cannot be the source of phosphates.

We found that ATP-evoked ATP/nucleotides release occurred almost
with the same magnitude both in MNC and PMN cells. In line with this,
we also demonstrated that almost all P2Y receptors studied
(P2Y1,24611), and especially P2Y; and P2Y; 4, were expressed in the ma-
jority (>50%) of leukocytes CD3+-, CD3+ CD4+, CD3+ CD8+, CD14+,
CD19+, and CD66+. The notable exception was P2Y,4, which was main-
ly expressed in CD66+ leukocytes (neutrophils) but only in a low per-
centage (<20%) of the other cell types. It is known that all these P2Y
receptors act through activation of Gg/1; protein, with the subsequent
increment of intracellular Ca? " concentration, and because such Ca®™"
increments are required for both the vesicular and diffusional (via
connexin hemichannels and/or pannexins channels) ATP release [12],
then one or more of these receptors might be involved in the ATP/nucle-
otides release. In agreement with this proposal, we found that the phos-
phate production induced by UTP, an agonist of P2Y,, P2Y, and
(indirectly) P2Ye, was diminished by NEM, suggesting that one or
more of these receptors were involved in the UTP-evoked ATP/nucleo-
tides release. Additionally, our experiments with ATPyS indicated that
P2Y;; and P2Y; receptors could also be involved in the release of endog-
enous ATP/nucleotides, inasmuch as ATP~yS, which is a full agonist of the
former [47] and a partial agonist of the latter [48], induced phosphate
production. However, in view that MRS 2500, a selective P2Y; receptor
antagonist, did not modify the phosphate production induced by ATP
(Supplementary Fig. 3), we can rule out the participation of P2Y; recep-
tors in this phenomenon. Thus, the ATPyS-induced phosphate produc-
tion appears to be due to activation of P2Y,; receptors, with the
subsequent release and breakdown of ATP/nucleotides, which is sup-
ported by the fact that NEM greatly diminished this effect. On the
other hand, it has been proposed that activation P2Y receptors can in-
duce ATP release via IP; production and Ca®™* release, with the subse-
quent opening of connexin hemichannels [30]. In this regard, our
experiments with gadolinium, an inhibitor of connexin hemichannels,
reduced by ~20% the phosphate production induced by exogenous
ATP, thus confirming that connexins are also involved in the ATP-
induced ATP/nucleotides release.

In addition to P2Y receptors, P2X receptors are known to release ATP
[49]. This was recently corroborated by Hayoz et al., who described that
one of the mechanisms capable of releasing ATP from neonatal mouse
olfactory epithelium was the activation of P2X;  receptors, as well as
activation of P2X; receptors to form a complex with pannexin channels
[16]. 1t has been found that human monocytes express P2X; 4 7 receptors
[42], and North described the inactivation kinetics of these and other
ceptors [43]. In our patch clamp experiments in monocytes, we found
that non-decaying currents suggestive of P2X; receptor activation
were mainly produced at 5 mM ATP concentration. Because this ATP
concentration is 10-fold greater than the 500 uM used in our experi-
ments of phosphate production during ATP metabolism by
ectonucleotidases, we can confidently conclude that P2X; was not in-
volved in the ATP-induced ATP/nucleotide release phenomenon. Since
the association of P2X; with pannexin-1 is essential for the release of
ATP or nucleotides, our finding that the pannexin-1 inhibitor
carbenoxolone did not modify the phosphate production further sup-
ports the null role of P2X; in the ATP-induced ATP/nucleotides release,
at least at 500 UM exogenous ATP.

Regarding P2X; receptors, up to 70% monocytes responded to
500 uM ATP with an inward current that was suggestive of the activa-
tion of these receptors (Fig. 4). At first glance, this P2X; activation
might be responsible for some ATP/nucleotides release. However, phar-
macological experiments with SKF 96365 and NF023 to block P2X; did
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Fig. 8. Results of flow cytometry showing the percentage of cells immunolabeled to different P2Y receptors. Almost all P2Y receptors, especially P2Y; and P2Y;,, were identified in the
majority (>50%) of T-cells (CD3+), helper T-cells (CD3+ CD4+), cytotoxic T-cells (CD3+ CD8+), monocytes (CD14+), B cells (CD19+), and neutrophils (CD66+ ), excepting P2Ya,
which was mainly expressed in neutrophils. Bars represent the mean, and vertical lines the standard error of n = 4-6 experiments.

not modify the phosphate production induced by exogenous ATP (Fig. 1
and Supplementary Fig. 2, respectively), ruling out the participation of
P2X; receptors, at least at the ATP concentration tested (500 pM).

Our conclusion that P2X; ; receptors do not participate in the nucle-
otides release induced by 500 uM ATP does not preclude that these re-
ceptors might participate at higher ATP concentrations and warrants
further research. Following this line of thought, we could hypothesize
two scenarios during the ATP-induced ATP/nucleotides release in pe-
ripheral blood leukocytes. One would mainly involve activation of P2Y
receptors at low ATP concentrations, perhaps as a homeostatic mecha-
nism, and the second would occur at higher ATP concentrations re-
leased during pathological conditions, in which P2X receptors would
be activated in addition to the P2Y receptors. In this context, it is well
known that ATP is released from endothelial cells during ischemia and
hypoxia [50,51], and in most living tissues massive release of ATP acts
as an indicator of cell damage.

It could be argued that adenosine, a by-product of the metabolism of
exogenous ATP, might be modulating the release of nucleotides through
activation of P1 receptors. However, none of the drugs used to antago-
nize P1 receptors (A;, Az, Azg, Or A3) modified the kinetics of inorganic
phosphate production, implying that adenosine did not participate in
the nucleotides release.

One potential limitation of the study was that we were unable to di-
rectly measure the release of ATP or other nucleotides, since MNC and
PMN cells have a significant ectonucleotidase activity. The Supplemen-
tary Fig. 4 shows that the phosphate production due to ATP metabolism
by membrane ectonucleotidases was only partially inhibited (~30%) by
ARL-67156, an unspecific inhibitor of E-NTPDase 1, E-NTPDase 3, and
ENPP1 [34]. Since no potent and selective ectonucleotidases inhibitors
are available and ARL-67156 is the only one, under our experimental
conditions still remains around 70% of ectonucleotidase activity that
cannot be blocked, and thus all ATP or nucleotide released will be me-
tabolized by these enzymes. Additionally, ARL-67156 is an ATP analog
which is also metabolized by E-NPPs [52]. Therefore, trying to measure
ATP or related nucleotides under these experimental conditions is not
feasible.

It is increasingly acknowledged that ATP might be involved in a
number of pathological conditions such as neuropathic pain, platelet ag-
gregation, hypertension, asthma and some neurological diseases [17,53,
54]. Thus, our finding that ATP can induce the release of more ATP or
other related nucleotides from human leukocytes might constitute a po-
tential mechanism that leads to amplification of the ATP/nucleotides
concentrations. This mechanism might be especially relevant in local in-
flammatory processes where a large amount of leukocytes are present.
In this context, recently Miiller et al. found an up-regulation of P2X; re-
ceptors on macrophages from bronchoalveolar lavage and blood eosin-
ophils of patients with chronic asthma [55]. On the other hand, Li et al.
found a reduced expression of E-NTPDase 1 in bronchial epithelial
cells from a mice model of pulmonary allergy [56], and we also recently

found that peripheral blood leukocytes from patients with a severe
asthma exacerbation have decreased ectonucleotidase activity and re-
duced expression of E-NPP1 [57]. In this context, increased expression
of purinergic receptors, along with reduced ectonucleotidase activity,
are additional mechanisms capable to enhance the effects of the ATP-
evoked ATP/nucleotides release.

5. Conclusions

Our results suggest that ATP induces the release of more ATP or
other nucleotides from human leukocytes. This ATP-evoked ATP/nucle-
otides release appears to be mediated by activation of P2Y 4611 recep-
tors, but participation of P2X receptors could also be involved at higher
ATP concentrations.
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Abstract

Several studies suggest that ATP and related nucleotides play a role in the patho-
physiology of asthma. However, the functionality of ectonucleotidases in this dis-
ease has been scantly investigated. We studied total ectonucleotidase activity in
leukocytes from patients suffering from asthma exacerbation and explored the
expression of E-NTPDase 1, 2, 3, and 8§, and E-NPP1, 2, and 3, in their polymor-
phonuclear cells by immunofluorescence and qPCR. Leukocytes from patients
with mild or moderate asthma exacerbation had similar ectonucleotidase activity
than leukocytes from healthy subjects, while in patients with severe asthma exac-
erbation, this activity was lower. Of the ectonucleotidases studied, only E-NPP1
displayed diminished immunofluorescence and a significant decrease in its mRNA
expression, both in patients with severe asthma exacerbation. This reduced
E-NPP1 expression could be responsible for increased amounts of ATP or other
nucleotides, capable of worsening asthma exacerbation, and warranting further
investigation.

There is mounting evidence that adenosine 5'-triphosphate
(ATP) and related nucleotides play a role in the pathophysi-
ology of bronchoconstriction and asthma. Among the first
studies on this issue, Pellegrino et al. found that inhaled ATP
caused acute airway obstruction in healthy subjects and that
this obstruction was much more intense in patients with
asthma (1). Later, Idzko et al. detected increased concentra-
tions of ATP in bronchoalveolar lavage (BAL) fluid during
the course of an antigenic challenge, either in subjects with
asthma or in sensitized mice (2). In their study, the authors
found that blocking the action of ATP with apyrase (an
ATP-degrading enzyme) or suramin (a nonselective antago-
nist of purinergic receptors) significantly diminished

eosinophilia, airway inflammation, and bronchial hyperre-
sponsiveness. Finally, in a previous study, we found that
inhibition of ectonucleotidases with ARL-67156 greatly inten-
sified allergic bronchoconstriction in sensitized guinea pigs,
suggesting that ectonucleotidases play a protective role
against potential airway obstruction induced by ATP or
other nucleotides (3).

Concerning the nucleotide-degrading enzymes, three major
groups comprise eight types of ectonucleotide triphosphate
diphosphohydrolases (E-NTPDase), seven types of ectonu-
cleotide pyrophosphatase/phosphodiesterases (E-NPP), and
five isoenzymes of alkaline phosphatases, respectively.
Among these, E-NTPDase 1, 2, 3, and 8, and E-NPPI, 2,
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and 3 have their catalytic moiety located on the extracellular
surface of the plasma membrane (4, 5), conferring the capa-
bility to metabolize extracellular ATP.

Li et al. (6) reported reduced expression of E-NTPDase 1
(CD39) in bronchial epithelial cells from a pulmonary allergy
model in mice, and they found that this reduction was associ-
ated with a higher degree of allergic inflammation in the air-
ways. This same research group demonstrated that in
CD397" knockout mice, airway inflammation after an anti-
genic challenge was more intense than in the wild-type mice
(7). These studies indicated that a relative deficiency in the
extracellular ATP breakdown would worsen allergic airway
inflammation. In this context, asthmatic airways have an
underlying inflammatory process that greatly accounts for
airway hyperresponsiveness and propensity to develop
asthma exacerbations. At least hypothetically, this airway
inflammation could be enhanced if a relative deficiency of
ectonucleotidase activity were present.

Methods

Detailed methods are described in the Online Supporting
Information (Appendix S1).

We studied patients with asthma exacerbation, which was
categorized as mild, moderate, or severe according to the
international criteria. In order to explore whether asthma
exacerbation was associated with a relative deficiency of the
purine nucleotide metabolism, we determined total ectonu-
cleotidase activity by the inorganic phosphate production
technique in leukocytes from these patients and compared
this activity with results obtained in a healthy control group
(blood donors). Likewise, we explored the type and level of
expression of ectonucleotidases in polymorphonuclear cells
(PMNs) from all subjects by analyzing the protein and
mRNA expression through immunofluorescence and quanti-
tative PCR (qPCR), respectively.

Results

As can be observed in Fig. 1, after the addition of 500 M
ATP to the leukocytes, there was a progressive, time-depen-
dent increment of the inorganic phosphate concentration in
all groups, suggesting the occurrence of an active breakdown
of ATP by membrane ectonucleotidases. Cells from patients
with mild or moderate asthma exacerbation showed a similar
response to that in healthy control subjects. In contrast, in
patients with severe asthma exacerbation, ectonucleotidase
activity was notably lower than in the control group, reach-
ing a statistically significant difference at the end of the per-
iod studied (128 min, P < 0.01) and in the whole area under
the curve (P < 0.05).

Concerning the expression of membrane ectonucleotidases,
E-NTPDase 3 and 8 were not detected in PMNs by
immunofluorescence (data not shown). Although qPCR was
also unable to detect E-NTPDase 8 mRNA, in the case of
E-NTPDase 3, the qPCR indeed detected the mRNA in
PMNs from healthy subjects, but values were very close to
the equipment’s detection limit (data not shown), while it

Ectonucleotidases in severe asthma exacerbation
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Figure 1 Measurement of total ectonucleotidase activity in healthy
control subjects and patients with a mild, moderate, or severe
asthma exacerbation. Time-dependent release of inorganic phos-
phates was measured by the malachite green method after adding
500 uM ATP to polymorphonuclear + mononuclear cells isolated
from peripheral blood. Symbols correspond to mean + SEM. The
inset shows the area under the curve (AUC, arbitrary units) of each
group. *P < 0.01 and 1P < 0.05 vs the healthy group (Dunnett test
after ANOvA).

was absent in samples from subjects with asthma. Of the
remaining ectonucleotidases, E-NPP1 was the enzyme
exhibiting the most striking changes (Fig. 2). In this regard,
immunofluorescence for E-NPP1 was clearly observed in cells
from healthy controls, and this expression appeared to be
similar in cells from patients with mild or moderate asthma
exacerbations. In contrast, PMNs from patients with severe
asthma exacerbation displayed a dramatic diminution of
immunofluorescence to E-NPP1. These findings were in line
with results from qPCR, in which mRNA expression was
notably diminished in patients with severe asthma exacerba-
tion (P < 0.005 vs the control group).

With respect to E-NPP2 and 3 (Figure S1), as well as for
E-NTPDase 1 and 2 (Figure S2), there were no apparent
changes in immunofluorescence between healthy controls and
patients with asthma. Likewise, there were no statistically sig-
nificant changes in mRNA expression between the groups
studied.

Discussion

We found that patients with severe asthma exacerbation had
lower ectonucleotidase enzymatic activity in their peripheral
blood leukocytes. This was accompanied by a significant
decrease in the expression of E-NPP1 mRNA and a notice-
able reduction in the protein immunolabeling of this ectonu-
cleotidase in PMNs.

Currently, there is increasing awareness that ATP and
related nucleotides are involved in a number of pathophysio-
logical lung responses, such as bronchoconstriction,
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Control Mild

Moderate

Figure 2 Diminished expression of ectonucleotidase pyrophos-
phatase/phosphodiesterase 1 (E-NPP1) in polymorphonuclear cells
from patients with a severe asthma exacerbation. Images corre-
spond to representative examples of E-NPP1 immunofluorescence
staining (green) combined with nuclear staining with TOTO-3 iodide
(red). The graph shows the relative expression of E-NPP1T mRNA

inflammation, and airway smooth muscle remodeling (2, 3,
8). Thus, an exquisite regulation controlling extracellular ATP
levels through its enzymatic breakdown by ectonucleotidases
must exist to avoid these harmful effects. Multiple types of
stimuli are able to trigger the release of ATP from non-neu-
ronal cells, including antigenic challenge, Th2-type cytokines,
such as IL-4 and IL-13, tobacco smoke, receptor-mediated
stimulation, physical perturbation, ischemia, hypoxia, and
interaction with pathogens (9—13). Moreover, in the majority
of living tissues, massive release of ATP acts as an indicator
of cell damage. It is conceivable that many of these ATP-re-
leasing mechanisms could be operating in the asthmatic air-
ways, where an inflammatory process is well known to be
established. In this context, a reduction in the ectonucleoti-
dase activity in patients with severe asthma exacerbation
could be associated with larger amounts of ATP in the lung.
The decrease in E-NPP1 immunoreactivity and mRNA
expression suggests that probably this is one of the ectonu-
cleotidases responsible for the lower enzymatic activity in
PMNs from patients with severe asthma exacerbation. Some
authors have already found that ectonucleotidases expression
may be reduced in pathological states. Thus, Li et al. (6, 7)
demonstrated that E-NTPDase 1 expression in bronchial
epithelium was decreased in a mice model of allergic airway
inflammation. Recently, Wang et al. found that mRNA
expression of CD39 (i.e., E-NTPDase 1) was diminished in
peripheral blood mononuclear cells from 18 patients with
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as detected by gPCR analyzed with the 222¢T method. *P < 0.005
vs healthy group (Student's ttest corrected by the Bonferroni
method). Number of experiments in either technique was 6, 4, 11,
and 11 for healthy controls and patients with mild, moderate, and
severe asthma exacerbation, respectively. The horizontal bar in
each panel corresponds to 10 um.

persistent asthma and allergy to house dust mites (14). This
last study was contrasting with our results, inasmuch as we
did not find modifications of the E-NTPDase 1 mRNA, but
this difference might be due to the different cell type that we
studied (PMN:s).

Asthma exacerbations can develop within a wide range of
severity. Although severe asthma exacerbations are relatively
uncommon, they often require admission to hospital or inten-
sive care unit (15). Furthermore, severe asthma exacerbations
are mainly responsible for deaths due to asthma. Thus, eluci-
dation of mechanisms leading to this heightened severity is
important. According to our results, decreased expression
and activity of ectonucleotidases in leukocytes, especially
E-NPPI, could be one such mechanism.

Some studies have shown that during severe asthma exac-
erbation, airway inflammation tends to be neutrophilic in
nature, mainly if the crisis fully developed in a few hours in
so-called sudden-onset fatal or near-fatal asthma (16). Neu-
trophils appear to play an additional role in asthma cases
with persistent airway obstruction and relative insensitivity to
inhaled corticosteroids (17). Some molecules have tradition-
ally been considered major chemotactic agents for neu-
trophils, such as CXCLS8 (IL-8) and leukotriene B, (LTBy)
(18, 19). However, it is increasingly evident that secondary
release of ATP from these cells, with ensuing autocrine stim-
ulation through P2Y, receptors, is highly relevant for the cel-
lular orientation in the chemotactic gradient. Moreover, once
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ATP is metabolized by ectonucleotidases, the resulting
adenosine molecule is important for enhancing cell-migration
speed through the activation of Aj receptors (20). In this
regard, during asthma exacerbation, decreased activity and/
or expression of ectonucleotidases in peripheral leukocytes
(as found by our group in the present study, and by Wang
et al. (14)) or in other location, such as airway epithelium (as
found by other authors (6)), accompanied by increased
amounts of local extracellular ATP due to the inflammatory
process, would explain the large number of PMNs infiltrating
the airways in the most severe episodes.

Our finding that ectonucleotidase activity is decreased in
severe asthma exacerbation raises the interesting speculation
that the administration of an exogenous ectonucleotidase
such as apyrase may improve the therapeutic management of
these patients. Apyrase has been shown to inhibit the devel-
opment of airway inflammation in a murine model of allergic
asthma (6), and we already found that its intratracheal
administration greatly diminished allergic bronchospasm in
guinea pigs (3).

One limitation of the study was that we were unable to fol-
low up the patients after their severe asthma exacerbation sub-
sided. Thus, we could not discern whether the reduced
ectonucleotidase activity and E-NPP1 expression were due to
severe asthmatic exacerbation or whether it was a long-stand-
ing feature of patients prone to develop severe exacerbations.
If the latter possibility were true, then it would be interesting to
investigate the origin of these ectonucleotidase abnormalities.

In conclusion, we found that patients with severe asthma
exacerbation had reduced activity of leukocyte ectonucleoti-
dases and reduced expression of E-NPP1 in PMNs. The bio-
logical relevance of these findings warrants further research.
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Anexo

Anexo 1.- Clasificacién de la gravedad de la exacerbacién asmatica

La gravedad de la exacerbacidon asmatica se clasificard de acuerdo a la propuesta por GINA

segun la siguiente tabla:

Gravedad de la exacerbacion asmatica (en adultos)*

PARO
RESPIRATORIO
LEVE MODERADA GRAVE INMINENTE
Disnea o Al caminar |« Al hablar « Enreposo
« Puede « Prefiere sentarse « Inclinado
acostarse hacia
adelante
Habla Oraciones Frases Palabras
completas
Estado de alerta | Puede estar | Usualmente agitado Usualmente | Adormilado o
agitado agitado confuso
Frecuencia Aumentada Aumentada A menudo
respiratoria >30/min
Uso de | Usualmente | Usualmente Usualmente Movimiento
musculos no toraco-
accesorios y abdominal
retraccion paraddjico
suprasternal
Sibilancias Moderadas, | Audibles Usualmente | Ausencia de
a menudo audibles sibilancias
solo
espiratorias
Pulso/min <100 100-120 >120 Bradicardia
Pulso paraddjico | « Ausente « Puede estar | « A menudo | La ausencia
o <10 mmHg presente presente sugiere fatiga
« 10-25 mmHg «>25mmHg | de  mdusculos
respiratorios

120




VEF1  después Mas de Aproximadamente | « <60%
del 80% entre 60-80% «<100 L/min
broncodilatador .la
inicial (% del respuesta
predicho o del dura<2h
mejor valor
personal)
PaO; (inhalando | « Normal >60 mmHg <60 mmHg
aire) « La prueba
no suele
>€er ) Posible
v/o necesaria cianosis
e <45 mmHg
PaCO; >45 mmHg;
<45 mmHg
Posible
insuficiencia
respiratoria
%Sa0; >95% 91-95% <90%
(inhalando aire)
Hipercapnia (hipoventilacion) se desarrolla mas en
nifios que en adultos y adolescentes

* Nota: La presencia de varios parametros, pero no necesariamente todos, indica la
clasificacidn general de la exacerbacion

Anexo 2.- Soluciones empleadas

Buffer de lisis

Solucién de 600 mg NaHCO3, 4.15 g NH4Cl,y 18 mg EDTA en 500 ml H,O destilada.
Solucion de trabajo

Solucién con 120 mM NacCl, 5 mM de KCI, 60 mM de glucosa, 0.5 mM de CaCl,, 50 mM de
Tris-HCI pH 8.0 en agua destilada.
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27:0 INSTITUTO NACIONAL DE ENFERMEDADES RESPIRATORIAS
INER

CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA PARTICIPACION EN
PROTOCOLO DE INVESTIGACION

PAPEL DE LAS ECTONUCLEOTIDASAS EN ELL ASMA

México DF, a de de 20 )

Lo estamos invitando a participar en este estudio de investigacion que se esta llevando a
cabo en 40 pacientes que, como usted, tienen asma y acudieron a Urgencias porque
estan atravesando por una crisis asmética. Por favor, lea cuidadosamente esta carta y si
esta de acuerdo con ella 'y con participar en el estudio, firmela.

Objetivo del estudio

El propdsito del estudio es conocer si una proteina que esta en la sangre y que se llama
“ectonucleotidasa” tiene algo que ver con la intensidad de las crisis asmaticas y con la
gravedad a largo plazo del asma.

En que consiste su participacion

Si acepta entrar en el estudio, su participacion consistira en que en un rato mas le
tomaremos una muestra de 10 ml de sangre de una vena del antebrazo, para lo cual
emplearemos jeringas y agujas nuevas y desechables. Aproximadamente un mes
después le volveremos a tomar otra muestra de 10 ml de sangre durante su visita de
control en la consulta externa. La Unica molestia de la toma de sangre es el dolor
pasajero del piquete en la vena y la Unica complicacidon que podria haber seria que se le
hiciera un pequefio moreton, que desaparece en algunos dias. Aparte de las dos muestras
de sangre, no se le pedird ninguna otra cosa, ya que toda la informacion que
necesitamos sobre su enfermedad serd tomada de su expediente

Qué pasa si no participa, o si acepta y luego quiere retirarse

Usted no esta obligado(a) a participar, y si decide no hacerlo nadie se enojara con usted
ni se tomaran represalias ni perdera sus derechos como paciente del INER. Ademas, si
toma la decision de retirase usted conserva el derecho de retirarse del estudio en
cualquier momento, incluso aunque ya haya firmado esta carta, y esto no afectara para
nada la atencidbn médica que recibe del hospital.

Gastos o beneficios

Usted no recibira pago alguno por su participacion en este estudio ni obtendra ningun
beneficio inmediato. Pero por otro lado su participacion no representara ningan gasto
extra para usted, y los resultados nos ayudardn mucho a comprender mejor la
enfermedad y tal vez en el futuro desarrollar mejores alternativas para su tratamiento.

Sobre su privacidad

Una vez que se termine el estudio seguramente los resultados se presentaran en
congresos y se publicaran en alguna revista, pero en todo momento protegeremos su
privacidad ya que ni su nombre u otros datos personales apareceran en ningun lado
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Dudas que pueda tener

Los investigadores nos comprometemos a responder cualquier pregunta y a aclarar
cualquier duda que pueda tener acerca del estudio, de los riesgos, beneficios o de
cualquier otro asunto relacionado con la investigacién. Puede comunicarse directamente
con:

Dr. Luis M Montafio o Dr. Mario H. Vargas a los teléfonos 54871771 y 54871736, 0 a
los correos electronicos Immr@unam.mx o mhvargasb@yahoo.com.mx.

En caso de dudas sobre sus derechos como participante del estudio puede contactar a la
Dra. Rocio Chapela Mendoza, Presidente del Comité de Ciencia y Bioética en
Investigacion, al teléfono 54871700 ext. 5254 6 5110.

Nombre y Firma del Participante Fecha
Nombre y Firma del Investigador Fecha
Nombre y Firma del Testigo 1 Fecha
Nombre y Firma del Testigo 2 Fecha
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