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RESUMEN

SIRS (Sindrome de Respuesta Inflamatoria Sistémica) y sepsis (disfuncidn organica
potencialmente mortal causada por una respuesta desregulada del hospedero a la
infeccion), son que corresponden a un proceso de inflamacion sistémica, aguda y
severa. Ambas se caracterizan por un desbalance en la produccién de citocinas e
hiperactivacion del sistema inmunolégico, endotelial y de coagulacion. La elevada
mortalidad es una de las razones por las cuales se les considera un problema de
salud hospitalaria.

En la resolucién del proceso inflamatorio, existen diversos mecanismos y uno de
ellos es la adenosina, la cual es producida por las ectoenzimas CD39 y CD73 que
impulsan un cambio en el entorno proinflamatorio generado por la presencia de ATP
hacia un entorno antiinflamatorio inducido por adenosina. Al momento existe poca
evidencia tanto en SIRS como en sepsis de la importancia que pueden representar
las ectoenzimas CD39 y CD73, asi como los cambios en su expresion en las
diferentes células del sistema inmunoldgico presentes en sangre periférica

El objetivo de este trabajo fue determinar en pacientes con SIRS o sepsis, asi como
sujetos sanos, la expresion de CD39/CD73 de membrana en linfocitos, neutrofilos y
monocitos. Para ello propusimos un estudio prospectivo, transversal, comparativo,
y observacional, en el que incluimos un total de 14 sujetos, distribuidos en tres
grupos: controles (voluntarios sanos) (n=4), pacientes con SIRS (n=4) y pacientes
con sepsis (n=6). De cada paciente a partir de una muestra de sangre periférica,
mediante inmunofenotipificacion se identificaron los linfocitos, neutréfilos vy
monocitos, asi como las subpoblaciones de monocitos clasicos, intermedios y no
clasicos. De cada poblacién y subpoblacion se determiné el porcentaje de células
positivas a CD39 y/o CD73, asi como la media de la intensidad de fluorescencia
(MIF) para evaluar la expresion relativa de estas ectoenzimas. En nuestros
resultados observamos que los pacientes con SIRS y sepsis las ectoenzimas CD39
y CD73 se expresa tanto en linfocitos, neutrofilos, monocitos y sus subpoblaciones.
No encontramos diferencias significativas en la expresion de estas moléculas en
linfocitos entre las provenientes de sujetos con SIRS o sepsis, ni tampoco respecto
a sujetos control. Sin embargo, en células mieloides si observamos que para
neutrofilos hay mayor expresion de CD39 en pacientes con SIRS, pero no asi en
pacientes con sepsis. Cuando exploramos la coexpresion de CD39 y CD73, solo en
el caso de neutrdfilos el porcentaje de células fue significativamente menor a los de
SIRS (p<0.05). Para el caso de monocitos, encontramos mayor expresion de CD39
en pacientes con SIRS respecto a pacientes con sepsis, y comprobamos que esto
era a expensas de los monocitos clasicos. En conclusién, la expresion del sistema
CD39/CD73 varia en neutrofilos y monocitos (primordialmente clasicos) de acuerdo
con el tipo de inflamacidn sistémica, estando aparentemente mas comprometida en
sepsis que en SIRS.



1. INTRODUCCION

La inflamacién es la respuesta bioldgica del sistema inmunolégico ante diversos
factores nocivos, como son células dafiadas, patdégenos, compuestos toxicos o
radiacion (Medzhitov, 2010). Importante sefalar que, dependiendo de la duracién
de este proceso inflamatorio, la inflamacion se puede dividir en inflamacion aguda
(que dura minutos a horas, incluso algunos dias) o crénica (que dura semanas a
meses); también es posible clasificar a la respuesta inflamatoria dependiendo la
extension del proceso, pudiendo ser un proceso local (restringido a un érgano, tejido

0 regién en particular) o sistémico (Lawrence and Gilroy, 2007).

En inflamacion local, las manifestaciones clasicas (o pentada clinica) incluyen:
enrojecimiento, hinchazén (edema), calor, dolor y pérdida de la funcién. A nivel
tisular, estas manifestaciones son causadas por el incremento del flujo sanguineo
hacia la zona afectada, aumento en la permeabilidad vascular que permite la salida
desde el torrente circulatorio (extravasacion) de liquido proteinas y otros
componentes de la sangre, como son los leucocitos que son reclutados hacia los

tejidos donde existe esta infeccion y/o lesion. (Medzhitov, 2010).

En inflamacion sistémica las manifestaciones clinicas incluyen fiebre o hipotermia,
taquicardia, taquipnea o hipoxia, postracion, y leucocitosis ya que en su incluye la
activacion generalizada tanto del sistema inmunoldgico, como del endotelio, sistema

de complemento y de la coagulacion (Basbaum et al., 2009).

1.1 Inductores y potenciadores de la Inflamacion
Se propone que la respuesta inflamatoria tipica requiere de cuatro tipos de
moléculas: los inductores, los sensores que los detectan, los mediadores inducidos
por los sensores y los receptores en los tejidos diana que responden a estos
mediadores inflamatorios (Figura 1). El tipo y el grado de respuesta inflamatoria
activada dependera tanto de la naturaleza del inductor o desencadenante
inflamatorio (bacteriano, viral o parasitario) como de su persistencia, de la

biodisponibilidad de mediadores, de la sefalizacion asociada a la activacion de



receptores y la activacion de los mecanismos reguladores del proceso inflamatorio
(Medzhitov, 2010).

Asi, la respuesta inflamatoria se inicia por el reconocimiento de patrones
moleculares asociados a patégenos (PAMPs por Pathogen Associated Molecular
Patterns) o por el reconocimiento de patrones moleculares asociados a dafo
(DAMPs por Damage Associated Molecular Patterns); estos ultimos también
denominados alarminas. Estos inductores son reconocidos por receptores de
reconocimiento de patrones (PRRs por Pattern Recognition Receptors), expresados
en células inmunes y no inmunes (como fibroblastos o células epiteliales) (William
J Janssen and Henson, 2012; Freire and Van Dyke, 2013). Las clases de familias
de PRR incluyen los receptores tipo Toll (TLR por Toll Like Receptors), receptores
de lectina tipo C (CLR por C-type Lectin-like Receptors), receptores tipo | (RLR por
Retinoic acid-inducible gene | (RIG-1)-like receptors)y los receptores tipo NOD (NLR
por nucleotide-binding oligomerization domain (NOD)-like receptors) (Takeuchi and
Akira, 2010).

Proceso Inflamatorio.
Inductores Sensores Mediadores Tejidos Blanco
r TLR ';\ﬁTLR
AT . ».i__;’ J-),_ TNF, IL-1, IL-B
e
b W&'
PAMPs CCL2, CXCLB
S Células residentes de tejidos
, —_— 2 —
+ r TLA Histamina
g i -\ Bradicinina
“‘)r e Eicosanoides
DAMPs
Macréfagos

Figura 1. Componentes inflamatorios. La respuesta inflamatoria consta de inductores, sensores,
mediadores y tejidos diana. Los inductores inician la respuesta inflamatoria y son detectados por
sensores. Los sensores, como los receptores tipo Toll (TLR), se expresan en células centinelas
especializadas, como macroéfagos residentes de tejidos, células dendriticas y mastocitos induciendo
la produccién de mediadores (Medzhitov, 2010).

Dependiendo que PAMPs o DAMPs reconozcan los PRRs, se activan diferentes
vias de sefalizacion inflamatorias, (comunmente las vias de NF-KB (por Nuclear



factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells), MAPK (por Mitogen-
activated protein kinase) y JAK-STAT (por Janus kinase-signal transducer and
activator of transcription) dando como resultado la transcripcion génica y liberacion
de citocinas proinflamatorias, quimiocinas y prostaglandinas. Estos y otros
mediadores inflamatorios actuan sobre los tejidos diana, incluido el endotelio de los
vasos sanguineos locales induciendo vasodilatacion, extravasacion de neutréfilos y
salida de agua y proteinas hacia el tejido infectado (Medzhitov, 2010). Los
neutréfilos y monocitos infiltrados al tejido, asi como macrofagos (residentes de
tejido al inicio y los derivados de monocitos posteriormente), también liberan
mediadores inflamatorios y llevan a cabo los procesos de fagocitosis y estallido
respiratorio, lo que elimina a los agentes infecciosos (o potencialmente infecciosos),
limitando el dafo y promoviendo la reconstitucion del tejido afectado al echar a
andar los mecanismos de reparacion. En algunos casos la incapacidad de
contencion del dafio impide la correcta restitucion del tejido, lo que da lugar a la
cicatrizacion (fibrosis) con la consecuente pérdida de la funcién normal. En otras
ocasiones, el dafo y los mediadores inflamatorios no puedan ser contenidos, vy el
proceso inflamatorio se puede extender, tanto en tiempo como espacio (Nathan,
2002; Nduka and Parrillo, 2009).

1.2 Tipos de respuesta inflamatoria
Como ya se menciono, la respuesta inflamatoria se clasifica de acuerdo con su

tiempo de evolucion en: a) inflamacién aguda y b) inflamacién crénica.

La inflamacion aguda suele presentarse abruptamente y dura de segundos a horas
(maximo 15 h); sus caracteristicas fundamentales son la exudacién de liquido,
proteinas plasmaticas e infiltrado celular compuesto principalmente por neutréfilos
(Stone, Basit and Burns, 2020).

La respuesta inflamatoria aguda normalmente finaliza una vez que se suprime la
agresion desencadenante, se elimina la infeccion y se repara el tejido dafado
(Serhan and Savill, 2005; Lawrence and Gilroy, 2007). Sin embargo, si el proceso

inflamatorio no es eliminado o persiste por cualquier otro motivo, es posible que la



fase de resolucion no se induzca de manera adecuada y puede sobrevenir un
estado inflamatorio crénico. Este estado puede ser causado por infecciones
cronicas, dafio tisular no reparado, alérgenos persistentes o particulas extrafias no

ingeribles (Lawrence and Gilroy, 2007; Furman et al., 2019).

La inflamacion cronica suele desarrollarse paulatinamente y puede durar desde dias
hasta afos; caracterizandose por la infiltracion de monocitos y linfocitos, asi como
la proliferacién de fibroblastos, fibras de colageno y formacién de tejido conectivo
(Ferrero-Miliani et al., 2007; Abdulkhaleq et al., 2018; Suzuki, 2019).

La respuesta inflamatoria crénica en estos casos se localiza tipicamente en el sitio
donde esta presente el inductor inflamatorio y, a menudo, da como resultado
diferentes tipos de remodelacion tisular local (Medzhitov, 2010), causando dafos
colaterales a los tejidos y 6rganos a lo largo del tiempo, llegando a provocar
enfermedades graves como asma, aterosclerosis, artritis y cancer (Chilton, Embry
and Mitchell, 2012; Furman et al., 2019).

Otra clasificacién de la respuesta inflamatoria es con base en la extensién del

proceso y corresponde a: 1) inflamacién local e 2) inflamacion sistémica.

La respuesta inflamatoria local es aquella que se produce en los tejidos
vascularizados para defender al hospedero ante cualquier dano causado por lesion,
infeccion o situacion de estrés (Barton, 2008; Chen et al., 2018). Este proceso se
inicia una vez que las células residentes de tejido (macréfagos, queratinocitos o
células epiteliales) detectan los PAMPS y/o DAMPS, liberando quimiocinas y
citocinas, aumentando el flujo sanguineo, la permeabilidad vascular y el
reclutamiento de leucocitos activados hacia el sitio afectado (Medzhitov, 2008;
William J. Janssen and Henson, 2012; Abdulkhaleq et al., 2018).

Las primeras células atraidas a un sitio de lesién son los neutrdfilos, seguidos de
los monocitos y linfocitos (células asesinas naturales NK, células T y células B). Los
neutréfilos son las primeras células inflamatorias que se acumulan en el sitio
afectado, estas células son cruciales como la primera linea de defensa debido a sus

funciones fagociticas y microbicidas; también pueden potenciar la funcién de las
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células presentadoras de antigeno que pueden a su vez activar a las células T y
liberar factores localizados para atraer monocitos y células dendriticas. Seguido de
los neutrofilos, los monocitos ingresan al sitio inflamatorio, presentando antigenos,
fagocitosis y modulando la respuesta inmune al producir citocinas y factores de
crecimiento (Freire and Van Dyke, 2013; Abdulkhaleq et al., 2018). Por ultimo, los
linfocitos presentan varias funciones efectoras como limitar la expansion de

microorganismos, incluidos virus, bacterias y parasitos.

Los leucocitos infiltrantes y las células residentes contendran a los agentes
infecciosos (en caso de que existan), se desharan de las células muertas y
favoreceran la restitucion o remodelacion del tejido. Para ello fagocitan, realizan
estallido respiratorio, eliminan cuerpos apoptéticos y participan en la remodelacion

de la matriz extracelular (Freire and Van Dyke, 2013).

Por otro lado, la respuesta inflamatoria sistémica corresponde a la extension de la
respuesta inflamatoria localizada que no es contenida y favorece la liberacion
masiva hacia circulacion de mediadores inflamatorios. En la respuesta inflamatoria
sistémica aguda, ademas de la activacion masiva del endotelio y de los leucocitos
circulantes, también se activan las vias del complemento y cascadas de
coagulacion. Este tipo de inflamacién sistémica, da lugar a lo que clinicamente se
conoce como sindrome de respuesta inflamatoria sistémica o SIRS (por Systemic
Inflammatory Response Syndrome) (Riedemann, Guo and Ward, 2003; Iskander et
al., 2013).

1.3 Sindrome de Respuesta Inflamatoria Sistémica
El sindrome de respuesta inflamatoria sistémica puede desencadenarse ante
diversos eventos abruptos, incluidas quemaduras extensas, isquemia,
enfermedades autoinmunes, lesiones que incluyen cirugia y/o infeccién (Balk, 2014;
Caserta et al.,, 2017). La gravedad de la enfermedad observada en SIRS varia
ampliamente, pero deriva en el Sindrome de Disfuncién Organica Multiple (SDOM),

o bien se suma falla organica que pone en peligro la vida, o sea, desarrolla sepsis



(una afeccidn que comparte manifestaciones clinicas comunes con el SIRS) que

puede ser letal (Caserta et al., 2017)

El concepto de SIRS provino de la conferencia de consenso por parte de La
Sociedad de Medicina de Cuidados Intensivos y la Sociedad Europea de Medicina
Intensiva (ACCP/SCCM) en 1992 con el propdsito de aclarar las definiciones de
sepsis y shock séptico para poder permitir la estandarizacion de los protocolos de
investigacion y mejorar su deteccion clinica (Bone et al., 1992; Bone, Sibbald and
Sprung, 1992; Parlato and Cavaillon, 2014). El informe de consenso resultante
describid el "Sindrome de Respuesta Inflamatoria Sistémica" como la respuesta
clinica a un proceso inflamatorio que requiere la presencia de dos o mas de los
siguientes signos: fiebre o hipotermia, taquicardia, taquipnea o hipoxia y

leucocitosis, leucopenia o bandemia (Bone, Sibbald and Sprung, 1992) (Tabla 1).

Tabla 1. Criterios de SIRS de la American College of Chest Physicians y la Society of Critical Care
Medicine (ACCP/SCCM,).

Temperatura corporal > 38°C 0<36°C
Frecuencia cardiaca > de 90 latidos/min
> a 20 respiraciones /min
o PaCO2< a 32 mmHg (< a 4.3 kPa).
Recuento de leucocitos > 12,000 /mm? o < 4,000 células /mm3

Frecuencia respiratoria

Formas inmaduras(bandas) de mas del

Bandemia 10%

(Bone, Sibbald and Sprung, 1992).

Ahora bien, durante el SIRS, la activacion de del sistema inmunoldgico se propaga
a todo el cuerpo y genera inmunopatologia grave (Matsuda and Hattori, 2006;
Caserta et al.,, 2018). Las células inflamatorias activadas migran a los 6rganos
afectados y liberan mediadores inflamatorios secundarios, incluidas especies
reactivas de oxigeno (ROS) y de nitrdgeno, lo que provoca estrés oxidativo. La
migracion de células inflamatorias a los tejidos y la activacion de las células
endoteliales conducen a coagulacion intravascular diseminada que agrava el dafo
organico (Hoesel and Ward, 2004; Mote et al., 2009; Zotova, Chereshnev and



Gusev, 2016). Los mediadores antiinflamatorios (TGF- y antagonistas de citocinas)
también estan presentes en el plasma durante el SIRS, por lo que, las respuestas
antiinflamatorias pueden activarse de igual manera durante dicho proceso (Caserta
et al., 2018).

Finalmente, si bien en el SIRS no se asocia de forma inicial con infeccion, la
condicion puede llevar a disfuncion leucocitaria que predisponga a los pacientes al

desarrollo de sepsis como complicacion (Hoesel and Ward, 2004).

1.4 Sepsis

De acuerdo al consenso del 2016 realizado por la ACCP/SCCM, se le define a la
sepsis como "disfuncidn organica potencialmente mortal causada por una respuesta
desregulada del hospedero a la infeccion" (Singer, M. et al., 2016; Rello et al., 2017).
Esta nueva definicién implica una respuesta no homeostatica del hospedero a la
infeccion e incluye el concepto de disfuncion organica que pone en peligro la vida,
requiriendo asi la identificacion e intervencion oportuna en el tratamiento clinico
(Huang, Cai and Su, 2019).

La sepsis es un problema de salud importante y uno de los principales factores que
contribuyen a la mortalidad y las enfermedades graves a nivel mundial. En 2017, la
incidencia global de sepsis se estimé en 48,9 millones de casos y las muertes
asociadas correspondieron a 11,0 millones de casos. Por otra parte se espera que
la incidencia de la sepsis aumente como resultado del envejecimiento de la
poblacién que tiene numerosas comorbilidades y un sistema inmunoldgico cada vez
mas susceptible (Rudd et al., 2020).

En México, una revisiéon nacional reporté que del 50 al 60% de los pacientes que
ingresaron al Servicio de Urgencias presentaron sepsis, y de éstos, 10% arribaron
con choque séptico, que fue causa de 24.03% del total de las defunciones (Gorordo-
Delsol, 2017).

Para el diagnostico de la sepsis el consenso propone la puntuacion SOFA

(Sequential Organ Failure Assessment, por sus siglas en inglés), el cual es un
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sistema simple, que utiliza parametros accesibles en la practica clinica diaria para

identificar disfunciones o fallas de los érganos clave como resultado de la sepsis

(Singer, M. et al., 2016; Rello et al., 2017). Asumiendo asi, que la puntuacion SOFA

basal es cero en pacientes sin disfuncion organica pre-existente, mientras que, para

definir los criterios clinicos que identifican los pacientes infectados con sepsis, debe

existir el aumento de la puntuacion en SOFA de 2 puntos o mas para representar

disfuncién organica como se observa en la tabla 2 (Evans, 2018).

Tabla 2. Criterios de la puntuacién de SOFA.

. : Puntuacién
Organo o sistema 0 1 > 3 7
Respiratorio < 200 con < 100 con soporte
' =400 <400 <300 soporte ; !
PaO2/FiO2 (mmHg) respiratorio respiratorio
Coagulacion
Plaquetas (103/ i) =150 <150 <100 <50 <20
Higado 1.2 -
Bilirrubinas (mg/d) <12 1.9 20-59 6.0-119 > 12
Dopamina Dopamina
. PAM < <50 51-150 Dopamina >15 o
Cardiovascular PAM 2 : L RS
PAM 0 su manejo 70mmHg 70 dobutam_lna epmefrlna SQ.1 o} epmefrmg >0.10
mmHg (cualquier norepinefrina norepinefrina >0.1
dosis) * <0.1
Sistema Nervioso
Central 15 13-14 10-12 6-9 <6
Escala de coma de
Glasgow
Renal
Creatinina (mg/dL)
Gasto urinario 3.5-4.9 >5.0
(mL/dia) 1.2 1.2-1.9 2.0-34 <500 <200

PaO:: Presion arterial de oxigeno.

FiO2: Fraccién inspirada de Oxigeno.

PAM: Presion arterial media.

* Dosis de catecolaminas se dan en ug/kg/min por lo menos 1 hora.

(Singer et al., 2016)

Otro concepto que introduce este consenso es el qSOFA (Quick Sequential Organ

Failure Assessment, por sus siglas en inglés), esta puntuacion no requiere pruebas

de laboratorio, se realiza de manera rapida y se utiliza para el diagndstico de
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pacientes en quienes se sospecha un cuadro de sepsis probable. Se sugiere que
los criterios qSOFA (Tabla 3) pueden ser utilizados de manera inmediata por los
clinicos para evaluar la disfuncion de érganos y para iniciar o intensificar la terapia

en caso de ser necesario (Singer et al., 2016).

Tabla 3. Criterios clinicos de qSOFA. (Quick Sequential Organ Failure Assessment).

Estado Respiratorio

(Frecuencia respiratoria = 22 /min)
Nivel de conciencia alterado

(Escala de Glasgow < 13)

Presion Sanguinea

(Presion arterial sistolica £ 100mmHg

(Singer et al., 2016)

La sepsis es una emergencia médica que describe la respuesta inmunoldgica
sistémica del cuerpo a un proceso infeccioso que puede provocar disfuncion
organica en etapa terminal y la muerte, involucrando anomalias fisiologicas,
patoldgicas y bioquimicas causadas por infecciones bacterianas, fungicas o virales
localizadas frecuentemente en pulmones, abdomen y vias urinarias (Berg and
Gerlach, 2018).

1.4.1 Fisiopatologia de la sepsis
La sepsis involucra la activacion exacerbada de la respuesta inflamatoria, asi como
del sistema de coagulacion, endotelio y complemento, que tendran repercusiones
en diferentes 6rganos o sistemas como higado, pulmones y sistema nervioso. A
nivel celular y molecular, la patogenia de la sepsis es extremadamente compleja,
debido al desequilibrio en la respuesta inflamatoria, disfuncién inmunolégica, dafo
mitocondrial, coagulopatia, estrés del reticulo endoplasmico, autofagia y otros
procesos fisiopatoldgicos, que finalmente desencadenan disfuncion organica

multiple (Gyawali, Ramakrishna and Dhamoon, 2019; Huang, Cai and Su, 2019).

El desarrollo de la sepsis esta determinado por las caracteristicas del hospedero y

por los factores intrinsecos del patégeno y puede iniciar no sélo a través de la
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diseminacion directa de patdogenos en el torrente sanguineo, sino también
indirectamente como resultado de complicaciones posquirdrgicas, traumas,
quemaduras y hemorragias donde se liberan DAMPs (Brady, Horie and Laffey,
2020).

Una vez que en el hospedero se pierde la contencion local de la infeccidén por un
patdgeno, el cuerpo queda expuesto sistémicamente tanto a él como a sus
componentes y a diversos productos del tejido dafiado; todo ello induce al sistema
inflamatorio a volverse hiperactivo, por lo que es necesario que se involucren
mecanismos de defensa tanto celulares como humorales. Las células endoteliales
y epiteliales, asi como células inmunes, producen mediadores proinflamatorios
(TNF-a, IL-6, IL-1B e IL-8), causando la activacion y proliferaciéon de leucocitos,
activacion del sistema del complemento, regulacion positiva de las moléculas de
adhesion endotelial, expresién de quimiocinas, produccion de factor tisular e
inducciéon de reactantes de fase aguda (Pop-Began et al., 2014; Gyawali,
Ramakrishna and Dhamoon, 2019; Huang, Cai and Su, 2019).

Otras células que son cruciales durante la respuesta inmunolégica son los
leucocitos, ya que participan directamente en el sitio de infeccién para la contencién
y eliminacion del agente patégeno; en el caso especifico de sepsis hay activacion
de los leucocitos en circulacion para atacar a los agentes patdogenos, esta respuesta
es mediada y coordinada tanto por la inmunidad innata como por la inmunidad

adaptativa (Ploppa et al., 2010).

La inmunidad innata es esencial para defender al organismo contra los patdégenos
en las primeras horas o dias siguientes a la infeccidon, es mediada por células
fagociticas como los neutréfilos, monocitos y macrofagos, asi como de las células

NK, mastocitos, eosindfilos, baséfilos (Brady, Horie y Laffey, 2020).

Los neutréfilos son esenciales para la contencién y erradicacion microbiana por su

capacidad de eliminar patdgenos mediante fagocitosis, formacion de trampas
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extracelulares de neutréfilos (NETs), estallido respiratorio y/o desgranulacion
(Delano and Ward, 2016).

Los monocitos son de las principales células efectoras que participan en la sepsis,
ya que, regulan la inmunidad tanto innata como adaptativa a patégenos y estimulos
estériles endoégenos mediante fagocitosis, liberacion de especies reactivas de
oxigeno, produccion de citocinas (TNF-a, IL-6, IL-1B) y quimiocinas (IL-8),
reclutamiento de neutrofilos, presentacion de antigenos y activacion de linfocitos
(Nedeva, Menassa and Puthalakath, 2019; Radzyukevich, Kosyakova and
Prokhorenko, 2021).

La poblacion de monocitos se divide en tres subpoblaciones caracterizadas por la
expresion diferencial del receptor de lipopolisacarido (LPS) CD14 y del receptor Fcy-
[l (CD16), por lo que tenemos entonces a los monocitos clasicos (CD14*CD16),
monocitos intermedios (CD14*CD16%), y monocitos no clasicos (CD14- CD16™); sus
capacidades funcionales estan condicionadas por la expresion de dichos receptores
y de otras moléculas; por ejemplo, los monocitos clasicos tienen actividad
microbiana, fagocitosis, adhesion y migracién en el endotelio; los monocitos
intermedios participan en el reconocimiento de PAMPs, presentacion de antigeno,
sintesis de citocinas y regulacion de apoptosis y los monocitos no clasicos
contribuyen en la presentacion de antigeno, respuesta antivirales y antitumoral

(figura 2) (Radzyukevich, Kosyakova and Prokhorenko, 2021).
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Figura 2. Subpoblaciones de monocitos humanos y sus funciones. Los monocitos humanos
maduran en la médula 6sea y posteriormente se liberan a la circulacion como monocitos clasicos;
progresivamente, los monocitos clasicos (CD14*CD16~) dan lugar a monocitos no clasicos (CD14
CD16*) a través de un paso intermedio de monocitos (CD14*CD16"). Cada subpoblacién presenta
funciones especializadas que se involucran en el proceso inflamatorio (modificado de Radzyukevich,
Kosyakova and Prokhorenko, 2021).

La respuesta inmune adaptativa esta mediada por células llamadas linfocitos y sus
productos, los cuales expresan receptores muy diversos, capaces de reconocer un

enorme numero de antigenos (Rimmelé et al., 2016).

Los linfocitos desempefian un papel clave en la respuesta inmunoldgica adaptativa

del tipo proinflamatorio, con la aparicion de un fenotipo regulador.

El sistema inmunoldgico adaptativo se caracteriza por presentar respuestas a la
exposicidon a microorganismos infecciosos, siendo capaz de reconocer antigenos
unicos y utilizar la memoria inmunoldgica para mejorar la respuesta inmune después
de exposiciones posteriores de los mismos antigenos aumentando en magnitud y

capacidades defensivas (Brady, Horie and Laffey, 2020).

Todas estas poblaciones de leucocitos se ha observado que estan involucradas en
diferentes patologias inflamatorias, tales como la sepsis donde particularmente

neutrofilos, monocitos y linfocitos tienden a cambiar sus capacidades funcionales;
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por ejemplo, en los neutrofilos existe un estado retardado de apoptosis que conduce
a disfuncién continua y dafio por la liberacion de neutréfilos inmaduros, mostrando
claros déficits en sus funciones (Delano and Ward, 2016; Nedeva, Menassa and
Puthalakath, 2019). Por otra parte, se ha reportado que los monocitos presentan
disminucién de la expresion del receptor de superficie celular HLA-DR, asi como de
la produccion de citocinas proinflamatorias tales como TNF-a, IL-1B3, IL-6 e IL-12
después de la exposicion a LPS (Delano and Ward, 2016; Radzyukevich,
Kosyakova and Prokhorenko, 2021), también se ha observado que los pacientes
con sepsis presentan evidencia de apoptosis masiva de linfocitos, tanto en sangre
periférica como en tejido linfoide, lo que resulta en linfopenia que se asocia
claramente con la mortalidad y ademas favorece la aparicion de infecciones
secundarias (Cao, Yu and Chai, 2019; Huang, Cai and Su, 2019; Nedeva, Menassa
and Puthalakath, 2019).

Conforme avanza el proceso inflamatorio, se producen mediadores antiinflamatorios
(IL-10, Lipoxinas, Resolvinas), cuyo objetivo es contrarrestar los efectos
proinflamatorios, estos mediadores suprimen la activacion de vias proinflamatorias,
reduciendo la activacion de genes y la generacién de mediadores proinflamatorios,
por lo que el estado hiperinflamatorio inicial de la sepsis se compensa con una

respuesta antiinflamatoria (Hoesel and Ward, 2004).

1.4.2 Resolucién inmunolégica de sepsis
Es importante entender que la resolucion de la inflamacion es crucial para poder
evitar pérdida de la funcién organica y asi garantizar un retorno adecuado de la
homeostasis tisular, por tanto, el interés por comprender el mecanismo que se lleva

a cabo en la resolucion inmunologica de la inflamacion tiene gran relevancia.

Durante muchos afnos, la resolucion de la inflamacién se consideré un fenémeno
pasivo, simplemente asociado con la eliminacion de los estimulos inflamatorios, el
fin de la produccién de quimioatrayentes, la dilucion de los gradientes de
quimiocinas a lo largo del tiempo y la prevencion de un mayor reclutamiento de

leucocitos (Sugimoto et al., 2019). Sin embargo, la resolucién de la expresién de
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citocinas proinflamatorias no empieza dias después de que se ha dado el episodio
de sepsis, sino que, la respuesta inflamatoria y antiinflamatoria ocurren
simultdneamente durante esta patologia, donde el resultado temprano se
caracteriza por una respuesta hiperinflamatoria (Hotchkiss et al., 2009; Delano and
Ward, 2016). Esta resolucion requiere de mediadores pro-resolutivos que se
desencadenan como parte de la respuesta del hospedero, durante la fase
inflamatoria con el fin de llevar a cabo la homeostasis tisular actuando sobre sus
receptores especificos para detener el reclutamiento de leucocitos
polimorfonucleares, promover la apoptosis (0 muerte celular programada), y activar
la eliminacion de células apoptoticas (Serhan and Savill, 2005; Ortega-Gémez,
Perretti and Soehnlein, 2013).

Los mediadores anti-inflamatorios son de naturaleza muy diversa e incluyen:
mediadores lipidicos especializados como son las lipoxinas (LXA4), resolvinas
(RvD1), protectinas y maresinas (Serhan et al., 2015); proteinas y péptidos como
anexina A1 (AnxA1), hormona adrenocorticotropica, péptidos de quemerina y
galectina-1 (Perretti and D’Acquisto, 2009); mediadores gaseosos como acido
sulfhidrico (H2S) y monoxido de carbono (CO) (Wallace et al., 2015);
neuromoduladores (acetilcolina y otros neuropépidos) (Mirakaj et al., 2014; Serhan,
2014).; asi como una purina endégena denominada: adenosina (ADO) (Haské and
Cronstein, 2013).

En particular, el papel de la adenosina como molécula de senalizacion extracelular
fue establecido por primera vez por Drury y Szent-Gyorgvi en 1929 quien demostrd
que la adenosina (extraida del musculo cardiaco) es un potente agente inotrépico
negativo (reduce la fuerza de los latidos) y un vasodilatador coronario (Haské and
Cronstein, 2004), y actualmente algunos estudios han demostrado que atenua la
inflamacion en diferentes modelos de enfermedad como infeccion gastrica y
gastritis, donde actua a través de la activacion de su receptor y confirma su papel

beneficioso como inmunomodulador (Ernst, Garrison and Thompson, 2010).
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1.4.3 La adenosina como un mediador pro-resolutivo en la sepsis

La adenosina es un nucledsido de purina endégena que después de liberarse de
las células o formarse extracelularmente, se difunde en las células circundantes
donde se une a estructuras especificas de la membrana celular llamadas receptores
de adenosina (Haské and Cronstein, 2004). En condiciones basales, las
concentraciones extracelulares de adenosina se mantienen en un nivel basal de 30
a 200 nM como resultado del rapido metabolismo y absorcién. Sin embargo, sus
niveles aumentan significativamente durante condiciones que involucran aumento
de la demanda metabdlica, hipoxia, dano tisular, celular e inflamacion (Haské and
Cronstein, 2013; Antonioli et al., 2014; Pasquini et al., 2021).

Se ha descrito que las concentraciones extracelulares de adenosina (por medio de
la desfosforilacion de ATP) aumentan rapidamente en respuesta a hipoxia tisular y
dafio asociado con sepsis (Ledderose et al., 2016); durante la inflamacién sistémica
0 sepsis la adenosina interactua con receptores expresados en las células inmunes
a través de los cuales puede ejercer efectos antiinflamatorios e inmunosupresores
(Haské and Cronstein, 2013), la estimulacion de estos receptores disminuye la
fagocitosis, liberacion de agentes microbicidas y generacion de especies reactivas
de oxigeno en los neutrdfilos (Antonioli et al., 2014; Pasquini et al., 2021), mientras
que aumenta la secrecion de citocinas antiinflamatorias en macréfagos e induce la

apoptosis de linfocitos (Németh et al., 2006).

La produccion de adenosina se lleva a cabo a través de diferentes mecanismos, sin
embargo, el principal es por medio de la desfosforilacion de los nucléotidos de
adenina (ATP, ADP, AMP) a adenosina por las ectoenzimas: ecto-nucledsido
trifosfato difosforilasas (NTPDases,CD39) y ecto-5'-nucleotidasa (Ecto-5'NTasa,
CD73) (Yegutkin, 2008).

El receptor de adenosina demostré que su activacién atenua significativamente el
dafio tisular de la inflamacion sistémica en estudios realizados con ratones knock-
out. Sin embargo, aunque la amortiguacion de la activacion excesiva de las células
inmunitarias por los receptores de adenosina puede ser beneficiosa en la fase inicial

hiperdinamica de la sepsis y la endotoxemia, los mismos receptores pueden inducir
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inmunosupresion. Por lo tanto, el estudio de la liberacidon de ATP en eventos
inflamatorios, y su degradacién a adenosina por medio de estas ectoenzimas
presentes en la via de sefalizacion purinérgica se ha convertido en un foco de
atencion como posible diana terapéutica en el tratamiento de sepsis (Ledderose et
al., 2016).

1.6 Sistema purinérgico y participacion de CD39-CD73 en la respuesta
inflamatoria y sepsis
El sistema purinérgico, es un sistema que depende de las funciones de las células
inmunitarias, como son las interacciones célula-célula, la produccion de citocinas y
quimiocinas, la eliminacion de antigenos de superficie, de patégenos intracelulares
y la generacion de ROS. Los mediadores purinérgicos, como son el ATP y ADO,
son liberados en el espacio extracelular en respuesta a trastornos metabdlicos u
otro tipo de insultos, operando como senales sensoriales y eferentes para dar paso

a la respuesta inmune (Antonioli, Pacher, E Sylvester Vizi, et al., 2013).

Una vez que el ATP es liberado en el espacio extracelular, CD39 (ecto-nucledsido
trifosfato difosfatohidrolasa 1, E-NTPDase1) convierte el ATP en AMP, y luego
CD73 (ecto-5'-nucleotidasa, Ecto5'NTase) hidroliza el AMP en adenosina, por lo que
son las principales enzimas metabolizadoras de nucleétidos que regulan la
inmunidad y la inflamacién como se observa en la figura 3 (Antonioli, Pacher, E
Sylvester Vizi, et al., 2013).
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Figura 3. Interpretacion general del funcionamiento del sistema purinérgico mediado por
CD39 y CD73. Diversos agentes nocivos, ya sean de origen fisico o biolégico, desencadenan la
liberacién de ATP por lesiones en la membrana plasmatica o por activacion de un mecanismo de
liberacién no litico. En el medio extracelular, el ATP se degrada gracias a la actividad secuencial de
las ecto-nucleotidasas CD39 y CD73, generando adenosina. El ATP extracelular tiene principalmente
actividad proinflamatoria, mientras que la adenosina es un potente inmunosupresor (Antonioli,
Pacher, E Sylvester Vizi, et al., 2013).

CD39 es una proteina de membrana integral que fosfohidroliza ATP y ADP de
manera menos eficiente, de forma dependiente de Ca?* y Mg?*, para producir AMP;
es una proteina de 510 aminoacidos con siete sitios potenciales de glicosilacion
unidos a N, 11 residuos de Cys y dos regiones transmembrana; estructuralmente,
se caracteriza por dos dominios transmembrana, un pequefio dominio
citoplasmatico que comprende el NH terminal y segmentos COOH-, asi como un
dominio hidréfobo extracelular grande conformado por cinco dominios altamente
conservados, conocido como apirasa regiones conservadas (ACR) 1-5, que son
fundamentales para la actividad catabdlica de la enzima (figura 4) (Bastid et al.,
2013).

CD39 se expresa de forma constitutiva en bazo, timo, pulmén y placenta; en estos
organos se asocia principalmente con células endoteliales y poblaciones de células

inmunitarias, como células B, células NK, células dendriticas, células de
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Langerhans, monocitos, macrofagos, neutrdfilos y células T reguladoras (Dwyer et
al., 2007).

Mientras que CD73, es un dimero de dos subunidades idénticas de 548
aminoacidos y 61 kD, ancladas a la membrana plasmatica a través de un residuo
de serina C-terminal, (Ser 523), unidas a glicosilfosfatidil inositol (GPI). Se sabe que
una forma soluble puede desprenderse de la membrana a través de la escision
proteolitica o hidrdlisis del anclaje a GPI (ver figura 4). CD73 se encuentra en
leucocitos derivados de sangre periférica (linfocitos, neutréfilos, monocitos), asi
como en colon, cerebro, riiidn, higado, pulmodn, corazon, bazo, ganglios linfaticos,
timo y médula 6sea. (Deaglio and Robson, 2011; Antonioli, Pacher, E Sylvester Vizi,
etal., 2013).

Espacio intracelular Espacio extracelular

ATP \
ADP
N
CD39
y
AMP
CD73
N
4

Adenosina

ey

Figura 4. Representacion y funcién de las ectonucleotidasas CD39 y CD73. El ATP extracelular
se desfosforila a ADP y a AMP por CD39. El AMP se desfosforila a adenosina por CD73. Modificado
de (Salmi and Jalkanen, 2005).

CD39 y CD73 son importantes para mediar la duracion, magnitud y composicién de
la respuesta purinérgica. La expresién y la actividad de CD39 y CD73 experimentan
cambios dinamicos de acuerdo con el contexto fisiopatologico en el que estan
integrados, y se aprecia cada vez mas que la alteracion de esta maquinaria

catabdlica puede modular el curso y dictar el resultado de varias condiciones
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patofisiolégicas, como infecciones, SIDA, enfermedades autoinmunes,
aterosclerosis, lesién por isquemia-reperfusion y cancer (Antonioli, Pacher, E
Sylvester Vizi, et al., 2013).

De las diferentes poblaciones de linfocitos se ha reportado que en pacientes con
COVID-19 hay cambios en la expresion de las ectoenzimas CD39 y CD73, ya que
son moléculas que participan en diferentes fendmenos inflamatorios, y en particular
en el trabajo de Ahmadi y colaboradoles se demostré mediante citometria de flujo
que el porcentaje de expresién de CD73 se redujo en las células T CD8, NK 'y NKT.
Por otra parte, con respecto a la expresion de CD39 en estos mismos pacientes no
se observaron diferencias significativas en las diferentes subpoblaciones de

linfocitos que se evaluaron (Ahmadi et al., 2020).

Los neutréfilos expresan ampliamente CD39 y CD73, los cuales parecen ser criticos
en la regulacion de la actividad de los neutrdfilos al controlar los gradientes
purinérgicos extracelulares, ya que, la actividad inadecuada del eje CD39 / CD73
se ha asociado con la activacién amplificada y descontrolada de neutrdfilos,
funciones quimiotacticas amplificadas y mayor adhesién al endotelio vascular (Pulte
et al., 2007). Por otro lado, al regular las concentraciones de purina en el espacio
extracelular, el sistema CD39 / CD73 es importante para ajustar la diferenciacion y
la actividad de los monocitos y macréfagos; en particular, la falta de CD39 conduce
a la acumulacién de ATP, lo que estimula tanto a macréfagos como monocitos para
liberar una gran cantidad de citocinas proinflamatorias, como IL-183, IL-18, IL-6 y
TNF-a (Zanin et al., 2012).

CD39 y CD73 también participan en la organizacion del trafico de leucocitos en
respuesta a estimulos quimiotacticos al desencadenar un cambio rapido y dinamico
en la concentracion pericelular de purinas en la proximidad de células endoteliales
e inmunes inflamatorias, éstas enzimas pueden influir en la adhesion de las células
inmunitarias a la capa endotelial y dicha adhesién generalmente es estimulada por
concentraciones altas de ATP y reducida por niveles aumentados de adenosina
(Salmi and Jalkanen, 2005).
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Por otro lado, hay evidencia de que la expresion de CD39 en los monocitos regula
el secuestro de estas células en el tejido cerebral isquémico e inhibe su quimiotaxis,
adhesion y capacidad de transmigracion (Hyman et al., 2009). Y Se demostré que
la liberacion de ATP y la conversion en adenosina por la migracién de neutréfilos
esta polarizada para guiar la migracion de los neutréfilos hacia el sitio inflamatorio
(Chen et al., 2006).

Finalmente, tanto CD39 como CD73 son un mecanismo importante que puede
proteger contra la sepsis ya que la actividad de la ectonucleotidasa aumenta en
linfocitos y macréfagos de ratones sépticos (Vuaden et al., 201; Savio et al., 2017)
y se ha observado que CD39 disminuy® la inflamacion y mejoré la supervivencia de
los ratones sépticos debido a su capacidad para eliminar ATP extracelular (eATP)
(Csébka et al., 2015). Ademas, la sobreexpresion de CD39 inhibié la activacion del
inflamasoma NLRP3, lo que disminuye la inflamacién y mitiga la lesion organica
inducida por sepsis (Yang et al.,2019); ademas el bloqueo utilizando un enfoque
farmacolégico de CD73 con el antagonista selectivo de CD73 AMPCP (2 x 2 mg /
kg al dia) disminuye la supervivencia, el aclaramiento bacteriano y aument6 la
produccion de citocinas (TNF-a, IL-6, IL-12) y quimiocinas (MCP-1, MIP-1a) en la
sepsis inducida por ligadura y puncion cecal (CLP); de igual manera, la delecion
genética de CD73 aumenta la lesion inflamatoria del pulmén y el rifidén inducida por

sepsis (Hasko et al., 2011).
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2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El sindrome de respuesta inflamatoria sistémica (SIRS) es una respuesta del
organismo ante lesiones tisulares inespecificas causados por eventos infecciosos o
no infecciosos. Si este SIRS se desencadena por una infeccion y provoca disfuncién
organica, se define como sepsis. La sepsis es una condicion clinica con amplias
anomalias fisiologicas y bioquimicas; actualmente se define como la disfuncion
organica potencialmente mortal causada por la respuesta desregulada del
hospedero a la infeccion por lo que es una de las principales causas por las que

ingresan pacientes a las unidades de cuidados intensivos.

La SIRS y la sepsis son patologias que corresponden a un proceso de inflamacién
sistémica aguda y severa. Se caracterizan por un desbalance en la produccion de
citocinas, exacerbaciéon del dafio celular y tisular, activacion del sistema
inmunoldgico, endotelial y de coagulacion. Puede llegar a provocar sindrome de la
disfuncién organica multiple e incluso la muerte si no se logra controlar a tiempo. La
elevada mortalidad es una de las razones por las cuales se les considera un

problema de salud hospitalaria.

Entre los pacientes hospitalizados, se ha reportado que, el 15 % cumplié con al
menos dos criterios de SIRS, en los que se informaron tasas de mortalidad mas
altas. La sepsis también es un problema de salud importante con una alta morbilidad
y mortalidad. Aproximadamente 49 millones de personas se ven afectadas por
sepsis cada afo y se estima que 11 millones de muertes son causadas por este

sindrome, lo que representa hasta el 19,7% de todas las muertes a nivel mundial.

A pesar de que los avances sobre la comprension del origen, la fisiopatologia y los
mecanismos inmunolégicos de la sepsis ha progresado durante las ultimas tres

décadas, falta conocer con mayor profundidad acerca de esta patologia.
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3. JUSTIFICACION

En la resolucion del proceso inflamatorio, existen diversos mecanismos y uno de
ellos es la adenosina, la cual es producida por las ectoenzimas CD39 y CD73 que
impulsan un cambio en el entorno proinflamatorio generado por la presencia de ATP
hacia un entorno antiinflamatorio inducido por adenosina. Se ha descrito que las
concentraciones extracelulares de adenosina (por medio de la desfosforilacion de
ATP) aumentan rapidamente en respuesta a hipoxia tisular y dafio asociado con
sepsis; durante la inflamacion sistémica o sepsis la adenosina interactua
con receptores expresados en las células inmunes a través de los cuales puede
ejercer efectos antiinflamatorios e inmunosupresores. Por tanto, la importancia del
estudio y comprension de los mecanismos de la liberacion de ATP en eventos
inflamatorios, y su degradacién a adenosina a través de estas dos ectoenzimas
presentes es relevante y se ha convertido en un foco de atencion en el tratamiento

de sepsis.

Al momento existe poca evidencia tanto en SIRS como en sepsis de la importancia
que pueden representar las ectoenzimas CD39 y CD73, asi como los cambios en
su expresion en las diferentes células del sistema inmunoldgico presentes en sangre
periférica. Teniendo en cuenta que, a pesar del progreso sustancial en el tratamiento
de pacientes con sepsis, esta sigue siendo un importante problema de salud publica
tanto en México como a nivel mundial con alta mortalidad hospitalaria resulta
relevante comprender mejor acerca de las diferentes moléculas y mecanismos
involucrados que podrian contribuir a brindar informacién eficiente para realizar un

mejor diagndstico de los pacientes que presentan tanto SIRS como sepsis.
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4. Pregunta de investigacion

¢La expresion de CD39 y CD73 en linfocitos, neutrofilos y monocitos se vera

incrementada en pacientes con SIRS y/o pacientes con sepsis?

5. Objetivo general

Determinar en pacientes con SIRS o sepsis, asi como sujetos sanos, la expresion

de CD39/CD73 de membrana en linfocitos, neutroéfilos y monocitos.

5.1 Objetivos particulares

- Determinar en pacientes con SIRS y pacientes con sepsis la expresion de CD39 o
CD73 en linfocitos, neutrdéfilos y monocitos.

- Evaluar la coexpresion de CD39 y CD73 en linfocitos, neutréfilos y monocitos de
pacientes con SIRS y pacientes con sepsis

- Evaluar en subpoblaciones de monocitos clasicos, intermedios y no clasicos de

pacientes con SIRS y sepsis la coexpresion de CD39 o CD73.

6. Hipotesis

Ha: En pacientes con SIRS y pacientes con sepsis, se vera incrementada la

expresion de CD39 / CD73 de membrana en los linfocitos, neutrdéfilos y monocitos.

Ho: En pacientes con SIRS y pacientes con sepsis, no habra un incremento en la

expresion de CD39/CD73 de membrana en los linfocitos, neutréfilos y monocitos.
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7. METODO

7.1 Diseino del estudio

Prospectivo, transversal, comparativo, observacional.

7.2 Universo de trabajo
Se incluyeron pacientes adultos ingresados en la Unidad de Cuidados Intensivos
(UCI) del Hospital de Especialidades del Centro Médico Nacional “Siglo XXI” del
Instituto Mexicano del Seguro Social (IMSS) y del Hospital General de México con
diagndstico de sepsis de reciente inicio (menos de 48 horas) y pacientes con

diagndstico de SIRS.

7.3 Poblacion de Estudio
- Grupo de voluntarios Sanos (controles)
- Grupo de pacientes con SIRS

- Grupo de pacientes con Sepsis

7.4 Seleccién de Pacientes
Criterios de inclusién
- Pacientes ingresados en la UCI con diagndstico de SIRS o sepsis, con menos de
48 horas de evolucion de acuerdo con los criterios de la ACCP.
- Pacientes de sexo indistinto.
- Pacientes con edad entre 18 y 60 afios.
- Pacientes de quienes se obtuvo directamente o de parte del familiar (representante

legal) el consentimiento informado firmado.

Criterios de no inclusién
- Pacientes o familiares que rechazaron participar en el estudio.
- Pacientes con infecciones por HIV, hepatitis B o C, y/o con diagndstico previo de

enfermedades autoinmunes (lupus o artritis reumatoide), tiroideas y oncolodgicas.
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- Pacientes con reacciones alérgicas de menos de 3 meses de evolucion
secundarios a alérgenos, transfusiones o medicamentos.

- Pacientes que en los tres dias al ingreso al protocolo hayan recibido terapia con
inmunosupresores o inmunomoduladores.

- Embarazo.

- Pacientes con comorbilidades como diabetes, hipertension arterial, falla renal o
falla hepatica.

- Pacientes que, en los quince dias previos a su ingreso al proyecto hayan sido
sometidos a procedimiento quirdargico a fin de eliminar focos infecciosos

(abscesos, peritonitis, apendicitis, perforacién intestinal).

Criterios de exclusion

- Pacientes con expediente clinico incompleto.

Criterios de eliminacion
- Pacientes que se retiraron del estudio.
- Pacientes cuyas muestras sanguineas no fueron factibles de procesar por

situaciones inherentes a la toma y/o calidad de la misma.

7.5 Obtencién de las muestras
La toma de las muestras se llevd a cabo del catéter central con previa asepsia de la
zona y drenado del mismo. Los médicos especialistas colaboradores en el proyecto
fueron quienes recolectaron 3 mL de sangre periférica en tubos con heparina de litio

como anticoagulante.

7.6 Recoleccion de datos clinicos
Utilizando una hoja de recoleccidén de datos ver anexo 1 se recabo la informacion
de identificacion de cada paciente, asi como el diagnéstico, evolucién, variables
clinicas y de laboratorio que se relacionan con la gravedad de la enfermedad y la

evolucion de los pacientes. Toda esta informacion se manejé como informacién
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confidencial, salvaguardando la privacidad de cada persona participante en el

estudio.

7.7 Inmunofenotipificacion de leucocitos
Para la identificacion y clasificacion de los leucocitos por inmunofenotipificacion, se
llevé a cabo el protocolo que se describe en la figura 7. Lo primero que se hizo fue
realizar la lisis de los eritrocitos por choque osmético, agregando 200 ul de sangre
periférica en un tubo de citometria donde se adicionaron 1,300 ul de solucion de
lisis de eritrocitos 10X (cloruro de amonio [NH4Cl] al 0.5 M) y se dejo6 incubar durante
10 minutos a temperatura ambiente. Posteriormente, se le adiciond 1 mL de solucion
amortiguadora de fosfatos (PBS 1X) y se centrifugd la muestra durante 5 minutos a
383 g para la recuperacion del concentrado leucocitario. Terminada la
centrifugacion, se decanto el sobrenadante obteniendo un boton de leucocitos, el
cual se resuspendi® en PBS 1X para obtener una concentraciéon de 1x108
células/mL. De esta suspensién celular, se tomaron 1x10° células (50 ul) y se
colocaron en alguno de los siguientes cuatro tubos de citometria rotulados de la
siguiente manera: AF: Autofluorescencia, FMO/CD39: fluorescencia menos
uno/CD39, FMO/CD73: fluorescencia menos uno/CD73 y T: Panel completo para
Inmunofenotipificacion (Tincion completa). En cada tubo de citometria se agrego

cada uno de los anticuerpos como se muestra en la tabla 4.

Tabla 4. Anticuerpos para la inmunofenotipificacién de leucocitos de acuerdo con cada control.

Anticuerpo |
cDa5 | CD14 cpit6 | CD3 | CD73 |

AF ‘
FMO/CD39 + + + +
FMO/CD73 | + + + + \
T ‘ + + + + + |

En la tabla 5 se muestra el volumen que se le afiadié a cada tubo de cada uno de

los anticuerpos empleados en el panel para la inmunofenotipificacién de leucocitos.
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Tabla 5. Panel de anticuerpos utilizados para la inmunofenotipificacion.

Anticuerpo Fluorocromo Clona Marca Volumen (L)
aCD45 P. Blue HI30 Invitrogen 1
aCD14 PE Cy7 MS5E2 Biolegend 1
aCD16 APC Cy7 3G8 Biolegend 1
aCD39 FITC A1 Biolegend 2.5
aCD73 PE AD2 Biolegend 25

o= equivale anti-CD (la especificidad del anticuerpo)

Una vez colocada la muestra en los tubos con los anticuerpos sefalados, se
incubaron durante 15 minutos en oscuridad a temperatura ambiente. Pasado este
periodo de tiempo se agregaron 300 ul de una dilucién 1:10 de solucién de lisis y
fijado comercial (BD FACS™ Lysing Solution Cat. 349202, San Jose California,
EUA) y se dej6 incubar por 10 minutos en oscuridad a temperatura ambiente. A
continuacién, se agregé 1 ml de PBS a cada y se centrifugaron durante 5 min a 383
g; al finalizar y cuidando no agitar el tubo, se decantd el sobrenadante y se

resuspendio el botdn celular en 50 pl de PBS (Figura 5).

Finalmente, en un citdmetro FACS Aria llu con configuracion B5R2V2 (BD™
Biosciences, San José, CA, USA) se capturaron al menos 5 mil eventos
correspondientes a los monocitos (células analizadas individualmente
FSCmedSSCmedCD45medCD14*-CD167*). Este citometro se encuentra en el
Laboratorio Centro de Instrumentos de Citometria de la Coordinacion de
Investigacion en Salud del IMSS. Se ubica en la planta baja del Hospital de
Especialidades de CMN “Siglo XXI” del IMSS. Los archivos FCS 3.0 obtenidos se
analizaron utilizando el programa de analisis Infinicyt versiéon 1.8 (Cytognos™,

Salamanca, Espafia).
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Figura 5. Protocolo general para la inmunofenotipificacion de leucocitos. Desarrollo del
procesamiento de muestras que se llevé a cabo en voluntarios sanos, pacientes con SIRS y
pacientes con sepsis.

7.8 Analisis de datos de citometria de flujo

Como se muestra en la figura 6, ulilizando el softwarte Infinicyt, se llevd a cabo el
analisis de los datos aplicando el siguiente algoritmo: Para la identificacion de
leucocitos se seleccionaron los eventos sencillos (células analizadas
individualmente sin agregados), en una grafica con la altura del parametro del
tamano contra el area del parametro de tamano (FCS-H y FCS-A, Figura 6a);
ademas se utilizd una grafica de tamafo (FSC-A) vs complejidad (SSC-A) para
identificar a las células, excluyendo asi a los detritus (Figura 6b) y una grafica de
CDA45 vs complejidad (SSC) para seleccionar solo a los eventos CD45+ (Figura 6c¢).
Después, a partir de los marcadores celulares (CD45, CD14, CD16), asi como de
acuerdo con sus caracteristicas de tamano y complejidad, se clasificaron los
leucocitos en: linfocitos (FSC'°¥, SSC'°¥, CD45", CD14"), neutrofilos (FSCM, SSCM,
CD45°% CD14-CD16*) y monocitos totales (FSC™Med, SSCmMed, CD45m¢ vy la
expresion diferencial de CD14 y CD16) (ver figura 6d).
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Figura 6. Estrategia general de analisis para la identificacion de leucocitos y sus
subpoblaciones. a) Seleccion de eventos sencillos, b) Seleccion de las células, ¢) Identificacion del
patron correspondiente a leucocitos mediante su complejidad (detector SSC) y la expresién del
marcador CD45 (CD45+), d) Seleccion de las poblaciones de leucocitos mediante su complejidad y
la expresion diferencial de los marcadores CD14 y CD16.

Para la identificacion de las subpoblaciones de monocitos se utilizd la expresion
diferencia de los marcadores CD14 y CD16, subclasificAndose como se presenta
en la figura 7 en: monocitos clasicos (CD14*CD167), monocitos intermedios
(CD14*CD16*) y monocitos no clasicos (CD14-CD16™.

Monocitos no Clasicos

a‘ ; CD14-CD16+
[ X e o . i
- I TR R P Monocitos
T) ;i i f‘%ﬂf"ﬁ'ﬁ"‘?‘,‘ i Intermedios
STy - 1. | CD14+CD16+
= ]
=~ 2
2l
@ 3
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- ] CD14+CD16-
a
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g —— —
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Figura 7. Estrategia de analisis para la identificacion de las subpoblaciones de monocitos. Se
realizo la seleccion de las subpoblaciones de monocitos mediante los marcadores CD14 y CD16 en
donde se observa a los mocitos clasicos CD14*CD16 (identificados con color rosa), los monocitos
intermedios CD14* CD16* (marcados con color azul) y los monocitos no clasicos CD14  CD16*
(marcados con color morado).
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Una vez identificados linfocitos, neutréfilos, monocitos y sus subpoblaciones se

caracterizaron por la expresion diferencial de CD39 y CD73.

Para establecer a las células positivas a CD39 (Figura 8a) o CD73 (Figura 8b) de
cada subpoblacion (linfocitos, neutrofilos, monocitos y sus subpoblaciones) se

utilizé el control de fluorescencia menos uno “FMO” correspondiente.

FMO
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Figura 8. Graficos de puntos para establecer las células con expresion de ectonucleotidasas
CD39 y CD73. Graficando el parametro complejidad (SSC) vs CD39(a) o CD73(b) se determiné el
limite para identificar a las células CD39+ o CD73+ utilizando el control de fluorescencia menos uno

(FMO).
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Para identificar a las poblaciones dobles positivas (CD39*CD73*) en cada poblacién
de leucocitos y subpoblaciones de monocitos se utilizaron graficos de puntos (dot
plots) con los parametros CD39 vs CD73 a los que también se les aplicaron los FMO
correspondientes para asegurar la seleccibn de unicamente las células que

expresaban a estos marcadores.
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Figura 9. Caracterizacion de las células con doble expresién de CD39 y CD73 (CD39+CD73+).
A partir de la identificacion de los subtipos de leucocitos, de la poblacion de linfocitos se utilizé una
gréfica de puntos para identificar, de acuerdo con el control de fluorescencia menos uno (FMQO) y
controles internos negativos, se establecié la poblacion positiva CD39 y CD73 (CD39+CD73+).

7.9 Andlisis Estadistico
De los datos obtenidos de los inmunofenotipos se les aplicéd la prueba U de Mann
Whitney, para establecer si existe diferencia en la expresion de marcadores entre
los pacientes con SIRS y pacientes con sepsis; se tomaron los porcentajes de é
positivas y por otro lado las medias de la intensidad de fluorescencia que se

relaciona con la e diferencial.
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8. RESULTADOS

Para la presente tesis se incluyeron un total de 16 personas que se distribuyeron en
los siguientes subgrupos: controles sanos n=4, pacientes con SIRS, n=4; y
pacientes con sepsis, n=6. En la tabla 6 se incluyen las caracteristicas demograficas
de cada grupo, la distribucion de género y edad es similar en todos los grupos
analizados. Como era de esperarse los sujetos con inflamacién sistémica, tanto
SIRS como sepsis, presentan diferencias significativas respecto a la frecuencia
cardiaca y el numero de leucocitos circulantes; los pacientes con SIRS y sepsis

presentan taquicardia y leucocitosis.

Tabla 6. Caracteristicas demograficas de los voluntarios sanos (controles) y pacientes analizados.

Sanos Pacientes SIRS Pacientes Sepsis
(n=4) (n=4) (n=86)
Edad 2719 45 38+13
Género 2:2 2:2 3:3
(F:M)
FC 77 £ 9* 88 +28 94 +26
(latidos/min)
FR 19 £2 17+2.6 185
(respiraciones/mi
n)
Temperatura 36+0.3 36.5+£0.5 36+0.4
(°C)
Leucocitos 6.9+1.5" 144 +3.5 147 +5.6
circulantes
(105/mm3)
Presion Arterial 108/70 122/78 109/65
SOFA NA 2.0 2.0
APACHE NA 4.0 9.0

*p<0.05 respecto a pacientes con SIRS o Sepsis. ANOVA

Como se detalla en la seccién de material y métodos, con las muestras de sangre
periférica, se realizd la inmunofenotipificacion de leucocitos para la identificacién de

linfocitos, neutréfilos, monocitos y subpoblaciones de monocitos, asi como la
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expresion de CD39/CD73. En cuanto a la expresion de CD39 y CD73, aqui reporta
tanto el porcentaje de células que son positivas (%) como la expresion de estas
moléculas, expresado como el valor de la media de la intensidad de fluorescencia
(MIF).

Para la subpoblacién de linfocitos tanto el porcentaje de células CD39+ (Figuro 10a)
como su expresion diferencial (Figura 10b) no se modifica entre pacientes con SIRS
0 sepsis, como tampoco presenta diferencias significativas con los sujetos sanos.
En cuanto a la expresion de CD73, aunque hay una tendencia a que el porcentaje
de células en menor en los pacientes en comparacion con la de sujetos sanos, esta
no alcanza diferencia significativa (Figura 10c), como tampoco hay diferencias

respecto a la expresion entre los grupos comparados (Figura 10d).
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Figura 10. Expresién de CD39 y CD73 en linfocitos. Se muestra el porcentaje de linfocitos totales
en los que se expresa CD39 (a) o CD73 (c). Utilizando los valores de la Intensidad media de
fluorescencia, se presenta la expresion diferencial de CD39 (b) o CD73 (d) en linfocitos totales.
Prueba estadistica U de Mann Whitney, Media £ SEM (p< 0.05).

Por la importancia de las células de la inmunidad innata y particularmente de las

células mieloides con capacidades fagociticas, se decidié también comparar tanto
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el porcentaje de células positivas como la MIF para la ectoenzima CD39 y para

CD73 en neutrofilos, monocitos y sus subpoblaciones.

Para los neutrdfilos, como se muestra en la figura 11, si hay diferencias significativas
en la expresiéon tanto de CD39 como CD73. Para CD39 tanto en el porcentaje de
células (Figura 11a) como en la MIF (Figura 11b), respecto a pacientes con SIRS,
es menor la expresion en los neutréfilos provenientes de pacientes con sepsis
(p<0.05). Lo contrario se observa para la expresiéon de CD73, que en los neutrofilos
de pacientes con sepsis es significativamente la MIF, respecto a pacientes con SIRS
(Figura 11d).
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Figura 11. Expresion de CD39 y CD73 en neutrdfilos. Una vez identificados los neutréfilos
(leucocitos CD45°", SSC "9" CD16*) se determinaron: el porcentaje de estos se expresa CD39 (a) o
CD73 (c). Utilizando los valores de la Intensidad media de fluorescencia (MIF), se determiné la
expresion diferencial de CD39 (b) o CD73 (d) en linfocitos totales. Prueba estadistica U de Mann
Whitney, Media £+ SEM (*p< 0.05).
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El otro tipo de células mieloides circulantes relevantes en los procesos de
inflamacion sistémica son los monocitos. Como se observa en la figura 12, la
expresion del porcentaje de células CD39+ o CD73+, asi como la expresion de
CD73 determinada por la MIF, no presentan diferencias significativas entre los
grupos (Figura 12a, c y d). Sin embargo, si hay mayor expresion de CD39 en los
monocitos de pacientes con SIRS en comparacion de aquellos con sepsis (p<0.05)

y la misma tendencia respecto a controles sanos.
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Figura 12. La expresion de CD39 es mayor en monocitos con pacientes con SIRS. Una vez
identificados los monocitos, se determinaron los porcentajes de esta subpoblacion leucocitaria: a)
CD39+ o c¢) CD73+, en leucocitos obtenidos de pacientes con SIRS, sepsis o sujetos sanos. La
expresion diferencial de estas moléculas se determiné por el valor de la media de la intensidad de
fluorescencia para b) CD39 o d) CD73. Prueba estadistica U de Mann Whitney, Media + SEM (*p<
0.05).
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Ya que en los monocitos totales se observa diferencia estadisticamente significativa
en la expresion de CD39 entre los pacientes con SIRS y los pacientes sépticos, se
decidié evaluar dicha expresidén en cada una de las subpoblaciones de monocitos
con la finalidad de determinar si esa diferencia era especifica de alguna
subpoblaciéon. Como se observa en la figura 13, el porcentaje de monocitos clasicos
que expresan CD39 o CD73 (Figura 13a y 13c), asi el nivel de expresion de CD73
es la misma en los grupos de pacientes analizados (SIRS y sepsis), asi como
respecto a las células de voluntarios sanos. Sin embargo, la expresién de CD39,
determinada por la MIF es respecto a sujetos sanos significativamente mayor en los

monocitos clasicos de pacientes con SIRS, pero no asi con los pacientes sépticos.
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Figura 13. La expresiéon de CD39 en monocitos clasicos es mayor en pacientes con SIRS. Una
vez identificados los monocitos clasicos (FSC™SSC™YCD45mCD14*CD16°) en muestras de
sangre periférica de pacientes con SIRS o sepsis, se determiné el porcentaje de estas células: a)
CD39+ o ¢c) CD73+. La expresion diferencial de estas moléculas se determiné por el valor de la
media de la intensidad de fluorescencia para b) CD39 o d) CD73. Prueba estadistica U de Mann
Whitney, Media £+ SEM (*p< 0.05).
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Como se observa en la figura 14, para monocitos intermedios y no clasicos, no hay
diferencias en la expresién de CD39 o CD73 entre las condiciones de los pacientes

SIRS o sepsis, ni respecto a controles sanos.
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Figura 14. La expresion de CD39 y CD73 en monocitos intermedios y no cldasicos no se
modifica en pacientes con SIRS o sepsis respecto a los sujetos sanos. Una vez identificados
los monocitos intermedios (FSC™SSC™YCD45m9CD14*CD16%) en muestras de sangre periférica
de pacientes con SIRS o sepsis, se determiné: a) el porcentaje de estas células CD39+ o CD73+ y
su expresion diferencial por el valor de la media de la intensidad de fluorescencia (MIF). Esto mismo
se determiné para monocitos no clasicos (FSC™?SSC™CD45™“CD14-:CD16*). Prueba estadistica
U de Mann Whitney, Media £ SEM (*p< 0.05).
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Como se menciond anteriormente estas ectoenzimas trabajan conjuntamente en la
produccion de adenosina, por lo que se tuvo el interés en comparar el porcentaje de
células CD39+CD73+, o sea doble positivas en las subpoblaciones de leucocitos de
pacientes con SIRS o sepsis. Solo en la poblacion de neutréfilos es que se observa
un porcentaje significativamente menor de estas células dobles positivas en
pacientes con sepsis en comparacion a sujetos con SIRS y la misma tendencia
respecto a controles sanos. Linfocitos, monocitos y sus subpoblaciones no tuvieron

diferencia significativa en la co-expresion de estas ectoenzimas.
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Figura 15. En pacientes con sepsis el porcentaje de neutrofilos CD39+CD73+ es menor que
en los pacientes con SIRS. a) Una vez identificados los neutrofilos (FSC''SSCMCD45°"CD14
CD16"%), monocitos (FSC™?SSC™YCD45mCD147*CD167*) y linfocitos (FSC**SSC*“CD45"CD14
CD16°) en muestras de sangre periférica de pacientes con SIRS o sepsis, se determiné el porcentaje
CD39+CD73+. b) en los subtipos de monocitos: clasicos, intermedios y no clasicos se determiné el
porcentaje de células CD39+CD73+"). Prueba estadistica U de Mann Whitney, Media + SEM (*p<
0.05).
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9. DISCUSION

Los sindromes asociados a inflamacion sistémica como SIRS y sepsis siguen
siendo un desafio en la medicina de emergencia al presentar una alta mortalidad
debido a wunarespuesta inmune desregulada, inestabilidad hemodinamica,

disfuncién organica y supresion inmune prolongada (Kiers et al., 2017).

En estas condiciones de inflamacion sistémica existe la liberacién de diversos
nucledtidos, por ejemplo, ATP o ADP, capaces de actuar como patrones
moleculares asociados a dano (DAMPs) que son reconocidos por receptores de
reconocimiento de patrones (PRRs), en este caso conocidos como receptores
purinérgicos (ldzko, Ferrari and Eltzschig, 2014). Entre algunas de las funciones que
presentan estos receptores, se encuentra la conversion de ATP/ADP en adenosina
dentro del compartimento extracelular por la actividad de ectonucleotidasas CD39 y
CD73, desplazando la actividad proinflamatoria de las células inmunitarias como los
leucocitos, impulsadas por ATP hacia un estado antiinflamatorio mediado por

adenosina (Antonioli, Pacher, E. Sylvester Vizi, et al., 2013).

Se sabe que las ectoenzimas, especificamente las ectonucleotidasas, desempenan
un papel importante en el trafico de leucocitos. Sin embargo, CD39 ha sido
reconocido como un punto de control critico en la regulacion de la acumulacion de
leucocitos dentro de los tejidos hipdxicos (Salmi and Jalkanen, 2005). Por otro lado,
la expresion de CD73 aumenta en los sitios de inflamacion por el IFN-a, y en
condiciones hipoxicas, por HIF-1a (Thompson, et al., 2004; Niemela, et al, 2004.),
conduciendo a una mayor produccion de adenosina, siendo uno de los mecanismos
de proteccion que aumenta la permeabilidad de las células endoteliales y limita el

trafico de leucocitos a los sitios de inflamacion (Salmi, M., and Jalkanen, S., 2005).

Nuestros resultados muestran que en condiciones de inflamacién sistémica como
es en el caso de SIRS y sepsis el porcentaje de células CD39 y CD73 positivas en
linfocitos, neutréfilos, monocitos y sus subpoblaciones se correlaciona con lo
realizado por otros autores, Reutershan y colaboradores determinaron la frecuencia
CD39y CD73 en leucocitos (linfocitos, monocitos y neutréfilos) en un modelo murido

al que le ocasionaron lesion pulmonar mediante la administracion intranasal de LPS
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y evaluaron ambas moléculas; ellos observan que dichas ectoenzimas
incrementaron significativamente tras la estimulacion con LPS, lo cual se asemeja
de cierto modo con un modelo de sepsis (Reutershan, et.al., 2008); de igual manera
como se reportd en la evaluacidon de la expresion de estas ectoenzimas en
leucocitos residentes en el corazon y leucocitos circulantes en un modelo de
isquemia cardiaca, ellos determinaron que hay mayor distribucién de granulocitos,
monocitos y algunas subpoblaciones de linfocitos que poseen CD39 en
comparacién con CD73 (Bonner, et.al., 2012); sin embargo en nuestros resultados
observamos que especificamente en neutréfilos hay menor % de células CD39
positivas en pacientes con sepsis en comparacion con pacientes con SIRS. Esto

probablemente pueda estar relacionado con la estrategia de seleccidn de células.

Los neutrofilos son fagocitos profesionales que desempefian un papel fundamental
en la defensa del hospedero contra las infecciones, son importantes para la
patogénesis de muchas enfermedades inflamatorias, (Kathryn E Barletta, Ley and
Mehrad, 2012) en particular en los neutréfilos se ha demostrado que la adenosina
producida por las ectoenzimas CD39 y CD73 es capaz de modular varias de sus
funciones, incluidas la adhesion, transmigracion, liberacion de mediadores
inflamatorios, fagocitosis, desgranulacion y el estallido respiratorio (Kathryn E
Barletta, Ley and Mehrad, 2012).

En los resultados mostrados anteriormente pudimos observar que tanto el
porcentaje de neutrofilos CD39+ como la MFI en esta poblaciéon de leucocitos es
menor en los pacientes con sepsis en comparacién con los pacientes SIRS. Y al
relacionar estos dos grupos de estudio con los sujetos sanos en ambas
determinaciones se observd que los pacientes con SIRS no presentan diferencias
con respecto a los sanos, mientras que en los pacientes sépticos si se encontrd
diferencia estadistica lo cual nos sugiere que hay menor cantidad de neutréfilos
CD39+ y que a su vez se esta perdiendo la expresion de esta ectoenzima en la
participacion de la regulacién de la inflamacién para el caso de sepsis; esto se
podria explicar debido a que se sabe que en un proceso de sepsis los neutrofilos

presentan un déficit en sus funciones lo que origina un estado retardado de
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apoptosis que conduce a disfuncién continua y dafio por la liberacién de neutrdfilos
inmaduros (Delano and Ward, 2016; Nedeva, Menassa and Puthalakath, 2019). A
su vez esto podria tener relacion con Corriden y colaboradores que observaron que
la deficiencia de CD39 y receptores de adenosina en ratones presentaba
deficiencias en el reclutamiento de los neutrofilos hacia el sitio de dafio (Corriden et
al., 2008).

En cuanto a nuestros resultados obtenidos para CD73, podemos observar que el
porcentaje de leucocitos positivos a esta ectoenzima no presentd diferencia
estadistica significativa entre nuestros dos grupos de estudio; esto concuerda con
lo observado por Boner y cols, donde ellos muestran que hay menor frecuencia de
células CD73 en las diferentes poblaciones de leucocitos en sangre periférica. No
obstante, al evaluar la MFI de esta ectoenzima se observé que los neutrodfilos
presentan mayor expresion en pacientes diagnosticados con sepsis en comparacion
a los pacientes SIRS, lo cual también coincide con lo mostrado por Reutershan y
cols, quienes plantean que CD73 incrementa en células que son estimuladas con
LPS.

Por otra parte se ha descrito que los neutréfilos coexpresan CD39/CD73, debido a
la capacidad que tienen de generar adenosina y recibir retroalimentacién autocrina
a través de la estimulacion del receptor de adenosina (Kathryn E. Barletta, Ley and
Mehrad, 2012); esto tiene relacion con nuestros resultados mostrados para la
coexpresion de las ectoenzimas evaluadas en el presente proyecto,
especificamente en neutrdfilos, donde observamos que pacientes con sepsis tienen
menor porcentaje de neutréfilos que coexpresan CD39 y CD73 en comparacion con
pacientes con SIRS, lo cual puede ser muy probablemente debido a la
desregulacion generada por la inflamacion sistémica que se cursa durante la sepsis
y por lo tanto los neutrdfilos pierden algunas de sus funciones, entre las cuales
puede encontrarse la regulacion del ambiente inflamatorio mediado por CD39 vy
CD73, a la fecha se ha descrito que neutroéfilos no estimulados producen y secretan
continuamente una pequefa cantidad de adenosina y que los neutrofilos activados

pueden ser una fuente importante de adenosina tisular en un microambiente
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inflamatorio (Junger, 2011), ademas de ello los neutréfilos no solo pueden secretar
adenosina directamente e inhibir su degradacién, sino que también liberan ATP tras
la activacion, que luego es procesado por CD39 y CD73 a adenosina (Chen, et al.,
2006; Eltzschig, Macmanus, and Colgan, 2018). De igual modo se ha reportado que
los neutréfilos pueden coexpresar CD39/CD73 una vez activados en un ambiente
proinflamatorio y esto puede propiciar tanto la liberacion como la captacién de ATP,
el cual es degradado por las ectoenzimas CD39 y CD73 para generar adenosina,
ésta es captada por receptores de adenosina ubicados en los neutrdfilos, teniendo
asi como consecuencia la modulacion de la migracién de los neutrdéfilos hacia el

sitio de inflamacion (Kathryn E Barletta, Ley and Mehrad, 2012).

Otra de las poblaciones de leucocitos que se encargan de modular el ambiente
inflamatorio y que forma parte del vinculo entre el sistema inmune innato y el sistema
inmune adaptativo son los monocitos, los cuales son de gran relevancia en la
progresion de la inflamacion y la inmunosupresion inducida por sepsis. (Auffray,
Sieweke and Geissmann, 2009). Especificamente en los monocitos existe evidencia
de que la presencia de CD39 inhibe su quimiotaxis, adhesion y capacidad para
transmigrar (Hyman et al.,, 2009), por lo que esto nos puede sugerir que esta

ectoenzima participa en la regulacion de la inflamacion.

Debido a que la poblacion de monocitos es heterogénea, cada subpoblacion se
caracteriza por funciones especificas, desempefando su propio papel en la
respuesta inmunitaria (Radzyukevich, Kosyakova and Prokhorenko, 2021). Como
se ha mencionado anteriormente las subpoblaciones de monocitos son de gran
importancia puesto que los monocitos clasicos son altamente fagociticos, los
monocitos intermedios incluyen la produccion de ROS, presentacion de antigeno,
participacion en las respuestas inflamatorias y angiogénesis, mientras que los
monocitos no clasicos patrullan el endotelio, pueden tener un comportamiento
proinflamatorio y secretar citocinas inflamatorias en respuesta a la inflamacién
(Wong, et.al.,2001).

Recientemente, se ha reportado en voluntarios sanos que las tres subpoblaciones

de monocitos expresan CD39, sin embargo, la subpoblacion que primordialmente

43



expresa esta ectoenzima son los monocitos intermedios, seguido de los monocitos
clasicos y en menor medida los monocitos no clasicos (Hoffmann et al., 2020). Y
aunqgue no se presento una diferencia significativa del porcentaje de células CD39+
tanto en los monocitos totales (Figura 10) como en las subpoblaciones de monocitos
para los dos grupos de estudio (Figura 11), esto coincide con nuestros resultados,
ya que, al evaluar la expresién de esté marcador para los monocitos totales se
observdé una mayor expresion en pacientes con SIRS (Figura 12); sin embargo,
contrario a los resultados de Hoffmann y colaboradores donde observaron mayor
expresion en los monocitos intermedios, en nuestros resultados al realizar la
comparacién entre nuestros dos grupos de estudio, la subpoblacién que presentd
mayor expresion de CD39 fue la de los monocitos clasicos en el caso de pacientes
con SIRS en comparacion con pacientes sépticos, en cuanto a las otras dos
subpoblaciones de monocitos no se encontrd diferencia estadisticamente
significativa (Figura 13). Esta diferencia en la expresion de esta ectoenzima se
podria explicar, ya que, en nuestro trabajo se evaluaron las subpoblaciones de
monocitos en un modelo de inflamacion sistémica, en donde se puede sugerir que
el aumento de la expresidon en los monocitos clasicos se debe a que se esta llevando
a cabo la regulacion de la inflamacién mediada por el aumento de la produccién de
la desfosforilacion de ATP para la generacion de adenosina por medio de CD39,
permitiendo asi que los monocitos clasicos lleven a cabo sus funciones particulares
que ya han sido reportados, como son la reparacion de tejidos y la respuesta
inmune, reconociendo PAMPs y eliminando microorganismos, lipidos y detritus
celulares a través de la fagocitosis (Wong et al., 2011; Yang et al., 2014; Ozanska,
Szymczak and Rybka, 2020).

En cuanto a lo que se observa en los pacientes con sepsis, tenemos todo lo
contrario, ya que ni en los monocitos totales ni en sus diferentes subpoblaciones
hubieron cambios en cuanto a la frecuencia y a la expresion de CD39, lo cual se
puede relacionar con otros reportes descritos en donde se ha observado que

aunque los monocitos tienen como una de sus funciones principales llevar a cabo
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el proceso de fagocitosis y activarse para elaborar especies reactivas de oxigeno,
oxido nitrico y citocinas, esta poblacion de leucocitos muestra una capacidad muy
reducida de responder a LPS en pacientes con sepsis, lo cual esta intimamente
relacionado con la gravedad de la enfermedad (Pena et al., 2014) y a su vez la
proporcion de las subpoblaciones de monocitos varia en diferentes estudios,
enfatizando la heterogeneidad de la sepsis (Radzyukevich, Kosyakova and
Prokhorenko, 2021) y sugiriendo que la expresibn de este marcador es

independiente del microambiente de los pacientes con sepsis.

Ahora bien, para el caso de la ectoenzima CD73, se ha reportado que menos del
5% de los monocitos CD14+ circulantes expresan esta ectonucleotidasa en
individuos sanos (Allard et al., 2017). Y esto concuerda con nuestros resultados
obtenidos ya que tanto el porcentaje como la expresion en monocitos y
subpoblaciones de monocitos para CD73 positivos no presentaron diferencias
significativas tanto para pacientes diagnosticados con SIRS como para pacientes
diagnosticados con sepsis (figura 15y 17), sugiriendo que en los pacientes con
SIRS la expresién de CD73, es contraria a CD39 y es independiente tanto del
microambiente como de las funciones particulares que llevan a cabo las
subpoblaciones de monocitos y que en sepsis de igual manera que CD39, la
expresion de la ectoenzima de CD73 es independiente de las respuestas

funcionales de las subpoblaciones de monocitos.

Es importante resaltar que la expresion y la funcion de las ectoenzimas cambian
durante la diferenciacion y activacién celular. Ya que, mientras que se ha reportado
que la actividad enzimatica de CD39 y CD73 es relativamente baja en los monocitos
indiferenciados, la actividad de CD39 y especialmente de CD73 aumenta tras la
diferenciacion (Clifford et al., 1997; Adrian et al., 2000), lo que posiblemente implica
que la modulacién de monocitos a macréfagos puede adquirir progresivamente un
fenotipo formador de adenosina. Dichos cambios en la funcionalidad de las

ectoenzimas podrian permitir que exista un ajuste en el resultado de la cascada
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purinérgica en su superficie celular para afinar sus funciones efectoras durante un

evento inflamatorio (Bourns, et.al., 2006).

Las ectonucleotidasas CD39 y CD73 han sido exploradas en diferentes
subpoblaciones de linfocitos, entre ellas, los linfocitos T CD4+, T CD8, Th17,
linfocitos B, T reg, entre otras; de hecho, CD39 se describioé por primera vez como
un marcador de activacion de linfocitos B y posteriormente se consider6 como un
marcador de activacion de linfocitos T (Zhao H, Bo C, Kang Y, and Li H., 2017).
Debido al estudio que se ha llevado a cabo en las diferentes subpoblaciones de
linfocitos hoy en dia se sabe que en sangre periférica humana, CD73 se expresa en
aproximadamente el 75 % de las células B, el 50 % de las células T CD8+, el 10 %
de las células T CD4+ y del 2-5 % de las células NK (Resta, Yamashita and
Thompson, 1998; Allard et al., 2017).

Por otra parte, se ha reportado que CD39 y CD73 se han utilizado cada vez mas
como marcadores de identificacion de las células T reg Foxp3+, puesto que estas
ectoenzimas estan altamente expresados en su superficie y su actividad catabdlica
esta sincronizada con el estado de activacion de estas células (Mandapathil, et.al.,
2009; Schuler, et.al., 2011). También Deaglio y colaboradores reportaron que en
ratones deficientes de CD39, esta ectoenzima junto con CD73 facilita la generacién
pericelular de adenosina, la cual media una parte crucial de las actividades
inmunosupresoras y antiinflamatorias de las células Tregs (Deaglio, et. al., 2007). Y
en otro estudio se ha demostrado que las células Th17 también expresan las
ectoenzimas CD39 y CD73, pero estas son las encargadas de suprimir la respuesta
inmune de esta poblacion celular a través de la produccién de adenosina (Chalmin,
et.al., 2012). Asi como se encontréo que CD39 y CD73 estaban distribuidos de
manera desigual entre las diferentes células inmunitarias cardiacas. Las células
linfoides cardiacas circulantes y residentes expresaron en gran medida CD73 con
poca abundancia en las células mieloides, mientras que para CD39 ocurre lo

contrario (Bonner,et. al., 2012)
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Y aunque hay una gran variedad de referencias en donde reportan que estas
ectoenzimas estan asociadas a las poblaciones de linfocitos, como es el caso en
donde se ha reportado que CD39 juega un papel indispensable en la activacién y
diferenciacion de células T CD4 + impulsadas por DC (Mariathasan et al., 2006), y
de que en un estudio reciente se ha demostrado que las células Th17 también
expresan CD39 y CD73, y estas ectoenzimas suprimen las respuestas inmunitarias
de las células Th17 a través de la produccion de adenosina (Chalmin et al., 2012),
asi como que en estudios farmacoldgicos han demostrado que las células Treg
humanas también degradan ATP a adenosina a través de CD39 y CD73 y que esta
adenosina es inmunosupresora (Mandapathil et al., 2010) y de igual manera se ha
reportado que la proliferacion y las funciones de células B "gh CD39 ge realizan a

través de la generacion de adenosina y la secrecion de IL-10 (Figueir6 et al., 2016).

En nuestros resultados no se pudo llegar apreciar diferencias significativas, tanto en
el porcentaje de linfocitos CD39+, linfocitos CD73+ vy linfocitos CD39+CD73+, asi
como una diferencia en la expresion de estos dos marcadores para nuestros dos
grupos de estudio. Por tanto, esto podria explicarse a que las diferentes funciones
especificas que llevan a cabo las diferentes poblaciones de linfocitos es estos dos
casos clinicos de inflamacién sistémica no son dependientes de la expresion de
estas dos ectoenzimas, es decir, que su funcidén en la degradacion de ATP a

adenosina no influye en la regulacion de la inflamacion.
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10. RESUMEN DE RESULTADOS

- En las condiciones de inflamacion sistémica presentes en los pacientes con SIRS
y sepsis las ectoenzimas CD39 y CD73 se expresan en linfocitos, neutrofilos,
monocitos y sus subpoblaciones.

- ElI porcentaje y expresion de CD39 en neutrofilos se ve afectada por el
microambiente inflamatorio en pacientes con sepsis.

- Los monocitos clasicos son la unica subpoblacion que presentan mayor expresion
de CD39 en pacientes con SIRS, mientras que la expresion de este marcador es
independiente del microambiente de los pacientes con sepsis

- La expresion de CD73 es independiente de las respuestas funcionales de las
subpoblaciones de monocitos en nuestros dos modelos de inflamacion sistémica.

- Tanto el porcentaje de células CD39+ y CD73+, asi como su expresion en la
poblacién de linfocitos es independiente de la regulacion de inflamacion para

nuestros modelos de inflamacioén sistémica.

11. CONCLUSION

La expresion del sistema CD39/CD73 varia en neutrofilos y monocitos
(primordialmente clasicos) de acuerdo con el tipo de inflamacion sistémica, estando

aparentemente mas comprometida en sepsis que en SIRS
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12. ANEXO
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