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RESUMEN

Los nucleétidos purinérgicos extracelulares juegan roles importantes en la sefializacién celular median-
te la activacion de sus receptores especificos, expresados en la mayoria de las células. El receptor P2Yq4
responde a la sefializacién por UDP-glucosa extracelular pero no por otros nucleétidos/nucleésidos purinér-
gicos libres. Si bien, los polimorfonucleares neutréfilos normales presentan altos niveles de transcriptos
del receptor P2Y14, su funcidn en dichas células ha sido poco investigada. El objetivo de este trabajo fue
demostrar si UDP-Glucosa extracelular induce la quimiotaxis y adhesividad de los neutrdfilos. Para ello,
se midi6 la quimiotaxis en polimorfonucleares neutréfilos de: a) pacientes con leucocitosis y neutrofilia
(n=10), b) individuos sanos (n=10), c] neutrofilos normales pre-incubados con suero de individuos sanos
(n=20) yd) neutrdfilos normales pre-incubados con suero de pacientes con artritis reumatoidea (n=17).El
control basal se realizé con neutréfilos preincubados con RPMI. También se ensayé la adhesividad de neu-
tréfilos normales al vidrio. En ambos procedimientos se utilizaron como agonistas, UDP-Glucosa y fMLP. Los
resultados obtenidos indicaron que, en los grupos a y b los valores de quimiotaxis inducida por fMLP fueron
similares, mientras que, la inducida por UDP-Glucosa fue superior en el grupo a. En el grupo c, fMLP mostré
mayor estimulacién que UDP-Glucosa, en tanto que, en neutréfilos normales preincubados con suero de
pacientes con artritis reumatoidea (grupo d] la quimiotaxis inducida por ambos agonistas fue similar. Cabe
destacar que UDP-Glucosa presenté mayor actividad quimiotactica en neutréfilos normales preincubados
con suero de pacientes con artritis reumatoidea, respecto a los preincubados con suero normal. La adhe-
sividad al vidrio de neutréfilos normales, fue mayor con UDP-Glucosa que con fMLP. En conclusién, estos
resultados sugieren que la UDP-Glucosa como agonista extracelular, tiene capacidad de generar respuestas
fisiolégicas en los neutrdfilos, tales como la activacién de la quimiotaxis y la adhesividad, donde la quimio-
taxis se hace mas evidente frente a condiciones inflamatorias previas.
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Extracellular purinergic nucleotides play important roles in cell signalling by activating their specific
receptors expressed in most cells. The P2Y14 receptor responds to extracellular signalling by UDP-glucose
but not to other free purinergic nucleotides / nucleosides. Normal polymorphonuclear neutrophils have
high levels of P2Y14-R transcripts. However, the function of these receptors in these cells has been poorly
investigated. The aim of this study was to demonstrate whether UDP-glucose induces chemotaxis and
adhesion of neutrophils. For this purpose, we measured chemotaxis in: a) polymorphonuclear neutrophils of
patients with leukocytosis and neutrophilia (n=10); b) polymorphonuclear neutrophils of healthy individuals
(n=10}; c) normal polymorphonuclear neutrophils pre-incubated with serum from normal individuals (n =
20J; and d] normal polymorphonuclear neutrophils pre-incubated with serum from patients with rheumatoid
arthritis (n=17). The baseline control was performed with polymorphonuclear neutrophils pre-incubated
with RPMI. The adhesiveness to glass of polymorphonuclear neutrophils was also tested. UDP-glucose and
fMLP were used as agonists in both procedures. In a and b, the values of chemotaxis induced with fMLP were
similar, whereas those induced with UDP-glucose were higher in group a. In group c, fMLP showed greater
stimulation than UDP-glucose, whereas in group d chemotaxis was similar with both agonists. UDP-glucose
showed higher chemotactic activity in cells pre-incubated with serum from patients with rheumatoid artritis
thanin cells pre-incubated with normal serum. Adhesiveness to glass of normal neutrophils was higher when
induced with UDP-glucose than when induced with fMLP. In conclusion, these results suggest that UDP-
glucose, as extracellular agonist, can induce physiological responses of neutrophils such as chemotaxis and
adhesiveness, where chemotaxis becomes more evident under previous inflammatory conditions.
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Introduccion

Los polimorfonucleares neutréfilos (PMN] son células
dindmicas moviles que forman parte de los mecanismos de
defensa contra muchos agentes patégenos. Son los leuco-
citos mas numerosos presentes en la sangre periférica de
individuos adultos, siendo surango normal estandar de 2,0-
7,0x10%1.1

Estas células tienen la capacidad de fagocitar y destruir
una amplia gama de gérmenes patdgenos responsables
de la generacién de infecciones y también participan en el
desarrollo del proceso inflamatorio, asi como de diferentes
patologfas autoinmunes 3.

Los PMN se producen en la médula ¢sea (M0), a partir
de las células madre hematopoyéticas pluripotenciales,
las que inician un proceso de diferenciacién o granulopo-
yesis en respuesta a la estimulacién ejercida por distintos
factores de crecimiento. Dicho proceso genera elementos
de maduracidn intermedia que finalmente se diferenciaran
en neutrdéfilos, eosindfilos y basdéfilos periféricos. Los PMN
circulantes corresponden a las formas mas maduras de la
progenie granulicitica-neutréfila, con un diametro promedio
de 12-15micras, segln se puede observar en extendidos de
sangre periférica (Figura 1: A-F).

Estas células tienen una vida media muy corta compara-
daaotras células hematopoyéticas y mueren mientras ejer-
cen su funcién bactericida intratisularmente, para lo cual,
deben diferenciarse y migrar al foco infeccioso o inflamato-
rio para actuar (migracién suicida). Esta particular forma de
actuar requiere de varias funciones tales como: adhesién,
migracion, degranulacion (con liberacion de mediadores
de la inflamacidn y/o enzimas lisosomales], fagocitosis y
apoptosis.

Gran parte de la maquinaria molecular necesaria para
cada una de estas respuestas de los PMN, se almacenan
en sus granulos citoplasmaticos o bien en la membrana
plasmatica #©. Los neutréfilos forman parte de la respues-
tatemprana a los estimulos inflamatorios, lo que implica su
adhesién a la microvasculatura, su posterior migracién y re-
tencién en el tejido afectado. Una nueva linea de conceptos,
aun controversiales, acerca de cdmo los neutréfilos pueden
combatir a los microorganismos incluye la posible regula-
cion de la funcién de las enzimas de sus granulos, mediada
por flujos idnicos y la formacién de las llamadas “trampas
extracelulares de neutréfilos (NETs) $10,

Los mecanismos involucrados en el reclutamiento de
neutréfilos hacia los sitios inflamatorios han sido amplia-

mente estudiados. Conocer los procesos de sefalizacién
que participan en la modulacién de su funcién, puede resul-
tar de gran importancia en la prevencién de la lesién tisular
inducida por neutréfilos infiltrantes y evitar el dafio, fallo
o disfuncién de érganos®!. Tras su activacion, los PMN cir-
culantes se marginan en posicién adyacente a la pared del
endotelio vascular, mediante la expresion de moléculas de
adhesion como la P-selectina e integrina, migrando poste-
riormente hacia los tejidos, donde sobreviven por 1-2 dias*?.
EI PMN tiene la capacidad de detectar la presencia de bajas
concentraciones de compuestos bacterianos que activan
su migracién desde el torrente sanguineo hacia el sitio de la
infeccién, asi como, la concentracién del agente quimiotac-
tico suele ser extremadamente baja en las proximidades de
los PMN, por lo tanto, estas células requieren mecanismos
especiales para sostener la sefial y migrar en direccién del
gradiente. Aunque el mecanismo de quimiotaxis se ha estu-
diado ampliamente, aliin no estd totalmente dilucidado. Las
células polarizan la expresién de sus receptores quimiotdac-
ticos para que queden expuestos hacia la direccién de los
estimulos, lo que permite orientar el movimiento migratorio
45, La mayorfa de las moléculas de membrana de los PMN
y sus mecanismos de interaccidn con diferentes tipos ce-
lulares, incluyendo células vasculares, macréfagos, células
dendriticas, plaquetas, etc., han sido ampliamente descrip-
tos®3.

Una nueva linea de investigaciones, surgida en la dlti-
ma década, ha mostrado la competencia de la sefalizacién
ejercida por distintos nucleétidos extracelulares sobre la
diferenciacién, proliferacién y quimiotaxis de células hema-
topoyéticas, a través de sus respectivos receptores (P2X y
P2Y]) 115 Asu vez, se demostré que dichos agonistas tam-
bién activan la quimiotaxis de los PMN 1617, Existe cierto
grado de especificidad en la activacién de dichos receptores
purinérgicos, de modo tal que el receptor P2Y; se activa por
ATP o UTP, pero no por UDP*®. Cuando el neutréfilo detecta
una sefal quimiotactica (por ejemplo, péptidos bacteria-
nos tales como fMLP], distorsiona su superficie y emite un
pseudépodo hacia la sefal quimiotactica. Esta deforma-
cién de su membrana plasmatica promueve la liberacién
local de ATP, que autoactiva el receptor P2Y; presente en
el pseuddpodo emergente. La liberacion de ATP se produce
predominantemente en el polo frontal de la célula, donde la
formacion de pseudépodos ha tenido lugar generando un
nuevo gradiente quimiotactico (esta vez debido al propio
ATP autoliberado], que permite amplificar la sefial iniciada

Figura 1. Granulopoyesis (A: Mieloblasto; B: Promielocito; C: Mielocito; D: Metamielocito; E: Granulocito en banda; F: PMN).
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por fMLP. Es importante tener en cuenta que un segundo
mecanismo de amplificacién de la respuesta quimiotactica
implica la conversién del ATP liberado a adenosina y la pos-
terior activacin de sus receptores (P2Y; y A3) presentes
en los neutréfilos'® (Figura 2).

Hasta ahora, sin embargo, son pocos los estudios fun-
cionales en los cuales es posible inferir un papel fisiolégi-
co para otros receptores purinérgicos como P2Yqq, P2Yq3
y P2Yy4. Este dltimo receptor (P2Y14-R), identificado
mas recientemente y, tal vez el menos estudiado, es un
receptor metabotrépico. Este se reconocid inicialmente
como un receptor que se activa nucleétidos glicosilados,
tales como UDP-glucosa (UDP-G), UDP-galactosa, UDP-N-
acetilglucosaminay acido UDP-N-glucurdnico, exhibiendola
mas alta selectividad entre los receptores purinérgicos para
dichos agonistas, y sin afinidad por la adenosina y/o nucleé-
tidos de uridina 2%21. Si bien el P2Y 14 -R ha sido considerado
como un receptor de nucledtidos-glicosilados, se ha infor-
mado que UDP (sin residuos gldcidos) puede ser un anta-
gonista competitivo, o agonista parcial de este receptor 2.

La activacién de proteinas G inhibitorias (Gi], promovida
por el agonista (UDP-G) y la consecuente inhibicion de la
adenilatociclasa, es considerada una de las principales cas-
cadas de sefalizacion intracelular disparadas por la excita-
cién del P2Y4-R, como fue demostrado en distintos tipos
celulares (HEK-293, glioma C6, células CHOJ, y muestran
una expresién estable de dicho receptor 23,

A diferencia de otros tipos celulares (células dendriti-
cas, linfocitos T, células de la médula 6sea y astrocitos], los
PMN tienen una altisima carga de transcriptos (mRNA] del
P2Y14-R, siendo 14.000 veces mayor que en los tipos celu-
lares mencionados %4,

Las células progenitoras hematopoyéticas estan pre-
sentes en circulacién en pequefas cantidades y pueden

Figura 2. La mayoria de los tejidos son capaces de liberar
nucledtidos purinérgicos incluyendo la UDP-G, que activan
suscorrespondientesreceptoresextracelulares.Sepostula
que la UDP-G, podria tener un efecto quimioatractante
sobre los PMN.

Epitelio tisular

ser liberadas de la MO por accién de los respectivos factores
estimulantes de colonias; como asi también por diferentes
injurias. Recientemente se ha demostrado que UDP-G puede
ser liberada al medio extracelular en condiciones de estrés.
También se ha documentado que UDP-G logra estimular la
movilizacién de células hematopoyéticas progenitoras de
un animal sano, las que inoculadas a un animal aplasiado
(letalmente irradiado), son capaces de repoblar su médula
6sea restituyendo todos los linajes celulares sanguineos®.
En funcién de lo mencionado, seria légico pensar que la
UDP-G extracelular (UDP-G-e) podria activar o inhibir algu-
nas funciones de los neutréfilos, tales como la quimiotaxis,
la migracién, o la adhesividad. Es importante destacar que
UDP-G puede ser liberada por distintos tipos celulares, ju-
gando un rol protagénico en la sefializacién como agonista
externo de sus receptores especificos?®. Sin embargo, has-
ta el presente, el potencial efecto de este agonista sobre los
PMN ha sido escasamente investigado.

El objetivo de este trabajo es investigar si la incubacién
de PMN con UDP-G extracelular, posee efectos regulatorios
sobre la quimiotaxis (0TX) y la adhesidon de dichas células,
y verificar sidichos efectos podrian estar condicionados por
una situacién inflamatoria pre-existente.

Materiales y Métodos
Diseno experimental
Se disefiaron dos tipos de experimentos:
e Ensayode QTX en PMN provenientes de:
a) voluntarios sanos (n = 10
b) individuos con leucocitosis (> 12.000 células/mly
neutrofilia > 75%) (n=10)
e Ensayo de QTX en PMN provenientes de individuos
normales preincubados con:
a) sueros normales (n=20]
b) sueros de pacientes con AR (n=17)
c) con buffer RPMI-1640 (n = 5)
Entodos los grupos los PMN fueron estimulados con UDP-
G-extracelular o con fMLP.

Muestras

En una primera fase la QTX fue ensayada con muestras
de sangre periférica, extraida a individuos adultos volunta-
rios normales, y de individuos con leucocitosis (> 12.000
cel/mly neutrofilia > 75%). En una segunda fase, la QTX fue
examinada utilizando PMN de individuos sanos previamen-
te incubados con: suero normal, suero de pacientes con ar-
tritis reumatoidea, o RPMI-1640.

Todos los individuos con AR y los controles normales
fueron evaluados con los siguientes parametros de labo-
ratorio: hemograma, eritrosedimentacién, PCR cuantitativa
por métodos convencionales y TNF circulante por técnica de
quimioluminiscencia (Roche Diagnostics). Los sueros fue-
ron conservados a -20° C hasta la realizacion de las pruebas
serolégicas.

ByPC 2015;79(3):10-17.
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Figura 3. a- Esquema de separacion celular con Ficoll-
Hypaque (Izquierda).
b- Anélisis por citometria de flujo: Patrén compatible con
una poblacién homogénea de PMNs viables. Obsérvese
en la parte inferior la presencia de una minima poblacién
celular posiblemente linfocitaria. Estos datos confirman
lo obtenido con el equipo automatizado de hemograma.
c- Histograma. Frequency vs. Forward Scatter que muestra la
poblacién altamente homogénea.
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Aislamiento y caracterizacion de los PMN

Los PMN fueron aislados mediante la técnica de separa-
cién por gradiente de densidad y centrifugacién con Ficoll-
Hypaque (Figura 3a) %°.

La suspensién celular obtenida fue cuantificada utilizan-
do un contador hematolégico automatizado (Sysmex XT-
1800i-Sysmex Corporation, Kobe, Japan). Se alcanzé una
concentracion de PMN del 99% mientras que las células mo-
nonucleares no superaron el 0,5%. La viabilidad se teste¢
con tincién vital Trypdn Blue, y la suspensién fue ajustada a
una concentracién final de 2,5 x 106 cel. /ml.

Este procedimiento fue controlado por técnicas de cito-
metria de flujo para confirmar el linaje celular por parame-
tros FSC/SSC (Figura 3b, 3c].

Ensayo de quimiotaxis

Se colocaron 130 ml de: a) fMLP (control positivo], b])
RPMI-1640 (control negativo) y c] UDP-G, en los correspon-
dientes pocillos del compartimiento inferior de la cdmara de
Boyden modificada.

Posteriormente se sembraron 100 ml de la suspensién de

PMN antes obtenida en los pocillos del compartimiento supe-
rior de la cdmara. Ambos compartimientos son separados por
una membrana de policarbonato con poros de 3 pm (Figura 4).
La placa fue incubada a 37° C en estufa gaseada (5% CO,)
por 50 minutos y la suspensién celular de la fase superior fue
removida, mientras que, cada filtro fue cuidadosamente lavado
con salina estéril, tefiido con May Grumwald-Giemsa y observa-
do al microscopio (100 X], para la cuantificacion de las células
quimioatraidas (4 campos por filtro). Este resultado se expresa
como n°de PMN /campo, y también, puede expresarse como el
recuento total de PMN transmigrados por pocillo (PMN / well).

Curva dosis respuesta

Las pruebas de QTX se ensayaron inmediatamente des-
pués del aislamiento de los PMN neutroéfilos y se realizaron
las correspondientes curvas dosis-respuesta de UDP-G-e
(concentraciones crecientes desde 10°M a 10°3M], y de
fMLP (concentraciones crecientes desde 101°M a 10-"M).

Las concentraciones 6ptimas obtenidas fueron de 100
mM para la UDPG-e y 100 nM para el fMLP, las cuales fueron
utilizadas en todos los ensayos.

Los estudios de QTX estimulada con UDP-G-¢, fueron rea-
lizados en presencia y en ausencia de apirasa (Apyrase 0,5
Ul/ml - Sigma Aldrich Cat No. A6410). La apirasa es una en-
zima que cataliza la hidrélisis de ATP para dar AMP y fosfato
inorganico. También puede hidrolizar ADP y otros nucledti-
dos (tri o di-fosfatos], y no actta sobre nucleétidos glico-
silados como UDP-G. El agregado de apirasa en este ensayo
permitid verificar que la activacion de la QTX de los PMN fue
debida exclusivamente a UDP-G-e agregado.

Ensayo de QTX en muestras de PMN neutréfilos de
individuos sanos (sin leucocitosis ni neutrofilia )

La QTXdelos PMN de 17 individuos sanos, se ensayd con
UDP-G-e (100 mM], fMLP (100 nM) como control positivo y
RPMI-1640 como control negativo.

Ensayo de quimiotaxis en sujetos con leucocitosis

La QOTX de PMN provenientes de sujetos con leucocitosis
(> 12.000 cel / ml y neutrofilia > ?5%) se ensayd en las mis-
mas condiciones que en el grupo anterior.

Figura 4. Esquema de la Camara de Boyden.

Siembra de 2,5 x 10° PMN/ml

Direccion
de la QTX

fMLP; UDP-G; RPMI

Camara de Boyden (12 wells)
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Ensayo de quimiotaxis de PMN normales pre-incubados
con suero normal Y con suero de pacientes con AR

Las pruebas de QTX se realizaron empleando los mismos
métodos antes descriptos, con PMN neutréfilos normales
pre-incubados con sueros normales (n= 20) y con sueros
provenientes de pacientes con artritis reumatoidea (n=17].

Técnica de adhesion

Se incubaron PMN de individuos sanos, con fMLP, UDP-
G-e y RPMI 1640. Una alicuota de cada suspensién se coloc6
sobre un portaobjeto, el cual se incubd 45 minutos en estufa
(37°C) gaseada (5% C05) y fue posteriormente examinado
al microscopio 6ptico. La suspension de PMN utilizada fue la
misma que en los ensayos de QTX. Se procesaron 4 mues-
tras por duplicado.

Estadistica
Los resultados fueron analizados con INFOSTAT, con prue-
bas test de t (Figura 6) y de Kruskal Wallis (Figuras 7y 8).

Resultados:
Curvas dosis-respuesta

Las curvas dosis respuesta con fMLP y con UDP-G-e mos-
traron un incremento en la actividad quimiotactica de los
PMN provenientes de muestras con leucocitosis y neutro-
filia. Las concentraciones de fMLP necesarias para esta es-
timulacién resultaron significativamente menores a las de
UDP-G-e. Las curvas de UDP-G-e con y sin apirasa, no mos-
traron diferencias significativas (Figura 5y 6).

QTX de PMN con o sin leucocitosis / neutrofilia
La activacién de la quimiotaxis utilizando PMN provenientes
de individuos normales (sin leucocitosis) y de individuos con

leucocitosis y neutrofilia, mostraron diferentes perfiles de in-
duccidn, ya sea con fMLP o con UDP-G-e, y ambos casos mos-
traron diferencias significativas con respeto a los controles con
RPMI. La estimulacién con fMLP fue indistintamente elevada
frente alos dos tipos de poblaciones leucocitarias, en tanto que
la UDP-G-e mostré una fuerte accion inductora, sélo frente a los
PMN provenientes de muestras con leucocitosis (p < 0,0001)
(Figura 7).

Resultados de las determinaciones realizadas en
los pacientes con artritis reumatoide

Ninguno de los pacientes tenfa leucopenia ni plaquetopenia,
y sélo tres de ellos presentaban anemia leve. Los valores de
ERS fueron medianamente elevados (VN: hasta 10-15 mm/1h)
en la mayoria de ellos, hecho que no se correlaciond con los
valores de la PCR cuantitativa [VN: hasta 6 mg/L). El recuento
leucocitarioy el % de PMN resultaron normales en todos los indi-
viduos. En latablal, se detallan los resultados de 3 parametros
del hemograma, considerados relevantes para el estudio (Hto,
Rto. Blancos y % PMN), acompafiados de las determinaciones
complementarias tales como: ERS y PCR cuantitativa (Tabla ).

Los resultados de TNF fueron en su mayoria bajos, excepto
en tres casos que tenian valores elevados y en los que se cons-
taté una mayor actividad de QTX inducida por UDP-G-e respecto
ala QTXinducida por fMLP. Sin embargo, solamente en el caso
con valores de TNF de 220 pg/ml, la activacién de la QTX con
UDP-G-e duplicé el valor observado frente a fMLP (Tabla Il].

QTX de PMN normales, preincubados con suero
normal o suero de pacientes con AR

La QTX de PMN normales previamente enfrentados con
sueros normales, fue mayor cuando se indujo con fMLP que
con UDP-G-e y RPMI. En cambio, la QTX de los PMN normales

Figura 5. Curva dosis respuesta de la QTX inducida con
fMLP de PMN provenientes de individuos con leucocito-
sis y neutrofilia. Las microfotografias corresponden a
las dosis minimas y maximas de fMLP aplicadas respec-
tivamente. Los ensayos con PMNs de individuos norma-
les mostraron resultados similares.
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Figura 6. Curva dosis respuesta de la QTX inducida con UDP-G
de PMN provenientes de individuos con leucocitosis en pre-
sencia (®) o en ausencia (@) de apirasa. Las microfotogra-
fias corresponden a dosis minimas y méximas de UDPG (sin
apirasa). Las dosis resultaron en un rango de 3 logaritmos de
concentracion superiores a las utilizadas con fMLP.
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Figura 7. Quimiotaxis: valores promedio de recuento de
PMN migrados segin cada tratamiento. Andlisis esta-
distico kruskal wallis.

Controles normales sin leucocitosis [l
Muestras con leucocitosis v neutrofilia il

1686 1679

PMNAwell

fMLP UDP-G RPMI
pre-incubados con sueros de pacientes con artritis, mostré
que lainduccidn con fMLP se redujo respecto al grupo anterior.
A su vez, la induccién con UDP-G-e en presencia de suero de
pacientes con artritis, fue significativamente superior a la del
grupo anterior, igualando los valores obtenidos con fMLP en las
mismas condiciones. Si bien la QTX inducida por UDP-G-e fue i-
geramente positiva frente al suero normal, dicha actividad no
se diferencié de los controles con RPMI. Sin embargo, cuando
los PMN normales fueron enfrentados al pool de sueros con AR,
la QTX inducida por UDPG-e se incrementd significativamente
respecto al mismo control con RPMI (p < 0,001). Cabe destacar
que en ausencia de suero, sélo fMLP activé la QTX (Figura 8).

Tabla . Valores de los parametros de laboratorio de los
pacientes con artritis reumatoidea.

Figura 8. OTX de PMN de controles normales, incubados
con suero normal, suero con AR y RPMI.
Anélisis estadistico kruskal wallis.

1600-

1400- I Suero Normal

1200- Suero con AR

1000-

800-

PMN/well

600-

400-

200-

fMLP UDP-G RPMI

fMLP UDP-G RPMI

fMLP UDP-G RPMI

Adhesividad de PMN normales (PMNn) activada por
fMLP y UDP-G-e

La técnica de adhesividad mostré que tanto fMLP como
UDP-G-e favorecen la adhesividad de los PMN normales al
vidrio respecto al control con RPMI,, siendo mayor con UDP-
G-e que con fMLP (Figura 9].

Discusién

Los resultados obtenidos sugieren que la activacién de
la quimiotaxis de PMN mediada por la accién de UDP-G ex-
tracelular seria un proceso condicionado por una situacién

Paciente | Hto (%) |Rto.Blancos| %PMN | Eritro | PCR mg/I
1 45 4.900 53 2 <0,10
2 39 8.800 4 31 4,22
3 40 7.700 49 42 0,67
4 41 6.500 53 19 0,18
5 34 6.200 59 53 0,52
6 35 9.300 64 48 0,93
7 36 4.500 68 20 0,15
8 38 6.000 64 23 0,24
9 41 6.900 48 18 <0,10
10 40 7.200 73 42 1,33
11 43 5.200 55 10 0,22
12 43 6.700 60 30 <0,10
13 36 8.200 66 31 0,84
14 44 10.000 66 32 0,23
15 38 5.100 60 30 0,15
16 33 5.400 59 21 0,13
17 38 7.800 66 56 3,72

Hto: Heatocrito; PMN: Polimorfonucleares; PCR: Proteina C
Reactiva

Tabla II. Valores de TNFau (pg/ml), y cantidad total de
PMN migrados con cada agonista.

Paciente | TNF [pg/ml) | QTX-fMLP | QTX-UDP-G QTX-RPMI
1 12.4 1025 788 420
2 11.5 1277 890 289
3 27.9 1302 798 330
4 44 .4 980 1070 380
5 5.2 876 760 410
6 220 1034 2056 298
14 13.2 987 863 321
8 12.8 1276 970 368
9 104 1305 1586 452
10 26.1 799 687 466
11 9.6 965 746 389
12 10.3 1206 852 375
13 6.9 1177 796 299
14 3.8 698 669 350
15 5.7 886 ’84 620
16 4.3 1054 812 278
17 8.2 1138 915 420

Promedio 162 1057 943 380

TNF: Factor de Necrosis Tumoral; QTX: Quimitaxs; fMLP: for-
mil-Metil-Leucin-Fenilalanina; RPMI: Buffer

ByPC 2015;79(3):10-17.
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Figura 9. Ensayo de adhesividad (vista microscépica 10X).

fMLP

UDP-G RPMI

inflamatoria pre-existente (Figuras 7 y 8).

El dato m3s significativo fue que la QTX de neutréfilos nor-
males inducida por UDP-G-e, no sélo fue positiva frente a sue-
ronormal, sino que se incrementd cuando dichos PMN norma-
les fueron previamente enfrentados con sueros de pacientes
con AR, sugiriendo que la presencia de un factor inflamatorio,
puede ser una condicidn “necesaria” para la adecuada accidén
de la UDP-G-e sobre los receptores P2Yy4 presentes en los
PMN. A su vez, estos datos confirman los resultados de los
primeros experimentos realizados con PMN provenientes de
individuos con leucocitosis y neutrofilia.

Efectivamente, la QTX inducida en PMN normales prein-
cubados con sueros de pacientes con AR, fue mayor con
fMLP que con UDP-G-e, pero ambos, fueron superiores a los
valores basales obtenidos con RPMI.

Sin embargo, llamativamente, en los tres casos que pre-
sentaban niveles altos de TNF en suero, la activacion de la
QTX por UDP-G-e superé a la inducida por fMLP.

Es interesante mostrar que la QTX inducida por fMLP es
mayor en PMN preincubados con suero normal respecto a
los preincubados con suero con AR, y a la inversa, la QTX in-
ducida por UDP-G-e, parece ser menor frente a suero normal
que frente a suero con AR. Cabe destacar, ademas, que a di-
ferencia de lo que ocurre con fMLP en ausencia de ambos
sueros (normal o con AR}, y ante la sola presencia de buffer,
la UDP-G-e no activé en forma significativa la QTX de los PMN.
Estos resultados nos sugieren que un eventual factor, parti-
cularmente inflamatorio presente en el suero, podria actuar
como un facilitador de dicha induccién. Recientemente se
ha descripto que las condiciones inflamatorias incrementan
la liberacién de ATP por el epitelio bronquial®®. Por lo tan-
to, se especul6 con la posibilidad de que este mecanismo
podria extenderse a la liberacién de UDP-G 2%%, y a su vez
incrementar la susceptibilidad quimiotactica de los PMN en
dicho tejido34:32,

Similarmente a lo descrito con el ATP, el incremento en
la liberacién de UDP-G ha sido asociado con la secrecion de
muscina desde las “Goblet Cells” del pulmén?3. Es de notar
que, altas concentraciones de UDP-G capaces de activar el
receptor P2Yq4, son detectadas en las secreciones bron-
quiales de pacientes con enfermedad fibroquistica, una pa-
tologia crénica caracterizada por la progresiva metaplasia
de las “Goblet Cells”, acumulacion de mucus e infiltracién de

PMN a nivel pulmonar*,

Por su parte, en las pruebas de adhesividad realizadas
solamente con PMN normales, se observé que UDP-G-e, ad-
ministrada a idénticas concentraciones que en los ensayos
de QTX, dio resultados positivos y fue mas efectiva que el
fMLP (Figura 9).

La UDP-G como agonista extracelular, tiene capacidad de
generar respuestas fisioldgicas en los PMN, tales como la
activacién de la QTX y la adhesividad, donde la QTX se hace
mas evidente frente a condiciones inflamatorias previas.
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