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RESUMEN

Durante COVID-19 el ATP liberado por el tejido pulmonar dafiado puede interactuar
con los receptores purinérgicos y modificar la respuesta inmune. Debido a su
modulacién en la respuesta inflamatoria, la actividad purinérgica puede representar
un factor de riesgo en los pacientes. En este trabajo se evaluaron perfiles
purinérgicos P2X1, P2X4, P2X7 y PA2a en células mononucleares de sangre venosa
periférica de 22 pacientes con COVID-19 y 10 sujetos control, por citometria de flujo
y gPCR Yy su relacion con parametros metabdlicos y antropométricos. Los resultados
demuestran la importancia de los perfiles P2X7 y PA2a durante la enfermedad y
pardmetros antropométricos y metabolicos como el indice de masa corporal y

concentraciones de colesterol LDL.

Palabras clave: COVID-19, receptores purinérgicos, SARS-CoV-2, citometria de
flujo, gPCR

Summary

During COVID-19, ATP released from damaged lung tissue can interact with
purinergic receptors and modify the immune response. Due to its modulation in the
inflammatory response, purinergic activity may represent a risk factor in patients. In
this work, P2Xi1, P2X4, P2X7 and PA2a purinergic profiles were evaluated in
peripheral venous blood mononuclear cells from 22 patients with COVID-19 and 10
control subjects, by flow cytometry and gPCR and their relationship with metabolic
and anthropometric parameters. The results demonstrate the importance of the
P2X7 and PA2A profiles during the disease and anthropometric and metabolic

parameters such as body mass index and LDL cholesterol concentrations.

Keywords: COVID-19, purinergic receptors, SARS-CoV-2, flow cytometry, gPCR
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I. Introduccién

La enfermedad de COVID-19 ha representado un problema de salud importante en la
época reciente, generando cambios sociales y educativos importantes. Si bien se ha
decretado el fin de la pandemia por COVID-19, es importante entender que la amenaza
de un posible rebrote es latente. Por ende, la informacion relacionada a esta patologia
se basa en identificar caracteristicas de los pacientes que derivan en complicaciones
clinicas y agravamiento de la enfermedad, lo que conduce a su vez a tiempos
prolongados de hospitalizacién y una demanda mayor de gasto publico y privado,
ademas de una disminucion en la calidad de vida. Estas caracteristicas pueden incluir
la presencia de comorbilidades metabdlicas que en conjunto pueden modificar la
respuesta inmune frente al virus en poblaciones vulnerables. Por lo anterior, el estudio
de la relacién inmunoldgica y estados metabdlicos podrian ser utiles para el
diagnéstico, tratamiento y seguimiento esta enfermedad, ademas se busca el uso de
nuevas estrategias que permitan la identificacion rapida y no invasiva de estos
parametros. En este trabajo se analizé la relacion de los receptores purinérgicos en
células inmunes de sangre venosa de pacientes con COVID-19 y distintos parametros
antropomeétricos y de bioquimicos que pueden condicionar la condicion clinica, ademas
de proponer el potencial uso terapéutico de estas moléculas durante la enfermedad de
COVID-19.

Il. Antecedentes

De manera fisiologica en el ser humano, el ATP se encuentra en el compartimento
intracelular en concentraciones de 1-10 mM y cumple con multiples actividades
energeéticas. Por otro lado, en el espacio extracelular se alcanzan concentraciones
mucho menores y es en este microambiente donde el ATP posee actividades de
neurotransmisor a nivel simpatico, ademas de patrticipar en el proceso nociceptivo y
activador de inflamacion. Dicha liberacion puede ocurrir por vias de exocitosis o bien

de manera controlada y constitutiva por cambios de carga ionica a través de canales




permeables a ATP de tipo panexinai-z (Ruan, Orozco, & Du, 2020) (Allard, Longhi,
Robson, & Stagg, 2017).

La actividad del ATP en el espacio extracelular es dependiente de procesos de
degradacion por ectoenzimas, CD39 y CD73, ademas de su union a los llamados
receptores purinérgicos. La sefal purinérgica es crucial para llevar a cabo numerosos
procesos como proliferacion, diferenciacion y muerte celular. Bajo condiciones de
homeostasis, el ATP extracelular es rpidamente hidrolizado a adenosin difosfato
(ADP) por la actividad de CD39. Esta proteina monomérica se encuentra altamente
conservada en sus cinco dominios con actividad ectonucleasa y requiere de dos
dominios transmembrana para mantener su actividad catalitica y afinidad por el ATP.
El ADP resultante es nuevamente hidrolizado por CD39 y convertido en adenosin
monofosfato (AMP) (Alcedo, Bowser, & Snider, 2021) (Allard, Longhi, Robson, &
Stagg, 2017) (Diaz-Garcia, y otros, 2022).

El ATP extracelular presenta una mayor afinidad por los receptores purinérgicos del
grupo P2X. Por su parte, el ADP se une con mayor afinidad a los receptores P2Y. Los

receptores P1 tienen como Unico ligando a la adenosina (Cekic & Linden, 2016).

El AMP es hidrolizado a adenosina y fosfato inorganico por la ectoenzima CD73,
proteina homodimérica organizada en tres dominios. El dominio N-terminal contiene el
sitio de union a metales, el dominio C-terminal contiene el dominio catalitico mientras
que el tercer dominio es una alfa hélice corta que une al dominio N y C-terminal. Los
mondmeros se unen de manera no covalente por accién de dos iones de zinc, los
cuales se requieren para mantener la actividad catalitica de CD73 (Allard, Longhi,
Robson, & Stagg, 2017).

Ademas de su funcidon como enzimas ectonucledticas, CD39 y CD73 se han estudiado
como marcador de maduracion y diferenciacion en linfocitos T. Existe una nula
expresion de CD39 y una alta expresion de CD73 en el caso de los linfocitos T
virgenes. En contraste, en linfocitos T efectores se pierde CD73 y aumenta la

presencia de CD39 en la membrana celular. Tanto en linfocitos T de memoria central,
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como en linfocitos T de memoria efectora, la célula coexpresa de manera conjunta
CD39 y CD73 (Bono, Fernandez, Flores-Santibafiez, Rosemblatt, & Sauma, 2015).

Estudios muestran asociaciones entre la desregulacion de esta sefalizacion vy
patologias como distintos tipos de cancer, alteraciones neurodegenerativas,
enfermedad de la gota, hiperglicemia y alteraciones de las vias urinarias,
convirtiéndose en potenciales dianas terapéuticas para el control de éstas (Burnstock,
2018) (Huang, y otros, 2021).

Se han descrito siete subtipos de receptores P2X, clasificados como P2Xi-7. Los
receptores P2X consisten en dos proteinas transmembrana con una gran region
extracelular. Topolégicamente, los receptores P2X poseen una estructura similar con
la presencia de un dominio N y C-terminal intracelular unidos por motivos de proteinas
quinasas y con dos regiones transmembrana, TM1 y TM2, que participan en la
activacion del receptor. Estas proteinas poseen un caracter inotrépico y son
permeables a iones como el CI, K*, Na* y Ca?*. La activacion de los receptores P2X
causa un aumento subito en la concentracion intracelular de Ca?*, ademas de la salida
de K* y Na* lo que causa la despolarizacion de la membrana. Derivado de la
despolarizacion se induce la apertura de canales de Ca?* dependientes de voltaje, lo
cual potencializa la entrada de Ca?* a la célula promoviendo vias de sefializacion: MAP
qguinasa (MAPK), proteina C quinasa (PKC) y calcio-calmodulina quinasa Il (CaMKIl).
Los receptores P2X, en su estructura cuaternaria, suelen agruparse en forma de
homotrimeros, sin embargo, se ha identificado la presencia de heterotrimeros, lo cual
conduce a generar combinaciones de estos receptores, por ejemplo, P2X12, P2Xvuay
P2Xus. Al igual que los demés receptores purinérgicos, los receptores de tipo P2X
presentan una extensa distribucion en el organismo humano, principalmente a nivel
del sistema nervioso central, sin embargo, también se ha descrito su presencia en
células de la respuesta inmune (He, y otros, 2021) (Montejano-Medina, Martel-
Gallegos, Zarazua-Guzman, Reynaga-Hernandez, & Rodriguez-Menchaca, 2020)
(Bennetts, Mobbs, Ventura, & Thal, 2022).

—
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El receptor P2X1y P2X3, posee una alta afinidad por el ATP, ya que ambos receptores
requieren concentraciones <1 pM, siendo catalogados como los receptores
purinérgicos P2X mas sensibles a cambios en la concentracion de ATP, pero también
con una alta desensibilizacion a esta molécula. Estas caracteristicas permiten que el
receptor P2X1 pueda inducir una acumulaciéon mayor de Ca?* a nivel citoplasmatico.
La proteina P2X1 posee ciclos de internalizacion y reciclaje a la membrana celular mas
rapidos en comparacioén con otros miembros de la familia P2X. Se ha identificado la
presencia de esta proteina en cerebro, corazon, rifion, linfocitos T, mastocitos y
plaguetas. Una de las mas importantes funciones de P2X1 se identificd en las células
plaguetarias, en modelos murinos deletados del gen para P2X1 se observo un aumento
en la formacién de trombos venosos. En células inmunes, la actividad de este receptor
se ha relacionado con la activacién de linfocitos T, plaguetas, mastocitos y monocitos.
Alteraciones en la regulacion de P2Xi1 se ha asociado con céancer de vejiga,
enfermedad de Parkinson, hipertension sistémica y renal, ademas de cardiopatias
(Cekic & Linden, 2016) (Burnstock, 2018) (Huang, y otros, 2021) (Bennetts, Mobbs,
Ventura, & Thal, 2022) (Kanellopoulos, Almeida-da-Silva, Ruutel Boudinot, & Ojcius,
2021).

Otro receptor purinérgico de importancia es P2X4, que junto a P2X2y P2Xs, pertenece
al grupo de receptores P2X con sensibilidad y desensibilizaciéon intermedia al ATP (3-
10 uM), pero con una actividad prolongada respecto a receptores de mayor
sensibilidad al ATP. Se ha identificado que P2X4 puede ser resensibilizado en un
proceso dependiente de pH en el dominio extracelular de la proteina, ya que a pH
inferior a 5 se induce la separacion del ATP a este receptor y que, a nivel lisosomal
(pH=3.5-5), altas concentraciones de ATP no permiten la activacion del receptor. Se
ha identificado que P2Xa tiene la capacidad de formar poros no selectivos en células
de la microglia en modelos murinos cuando se exponen de manera prolongada a
concentraciones de 100 uM de ATP. Otros estudios muestran que en macréfagos
murinos deletados para el gen de P2X7 estimulados con lipopolisacaridos y ATP, el

receptor P2X4 también puede activar vias de sefializacion en ausencia de P2X7. La
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formacion de heterotrimeros de P2X47 se ha identificado en bajas concentraciones en
células murinas y se ha sugerido que P2X4 permite un aumento en la secrecion de IL-
1B derivado de la sefalizacion de P2X7. La proteina P2X4 se ha identificado en cerebro,
rifidn, corazon, células de la microglia, linfocitos T y mastocitos. A nivel de la respuesta
inmune, la actividad de P2Xs se ha asociado con la activacion de linfocitos T,
mastocitos y monocitos. Alteraciones de P2X4 se han relacionado con cancer de
mama, enfermedad de Alzheimer, esclerosis lateral amiotréfica, lesion nefrotoxica,
enfermedad de la gota, hipertensién e isquemia cardiaca (Cekic & Linden, 2016)
(Burnstock, 2018) (Huang, y otros, 2014) (Huang, y otros, 2021) (Kanellopoulos,
Almeida-da-Silva, Ridtel Boudinot, & Ojcius, 2021).

El receptor P2X7 requiere una mayor concentraciéon de ATP (5-10 mM) para lograr su
activacion, ademas carece de desensibilizacion al ATP en comparacion con los demas
miembros del grupo P2X, por lo cual se ha denominado que actiia como una sefial de
alarma en sitios de dafio tisular. La proteina P2X7 contiene 595 aminoacidos
aproximadamente, de los cuales 235 se encuentran en la porcién C-terminal, lo cual
representa 150 mas aminoacidos que el resto de los receptores P2X. P2X7 se
encuentra en cerebro, rifidn, vasos sanguineos, pulmon, corazén, linfocitos T (CD4*,
CD8* y T reguladores), macrofagos, linfocitos NK y células dendriticas. La funcion de
P2X7 se relaciona a procesos de activacion celular, principalmente de linfocitos T
efectores. Otra de las funciones de la activacion de P2Xz es la de inducir el ensamblaje
del inflamosoma NLRP3 y en consecuencia el procesamiento dependiente de
caspasa-1 para la liberacion de IL-1B. Una de las razones que explican la propiedad
de activacion a altas concentraciones de ATP se debe a que P2X7 posee actividad
sobre la induccion de muerte celular. La estimulacion y activacion constante de P2X7
induce la formacién de un macroporo no selectivo a nivel de la membrana celular por
el reclutamiento y ensamblaje de complejos proteicos formados por subunidades de
P2X7. La formacion del macroporo modifica la permeabilidad en la membrana, esto

permite el eflujo de sustancias al espacio extracelular, incluyendo el movimiento de
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ATP, lo cual provoca el aumento en las concentraciones de esta molécula a nivel

extracelular, generando un bucle en la sefial purinérgica.

La dualidad en la funcion activadora y de formacién de poros se debe a que existen
isoformas de P2Xz, las cuales derivan de modificaciones postranscripcionales del gen
especifico en la codificacion de la proteina. Las isoformas Ay B (P2X7ay P2X7s) son
las mejor caracterizadas en el ser humano. Por un lado, P2X7a corresponde a una
variante de longitud completa, codificada por un mRNA de 13 exones y sin intrones,
mientras que P2X7s deriva de la presencia de un intron entre el exon 10 y 11, esto
resulta en un codon de paro prematuro causando el acortamiento de la proteina al
eliminar la region C-terminal. Al convertirse en una proteina truca, P2X7s carece de la
capacidad de formar macroporos, sin embargo, sigue conservando su funcionalidad
como canal iénico, ademas de que al unirse a P2X7a puede potencializar los efectos
de esta Ultima. Bajo este contexto, la variante P2X7a presenta funciones promotoras

de muerte celular, mientras que P2X7s de sobrevida y proliferacion celular.

Alteraciones en la actividad de P2X7 se ha relacionado con dafio al tejido neuronal,
enfermedad de Parkinson, enfermedad de Huntington, esclerosis lateral amiotrdfica,
glioma, esclerosis multiple, tumores hepaticos, sindrome de rifién poliquistico, nefritis,
hipertension renal y sistémica, lesion nefrotdxica, enfermedad de la gota,
ateroesclerosis, trombosis, fibrosis pulmonar, enfermedad crénica respiratoria y
cardi6patas, ademas de mudltiples alteraciones a nivel del sistema nervioso central.
Una de las estrategias para estudiar la actividad de P2X7 es la de medir los niveles de
CD62L soluble (CD62Ls) antes y después de la adiciébn de ATP. CD62L es una
selectina de tipo C dependiente de Ca?* presente en la membrana celular, el cual juega
un papel importante en la migracion de linfocitos T y B, monocitos, neutréfilos y
eosinofilos hacia los ganglios linfaticos periféricos. Cuando el ATP se une y activa a
P2X7,de manera intracelular se induce la activacion la metaloproteasa ADAM17 que a
su vez puede fragmentar a CD62L generando la porcién soluble. A mayor actividad de
P2X7 se esperan menores niveles de CD62L en la membrana y una elevacion en la
concentracion de CD62Ls. Ademas de CD39 y CD73, CD62L ha sido utilizado como
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marcador de diferenciacion celular en linfocitos T, donde las células de memoria
central tienden a una sobreexpresion de CD62L, mientras que los linfocitos T de
memoria efectora poseen bajos niveles de esta proteina (Arnaud-Sampaio, y otros,
2022) (Pegoraro, y otros, 2020) (He, y otros, 2021) (De Salis, y otros, 2022) (Burnstock,
2018) (Cekic & Linden, 2016) (Huang, y otros, 2021) (Bono, Fernandez, Flores-
Santibafiez, Rosemblatt, & Sauma, 2015) (Sluyter & Wiley, 2014).

Los receptores purinérgicos P2Y (P2Y1-14) son mas afines por el ADP y se encuentra
acoplados a proteinas G. Estos receptores son proteinas de 328-377 aminoacidos que
atraviesan siete veces la membrana celular debido a la unién de tres segmentos
intracelulares y tres extracelulares. Los receptores P2Y activan diferentes vias de
caracter metabotropico, siendo los receptores P2Y1, P2Y2 P2Yasy P2Ys los que se
encuentran acoplados a proteinas Gq que activa la B-fosfolipasa y que a su vez induce
la liberacién de Ca?* del reticulo endoplasmatico. P2Y12, P2Y13y P2Y14 se encuentran
acoplados a la proteina Gq que inhibe al adenilato ciclasa para disminuir la
concentracion de AMP ciclico celular. P2Y11 participa en la activacion de ambas
sefales. La distribucion de los receptores P2Y es amplia; cerebro, rifién, vasos
sanguineos, pulmén, corazon, plaquetas, fagocitos, monocitos, linfocitos, células
dendriticas, neutrofilos y células de la microglia. La actividad de los receptores P2Y se
encuentra relacionada con la agregacion plaquetaria, activacion y quimiotaxis de
células de la respuesta inmune y reduccién en la liberacion de ATP. Alteraciones como
la enfermedad de Alzheimer, glioma, esclerosis multiple, nefritis, lesion nefrotdxica,
enfermedad de la gota, trombosis, fibrosis pulmonar, fallo cardiaco, hipertrofia e
isquemia cardiacas se han relacionado con la alteracion de diferentes tipos de
receptores P2Y (Burnstock, 2018) (Cekic & Linden, 2016) (Huang, y otros, 2021).

Los receptores P1, también conocidos como receptores PA, son proteinas
transmembrana que presentan una alta afinidad por la adenosina extracelular.

Actualmente se conocen 4 diferentes tipos de receptores P1; PA1, PAs y PA2, este
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ultimo con dos isoformas, PA2a y PA2s. Al igual que los receptores P2Y, los receptores
P1 llevan a cabo sus funciones celulares al acoplarse a proteinas G. El receptor PAs
se encuentra asociado a Gi, PA1 a proteinas Gin, PA2s a proteinas Gsio y PA2a a Gsiq.
Los receptores P1 se encuentran ampliamente distribuidos en tejido nervioso,
principalmente en el sistema nervioso central, aunque también en rifidn, vasos
sanguineos, pulmon y cerebro. En el sistema inmune, los receptores P1 se han
descrito en neutroéfilos, células dendriticas inmaduras, macréfagos y mastocitos. En
estas células, la funcion de los receptores P1 se ha relacionado con la generacion de
una respuesta antiinflamatoria, liberacion de IL-6, desgranulacion de mastocitos y
disminucién de la quimiotaxis de neutréfilos. Los receptores P1 poseen una actividad
que contrarresta las funciones de los receptores purinérgicos del grupo P2X y P2Y.
Cuando la adenosina se une a los receptores PA2a y PA2s se genera un aumento del
AMP ciclico y activacion de la proteina cinasa A, lo que conduce a limitar la respuesta
inflamatoria. La isoforma PA2a se expresa en niveles altos en linfocitos y plaquetas en
comparacién con PAzs (Burnstock, 2018) (Cekic & Linden, 2016) (Huang, y otros,
2021).

La enfermedad por coronavirus 2019 (COVID-19) causada por un virus de la familia
Coronaviridae se ha expandido rapidamente alrededor del mundo hasta catalogarse
como una pandemia. Al nuevo 3-CoV identificado, se le denominé "SARS-CoV-2" por
la Comision Internacional de Clasificacion de Virus (Alipoor, y otros, 2021) (Sahu, y
otros, 2021) (Wu, y otros, 2020). Los coronavirus son virus de ARN de cadena
monocatenaria en sentido positivo (+ssRNA) con envoltura, que se replican en el
citoplasma de la célula huésped y se clasifican en cuatro géneros (a, B, y y 0) segun
la filogenia (Wu, y otros, 2020) (Su, y otros, 2016). El SARS-CoV-2 contiene cuatro
proteinas estructurales espiga (S), envoltura (E), membrana (M), y nucleocapside (N)

y dieciséis proteinas no estructurales (Paolini, y otros, 2021).

La entrada del virus en las células del huésped es mediante la glicoproteina S, la cual

es una proteina transmembrana homotrimérica (Alipoor, y otros, 2021) (Paolini, y otros,
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2021). Después de unirse al receptor del huésped, S es escindida por las proteasas
del huésped que activan las dos subunidades de la proteina, S1 y S2. La primera se
caracteriza por poseer la funcién de unirse al receptor del huésped, mientras que la
segunda contiene los péptidos de fusién (FP), esenciales para la fusion del virus y la
membrana del huésped que completan el proceso de entrada. El principal receptor
identificado para el SARS-CoV-2 es la enzima convertidora de angiotensina-2 (ACE2)
presente en diferentes tipos de células, incluyendo células del sistema inmune (Alipoor,
y otros, 2021) (Paolini, y otros, 2021).

El mecanismo principal de trasmision del SARS-CoV-2 es a través de fomites y gotitas
durante el contacto directo estrecho y sin proteccion entre individuos infectados y no
infectados. El virus también puede propagarse por una exposicion indirecta; por
ejemplo, al tocarse la boca, la nariz o los 0jos. Los sintomas mas comunes asociados
a la neumonia viral causada por el SARS-CoV-2 son fiebre, tos, dolor de garganta,
dolor de cabeza, mialgia, fatiga y disnea. Ademas, se ha informado de la pérdida del
gusto o del olfato y de sintomas gastrointestinales en los pacientes (Alipoor, y otros,
2021) (Paolini, y otros, 2021).

El espectro clinico de la enfermedad COVID-19 es sumamente amplio y se presenta
desde un estado clinico no grave (infeccion asintomética e infeccion leve del tracto
respiratorio) hasta la condicion grave (infeccion severa del tracto respiratorio y
neumonia severa), siendo esta Ultima variante clinica la que se presenta en cerca del
15% de los casos confirmados de COVID-19. La gravedad de la enfermedad parece
estar asociada la edad, el sexo, indice de masa corporal y comorbilidades como
obesidad, sobrepeso y el asma (Paolini, y otros, 2021) (Huang & Kuan, 2022). En
México, se considera como COVID-19 grave a aquellos pacientes que presentan
signos clinicos de neumonia (fiebre, tos, disnea, respiracion rapida), frecuencia
respiratoria superior a 30 respiraciones por minuto, dificultad respiratoria grave y una

saturacion de 02<90% (Gobierno de México, 2022)

Otra de las caracteristicas que se presenta durante el desarrollo de COVID-19,

principalmente en la condicion grave, es la llamada tormenta de citocinas, la cual se
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caracteriza por un aumento en las concentraciones de citocinas con actividad
proinflamatoria como lo son IL-1B, IL-2, IL-6, IL-18, IL-33, IFN-y y TNF-a, tanto a nivel
tisular como sistémico (Zarei, Sahebi Vaighan, & Ziai, 2021) (Simdes, y otros, 2021).
Sin embargo, estudios mas recientes demuestran una disminucion en la expresion
relativa de genes involucrados en rutas de activacion por DNA viral citosolico como lo
son AIM2, IFI16, STING y NF-kB en pacientes con COVID-19 grave, lo cual podria
indicar una respuesta inmune disminuida en estos pacientes (Garcia-Hernandez, y
otros, 2021).

El aumento de la concentracion de estas citocinas puede conducir a un estado de
estrés celular, derivado de una condicién de hiperinflamacién, desencadenando
apoptosis, piroptosis y necroptosis en las células afectadas. Estos procesos de muerte
celular pueden a su vez causar la liberacion de diversas moléculas hacia el espacio
extracelular como adenosin trifosfato (ATP) (Alipoor, y otros, 2021) (Paolini, y otros,
2021) (Hasan, y otros, 2022).

Durante las primeras horas (fase aguda) de la infeccion por SARS-CoV-2 las células
infectadas comienzan a producir IFN de tipo | (a y B), IL-6 y CCL2, moléculas que
actian como factores quimioatrayentes de células dendriticas, macr6fagos, monocitos
y neutrdfilos. Ademas, en las células infectadas, el virus puede inducir rutas de muerte
celular como el marco abierto de lectura (Open Reading Frame) 3a (ORF3a) en la
activacion de la via extrinseca de la apoptosis al unirse y activar a la caspasa-8. Los
linfocitos T de pacientes con COVID-19 muestran un aumento en la expresion de
CD95, otra proteina involucrada en la induccion de apoptosis por via extrinseca. La
infeccion también puede desencadenar la via de necrosis dependiente de la proteina
RIPK3, ya que esta proteina se encuentra aumentada en pacientes con COVID-19.
Estas vias de muerte celular, aunado a la actividad de los canales tipo panexina,
conducen al aumento de las concentraciones extracelulares de ATP provenientes de

células infectadas en condicion apoptética, necrética o de estrés.
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Durante el curso temporal de la infeccidon (fase cronica) se esperaria que los niveles
de ATP disminuyan, mientras que la concentracion de adenosina deberia encontrarse
aumentada, esto debido a la actividad de las ectoenzimas CD39 y CD73. Sin embargo,
estudios han mostrado una disminucion en la capacidad hidrolitica de ATP y AMP en
células mononucleares de sangre venosa periférica (PBMC) en pacientes con COVID-
19 respecto a sujetos control, el cual se relacion6 con el aumento en las
concentraciones de ATP extracelular y un porcentaje mayor de PBMC CD39*y CD73*
en los pacientes. Ademas, los pacientes con COVID-19 severo presentan dafio tisular
a nivel pulmonar, neuronal y cardiaco, trombosis sistémica y un marcado estado
procoagulatorio, alteraciones relacionadas con la actividad purinérgica. Bajo esta
condicion se asume que la funcion de los receptores purinérgicos P2X y P2Y alcanzan
un pico de actividad durante la etapa de infeccion aguda, mientras que en un estado
cronico aumenta la actividad de los receptores PA (Zarei, Sahebi Vaighan, & Ziali,
2021) (Simdes, y otros, 2021) (Ribeiro, y otros, 2021) (Dos Anjos, B., Assmann,
Carvalho, & Bagatini, 2020) (Sriram & Insel, 2021) (Cekic & Linden, 2016) (Sriram &
Insel, 2021) (Schultz, Bertoni, & Wink, 2022) (da Silva, y otros, 2022).

Se ha reportado un aumento en la concentracion de la proteina P2X7 soluble en plasma
de pacientes con COVID-19 en condiciones graves de la enfermedad en comparacion
con sujetos control. Ademas, las concentraciones plasmaticas altas de P2X7 soluble
fue en aquellos pacientes con comorbilidades, como diabetes y dislipidemias, en
comparacion a pacientes sin estas comorbilidades. Estos pacientes con COVID-19 con
altas concentraciones de P2X7 soluble, presentaron una recuperacion menor (medido
en dias de hospitalizacién) en comparaciéon a pacientes con una baja concentracion

de la proteina en plasma.

En pacientes con COVID-19 las concentraciones seéricas de la proteina C reactiva,
ferritina, IL-1RA, IL-6, IL-15 e IL-18 muestran una correlacion positiva con las
concentraciones plasméticas de P2X7. Este ultimo podria relacionarse con una mayor
actividad del receptor de la familia de los receptores P2X que conlleva a la liberacion

aumentada de citocinas proinflamatorias por las células inmunes presentes en el tejido
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pulmonar y un posterior incremento de la activacion del inflamosoma NLRP3 durante
COVID-19. Los pacientes con COVID-19 grave presentan una mayor concentracion
sérica de IL-1B, IL-2, IL-6 y TNF-a. El uso anakinra, un inhibidor de la actividad de IL-
18, disminuyo la mortalidad y la estancia hospitalaria por COVID-19 (Zarei, Sahebi
Vaighan, & Ziai, 2021) (Schultz, Bertoni, & Wink, 2022) (Cekic & Linden, 2016) (Sriram
& Insel, 2021) (Diaz-Garcia, y otros, 2022) (Garcia-Villalba, y otros, 2022) (da Silva, y
otros, 2022) (Junqueira, y otros, 2021) (Gupta, 2022) (Huet, y otros, 2020) .

[ll. Justificacion

Al 2 de mayo de 2023 se han reportado cerca de 764, 416, 156 casos confirmados
acumulados de COVID-19 a nivel mundial y 6, 914, 914 defunciones. La letalidad
global de la enfermedad bajé desde un 8% en mayo de 2020 hasta 0.9% en mayo de
2023. En México hasta la misma fecha se han confirmado 7, 587, 63 casos totales y
333, 913 defunciones totales por COVID-19. Del total de casos acumulados se observa
un predominio del sexo femenino (53.6%) y una mediana de edad de 38 afios. El 62%
de las defunciones confirmadas fueron de sexo masculino, con una mediana de edad
de 64 afos. La tasa de incidencia de casos acumulados es de 5, 791.9 por cada
100,000 habitantes. Se estiman 12, 182 casos activos en todo el pais y una tasa de
incidencia activa de 8.8 por cada 100, 000 habitantes. San Luis Potosi ocupa el quinto
lugar de los Estados con mayor niumero de casos acumulados de COVID-19 con 255,
072, ademas de 359 casos activos. Con la informacién presentada es evidente el
problema de salud que representa la COVID-19 a nivel mundial y nacional, a pesar de
gue se implemente un esquema de vacunacién. La participacion de la sefial
purinérgica a través de receptores P2X7, P2X1 y A2A se desconoce en poblaciones
de linfocitos. Por lo tanto, resulta relevante conocer si las isoformas P2X7ay P2X7s y
los otros miembros de la familia de receptores purinérgicos P2X, como P2X1y P2Xa,
asi como del receptor PAz2adurante COVID-19 son posibles blancos para ser utilizados
como estrategias terapéuticas en la progresion clinica de COVID-19 (Institute for
Health Metrics and Evaluation, 2022) (Secretaria de Salud, 2023) (Secretaria de Salud,
2022).
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IV. Hipotesis

Los receptores purinérgicos P2Xi1, P2Xay P2X7, al igual que la ecto-enzima CD39 se
encuentran aumentados en pacientes con COVID-19 en comparacion con los sujetos

control, mientras que PA2a se encuentra disminuido.

V. Objetivos
5.1 Objetivo general

Evaluar los receptores purinérgicos P2X7 (en sus isoformas P2X7a y P2X7s), P2Xa,
P2X4 y PA2a, ademas de la ectoenzima CD39, en células mononucleares de sangre

venosa periférica de pacientes con COVID-19 e individuos control.

5.2 Objetivos especificos

» Determinar la expresion relativa P2X7a, P2X7s, P2X1, P2Xa y PA2a mediante PCR en
tiempo real (QPCR).

* Evaluar los niveles de CD39, P2X7, P2X1y PAza por citometria de flujo en PBMC.

* Analizar la posible asociacion de pardmetros antropométricos y metabdlicos con los
datos de expresion relativa y niveles de los receptores purinérgicos P2X7a, P2X7s,

P2X1, P2X4y PA2a, en PBMC de pacientes y sujetos control.
VI. Metodologia

6.1. Muestreo

6.1.1 Tipo de muestreo

No probabilistico y consecutivo.

6.1.2. Calculo del tamafio de la muestra (n)

Se considera una n de 22 pacientes con COVID-19 como parte del estudio. Lo anterior

debido a que se tiene una consideracion especial ya que no existen suficientes
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resultados experimentales y de estudios clinicos sobre la expresion relativa y
presencia de las proteinas CD39, P2X7, P2X1, P2Xay PAza en células mononucleares

de sangre venosa periférica de pacientes con COVID-19.

6.2. Criterios de participacion

e Prueba de exudado nasofaringeo por RT-PCR para SARS-CoV-2 positiva.

e Sexo indistinto.

e 18 a 85 afios.

e Sin diagnostico de influenza, dengue, diabetes mellitus Il, lupus eritematoso,
artritis reumatoide y/o cancer.

e Firma del consentimiento informado.

¢ Prueba de exudado nasofaringeo por RT-PCR para SARS-CoV-2 negativa.

¢ No presentar sintomas de COVID-19 por al menos un mes.

e Sexo indistinto.

e 18 a 85 afos.

e Sin diagnostico de influenza, dengue, diabetes mellitus Il, lupus eritematoso,
artritis reumatoide y/o cancer.

e Firma del consentimiento informado.

e Mujeres que presenten embarazo.

e Sujetos con enfermedad hepética, renal o pulmonar.

e Sujetos fumadores y/o alcohdlicos.

e Sujetos que tengan uso de inmunosupresores y/o glucocorticoides.
e Sujetos que no firmen el consentimiento informado.

e Imposibilidad de obtener la muestra por puncion venosa.
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6.2.4. Criterios de eliminacion

e Imposibilidad de procesar la muestra.

e Retiro de la carta de consentimiento a participar en el estudio.

6.3. Descripcion y operacionalizacion de las variables

6.3.1. Variables dependientes

Expresion relativa de los genes P2X7a, P2X7s, P2X1, P2Xay PA2a.

Porcentaje de células positivas para CD39, P2X7, P2X1y PAza.

6.3.2. Variables independientes

Sintomatologia de los pacientes que determinan el estado clinico de COVID-19.

6.3.3. Variables confusoras

Sexo, edad y antecedentes clinicos patoldgicos.

6.3.4. Operacionalizacion de las variables

Dependiente

. Definicion Valores . Tipo de
Variable _ . Unidades _
operacional posibles variable
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B-actina O
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Variables de Control (confusoras)
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Lipoproteina que
o De cero a
transporta triglicéridos o mg/dL
infinito

continua

hacia los tejidos

Colesterol
LDL sérico

Principal forma de
_ . De cero a
almacenaje de lipidos o mg/dL
infinito
en el humano

Triglicéridos
séricos

Masa de almacenaje De cero a o
0

Grasa
corporal

lipidico infinito

Cuantitativa | Cuantitativa | Cuantitativa
continua

continua

6.4. Consideraciones bioéticas

Se trata de una investigacién con riesgo minimo. Los participantes que fueron
reclutados en este estudio conocieron y firmaron el consentimiento informado incluido,
el cual se apega a las normas establecidas en la declaracién de Helsinki vigente. Los

formatos permanecen bajo resguardo.
6.5. Lugar de realizacion

Facultad de Ciencias Quimicas. Universidad Autonoma de San Luis Potosi, UASLP.
Hospital Central, Dr. Ignacio Morones Prieto.

Centro de Investigacion en Ciencias de la Salud y Biomedicina (CICSaB). UASLP.
Unidad de Investigacion Biomédica de Zacatecas (UIBMZ) del Instituto Mexicano del

Seguro Social, IMSS, Zacatecas.
6.6. Obtencion de parametros antropomeétricos

Una vez firmado el consentimiento informado, tanto a los sujetos control como los

pacientes se les solicitdé informacién general como sexo, edad, fecha de nacimiento,
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antecedentes clinicos patolégicos. Ademas, se tomaron datos de talla, peso y
perimetros corporales los cuales fueron utilizados para determinar el indice de masa
corporal. El porcentaje de grasa corporal fue calculada segun lo indicado por la Navy
Seal Formula (Shaheen, y otros, 2019)

6.7. Procesamiento de la muestra

Una vez firmado el consentimiento informado, tanto a los sujetos control como los
pacientes, se realizdé una venopuncion para obtener la muestra sanguinea siguiendo
las recomendaciones por parte del Clinical & Laboratory Standards Institute (CLSI).
Por cada participante se tomaron 2 tubos con EDTA y un tubo sin aditivo. Los tubos
con EDTA fueron empleados para la extracciéon de PBMC y el tubo sin aditivo se utilizé

para la extraccion del suero.

El tubo sin aditivo fue centrifugado a 2000 rpm por 15 minutos. El sobrenadante fue
separado en campana de flujo y alicuotado en 700 pL. Los sueros fueron congelados
a -80 °C y transportados al Laboratorio de Analisis Clinicos Dr. Pedro Medina de los
Santos de la Facultad de Ciencias Quimicas de la Universidad Autbnoma de San Luis
Potosi donde se determiné la concentracion de glucosa, acido Urico, aspartato
aminotransferasa (TGO), proteina C reactiva (PCR), colesterol total, colesterol LDL y

triglicéridos.

Se obtuvieron PBMC a través del método de diferencia de densidad de Ficoll-Hipaque
(Sigma-Aldrich, San Luis, Misuri, E.E. U.U. A.A.), en campana de bioseguridad, segun
lo establecido por el proveedor. Una vez aisladas las PBMC, se realizo la cuantificacion
de la concentracion y viabilidad celular con una dilucion 1:10 con azul de tripano. Sobre

una placa se colocaron 10 puL de la suspension celular y 90 pyL de azul de tripano. Se
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tomaron 10 pL de la dilucién y se colocaron en una camara de Neubauer, se
contabilizaron dos cuadrantes y se realizaron los calculos para determinar el
porcentaje de células vivas (sin colorante), células muertas (con colorante) y células
totales en el total de suspension celular. La técnica se estandariz6 para obtener valores

>90% de viabilidad celular y una concentracién >1x10° células/ mL.

Las PBMC aisladas fueron colocadas por goteo en medio de congelacion constituido
con suero bovino fetal con 10% de DMSO y fueron congeladas en alicuotas de 1x108
células/mL a -80 °C hasta su posterior descongelacién. En el dia de su uso, las células
congeladas fueron colocadas en medio de descongelacién constituido por medio
RPMI+10% de suero bovino fetal precalentado a 37 °C. Tras una serie de lavados se
realizo la técnica antes descrita para la cuantificacion de concentracion y viabilidad
celular. La técnica se estandarizd para obtener valores >90% de viabilidad celular y
una concentracion 1x108 células/mL. Se tomé el equivalente a 2x10° células/mL en
medio de descongelacion para la realizacion de la extracciéon de RNA y de 1x10°

células/mL para el marcaje por citometria de flujo.

La técnica se estandariz6 utilizando el equivalente a 2x10° células/mL descongeladas
y se realizando la extraccion del RNA por método del Trizol con el reactivo TRIzol
Reagent de (Ambion life technologies, Austin, Texas, E.E. U.U. A. A.). Se gregaron
700 pL de Trizol al pellet celular. Se hizo un paso de lisis por pipeteo vortex <1 min
hasta eliminar el pellet celular y se incub6 por 7 minutos en hielo para permitir la
disociacion de los complejos nucleoprotéicos. Se adicioné 300 uL de cloroformo para
una incubacién posterior de 3 minutos. Se centrifugé la muestra a 13 000 rpm por 15
minutos a 4 °C. Se retiré 400 uL de la fase acuosa con RNA y se coloc6 en un tubo
nuevo con 500 pL de isopropanol para incubar a -20 °C toda la noche. Se centrifugo
la muestra a 13 000 rpm por 15 min a 4 °C y se elimind el sobrenadante por

decantacion. Se agreg6 500 uL de etanol al 75% para posteriormente centrifugar a 10
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000 rpm por 10 min a 4 °C. Se elimino el sobrenandate por decantacion y se seco la
muestra por 10-15 min a temperatura ambiente. Se resuspendio la muestra en 20 L
de buffer TE 1X y se diluyé en termoblock por 20 min a 55-60 °C. Se tomo 2 pL y, por
duplicado, se realiz6 la cuantificacién de la concentracidén y pureza de RNA extraido
por método espectrofotométrico con el equipo Epoch BioTek (Winooski, Vermont, E.
E: U. U. A. A). La técnica se estandariz6 para obtener indices de pureza de 1.7-2.0
bajo la relacion 260/280 y una concentracion >100 ng/ pL. La integridad del RNA
extraido se evalu6 en el fotodocumentador iBright CL100 (Invitrogen, Waltham,
Massachusetts, E.E. U.U. A. A.) con la aparicion de las bandas 28s y 18s en un gel de

agarosa al 1.5% tras un corrimiento electroforético por 50 min a 80 mV.

La retrotranscripcion (RT) del RNA se llevo a cabo con el kit comercial High-Capacity
cDNA Reverse Transcription (Applied Biosystems, Waltham, Massachusetts, E.E. U.U.
A. A)). La composicion de la mezcla de trabajo por muestra se indica en el anexo 1. Se
tomé el equivalente a 1 pug de RNA y se afor6 a 10 pL de agua inyectable.
Posteriormente, se adicion6 10 pL de la mezcla anteriormente preparada, con lo cual
se conté con un volumen final de 20 pL para la reaccién de RT. El contenido se colocé
en el termociclador Techne TC-312 bajo las condiciones de trabajo indicadas en el
anexo 2. Se tomo 2 uL del DNA complementario (cDNA) obtenido y, por duplicado, se
realizo la cuantificacion de la concentracion y pureza por método espectrofotométrico.
La técnica se estandarizd para obtener indices de pureza de 1.8-2.0 bajo la relacion
260/280 y una concentracion >1000 ng/uL. Las muestras de cDNA obtenidas se
ajustaron a 200 ng/uL y se usaron para la reaccion en cadena de la DNA polimerasa
en tiempo real (QPCR) utilizando el fluorocromo SYBR Green del kit comercial SYBR
Select Master Mix 1x5 mL (Applied Biosystems, Waltham, Massachusetts, E.E. U.U.
A. A.). Los componentes de la mezcla de trabajo por muestra se detallan en el anexo
3. La reaccion de gPCR por cada tubo incluyé 2 uL de cDNA (400 ng/uL) y 8 uL de
master mix para cada gen. Se realiz6 el duplicado para cada muestra. Adicionalmente,

se incluy6 un No Template Control (NTC) para cada gen, el cual constaba de 2 pL de
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agua inyectable y 8 uL del master mix. La reaccion de qPCR se llevd a cabo en el
equipo CFx96 Real-Time System (Bio-Rad Laboratories, Hercules, Californa, E.E. U.U.
A. A) bajo las condiciones indicadas en el anexo 4. Al finalizar la qPCR se obtuvo los
valores de cycle threshold (CT) para el célculo de la expresion relativa, y ademas la
temperatura de fusién (melting). Al utilizar un agente fluorescente inespecifico de las
secuencias de interés como lo es el SYBR Green, fue necesario estandarizar la técnica
para conocer la temperatura a la que se alcanza la fluorescencia maxima e identificar
la presencia de un Unico producto de amplificacién para cada gen. En el anexo 5 se
indican las temperaturas establecidas para cada uno de los genes en estudio. La
secuencia de los cebadores (oligos) (T4 OLIGO, Irapuato, Guanajuato, México)

empleados para cada uno de los genes en estudio se indican en el anexo 6.

El célculo de la expresion relativa de los genes purinérgicos se realizd con el método
de 2-24Ct Se calculd el valor promedio de las réplicas del gen constitutivo B-actina y
del gen purinérgico de interés, se restaron los valores para obtener el ACt. Para cada
gen purinérgico se obtuvo un ACt promedio utilizando los valores del grupo control. A
cada ACt, tanto del grupo control como de los pacientes, se le restd el valor de ACt
promedio del grupo control, obteniendo el AACt. Finalmente, el valor de AACT fue
exponencializado con la formula 2-22¢t, Unicamente se trabajo con muestras con valor

promedio de CT para el gen enddgeno 3-actina entre 15y 22 ciclos.

1x10° células/mL descongeladas se incubaron con 2 L de anticuerpos monoclonales
conjugados a ficoeritrina (PE) y de isotiocianato de fluoresceina (FITC) (ThermoFisher
Scientific, Waltham, Massachusetts, E.E. U.U. A.A.) dirigidos contra las proteinas de
superficie CD3 (cat. # 12-0037-42) y CD39 (cat. # MA1-81312), respectivamente,
previo a una centrifugacion a 1500 rpm por 5 min. Posterior a una incubacion a 4 °C
por 20 min, lavado con PBS 1Xy fijacién con paraformaldehido (PFA) al 4%, las células

se permeabilizaron con saponina al 0.1% y se incubaron por 10 min en refrigeracion

25

—
| —



se agrego 2 pL del anticuerpo primario anti-P2X1 (Sigma-Aldrich, San Luis, Misuri, E.E.
U.U. AA) (cat. # PA5-114312) o anti-P2X7 (Chemicon International, Inc., Temecula,
California, E.E. U.U. A.A.) (cat. # AB5246) para posteriormente dejar por 30 min en
refrigeracion. Para bloquear la union inespecifica de anticuerpos se agreg6 100 pL de
albumina bovina sérica (BSA) al 2% y un posterior lavado con PBS 1X. Tras una
segunda permeabilizacion con saponina al 0.1% se agregé 2 pL de anticuerpo
secundario anti-conejo IgG acoplado a Alexa Fluor 647(AF647) (Invitrogen, Waltham,
Massachusetts, E.E. U.U. A. A) (cat. # A-21244) o anti-PA2a acoplado a FITC (Santa
Cruz Biotechnology, Dallas, Texas, E.E. U.U. A. A) (cat. # 7F6-G5-A2) para ser
incubados a 4 °C por 30 minutos. Finalmente, las células se fijaron con 200 uL de PFA

al 1% y se mantuvieron en refrigeracion hasta su andlisis por citometria de flujo.

Se utiliz6 el equipo BD Facs Canto Il con el software FlowJo v.10.8.1 (Becton-
Dickinson, Franklin Lakes, Nueva Jersey, E.E. U.U. A. A.). Los paneles analizados
incluyeron CD3 P2X1 CD39, CD3 P2X7 CD39 y CD3 P2X7 PA2a. Por cada muestra se
disponia de la condicion células sin adicionar ningun anticuerpo y células en presencia
de un anticuerpo control llamado control de isotipo. Para el analisis durante la
adquisicion se delimitd a los eventos Unicos (singlets) en el dotplot FSC-H vs FSC-A a
un voltaje de 350 mv. Posteriormente, se identificd la poblacion correspondiente a los
linfocitos y monocitos. En el caso de la poblacion linfocitaria se determind a aquellos
linfocitos CD3* de los linfocitos CD3" a través del dotplot FSC-A vs PE-A. En ambas
poblaciones, CD3*y CD3, se prosiguio con la identificacion de células dobles y simples
positivas para CD39, P2X1y o P2X7. Se analizé datos de porcentaje de positividad y
de intensidad de fluorescencia media (MFI) para cada marcador evaluado. En el anexo

7 se muestra la secuencia de gate utilizada en controles y pacientes.
6.8. Disefio estadistico

Se determind la normalidad de los datos a través de las pruebas de D’Agostino-

Pearson, Shapiro-Wilk y Kolmogorv-Smirnov. Se consider6 como datos no
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paramétricos si al menos una de las tres prueba indicaba no normalidad. Para
identificar la diferencia entre grupos se utilizo la prueba de U de Mann-Whitney para
datos no paramétricos y prueba de Welch para datos paramétricos. Se consider6 un
valor de p<0.05 como significativo. Se realizé un analisis de correlacion de datos con
la matriz de correlacion de Pearson para datos paramétricos y prueba de Sperman
para datos no paramétricos. Se considero un valor de p<0.05 como significativo. Los
outliers se identificaron con el método ROUT y un valor de Q=5%. Los datos se
analizaron en el software GraphPad Prism 8.0 (GraphPad Software Inc., San Diego,
California, E.E. U.U. A.A)).

6.9 Delimitacion y limitaciones

El siguiente trabajo se delimitd al andlisis de muestras de sangre completa y suero de
controles y pacientes obtenidas durante el periodo de diciembre 2022 a marzo 2023
en los Estados de San Luis Potosi y Zacatecas. Dentro de las limitantes del estudio se
encuentra la imposibilidad de utilizar métodos especificos para la cuantificacion de
citocinas en suero para ambos grupos, un tamafio de muestra baja, reflejado al
momento de la estratificacién por grupos. Ademas de la imposibilidad de acceder al
expediente clinico completo de los pacientes que permitiese la integraciéon de un mayor

numero de variantes clinicas dentro del estudio.
7.2. Discusion

La via purinérgica y su relacion con la infeccién por SARS-CoV-2 ha sido poco
estudiada. Los resultados de esta investigacion indican que durante COVID-19
existe un aumento en fenotipos purinérgicos de PBMC, principalmente P2Xz,
asociados a parametros antropométricos (IMC y porcentaje de grasa) y un
desequilibrio en las concentraciones de colesterol LDL que en conjunto podrian

estar ligados a un prondstico desfavorable en estos pacientes.

Los receptores P2Xi1, P2Xs y P2X7 participan en la sinapsis inmunolégica y

activacion de linfocitos T con aumento en la entrada de Ca?* y liberacién autocrina
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de ATP por la traslocaciéon de los canales panexina-1 (Brock, y otros, 2022)
(Woehrle, y otros, 2010). P2X7 participa ademas en la activacion de monocitos
humanos (Gudipaty, Humphreys, Buell, & Dubyak, 2001) y liberacion de IL-13
(Ward, y otros, 2010). La presentacion antigénica y activacion linfocitaria se realiza
en los 6rganos linfoides secundarios como los ganglios linfaticos, donde las células
activas muestran un transito linfocitario activo. Proponemos que un gran porcentaje
de linfocitos T y monaocitos en circulacion de los pacientes con COVID-19 de fenotipo
P2X1* 0 P2X7*, podrian encontrarse en un estado activo debido a varios marcadores
de activacion entre ellos los receptores purinérgicos. Sin embargo, es necesario
cuantificar productos relacionados a la actividad de estos receptores y
simultdneamente identificar la presencia de marcadores de activacion en linfocitos
T, como CD25 y CD69 (Shipkova & Wieland, 2012) y la relacion de monocitos

clasicos/no clasicos que confirmen nuestra propuesta.

Se requiere cuantificar al receptor P2Xs4 a nivel de proteina e identificar la
subpoblacién de PBMC a la que corresponde el aumento de la expresién relativa.
Al respecto, se han identificado receptores purinérgicos funcionales de tipo P2Xa7y
P2Xuwa7 en macrofagos derivados de monocitos humanos (Vargas-Martinez, y otros,
2020) por lo que estos receptores podrian estar regulando funciones fagociticas y
de activacion clasica en estos macréfagos alveolares (Stokes & Surprenant, 2009).
Durante COVID-19 existe una disminucion de monocitos no clasicos
(antiinflamatorios), los cuales migran al tejido pulmonar para convertirse en
macréfagos tipo 1 o clasicos (inflamatorios) y fungir como células presentadoras de
antigenos a linfocitos T (Kapellos, y otros, 2019) (Knoll, Schultze, & Schulte-
Schrepping, 2021), donde los fenotipos P2Xi*, P2Xs* y P2X7* podrian estar
involucrados en las funciones asociadas a estas células y contribuir al aumento de

citocinas proinflamatorias durante la enfermedad.

La posible activacion celular mediada por los receptores P2X1, P2Xs4 y P2X7 en
linfocitos T es relevante y podria explicar la disminucion de esta subpoblacion en
circulaciéon encontrada en los pacientes con COVID-19, ya que bajo esta condicién

se promueve su quimioatraccion, principalmente de linfocitos T CD8", de la sangre
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hacia el tejido pulmonar (Jiang, y otros, 2020) (Weiskopf, y otros, 2020). Se ha
reportado un aumento en las concentraciones séricas de ATP derivado de una
menor actividad hidrolitica de esta molécula en PBMC de pacientes con COVID-19
(da Silva, y otros, 2022). El probable aumento de ATP extracelular en nuestro grupo
COVID-19 podria explicar la disminucion encontrada de la MFI de P2X1 en linfocitos
T, ademas de los niveles de expresion relativa de genes similares respecto al grupo
control, puesto que P2X1 se encontraria en un proceso de internalizacion debido a
su rapida desensibilizacion dando lugar a una mayor expresion de P2X7, el cual
requiere de una mayor cantidad de ATP para lograr ser activado (Burnstock, 2018)
(De Salis, y otros, 2022). Sin embargo, se requieren estudios que permitan confirmar
el aumento de ATP en suero en COVID-19, ademas de identificar el efecto de las
concentraciones de ATP en la cinética de intercambio de P2X1 y P2X7 a nivel de

membrana en linfocitos T durante la enfermedad.

Nuestros datos confirman el incremento en la expresion relativa de P2X7 (Schultz,
Bertoni, & Wink, 2022), donde hemos encontrado un predominio de la isoforma
P2X7s durante COVID-19. Lo anterior, podria relacionarse con una mayor sobrevida
y proliferacion de las PBMC en presencia de la enfermedad, ya que la activacion de
P2X7 induce una mayor secrecion de IL-2 en linfocitos T (Yip, y otros, 2009), mismo
que permite una mayor proliferacion de estas células. La menor expresion de la
isoforma P2X7a durante COVID-19, indicaria que la formacion del macroporo en la
membrana celular asociado a la forma completa de esta proteina (De Salis, y otros,
2022) se encontraria limitada. Sin embargo, una de las principales limitantes es la
falta de anticuerpos especificos para cada una de las isoformas que permita

identificar la conformacion homo o heterotrimérica del receptor P2X7.

En el aumento de linfocitos CD3- con fenotipo P2X1* o P2X7* encontrado en COVID-
19, es importante destacar que tanto linfocitos B (CD3- CD19*) como linfocitos
natural killer (NK) (CD3- CD16* CD56™) son las principales subpoblaciones de esta
estirpe que se encuentran en circulacion. Durante COVID-19 los linfocitos B y NK
se encuentran disminuidos en circulacion (Xu, y otros, 2020) y que ademas juegan

un papel importante en la respuesta inmune frente al virus (Delshad, y otros, 2021)
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Yy, Si bien se ha descrito la presencia de P2X1, P2X4 y P2X7 en linfocitos B (Sluyter,
Barden, & Wiley, 2001), poco se sabe de las funciones que podrian estar ejerciendo
en estas células. Se ha identificado que P2Xi regula la secrecion de IL-22, una
citocina con propiedades pro y antiinflamatorias, por linfocitos NK infiltrantes en
tejido hepético y que permite la regeneracion tisular (Kudira, y otros, 2016). La
activacion de P2X7 puede dar lugar al desprendimiento de CD23 en linfocitos B
humanos donde regula la captura y presentacion antigénica (Pupovac, Geraghty,
Watson, & Sluyter, 2015), mientras que en linfocitos NK induce una menor actividad
citotoxica en el microambiente tumoral (Baroja-Mazo, y otros, 2023). Se ha
reportado que los linfocitos NK tienen una mayor MFI para P2X7 en comparacion
con linfocitos B y Tys (Winzer, y otros, 2022). Nuestros datos destacan la
importancia de identificar si el aumento de P2Xi1, P2Xs y P2X7 se presenta en
linfocitos B, linfocitos NK o en ambos, durante COVID-19 y si estos fenotipos
pudiesen condicionar la progresion de la enfermedad, modificando las funciones de

estas células.

Respecto al receptor PA2a, se sabe que en linfocitos T, junto a CD39, es esencial
para la conversién hacia linfocitos T reguladores (Treg)(antiinflamatorios) sobre
linfocitos Th17 (proinflamatorios) (Zarek, y otros, 2008) (Wang, y otros, 2021). El
aumento de la expresion relativa de PA2a que se encontréo en COVID-19 difiere a lo
reportado por otros autores, los cuales indican una disminucion de este gen en
COVID-19 grave (Pietrobon, y otros, 2022). Nosotros consideramos que esta
diferencia es debido a la estratificacion realizada por los autores, ya que al
considerar inicamente la presencia de COVID-19, este gen se veria aumentado en
comparacion de la ausencia de la enfermedad. El aumento de la expresién relativa
de PA2a encontrada en nuestro estudio podria atribuirse a un mecanismo
compensatorio por la elevacion de los genes P2X1, P2xa4 y las isoformas de P2Xz,
no obstante, se dispone de poca o nula informacién que nos permita confirmar o
descartar esta teoria. Ademas, la unién de adenosina a PA2a es capaz de atenuar
la actividad inflamatoria inducida por la activacion de TLR4 en monocitos humanos
estimulados con lipopolisacarido a través de la inhibicion de factores de

transcripcion para IL-23 (Crean, y otros, 2015). Por lo tanto, no se puede descartar
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la propuesta de que este, u otro mecanismo, pueda modificar factores de
transcripcion relacionados con la actividad de los receptores P2X, siendo que tanto
los receptores TLR como los P2X son parte de la respuesta inmune innata activados

por patrones moleculares asociados a dafio (DAMPs) como lo es el ATP.

Estudios en cerebro y células de feocromocitoma de ratas el gen Adora2a codifica
tanto PA2a como a la proteina uORFS5 la cual utiliza un marco de lectura diferente a
PA2ay que en condiciones de hipoxia ambas proteinas se encuentran aumentadas.
UORF5 podria funcionar como un regulador transcripcional en respuesta a la
estimulacion de PA2a (Lee, Lai, Lee, Chien, & Chern, 2013). Esta informacion podria
explicar nuestro hallazgo respecto a la disminucion de linfocitos T PA2a* y linfocitos
CD3  PA2a" a pesar de haber encontrado un aumento de la expresion relativa para
PA2a en COVID-19, por lo cual es importante identificar la posible existencia de
mecanismos postranscripcionales en PBMC, como lo puede ser uORF5, que limiten
la expresion de la proteina en estas subpoblaciones celulares, promoviendo
funciones proinflamatorias durante COVID-19.

Datos en la literatura indican que >90% de linfocitos B y monocitos son positivos
para CD39, mientras que solo existe un 10% de positividad en linfocitos T, siendo
mayor en linfocitos T CD4* (20-30%) que en linfocitos T CD8* (<5%) (Zhao, Bo,
Kang, & Li, 2017). En la subpoblacion de linfocitos Treg (CD4* Foxp3*) se ha
descrito que la presencia de CD39 contribuye a su actividad supresora a nivel
periférico (Bynoe & Viret, 2008) y que la expresion de CD39 es proporcional a los
niveles de Foxp3 (Borsellino, y otros, 2007). En COVID-19 existen cambios en el
porcentaje de linfocitos Treg en circulaciéon (Chen, y otros, 2020) (Qin, y otros,
2020). Nuestros datos confirman el aumento de la MFI de CD39 en linfocitos T
durante COVID19, ademas de la ausencia de cambios en el porcentaje de linfocitos
T CD39*, reportado por otros autores (Diaz-Garcia, y otros, 2022) (Ahmadi, y otros,
2020). La informacion obtenida en este estudio destaca la importancia de identificar
la presencia y actividad de los linfocitos T CD39* y si en estas células se estaria
promoviendo una respuesta reguladora que limite la funcién proinflamatoria de los
receptores P2X durante COVID-19.
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Cabe aclarar que respecto a los fenotipos dobles P2X1* CD39*, P2X7* CD39* y
P2X7" PA2a*, este estudio es el primero en identificar el porcentaje de linfocitos T
(CD3%), CD3 y monocitos con estos fenotipos en sujetos control y en COVID-19,
por ende, la informacion con la cual contrastar nuestros datos con lo reportado en
la literatura se encuentra limitada. El aumento de los linfocitos T con fenotipo P2X7*
CD39*y P2X7* PA2a* en pacientes con COVID-19, podrian promover la degradacion
de ATP extracelular hasta adenosina y la posterior activacion de PA2a, con la
finalidad de posiblemente limitar la funcion de P2X7 en linfocitos T. No obstante, es
necesario confirmar o descartar esta teoria con la identificacion en la expresion de
CD73, responsable directo de la formacion de adenosina y que en sujetos sanos
presenta una mayor frecuencia respecto a CD39 en linfocitos totales y linfocitos T
CD4* (Guzman-Flores, y otros, 2015), ademas de productos que indiquen el grado
de actividad de P2X7y PA2aen estas células durante la enfermedad. Aunado a esto,
nuestra propuesta es que durante COVID-19 existe un predominio de P2X7 (medido
como MFI) sobre PA2a en esta poblacién celular, por lo cual es necesario la medicién
de la actividad de los receptores en linfocitos T, por ejemplo, la activacion de PA2a
e identificar una menor produccion de lactato deshidrogenasa y un mayor efecto
protector frente a la apoptosis por inhibicion del factor de transcripcion NF-xB en la
linea celular de linfocitos T Jurkat (Himer, y otros, 2010). Por otro lado, la activacién
de P2X7 da lugar al ensamblaje del inflamosoma por la via NLRP3, con la
subsecuente liberacion de las citocinas proinflamatorias IL-1B e IL-18 (Wiley,
Sluyter, Gu, Stokes, & Fuller, 2011) y la liberacién de CD62L, generando CD62L en
su forma soluble (CD62Ls), puede ser empleado como marcador indirecto de la
actividad de P2X7 en linfocitos T (Cortés-Garcia, y otros, 2016). Con esta
informacioén, nosotros esperariamos que los linfocitos T del grupo COVID-19
presenten una mayor concentracion de IL-1B e IL-18, ademas de un aumento sérico
de estas citocinas junto a CD62Ls, y confirmar lo reportado por otros autores
respecto a que este aumento conduce a complicaciones clinicas durante la

enfermedad.

Considerando el posible predominio de las funciones relacionadas con P2X7 en

COVID-19, es relevante la relacion encontrada de los fenotipos positivos para este
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marcador y su relacion con el IMC y el porcentaje de grasa, donde valores altos en
ambos pardmetros se relacionarian con una mayor cantidad de tejido adiposo,
donde la funcion purinérgica es relevante. Se sabe que PA2a es abundante en el
tejido adiposo pardo de mamiferos, donde su activacion induce la lipdlisis por
aumento del coactivador del receptor proliferador de peroxisomas (PGC-1a) vy
termogénesis por estimulacion de la proteina desacoplante 1 (UCP1) en mitocondria
(Rines, Verdeguer, & Puigserver, 2015) (Merifio, Briones, Palma, Herlitz, &
Escudero, 2017), previniendo obesidad en un modelo murino (Gnad, y otros, 2014).
Por el contrario, P2X7 es un regulador negativo de la lipdlisis (Li, Gong, & Xu, 2022),
potencializa la acumulacion de lipidos en adipocitos de ratén por supresion de los
genes sirtuin-3 y 5 (Chiang, Cheng, Lien, Huang, & Lin, 2022) y aumenta la
expresion de IL-6 y TNF-a en tejido adiposo blanco humano, ademas de un mayor
namero de linfocitos Th17 residentes en este tejido (Pandolfi, y otros, 2016) (Madec,
y otros, 2011) (Yang, Story, Hao, Sumpter, & Mathers, 2022).

En tejido adiposo de sujetos con sobrepeso y obesidad existe una mayor condicion
de estrés, principalmente por hipoxia, lo cual puede conducir a la muerte por
piroptosis de los adipocitos (Giordano, y otros, 2013), mismos que se encuentran
rodeados por linfocitos T y macrofagos infiltrados que adquieren un perfil
proinflamatorio (Strissel, y otros, 2007) (DeFuria, y otros, 2013). Estudios en nuestro
grupo de investigacion report6 valores similares de linfocitos T CD4* P2X1* y P2X7*
tanto en circulacién como en tejido adiposo (Ruiz-Rodriguez, y otros, 2019). Se ha
reportado que en pacientes con obesidad y diabetes mellitus tipo Il hay una
disminucion en la expresion a nivel de mRNA de PA2ay PAs en PBMC (Fakhoury, y
otros, 2022) y que en estas mismas enfermedades el porcentaje de linfocitos T CD4*
presentan mayores niveles de CD73 y menor CD39 (Guzman-Flores, y otros, 2015).
Ahora proponemos, que la condicion hipdxica en tejido adiposo de sujetos con
sobrepeso u obesidad, medido tanto con el IMC como con el porcentaje de grasa,
conduce a una mayor liberacion de ATP, generando un aumento del infiltrado
linfocitario con fenotipo proinflamatorio (P2X7* 0 PA2a"), los cuales podrian llegar
hasta ganglios linfaticos (von der Weid & Rainey, 2010) o bien regresar a circulacion,
y que durante COVID-19 las PBMC condicionadas a este perfil proinflamatorio,
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podrian relacionarse a complicaciones clinicas por una mayor produccién de

citocinas con actividad inflamatoria.

Se ha reportado un aumento de IL-1, IL-18 y PCR en suero, ademas de una
correlacion positiva en las concentraciones de P2X7 soluble en plasma de pacientes
con COVID-19 severo (Garcia-Villalba, y otros, 2022). Otros autores reafirman la
relacion positiva en las concentraciones de PCR y P2X7 soluble en suero en COVID-
19 (Giuliani, y otros, 2019). Si bien nuestros datos sobre el aumento de PBMC con
fenotipo P2X7* en COVID-19 podrian corroborar esta informacion, consideramos la
utilidad de cuantificar la forma soluble de P2X7, la cual se relacionaria con una
mayor actividad del receptor, e identificar si ambas formas se encuentran
aumentadas durante la enfermedad. El aumento de la PCR ha sido planteado como
un mecanismo atenuador de la activacion de P2X7 y aumento de IL-1 (Richter, y
otros, 2018) (Giuliani, y otros, 2019), por lo cual nosotros consideramos util la
medicion de PCR como un indicador indirecto de la actividad de P2X7 durante
COVID-19. Especulamos que los linfocitos T P2X7* y linfocitos CD3- P2X7* podrian
estar participando de manera directa con una mayor sintesis y liberacion de
citocinas proinflamatorias, lo cual daria lugar al aumento en la produccién de PCR

hepética y condicionando el prondstico clinico de la enfermedad.

Adicionalmente, la disminucion de colesterol LDL encontrada en COVID-19
confirma lo reportado por otros autores (Fabre, y otros, 2022) (Chidambaram, y
otros, 2022), donde esta reduccion lipidica en suero podria deberse a la
internalizacién de particulas grasas descritas en monocitos infectados por el SARS-
CoV-2, las cuales pueden ser utilizadas como una plataforma de formacién de
nuevas particulas (Dias, y otros, 2020), a una menor actividad de la lipoproteinlipasa
o por la produccion de radicales libres, los cuales pueden degradar el colesterol LDL
(Wei, y otros, 2020) (Osuna-Ramos, y otros, 2020). Estudios indican que durante
COVID-19 existe una correlacion negativa entre las concentraciones de colesterol
LDL y PCR (Osuna-Ramos, y otros, 2020), nuestros datos muestran esta
correlacion negativa en COVID-19, pero es necesario incrementar la n de los grupos

de estudio que permitan confirmar esta afirmacion.
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La presencia de enfermedades metabdlicas como diabetes mellitus, dislipidemias y
sobrepeso/obesidad se relacionan con un peor pronéstico en COVID-19 (Stefan,
Birkenfeld, Schulze, & Ludwig, 2020). Frente al panorama actual nacional e
internacional, donde el sobrepeso y la obesidad representan un problema de salud
publica que se presenta en un mayor porcentaje de la poblacién afio con afio
(ENSANUT, 2018) (Barquera & Rivera, 2020) (WHO, World Health Organization,
2020). Los resultados de esta investigacion reafirman la importancia de considerar
las modificaciones de la respuesta inmune en alteraciones metabdlicas y la
presencia de procesos inflamatorios cronicos de bajo grado, como la acumulacién
excesiva de grasa corporal y que podria conducir a complicaciones clinicas en
enfermedades trasmisibles, como lo es COVID-19. Ademas, destacamos que la
modulacién del perfil purinérgico, principalmente P2X7*, podria ser empleada como
una potencial diana terapéutica en procesos infecciosos y no infecciosos para

disminuir los grados de inflamacién aguda y crénica.
7.3. Conclusiones

Durante COVID-19 existe un aumento en la expresion relativa de los genes
purinérgicos P2Xa, P2X7a, P2X78 y PA2a en PBMC, con un predominio de la isoforma
P2X78 sobre P2X7a.

Existe un aumento de linfocitos T y linfocitos CD3" con perfil P2X1*, P2X7*, P2X7*
CD39* y P2X7* PA2a* durante COVID-19, mientras que las PBMC PA2a* se
encuentran disminuidas. No se encontraron cambios en el porcentaje de células

Unicamente positivas para CD39* en la enfermedad.

En linfocitos T con fenotipo doble (P2X7* CD39* y P2X7* PA2a*) existe un predominio
de P2X7 (medido como MFI) sobre CD39 y PA2a durante COVID-19.

Los fenotipos P2X7* se relacionan con un mayor IMC, mayor porcentaje de grasa y

elevacion de colesterol LDL durante COVID-19.

Los linfocitos P2X7* se encuentran aumentados en pacientes COVID-19 con

concentraciones de PCR elevadas.
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Los linfocitos PA2a* se encuentran disminuidos en pacientes con IMC, porcentaje

de grasa y PCR elevados.

Se propone identificar los fenotipos P2X7*, CD39" y PA2a™ en linfocitos Treg, Th17,
B y NK durante COVID-19. Aunado a la cuantificacién de citocinas en suero y la
medicion de la actividad de los receptores en ambos grupos. Ademas de reafirmar
la importancia de conocer el perfil purinérgico en otras patologias transmisibles y no

transmisibles.
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X. Glosario

Adenosina trifosfato (ATP): nucleétido intracelular. Su hidrolisis da lugar a
adenosina difosfato (ADP), adenosina monofosfato (AMP) y adenosina libre. La

ruptura en los enlaces de fosfato da lugar a liberacion de energia. (Britannica, 2023)

COVID-19: Enfermedad del Coronavirus 2019. Es una infeccion causada por el virus
SARS-CoV-2 (WHO. World Health Organization, 2023).

Ectoenzima: También llamada exoenzima. Grupo de enzimas secretadas por las
células y que llevan a cabo sus funciones en el espacio extracelular (Collins English
Dictionary, 2023)

Evaluacion: Proceso de juzgar o calcular la calidad, importancia, cantidad o valor

de algo (Cambridge Dictionnary, 2023)

Expresion relativa: Se basa en el indice de expresién de un gen de interés respecto
a un gen de referencia. Es el método mas utilizado para identificar los cambios en

los niveles de expresion de un gen (Pfaffl, Horgan, & Dempfle, 2022)

indice de masa corporal (IMC): es el peso de una persona en kilogramos (o libras)
dividido por el cuadrado de la altura en metros (o pies). Un IMC elevado puede

indicar un alto nivel de grasa corporal (Stringer, y otros, 2021).

Isoforma: Diferentes formas de una proteina que pueden ser producidas por
diferentes genes o provenir de un mismo gen con splicing alternativo, lo cual
modifica la secuencia de aminoacidos que los conforman. Comunmente las
isoformas de las proteinas poseen similitudes funcionales (NCBI. National Center

for Biotechnology Information, 2023).

Paciente: Persona que recibe cuidado médico o que este bajo tratamiento
(Cambridge Dictionnary, 2023).
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Parametros antropométricos: Mediciones utilizadas para describir el cuerpo
humano como un todo o subdividir el cuerpo en compartimentos. Pueden brindar
informacion sobre el peso, talla o masa corporal de un individuo (Saltzman &
Mogensen, 2013).

Pardmetros clinicos de laboratorio: Datos derivados del andlisis de muestras
biolégicas (sangre, suero, plasma u orina) que ayudan en el diagndstico, tratamiento
y manejo de pacientes o bien en la identificacion de la condicion fisiolégica de un

sujeto sin enfermedad (Bayot, Brannan, & Naidoo, 2022).

Pardmetros metabdlicos: Conjunto de cambios quimicos que ocurren en una
célula u organismo para producir energia y materiales basicos para llevar a cabo

procesos vitales (NIH. National Cancer Institute, 2023).

Receptores purinérgicos: Familia de moléculas presentes en la membrana celular
de diferentes tejidos en mamiferos. Son proteinas de membrana que responden a
los nucleétidos extracelulares (ATP, ADP, UTP, UDP o adenosina) (Sarikaya, 2020).

SARS-CoV-2: Agente causal de la enfermedad respiratoria COVID-19 identificado
en 2019. Pertenece a la familia de los virus catalogados como coronavirus y que
puede infectar a seres humanos y algunos otros mamiferos (NIH. National Cancer
Institute, 2023).

Sujetos control: Grupo de personas empleadas para comparar otro grupo en una
prueba o experimento. Poseen caracteristicas similares al grupo de estudio, pero
carecen de tratamiento o bien de alguna enfermedad (Cambridge Dictionnary,
2023).
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