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Resumen

Antecedentes: Adenosin deaminasa (ADA) es una enzima que participa en el
metabolismo de las purinas y en la proliferacion y maduracion de linfocitos T. La neumonia
adquirida en la comunidad (NAC) es una enfermedad respiratoria con una tasa de
mortalidad en Chile entre 12,7 a 15,3 por cada 1000 habitantes en adultos mayores de 65
afios, siendo la séptima causa de muerte en nuestro pais. Debido al rol de ADA en la
activacion del sistema inmune y a la disminucidn de la expresion del gen ada en pacientes
graves, es de interés estudiar el papel de ADA en la evolucién de la NAC ante la
necesidad de buscar nuevos biomarcadores de prondstico y evolucion de esta

enfermedad.

Hipétesis: La actividad enzimatica y la concentracion de ADA sistémica estan

disminuidas en adultos graves con NAC respecto a los pacientes no graves.

Objetivo: Determinar si la actividad enzimatica y la concentracién de ADA sistémica estan

disminuidas en adultos graves con NAC respecto a los no graves.

Metodologia: En sangre de 138 adultos enrolados en 3 hospitales de la Region
Metropolitana, entre los afios 2017-2019, se cuantific la actividad enzimatica de ADA por
espectrofotometria, y en 19 de estos, se determind la concentracion de ADA mediante
quimioluminiscencia. Los resultados obtenidos se compararon entre graves y no graves

segun puntuacién FINE, requerimiento de oxigenoterapia, ingreso a UCI y fallecimiento.

Resultados: La actividad enzimatica de ADA total fue similar entre los pacientes graves y
no graves clasificados segun FINE, ingreso a UCI y fallecimiento, tanto en suero como en
plasma (p>0,05). La actividad y las concentraciones de la enzima fueron menores en los
pacientes con oxigenoterapia respecto a los sin oxigeno, en suero y en plasma. La

concentracion de ADA en pacientes graves y no graves no mostraron diferencias
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significativas entre enfermos graves y no graves (p>0,24) y no se correlacioné con la

actividad enzimatica en enfermos graves ni no graves (r=0 0; p>0,05).

Conclusion: La actividad enzimatica y la concentracion de ADA no difieren segun la
gravedad de la NAC en adultos por lo que se requiere continuar con la bisqueda de

nuevos biomarcadores para pacientes con NAC.
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1.

Introduccion

1.1. Adenosin deaminasa

Adenosin deaminasa (ADA) es una enzima clave en el reciclaje de purinas, al catalizar
la desaminacién de adenosina (Ado) y desoxiadenosina (dAdo) en inosina (Ino) y
desoxi-inosina (dIno), respectivamente, que son convertidos en &acido urico y
eliminados por la orina o las heces (1). Este proceso evita el elevado costo energético
de la sintesis de novo de purinas (que requiere de 6 moles de ATP para generar 1 mol
de nucledtido) (1). ADA es una proteina monomérica de 41 kDa, que al ser removida
su regién N-terminal postranscripcional, produce una enzima de 332 aminoacidos
dependientes de Zinc (1,2,3), presente tanto en el citoplasma como en la superficie de
las células (1). En el citoplasma tiene una actividad hidrolasa y actua sobre el enlace
de carbono y nitrégeno de amidas ciclicas para transformar Ado y dAdo a Ino y dino,
regulando asi las concentraciones intra y extracelular de estas moléculas y evitando el
efecto nocivo de estos metabolitos (1,2,3,4,5). Por otro lado, en la superficie de las
células se le considera una ecto-enzima, donde ADA forma un complejo con la
proteina de membrana dipeptidil peptidasa IV (CD26), que se expresa en células

epiteliales del tubulo proximal del rifidn, intestino, conducto biliar y linfocitos T (1,2,3).

ADA es una enzima polimérfica, existiendo 2 isoformas: ADA-1 y ADA-2. En algunos
documentos se habla de una tercera isoforma denominada ecto-ADA, la cual
corresponde a la isoforma ADA-1 unida al receptor CD26 en los linfocitos T (1,2,3).
ADA-1 esta presente en todos los tejidos y es la isoforma predominante; tiene una
actividad optima a pH 7-7,5, contribuyendo al 90% de la actividad total de ADA y es
inhibida completamente con eritro-9(2—hidroxinon-3-il) adenina (EHNA). Ademas, sus
niveles tisulares son mayores en el timo y menores en los eritrocitos, pero a pesar de

las variaciones de actividad celular que puedan producirse entre células, su principal
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papel es garantizar concentraciones bajas de Ado y dAdo para evitar un efecto nocivo
en las células del sistema inmune (1,2,3). Por otra parte, ADA-2 es una isoforma
resultante de una transicion de nucleétido (G—>A) en el nucledtido 22, ocasionando un
cambio de Asp8Asn (1). Esta isoforma coexiste con ADA-1 solo en monocitos y
macrofagos y es liberada frente a la infeccidon por microorganismos, no es inhibida por
EHNA 'y su pH 6ptimo es 6,5. Al igual que ADA-1, actia para mantener el equilibrio de
Ado y dAdo, teniendo ambas la misma afinidad por Ado, pero ADA-2 posee una menor
afinidad por dAdo por lo que en las formas celulares que poseen ADA-2 presentan
bajas concentraciones de Ado (1,3). Con respecto a ecto-ADA, la cual corresponde a
ADA-1 unido a CD26, participa en la activacién de linfocitos T. También se ha

detectado en la superficie de células B y monocitos de sangre periférica (2,3).

Activacién
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Figura 1. Interaccion ADA-CD26 en la sinapsis inmunolégica (3). Fuente: Pérez-
Aguilar Mary Carmen, et. al. Adenosin deaminasa como molécula coestimuladora y

marcador de inmunidad celular.

Frente a dano celular, contacto con microorganismos exdgenos y citoquinas
inflamatorias, ecto-ADA va a estimular la proliferacion y maduracion de linfocitos T,

uniéndose al receptor de adenosina (AdoR) que se encuentra ubicado en la
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membrana de las células dendriticas (célula presentadora de antigeno) y esta unién
interactuara con la proteina CD26 expresada en las células T (3). Esta interaccién
(ADA-CD26) va a producir una sefal coestimuladora, potenciando e incrementando la
secrecion de interferon gamma (INFy), factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a) e
interleuquina 6 (IL-6) y aumentando la activacién de células Th1 (2,3). De esta forma,
ADA forma parte de la sinapsis inmunoldgica y es considerada como un biomarcador
de la respuesta inmune celular, pudiendo medir sus niveles en sangre para predecir

una disfuncién inmunoldgica (1,2,3,4).

En resumen, ADA posee diferentes funciones bioldgicas, tales como la transferencia
de energia y la sefalizacién celular en distintos tejidos, principalmente en tejido
linfoide como el timo, el cerebro y el tracto digestivo, activando la proliferacion y
maduracién de los linfocitos T mediante su unién con la proteina dipeptidil peptidasa

IV (CD26) (1,2,3,4,5).

1.2. Alteracion de los niveles de adenosin deaminasa
1.2.1. Disminucion de los niveles de adenosin deaminasa

El déficit o la disminucion de los niveles de ADA, limita la transformacion de
Ado por lo que aumenta dAdo en orina y plasma (1). Este incremento afecta
la funcion del sistema inmune generando una inmunodeficiencia combinada
grave (SCID, sigla en inglés) debido al déficit de ADA (1,3).

Esta enfermedad se caracteriza por el desequilibrio en la respuesta inmune
celular y humoral, determinando una mayor susceptibilidad a infecciones (1).
Una de las causas del SCID, es el déficit de ADA.

Este cuadro puede ocurrir por mutaciones en el gen ada que codifica para
esta enzima y se ubica en el cromosoma 20g12-q13.11, o por una deficiencia

parcial de ADA con una actividad enzimatica baja (1,2,3). Estas alteraciones
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conllevan a una disminucion de la enzima y su actividad, interrumpiéndose la
degradacion de Ado y dAdo, aumentando su concentracién intracelular. Este
aumento provoca una elevacion de los niveles de adenosin trifosfato (ATP) y
deoxiadenosin trifosfato (dATP), este ultimo ocasiona un efecto téxico sobre
la ribonucleétido reductasa (RR), enzima clave en la sintesis de ADN,
causando un efecto nocivo a los linfocitos T (1,5,6). En consecuencia, el
déficit de esta enzima genera una acumulacién de dAdo que junto a Ado son
indetectables en condiciones fisiologicas y frente a este aumento, se produce
el incremento de dATP, provocando un efecto toxico en los precursores
linfoides, produciendo deficiencia en la proliferacion y la respuesta inmune

(1,5,6).

1.2.2. Aumento de los niveles de adenosin deaminasa
Por otra parte, el aumento de actividad de ADA es consecuencia de la
respuesta inflamatoria y el dafo tisular (2). Este aumento se ha descrito en
los trastornos hipertensivos del embarazo, infarto agudo al miocardio,
hepatopatias, diabetes, algunas neoplasias, como leucemia linfoblastica
aguda, cancer de mamas, cancer gastrico, entre otros, y también en diversas
enfermedades infecciosas que son causadas principalmente por
microorganismos patdégenos, como lo es el SIDA (Sindrome de
Inmunodeficiencia Adquirida), la pleuritis tuberculosa, entre otros (2,3,6,7).
Ademas, se ha descrito que frente a hipoxia cronica se produce un estimulo
en la actividad de ADA como una adaptacion metabdlica para contrarrestar el

aumento de los niveles de Ado (6).
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Figura 2. Alteraciones de los niveles de ADA en el organismo.

1.3. Utilidad clinica de adenosin deaminasa

En el ambito clinico, la medicién de la actividad de ADA es utilizada como
complemento en el diagndstico de pleuritis y meningitis tuberculosa, midiéndose en
liquido pleural y liquido cefalorraquideo (LCR) (8,9). El nivel de corte en adultos de la
enzima para meningitis y pleuritis tuberculosas corresponde a 211,3 U/L en LCR (8) y
240 U/L en liquido pleural, respectivamente (9). Por otra parte, la determinaciéon de
ADA en clinica se realiza principalmente en suero con el fin apoyar al diagnéstico de
pacientes con hepatopatias, en quienes la actividad de ADA se encuentra en niveles
>18 U/L (10,11). Respecto a la actividad enzimatica de ADA en suero, los valores en
sujetos sanos se encuentran entre 11 + 4 U/L (11,12). No se encontraron antecedentes
del uso clinico de la medicién de la actividad enzimatica de ADA en pacientes adultos
con NAC, por lo que en esta tesis se analizaran con el objetivo de determinar si se
encuentran disminuidos o aumentados y ademas si existen diferencias al realizar las
determinaciones en suero y/o plasma. Esto ultimo porque se desconocen los niveles
plasmaticos de ADA y se sabe que la concentracion del sustrato Ado varia en plasma,

por lo que podria ser una muestra mas apropiada para utilizar ADA como biomarcador.

1.4. Neumonia Adquirida en la Comunidad (NAC)
La neumonia es una enfermedad infecciosa del tracto respiratorio, que afecta el

parénquima pulmonar, involucrando la porcion distal de las vias respiratorias y puede
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llegar al intersticio alveolar (13,14). La infeccion produce un infiltrado celular que
causa inflamacién del espacio alveolar que dificulta el intercambio de gases, causando

insuficiencia respiratoria (13).

La fisiopatologia de la neumonia comienza cuando el sistema inmune pulmonar es
sobrepasado por microorganismos patégenos que atacan la superficie alveolar.
Factores genéticos, la edad, el ambiente y otros factores como el tabaquismo, pueden
deteriorar la funcionalidad del sistema inmune y facilitar el desarrollo de una neumonia

(13,14).

Los signos clinicos de esta enfermedad son fiebre, tos, expectoracién, taquipnea,
disnea, dolor toracico y signos fisicos como estertores, matidez pulmonar, entre otros
(13,15). Para su diagnodstico presuntivo, el paciente debe presentar por lo menos 2 de

los sintomas y la confirmacion se realiza a través de una radiografia de térax (15).

Para que una neumonia sea considerada como Neumonia Adquirida en la Comunidad
(NAC), el paciente debe iniciar los signos y sintomas sin estar hospitalizado o,

maximo, en las primeras 48 horas luego de su ingreso (13,14).

El agente infeccioso mas frecuente de esta enfermedad en adultos es la bacteria
Streptococcus pneumoniae, seguido por Haemophilus influenzae, Staphylococcus
aureus, enterobacterias gramnegativas como Pseudomonas aeruginosa, agentes
atipicos Mycoplasma pneumoniae, Chlamydophila pneumoniae, Legionella

pneumophila y virus respiratorios (13,15,16).

Existe una relacion entre la incidencia de NAC y la edad, siendo los adultos mayores
de 65 afos quienes con mayor frecuencia presentan esta enfermedad debido a la
disminuida accion del sistema inmune frente a distintos microorganismos (14,15,16).

El consumo de tabaco y alcohol, desnutricion y obesidad mérbida también aumentan
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su incidencia (15,16). Asi mismo, enfermedad pulmonar obstructiva crénica (EPOC),
enfermedades cerebrovasculares, diabetes mellitus, neoplasias, enfermedades

renales, VIH y enfermedades cardiovasculares aumentan el riesgo de NAC (15,16).

La incidencia anual en el adulto es 1,07 a 1,2 casos por cada 1000 personas-afio 0 1,5
a 1,7 casos por cada 1000 habitantes, elevandose a 12,7 a 15,3 casos por cada 1000

personas-ano en adultos mayores de 65 anos (17).

1.5. NAC en Chile

En nuestro pais, el agente bacteriano mas prevalente causante de neumonia es
Streptococcus pneumoniae, provocando alrededor de 2/3 de los casos anuales de
NAC, en periodo no pandémico (14). Sin embargo, la mejora en las técnicas de
deteccién ha aumentado la deteccion de virus respiratorios y bacterias atipicas (18).
Las enfermedades respiratorias son la tercera causa de muerte en nuestro pais;
falleciendo 1 de cada 10 personas por alguna causa respiratoria, principalmente
influenza y neumonia (14). La NAC es la séptima causa de muerte en nuestro pais,
principalmente en adultos mayores (19).

Las defunciones registradas por neumonia e influenza fueron 3304 durante el afo
2016, con una tasa de mortalidad de 14,4 personas por 100000 habitantes, siendo el
grupo etario de los adultos mayores de 65 afios quienes concentran alrededor del 85%

de las muertes con una tasa de 145,6 por 100000 habitantes (14).

1.6. Escalas clinicas prondsticas para la clasificacion de gravedad de la NAC en
adultos

La neumonia puede evolucionar a una forma grave independiente del agente causante

de la infeccion, dependiendo de factores como el estado del sistema inmune, la edad,

comorbilidades y factores ambientales (14).
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La respuesta inmune humoral es critica en la prevencion y en la recuperacién de la
infeccion, detectandose niveles de inmunoglobulinas (IGs) disminuidos en adultos con
NAC en comparacién con controles y también en pacientes hospitalizados versus
sanos (20). Junto con esto, se ha descrito linfocitopenia en pacientes con NAC, con

disminucion de linfocitos T y subpoblaciones de células T (19).

Para definir la gravedad del paciente con NAC y pronosticar la mortalidad frente a la
infeccién se aplican diversos indices prondsticos clinicos. Los indices utilizados en
nuestro pais son el indice de Severidad de la Neumonia (PSI) o FINE (14,21,22) y

CURB-56 (14).

La escala PSI fue propuesta por la American Thoracic Society (ATS) a partir de datos
extraidos de una cohorte de 14.199 adultos hospitalizados por NAC y fue validado
posteriormente en un segundo grupo de 2.287 pacientes ambulatorios y hospitalizados
(23,24). Esta escala considera la edad, presencia de ciertas comorbilidades y
elementos clinicos de gravedad vy clasifica a los pacientes en 5 grupos de riesgo con

porcentajes crecientes de mortalidad segun el puntaje que obtengan (23, 24). (Anexo

1),

El indice CURB-56, propuesto por la Sociedad Britanica de Térax (BTS), esta basado
en parametros clinicos y de laboratorio, permitiendo identificar los casos mas graves
de NAC (24, 25). Clasifica a los pacientes en 3 niveles de gravedad, recomendando
manejo ambulatorio, control estrecho u hospitalizacion del paciente segun el nivel y la
mortalidad asociada. La Guia GES para NAC en personas mayores de 65 afios del
MINSAL recomienda utilizar esta escala (14). (Anexo 2). Sin embargo, ambas escalas
comenten errores en la clasificacion de los pacientes, por lo que se requieren nuevos

marcadores pronosticos (26).
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1.7. Tratamiento de la NAC

El tratamiento de la NAC es principalmente empirico y los antibiéticos a eleccion son
determinados por distintos factores, como la epidemiologia local de la etiologia
microbiana y su resistencia bacteriana, la farmacocinética, farmacodinamia y espectro
de accion del antimicrobiano, la disponibilidad del medicamento, su nivel de tolerancia,
reacciones adversas y costo, entre otros factores (14). Asi mismo, hay que considerar
las circunstancias personales del enfermo y la gravedad del cuadro clinico. Esta se
define en base a escalas clinicas prondsticas, siendo las mas utilizadas CURB-65 y el

indice de Severidad de la Neumonia (PSI) (14,15).

De acuerdo con la guia ministerial, tras el diagnéstico de NAC y su gravedad, se debe
iniciar el tratamiento antimicrobiano por via oral durante las primeras 48 horas con
amoxicilina y/o azitromicina en caso de pacientes alérgicos a la penicilina (14,15). Si la
respuesta es adecuada luego de estas primeras 48 horas, se indica completar el

tratamiento por 7 dias (14).

1.8. Relacion de ADA y NAC en la literatura

Se ha descrito que la concentracion sérica de ADA se encuentra elevada en pacientes
con NAC (12). También se ha sefialado su uso como un orientador en la etiologia de
NAC, detectandose valores de ADA elevados en infecciones por microorganismos
patégenos atipicos como Mycoplasma pneumoniae, Coxiella burnetii, Clamydia spp.,
Legionella spp. y virus, mientras que sus valores se mantienen dentro de los rangos
normales en microorganismos patdogenos comunes causantes de este cuadro como
Streptococcus pneumoniae, bacilos Gram negativos, Staphylococcus aureus y

anaerobios (27).

En un estudio anterior, realizado por Daniel Moya bajo la tutoria de la Dra. Vivian

Luchsinger, se describi6 en adultos con NAC graves la disminucion de ciertas

15| PAGINA



poblaciones linfocitarias, principalmente de poblaciones de linfocitos T, lo que podria
predisponer al paciente a generar un cuadro grave de la enfermedad. Conociendo el
rol que tiene ADA en la proliferacion y maduracion de las células del sistema inmune,
podria contribuir a estos niveles disminuidos de esta enzima en adultos con NAC

graves (28) (Anexo 3).

Junto con lo anterior, en un estudio aun no publicado por la Dra. Luchsinger, mediante
estudios de expresion génica en sangre con microarreglos, se encontré en pacientes
adultos con NAC graves una expresion disminuida del gen ada, obteniendo una
proporcion de cambio de 1,57 (proporcion de veces de cambio en la expresion NAC
no graves vs NAC graves) con un p= 0,0014, lo que podria relacionarse con la

disminucién de poblaciones linfocitarias en estos pacientes.

De esta forma, debido a que en nuestro pais la neumonia corresponde a una de las
principales causas de muerte por cuadros respiratorios (14,17), que en adultos con
NAC graves ciertas poblaciones linfocitarias se encuentran disminuidas (28), que ADA
contribuye a mantener estas poblaciones, que en investigaciones previas no
publicadas se determin6 una expresion disminuida del gen ada en adultos con NAC
graves respecto a los no graves (Anexo 4), y que no se ha estudiado ADA en adultos
con NAC, es de interés estudiar el papel que cumple ADA en la evolucion de la NAC.
Mas aun dado que, aunque se conocen algunos factores de riesgo de desarrollo de
una NAC grave, como edad e inmunodeficiencia, hay pacientes sin estos factores de
riesgo que fallecen por esta enfermedad, por lo que se sigue en la busqueda de

nuevos biomarcadores para conocer el pronoéstico y la evolucién de la enfermedad.

2. Hipotesis
La actividad enzimatica y la concentracion de ADA sistémica estan disminuidas en adultos

graves con NAC respecto a los pacientes no graves.
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3. Objetivos

Objetivo general

Determinar si la actividad enzimatica de ADA sistémica y la concentracion de ADA

sistémica estan disminuidas en adultos graves con NAC respecto a los no graves.
Objetivos especificos

3.1.1. Relacionar la actividad de ADA sistémica en pacientes con NAC con la
gravedad del cuadro.

3.1.2. Comparar la concentracion de ADA en suero y plasma en adultos con NAC
graves y no graves.

3.1.3. Relacionar la actividad de ADA sistémica con la concentracion de ADA con
la gravedad del cuadro de NAC.

3.1.4. Comparar la actividad enzimatica de ADA en suero y plasma en adultos con

NAC graves y no graves.

4. Materiales y métodos
4.1. Muestras

Los participantes de este estudio fueron enrolados en tres hospitales de la Regién
Metropolitana: Hospital Clinico de la Universidad de Chile (HCUCH), Hospital San
José y el Hospital de Enfermedades Infecciosas Dr. Lucio Cérdova, durante los afios

2017-2019.

Todos los pacientes enrolados manifestaron su decision voluntaria de participar en el
estudio mediante la firma del consentimiento informado. El estudio fue aprobado por el
Comité de Etica de Investigacion de Seres Humanos de la Facultad de Medicina de la

Universidad Chile (Acta N°009/2017), del Hospital Clinico de la Universidad de Chile
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(Acta N°12 /2017), el Comité Etico Cientifico del Servicio de Salud Metropolitano Sur
(Memorandum N°142/2017) y refrendado por el Comité Etico Cientifico del Servicio de

Salud Metropolitano Norte (Carta N°075/2017).

Los criterios de inclusion para la seleccion de los pacientes que forman parte del
estudio fueron: personas adultas mayores de 18 afios diagnosticadas con NAC,
inmunocompetentes, hospitalizados. Se excluyeron a los pacientes con antecedentes
de hospitalizacion durante las tres semanas previas a la hospitalizacion por NAC;
pacientes inmunosuprimidos o con tratamiento inmunosupresor (corticoides) como

portadores de VIH, didlisis, en terapia oncolégica, etc.

Las muestras de sangre ya se encontraban tomadas a la fecha de inicio de esta tesis.
Se obtuvieron en las primeras 24 horas de hospitalizacion de cada paciente mediante
puncién venosa periférica y los sueros y plasmas utilizados en esta tesis fueron
alicuotadas en tubos eppendorf de 300 uL y guardadas de inmediato a -80°C hasta su
uso en el Laboratorio de Virologia y Virus Respiratorios de la Facultad de Medicina de
la Universidad de Chile. El suero se obtuvo de la muestra de sangre depositada en
tubo sin anticoagulante, que permanecioé a temperatura ambiente hasta la formacion
del coagulo tras lo cual se centrifugd a 2500 rpm por 15 minutos a temperatura
ambiente en centrifuga HANSHIN® modelo HC-16 A. El plasma se obtuvo desde una
muestra de sangre depositada en un tubo con EDTA, centrifugada por 5 minutos a

2000 rpm en centrifuga refrigerada a 4°C Boeco U-32R®.

La clasificacion de pacientes graves y no graves se basé en los siguientes criterios:
puntuacion en escala FINE, ingreso en UCI, requerimiento de oxigenoterapia y
fallecimiento. Se clasificaron como graves a los pacientes de los grupos 3 a 5 por

puntuacion en la escala FINE, que requirieron oxigenoterapia, ingresaron a la UCI y/o
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fallecieron. Los pacientes no graves incluyeron a los grupos 1 a 2 en escala FINE, no

requirieron oxigeno, hospitalizados que no ingresaron a UCI y/o no fallecieron.

4.2. Deteccién de agentes infecciosos

La deteccion de agentes infecciosos se realiz6 en todos los pacientes y previo al inicio
de esta tesis, mediante la técnica de reaccién de la polimerasa en cadena (PCR) para
virus y bacterias respiratorias (ARGENE®, BioMérieux) con muestra respiratoria en
torulado o aspirado nasofaringeo, aspirado traqueal o lavado bronqueoalveolear.
Ademas, se utiliz6 muestra de orina para la deteccion de antigeno Streptococcus
pneumoniae, y Legionella pneumophila serogrupo 1 mediante inmunocromatografia
(BinaxNOW®, Abbott). Las muestras respiratorias y de orina fueron tomadas junto con

las muestras sanguineas y las detecciones ya estaban realizadas.

4.3. Determinacion de la actividad de ADA mediante espectrofotometria (29)

Se realizaron las mediciones por una vez en 138 muestras de suero y 138 plasma de
cada paciente. Se seleccionaron aquellas muestras que no habian sido analizadas
previamente. Las muestras se descongelaron a temperatura ambiente para la

deteccion.

La actividad enzimatica se determiné con el kit “Adenosine Deaminase Assay’
(Diazyme Labs®©, USA). En paralelo se analiz6 cada muestra con y sin el inhibidor
especifico de la isoforma ADA-1, eritro-9(2-hidroxinon-3-il) adenina (EHNA) (0,5 ulL),
para cuantificar la actividad de la isoforma ADA-2. Por tanto, se midié la actividad total
de ADA sistémica (sin inhibidor) y la actividad de ADA sistémica en presencia de
ENHA. El valor obtenido en el ensayo con inhibidor se considerara como la actividad
de la isoforma ADA-2 y la diferencia de la actividad de ADA total y la actividad de ADA-
2, se considerara como la actividad de ADA-1 (ADA total — ADA-2 = ADA-1), pudiendo

establecer la actividad enzimatica predominante.
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En la placa se incluy6 el calibrador y el blanco para la realizacion de la curva de
calibracion de dos puntos junto a 2 controles positivos, siendo uno un nivel 1 (30,8 £
5,2 U/L) y otro de nivel 2 (144,0 £ 24,5 U/L). Asi mismo, se posicionaron las muestras

de plasma y suero en duplicado, sin EHNA y con EHNA.
El rango de linealidad del kit es entre 0-200 U/L.

La medicion se realizd de inmediato a 550 nm en el lector multi-modal SYNERGY HTX

de BioTek®.

Los resultados obtenidos se traspasaron a un archivo Excel® (Microsoft™). Para el
analisis, los resultados negativos se consideraron como valor cero (0,00), debido a

que no tiene sentido biolégico un resultado menor a cero.

4.4. Determinacion de la concentracion de ADA mediante inmunoensayo
quimioluminiscente (30)

La determinacién de las concentraciones de ADA sistémica se realizé mediante

inmunoensayo quimioluminiscente (CLIA por sus siglas en inglés); con el kit “Human

ADA (Adenosine Deaminase)” de Novus Biologicals® que permite la determinacion in

vitro de la concentracion de ADA en suero, plasma y otros liquidos biolégicos

utilizando el principio de “sandwich”. La placa de micro-CLIA de este kit esta recubierta

por un anticuerpo especifico anti-ADA humana.

Las muestras de suero y plasma almacenadas a -80°C se descongelaron a
temperatura ambiente y, junto con los controles, se agregaron a cada pocillo de la
placa. La incubaciéon se realiza a 37°C por 90 minutos para que interaccione el
anticuerpo especifico con la enzima presente en la muestra. Posteriormente, se
agrega un segundo anticuerpo especifico para ADA humana, incubando por una hora

a 37°C, y después se le aflade peroxidasa de rabano conjugado a avidina (HRP) en
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cada pocillo de la microplaca y se incuba por 30 minutos a 37°C. Luego de esto, se
lavan las placas eliminando los componentes libres que no interaccionaron con el
anticuerpo anti-ADA humana, detectandose el RLU (Relative Luminescence Units) en

aquellos pocillos en donde se genere la reaccion antigeno-anticuerpo.

La especificidad de este kit corresponde a la deteccion de ADA humana, por lo que no
hay interferencias o reacciones cruzadas significativas entre ADA humana y enzimas
analogas. La sensibilidad minima es 46,88 pg/mL y el rango de deteccion fluctia entre

los 78,13 a 5000 pg/mL; con coeficiente de variacion menor al 10% (CV < 10%).

En la placa se posicionaron las muestras de plasma y suero de 19 pacientes, junto
con 8 estandares para la generacion de la curva de calibracion. Las mediciones se
realizaron por una vez en el lector multi-modal SYNERGY HTX de BioTek® a 450 nm

como indicaba el inserto del kit.

Los resultados obtenidos se ingresaron en un archivo Excel® (Microsoft™).

Esta determinacion se realizd en 22 pacientes (22 muestras de suero y 22 de plasma),
pero los resultados debieron excluirse por medicion alterada del RLU por parte del
equipo, probablemente debido al vencimiento del kit que se utilizé para realizar la
técnica, por lo que para el andlisis se incluyeron resultados de 19 pacientes obtenidos
previo a la fecha de inicio de esta tesis. Para el analisis de los resultados obtenidos
por sobre el limite de deteccion de la técnica, se considerd el valor maximo posible de
ésta (5000 pg/mL) en las muestras, porque no fue posible disponer de reactivos para

cuantificar las muestras diluidas.

4.5. Andlisis estadisticos
Las variables cualitativas se describen en proporciones y las cuantitativas en

medianas y rangos. Las variables cualitativas se compararon mediante la prueba de
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Fisher en QuickCals®. Por otro lado, las variables cuantitativas se analizaron en el
programa GraphPad Prism 10®, con la prueba t con correccion de Welch para analizar
los resultados de actividad enzimatica segun gravedad del paciente (grave vs no grave
y con oxigenoterapia vs sin oxigenoterapia) y prueba t Mann-Whitney U para el
analisis de resultados de actividad enzimatica en pacientes UCI vs hospitalizados y en
pacientes fallecidos vs no fallecidos, porque uno de los grupos de comparacion de
cada analisis no cumplio el criterio N>30 o no cumple con la distribucién normal de los
datos. Se utilizé la misma prueba para el analisis de la concentracién de ADA en suero
y plasma en pacientes segun su gravedad. Para la correlacion de la actividad con la
concentraciéon de ADA segun la gravedad del paciente, se realizd el analisis con
prueba Spearman r, debido al n<30. Ademas, se realizé prueba ANOVA Kruskal-Wallis
para analizar la actividad enzimatica de adultos con NAC segun agente etiolégico,

debido a que no todos los grupos cumplieron distribucion normal o n<30.

Se considero significativo si p<0,05.

4.6. Financiamiento
Este estudio fue financiado por el proyecto FONDECYT Regular N°1171643 (2017-
2021) de la Dra. Vivian Luchsinger Farias “New clinical biomarkers of

inmunodeficiency and severity in adults with community acquired pneumonia”.
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5. Resultados

5.1. Poblacién estudiada

En total 138 pacientes fueron incluidos en este estudio, correspondientes a 69 (50,0%)
mujeres, 67 (48,55%) hombres y 2 pacientes sin registro del sexo. La mediana de
edad de los pacientes fue 70 anos, con rango entre 22 y 95 afios. Se registrd
comorbilidad en 130 pacientes (94,2%), siendo las mas frecuentes dentro de esta
poblacion la hipertension (n=51; 36,96%), diabetes (n=38; 27,54%) y enfermedad
pulmonar obstructiva crénica (EPOC) (n=30; 21,74%) En 58 pacientes (42,03%) se
identificd el agente etiolégico: en 28 sélo se detectd virus (20,29%), en 20 sdlo
bacterias (14,49%) (n=20) y en 9 ambos tipos de agentes (6,52%) (mixtas). Los
agentes mas prevalentes dentro de este grupo fueron: Streptococcus pneumoniae.
(24; 41,38%) y los virus influenza (19; 32,76%) y rinovirus (11; 18,97%). Los pacientes
graves (grupo FINE 3 a 5) eran 88 (63,77%), 42 pacientes no graves (grupo FINE 1y
2) (30,43%) y 8 pacientes sin informacion de gravedad (5,8%). El 18,12% (25) de los
pacientes de este estudio se encontraba en la Unidad de Cuidados Intensivos (UCI)
mientras que el 78,26% estaba hospitalizado en sala (108) y 5 pacientes sin
conocimiento de su condicién. Por otro lado, 52,17% (72) de los pacientes requirio
oxigenoterapia durante su estancia en el hospital, y se desconoce el antecedente en 6
pacientes (4,35%). La mediana de dias de hospitalizacion fue 8 dias, con rango entre
1y 77 dias. Dieciocho pacientes (13,04%) fallecieron y se desconoce el desenlace en

nueve pacientes (6,52%).

5.2. Distribucién de sexo
Se analiz6 la distribucion de sexo segun gravedad con prueba de Fisher, mediante
tabla de contingencia. Para todos los analisis, se excluyeron los pacientes sin

informacion.
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De acuerdo a la gravedad segun la clasificacion FINE, el grupo graves esta

compuesto por 40 mujeres y 48 hombres, mientras que el grupo no graves esta

formado por 27 mujeres y 15 hombre (Tabla 1) (p= 0,06).

Tabla 1. Distribucién de 130 adultos con NAC estudiados por sexo y gravedad segun

escala FINE

Graves No graves Total
Mujeres 40 (30,77%) 27 (20,77%) 67 (51,54%)
Hombres 48 (36,92%) 15 (11,54%) 63 (48,46%)
Total 88 (67,69%) 42 (32,31%) 130 (100%)

Los pacientes con requerimiento de oxigenoterapia fueron 38 mujeres y 34 hombres y

en el grupo sin oxigenoterapia se incluyeron 30 mujeres y 30 hombres (Tabla 2) (p=

0,86).

Tabla 2. Distribucion de 132 adultos con NAC estudiados segun sexo y requerimiento

de oxigenoterapia

Con

oxigenoterapia

Sin oxigenoterapia

Total

Mujeres 38 (28,79%) 30 (22,73%) 68 (51,52%)
Hombres 34 (25,75%) 30 (22,73%) 64 (48,78%)
Total 72 (54,54%) 60 (45,46%) 132 (100%)
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Entre los pacientes admitidos en la UCI se incluyeron 15 mujeres y 10 hombres, y
entrelos hospitalizados en sala 53 mujeres y 55 hombres (Tabla 3), )p= 0,38).

Tabla 3. Distribucion de 133 adultos con NAC estudiados segun sexo e ingreso a la

UcCl

UCl Hospitalizados Total
Mujeres 15 (11,28%) 53 (39,85%) 68 (51,13%)
Hombres 10 (7,52%) 55 (41,35%) 65 (48,87%)
Total 25 (18,8%) 108 (81,2%) 133 (100%)

Fallecieron 11 mujeres y 7 hombres y sobrevivieron 66 mujeres y 63 hombres (Tabla
4) (p= 0,45).

Tabla 4. Distribucion de 129 adultos con NAC estudiados segun sexo y fallecimiento

Fallecidos Sobrevivientes Total
Mujeres 11 (8,53%) 55 (42,64%) 66 (51,17%)
Hombres 7 (5,42%) 56 (43,41%) 63 (48,83%)
Total 18 (13,95%) 111 (86,05%) 129 (100%)
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5.3. Actividad enzimatica de ADA

Se cuantifico la actividad enzimatica de ADA total (sin inhibidor), ADA-2 (con inhibidor)
y ADA-1 (ADA total — ADA-2) en suero y plasma de 138 pacientes, los resultados
fueron similares entre ambos tipos de muestras (p>0,3). Las medianas y rangos de la

actividad de ADA en suero y plasma se sefalan en la Figura 3.
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Figura 3. Actividad enzimatica de ADA sistémica en suero y plasma de 138
adultos con NAC. Se grafican las medianas y rangos totales obtenidos de la actividad
enzimatica de ADA en suero y plasma. A. ADA total en suero y plasma: Mediana
(rango): suero 13,88 U/L (151,5); plasma 11,46 U/L (171,0); p= 0,52. B. ADA-2 en
suero y plasma: suero 11,38 U/L (133,1); plasma 13,23 U/L (176,9); p=0,38. C. ADA-
1 en suero y plasma: suero 1,5 U/L (142,5); plasma 2,57 U/L (153,0); p= 0,66. Prueba

t con correcciéon de Welch.
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5.3.1. Actividad de ADA en suero y plasma en pacientes graves y no graves

Se analizaron muestras de suero y plasma de 130 adultos con NAC, 88 de ellos
eran graves y 42 no graves. Se excluyeron los 8 pacientes de los que se

desconoce la puntuacion FINE.

Las medianas de la actividad enzimatica de ADA en suero y plasma en los casos
graves y no graves se sefialan en la Figura 4. Solo se detectd una diferencia
significativa en la actividad de ADA-1 medida en plasma (Figura 4F): mediana en
grupo grave= 2,5 U/L y rango 153,0 U/L y mediana en grupo no grave= 2,5 U/L con

rango 10,03 U/L, p= 0,03.
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Figura 4. Actividad de ADA sistémica en 88 adultos con NAC graves y 42 no
graves. Se grafican las medianas y los rangos totales obtenidos de la actividad de
ADA en los grupos de estudio (n=130). A. ADA total en suero: Mediana (rango):
enfermos graves 14,59 U/L (73,13); no graves 10,45 U/L (151,5); p=0,34. B. ADA-
2 en suero: enfermos graves 11,84 U/L (131,3); no graves 10,32 U/L (37,5);
p=0,11. C. ADA-1 en suero: casos graves 1,39 U/L (20,67); no graves 1,66 U/L
(142,5), p=0,13. D. ADA total en plasma: enfermos graves 15,5 U/L (171,0); no
graves 15,0 U/L (54,38); p=0,056. E. ADA-2 en plasma: enfermos graves 13,13
U/L (176,9); no graves 12,59 (44,87); p=0,12. F. ADA-1 en plasma: casos graves
2,5 U/L (153,0); no graves 2,5 U/L (10,03); p=0,03. Prueba t con correccion de

Welch.

28| PAGINA



5.3.2. Actividad de ADA sistémica en pacientes con y sin oxigenoterapia

El grupo con oxigenoterapia (C/O) estd compuesto por 72 pacientes (38 mujeres y
34 hombres) y el grupo sin oxigenoterapia (S/O) por 60 pacientes (30 mujeres y 30
hombres). Se excluyeron los 6 pacientes sin informacion. La actividad enzimatica
de ADA en suero y plasma fue similar entre pacientes con y sin oxigenoterapia
(p>0,05). Las medianas y rangos de la actividad enzimatica de ADA en suero y

plasma en los casos C/O y S/O se sefalan en la Figura 5.
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Figura 5. Actividad de ADA sistémica en 72 pacientes con oxigenoterapia y
60 sin oxigenoterapia. Se observan las medianas y los rangos totales obtenidos
de la actividad de ADA en los grupos de estudio (n=132). A. ADA total en suero:
Mediana (rango); C/O 13,42 U/L (151,5); S/O 13,96 U/L (128,0); p=0,91. B ADA-2
en suero: C/O 10,65 U/L (133,1); S/O 12,5 U/L (36,66); p=0,47. C. ADA-1 en
suero: C/O 1,25 U/L (142,5); S/O 1,67 U/L (118,0); p=0,88. D. ADA total en
plasma: C/O 14,5 U/L (171,0); S/O 15,78 U/L (54,38); p=0,36. E. ADA-2 en
plasma: C/O 12,0 U/L (111,0); S/O 13,77 (176,3); p=0,24. F. ADA-1 en plasma:
C/O 2,5 U/L (153,0); S/O 2,58 U/L (16,0); p=0,061. Prueba t con correccion de

Welch.
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5.3.3. Actividad de ADA sistémica en adultos con NAC hospitalizados con o

sin admision en UCI

Se analizaron muestras de suero y plasma de 133 pacientes, 25 de los cuales
ingresaron a UCI. Los 5 pacientes sin informacién no fueron incluidos en el
analisis.

Las medianas y rangos de la actividad enzimatica de ADA en suero y plasma en
los pacientes en UCI y S/O se sefalan en la Figura 6. Las medianas de la
actividad de ADA total en suero y en plasma (Figuras 6Ay 6D) y ADA-2 en suero y
plasma (Figuras 6B y 6E) en los pacientes en UCI son menores en comparacion al
grupo no ingresado a UCI, siendo sélo significativa la diferencia en la actividad de
ADA-2 medida en suero (Figura 6B), donde la mediana del grupo UCI fue 9,00 U/L
con rango 5,5 a 26,25 U/L (20,75) y la mediana del grupo hospitalizados fue 12,5

U/L con rango 2,5 a 133,1 U/L (p=0,019).
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Figura 6. Actividad de ADA sistémica en 133 adultos con NAC segun ingreso
a UCI. Se grafican las medianas y los rangos totales obtenidos de la actividad de
ADA en los grupos de estudio (n=133). A. ADA total en suero: Mediana (rango):
UCI 10,5 U/L (145,0); hospitalizados 14,09 U/L (128,0); p=0,081. B. ADA-2 en
suero: UCI 9,00 U/L (20,75); hospitalizados 12,5 U/L (131,1); p=0,019. C. ADA-1
en suero: UCI 1,88 U/L (142,5); hospitalizados 1,34 U/L (118,0); p=0,91. D. ADA
total en plasma: UCI 12,5 U/L (156,0); hospitalizados 15,67 U/L (171,0); p=0,16.
E. ADA-2 en plasma: UCI 10,5 U/L (108,1); hospitalizados 13,42 (176,9);
p=0,055. F. ADA-1 en plasma: UCI 2,87 U/L (153,0); hospitalizados 2,5 U/L

(149,0); p=0,66. Prueba t Mann-Whitney U.
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5.3.4. Actividad de ADA sistémica en adultos con NAC fallecidos y

sobrevivientes

Se analizaron muestras de suero y plasma de 129 pacientes, 18 de los cuales

fallecieron y 111 sobrevivieron. Se excluyeron los 9 pacientes sin informacion.

La actividad sistémica de ADA fue similar entre fallecidos y sobrevivientes, tanto en
suero como plasma (p>0,4). Las medianas y rangos de la actividad enzimatica de
ADA en suero y plasma en los pacientes fallecidos y sobrevivientes se sefialan en

la Figura 7.
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Figura 7. Actividad de ADA sistémica en pacientes fallecidos y
sobrevivientes. Se grafican las medianas y los rangos totales obtenidos de la
actividad de ADA en los grupos de estudio (n=129). A. ADA total en suero:
Mediana (rango): fallecidos 14,38 U/L (45,62); sobrevivientes 13,33 U/L (151,5);
p=0,58. B. ADA-2 en suero: fallecidos 10,07 U/L (45,0); sobrevivientes11,50 U/L
(133,1); p= 0,64. C. ADA-1 en suero: fallecidos 2,25 U/L (27,78); sobrevivientes
1,43 U/L (142,5), p=0,45. D. ADA total en plasma: fallecidos 12,5 U/L (132,6);
sobrevivientes 16,0 U/L (171,0); p=0,75. E. ADA-2 en plasma: fallecidos 9,75 U/L
(48,2); sobrevivientes 13,13 U/L (176,9); p=0,64. F. ADA-1 en plasma: fallecidos

2,82 U/L (133,8); sobrevivientes 2,5 U/L (153,0); p=0,43. Prueba t Mann-Whitney
u.
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5.4.Concentracion enzimatica de ADA

se cuantifico en suero y plasma de 19 pacientes, previo a la realizacién de esta tesis.
El grupo muestral estd compuesto por 12 mujeres y 7 hombres, con una mediana de
edad de 69 anos, rango entre 37 y 91 afios. En todos los pacientes se identifico el
agente (42,1% con virus, 42,1% con bacterias y 15,8% con virus y bacterias). El
47,36% (9) eran pacientes graves y requirieron terapia de oxigeno; el 21,07% (4)

ingreso la UCI y fallecio.

Las medianas de la concentracién de ADA en suero y plasma se sefalan en la Figura
8. La mediana de la concentracion en suero es mayor que la mediana en plasma, con

rangos similes. No se obtuvieron resultados estadisticamente significativos.
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Figura 8. Concentracion de ADA en suero y plasma de 19 adultos con NAC. Se
grafican las medianas y rangos totales de la concentracion enzimatica de ADA: 1017

pg/mL (5000) en suero y 765,8 pg/mL (4620) en plasma (p= 0,31).
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5.4.1. Concentracion de ADA en pacientes graves y no graves.

Se analizaron muestras de suero y plasma de 19 adultos con NAC, 9 gravesy 10
no graves. Las concentraciones de ADA fueron similares entre pacientes graves y
no graves, tanto en suero como en plasma Las medianas y rangos de la

concentracion de ADA se sefalan en la Figura 9.
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Figura 9. Concentracién de ADA en suero y plasma de 9 adultos con NAC
graves y 10 no graves. Se grafican las medianas y rangos totales de la
concentracién de ADA en los grupos de estudio. A. ADA en suero: Mediana
(rango): graves 1098 pg/mL (5000), no graves fue 922,4 pg/mL (4722) (p=0,55). B.

ADA en plasma: graves 698,6 (1970), no grave 919,7 pg/mL (4369) (p= 0,15).
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5.4.2. Concentracion de ADA en pacientes con y sin oxigenoterapia

Se analizaron muestras de suero y plasma de 19 adultos con NAC, 9 recibieron
oxigeno y 10 pacientes no. Las concentraciones de ADA fueron similares entre

pacientes con y sin oxigenoterapia (p>0,6). Las medianas y rangos de la

concentracion de ADA se sefialan en la Figura 10.
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Figura 10. Concentracion de ADA en 19 adultos con NAC segun
requerimiento de oxigenoterapia. Se grafican las medianas y rangos totales de
las concentraciones obtenidas en el grupo de estudio: Con oxigenoterapia (C/O),
sin oxigenoterapia (S/O). A. ADA en suero: Mediana (rango): C/O 927,3 pg/mL
(5000), S/O 1022 pg/mL (4472) (p=0,90). B. ADA en plasma: C/O 747,0 pg/mL
(2992), S/O 769,2 pg/mL (4369) (p= 0,64).

37| PAGINA



5.4.3. Concentracion de ADA en 19 adultos con NAC hospitalizados segun

admision a UCI

Se analizaron muestras de suero y plasma en 19 adultos con NAC, 4 de ellos
ingresaron a la UCI y 15 se hospitalizaron en sala. Las concentraciones de ADA
fueron similares entre pacientes ingresados o no a UCI en plasma y aunque en
suero fueron mayores en enfermos en UCI, la diferencia no fue significativa

(p>0,4). Las medianas y rangos de la concentracion de ADA se senalan en la

Figura 11.
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Figura 11. Concentraciéon de ADA en 19 adultos con NAC segun ingreso a la
UCI. Se grafican las medianas y rangos totales obtenidos en el grupo de estudio.
A. ADA en suero: Mediana (rango); UCI 3062 pg/mL (4162), hospitalizados 927,3
pg/mL (5000) (p=0,15). B. ADA en plasma: UCI 722,8 pg/mL (345,7);

hospitalizados 772,7 pg/mL (4620) (p= 0,40).
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5.4.4. Concentracion de ADA en 19 adultos con NAC segun fallecimiento

Se analizaron las mediciones en suero y plasma de la concentracion de ADA en 4
pacientes fallecidos y 15 sobrevivientes. Las concentraciones de ADA fueron

similares entre fallecidos y sobrevivientes en ambas muestras (p>0,2) (Figura 12).
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Figura 12. Concentracion de ADA en 4 adultos con NAC fallecidos y 15
sobrevivientes. Se grafican las medianas y rangos totales de la concentracién de
ADA obtenido en el grupo de estudio (n=19). A. ADA en suero: Mediana (rango);
fallecidos 1728 pg/mL (5000), sobrevivientes 1017 pg/mL (4472), (p= 0,96). B.
ADA en plasma: fallecidos 710,3 pg/mL (452,6), sobrevivientes 772,7 (4513), (p=

0,25).

5.5. Correlacion de actividad de ADA sistémica y concentracion de ADA en 19
adultos con NAC segun gravedad
El andlisis se realizé en los 19 pacientes en los cuales se dispuso la determinacién de

concentracion de ADA sistémica en suero y plasma.

Los resultados obtenidos se muestran en la Figura 13. Se observa que el coeficiente r
es cercano a cero y una tendencia hacia el eje Y de las graficas. No se detectaron

diferencias significativas.
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Figura 13. Actividad de ADA sistémica vs Concentracion de ADA en suero y
plasma de 19 adultos con NAC. A. Suero: ADA total r=-0,030; p=0,90; ADA-2 r= -
0,28; p= 0,25; ADA-1 r= 0,15; p= 0,54. B. Plasma: ADA total r=-0,30; p=0,22; ADA-2 r=
-0,27; p= 0,26; ADA-1 r= -0,12; p= 0,62. Siendo ADA total la determinacion de la
actividad de ADA sin inhibidor (rojo), ADA-2 la actividad de ADA con inhibidor (azul) y

en negro la actividad de ADA-1 (ADA total — ADA-2). Prueba de Spearman .

5.5.1. Correlacion de actividad de ADA respecto a la concentracion en
adultos con NAC graves y no graves
Se analizaron 9 muestras de pacientes con NAC graves y 10 no graves. En la
Figura 14 se observan los resultados de las determinaciones de la actividad
de ADA total, ADA-2 y ADA-1 con respecto a la concentracion de ADA en el

mismo paciente. No se detectaron diferencias estadisticamente significativas.
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Figura 14. Actividad de ADA sistémica vs Concentracion de ADA en suero y
plasma (n=19). A. Graves suero: ADA total r=-0,071; p=0,85; ADA-2 r= -0,17; p=
0,66; ADA-1 r= 0,102; p= 0,79. B. Graves plasma: ADA total r=-0,12; p=0,77;
ADA-2 r=-0,18; p= 0,64; ADA-1 r= 0,052; p= 0,90. C. No graves suero: ADA total
r=-0,012; p=0,98; ADA-2 r= -0,33; p= 0,36 y para ADA-1 r= 0,11; p= 0,77. D. No
graves plasma: ADA total r=-0,36; p=0,30; ADA-2 r= -0,23; p= 0,51; ADA-1 r= -

0,302; p=0,39.

5.5.2. Correlaciéon de la actividad de ADA sistémica con la concentracion de
ADA en adultos con NAC con y sin oxigenoterapia.
Se analizaron 9 muestras de pacientes con NAC con oxigenoterapia y 10 sin

oxigeno. En la Figura 15 se observan los resultados de las determinaciones
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de la actividad de ADA con respecto a la concentracion de ADA en el mismo

paciente. No se detectaron diferencias estadisticamente significativas.
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Figura 15. Actividad de ADA sistémica vs Concentracion de ADA en suero y
plasma (n=19). A. Suero: ADA total r= -0,24; p=0,54; ADA-2 r= -0,33; p= 0,38;
ADA-1: r= 0,026; p= 0,95. B. Plasma: ADA total r=0,025; p=0,96; ADA-2 r= -0,11;
p= 0,78; ADA-1 r= 0,034; p= 0,94. C. Suero: ADA total r=0,18; p=0,62; ADA-2 r= -
0,22; p= 0,53; ADA-1 r= 0,25; p= 0,48. D. Plasma: ADA total r=-0,56; p=0,098;

ADA-2 r=-0,41; p= 0,23; ADA-1 r=-0,22; p= 0,53.

5.5.3. Correlacién de la actividad de ADA sistémica con la concentracién de
ADA segun ingreso a UCI

Se analizaron las 4 muestras de pacientes con NAC hospitalizados en UCl y los 15

en sala. En la Figura 16 se observan los resultados de las determinaciones de la
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actividad de ADA total, ADA-2 y ADA-1 con respecto a la concentracion de ADA en

el mismo paciente. No se observan resultados estadisticamente significativos.
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Figura 16. Actividad de ADA sistémica vs Concentracion de ADA en suero y
plasma (n=19). A. UCI suero: ADA total r= -0,74; p=0,33; ADA-2 r= -1,00; p=
0,083; ADA-1 r= 0,32; p= 0,67. B. UCI plasma: ADA total r= -0,20; p=0,92; ADA-2
r=0,40; p= 0,75; ADA-1 r= -0,032; p>0,99. C Hospitalizados suero: ADA total r=
0,077; p=0,78; ADA-2 r= -0,11; p= 0,70; ADA-1 r= 0; p>0,99. D. Hospitalizados
plasma: ADA total r= -0,30; p=0,28; ADA-2 r= -0,35; p= 0,19; ADA-1 r= -0,12; p=
0,65.

5.5.4. Correlacion de la actividad de ADA sistémica con la concentracion de

ADA en pacientes fallecidos y sobrevivientes.
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Se analizaron las 4 muestras de pacientes con NAC fallecidos y de los 15
sobrevivientes. En la Figura 17 se observan los resultados de las determinaciones
de la actividad de ADA total, ADA-2 y ADA-1 con respecto a la concentracion de

ADA en el mismo paciente. No se observan resultados estadisticamente

significativos.
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Figura 17. Actividad de ADA sistémica vs Concentracion de ADA en suero y
plasma (n=19). A. Fallecidos suero: ADA total r= -0,40; p= 0,75; ADA-2 r= -0,20;
p= 0,92; ADA-1 r= -0,20; p= 0,92. B. Fallecidos plasma: ADA total r= 0; p>0,99;
ADA-2 r= 0; p>0,99; ADA-1 r=-0,22; p= 0,83. C. Sobrevivientes suero: ADA total
r= 0,12; p=0,68; ADA-2 r= -0,30; p= 0,28; ADA-1 r= 0,23; p= 0,40. D.
Sobrevivientes plasma: ADA total r= -0,25; p=0,36; ADA-2 r= -0,27; p= 0,33;

ADA-1r=-0,18; p= 0,52.
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6. Discusion

La actividad de ADA en suero y plasma en adultos con NAC fue similar entre pacientes
graves y no graves, independiente del criterio de gravedad aplicado, excepto en la mayor
actividad de ADA-1 plasmatica en paciente graves segun escala FINE (Figura 4F) y una
menor actividad de ADA-2 sérica en adultos con NAC ingresados a UCI respecto a los
hospitalizados en sala (Figura 6B). En pacientes fallecidos, la actividad enzimatica tendié
a ser menor, pero sin ser estadisticamente significativa la diferencia. Es posible que estos
resultados estén afectados por la desigual proporcién de pacientes graves y no graves
(67,7% vs 32,3%) por lo que es recomendable aumentar el tamafio muestral del grupo no

grave para corroborar si se mantienen los resultados

En condiciones de hipoxia cronica, los niveles de actividad de ADA tienden a aumentar
debido a la acumulacién y aumento de adenosina extracelular (3,6). Sin embargo, en este
estudio no se encontraron diferencias significativas entre pacientes que requirieron
oxigeno y los que no. Esto se puede explicar debido a que ninguno de los dos grupos se
encontraba en un estado de hipoxia, aun cuando el grupo de pacientes con oxigeno si lo
estuvo con anterioridad a la terapia. El oxigeno administrado a los pacientes llega a los
tejidos, de forma que detiene el aumento de la adenosina y, por ende, la actividad de ADA

disminuye.

La concentracion sistémica de ADA también fue similar entre pacientes graves y no
graves, independiente del criterio aplicado para clasificar a los enfermos (escala clinica,
oxigenoterapia, ingreso a UCI, fallecimiento) y en ambos tipos de muestras. De esta
forma, la evolucidon del paciente no estaria determinada por la concentracion de ADA por
lo que este parametro no es util como biomarcador pronéstico en estos enfermos. Quizas

la determinacién debiese realizarse a nivel celular.
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Tampoco se detectd una correlacion entre la actividad y la concentracion sistémica de
ADA en los pacientes segun su gravedad. Sin embargo, se requiere aumentar el numero
de muestras con cuantificacion de ADA para corroborar si este hallazgo se mantiene dado

que solo se pudieron analizar 19 pacientes de los 138 incluidos en este estudio.

En base a los resultados obtenidos, la concentracion y los niveles de actividad enzimatica
en pacientes graves y no graves son similares entre si. Aun cuando en ensayos previos a
esta tesis se determin6 una disminucién de la expresion del gen de ada en adultos con
NAC graves, esto no se vio reflejado de manera significativa en la concentracién y
actividad enzimatica de la enzima. No se descarta que se encuentren relacionados, ya
que tampoco se realizé una comparacion entre la expresion del gen y la concentracion
detectada en cada paciente analizado, por lo que no podemos relacionarlo directamente.
Ademas, hay que considerar que el tamafio muestral de la determinacion de
concentracién de ADA no es representativo de la poblacion de este estudio y se
consideran otras variables como la técnica utilizada para realizar la medicion, pudiendo no

ser la indicada y que los cambios celulares no se vean reflejados a niveles sistémicos.

En los resultados de este estudio, se destaca que las medianas de actividad de ADA total
detectadas no difirieron de los valores que se observan en sanos. Por esto, hay que
considerar que, a pesar los amplios rangos observados, existen pacientes que podrian
presentar valores que se encuentran dentro de los rangos de referencia y no evidenciarse

un aumento o disminucién de su actividad.

Es importante mencionar que en el caso de la actividad enzimatica de ADA-1, las
actividades que dieron un resultado negativo se asumieron como cero (0,00). Estos
resultados negativos se deben a que la actividad de ADA total fue menor que la actividad
de ADA con inhibidor (isoforma 2 de ADA), estableciendo una diferencia negativa. Esta

situacion podria atribuirse al coeficiente de variacidon que presenta la técnica entre las
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corridas de las muestras (4,9%), a un mal pipeteo del inhibidor o a la descongelacién de
las muestras que pudo afectar a la estabilidad de la enzima durante la realizacion de los
ensayos. Podemos descartar en suero el incremento de ADA-2 por alguna otra condicion,
ya que la enzima se encuentra principalmente en los monocitos y al ser muestras de
suero no habria exposicion a alguna destruccion celular que pudiera liberar esta isoforma
al contrario de lo que podria ocurrir al analizar muestras de plasma que si puede contener

células

La actividad y concentracion de ADA fue similar en suero y en plasma (Figura 3 y Figura
8), por lo que las mediciones y resultados obtenidos para el analisis no se vieron
afectados por el tipo de muestra en la cual se realizé la determinacion. Sin embargo, a la
hora de realizar la determinacién de actividad segun la gravedad de pacientes, se pudo
ver diferencias entre suero y plasma. En la figura 4, se observa que la actividad de ADA-1
en suero y plasma difieren en sus resultados entre graves y no graves, observandose en
suero niveles mayores en no graves (Figura 4C) y en plasma se detecté una mayor
actividad enzimatica en pacientes graves (Figura 4F). Este resultado podria atribuirse a
que también se observa esta diferencia en la actividad de ADA total en ambos tipos de
muestras que, a pesar de no ser significativas, nos dan indicios que el tipo de muestra
influye en los resultados obtenidos. Seria recomendable utilizar suero, dado que esta
permite la separacion de los elementos figurados de la sangre de una mejor manera
respecto a la muestra de plasma que contiene un buffy coat (porcién de leucocitos) que
podria intervenir en los resultados (31). Esto es importante a la hora de considerar su
aplicacion en la clinica, ya que la utilizacion de plasma para determinar la actividad de la

enzima presentaria mayores interferencias que la medicion el suero.

Ademas, se realizé el analisis de la actividad de ADA en adultos con NAC segun el agente

etiolégico, obteniendo diferencias altamente significativas (Figura 18, Anexo 4). Se
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observa que en el grupo de agentes atipicos (incluyendo virus) y sin deteccién de agente
la actividad es mayor en comparacion a los grupos con bacterias tipicas o con infecciones
mixtas. Este comportamiento se ve en el estudio de Fernandez Alvarez R, et. al. (27), en
donde se observo el mismo comportamiento en los pacientes con agentes atipicos, por lo
que el agente etiolégico pudo haber influido en los resultados de la actividad de ADA mas
que la gravedad del paciente y es un interesante hallazgo que podria considerarse dentro

de los estudios de pacientes con NAC.

En un estudio similar sobre la actividad enzimatica de ADA y sus isoenzimas (ADA-1 y
ADA-2) y diabetes mellitus tipo 2, se demostré que la enzima e isoenzimas aumentan en
diabéticos (32), por lo que analizamos nuestros resultados de la actividad de ADA en
adultos con NAC con y sin diabetes, obteniendo diferencias significativas solamente al
medir ADA-1 en suero (Figura 19, Anexo 5). En este resultado, se obtuvo una actividad
menor en los pacientes con diabetes, lo que es contrario a lo observado en el estudio
citado. Sin embargo, hay que considerar que las condiciones de inclusion y exclusion de
pacientes no fueron las mismas para este estudio, ademas que otras comorbilidades
pueden influir en los resultados, como la hipertensién, asma, entre otros; y también el tipo
de diabetes mellitus que tenga el paciente. De igual manera, se ha descrito en
hepatopatias, hipoxia cronica, hipertension y otros cuadros un aumento de la actividad de
ADA (2,3,6,7,11,12). Teniendo en consideracion que en el grupo muestral de esta tesis el
94,2% de los pacientes presentaba algun tipo de comorbilidad, esto pudo haber afectado

los niveles detectados de la enzima y causado interferencia en los resultados.

Para finalizar, seria relevante aumentar el tamafio muestral de la determinacion de la
concentracion de la ADA total y sus isoformas en pacientes con NAC graves y no graves,
para confirmar si esta enzima no es Gtil como un biomarcador de gravedad en adultos con

NAC. y, continuar con la busqueda de nuevos biomarcadores.
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En base a los resultados obtenidos, se rechaza la hipétesis planteada en esta tesis,

porque la actividad enzimatica y la concentracion de ADA sistémicas no difieren segun

gravedad en adultos con NAC. Asi mismo, se puede observar que el tipo de muestra

puede influir en los resultados obtenidos de actividad enzimética dadas las diferencias

entre graves y no graves en la actividad de ADA total y la isoforma ADA-1.

7. Conclusiones

a)

b)

d)

f)

Los niveles de actividad sérica y plasmatica de ADA total y de ADA-2 no difieren
segun la gravedad en los adultos con NAC, definida por escala Fine,
oxigenoterapia o fallecimiento.

Los niveles de actividad sistémica de ADA-1 son superiores en adultos con NAC
graves respecto a los no graves, en suero y plasma.

Los niveles de actividad sistémica de ADA son similares entre pacientes con y sin
admisién a la UCI en suero y plasma, excepto los menores niveles séricos de
ADA-2 en los admitidos a la UCI.

Los niveles de actividad sistémica de ADA son similares entre muestras de plasma
y suero de adultos con NAC.

La concentracion sérica y plasmética de ADA no difiere segun la gravedad de los
adultos con NAC.

La actividad sistémica de la enzima ADA no se correlaciona con la concentracion

de ADA en suero ni plasma de adultos con NAC en este estudio.
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Anexos

ANEXO 1: indice de Severidad de Neumonia (PSI)

clasificacién de gravedad de la Neumonia (24).

. Variables y puntuacién para la

Caracteristicas

Puntuachin

Edad: hombses

Edad: Mujeres

Aasilo o residencias

Enfermedsd nooplisica

Enfermedad hepatica

Insuficiencia cardiaca congestiva
Enfermedsd cerebrovascular
Enfermedad senal

Estado mental alterado

Frecuencia respiratoria =30 ¥ minutbo
Presidn arterial sistélica < 90 mmHg
Temperatura <35°C o =40°C

Pulso = 125 x minuto

pH arterial <733

Mitrdgeno ureico an sangre =30 mg/dl
Ma <130 nmoli

Glucosa =250 mgfdl

Hematoerito <30%

Paly, <60 mmHg

Derramee pleural

Mimers de afios
Nimero de afos -10
+10
+30
+20
+10
+10
+10
+20
+20
+20
+15
+10
+30
+20
+20
+10
+10
+10
+10

Clase de Riesgo Fine Puniuachin

Muerte 50 dias (%)

Si =50 afios v sin neoplasia, ni
insuficiencia cardiaca, enfiormedad

Ll cerebrovascular, enfermedad Ll
BAJOD hepitica o remsal.
RIESGO Clase 11 <70 0.6
Clase II1 T1 - 50 09-28
Clase [V 91 - 130 82-93
vl Clase V > 130 27-292

Fuente: Carpio-Deheza, G. & Céspedes-Vargas, J. 2013. Neumonia adquirida en la

comunidad: estudio inicial de la validacion de una escala prondstica para su empleo en
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ANEXO 2: Escala CURB-56. Variables y puntuacion para la clasificacion de la Neumonia

Dwescripeldn Puntuaciin
Confusiin. Desorientacidn temporo-espacial 1
Urea sérica = 7 mmol] 1

Frecuencia Reapiratosia (Respiratory Rate) =
30 % minute

Hipotensitn arterial (Low Blood Pressure)
B Presion arterial diastdlica = 60 mmHg o Pre- 1
aidm arterial sistdlica < B0 mmHg.

(] Edad =63 afios 1
GRUFOS DE RIESGO
Puntuachin Sitle de Puntuaciin Tratamiento
CURB-6s Mortalldad — cin CRB.45  Morfalldad o o mendado
0 0,7% Arnbulatorio 4] 1.2% Ambulatosio
1 21% Arnbulatorio 1-2 8.5% Ingrean
Considerar Ingreso
3 1 - 3 i
dees ingrean 2l el Corsderar TIC]
3 14,5% Ingreso
- Insaresn
-3 s Comsiderr 1]

Fuente: Carpio-Deheza, G. & Céspedes-Vargas, J. 2013. Neumonia adquirida en la
comunidad: estudio inicial de la validacion de una escala prondstica para su empleo en

emergencias del Hospital Clinico.
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ANEXO 3: Cuantificacion de subpoblaciones linfocitarias de adultos con NAC grave y no

grave segun escalas PSI y CURBG65 (27).

A RECUENTD CELULAR B PORCENTAJE DE CELULAS
B000 100
- Nograve
B w0
:E 6000 -E S Erae
60
& 400 ‘:
] i
2000 0
[} a
3 8 A 5 LR a A %
LA s F&EFSS S
s s
Subpoblaciones Subpoblaciones
C RECUENTD CELLLAR D PORCENTAJE DE CELULAS
3000 100 *
= HNograve
LT
_'g 6000 ju * B Grave
w [ 1] *
3 o 2 .
E E' 40
g 2000 :E 20
1] (]
%] L) i "] L o N "l
& LSS &S FTSS
& s
Subpoblaciones Subpoblaciones

Fuente: Moya, D. Cuantificacion de subpoblaciones linfocitarias en adultos con neumonia

adquirida en la comunidad grave y no grave. 2021.
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ANEXO 4: Actividad de ADA segun el agente etiélogico de NAC. Se analizaron 137

muestras de pacientes de los cuales se tenia informacion del agente etiolégico causante

de la infeccién, con mediana de 70 afos con rango de 22 a 95 afios. Se excluyd un

paciente del que no se tenia informacion.

Tabla 5. Agrupacion segun agente etioldgico.

Grupo A Grupo B Grupo C Grupo D
(n=17) (n=31) (n=80) (n=9)
Agente etiolégico | Agente etiolégico | Sin agente etiol6gico | Infeccion mixta (viral
tipico (Streptococcus | atipico (Mycoplasma | detectado. y bacteriana).
pneumoniae, pneumoniae,
Staphylococcus spp., | Legionella
bacilos gram | pneumophila,
negativos). Chlamydia spp.,
virus y hongos).
A % B. ok k
200+ 200-
= w
S s
4 i = = 150
< % 150 £5
< “; < g
S5 100+ S £ 100~
- 3 - m
m W o =
S c - 2
2 ¢ 50~ =5 504
9 G
< < 'y
Y ] b4
D I 1 I D ? 1 T
2 9] Q Lo N 9] <Q
(o] (o] o (v} (] 0o
e“’g e@Q co‘*‘}Q o‘°Q° 0“"9 o“}Q O&Q s

0(

Figura 18. Actividad de ADA total en adultos con NAC segun agente etiolégico

(n=137). Se grafican las medianas y rangos totales de los grupos estudiados. Mediana
(rango): A. Suero: grupo A 10,0 U/L (128); grupo B 10,67 U/L (151,5); grupo C 16,34
U/L (81,0); grupo D 12,89 U/L (11,13); p= 0,0016 B. Plasma: grupo A 11,5 U/L (30,63);
grupo B 14,48 U/L (156,0); grupo C 17,57 U/L (168,5); grupo D 17,19 U/L (21,25); p=

0,0007.
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ANEXO 5: Actividad de ADA en pacientes con Diabetes Mellitus. Se grafican las

medianas de las actividades de ADA de 38 pacientes con Diabetes Mellitus y 94

pacientes sin diabetes. Se excluyeron 6 pacientes sin informacién. Se obtuvieron

resultados significativos al medir la actividad de ADA-1 sérica (Figura 19C) en

pacientes con diabetes, encontrando niveles menores de la enzima en comparacién

de los pacientes sin diabetes.

200+

en suero (U/L)
= [
o u
T 2

Actividad de ADA total
o
o
1

o

o

200+

e
(=]
1

Actividad de ADA total
en plasma (U/L)
& =
(=3 (=]
1 1

(=]

&

XA

3
&

)
é\‘i‘

&
3
a\.

&

®

150+

=

o

o
1

Actividad de ADA-2
en suero (U/L)
a
o
1

XN N
& &
> >
ooo &
E.
200+
o
.
5= 150
<
D wm
T E
1004
38
e
<5 504
<
D 1
\“"9 @':’
& &
& R
C.PQ 6\0

o
*

150+

[

o

o
1

Actividad de ADA-1
en suero (U/L)
a
o
1

200+

en plasma (U/L)
=) @
(=] (=]
1 1

Actividad de ADA-1
o
(=]
1

(=]
p—i

Figura 19. Actividad de ADA en suero en pacientes con y sin diabetes mellitus
(n=132). Mediana (rango). A. ADA total suero: con diabetes 14,09 U/L (40,00); sin
diabetes 13,33 U/L (149,0); p=0,28. B. ADA-2 suero: con diabetes 14,00 U/L (33,70); sin
diabetes 10,57 U/L (133,1); p=0,77. C. ADA-1 suero: con diabetes 1,25 U/L (6,67); sin
diabetes 1,66 (142,5); p= 0,04. D. ADA total plasma: con diabetes 16,94 U/L (54,38); sin
diabetes 15,0 U/L (171,0); p= 0,80. E. ADA-2 plasma: con diabetes 12,59 U/L (54,38); sin
diabetes 13,13 U/L (174,3); p= 0,99. F: ADA-1 plasma: con diabetes 2,77 U/L (29,38); sin

diabetes 2,5 U/L (153,0); p= 0,14.
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