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1. INTRODUCCION

1.1 Enfermedad Pulmonar Obstructiva Crénica (EPOC): Definicion.

La Enfermedad Pulmonar Obstructiva Crénica (EPOC) se caracteriza principalmente por una
limitacion en el flujo aéreo progresiva, no completamente reversible y asociada a una serie de
cambios patoldgicos en el pulmdn. Ademas de un componente pulmonar principal, presenta
también una serie de efectos extra-pulmonares significativos que contribuyen a que sea
considerada una enfermedad heterogénea con diversas manifestaciones clinicas, tanto

pulmonares como sistémicas [1].

La iniciativa Global para la Enfermedad Pulmonar Obstructiva Crénica (Global Obstructive Lung
Disease, GOLD), en la que colaboran tanto el National Heart, Lung and Blood Institute (NHLBI)
de Estados Unidos (EEUU) como la Organizacién Mundial de la Salud (OMS), fue creada para
promover el conocimiento de la EPOC, mejorar tanto su prevencién como su tratamiento y

crear una guia de directrices para su manejo.

En el dltimo informe del proyecto GOLD, revisado en 2016, se define la EPOC como “una
enfermedad comun, prevenible y tratable, caracterizada por una limitacion persistente en el
flujo aéreo que es normalmente progresiva y estd asociada a una respuesta inflamatoria
cronica aumentada, en las vias aéreas y en el pulmédn, a particulas nocivas o gases. Las
exacerbaciones y comorbilidades contribuyen a la severidad global de la enfermedad en

pacientes individuales” [2].

Es importante resaltar que, a pesar de que la EPOC se define como una enfermedad prevenible
y tratable, las opciones terapéuticas existentes tienen un limitado efecto en su progresién vy,
por ello, la busqueda de nuevas estrategias para prevenir su desarrollo constituye una

prioridad.

Actualmente existen importantes evidencias que apuntan a un papel clave de la inflamacién en
el desarrollo y en las manifestaciones clinicas de la EPOC [2], ya que lo cambios patoldgicos
producidos por una respuesta inflamatoria tienen consecuencias criticas en la progresion de la
enfermedad. Las terapias inhaladas actuales, entre ellos los corticoides inhalados, tienen una
limitada eficacia ya que se depositan mayoritariamente en las vias aéreas proximales y ademas
se han descrito multiples mecanismos de corticorresistencia. Por ello, el estudio del origen y
de los mecanismos implicados en el desarrollo de esta corticorresistencia y, en particular, de la
implicacién de las mucinas en ella, podria mejorar el entendimiento de este proceso clave en
la EPOC. Ademas, este conocimiento podria contribuir al desarrollo de opciones terapéuticas
dirigidas, que mejorasen la respuesta frente a la inflamacion, la limitacién del flujo aéreo y

tuviesen un impacto importante en el desarrollo y en el caracter progresivo de la EPOC.
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1. INTRODUCCION

1.2 Epidemiologia de la EPOC.

La EPOC es una de las principales causas de morbilidad y mortalidad global [2]. De hecho,
aunque actualmente ocupa el cuarto lugar en cuanto a mortalidad, la OMS prevé que se
convertira en la tercera causa de muerte en el afio 2020 [8]. Estas previsiones, asi como el
aumento en la carga social y econdmica asociada [9], sugieren que la EPOC se convertira en

uno de los principales desafios sanitarios de las proximas décadas.

Estas previsiones se basan en indicadores actuales como la continua exposicidn a factores de
riesgo, entre los que destaca el tabaco principalmente pero también otras sustancias inhaladas
especialmente en paises en desarrollo [10]. Cabe resaltar que, debido al lento desarrollo de
esta enfermedad, aunque se evitase la exposicidn actual a los factores de riesgo se estima que

el dafio de la EPOC continuaria durante décadas [1].

Otro indicador esta relacionado con el cambio actual en el perfil demogréfico, que se
caracteriza por el progresivo incremento en la proporcion de poblacion de edad avanzada [2].
Este envejecimiento de la poblacién tiene y tendra un impacto en la epidemiologia de esta
enfermedad, ya que se ha descrito que la EPOC puede ser consecuencia de una exposicion

acumulada durante afios a los distintos factores de riesgo [11].

1.2.1 Prevalencia.

En general, la prevalencia de la EPOC esta directamente relacionada con el consumo de
tabaco, que hoy en dia es considerable ya que el nimero de fumadores se estima en
aproximadamente 1,1 mil millones en todo el mundo [12]. Este aumento de la prevalencia
afecta especialmente a paises en desarrollo, donde ha aumentado el consumo de tabaco y han
disminuido otras causas de muerte, como las infecciones severas [13]. En estos paises también
se debe tener en cuenta la creciente exposicién a otras sustancias inhaladas, que también

contribuye al aumento en la prevalencia [10].

Con respecto al tabaquismo, existen estudios que describen una mayor prevalencia de la EPOC
en fumadores y ex-fumadores en comparacion a no fumadores. Ademas, también se describe
una mayor prevalencia en hombres que en mujeres y en personas mayores de 40 afios,
comparado con personas mas jovenes [14, 15]. De hecho, la prevalencia de la EPOC en la
poblacion general estd estimada en un 1%, pero aumenta considerablemente a valores de 8-

10% en personas de 40 afos en adelante [14].

Existen distintos estudios que han investigado la prevalencia y la distribucidon global de la

EPOC, entre los que destacan el estudio Burden of Obstructive Lung Disease (BOLD) [16] y el
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1. INTRODUCCION

Proyecto Latinoamericano de Investigacion en Obstruccion Pulmonar (Proyecto PLATINO) [17].
Los resultados del estudio BOLD, llevado a cabo en distintos paises, muestran importantes
diferencias en cuanto a la prevalencia de la EPOC, con datos que oscilan entre un 9% en
Reykjavik y un 22% en Ciudad del Cabo (en hombres) y entre un 4% en Hannover y un 17% en

Ciudad del Cabo (en mujeres) [16].

Mujeres Hombres
Reykjavik Cape Town
Cape Tawn Manila
Bemgen Adana
Hannover Guangzhou
Lexington Krakow
Vancouver Hannover
Sydney Lexington
Krakow Bergen
Sakzburg Reykjavik
Manila Salzburg
Adwa O Estadio IIVJNOUW’ O3 Estadio Il
Guangzhou [ Estadio lll+ Sydney [ Estadio i+
T T T T T T T T T T
0 S 10 15 2 X% 0 5 0 15 20 25
Prevalencia (%) Prevalencia (%)

Figura 1. Andlisis de la variacion internacional en la prevalencia de la EPOC segun el estudio BOLD (Tabla adaptada
de Buist AS, 2007[16]). Prevalencia de los estadios Il y Ill (o mayores) de la EPOC por género y lugar.

El proyecto PLATINO examind la prevalencia de la limitacion en el flujo aéreo
postbroncodilatacion en personas mayores de 40 afios en cinco ciudades sudamericanas. Los
resultados mostraron diferencias de prevalencia entre paises, entre individuos de edades
diferentes (con mayor prevalencia por encima de los 60 afios), y también entre hombres y

mujeres (mayor en hombres) [17].

 Sao Paulo Brazil

304 7 Santiago Chile

N

N Mexico City Mexico

7 Montevideo Uruguay

B Caracas Venezuela

Prevalencia, %

DLLLOOMIOIOIBMIMNN

M
QL

N

7\

Figura 2. Analisis de la prevalencia de la EPOC segtin el estudio PLATINO (Tabla adaptada de Menezes AM, 2005
[17]). El proyecto PLATINO examiné la prevalencia de la limitacion en el flujo aéreo postbroncodilatacion en
personas mayores de 40 afios en cinco ciudades sudamericanas. Los resultados mostraron diferencias de
prevalencia entre paises y entre individuos de edades diferentes (con mayor prevalencia por encima de los 60 afios).
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1. INTRODUCCION

Estos y otros estudios estan aportando nuevos datos en relacién a la prevalencia de la EPOC
pero se debe tener en cuenta una serie de consideraciones que reflejan la complejidad del

andlisis de la prevalencia de esta enfermedad.

Por una parte, la existencia de definiciones imprecisas y variables de la EPOC dificulta la
estimacién de la incidencia asi como la comparacién entre diferentes paises. También se debe
tener en cuenta que existen muchas zonas del mundo, especialmente en Africa y Asia, de las
que se dispone de datos limitados. Por todo ello, los datos de prevalencia pueden mostrar
importantes variaciones debido a diferencias en definiciones, métodos de encuesta, criterios

diagndsticos y aproximaciones analiticas [14].

En linea con estas ambigliedades también cabe resaltar que actualmente se considera que la
EPOC es una enfermedad infradiagnosticada [18]. De hecho, se ha descrito que
aproximadamente un 60-85% de individuos, en su mayoria con EPOC leve y moderada, no han
sido diagnosticados [19]. Un estudio llevado a cabo en Espafia describe que un 10% de los
adultos de edades comprendidas entre 40 y 80 afios de este pais presentan EPOC pero sélo un
27% de ellos ha sido previamente diagnosticado [19]. Estos datos, y otros similares de otros
paises [14], reflejan el problema extendido de la falta de reconocimiento de la EPOC vy, por

consiguiente, del infradiagndstico que esto conlleva [20].

Otro inconveniente relacionado con los datos de prevalencia de la EPOC se refiere a la
definicion GOLD, aceptada actualmente. Esta definicidn, utilizada por la mayoria de los
estudios, establece la limitacion del flujo aéreo presente en la EPOC con un valor umbral de
0,70 que corresponde al ratio VEF,/CVF postbroncodilatador o indice Tiffeneau (VEF;: Volumen
espiratorio forzado en el primer segundo; CVF: Capacidad vital forzada) [2]. Sin embargo, la
utilizacién de este ratio es controvertida ya que el ratio disminuye con la edad y puede llevar a

un sobrediagndstico de EPOC en personas de edad avanzada [21].

Por ello, aunque actualmente se acepta que alrededor de 210 millones de personas en todo el
mundo padecen EPOC [22], esta estimacidon debe ser considerada con cautela por las

limitaciones existentes en los analisis de prevalencia.

1.2.2. Morbilidad.

Las graves consecuencias de la EPOC en la salud del paciente afectan negativamente a su
calidad de vida [1], lo que conlleva una importante morbilidad asociada que incluye visitas al

médico, a urgencias y hospitalizaciones [2]. Los datos de morbilidad actuales apuntan a que la
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EPOC ocupard el séptimo lugar en el afio 2030 en cuanto a enfermedades con una mayor
morbilidad y carga asociada [11]. La morbilidad asociada a la EPOC aumenta con la edad [16,
17], siendo considerada la enfermedad mas cara de las enfermedades crénicas que afectan a
pacientes de edad avanzada [1]. Ademas, los costes directos aumentan con la severidad,

evaluada con valores de VEF, [23].

El transcurso crénico y progresivo de la EPOC se ve alterado por episodios de empeoramiento
clinico, que afectan negativamente a la progresién de la enfermedad, conocidos como
exacerbaciones. Las exacerbaciones, frecuentemente desencadenadas por infecciones viricas o
bacterianas [24], representan una amplificaciéon de la respuesta inflamatoria. Durante estos
episodios de agudizacidn se produce una mayor hiperinflacidn y una reduccion del flujo aéreo que
contribuyen a una mayor disnea [25]. Ademas de esta variacién en la disnea basal, también hay un
aumento de tos y/o produccion de esputo, suficientes para requerir un cambio en el tratamiento e
incluso la hospitalizacién. Las exacerbaciones constituyen una de las principales causas de
morbilidad relacionadas con la EPOC ya que aceleran la progresion de la enfermedad vy, por ello,
conllevan un gran coste [13]. De hecho, las hospitalizaciones debidas a episodios agudos de
exacerbacion son responsables de la mayor parte del gasto relacionado con la EPOC [1].

La EPOC, que afecta principalmente al pulmén, también se caracteriza por presentar
manifestaciones sistémicas que pueden desencadenar o empeorar condiciones de
comorbilidad, como: problemas cardiovasculares, disfuncién y pérdida muscular, anemia,

osteoporosis, problemas gastrointestinales y depresion o ansiedad [26].

Pérdida de peso

Angina, Infeccién pulmonar Debilidad muscular
Sindrome Cancer de pulmén "
coronario ‘ - . \
agudo A /
Diabetes 7/
Sindrome metabolico
v : Osteoporosis
——
4 |
Ulcera péptica Depresion

Figura 3. Efectos sistémicos de la enfermedad pulmonar obstructiva crénica (EPOC). La EPOC se caracteriza por un
componente pulmonar principal y también por una serie de efectos extra-pulmonares significativos que
contribuyen a que sea considerada una enfermedad heterogénea con diversas manifestaciones clinicas, tanto
pulmonares como sistémicas. En la figura se muestran las principales manifestaciones sistémicas asi como los
distintos 6rganos afectados.
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Ademas, la morbilidad de la EPOC puede estar afectada por otra condicidn crénica, conocida
como comorbilidad, que puede tener un impacto en la salud del paciente o puede interferir
negativamente en el manejo de la EPOC. Actualmente se considera que la enfermedad
cardiovascular y el cancer de pulmdn son las principales comorbilidades de la EPOC [27]. De
hecho, aunque la principal causa de mortalidad de pacientes con EPOC severa suele ser el fallo
respiratorio [27], las causas mas comunes de mortalidad en los pacientes con EPOC leve y
moderada son: enfermedad cardiovascular (25%), cancer de pulmén (20-33%) y otras causas
(30%) [28]. Por tanto, la EPOC estd muy asociada a la enfermedad cardiovascular, en concreto
a la insuficiencia cardiaca crdnica y existen evidencias que apuntan al valor VEF; como un
marcador importante de morbilidad y mortalidad, particularmente cardiovascular [28]. La
EPOC también ha sido asociada con el cancer de pulmdn, ya que ambas enfermedades
comparten el tabaco como factor de riesgo principal. La presencia de enfermedad pulmonar
obstructiva moderada o severa se considera un indicador de un posible cancer de pulmén a
largo plazo [1]. Estos trastornos afectan al desarrollo de la enfermedad, aumentan el riesgo de
hospitalizacidn y son responsables de un porcentaje importante del gasto sanitario relacionado

con la EPOC [27, 29].

1.2.3. Mortalidad.

En los ultimos afos, la EPOC ha adquirido relevancia como causa de mortalidad, escalando
posiciones desde un sexto lugar en 1990 al cuarto en el afio 2000 y, segun las estimaciones

actuales, ocupara un previsible tercer lugar en el afio 2020 [8].

De hecho, tal y como se muestra en la siguiente figura, la tasa de mortalidad debida a la EPOC
aumentd de manera considerable en Estados Unidos, entre los afios 1970 y 2002, a diferencia
de otras enfermedades que presentan una disminucidén en la mortalidad a lo largo de ese

mismo periodo [30].
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Figura 4. Porcentaje de cambio en los datos de mortalidad atribuidos a las seis principales causas de muerte en
Estados Unidos entre 1970-2002. (Figura adaptada de Jemal A, 2005 [30]). En la tabla se reflejan los cambios en
mortalidad atribuidos a las seis principales causas de mortalidad en Estados Unidos: Enfermedad cardiovascular,
cancer, derrame cerebral, enfermedad pulmonar obstructiva crénica (EPOC) y accidentes.

Estas estimaciones apuntan a que en el afio 2030 la EPOC sera la causa directa subyacente de
un 7,8% de todas las muertes. Ademas, representara un 27% de las muertes relacionadas con
el tabaco, sélo superado por el cancer (33%) y por las enfermedades cardiovasculares (29%)
[12]. Este previsible aumento de la mortalidad se justificaria por un aumento del tabaquismo,
la reduccion de otras enfermedades mortales, la creciente exposicion a otros factores de

riesgo y el envejecimiento de la poblacidn, tal y como se ha descrito anteriormente [2].

En el estudio Global Burden of Disease Study (GBD) se estimd que la EPOC causa la muerte de
2,9 millones de personas anualmente [31], pero se debe tener en cuenta que, en general, los
datos de mortalidad subestiman la EPOC como causa de muerte [1]. Esta subestimacidn se
debe a que, tal y como se ha descrito anteriormente, las causas de muerte mas frecuentes en
pacientes con EPOC son enfermedad cardiovascular, cdncer de pulmén y fallo respiratorio. Por
ello, en ocasiones, se subestima a la EPOC atribuyendo la mortalidad por ejemplo a cor

pulmonale, cuando en realidad esta condicion ha sido desencadenada por la EPOC [1].

1.3 Factores de riesgo de la EPOC.

En general, existe consenso en considerar que el tabaco es el factor de riesgo principal y mas
habitual de la EPOC [32]. Sin embargo, no todos los fumadores desarrollan una EPOC
clinicamente significativa, lo que sugiere la existencia de factores genéticos que pueden

modificar los riesgos de cada individuo [33]. Ademads, existen estudios que describen EPOC en
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personas no fumadoras [10, 34] por lo que otros factores de riesgo pueden contribuir a esta
enfermedad y actualmente se estda resaltando su relevancia, ya que son responsables de un

numero creciente de casos especialmente en paises en desarrollo [10, 35].

Por ello, actualmente se considera la EPOC una enfermedad compleja, consecuencia de una
interaccién entre factores genéticos y ambientales, a la que contribuyen tanto la pre-
disposicion genética del individuo a la enfermedad como la exposicidon que éste ha sufrido a

diversos estimulos a lo largo de su vida.

La identificacion de los factores de riesgo es clave para el desarrollo de estrategias de
prevencién y tratamiento. En la siguiente figura se resaltan los principales factores de riesgo de

la EPOC. Estos y otros factores se detallan a continuacion.

A. B

¢

\‘ Factores de riesgo Factores de riesgo Factores de riesgo
establecidos probables posibles
Tabaco Exposicion primaria o Bajo peso al nacer
secundaria al tabaco [

m Exposicién ocupacional Hipermreactividad aérea Infecciones

N respiratoriasen la nifiez
T Exposicion a contaminacion aérea Estatus socioecondmico bajo | Historia familiar

V= por quema de biomasa

S Deficiencia al-antitripsina

Figura 5. Factores de riesgo que pueden contribuir a la enfermedad pulmonar obstructiva crénica (EPOC) (Tabla
adaptada de Tager IB et al, 1988 [36]). A. Factores de debidos a la exposicion a particulas inhaladas: tabaco,
contaminacién en espacios confinados, contaminacion ambiental y contaminacidn ocupacional. B. Clasificacién de
los factores de riesgo de la EPOC como: factores de riesgo establecidos, probables y posibles.

1.3.1 Exposicién a sustancias inhaladas.

Dentro de la amplia variedad de sustancias inhaladas a las que puede estar expuesto un
individuo a lo largo de su vida, se ha descrito que la exposicién al humo de tabaco [37] y la
exposicion ocupacional a agentes quimicos [38, 39] pueden causar EPOC por si solas. Ademas,

una exposicion conjunta a estos dos factores multiplica el riesgo de EPOC [40, 41].

1.3.1.1. Tabaco.

El tabaco es el factor de riesgo mas importante de la EPOC [32]. Aproximadamente la mitad de
los fumadores desarrollan cierta obstrucciéon del flujo aéreo y alrededor de un 10-20%
desarrollan una EPOC clinicamente significativa [42]. Sin embargo, y aunque es un dato muy

citado, recientemente se ha indicado que puede llevar a error ya que una mayor proporcion de
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fumadores podria clasificarse como EPOC segun los criterios actuales [43]. En esta linea, existe
evidencia de que individuos, con un habito de fumar continuo y prolongado y que vivan lo
suficiente, desarrollaran una limitacion en el flujo aéreo asi como una anormalidad en la

funcidn pulmonar, cumpliendo asi los criterios diagndsticos de EPOC [43, 44].

La probabilidad de muerte por EPOC en fumadores es 12-13 veces mayor que en no
fumadores, siendo mas del 80% de las muertes de EPOC directamente atribuidas al
tabaquismo [32]. Los fumadores presentan una mayor prevalencia de sintomas respiratorios y,
en consecuencia, una mayor disfuncién pulmonar, que se refleja en una mayor mortalidad
[45]. En la mayoria de los fumadores, la tasa de disminucion de VEF; es de 30-45 ml/afio,
durante la vida adulta, comparada con la de 20-30 mL/afio para no fumadores. Sin embargo,
existe un porcentaje de fumadores especialmente susceptibles, por presentar una tasa de
disminucion de 80-100 mL/afio [46], que apunta también a la influencia de factores genéticos

en el desarrollo de EPOC en fumadores [47].

Ademas, el riesgo de desarrollo de EPOC en fumadores esta relacionado con la dosis, ya que
existe evidencia de una relacion dosis-respuesta entre la severidad de la enfermedad
pulmonar y el nimero de paquetes fumados por afo [37]. Otros factores que también influyen
en la mortalidad son la edad a la que se comienza a fumar o la continuidad en el habito de
fumar. Ademas, también se ha descrito que una exposicidn pasiva al humo de tabaco puede

contribuir a la EPOC [48].

1.3.1.2 Exposicion a otras sustancias inhaladas.

Existen otros factores de riesgo considerados cada vez mas relevantes, como la exposicion
laboral a agentes quimicos y la contaminacién del aire por la quema de biomasa, que han sido
asociados con el desarrollo de obstruccion del flujo aéreo y sintomas respiratorios crénicos

[49].

La exposicion laboral a agentes quimicos, polvo y vapores es un factor de riesgo subestimado
[38, 39]. Los resultados del analisis Third National Health and Nutrition Examination Survey
(NHANES Il1), basado en la poblacidn de EEUU, sefialaron que la EPOC debida a una exposicion
laboral a sustancias inhaladas era del 19% en general, y del 31% en personas no fumadoras
[50]. Se calcula que la exposicidn laboral podria explicar hasta un 10-20% de discapacidad

pulmonar o sintomas relacionados con la EPOC [51].

La contaminacion del aire en espacios confinados, debido a la quema de madera, estiércol,

restos de poda o carbdn en hogueras o estufas para fines domésticos, es un factor de riesgo
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importante. Aproximadamente 3 mil millones de personas utilizan biomasa o carbén como su
fuente principal de energia para cocinar, para la calefaccién u otras necesidades domésticas
por lo que la poblacion en riesgo es muy alta [52]. En particular, esta asociada con un aumento
del riesgo de EPOC en paises en desarrollo y especialmente en mujeres. En estos paises
aproximadamente un 50% de las muertes debidas a EPOC son atribuidas a esta contaminacion

y, de este porcentaje, un 75% de los casos son en mujeres [53].

El papel de la contaminacién urbana del aire como causa de EPOC parece un factor de riesgo
bajo comparado con el tabaco. Sin embargo, la polucidn del aire debida principalmente a las
emisiones de vehiculos de motor en las ciudades ha sido asociada con un detrimento en la
funcidn respiratoria [54]. Aunque existen evidencias de una asociacion entre concentraciones
elevadas de contaminacion urbana y exacerbaciones o empeoramiento en EPOC ya existente

[55], no hay aun evidencias que la asocien con nuevos casos de EPOC.

1.3.1.3 Exposicion sustancias inhaladas en pequeinos animales.
La gran implicacion en patologias pulmonares de las sustancias inhaladas, han creado la
necesidad de realizar modelos animales que intenten reproducir con la mayor exactitud las

condiciones ambientales responsables del desarrollo de multiples patologias de las vias aéreas.

El modelo mas empleado en animales de laboratorio ha sido el de Exposicion al Humo del
Tabaco (EHT). Son multiples los equipos disefiados y los modelos animales empleados (rata,
ratdén, cobaya...) [201, 202] que se han utilizado para estudiar la EHT en animales de
laboratorio [197, 200]. Desde equipos que exponen el cuerpo entero del sujeto, lo que supone
absorcidn de nicotina y otras toxinas a través de la epidermis, a los denominados “nose-only”
que son aquellos que solo expondrian al animal a la inhalacién del humo del tabaco a través de
las fosas nasales, siendo estos Ultimos mas reproducibles y mas parecidos a las condiciones en

humanos.

En modelos animales en los que se busca una reaccion inflamatoria muy aguda por tratarse de
modelos muy cortos en el tiempo suele combinarse la exposicion al humo del tabaco con una
instilacion intranasal previa y Unica de una toxina (normalmente LPS, Lipopolisacarido) [198]
para sensibilizar previamente y desencadenar la respuesta inflamatoria por el humo del

tabaco.
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1.3.2 Factores genéticos.

El factor de riesgo genético mejor establecido es la deficiencia en a-1 antitripsina, un trastorno
genético que predispone a la EPOC y esta presente en 1-2% de individuos con esta enfermedad
[56]. La a-1 antitripsina pertenece a una familia de proteinas que desempefian un papel
fundamental en el mantenimiento del balance proteasa-antiproteasa [57]. Concretamente, la
a-1 antitripsina inhibe la elastasa neutrofilica, constituyendo un importante mecanismo de
defensa frente al dafio proteolitico producido en el pulmdn por esta enzima. La mutacion de a-
1 antitripsina produce su polimerizacién y retencion, disminuyendo su concentracién en el
suero y, por tanto, la proteccion frente a la actividad proteolitica, resultando en un mayor
riesgo de enfisema [58]. Esta severa deficiencia esta asociada con un desarrollo prematuro y
acelerado de enfisema y un empeoramiento en la funcién pulmonar tanto en fumadores como

en no fumadores, aunque el declive de la funciéon pulmonar es mayor en fumadores [56].

Existe evidencia de una importante influencia de los factores genéticos en el desarrollo de
EPOC en personas fumadoras [47], ya que se ha descrito un riesgo significativo de limitacion en
el flujo aéreo en hermanos fumadores de pacientes con EPOC severa, sugiriendo que la

genética asi como factores ambientales podrian influir en esta susceptibilidad [59].

En los uUltimos afios se han desarrollado multiples iniciativas para identificar genes implicados
en la EPOC [60, 61], identificandose regiones asociadas con la susceptibilidad o con fenotipos
especificos, que contribuyen a considerar a la EPOC como una enfermedad de etiologia
variable, poligénica y caracterizada por la presencia de diversos fenotipos.

Tabla 1. Genes asociados con indices espirométricos de funcién pulmonar (Tabla adaptada de Hall IP, 2013 [62]).

Aquellos genes resaltados en negrita han sido asociados a la enfermedad pulmonar obstructiva crénica (EPOC) per
se.

Genes asociados con indices espirométricos de funcién pulmonar.
MF ARMC2 MMP15 AGER
AP2 NCR3 CFDP1 HHIP
TGFB2 ZKSCAN3 KCNE2 FAM13A
HDAC4 CDC123 TNS1 ADAM19
RARB C10orf11 THSD4 GPR126
MECO LRP1 GSTCD PITCH1
SPATA9 CCDC38 HTR4 IREB2/CHRNA3/CHRNA5

31



1. INTRODUCCION

1.3.3 Estrés oxidativo.

El estrés oxidativo juega un papel importante en la patogenia de la EPOC [63]. Los pulmones

estan expuestos a oxidantes exodgenos del tabaco y endégenos, liberados por células

inflamatorias activadas, como macréfagos y neutroéfilos [64]. La existencia de un desequilibrio

en el balance entre oxidantes y antioxidantes provoca estrés oxidativo, que dafia directamente

al pulmdn y también activa mecanismos moleculares que inician un proceso de inflamacion.

1.3.4 Otros factores de riesgo.

32

» Edad. El envejecimiento estd asociado a diversas enfermedades crénicas, entre las que

destacan las enfermedades respiratorias cronicas por su frecuencia y severidad en
personas de edad avanzada [1]. La edad estd asociada a un envejecimiento de las vias
aéreas y del parénquima que presenta similitudes con alguno de los cambios
estructurales de la EPOC [65]. Sin embargo, no esta claro si la edad es un factor de
riesgo por si mismo o porque refleja la suma de las exposiciones sufridas a lo largo de
toda la vida del individuo.

Género. En el pasado, muchos estudios indicaban una mayor prevalencia y mortalidad
en hombres que en mujeres. Actualmente, los datos en paises desarrollados son mas
parecidos; como ejemplo, en EEUU un 50,3% de las muertes atribuidas a EPOC en el
afio 2000 fueron mujeres [66]. Aunque la tasa de mortalidad sigue siendo algo inferior,
estos datos seguramente reflejen un aumento del tabaquismo en mujeres asi como de
otros factores de riesgo normalmente atribuidos al género femenino. Por ejemplo, en
paises en desarrollo las mujeres estan mas expuestas al humo causado por la quema
de biomasa con fines domésticos [53].

Existen estudios que incluso sugieren que las mujeres son mas susceptibles a los
efectos del tabaco [67], describiéndose una relacion dosis-respuesta diferente entre
hombres y mujeres, especialmente en bajos niveles de tabaquismo [68]. Las mujeres
podrian sufrir un mayor dafio y declive en la funcién pulmonar ya que, debido a
diferencias en el tamafio pulmonar y en la mecanica, sus vias aéreas podrian ser mas
reactivas [69].

Estatus socioecondémico. El riesgo de desarrollar EPOC esta inversamente relacionado
con el estatus socioecondmico [70]. Actualmente es un factor a tener en cuenta y, a
pesar de ser considerado un factor de riesgo independiente, se piensa que

probablemente sea indicativo de factores relacionados con esta condicion (exposicion
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a sustancias inhaladas, mala nutricidn, infecciones respiratorias durante la infancia
etc.) que contribuyan de forma colectiva.

Crecimiento y desarrollo pulmonar. Existen factores de la edad temprana (procesos
que ocurren durante la gestacién o nacimiento y exposiciones en la infancia o
adolescencia) que afectan al crecimiento pulmonar y tienen el potencial de aumentar
el riesgo de EPOC, siendo tan importantes como un intenso tabaquismo en la
prediccion de la funcidn pulmonar en la vida adulta [71]. Por ejemplo, un bajo peso en
el nacimiento es un factor de riesgo independiente, asociado con un pobre
crecimiento y funcién pulmonar durante la infancia y la etapa adulta [72] vy
confirmandose una asociacion positiva con el VEF, en la etapa adulta [73]. Otros
factores como fumar durante el embarazo o sufrir asma o infecciones respiratorias
durante la infancia han sido asociados significativamente con un VEF, reducido [71].
Presencia de otras enfermedades respiratorias.

El asma es la enfermedad que mas similitudes clinicas presenta con la EPOC, aunque la
respuesta inflamatoria tiene marcadas diferencias [74]. El asma ha sido asociada con la
obstruccién en el flujo aéreo y la pérdida de funcién pulmonar que pueden
desencadenar EPOC [10], describiéndose que individuos fumadores con asma

presentan un mayor declive en la funcion pulmonar que aquellos sin asma [75].

Las infecciones pueden también contribuir a la patogenia y progresion de la EPOC [76],
en la colonizacion bacteriana asociada con la inflamacién de las vias aéreas [77] v,

especialmente, durante las exacerbaciones [78].

En la tuberculosis se desarrolla una obstruccién del flujo aéreo con manifestaciones
clinicas similares a la EPOC [79]. Resultados del estudio Platino indicaron que tanto la
prevalencia como el riesgo de EPOC eran mayores en pacientes con una historia de
tuberculosis previa [17]. También puede formar parte del diagnéstico diferencial de la

EPOC en dreas de alta prevalencia [80], asi como constituir una potencial comorbilidad.

1.4 Diagnostico y desarrollo de la EPOC.

En los ultimos afios, la definicion de la EPOC ha sufrido diversas modificaciones. Desde

definiciones previas, basadas en la bronquitis cronica y en el enfisema, a la actual, que excluye

estos términos y se centra en la limitacion irreversible del flujo aéreo como la anormalidad

principal de la EPOC [2]. De hecho, desde la publicacién de Fletcher y Peto, donde se describia

el declive acelerado en VEF; y su utilidad diagndstica en fumadores susceptibles a esta
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enfermedad [81], esta caracteristica ha ido adquiriendo relevancia hasta considerarse clave en

la definicidn actual de la EPOC.

La EPOC es una enfermedad progresiva que puede ser diagnosticada en cualquier etapa de la
enfermedad [2]. En general, los sintomas clave de la EPOC son: disnea crénica y progresiva, tos
y producciéon de esputo [32]. La tos y la produccién de esputo son consecuencia de un
aumento en la produccion de moco y de una disminucidon del aclaramiento mucociliar.
También se desencadena una progresiva obstruccion del flujo aéreo que contribuye a la disnea

[32].

La presencia de esta sintomatologia, especialmente si ha habido exposicién a los factores de
riesgo, es suficiente para considerar la posibilidad de EPOC en el diagndstico [82]. Por tanto,
también se debe tener en cuenta: la exposicion a factores de riesgo (especialmente tabaco y
sustancias inhaladas ambientales u ocupacionales), asma o alergias, antecedentes de EPOC u
otras enfermedades respiratorias, comorbilidades y pérdida de peso no explicada [83]. La
sintomatologia asociada a la EPOC requiere atencién médica pero muchas veces la
enfermedad progresa durante afios antes de ser diagnosticada o tratada [32], bien porque los
pacientes no reconocen los sintomas o porque aun existe un cierto infradiagnodstico,
especialmente en las etapas iniciales donde las anormalidades en la espirometria pueden ser

muy sutiles [84].

Cabe destacar que existen evidencias que apuntan a que VEF, representa de forma incompleta
las complejas consecuencias clinicas de la EPOC, que presenta otros efectos en el pulmon

ademas de la limitacidn en el flujo aéreo asi como efectos sistémicos.

Por ello se piensa que la aproximacion diagndstica debe incluir, ademds de la evaluacién de la
sintomatologia y de la espirometria, otras valoraciones, al considerarse que no puede
conseguirse una caracterizacion adecuada de los pacientes Unicamente con el uso de VEF;
[85], a pesar de que sea la técnica diagndstica aceptada actualmente. Por tanto, es adecuado
incluir valoraciones adicionales como, por una parte, la evaluacién de la disnea, de la
capacidad de ejercicio y del indice de masa corporal, y por otra, técnicas de imagen para la
mejora del diagndstico diferencial. De esta forma se evitan diagndsticos equivocados,
mejorando tanto el diagndstico temprano como el diferencial [28]. De hecho, en aquellos
pacientes que presenten la sintomatologia caracteristica, el diagnéstico diferencial de la EPOC
es amplio e incluye: asma, insuficiencia cardiaca congestiva, bronquiectasias, cancer de
pulmén, enfermedad pulmonar intersticial, fibrosis pulmonar, hipertension pulmonar,

sarcoidosis, tuberculosis y displasia broncopulmonar [32].
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La EPOC es una enfermedad progresiva, especialmente si la exposicidon perdura. En cambio si
se logra detener la exposicidn, puede mejorar el declive en la funcidn pulmonar y el riesgo de
exacerbaciones e incluso puede ralentizarse o detenerse el progreso de la enfermedad [2]. Por
ejemplo, el cese del tabaquismo puede alterar favorablemente el declive del flujo aéreo y el

deterioro causado por la sintomatologia [85].
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Figura 6. El cese del tabaquismo enlentece el declive en la funcidon pulmonar caracteristico de la enfermedad
pulmonar obstructiva crénica (EPOC) (Figura adaptada de BTS Guidelines, 1997 [86]). En la figura se representa el
declive en la funcién pulmonar asociado a la edad, representado por el volumen espiratorio forzado en el primer
segundo (VEF,).

Aln asi, los efectos del cese del tabaquismo son menores cuanto mas severa sea la
enfermedad [85]. Por tanto, el diagndstico temprano de la EPOC es relevante y para ello es
importante aumentar el conocimiento de la enfermedad, tanto de la sintomatologia como de

las técnicas diagndsticas.

1.4.1 Diagnéstico de la EPOC mediante espirometria.

La espirometria, una prueba de funciéon pulmonar fiable y no invasiva, permite realizar una
medida objetiva de la limitacidn en el flujo aéreo y de su grado de reversibilidad [32], siendo
actualmente la técnica diagndstica de EPOC. La espirometria proporciona el volumen
espiratorio forzado en el primer segundo (VEF,) y su ratio (VEF,/CVF) con la capacidad vital
forzada (CVF), considerados valores clave en la definicién actual de la EPOC segun los criterios
GOLD [2]. Aungue esta prueba es algo criticada, por presentar el inconveniente de que sélo
puede determinar una de las consecuencias de una enfermedad compleja, actualmente es

considerada la técnica estandar para el diagndstico de la EPOC por su alta reproducibilidad y
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disponibilidad [82]. De hecho, la definicion GOLD de la EPOC estd basada en criterios de
espirometria, asi como su diagndstico y posterior clasificacion en el estadio de severidad
correspondiente [2].

La definicion GOLD est4 basada en los parametros VEF; y el ratio VEF,/CVF post broncodilatacion
obtenidos mediante la espirometria. VEF; es el volumen de aire que un paciente puede espirar
en un segundo tras una inspiracion completa. CVF es el volumen maximo de aire total que un
paciente puede exhalar tras una inspiracidn completa. El criterio principal de la EPOC es el ratio
VEF,/CVF < 0,7 post broncodilatacion, o indice Tiffeneau, que ha sido establecido como valor
umbral en el diagndstico de EPOC [2]. Sin embargo, este ratio es controvertido ya que, como se
ha mencionado anteriormente, disminuye con la edad pudiendo causar un sobrediagndstico
[21]. Por ello, ademas de estos valores también debe tenerse en cuenta en el diagnéstico tanto
la exposicidn a factores de riesgo como la presencia de sintomas respiratorios con VEF; inferior a
80% del valor predicho. La comparacién del VEF; del paciente con valores predichos de VEF; (en
individuos de edad, género y altura similar) caracteriza el grado de obstruccién del flujo aéreo
[32]. Este ratio VEF,/CVF post broncodilatacidn inferior a 0,7 asociado a su vez con un VEF,
inferior a 80% del valor predicho es diagnéstico de limitacidn en el flujo aéreo y confirma la
presencia de EPOC, tal y como se refleja en la siguiente tabla.

Tabla 2. Diagndstico GOLD de la EPOC vy clasificacion basada en la severidad de la limitacién en el flujo aéreo
(Tabla extraida de Revisién GOLD, 2016 [2]).

Estadio Grado de Severidad VEF,/CVF VEF,
| Leve <0,70 VEF, 2 80% predicho
Il Moderada <0,70 50% < VEF; < 80% predicho
1} Severa <0,70 30% < VEF, < 50% predicho
I\ Muy Severa <0,70 VEF,; < 30% predicho

Definicion de abreviaturas: VEF,: Volumen espiratorio forzado en el primer segundo; CVF: Capacidad vital forzada; Fallo
respiratorio: Presion de dioxido de carbono en sangre arterial (PaCO,) mayor que 6,7 kPa (50mmHg) al nivel del mar.

La espirometria se realiza tras administracion de una dosis adecuada de broncodilatador
inhalado porque se ha descrito que se minimiza la variabilidad y que es un método eficaz para
identificar individuos con EPOC [87], ya que la limitacidn en el flujo aéreo no completamente
reversible se caracteriza por unos valores de VEF, y VEF,/CVF que permanecen disminuidos

tras la administracion del broncodilatador.

El NHLBI recomienda la realizacion de espirometria a los fumadores, a partir de 45 afios,
especialmente a aquellos que presenten falta de aire, tos, sibilancia o una produccion de
esputo persistente [32]. Las anormalidades en estas pruebas reflejan tanto la reduccién en la
fuerza para expulsar el aire, consecuencia de la destruccidon del parénquima pulmonar por

enfisema, como la obstruccién del flujo aéreo en los bronquiolos [3].
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1.4.2 Diagndstico por imagen.

Aunque la técnica de referencia diagndstica es la espirometria existen otras técnicas objetivas
que pueden ser complementarias y que se utilizan ampliamente en la clinica. Las técnicas de
diagndstico por imagen “cldsicas” permiten evaluar aquellas entidades patoldgicas que
producen alteraciones morfolégicas macroscdpicas, por lo que pretendemos obtener de ellas
la mayor aproximacién posible a una correlacidn con la anatomia patolégica macroscépica. Las
técnicas de diagndstico por imagen metabdlicas permiten ver y cuantificar alteraciones
funcionales (que suelen predecir a los cambios morfoldgicos). La combinacion de ambas
técnicas radiologia convencional y medicina nuclear da como resultado las denominadas
“técnicas hibridas”, mucho mas sensibles y con una mejor resolucion que si utiliziramos ambas

técnicas por separado.

1.4.2.1 Técnicas Radioldgicas Cldsicas.

A pesar de los actuales intentos de clasificar a los pacientes con EPOC de acuerdo a fenotipos,
al ser la radiologia una técnica morfoldgica, el estudio radioldgico pulmonar de la EPOC la sigue
dividiendo en sus formas clasicas, enfisema y afectacién de la via aérea [199]. La radiografia
convencional de térax es la primera exploracidon utilizada en el estudio de la patologia
pulmonar. En el caso de la EPOC permite detectar signos, principalmente indirectos, de las
fases avanzadas de la enfermedad, pero con una baja sensibilidad y especificidad. La
tomografia computarizada (TC) es la técnica de uso general con mayor precisién para el
estudio morfoldégico del pulmén, con una buena correlacion con la anatomia patoldgica
macroscopica y con las pruebas de funcidn respiratoria, permitiendo diferenciar desde fases
precoces entre las diferentes formas de enfisema (centrilobulillar, panlobular y paraseptal) y
de afectacién de la via aérea (traqueomalacia, bronquitis crénica, bronquiolitis), asi como
valorar su distribucién, extensidn, patologias asociadas y complicaciones. Se ha intentado
valorar cuantitativamente ambas formas de afectacién pulmonar y, ademas de las
valoraciones visuales subjetivas, se han definido formas mas objetivas de cuantificacidn, visual

o mediante aplicaciones informaticas especificas.

Puesto que en la EPOC se producen cambios en la arquitectura del pulmén, es de esperar que
la radiologia permita su valoracidn. Los hallazgos radioldgicos que se pueden obtener en esta
enfermedad suelen dividirse en dos categorias, los correspondientes al enfisema y los de la
afectacion de la via aérea; secundariamente, también se puede evaluar la repercusién sobre el
arbol arterial pulmonar vy, en definitiva, sobre las cavidades cardiacas derechas. Esta division se

hace con fines practicos, ya que en realidad ambas categorias acostumbran a coexistir en
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distintas proporciones, y hablaremos de predominio de enfisema o de predominio de via
aérea. Las técnicas de diagndstico por imagen que se utilizan en la practica clinica son las
habituales en la patologia pulmonar, es decir, la radiografia convencional y la tomografia
computarizada (TC), siendo la segunda mucho mas sensible para la deteccidn y caracterizacion
de la patologia. Los cambios morfoldgicos caracteristicos de esta patologia son la destruccion

pulmonar, las bullas y la hiperinsuflacidn.

1.4.2.1.1 Tomografia Computarizada.

La tomografia computarizada es la técnica radiolégica con mayor sensibilidad y especificidad
para el estudio morfoldgico de la patologia broncopulmonar en general, y también para el de
la EPOC. Los equipos actuales de tomografia computarizada multidetector (TCMD), y sus
adquisiciones volumétricas con cortes finos (alrededor de un milimetro) con capacidad de
obtener reconstrucciones en cualquier plano del espacio con una excelente resolucién, ofrecen
imagenes que permiten estudiar las diferentes estructuras pulmonares, vasculares,
bronquiales y, también, la arquitectura del parénquima pulmonar. En este sentido, las
imagenes obtenidas permiten valorar morfolégicamente la unidad funcional pulmonar
elemental, el lobulillo pulmonar secundario, y discernir cudl de sus porciones y, por tanto, de
sus componentes, es el afectado, permitiendo un acercamiento a la patologia basado en el
andlisis de cambios morfoldgicos estructurales a partir de los cuales se intentan establecer
correlaciones con la anatomia patoldgica macroscépica [199]. El caracteristico agrandamiento
de los diferentes espacios aéreos que intervienen en el intercambio de gases, es decir, a partir
de los bronquiolos respiratorios, con destruccion de las paredes alveolares, es identificable por

TC desde fases muy precoces, antes de que la entidad sea diagnosticable clinicamente.

Esta técnica, no sélo es mas sensible para la deteccidn del enfisema, sino que también permite
valorar su distribucidn y extensidn. Para el analisis por TC del parénquima pulmonar se
recomienda su valoracidn en estaciones de trabajo, con una amplitud y centro de ventana de
1000-1400 / -600-700 unidades Hounsfield (UH). Ademas, existen aplicaciones informaticas
especificas que permiten la manipulacidn de las imagenes obtenidas con el fin de aumentar
nuestra sensibilidad en la deteccidn de formas sutiles, incipientes, de enfisema. La técnica de
minlIP (minima intensidad de proyeccion) utiliza bloques de cortes contiguos de la exploracion
pulmonar y destaca las areas de parénquima pulmonar con los valores de atenuacién menores,
al tiempo que suprime la representacién grafica del pulmon normal y de los vasos pulmonares,
con ello, aumenta la sensibilidad de la tomografia computarizada de alta resolucién desde el

62% hasta el 81%.
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Figura 7. Técnica minlIP. (Figura extraida del libro Diagndstico por imagen de la EPOC [199] Enfisema. Junto a
evidentes areas de hiperclaridad pulmonar (*), se hace visible un fino punteado de focos hiperclaros por enfisema
centrilobulillar incipiente (circulos).

Por otra parte, existen aplicaciones especificas que permiten la cuantificacion del enfisema,
habiéndose demostrado que la valoracion visual del mismo sobreestima el grado de

afectacion.

Figura 8. Enfisema centrilobulillar. (Figura extraida del libro Diagndstico por imagen de la EPOC [199]. a)
Hiperclaridades focales redondeadas sin pared, con imagenes lineales ramificadas en su centro. b) Hiperclaridades
mas extensas que mantienen reconocible la arquitectura lobulillar del pulmén. c) Tenues hiperclaridades
perivasculares. d) Nédulos centrilobulillares por bronquiolitis, patologia que precede a la aparicion del enfisema.

39



1. INTRODUCCION

1.4.2.2 Tomografia por Emision de Positrones.
La tomografia por emisién de positrones o PET (por las siglas en inglés de Positron Emission
Tomography), es una técnica de diagndstico por imagen molecular propia de una especialidad

médica llamada medicina nuclear.

La Tomografia por Emisidn de Positrones es una técnica no invasiva de diagndstico e
investigacién “in vivo” por imagen capaz de medir la actividad metabdlica del organismo bajo
estudio. Al igual que el resto de técnicas diagndsticas en Medicina Nuclear como el SPECT
(Tomografia por Emisién de Fotén Unico), la PET se basa en detectar y analizar la distribucidn
tridimensional que adopta en el interior del cuerpo un radiofarmaco de vida media ultracorta
administrado a través de una inyeccién intravenosa. Segln qué proceso metabdlico se desee
estudiar, se emplean diferentes radiofarmacos. La PET nos permite ver procesos metabdlicos

en tiempo real y cuantificarlos [203].

La imagen se obtiene gracias a que los tomografos son capaces de detectar los fotones gamma
emitidos por el paciente. Estos fotones gamma de 511keV son el producto de una aniquilacién
entre un positrén, emitido por el radiofdarmaco PET, y un electrén cortical del cuerpo del
paciente. Esta aniquilacion da lugar a la emisién, fundamentalmente, de dos fotones. Para que
estos fotones acaben por conformar la imagen deben detectarse “en coincidencia”, es decir, al
mismo tiempo; en una ventana de tiempo adecuada (nanosegundos), deben provenir de la
misma direccidn y sentidos opuestos, pero ademas su energia debe superar un umbral minimo
que certifigue que no ha sufrido dispersiones energéticas de importancia en su trayecto
(fendmeno de scatter) hasta los detectores. Los detectores de un tomodgrafo PET estan
dispuestos en anillo alrededor del paciente, y gracias a que detectan en coincidencia a los
fotones generados en cada aniquilacién conformardn la imagen. Para la obtencion de la
imagen estos fotones detectados son convertidos en sefiales eléctricas. Esta informacion
posteriormente se somete a procesos de filtrado y reconstruccion, gracias a los cuales se

obtiene la imagen [203].

Existen varios radiofarmacos marcados con is6topos emisores de positrones de utilidad
médica. El isdtopo mas empleado de ellos es el Flior-18, que es capaz de unirse a la 2-O-

trifluorometilsulfonil manosa para obtener el trazador 18F-Fluordesoxiglucosa (18F-FDG).

La captacién celular de la fludesoxiglucosa (18F) se realiza por un sistema transportador tisular
especifico, que es en parte insulino-dependiente. La fludesoxiglucosa (18F) se transporta, via

membrana celular, de forma similar a la glucosa, pero solo experimenta el primer paso de la
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glicdlisis formandose fludesoxiglucosa (18F)-6-fosfato, que queda atrapada dentro de las
células y no se metaboliza posteriormente. Ya que la desfosforilacion posterior por parte de las
fosfatasas intracelulares es lenta, la fludesoxiglucosa (18F)-6-fosfato se retiene en el tejido
varias horas (mecanismo de atrapamiento). Es decir, la 18F-FDG se comporta metabdlicamente
igual que su andloga la glucosa, pero al carecer de un hidroxilo en la posicién 2 no puede
continuar con la ruta glucolitica y queda retenida dentro de la célula, lo que estamos viendo en
ese momento es el consumo de glucosa real del organismo bajo estudio. Gracias a lo cual,
tendremos la posibilidad de poder identificar, localizar y cuantificar, a través del SUV
(Standardized Uptake Value), el consumo de glucosa. Esto resulta un arma de capital
importancia al diagndstico médico, puesto que muestra qué dareas del cuerpo tienen un
metabolismo glucidico elevado, que es una caracteristica primordial de las células oncoldgicas

y también inflamatorias.
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Figura 9. Estructura molecular de 18F-FDG Estructura de una molécula de glucosa en la que el hidroxilo de la
posicién 2 ha sido sustituido por un isétopo radiactivo, el 18F. A la derecha se observa el fendmeno de
“atrapamiento metabdlico”: la FDG queda retenida dentro de la célula por no poder continuar con la ruta glucolitica

al carecer de ese grupo hidroxilo.

Las células neoplasicas y las inflamatorias tienen un consumo de glicidico elevado, Asi, la PET
nos permite estimar los focos de crecimiento celular anormal en todo el organismo, en un solo
estudio, por ser un estudio de cuerpo entero, por lo tanto nos permitird conocer la extension.
Pero ademas sirve, entre otras cosas, para evaluar en estudios de control la respuesta al
tratamiento, al comparar el comportamiento del metabolismo en las zonas de interés entre los

dos estudios.

Para el paciente la exploracién no es molesta ni dolorosa. Se debe consultar en caso de
mujeres lactantes o embarazadas ya que en estas situaciones se debe de retrasar la prueba, o
bien no realizarse. Se debe acudir en ayunas de 4-6 horas, evitando el ejercicio fisico en el dia
previo a la exploracién y sin retirar la medicacion habitual. La hiperglucemia puede

imposibilitar la obtencion de imdagenes adecuadas, obligando a repetir el estudio
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posteriormente. Tras la inyeccion del radiofarmaco, el paciente permanecerd en una

habitacién en reposo. La exploracidn tiene una duracién aproximada de 30-45 minutos.

Ademds de la oncologia, donde la PET se ha implantado con mucha fuerza como técnica
diagndstica, desplazando al TC como primera opcidn diagndstica en algunas indicaciones, otras
areas que se benefician de este tipo de exploraciones son la neurologia y la cardiologia.

También tiene un gran papel en estudios de experimentacidn clinica.

Si bien es cierto que el rol del PET/TC en el diagnédstico, estadificacion y monitorizacién de las
enfermedades neopldsicas estd bien establecido. En la actualidad, la utilidad clinica del PET/TC
se ha expandido al diagndstico de enfermedades autoinmunes, inflamatorias e infecciosas,
como asi también al de patologias no neoplasicas -como vasculitis, ateroesclerosis,
enfermedades granulomatosas (incluyendo sarcoidosis y enfermedad inflamatoria intestinal)-
y al de una variedad de desdrdenes neuroldgicos.Se espera que la disponibilidad de nuevos

trazadores en PET/TC expandan sus aplicaciones a una variedad de territorios clinicos.

La tendencia a la utilizacion de métodos diagndsticos no invasivos y terapéuticas eficientes
para procesos infecciosos o inflamatorios estd en aumento. Los procedimientos de medicina
nuclear son herramientas importantes de evaluacion en pacientes con sospecha de infecciones
y resultan utiles para la confirmacién de las mismas. Su fuerza radica en el hecho de ser
procedimientos no invasivos que brindan informacion, tanto funcional como metabdlica, en

estadios tempranos del curso de la enfermedad.

La acumulacién de FDG también en macrofagos activados y granulocitos convierten al PET en
una herramienta de valor en pacientes con enfermedad inflamatoria. La localizacion del foco
de inflamacién en el tejido blando u dseo afectado, con la informacién anatémica adicional de
la TC, es de gran interés. De esta manera, tendria su indicacidn ante la sospecha de EPOC en

estadio inicial si la inflamacidn esta activa.

La combinacion del sistema multimodal PET-tomografia computarizada (CT) nos permite
fusionar las imagenes anatémicas con las imagenes funcionales adquiridas. Las imagenes del
CT nos proporcionan informacién adicional sobre la localizacién exacta de los procesos

metabdlicos identificados con el PET.

La combinacién PET/TC permite determinar la infeccion y establecer en forma precisa su

localizacion, facilitando asi el diagndstico y la guia para una estrategia de tratamiento
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1.4.2.3 Diagnéstico por Imagen en Experimentacion Animal.

En la Ultima década se han adaptado las técnicas de diagndstico por imagenes a la
experimentacién animal gracias a los equipos de tomografia microcomputarizada (micro-CT).
Estd técnica es idénea para la evaluacién de la funciéon pulmonar ya que en particular en el
pulmén, existe una diferencia de contraste entre aire y tejido pulmonar que permite
cuantificar y comparar la funcién pulmonar de un mismo sujeto experimental. Ademas,
permite realizar el seguimiento de la evolucién animal in vivo, sin necesidad de sacrificar
sujetos a lo largo del procedimiento experimental para verificar la correcta induccién de la

enfermedad o el efecto de un nuevo farmaco en experimentacion.

El micro-CT se emplea tanto en enfermedades agudas como crénicas, proporciona informacién
complementaria a la evaluacion histoldgica, dado que la técnica no es destructiva. También se
emplean en estudios in vivo e in vitro. Los animales vivos evaltan la funcidon pulmonar y los
tejidos fijados se emplean para estudios estructurales. Recientemente los equipos de micro-CT
se han combinado con la tecnologia SPECT (Tomografia de Fotén Unico) y Tomografia por
Emision de Positrones (PET) lo que permite fusionar imagenes anatdmicas con imagenes

funcionales capturadas al mismo tiempo ademas de la posibilidad de realizar estudios dinamicos.

1.4.3 Estadios de la EPOC basados en la severidad de la enfermedad.

La iniciativa GOLD ha publicado una serie de directrices para la clasificaciéon de la severidad de
la EPOC basada en los resultados de la espirometria. Esta clasificacion es esencial para
determinar la terapia apropiada para cada paciente individual [32]. Sin embargo, esta
clasificacion no esta exenta de dificultades ya que, el grado de limitacion en el flujo aéreo de la
EPOC esta débilmente relacionado con la severidad de la sintomatologia. Ademas, en muchas
ocasiones, la presencia de EPOC no es evidente hasta los estadios 3 y 4, dificultando el

diagndstico en etapas iniciales [82].

La clasificacion espirométrica de la EPOC distingue cuatro estadios en base a la severidad de la
obstruccién del flujo aéreo: leve, moderada, severa y muy severa. Los cortes establecidos para
definir los distintos estadios son valores utilizados por su simplicidad. Un estudio en una
poblacidn aleatoria encontré que el VEF,/CVF postbroncodilatador excedia 0,70 en todos los

grupos de edad, apoyando el uso de este ratio fijo [88].

En la siguiente tabla se presentan los cuatro estadios junto con la sintomatologia asociada y los
rasgos a destacar, ya que se debe tener en cuenta que el impacto de la EPOC en un paciente
individual depende no sélo del grado de limitacion en el flujo aéreo sino también de la

severidad de los sintomas asociados, especialmente la falta de respiracion y la disminucion de
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la capacidad de ejercicio, que afectan de manera considerable la calidad de vida de los
pacientes [2].

Tabla 3. Clasificacion GOLD de los estadios de la EPOC basada en la severidad de la limitacion en el flujo aéreo y
en la sintomatologia asociada (Figura extraida de Revision GOLD, 2016 [2]).

Estadio | ] 1] v
EPOC (Leve) (Moderada) (Severa) (Muy severa)
VEF,/CVF <0,70 <0,70 <0,70 <0,70
VEF; <30% o
VEF,; > 80% 50% < VEF; <80% | 30% < VEF; < 50% VEF, <50% vy fallo
respiratorio crénico
Limitacion Leve Empeorada Mayor Severa
del flujo aéreo empeoramiento
Tos cronica. Falta de aire tras Mayor falta de aire, | Efectos en el
Sintomas Produccién ocasional esfuerzo. Tosy capacidad de corazon (cor
de esputo. produccion de ejercicio reducida, pulmonale)
esputo ocasional. | fatigay reiteradas
exacerbaciones.
Se desconoce Se busca atencién | Exacerbaciones Calidad de vida muy
Rasgos anormalidad en médica debido a reiteradas con disminuida.
funcién pulmonar. los sintomas impacto en la Exacerbaciones
respiratorios calidad de vida. ponen en riesgo la
crénicos o a vida.
exacerbaciones.

Definicion de abreviaturas: EPOC: Enfermedad pulmonar obstructiva crénica; VEF;: Volumen espiratorio forzado en
el primer segundo; CVF: Capacidad vital forzada; Fallo respiratorio: Presion de didxido de carbono en sangre arterial
(PaCO,) mayor que 6,7 kPa (50mmHg) al nivel del mar.

1.5 Patogenia de la EPOC: cambios patoldgicos y patofisiologicos

Este apartado presenta una vision global de la patogenia de la EPOC, describiendo de forma

general los cambios patoldgicos observados.

El proceso de inflamacidn crénica asociado a la EPOC es complejo, ya que involucra una amplia
variedad de células y mediadores inflamatorios. Ademas, el epitelio de las vias aéreas también

contribuye activamente en esta respuesta inflamatoria.

El humo de tabaco y otras sustancias nocivas inician un proceso inflamatorio, que en
individuos con EPOC estd anormalmente amplificado [2]. EI humo de tabaco dana
directamente el epitelio bronquial causando la liberacion de factores enddgenos, que
desencadenan una respuesta inflamatoria caracterizada por la infiltracion de células
inflamatorias en la mucosa, submucosa y tejido glandular [13]. Ademads, también aumenta la
liberacién de especies reactivas de oxigeno, a la que contribuyen el tabaco y células
inflamatorias activadas. En el epitelio pulmonar existe una serie de mecanismos antioxidantes
para neutralizar los efectos perjudiciales de las especies reactivas de oxigeno. Sin embargo,
estos mecanismos pueden estar inhibidos y, en ausencia de un equilibrio, las especies reactivas

de oxigeno causan un daio adicional en el pulmdén asi como una amplificacion de la respuesta
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inflamatoria [89]. Las consecuencias adversas del estrés oxidativo en los pulmones incluyen:

activacion de genes inflamatorios, inactivacion de antiproteasas y estimulacion de la secrecion

de moco, entre otras [2].

Humo de tabaco
Células inflamatorias
(Neutrofilos,
Macrofagos)

Disminucién de antiproteasas
a4-Antitrypsina y secrecion

de inhbidorde la
leucoproteasa

Incrementala secrecion
de moco

”“;j s

Ilsoprostanos I

I Extravasacionplasma I

Factorde
Necrosis
umoral o

NuclearFactor-xB|

+ JReclutamiento de
.. neutréfils

Activaciénde

v/

Remodelado
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Figura 10. Las consecuencias adversas del estrés oxidativo en la EPOC (Figura adaptada de Barnes PJ, 2000 [90]).

Las células inflamatorias infiltradas también liberan enzimas proteoliticos que, en caso de no

existir un equilibrio con factores antiproteoliticos, contribuyen a la formacion de enfisema a

través de la destrucciéon de componentes del tejido conectivo del parénquima. Tanto la

elastasa neutrofilica como las metaloproteinasas de matriz (MMP) destacan como importantes

proteasas que contribuyen a la patogenia de la EPOC [91].

/

Humo de tabaco
(v otros irritantes)

Mecanismos d>

amplificacién

Figura 11. Patogenia en la EPOC (Figura extraida de Revision GOLD [2]). El humo de tabaco y otro estimulos
desencadenan una respuesta inflamatoria que, junto al estrés oxidativo y al dafio proteolitico, contribuyen a los

cambios patoldgicos que caracterizan a la EPOC.
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Al considerar las células inflamatorias presentes en la EPOC, existen evidencias que indican que
los neutroéfilos son las principales células efectoras en esta enfermedad [92]. De hecho, el
patron inflamatorio de los pulmones de individuos con EPOC se caracteriza por la presencia de
un nimero aumentado de neutrdfilos (en el lumen bronquial) pero también de macréfagos (en
el lumeny en la pared bronquial y en el parénquima) y linfocitos CD8" (en la pared bronquial y
parénquima). El reclutamiento de estas células inflamatorias esta controlado por una serie de
quimiocinas, como CXCL8 y CXCL1 en el caso de los neutrdfilos. Estas células son las principales
responsables de la respuesta inflamatoria y de su amplificacion mediante la liberacién de una

serie de mediadores [2], descritos a continuacién:

Factores quimiotacticos liberados por macrdfagos alveolares, células epiteliales y neutrdfilos
que atraen células inflamatorias de la circulacion. Ambos mediadores estan aumentados en las

vias aéreas de pacientes EPOC [92].

» Leucotrieno B, (LTB,): Atrae neutrdfilos y linfocitos T.
» Interleuquina-8 (IL-8): Atrae neutrdfilos y monocitos y juega un papel principal en el

inicio y la amplificacién de la respuesta inflamatoria en la EPOC [92].

Citocinas pro-inflamatorias que amplifican el proceso inflamatorio.

» Factor a de necrosis tumoral (TNF-a): Considerado un mediador crucial en la EPOC, es
secretado por una amplia variedad de células. Ejerce multiples acciones pro-
inflamatorias como activacion de moléculas de adhesién, degranulacién de neutrdfilos,
activacion de macréfagos y transcripcion de genes inflamatorios mediante el factor
nuclear potenciador de las cadenas ligeras kappa de las células B activadas (NF-kB) y
protein quinasas activadas por mitdgeno (MAPK) [92].

» Interleuquina-1p (IL-1B): Secretada por una amplia variedad de células, incluyendo las
células epiteliales. Aumentada en sujetos con EPOC.

» Interleuquina-6 (IL-6): Secretada por una amplia variedad de células. Aumentada en

sujetos con EPOC, aunque su rol en la enfermedad no esta del todo claro.

Factores de crecimiento que interaccionan con células estructurales de las vias aéreas y del

parénquima induciendo cambios estructurales. Destaca:

» Factor de crecimiento transformante B1 (TGF-B1): Juega un papel central en el

remodelado de las vias aéreas, descrito en apartados posteriores.
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En la siguiente tabla se representan las principales células y mediadores inflamatorios

implicados en la EPOC, segun el estadio de severidad.

Tabla 4. Patron inflamatorio en los diferentes estadios de la enfermedad pulmonar obstructiva crénica (EPOC).

EPOC LEVE EPOC SEVERA EXACERBACION EPOC

Neutréfilo ++ +H+ .
Eosinéfilo 0 0 +
Mastocito 0 0 ?
Macroéfago +++ 4+ F+++
Linfocito T Tcl+ TH1+++, Tcl+++, TH17? ?
Linfocito B + +++ ?
Célula dendritica +? +? +
Quimiocinas CXCL8+, CXCL1+, MCP1 CXCL8++ CXCL8+++
Citocinas TNF-a + TNF-o ++ TNF-a +++
Mediador lipidico LTB, + LTB, ++ TNF-a +++
Estrés oxidativo ++ +++ F+++

Definicion de abreviaturas: EPOC: Enfermedad pulmonar obstructiva cronica; Tc1+: célula Tc1; CXCL8+: interleuquina
8; CXCL1+: Quimiocina CXC ligando 1; MCP1: Proteina 1 monoatractante de monocitos; TNF-a: Factor o de necrosis
tumoral; LTBy: Leucotrieno By, TH1: T helper type 1; TH17: T helper 17 .

En la siguiente figura se representan las células inflamatorias y los mediadores implicados en la

respuesta inflamatoria de la EPOC, asi como las principales consecuencias patoldgicas.
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CXCL9
CXCL10
TGF-B

“Fibroblastos

|

Fibrosis
(bronquiolos)

_
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Destruccion de la pared

alveolar (enfisema)

\‘/&/ ..23...

Hipersecrecion de moco

Humo de tabaco
y otros irritantes

Macréfagos
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CCR2

Monocitos

Elastasa neutrofilica

Figura 12. Mecanismos implicados en la inflamacion presente en la EPOC. (Figura extraida de Barnes PJ, 2011 [74]). El

humo de tabaco y otros irritantes activan a células epiteliales y macrdfagos, que liberan diversos factores

quimiotacticos que atraen células inflamatorias como: monocitos, neutréfilos y células Thly Tcl, a los pulmones. Estas

células inflamatorias, junto a macréfagos y células epiteliales, liberan proteasas como MMP-9 que origina el enfisema.

La elastasa neutrofilica también causa la hipersecrecién de moco. Ademas, las células epiteliales y los macréfagos
también liberan factor de crecimiento transformante (TGF-B) que contribuye a la fibrosis de los bronquiolos.
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Los cambios patoldgicos que se desarrollan en la EPOC afectan a las vias aéreas proximales y
periféricas, al parénquima y a los vasos pulmonares [93], tal y como se muestra en la figura.
Estos cambios patoldgicos incluyen inflamaciédn crénica, con un aumento de células
inflamatorias especificas, y cambios estructurales que resultan de procesos repetidos de

reparacion y lesion.

CAMBIOS PATOLOGICOS EN LA EPOC

Vias aéreas proximales: Traquea y bronquios (didmetro interno > 2mm).
Células inflamatorias: T Macrdéfagos, T linfocitos T CD8*, neutrdfilos o
eosinofilos escasos.
Cambios estructurales: T Células caliciformes, glandulas submucosas
alargadas (hipersecreciéon de moco), metaplasia escamosa del epitelio.

Vias aéreas periféricas: Bronquiolos (didmetro interno < 2mm).

Células inflamatorias: T Macrofagos, T linfocitos T (cps* > cDa’), 7 linfocitos B,
foliculos linfoides, ? fibroblastos, neutroéfilos o eosindfilos escasos.

Cambios estructurales: Engrosamiento de la pared bronquiolar, fibrosis
peri-bronquiolar, presencia de exudados inflamatorios en el lumen,
estrechamiento de los bronquiolos. Respuesta inflamatoria y exudado
aumentados correlacionado con la severidad de la enfermedad.

Parénquima pulmonar: Bronquiolos respiratorios y alveolos.
Células inflamatorias: T Macréfagos, T linfocitos T CD8".
Cambios estructurales: Destruccion de la pared alveolar, apoptosis de
células epiteliales y endoteliales. Enfisema.

Vasos pulmonares:

Células inflamatorias: T Macréfagos, T linfocitos T.

Cambios estructurales: Engrosamiento de la intima, disfuncién endotelial, T musculo liso —
hipertension pulmonar.

Figura 13. Cambios patoldgicos en la enfermedad pulmonar obstructiva crénica (EPOC) (Figura extraida de
Revision GOLD [2]). Estos cambios patoldgicos afectan a las vias periféricas, al parénquima y a los vasos pulmonares
y son resultado de una respuesta inflamatoria crénica asi como de procesos repetidos de lesion y reparacion.

Los cambios patoldgicos descritos conllevan cambios fisioldgicos, que contribuyen a la

sintomatoldgica caracteristica [2], como:

» Limitacién del flujo aéreo, por obstruccion de las vias aéreas, que origina la
hiperinflaciéon de los pulmones por un vaciado inadecuado durante el proceso de
expiracion. El enfisema también contribuye en este proceso.

» Anormalidades en el intercambio gaseoso que resultan en hipoxemia e hipercapnia.

» Hipersecrecién de moco que causa tos crdnica y productiva.

» Hipertension pulmonar debida a vasoconstriccion y cambios estructurales de las

arteriolas.
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1.6 Aproximaciones farmacoldgicas en la EPOC.

Las aproximaciones farmacolégicas en la EPOC tienen como objetivo reducir la sintomatologia
y el progreso de la enfermedad asi como evitar la frecuencia y severidad de las
exacerbaciones, con el fin de conseguir una mejora en la calidad de vida del paciente [2]. Por
ello, el tratamiento de la EPOC incluye una combinacién de: cese del tabaquismo, actividad
fisica y tratamiento farmacoldgico. El control y la reduccion de los factores de riesgo
constituyen un paso esencial en la prevencion de cualquier enfermedad y, por ello, se resalta
la importancia del cese del tabaquismo en la EPOC, ya que es la Unica intervencion que,
ademas de reducir el riesgo de desarrollo, también influye en su progresion [94]. En cuanto al
tratamiento farmacoldgico, a pesar del fuerte impacto de la EPOC, no existen terapias
farmacoldgicas que prevengan significativamente su desarrollo o reduzcan la mortalidad
asociada [95]. Por ello, la consecucidén de terapias que ralenticen o reviertan el curso de la

enfermedad representaria un avance importante en la terapéutica de la EPOC [94].

En este apartado se describe de forma general el tratamiento farmacoldgico de la EPOC y de
forma mas detallada a los corticosteroides por ser el grupo farmacoldgico objeto de estudio de

la presente tesis doctoral, en concreto en situaciones de corticorresistencia.
Tabla 5. Trataminto de la EPOC

TRATAMIENTO DE LA EPOC

Abandono de tabaco, actividad fisica, vacunaciones

Broncodilatadores solos o en combinacion

Asociar broncodilatadores y glucocorticoides
inhalados. rehabilitacion

Teofilina

Oxigeno domiciliario

Cirugia

1.6.1 Aproximaciones farmacoloégicas clasicas.

La aproximacion farmacoldgica generalmente aceptada estd basada en las directrices GOLD

para el manejo de la EPOC:
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Tabla 6. Terapia farmacoldgica en cada estadio GOLD de la EPOC (Figura extraida de Revision GOLD, 2016 [2]).

| 1 1] v
(leve) (moderada) (severa) (muy severa)
VEF,/CVF <0,70 <0,70 <0,70 <0,70
VEF, >80% predicho 50-80% predicho 30-50% predicho <30% predicho
Vacuna para la gripe | Vacuna para la Vacuna para la gripe, Vacuna para la gripe,
y broncodilatador gripe, brocodilatador de brocodilatador de cortay
de corta duracién, brocodilatador de cortay>1larga > 1 larga duracién cuando
cuando sea cortay>1larga duracién cuando sea sea necesario, corticoide
Tratamiento | necesario (agonista | duracién cuando necesario, corticoide inhalado si exacerbaciones
B, o anticolinérgico) | sea necesario, inhalado si repetidas, administracion
considerar exacerbaciones de oxigeno a largo plazoy
rehabilitacion repetidas, considerar en caso de fallo
respiratoria. rehabilitacién respiratorio considerar
respiratoria. rehabilitacion respiratoria
y operacién quirdrgica.

Definicion de abreviaturas: EPOC: Enfermedad pulmonar obstructiva crénica; VEF;: Volumen espiratorio forzado en

el primer segundo; CVF: Capacidad vital forzada; Fallo respiratorio: Presion de dioxido de carbono en sangre arterial

(PaCO,) mayor que 6,7 kPa (50mmHg) al nivel del mar.

Tal y como se observa en la tabla, los broncodilatadores inhalados de larga duracién (agonistas

B, y anti-colinérgicos) constituyen el pilar de la terapia farmacoldgica en la EPOC [80].
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» Broncodilatadores. Los broncodilatadores mejoran la limitacién del flujo aéreo que

caracteriza a la EPOC, ejerciendo un efecto sobre el tono del musculo liso bronquial de
las vias aéreas y, en general, son el tratamiento de eleccién inicial en la EPOC. Los
broncodilatadores de accidn larga son convenientes por ser mas efectivos en la mejora
sintomatica que los de accion corta. Ademas, la combinacion de broncodilatadores de
distintas clases farmacoldgicas puede mejorar la eficacia y disminuir los efectos
adversos, comparada con el aumento de dosis de un Unico broncodilatador [2]. Por
ello, actualmente se trabaja en la mejora de los broncodilatadores existentes asi como
en posibles combinaciones con anti-colinérgicos ya que se han descrito efectos
aditivos entre ambos [96].

En la doble broncodilataciéon [223], se utilizan dos broncodilatadores dirigidos a dos
tipos de receptores completamente distintos que actlan juntos para lograr cada uno
un efecto en un lugar diferente de los musculos responsables de la obstruccidn de las
vias respiratorias, lo que aumenta el efecto broncodilatador. Algunas de las
combinaciones de broncodilatacion dual estudiadas fueron Indacaterol/Glicopirronio o
Salbutamol/Ipatropio [224,225]. La doble broncodilatacion mejora la funcion
pulmonar, disnea, calidad de vida y previene las agudizaciones en la EPOC [223].
Agonistas B,: Los agonistas B, producen una relajacién del musculo liso bronquial

mediante la estimulacion de los receptores B2-adrenérgicos, que aumentan el
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monofosfato de adenosina ciclico (AMPc) intracelular [97], produciendo un efecto
antagonista sobre la broncoconstriccién. Se distingue dos subtipos: accién corta o
LABA (por su nombre en inglés, long-acting beta-agonists) (Fenoterol, Levalbuterol,
Salbutamol, Terbutalina) y accién larga o LABA (por su nombre en inglés, long-acting
beta-agonists) (Formoterol, Arformoterol, Indacaterol, Salmeterol, Tulobuterol). Tal y
como se observa en la tabla 5, los B-agonistas de accion corta se recomiendan como
tratamiento inicial de la EPOC, utilizdndose los de accién larga para el tratamiento de
los pacientes en estadios mas avanzados que no responden adecuadamente al
tratamiento con los anteriores.

Anti-colinérgicos: Los agentes anticolinérgicos producen broncodilatacion al reducir la
contraccién de la musculatura lisa, antagonizando el tono colinérgico endégeno. Su
principal efecto es el bloqueo del efecto de la acetilcolina en los receptores
muscarinicos [98]. Se distinguen dos subtipos: accidn corta corta o SAMA (por su
nombre en inglés, short-acting muscarinic antagonist) (Bromuro de Ipratropio,
Bromuro de Oxitropio) y accion larga o LAMA (por su nombre en inglés, long-acting
muscarinic antagonist) (Tiotropio).

Metilxantinas: En este subgrupo destaca la teofilina, que constituye un tratamiento
clasico de la EPOC. La teofilina presenta un efecto positivo sobre la fuerza del
diafragma, un aumento del rendimiento de los musculos respiratorios, una reduccién
del atrapamiento aéreo, una mejoria del aclaramiento mucociliar y una reduccién de
las agudizaciones [99]. Sin embargo, la teofilina, utilizada inicialmente como
broncodilatador, ha sido relegada por sus modestos efectos comparados con otros
broncodilatadores actuales. La teofilina ejerce su efecto actuando como inhibidor no
selectivo de fosfodiesterasa, sin embargo su utilidad es limitada dada su menor
eficacia y sus efectos adversos.

Inhibidores de fosfodiesterasa 4: En los pacientes en estadio GOLD 3 y GOLD 4 con
antecedentes de exacerbaciones y broquitis crénica, el inhibidor de la fosodiesterasa 4
rofumiflast, reduce las exacerbaciones combinado con corticoides orales. Dichos
efectos también se observan cuando rofumiflast se agrega a broncodilatadores
inhalados de accion prolongada; no se han publicado estudios comparativos con
corticostereidoes inhalados.

Corticosteroides orales: En EPOC no se recomienda en tratamiento a largo plazo con
corticosteroides orales.

Corticosteroides inhalados: En los pacientes con EPOC y un VEF<60% del valor

tedrico, el tratamiento regular con cortcosteroides inhalados mejora los sintomas, la
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funcién pulmonar y la calidad de vida ademds de que disminuye la frecuencia de las
exacerbaciones [2]. La terapia con conticosteroides inhalados se asocia a un
incremento del riesgo de neumonia. En algunos pacientes el abandono del tratamiento
con corticosteroides inhalados puede derivar en exacerbaciones. No se recomienda la

monoterapia con corticoides inhalados a largo plazo.

1.6.2 Nuevas aproximaciones farmacoldgicas anti-inflamatorias.

En los ultimos afios ha mejorado considerablemente el conocimiento de los mecanismos
celulares y moleculares implicados en la inflamacién, en los cambios estructurales y en los
mecanismos de lesion y reparaciéon que caracterizan la patofisiologia de la EPOC. Esto ha
contribuido a la identificacion de nuevas dianas terapéuticas. En este apartado se presenta una
vision global de la amplia variedad de nuevos tratamientos antinflamatorios actualmente en

desarrollo para la EPOC, representados en la siguiente figura.

Humo de tabaco (|(| ‘

(y otros irritantes) // CESE DEL TABAQUISMO

ANTAGONISTAS DE NICOTINA
Y VACUNACION

// /,/ / \ Macréfagos alveolares

Ce{ula.s ANTAGONISTAS DE

epiteliales MEDIADORES Y
S QUIMIOCINAS
CTGF

Factores quimiotacticos

e l TRATAMIENTOS ANTI-
’v Linfocito INFLAMATORIOS
Fibrobl cD8+ Neutréfilo Monocito | PDE-4, IKK-2, p38 MAPK,
loroslasto INHIBIDORES PI3Kd
AGONISTAS PPARd
1
. ANTIPROTEASAS
PROTEASAS INHIBIDORES DE NE
| INHIBIDORES DE MMP-9
Fibrosis l
B
AGONISTAS PPAR P - . oGO
Enfisema
MUCOREGULADORES

ACIDO RETINOICO
NTAGONISTAS DE EGFR

CELULAS MADRE

Figura 14. El conocimiento de los mecanismos moleculares y celulares implicados en la respuesta inflamatoria de
la EPOC es clave para la identificacion de nuevas dianas y el desarrollo de nuevas terapias (Figura adaptada de
Barnes PJ, 2010 [95]). En la figura se resaltan algunos de los nuevos tratamientos anti-inflamatorios en desarrollo
para la EPOC. Definicion de abreviaturas: TGF-81: Factor de crecimiento transformante 81; PPAR: Proliferador de
Peroxisoma Activados los Receptores; PDE4: fosfodiesterasa 4; IKK-2: inhibidor del factor nuclear kappa-B quinasa
subunidad beta; MAPK: Protein quinasas activadas por mitégenos; PI3Kd: fosfoinositoll 3 quinasa; NE: elastasa
neutrofilica; MMP-9: Metaloproteinasa de matriz 9. ; EGFR: Receptor del factor de crecimiento epidérmico.
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1.6.3 Corticosteroides.

La EPOC es una enfermedad que cursa con una reaccion inflamatoria de las vias aéreas frente a
factores desencadenantes como el humo de tabaco. De hecho, en el estudio
anatomopatoldgico del lavado broncoalveolar de pacientes con EPOC se observa un

incremento de macrdfagos, neutrdfilos y eosindfilos [205].

El uso de corticosteroides en el tratamiento de la EPOC resulta muy controvertido, existiendo
claras discrepancias entre las distintas guias disponibles, no hay consenso sobre su papel en la
terapéutica de la EPOC. Probablemente, su utilizacion en esta enfermedad, se base en la
extrapolacion de los resultados obtenidos con estos farmacos en el asma: enfermedad de base
inflamatoria, en la que los corticosteroides inhalados han demostrado su eficacia en el control
de la inflamacién; si bien, ambos procesos difieren en su presentacién clinica, sustrato

inflamatorio y tipo de lesién histoldgica.

De hecho los principales estudios realizados sobre este tema ofrecen, por el momento,
resultados contradictorios y poco concluyentes; no habiéndose observado que la
administracidn de corticosteroides inhalados reduzca el nimero de células inflamatorias ni los
niveles de citocinas en pacientes con EPOC. Siempre que esté indicada la prescripcion de
corticosteroides resulta preferible su utilizacion por via inhalatoria, al presentar por esta via

mejor perfil de seguridad.

En pacientes con EPOC avanzada, los corticosteroides son de utilidad, en el tratamiento de las
exacerbaciones. Cuando se utilicen durante un periodo largo de tiempo, la dosis empleada
serd lo mas baja posible; siendo necesario controlar la aparicidon de osteoporosis y administrar
un tratamiento preventivo, especialmente en los mayores a los 65 afos. Los corticosteroides
inhalados podrian adicionarse al tratamiento con broncodilatadores de accién prolongada en
pacientes que presenten un VEF 50 % y que hayan tenido dos o mas exacerbaciones en los

ultimos 12 meses.

1.6.3.1 Generalidades y estructura.

Los corticosteroides o corticoides son una variedad de hormonas del grupo de los esteroides
(producida por la corteza de las glandulas suprarrenales) y sus derivados. Los cocorticoides son
farmacos antiinflamatorios, antialérgicos e inmunosupresores derivados del cortisol o
hidrocortisona, hormona producida por la corteza adrenal esencial para la adaptacion al estrés
[135]. Estan implicados en una variedad de mecanismos fisioldgicos, incluyendo aquellos que

regulan la inflamacién, el sistema inmunitario, el metabolismo de hidratos de carbono, el
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catabolismo de proteinas, los niveles electroliticos en plasma y, por dultimo, los que

caracterizan la respuesta frente al estrés [135].

Los corticoides son los antiinflamatorios mas eficaces; son las Unicas drogas activas en todas
las etapas y en todo tipo de reaccion alérgica, y son efectivos inmunosupresores. Sin embargo,
también favorecen la diseminacion de infecciones y por ello deben reservarse para aquellos
casos en que otros farmacos son probadamente ineficaces o estan contraindicados. Nuevas
evidencias indican que los corticoides son mas inmunorreguladores que inmunosupresores
pues no anulan la secrecién de ciertas citocinas (IL-4, factor estimulante de colonias
macrofagicas y factor de crecimiento transformante-B); aumentan la expresién de
correceptores para casi todas las citocinas (subunidad gp-130) y optimizan el curso temporal

de la respuesta de los linfocitos T a la IL-2.

Los corticoides también producen efectos endocrinos y metabdlicos [137, 138, 143], la mayoria
son tiempo-dependientes pues aumentan su actividad ante exposicion prolongada.

Una consideracion especial merece el surfactante pulmonar; los glucocorticoides inducen
quinasas especificas para sintesis de fosfolipidos en el pulmén gestante. El estrés preparto
desencadena la elevacién de glucocorticoides maternos y éstos activan la maduracion
pulmonar para su adaptacidén aérea. En partos prematuros, la inyeccién de glucocorticoides
acelera el proceso madurativo y en la mayoria de los casos revierte el distrés respiratorio del

neonato (SDRI o enfermedad de la membrana hialina).

Tanto las hormonas corticoideas como los farmacos corticoideos atraviesan facilmente la
membrana celular por su alta liposulibilidad y se unen a receptores citoplasmaticos
especificos. Estos se caracterizan por tener dos puntos de unidn, uno al glucocorticoide y otro

al ADN celular [142].

Con la unidon el receptor éste se activa y se forma el complejo glucocorticoide-receptor
activado que atraviesa la membrana nuclear, se une al ADN y como consecuencia estimula la
transcripcion de ARN mensajero a ARN ribosomal, que ejerce su accidn en diferentes
orgdnulos celulares, activando o inhibiendo el funcionamiento de procesos enzimaticos

celulares de acuerdo con el tipo de tejido donde ejercen su accién [140, 142].

Existen dos tipos de receptores nucleares a través de los cuales ejercen su accion los GC: el
receptor glucocorticoide (GR, antiguamente llamado tipo IlI) y el mineralocorticoide (MR,
antiguamente llamado tipo 1). Los receptores MR tienen la misma afinidad por los gluco y los
mineralocorticoides y no estan tan ampliamente distribuidos como los receptores GR, que son
exclusivos de los glucocorticoides y estan presentes en las células de multitud de drganos,

incluido el cerebro.
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Receptor mineralocorticoide (MR)

Receptor glucocorticoide (GR)

Proteina 984 aa, pm 107 kDa,
2 isoformas: MR-A y MR-B (la B tiene 15 aa
en el extremo N terminal por
diferente promotor)

Gen codificante NR3C2 en 4q31.1
Alta afinidad (Kd = 0.5-2 nM)

Ligandos endégenos:
Aldosterona, cortisol y corticosterona
Agonista: Fludrocortisona
Antagonista: Espironolactona

Ubicacion restringida:
Tejidos de recuperacion de Na+
(TCD, colon, glandulas salivales)

SNC (cortezas limbicas e hipotalamo)

Ocupado casi todo (90%) a
bajas concentraciones

Proteina de 777 aa, pm 94 kDa,
2 isoformas: GR-o y GR-f(difieren en
exon 9, la B tiene 15 aa menos en el
extremo C terminal)*

Gen codificante NR3C1 en 5q31-32
Baja afinidad (Kd = 10-20 nM)
Ligandos endégenos:
Cortisol y corticosterona

Agonista: Dexametasona
Antagonista: Mifepristona

Ubicaciéon amplia en todos los tejidos

Ocupado al pico matinal (30%) y casi
todo (90-95%) bajo estrés

* se supone que GR- es constitutivo nuclear y actua como antagonista de GR-o, aunque nuevas evidencias

indican que activa también otros genes.

Figura 15. Tipos de receptores glucocorticoides (Figura extraida de la revision de Serra H. et al. [137])

La regulacion promovida por los GC puede ser positiva si produce un aumento en la sintesis de
una determinada proteina o negativa si la inhibe. Esta accidn reguladora se ejerce mediante la

interaccién directa del GR con el ADN o con otras proteinas nucleares.

La estructura primaria de GR y MR muestra tres dominios [140, 141, 142]: el extremo N-
terminal (NTD), la region intermedia o dominio de unién al ADN (DBD) y el extremo C-terminal

o dominio de unidn al ligando (LBD).

HN- NTD |DBD| LBD | -cooH
Union a HSP90 in
Activacién de la funcion (AF) Tl Ex
Dimerizacién H B

Fig 16. Estructura primaria del GR-a, mostrando los tres dominios funcionales: el NTD o dominio N-terminal que
contiene la regién de activacion AF-1; el DBD o dominio de unién al ADN con los “dedos de zinc” caracteristicos y
que contiene las secuencias de dimerizacién y de localizacién nuclear (NLS), y el LBD o dominio de unién al ligando
que contiene el bolsillo que encierra al corticoide, otra secuencia de dimerizacién y la regién de activacion AF-2. Los
limites del bolsillo del ligando circunscriben los sitios de unidn a chaperonas y hsp90. (Figura extraida de la Revision
de A. Serra et al.[135])
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Existe diferencia de accion entre los distintos glucocorticoides, todos provocan el mismo
efecto; sin embargo, cada uno tiene diferente potencia, latencia y duraciéon de accion [137,
138]. Las modificaciones quimicas, fundamentalmente la halogenacidn, reducen la potencia
mineralocorticoide y aumentan la glucocorticoide; esto se correlaciona con la afinidad por sus

receptores. De acuerdo al efecto terapéutico se clasifican como de accion:

» Corta, duracién entre 6-12 horas: hidrocortisona.
» Intermedia, duracién entre 12-36 horas: prednisolona, metilprednisolona,
triamcinolona y deflazacort.

» Prolongada, duracion entre 36-72 horas: dexametasona y betametasona.

Tabla 7.Potencias de algunos glucocorticoides de uso sistémico (Tabla extraida de la Revisidn de Serra et al.[135]).

Farmaco Potencia Potencia Dosis equivalente
glucocorticoide mineralocorticoide (mg)
Cortisona 0.80 0.80 25
Hidrocortisona 1 1 20
Deflazacort 2.80 0 7
Prednisona 4 0.80 5
Metilprednisolona D 0.50 4
Triamcinolona O 0 4
Dexametasona 30 0 0.75
Betametasona 35 0 0.60

1.6.3.2 Mecanismo de accion.
Los glucocorticoides (GCs) son reguladores fundamentales de una amplia variedad de
procesos, incluyendo la homeostasis metabdlica, proliferacién celular, respuestas inflamatoria

e inmune.

Debido a su pequefio tamafio y a la naturaleza lipofilica, los Glucocorticoides difunden
libremente a través de la membrana celular y se unen al Dominio de Union del Ligando (LBD)
de GR. Los GCs ejercen sus funciones mediante la unién a su receptor intracelular, el receptor
de glucocorticoides (GR), que es un factor de transcripcién inducible por ligando que pertenece
a la superfamilia de receptores nucleares. En ausencia de su ligando, GR reside
predominantemente en el citoplasma, donde esta secuestrada en un complejo multimérico de

chaperonas formado por la proteina de choque térmico o “heat-shock” 90 (hsp90), hsp70,
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hsp90 de unidn a proteinA p23, inmunofilinas y otros factores que evitan su degradacion y
ayudan en su maduracién. Tras la unién del ligando, GR se transloca al nucleo, donde actua
como un factor de transcripcion homodimérico que se une al Elemento de Respuesta de
Glucocorticoides (GRE) en regiones promotoras de genes GC-inducible o como una proteina
monomeérica que coopera con otros factores de transcripcidon para inducir la transcripcion.

Ambos procesos se denominan transactivacion.

Ademas de la induccion y la transcripcion de genes, GR monomérica también puede reducir la
transcripcion por la transrepresion, es decir, mediante la inmovilizacién de otros factores de
transcripcion, tales como el factor-kappa B nuclear (NF-kB) y activador de la proteina-1 (AP-1).
Ademas, la represidon de los genes reguladores de GC, como la osteocalcina, puede ser
mediada por la unién de homodimeros de GR a GREs negativos (nGREs) en sus regiones
promotoras. Aunque GR inactivo se encuentra principalmente en el citoplasma, no esta
estrictamente compartimentado. GR y otros receptores de esteroides (SR) son lanzados
continuamente entre el nucleo y el citoplasma a través del complejo de poro nuclear (NPC).
Ambas formas activadas por ligando y no activadas de GR son constantemente transportadas
entre el nucleo y el citoplasma, lo que permite a GR actuar dindmicamente como un sensor.
Sin embargo, es el ratio de importacion y exportacion lo que determina donde se encuentra

mayoritariamente GR dentro de la célula [226].

Cuando GR se une a su ligando, varias quinasas pueden fosforilar bajo diferentes condiciones.
Estas quinasas incluyen quinasas dependientes de ciclinas (CDK), glucdgeno quinasa sintasa 3
(GSK3) y proteinas quinasas activadas por mitégeno (MAPKs). Las fosforilaciones pueden
afectar positiva o negativamente a la translocacidn nuclear y a la actividad transcripcional de
GR. Por ejemplo, Ser203 y Ser211 estan fosforilados por CDK5 a una mayor medida en
presencia de GCs, y esto conduce a una importacion nuclear de GR y por lo tanto un aumento
de su actividad de transcripcidon. Sin embargo la fosforilacion de Ser226 por c-Jun N-terminal
quinasa (JNK) regula negativamente la actividad de GR mediante el aumento de su exportacion

nuclear [226].

Ademas, la oxidacion de GR también puede influir en su transporte nuclear, como sucede por
la oxidacidn de cisteina 481, lo que dificulta su importacidon nuclear. Es probable que otras

modificaciones después de la traduccion puedan influenciar la localizacion de GR.

En general se ha creido que cuando GR se une a su ligando se disocia del complejo chaperona
hsp90 de una manera dependiente de la temperatura y se mueve al nucleo. Sin embargo,
estudios recientes contradicen esta teoria y sugieren que la disociacion de la chaperona del

complejo con GR no precede a la translocaciéon nuclear, pero que se necesita el complejo
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chaperona para la rapida y eficiente translocacion. De hecho, se ha demostrado que los
componentes de la maquinaria chaperona multimérica estan involucrados en el trafico de GR.
Varios estudios realizados con el inhibidor de la Hsp90 geldanamicina indican que la Hsp90

tiene un papel fundamental en la promocién de la movilidad nuclear de GR [226].

+FKBP52

‘ -FKBP51
3 FKBP51
i hsiso >

D |; i
dynein QQ [importins cytoskeleton
&> nucleoporin

Figura 17. Mecanismo de importacion nuclear de GR. Figura extraida de la revisién de Sofie Vandevyver et al del
2012 [226]. Translocacion de GR mediada por chaperona a lo largo de los microtibulos. Importinas o/ B, 7, 8,13 y la
nucleoporina NUP62 obligan a la NLS (Sefiales de Localizaciéon Nuclear) de GR. Importinas o / B y NUP62 también se
puede unir p23, hsp90 y FKBP52 para facilitar la importacién nuclear de GR a través del NPC (Complejo de Poro
Nuclear). HC : cadena pesada de dineina, IC :entre cadenas.

1.6.3.2.1 Induccidn de la expresién génica

Los corticosteroides activan varios genes anti-inflamatorias e inhiben muchos genes
inflamatorios, pero también pueden modular la inflamacién a través de mecanismos

adicionales a nivel post-transcripcional.

La union del GR a un GRE enciende (o de vez en cuando desconecta) la transcripcion de genes
mediante la interaccién con una molécula coactivadora de la transcripcion, tales como CREB
(elemento de respuesta a AMP ciclico proteina de unién), que tiene actividad de histona
acetiltransferasa intrinseca, lo que resulta en el acetilacion de las histonas centrales que estan
asociadas fisicamente con el ADN, lo que se traduce en activacién de genes que se activan por los
corticosteroides incluyendo genes que codifican para los receptores 82-adrenérgicos, las proteinas

antiinflamatorias, cremallera de leucina y la proteina quinasa fosfatasa activada por mitégeno 1
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(MKP-1). Por ejemplo, en pacientes asmaticos tratados con budesonida inhalada aumenta la
expresion de cremallera de leucina inducida por glucocorticoides. Estos efectos podrian contribuir
a las acciones antiinflamatorias de corticosteroides mediante interaccion GR con GREs negativos o
GREs que cruzan el sitio de inicio de la transcripcion podria suprimir la transcripcién de genes, y

este mecanismo podria ser importante en la mediacién de los efectos de los esteroides

Los homodimeros en el nicleo siguen varios destinos [136, 138, 139, 143, 144]: Se unen a
secuencias consenso sobre el ADN ubicadas unos 300 a 3 000 pares de bases corriente arriba
desde el promotor de los genes regulables. La formacidn de dimeros se explica porque los

consensos son palindromos. Tal unién provoca:

Induccién de genes como anexina | (o lipocortina), proteinas del complejo kB, enzimas
gluconeogenéticas (PEP carboxiquinasa), transaminasas, factores de transcripcidn, chaperonas,
moléculas de adaptacion, enzimas de sintesis de surfactante, receptores, transportadores y
canales idnicos. En este proceso los GR-GR se unen a elementos de respuesta al

glucocorticoide (GRE) provocando la apertura de la cromatina y la sintesis de mARN.

Metabolismo prerreceptor
$
Hepatocito H Tabulo distal
11p HSD 118 H E
: tipo 1 tipo II . Acciones
Oovieons > Cortisol /  scciones Co >Cortisona ' mineralo
glucocorticoides : corticoides
A\

Cortisol —/ Aldosterona - /

Mecanismo de accién
A- mecanismo genémico clasico B- mecanismos antiinflamatorios
Menor diopédesis, gmm
» R:_“”g 4 mf:“\' " fagocitosis yn;'avnmhdon N“B

-

oc 88@:, | sheo
T aer | r%Q"'Anomr-(i/
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Fig. 18. Arriba: Metabolismo prerreceptor y mecanismo de accién corticoide segtin los tejidos. Las enzimas 11b-
HSD activan o inactivan al cortisol (hidrocortisona); de esta forma la isoenzima Il evita las acciones
mineralocorticoides del cortisol a nivel del tubulo contorneado distal pues el MR es muy afin por la molécula
mencionada. Abajo: Un glucocorticoide -GC- (izquierda) se une a su receptor e inicia acciones gendmicas al
translocarse al nticleo, esto induce o reprime genes de respuesta corticoide, como los vinculados a la inflamacion
(derecha), produciendo los efectos tipicos de estos farmacos. AP- 1: Dimero c-fos/c-jun; CREB: Proteina de union al
CRE o elemento de respuesta al AMPc; GRE: elemento de respuesta glucocorticoide; I1kB: Inhibidor del NFkB; NFkB:
Factor nuclear kB; PLA2 : Fosfolipasa A2

59



1. INTRODUCCION

1.6.3.2.2 Supresion génica.

La principal accion de los corticosteroides en la supresion de la inflamacién es inhibir multiples
genes inflamatorios activados que codifican para citocinas, quimiocinas, moléculas de
adhesion, inflamatorias, enzimas, y receptores. Estos genes inflamatorios son activados por
factores de transcripcion proinflamatorios, tales como el factor nuclear kB (NF-kB) y el
activador de la proteina 1 (AP-1), ambos son por lo general activados en las vias respiratorias

de los pacientes con asma y los pacientes con EPOC.

Interactian con moléculas correpresoras para atenuar la asociada a NF-kB, invirtiendo asi la

acetilacion de histona y la remodelacién de la cromatina.

El GR es acetilado en la unién de corticosteroides, y esto parece ser necesario para la unién a
GREs, mientras que necesita ser desacetilado por HDAC2 asociar con el complejo NF-kB y asi

suprimir los genes inflamatorios

Tambien median la represién de genes como proopiomelanocortina, prolactina,
somatotrofina, osteocalcina, proteinas de ritmo circadiano y de control del ciclo celular. Para
esto, los GR-GR se unen a elementos de respuesta negativa al glucocorticoide (nGRE) que

activa el empaquetado de la cromatina.

Inhibiciéonn de la produccién y secrecion de citocinas proinflamatorias como interleukina (IL)-1,
IL-2, IL-3, IL-5, IL-6, IL-8, IL-12, factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a), interferén gamma (IFN-
g) y factor estimulante de colonias granulociticas y macrofagicas (GM-CSF), por interferencia

directa sobre las cascadas y mecanismos gendmicos.

1.6.3.2.3 Otros mecanismos.

Los glucocorticoides, como otras hormonas esteroides [148], muestran actividad no gendmica

[137]. Se deben la inhibicion de:

» Acumulacién de macrdfagos y neutrdéfilos en focos inflamatorios, por reprimir la
expresion de las moléculas de adhesion endoteliales y la sintesis del activador de
plasminégeno.

» Sintesis y liberacidon de autacoides y de enzimas lisosomales en las reacciones de fase
aguda.

» Degranulacion y respuesta de los mastocitos a la IgE.

> Expansion clonal y citotoxicidad espontanea mediada por células T.

60



1. INTRODUCCION

» Secuestran otros activadores transcripcionales como AP-1, CREB, STAT o NFkB,
ocasionando una represidn indirecta de ciertos genes proinflamatorios como

ciclooxigenasa 2 (COX-2), 6xido nitrico sintasa inducible (iNOS) y metaloproteasas.

Mecanismos adicionales pueden contribuir a las acciones de los corticosteroides. Los
corticosteroides tienen efectos inhibitorios potentes sobre las vias de sefializacion MAPK a
través la induccion de MKP-1, y esto podria inhibir la expresion de multiples genes
inflamatorios en pacientes con asma y EPOC. Algunos genes inflamatorios, tales como TNFaq,
suelen tener mRNA inestable que se degrada rapidamente por ARNasas especificas pero se
estabilizan cuando las células son estimuladas por mediadores inflamatorios. Los
corticosteroides revierten este efecto de manera que hay una rapida degradacion de mRNA y

una reduccién de la secrecién de proteinas inflamatorias.

Esto puede ser mediado a través de la expresidn génica aumentada de las proteinas que

desestabilizan los ARNm de las proteinas inflamatorias.

Es decir, la unién de estas moléculas al GRa induce su translocacién al nucleo, donde dimeriza
constituyéndose un factor de transcripciéon para el dominio de expresion del receptor de
glucocorticoides. La unién a este dominio activa la transcripcién de genes anti-inflamatorios e

inhibe la de genes pro-inflamatorios.

") Corticosteroide

1

Receptor Glucocorticoide

trans-activacion

ﬁﬁwﬁ’f A

trans-represion

cis-represion

ﬁAW:',

GRE GRE negativo
Antiflamatorio efectos secundarios 1 Inflamacién
4 Annexin-1 POMC Cytokines

SLPI CRF-1 Chemokines

MKP-1 Osteocalcin Adhesion molecules
Keratin Inflammatory enzymes
Inflammatory receptors
Inflammatory proteins

Figura 19 Los corticosteroides reducen la inflamacion mediante activacion o represion génica. El esquema
representa las diferentes vias de transcripcion génica por la que los corticosteroides ejercen su funcién anti-
inflamatoria. Tras atravesar la membrana celular, el corticosteroide se une al Receptor de Glucocorticoides, que se
transloca al nucleo y forma homodimeros. Estos homodimeros de GR se unen a los dominios GRE que codifica para
proteinas anti-inflamatorias o bloquean a moléculas co-activadoras como CBP que transportan factores de
transcripcion pro-inflamatorios como NF-kB. Adaptado de la referencia
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1.6.4 Tratamiento combinado corticosteroides/ broncodilatadores inhalados:

La combinacién inhalada de corticosteroides con Agonistas-f, de acciéon prolongada es mas
efectiva que cualquiera de los dos componentes adminitrados individualmente para mejorar la
funcién pulmonar, el estado de salud y para reducir las exacerbaciones en pacientes con EPOC

de moderada a muy grave.

Los corticosteroides inhalados constituyen el principal tratamiento anti-inflamatorio de
pacientes con asma. En la EPOC se utilizan en combinacién con broncodilatadores de larga
duracion. Sus efectos en pacientes con EPOC son controvertidos y, por ello, estdn limitado a
indicaciones especificas, como en el caso de pacientes con EPOC avanzada por su utilidad en el
tratamiento de las exacerbaciones [100]. Se distinguen corticoides inhalados (Beclometasona,

Budesonida, Fluticasona) y sistémicos (Prednisona, Metilprednisolona).

Sin embargo, actualmente existen dudas de si realmente el tratamiento de la EPOC con
broncodilatadores, corticoides o ambos modifica el curso de la enfermedad. Se piensa que su
principal beneficio radica en la mejora de la sintomatologia, especialmente en la limitacidn en
el flujo aéreo, pero no parece que tengan un efecto sustancial en la modificacién del progreso
de la EPOC. Por ello, actualmente se estan investigando otras aproximaciones farmacoldgicas

dirigidas a los mediadores inflamatorios como diana terapéutica.

La combinacidon mas comun es Furoato de fluticasona (corticosteroide sintético trifluorinado
con una potente actividad antiinflamatoria).con salmeterol o. (agonista selectivo P2-
adrenérgico de accién prolongada (LABA)). El efecto farmacolégico de los farmacos agonistas
B2-adrenérgicos son al menos en parte atribuibles a la estimulacion de la adenilato ciclasa
intracelular, la enzima que cataliza la transformacién de la adenosin trifosfato (ATP) a la
adenosin monofosfato - 3’,5’ ciclico (AMP ciclico). El aumento en los niveles del AMP ciclico
produce la relajacién del musculo liso bronquial y la inhibicidon de la liberacion de mediadores

de la hipersensibilidad inmediata de las células, especialmente de los mastocitos.

Se han descrito en numerosos estudios [150,151,152] que se producen interacciones
moleculares entre los corticosteroides y LABAs, por las que los esteroides activan el gen del
receptor 2 aumentando el numero de receptores y la sensibilidad, y los LABAs preparan al
receptor glucocorticoide para la activacion dependiente de esteroides y aumentan la
translocacién nuclear celular. Estas interacciones sinérgicas se reflejan en un aumento de la
actividad anti-inflamatoria, que se ha demostrado in vitro e in vivo en una variedad de células

inflamatorias relevantes para la fisiopatologia del asma y EPOC. En estudios de biopsias de las
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vias respiratorias con furoato de fluticasona y vilanterol se ha demostrado también la sinergia

entre corticosteroides y LABAs a las dosis clinicas de los medicamentos en pacientes con EPOC.

Los estudios TORCH [134] y UPLIFT [149] son, probablemente, los ensayos clinicos mas
ambiciosos realizados en la enfermedad pulmonar obstructiva crénica (EPOC).
Desafortunadamente, los objetivos principales no se cumplieron. Comparado con placebo, la
terapia combinada de salmeterol y fluticasona no redujo de forma significativa la mortalidad
por todas las causas, y el tiotropio tampoco consiguié enlentecer el deterioro de la funcidn
pulmonar a lo largo de 4 afios. Sin embargo, el analisis cuidadoso de los resultados minimiza la
desilusion inicial e invita al optimismo moderado por cuanto ambos ensayos muestran una
disminucidon en el nimero de exacerbaciones, una mejora en la calidad de vida relacionada con
la salud (CVRS) vy, en lineas generales, un buen perfil de seguridad a lo largo del tiempo.
Ademas, se observan algunas sefiales beneficiosas en términos de supervivencia. Este aspecto
abre nuevas expectativas por cuanto sugiere que mas alla de la funcidn pulmonar existen otras
dianas terapéuticas de importancia prondstica. Analizados en su conjunto, el estudio UPLIFT y
el TORCH confirman y enfatizan el papel pivotal de los broncodilatadores de accién prolongada
en el manejo de la EPOC. Los corticoides inhalados, administrados en monoterapia, aunque
reducen exacerbaciones y mejoran la CVRS, no parecen aportar beneficios sobre la
supervivencia y, por el contrario, incrementan el riesgo de efectos secundarios. No obstante,

cuando se asocian al tratamiento broncodilatador, parecen potenciar sus beneficios.

El estudio TORCH (TOwards a Revolution in COPD Health) fue un gran estudio prospectivo y
aleatorizado realizado en pacientes con EPOC. A parte de destacar por su objetivo principal:
valorar los beneficios de la sinergia de corticosteroides inhalados con agonistas beta2, el
estudio también destaco por ser la primera vez que se evalud el impacto de un tratamiento, no
solo sobre el VEF1, sino también sobre la mortalidad, abriendo las puertas a un nuevo enfoque

en el manejo de esta enfermedad.

Pese a esta escasa respuesta, una revision reciente sugiere que los corticoides inhalados, solos
0, mas probablemente, en combinacion con broncodilatadores beta-adrenérgicos de accidn
prolongada, pueden reducir la mortalidad global de los pacientes con EPOC hasta en un 27%
[20]. El mecanismo de mejora no esta establecido, sin embargo los autores sostienen que la
reduccion en el numero de las exacerbaciones en pacientes con EPOC moderada y grave

podria ser una explicacion [153].
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Figura 20. Disefio del estudio TORCH "TOwards a Revolution in COPD Health". Estudio de supervivencia. El objetivo
de este estudio fue determinar el impacto de la combinacion de salmeterol/propionato de fluticasona (SFC) y el uso
individual de ambos farmacos por separado en la supervivencia de los pacientes con EPOC

Se trata de un estudio multicéntrico, aleatorizado, doble ciego, de grupos paralelos, controlado con placebo. En el
que se incluyeron 6.200 pacientes con EPOC moderada a grave fueron asignados al azar tratamiento combinada SFC
(50/500 mg), fluticasona, propionato de metilo (500 mg), salmeterol (50 mg) o placebo durante 3 afios . El principal
punto final fue la mortalidad por todas las causas; criterios secundarios de valoraciéon fueron la morbilidad
relacionada con la EPOC, tasa de exacerbaciones y el estado de salud.

1.6.5 Otros tratamientos farmacoldgicos.

1.6.5.1 Vacunas:

La vacunacién puede reducir de manera significativa la morbimortalidad en pacientes EPOC en
un 50% [206, 207] y es altamente recomendable en pacientes EPOC de avanzada edad [208].
Concretamente la vacuna neumocécica se recomienda en pacientes EPOC mayores de 65 afios
y ha mostrado una reduccidn de la incidencia de la neumonia comunitaria adquirida en

pacientes mas jovenes de 65 afios pero con un VEF1 predicho < 40% [209].

La vacuna para influenza virus también se ha asociado a una reduccion en el riesgo de

mortalidad de pacientes EPOC [210].

1.6.5.2 Terapia al-antitripsina

El tratamiento con AAT purificada es recomendado por las principales sociedades cientificas
(American Thoracic Society, European Respiratory Society y la Sociedad Espafiola de
Neumologia y Cirugia Toracica) en los pacientes con enfisema pulmonar con un déficit de AAT

grave y con fenotipo homocigoto PiZZ o variantes raras deficitarias.

Sus criterios de inclusion y exclusién estan bien definidos en las normativas especificas [211].
Se trata de un tratamiento muy caro y no disponible en todos los paises, por eso previamente

a su administracidn todo paciente con EPOC, y en especial si se trata de un fenotipo enfisema,
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debe tener al menos una medicidn de sus concentraciones de AAT sérica para confirmar la

idoneidad del tratamiento.

1.6.5.3 Antibidticos

Se ha demostrado que el uso de antibidticos de modo profilactico en pacientes EPOC, no tiene
ningun efecto sobre el nimero de exacerbaciones. Estudios basados en la eficacia de la
quimioprofilaxis antibidtica durante los meses de invierno durante un periodo de 5 afios

concluyeron que no existen beneficios [212].

1.6.5.4 Mucoliticos
El empleo de agentes con accidn mucolitica resulta un tema controvertido ya que aunque su

uso pueda dar lugar a un ligero descenso del nimero de episodios de exacerbaciéon en

pacientes con EPOC, las evidencias disponibles en este sentido son limitadas [213, 214].

La utilizacion de mucoliticos podria considerarse, especialmente, en pacientes con EPOC
estable que presentan tos productiva crénica, aunque al parecer los beneficios observados son
escasos [215]. Reservandose el tratamiento continuado para aquellos pacientes que presenten
una mejoria clinica evidente en términos de reduccidon de la frecuencia de tos y de la

produccion de esputo.

1.6.5.5 Agentes antioxidantes
Los antioxidantes y en particular N-acetil cisteina, han demostrado en estudios recientes que
reducen la frecuencia de las exacerbaciones, su administracion podria tener por tanto un

importante rol en el tratamiento de pacientes con exacerbaciones recurrentes [216].

1.6.5.6 Antitusivos
La tos aunque es un molesto sintoma en los pacientes EPOC, posee un papel protector
significativo [217]. Por ello, el uso regular de antitusivos en pacientes EPOC no estd

recomendado.

1.7 Corticorresistencia en la EPOC.

En muy raras ocasiones, los pacientes asmaticos son completamente resistentes a los
corticosteroides, incluso en dosis orales altas. La mayoria de pacientes con Enfermedad
Pulmonar Obstructiva Crénica (EPOC) (aunque hay algunos pacientes con “El sindrome del
solapamiento”, aquellos que tienen caracteristicas de asma y muestran una respuesta
terapéutica a los corticosteroides) son resistentes incluso altas dosis de corticosteroides

inhalados u orales. De hecho, hay algunas similitudes entre la inflamaciéon de las vias
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respiratorias observada en los pacientes con asma grave y aquellos con EPOC, lo que podria
indicar que hay varios mecanismos comunes de resistencia a los esteroides entre estas dos
enfermedades. La aparicion de resistencia a los esteroides no se limita solo a patologias
respiratorias sino que es una caracteristica de varias enfermedades inmunes e inflamatorias,

incluyendo artritis reumatoide, enfermedad inflamatoria intestinal, y lupus sistémico [230].

Son muiltiples los estudios que ponen en evidencia la perdida de respuesta con el tiempo a los
corticoides en varias enfermedades inflamatorias, entre ellas la EPOC. Cuatro grandes ensayos
clinicos controlados de 3 afios de duracion en corticosteroides inhalados han demostrado poco
efecto en reducir la progresion de la EPOC, puesto que no frenan, al menos de forma significativa,
el descenso acelerado del FEV1, aunque hay una reduccion en el nimero de exacerbaciones
[154,157]. Ni los corticosteroides inhalados ni orales suprimen la inflamacién en los pulmones, y los
macrofagos alveolares parecen ser resistentes a los GCs. Ademas, se ha sugerido que la inflamacién
neutrofilica que caracteriza la EPOC, a diferencia de la inflamacidon que caracteriza el asma
eosinofilica, es insensible a los GCs. La pobreza de estos resultados parece indicar una cierta
resistencia activa de los corticoides en la EPOC, al menos a nivel pulmonar. De hecho, dosis altas de

estas sustancias fallan en reducir citocinas y quimosinas [158].

Por otro lado como ya ha sido comentado, la combinacidon de un esteroide y de accidn
prolongada B2-agonista se administra mediante inhalacién son mds eficaces que cualquier

farmaco solo, y podria haber algo de sinergia molecular entre estos agentes.

Estudios recientes han propuesto la existencia de un perfil especifico de mediadores
inflamatorios moleculares que son resistentes al efecto de los corticosteroides. Entre el perfil
molecular diferente, neutréfilos y monocitos humanos de pacientes sanos y EPOC pueden
mostrar resistencia corticoide para la secrecion y la Expresion de IL1B, IL-8, IL-18, TNF, GM-CSF,

CCL-5, MMP-2 y MMP -9 entre otros [232, 233].

1.7.1 Mecanismos de corticorresistencia.

Han sido identificados varios mecanismos moleculares que permiten explicar la pérdida de la

eficacia antiinflamatoria de los corticosteroides.
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Tabla 8. Mecanismos de corticorresistecia. ERK, Extracellular signal-regulated kinase; MAP, mitogen-activated
protein; MIF, macrophage migration inhibitory factor; Treg, CD41 regulatory T cell. (Tabla modificada de la revisidon

de Peter J. Barnes [230])

Mecanismos moleculares de corticorresistencia en pacientes asmaticos y

pacientes con EPOC

* Aumento de expresion de GRB
* Modificacion de GR
N Fosforilacion | Translocacion nuclear
N p38MAPKa por IL-2 plus IL-4 or IL-13
1 p38MAPKy
™ INK1
N ERK
J MKP-1
J PP2A
Nitrosilacion: I NO a partir de la NO sintasa inducible
Ubiquitination: 1> degradacion por proteasoma
*Acetilacion de histonas defectuoso
Jacetilacion de la lisina-5 en la histona 4 en pacientes con asma grave
{ HDAC-2 en pacientes con EPOC, asma grave y fumadores
N Estrés oxidativo
N Activacion PI3Ky

*Resistenciaglucocorticoide familiar

* Mecanismos inmunitarios
J células Treg ({, IL-19, | Vitamina D3)
N TH17 (IL-17

* Aumento de los factores de transcripcion proinflamatorios

AP-1, JNK

1.7.1.1 Aumento de expresion de GR-6.

Los posibles mecanismos a los que se le ha atribuido la falta de respuesta a estos farmacos son
multiples. El primero en el tiempo sobre el que mas se ha investigado se centra en las dos
isoformas de los receptores GR. Existen dos formas de receptores GRa y B [165]. Ambas
formas a y B-GR estdn presentes en todos los tejidos que se han investigado [166,167]; sin

embargo la capacidad de uniéon de su ligando a GRa ha sido el objetivo principal de
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investigacion [165, 167]. Los niveles de expresidn de GR varian entre tipos celulares y entre
individuos, pero en todos los casos los niveles de expresion de mRNA a-GR han sido mayores
que los observados en GRB [167]. Esta descrito la existencia de dos isoformas de a-GR : al y a2,
mediante Northern-blot se determinaron pequefias diferencias en su estructura sin embargo la
traslacién de ambas tiene como resultado las mismas proteinas de GR. El hecho de que se
expresen en muchos tipos celulares indica que juega un rol importante en la respuesta a
glucocorticoides. Ha sido demostrado que GRB actia como dominio negativo inhibiendo la
trascripcion de la actividad de GRa en un ratio menos a 1. Una expresion mayoritaria de B-GR-
MRNA sobre a-GR-mRNA explicaria la perdida de respuesta a corticoides en casos de

corticorresistencia observados en asmay EPOC

Ya en 1998 S.H.Korn [164] y colaboradores demostraron como en células epiteliales
bronquiales los niveles de ARNm de a y B-GR fueron mas bajos en pacientes EPOC sin
tratamiento con glucocorticoides (EPOC-GC) que en los pacientes control. .Sin embargo los
niveles de ARNm de GR fueron similares (ligeramente mas altos) entre los pacientes EPOC que

si fueron tratados con glucocorticoides (EPOC+GC) y el grupo de control.

1.00'r; T I

\
050 | ‘ ‘,
b | i :
0.00' .. .

Fumadores No Fumadores Fumadores No Fumadores

o B

S S -
Control EPOC-gcs EPOC+gcs

Figura 21. La expresion de GR-mRNA de células epiteliales bronquiales es menor en los fumadores y en pacientes
EPOC. En pacientes EPOC tratados con glucocorticoides se produce un aumento de la expresion del receptor GR

tanto a como B. Media+SD (figuras extraidas de la revisiéon de S.H. Korn y col. [164].

Jeffrey C. Webster [168] y colaboradores demostraron como las citocinas proinflamatorias
regulan la expresion del gen del receptor de glucocorticoides y dan lugar a la acumulacién de la
isoforma 3 que es un modulador negativo. En este estudio utilizan dexametasona (uno de los
farmacos empleados en el desarrollo de esta tesis doctoral) para estudiar el mecanismo de

generacion de resistencia a glucocorticoides. Debido a que
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El aumento de expresion GRp ha sido descrito en pacientes con asma resistente a GC. GRp es
inducida por citocinas proinflamatorias y tiene la capacidad de competir por la unidén de GRa a
GREs, actuando asi como un inhibidor. También se incrementa por superantigenos
microbianos, tales como enterotoxina estafilocécica, lo que podria dar cuenta de resistencia a
los esteroides en algunos pacientes con asma. La activacidn excesiva de AP-1 podria ser un
mecanismo de resistencia en pacientes asmaticos (y posiblemente de los pacientes con EPOC),
ya que la AP-1 interacciona fisicamente con el GR, de ese modo la prevencion de su union a

GREs y otros factores de transcripcion.

1.7.1.2 Modificacion de GR.

Posteriormente se han ido identificado varios mecanismos moleculares distintos que
contribuyen a la disminucion de los efectos antiinflamatorios de los glucocorticoides. Otro
mecanismo que puede desarrollar corticorresistencia es la falta de MKP-1. Se sabe que la MKP-
1 es un inhibidor endégeno de varios MAPK que median parcialmente corticorresistencia. Los
niveles de MKP-1 estan disminuidos en pacientes asmaticos con respuestas pobres a
glucocorticoides [229]. En este contexto, MKP-1 puede ser regulada por MIF que es una

citoquina proinflamatoria que tiene efectos potentes anti-glucocorticoides.

A nivel respiratorio el fendmeno de resistencia a los corticoides ha sido ampliamente
estudiado. En los pacientes con asma grave, han sido identificados varios mecanismos
moleculares que podrian explicar la reduccidn de la respuesta a los corticoides, que incluyen
disminucion de la translocacion nuclear del receptor de glucocorticoides (GC) a después de la
unidn de GC. Esto podria ser debido a la modificacion de la GR por medio de la fosforilacion
como resultado de la activacidn de varias quinasas (p38 mitogeno-activada proteina quinasa a,
p38 activada por mitdgenos y proteina quinasa, y c-Jun N-terminal quinasa 1), que a su vez
podria ser debido a la reduccién de la actividad y la expresion de fosfatasas, tales como

fosfatasa activada por mitdégenos proteina quinasa 1y la proteina fosfatasa A2.

Por otra parte, los glucocorticoides pueden ser el blanco de la glicoproteina-P que los
transporta fuera de las células. Aunque la aparicion de corticorresistencia se ha relacionado
con la alta expresion de la glicoproteina P en algunas enfermedades inflamatorias, el papel de

esta glicoproteina en enfermedades pulmonares es en gran parte desconocida [229].

En los pacientes con asma corticorresistente se sobreexpresa un GR defectuoso vinculante a
una translocacién nuclear deficiente. IL-2 e IL-4 se sobreexpresan in vitro en las vias

respiratorias de pacientes corticorresistentes, estas citocinas reduce la translocacidon nuclear
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de GR y la afinidad de union dentro de los nucleos de linfotcitos T. IL-13 imita este efecto en
monocitos. El mecanismo por el cual estas citocinas reducen la funcién de GR parece estar
mediado a través de la fosforilaciéon del GR a través de p38MAPK, y su efecto es bloqueado por
el inhibidor p38MAPK. El GR puede ser fosforilada por varias quinasas que pueden alterar su
unién, la estabilidad, la translocacién al nucleo, la unién a ADN y la interaccion con otras
proteinas, tales como factores de transcripcion y chaperonas moleculares (figura 22).
p38MAPK muestra un mayor grado de activacién en los macrofagos alveolares de los pacientes
asmaticos con una mala respuesta a los corticosteroides que en los de los pacientes que
muestran una buena respuesta. Inhibidores selectivos de p38MAPK aumentan la capacidad de
respuesta a los corticosteroides en los macréfagos alveolares en pacientes con asma severa. El
inhibidor de p38MAPK ha demostrado inhibir fosforilacidn de la serina 226 (Ser226) por el GR,

que es inducido por la exposicion a IL-2 e IL-4.

IL-2 + IL-4
IL-13

TNFa l p38MAPK inhibitor

P /c/
Corticosteroid ‘
NP i

%d{/
+Nuclear translocation Formoterol
SEB
Steroid
resistance

Figura 22. La fosforilacion en la serina 226 GRA (Ser226) impide la translocacion nuclear, que conduce a
resistencia a los GC. El GR puede ser fosforilado por varias quinasas: p38MAPKa (P38A), que se activa por IL-2 e IL-4
o IL-13 e inhibida por los inhibidores de p38MAPK; JNK, que es activado por TNF-a; p38MAPK-g (p38g), que también
es activada por IL-2e IL-4; sefial extracelular regulada quinasa (ERK), que se activa por estafilococos enterotoxina B
(SEB). Estas quinasas se desfosforilaron por las fosfatasas MKP-1y PP2A, ambos de los cuales son defectuosos en las
células de pacientes con asma grave. PP2A se incrementa por el formoterol, LABA. (Figura extraida de la revisén de
Peter J. Barnes et al [230]).

Otra quinasa MAPK, es la c-Jun N-terminal (JNK), que es activado por TNF-a y otras citocinas
proinflamatorias, también fosforila directamente al GR Ser226 e inhibe la union a GRE. Varios
superantigenos microbianos, como la enterotoxina estafilocdcica B, inducen resistencia a los
GC en las células T in vitro a través de la activacion de la via extracelular regulada por es

quinasa, lo que resulta en la fosforilacién de GR. MKP-1, un inhibidor endégeno de la p38MAPK
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y de las vias de JNK, se activa por los GC. Los macréfagos de los ratones knockout de genes
muestran una reduccion de MKP1 anti-inflamatorios respuestas a los corticosteroides in vitro.
En macrofagos alveolares de pacientes con asma grave con reducidos la capacidad de
respuesta de esteroides, hay una reduccion significativa de MKP-1 expresion después de
tratamiento con corticosteroides, que se correlaciona con aumento de la actividad de

p38MAPK.

El Factor Inhibidor de la Migracion de Macréfagos (MIF) es una citoquina proinflamatoria que
tiene unos potentes efectos anticorticoides. Es inducida por los GC y parece inhibir sus efectos
anti-inflamatorios, principalmente a través de la inhibicion de la induccién de MKP-1. MIF
también ha sido implicado en la patogénesis de la inflamacién alérgica en modelos murinos y
en la resistencia a los GC en pacientes asmaticos. Su papel en los pacientes con EPOC aun no se

ha explorado.

1.7.1.3 Acetilacion de histonas defectuosa.

Uno de los mecanismos mas estudiados de corticorresistencia esta relacionada con el estrés
oxidativo en los pulmones y la consiguiente reduccidn en la actividad de la histona deacetilasa
(HDAC)-2. Esto contribuye tanto a la mejora de la expresidon de mediadores proinflamatorios y
el deterioro de la capacidad de la GRa para reprimir la expresion de genes proinflamatorios. La
reduccién oxidante mediada por la actividad HDAC-2 es, en parte, resultado de una elevacion
en el fosfoinositol 3-quinasa delta (PI3K3) [228]. El bloqueo de la via PI3Kdelta restaura la
funcién glucocortiocoide tanto in vitro como en modelos in vivo, y en células primarias de la

enfermedad.

La Histona desacetilasa HDAC2 regula los genes de transcripcion a través de la eliminacién del
grupo acetilo de las histonas. Los glucocorticoides, el tratamiento mas potente
antiinflamatorio disponible para enfermedades inflamatorias, inhiben la expresién de genes
inflamatorios mediante la contratacion de HDAC2 a los genes activados. En los pulmones de
pacientes que fuman y tienen enfermedad pulmonar obstructiva crénica (EPOC) o asma, los
glucocorticoides no son suficientemente eficaces para suprimir la inflamacién de las vias
respiratorias debido a la disminucién del nivel HDAC2 causado por el humo del cigarrillo. Es
conocido que la USP17 proteasa especifica de ubiquitina interactiia con HDAC2. Deubiquitiniza
y estabiliza el nivel de proteina de la HDAC2. En las células epiteliales y macréfagos de las vias
respiratorias expuestas al extracto del humo de tabaco, HDAC2 estd excesivamente
ubiquitinizada y degradada en el proteasoma atribuido a la baja expresiéon de USP17. Por otra

parte, la sobreexpresion en bloque de USP17 conlleva la destruccion de HDAC2 inducida por el
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extracto de humo de cigarrillo. Estos resultados proporcionan una nueva visién de los
mecanismos de resistencia a los glucocorticoides en la enfermedad inflamatoria de las vias
respiratorias. Existen moléculas pequefias que pueden inducir especificamente la expresion de
USP17 podrian ser utiles en la reversion de la resistencia a glucocorticoides [227]. Por lo tanto,
el estudio en condiciones de estrés oxidativo inducido por el humo del tabaco tanto in vitro
como in vivo en un modelo animal en presencia de dexametasona puede ser de valor afiadido

para conocer mas a fondo loa mecanismos de corticorresistencia.

Otros mecanismos propuestos incluyen la expresién de GRP ya comentanda anteriormente,
gue compite con GCy por lo tanto inhibe la activavidon de GRa; se ha descrito que un aumento
de la secrecién del factor inhibidor de la migracion de los macréfagos (MIF); competiria con la
proteina activadora del factor de transcripcién 1 produciendo una reduccién de la expresion
de la histona deacetilasa (HDAC) 2. HDAC2 parece mediar, tal como se ha descrito
anteriormente, la accion de los esteroides para apagar genes inflamatorios activados, pero en
pacientes con EPOC, pacientes con asma grave y fumadores, la actividad HDAC2 y la expresion

se reducen por estrés oxidativo a través de la activacion de fosfoinositida & 3-quinasa.

Tal como se discutié anteriormente, la acetilacion de histonas juega un papel critico en la
regulacion de los genes inflamatorios y el mecanismo de acciéon de los glucocorticoides. Los GC
activan genes como MKP1, a través de la acetilacion de residuos de lisina especificos (K5 y K16)
en la histona. En una pequefa proporcidon de pacientes con asma resistente a GC, el GR se
transloca al nucleo normalmente después de la exposicidon dexametasona pero si no hay
acetilacion en K5 la transactivacion de los genes no ocurre. Estos pacientes muestran una mala
respuesta a altas dosis de corticosteroides inhalados, pero a diferencia de la mayoria de los
pacientes con asma resistente a GC, parecen tener menos efectos secundarios porque muchos
de ellos estdn mediados a través de la union a GRE. El reclutamiento de genes por HDAC2 a los
genes inflamatorios activados es el principal mecanismo de la represion de genes inflamatorios
por los corticosteroides y reduccién de la actividad HDAC2, y la expresion se reduce en algunas
enfermedades en las que los pacientes responden peor. Se ha descrito una expresion
disminuida de HDAC2 en macréfagos alveolares de las vias respiratorias de pacientes con EPOC
y cambios similares se encontrado en macréfagos alveolares de pacientes con asma y en las
vias respiratorias de los pacientes fumadores. La resistencia a los GC de los macréfagos

broncoalveolares de los pacientes con EPOC es revocada por la sobreexpresion de HDAC2

72



1. INTRODUCCION

1.7.1.3.1 Estrés oxidativo.
Son varios los estudios que establecen una correlacidn entre la aparicion de corticorresistencia
por mecanismos que ya han sido descritos y el estrés oxidativo producido por la exposicion al

humo de tabaco.

El estrés oxidativo se define por un desequilibrio oxidante-antioxidante. Desempefia un papel
importante en la induccién y persistencia de dafio a los tejidos en la EPOC [161]. Hay multiples
fuentes reactivas de oxigeno: ambientales (por ejemplo el humo del tabaco), locales,
(macrofagos activados alveolares y neutréfilos) e intracelulares (metabolismo aerdébico
controlado por la respiracion mitocondrial). En este sentido, el estrés oxidativo es un respuesta
adaptativa del sistema inmune mediada por el factor nuclear kB y activador de la proteina-1,
con el fin de neutralizar agentes infecciosos y conservar el equilibrio redox intracelular, en

particular a través del sistema de glutation [162].

Sin embargo, el estrés oxidativo intenso y persistente en el tiempo perjudica la integridad del
tejido a través diversos mecanismos, entre ellos el desiquilibrio de proteasa / antiproteasa, la
peroxidacidn lipidica y vascular produciendo un envejecimiento acelerado.

Especies reactivas de oxigeno estan implicadas en: la hipersecrecién de moco y alteracién de la
depuracién mucociliar; la proliferacion de fibroblastos y destruccion de la matriz extracelular;
la apoptosis de células endoteliales; y la activacidon de la respuesta inflamatoria. Sin embargo,
los mecanismos determinantes del control del balance redox tanto a nivel extra como
intracelular, que implican la funcién mitocondrial y sistemas antioxidantes, son solamente
parcialmente conocidos.

La susceptibilidad de ciertos genes y una respuesta insuficemente antioxidante con niveles
reducidos de moléculas antienvejecimiento estan posiblemente involucrados en diversos
grados en la progresién acelerada de la EPOC. De hecho, el estrés oxidativo del sistema
respiratorio obsevado en la EPOC presenta ciertas similitudes observadas en el envejecimiento
celular [163].

Las células inflamatorias (por ejemplo, los macréfagos alveolares) en pacientes con EPOC
inducen la disfuncion del sistema acetilasa/histona deacetilasa, que es sensible al equilibrio
redox. Como consecuencia, la reducciéon de los niveles de la histona deacetilasa (HDAC)
contribuyen a la alteracion de la respuesta celular a los efectos antiinflamatorios de los

corticosteroides, que ha sido observado en varios estudios in vitro
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Figura 23. Esquema de estrés oxidativo y de uno de los principales mecanismos de corticorresistencia .(figura
extraida de la revisién de N. Roche [160]) La estimulacidon de macréfagos alveolares por la via proinflamatoria que
activa el factor nuclear KB ( NF ) y otros factores de transcripcidon que a su vez actitvan la histona acetiltransferasa ,
que conduce a la acetilacién de la histona y , posteriormente a la transcripcidn de genes que codifican la respuesta
proinflamatoria mediante la liberacion de quimiocinas . Los corticosteroides invierten este mecanismo mediante la
unién a receptores de glucocorticoides y el reclutamiento de la histona deacetilasa (HDAC). En pacientes con EPOC,
el humo del cigarrillo genera estrés oxidativo (actuando a través de la formacidn de peroxinitrito). Esto perjudica la
actividad de HDAC2. En consecuencia, la respuesta inflamatoria a la activacion de NF-kB se amplifica, y el efecto
antiinflamatorio de los corticosteroides se reduce. (ROS : especies reactivas del oxigeno)

1.7.1.3.2 Importancia del humo del tabaco en la EPOC.

El humo de tabaco, considerado el principal factor de riesgo en la EPOC, desencadena un
aumento del estrés oxidativo y una respuesta inflamatoria crdnica en el pulmén, que origina el
remodelado de las vias aéreas y la destruccion del parénquima [154]. El efecto de humo de
tabaco en los bronquiolos de pacientes con EPOC esta siendo estudiado como diana para
potenciales terapias [119], dado el creciente interés por el relevante papel de los bronquiolos

en el desarrollo de esta enfermedad.

1.7.1.3.2.1 Composicion quimica del humo de tabaco.

El humo de tabaco esta compuesto por dos fases, definidas como la fase vapor y la fase de
particulas. La fase vapor se define como la porcién del humo que atraviesa un filtro especifico
de fibra de vidrio. En cambio, la fase compuesta por particulas, con rangos de tamario de 0,1 <

1,0 um de diametro, queda atrapada en dicho filtro [155].
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La fase vapor, que representa el 90-96% del peso del humo, tiene los siguientes
constituyentes: nitrogeno ~60%, oxigeno ~13%, didéxido de carbono 13%, monodxido de
carbono 3,5%, agua 2%, argén 1%, hidrogeno 0,1-0,2%, acetona ~1%, oxidos de nitrogeno (NO,
NO,, N,0) < 0,1%, y compuestos volatiles de azufre < 0.1% [155]. En cambio, la fase compuesta
por particulas incluye: nicotina (0,2-0,6% del peso total del humo), alcaloides ~0,02%, n-
hentriacontano (Cs1Hgs), solanesol (0,1-0,2%), catecol (~1%), hidrocarburos aromaticos no
carcinogénicos (~0,0003- 0,007%) 3-7 ppm) y el hidrocarburo aromatico policiclico (PAH)
(0.00002-0.00007%) [155].

La complejidad del humo de tabaco se refleja en la tabla 11 que muestra 3794 componentes
del tabaco agrupados segun sus grupos funcionales [156]. Sin embargo, actualmente se piensa
que el humo de tabaco contiene mas de 6000 compuestos y que este numero seguira

aumentando, con la mejora de las técnicas analiticas.

Tabla 9. Compuestos identificados en el tabaco y en el humo de tabaco. (Tabla extraida de Stedman RL, 1968 [156]).

Numero de Numero de Numero de compuestos
Grupos funcionales compuestos en compuestos en en el tabacoy en
el tabaco el humo de tabaco el humo de tabaco.

Acidos carboxilicos 450 69 140
Aminoacidos 95 18 16
Lactonas 129 135 39
Esteres 529 456 314
Amidas e imidas 205 227 32
Anhidridos 10 10 4

Aldehidos 111 106 48
Carbohidratos 138 30 12
Nitrilos 4 101 4

Cetonas 348 461 122
Alcoholes 334 157 69
Fenoles 58 188 40
Aminas 65 150 37
N-nitrosaminas 23 18 19
Compuestos de sulfuro 3 37 2

Piridinas N-heterociclicas 63 324 46
Pirroles e indoles 9 88 3

Pirazinas 21 55 18
No-aromaticos 13 43 7

Policiclicos aromaticos 1 36 0

Otros 4 50 2

Eteres 53 88 15
Hidrocarburos alifaticos saturados 58 113 44
Hidrocarburos alifaticos insaturados 38 178 10
Monociclicos aromaticos 33 138 25

Policiclicos aromaticos 55 317 35

Pesticidas 28 25 25
Miscelaneos 112 110 19
Inorgdnicos y metales 105 111 69
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Sin embargo actualmente, se cree que el humo de tabaco contiene mas de 6000 compuestos y

que dicha cifra continuara creciendo paralelamente al desarrollo de nuevas técnicas analiticas

El humo de tabaco se podria separar en dos componentes; componente vapor y componente
de particulas. El componente de vapor arbitrariamente es definido como aquella parte del
humo en forma de aerosol capaz de atravesar un filtro de fibra de cristal de Cambridge. El
componente particular es aquella parte que queda retenida en un filtro de fibra de cristal con

un didmetro comprendido entre 0.1 - 1.0 pm

Sin embargo, esta definicion no refleja en su totalidad las condiciones existentes en el humo
de tabaco recién generado, porque algunos componentes se degradan o volatilizan en poco

tiempo.

De todos los componentes existentes existen algunos altamente implicados en la fisiopatologia

de la EPOC tal y como se indica en la siguiente tabla.

Tabla 10. Agentes del humo de tabaco causantes de la EPOC

AGENTES CAUSANTES DE LA EPOC

Cianuro de hidrégeno,
Aldehidos volatiles,
EPOC Oxidos de nitrégeno,
Monodxido de carbono,

Alquitran

1.7.1.3.2.2 Especies Reactivas de Oxigeno (ERO), EPOC y Corticorresitencia.
El humo de tabaco promueve una potente reaccidén inflamatoria en las vias aéreas y los
alvedlos de fumadores, un proceso que conduce a la destruccién proteolitica alveolar o

enfisema y al remodelando de las vias aéreas [49].

Las ERO, que incluyen el idn superdxido (02-), el radical hidroxilo (-OH) y el perdxido de
hidrégeno (H202), juegan un papel central en una variedad de rutas de sefializacion
intracelulares [91] que contribuyen de manera relevante a la formacion y progresion del

remodelado de las vias aéreas en patologias como la EPOC.
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Las ERO participan como segundos mensajeros intracelulares siendo sintetizadas por el
complejo adenina dinucleétido nicotinamida fosfato oxidasa (NADPH oxidasa). Las ERO
intracelulares son capaces de fosforilar y activar diferentes proteinas intracelulares dando
lugar a la transcripciéon de diferentes genes asi como a la induccién de diferentes funciones
celulares.

Numerosos estudios atribuyen a la inflamacidn un papel preponderante en la etiopatogenia de
la enfermedad; no obstante, la complejidad de este proceso, en el que se incluyen diferentes
tipos celulares y una amplia variedad de mediadores inflamatorios, es enorme. De hecho, la
relacion existente entre los diferentes tipos celulares, las citocinas y la secuencia de eventos
gue concluyen con la limitacion al flujo aéreo, la destruccion del parénquima pulmonar y las
manifestaciones extrapulmonares esta por dilucidar. La constatacion de que la EPOC es una
enfermedad inflamatoria crénica compleja pasa por revisar cuales son los principales hallazgos
inflamatorios, evaluar su relacion con las manifestaciones clinicas de la enfermedad, tanto
pulmonares como sistémicas y, en ultima instancia, conocer el papel que desempeiia el

tratamiento antiinflamatorio

1.7.1.4 Predisposicion genética.
La resistencia a los GCs parece ser mas comun dentro de las familias, lo que sugiere que los

factores genéticos pueden determinar una peor respuesta a estos farmacos.

En pacientes con asma sensible a corticosteroides y pacientes con asma corticorresistente
fueron identificados 11 genes que discriminaban entre estos pacientes [230], lo que indica que
podria ser posible tener una prueba gendmica para la resistencia a los GC. Debido a que el
fendmeno de corticorresistencia es mucho mayor en EPOC que en asma seria de utilidad tener
un marcador genético que nos permitiese identificar pacientes con una potencial resistencia a

los corticoides y evitar asi fracasos terapéuticos.

1.7.1.5 Mecanismos inmunitarios.

IL-10 es una citoquina antiinflamatoria e inmunorreguladora que es secretada por las células T
reguladoras (Treg) en respuesta a GC. En los pacientes con asma resistente a GC IL-10 no es
secretada por las células Treg, este proceso es restaurado por la vitamina D3 25-hidroxi

(calcitriol), in vitro.

El nimero de células TH17 que secretan IL-17 y citocinas afines parece estar aumentado en

pacientes con asma grave y EPOC y podria desencadenar porcesos inflamatorios mediados por
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neutrdfilos. En ratones las células Th1l7 parecen ser resistentes a GC pero no han sido

estudiados modelos en el contexto de patologia de las vias respiratorias.

Estudios in vitro revelaron que IL-17 aumenta la expresion de GRB en las células epiteliales de

las vias respiratorias y esta accién no es suprimida por exposicion a GC.

Son multiples los mecanismos de corticorresistencia que han sido estudiados, pero también
son muchos los que se desconocen. A modo de resumen de los mecanismos descritos la

corticorresistencia en EPOC se debe a:

» Isoformas del receptor de corticosteroides:
o Disminucién de los receptores isoforma a.
o Aumento de los receptores de corticosteroides de la isoforma B.
o Desequilibrio de la relacion entre estas dos isoformas del receptor de

corticosteroides.

» Incremento en la expresion de factores de transcripcién proinflamatorios , tales como :
o Factor nuclear kappa beta ( NF - kB )
o Activador de la proteina-1 (AP-1)
» Modificaciones de los receptores de corticosteroides :
o El aumento de la fosforilacién de residuos disminuye la capacidad de
translocacion nuclear.
La fosforilacion GRa en Ser226 contribuye a resistencia a los esteroides mediante la
prevencion de la traslocacion nuclear. Este residuo se ha descrito para ser fosforilados por:
e La activacidon de mitégeno p38 activada MAP quinasa ( p38MAPK ) .
e Aumento de la quinasa regulada por sefiales extracelulares ( ERK ) .
e Aumento de la quinasa c - Jun N -terminal ( JNK)
e Disminucién de MKP1 .

e Defecto en la acetilacidén de histonas

1.7.2 Implicaciones terapéuticas de la corticorresistencia.

Una reduccidon en la capacidad de respuesta a los efectos antiinflamatorios de los
corticosteroides es una barrera importante para la gestidn eficaz de pacientes con asma grave
y en la mayoria de los pacientes con Enfermedad Pulmonar Obstructiva Crénica (EPOC). Los
mecanismos moleculares que conducen a la resistencia a los corticosteroides se comprenden

mejor ahora, y esto ha identificado nuevos objetivos para la terapia. Esta claro que hay varias
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vias moleculares que llevan a cabo la aparicion de corticorresistencia, lo que implica que puede
haber varios enfoques terapéuticos para la superacion de la resistencia a los esteroides y para

tratar mas eficazmente a te grupo de pacientes.

Se han desarrollado estrategias para la gestion de resistencia a los esteroides entre las que se
incluyen farmacos anti-inflamatorios alternativos, un enfoque novedoso es revertir resistencia
a los esteroides mediante el aumento de la expresiéon de HDAC2, que se puede conseguir con
la teofilina e inhibidores de inhibidores de la fosfoinositida delta 3-quinasa (PI13K).Los agonistas
beta2 de accién prolongada también pueden aumentar la capacidad de respuesta de
esteroides mediante la inversion de la fosforilacion GRa. La identificacién de los mecanismos
moleculares de la resistencia a los esteroides en pacientes asmaticos y pacientes con EPOC

puede conducir a tratamientos antiinflamatorios mas eficaces.

Una nueva estrategia para el tratamiento de pacientes con corticorresisncia es la reversién de
la resistencia a los esteroides interfiriendo con las vias que la causan. La comprensidn de estas
vias ha puesto de relieve varios objetivos terapéuticos, tales como p38MAPK, como se discutio
anteriormente. Tal vez el objetivo mas atractivo es HDAC2 porque la restauracién de HDAC2
mediante un vector plasmidico ha demostrado que restaura la sensibilidad a GC en los

macrofagos de los pacientes con EPOC que son normalmente resistentes.

Otra estrategia popular para el tratamiento de asma severa y EPOC es el desarrollo de
tratamientos antiinflamatorios de amplio espectro como una alternativa a los corticosteroides.
Es muy dificil desarrollar estos medicamentos debido a los efectos secundarios sistémicos que
producen al ser administrados por via oral, lo que lleva a la busqueda de farmacos que son
eficaces a través de la via inhalatoria. Entre ellos los inhibidores de la Fosfodiesterasa (PDE) 4
estan en desarrollo clinico para el tratamiento de la EPOC y el asma severa, y el roflumilast oral
ya esta comercializado como el primer farmaco anti-inflamatorio para EPOC. Sin embargo, la
dosis oral esta limitada por los efectos secundarios que se deben también a la inhibicién de
PDE4, incluyendo nauseas, diarrea y dolores de cabeza. Varios inhibidores de p38MAPK han
estado en desarrollo clinico y en teoria podrian ser particularmente eficaces porque la
activacion de p38MAPK parece reducir la capacidad de respuesta de esteroides en pacientes
con asma y con EPOC. Inhibidores selectivos de p38MAPK estan ahora en desarrollo clinico
para EPOC y asma grave, pero la dosis esta limitada por los efectos secundarios después de la
administraciéon oral. En pacientes con artritis reumatoide ha sido descrita una pérdida de
eficacia (tolerancia) después de la administracion prolongada, lo que sugiere que los inhalados

también puedan desarrollarla [230].
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El estrés oxidativo es un importante mecanismo que conduce a la aparicién de resistencia a
esteroides en pacientes con EPOC. En los los fumadores se produce a través de la reduccion en
la expresion de HDAC2, lo que podria sugerir que los antioxidantes también deberian revertir
la resistencia a corticosteroides. Actualmente los antioxidantes disponibles son poco eficaces
porque se inactivan por el estrés oxidativo, pero hay un interés considerable en activadores del
factor de transcripcion como el factor nuclear derivado de eritroide-2 (Nrf2), que regula la
expresion de varios genes antioxidantes. Nrf2 tiene una actividad marcadamente reducida en
células de pacientes con EPOC y esto es vinculado a una expresion reducida de HDAC2, que
normalmente mantiene esta proteina desacetilado y activa [230]. El sulforafano es un
activador de Nrf2 y ha demostrado aumentar la expresion de HDAC2 y disminuir la resistencia
a los esteroides en ratones expuestos al humo del tabaco y en macréfagos de pacientes con
EPOC. La curcumina que se encuentra en la especie circuma usada en el curry, también
aumenta la expresion de HDAC2 después de que se haya reducido por estrés oxidativo y en

concentraciones mas bajas que las requeridas para lograr efectos antioxidantes.

Los macrdlidos, incluyendo macrélidos no antibidticos también han logrado revertir la
corticorresistencia a través de la inhibicion de PI3K. Estd bien establecido que la adicion de los
agonistas B2 de accién prolongada (LABA) para los GCs mejora el control del asma en un grado
mayor que ambos por separado incluso a dosis aumentadas. La evidencia acumulada sugiere
que LABAs podrian mejorar la funcion de los corticosteroides mediante el aumento de la

translocacion nuclear del GR, aumentado asi los efectos antiinflamatorios.

La fosforilacion en GR Ser226 inducida en CMSP por IL-2 ademas de la estimulacidn de IL-4 se
invierte por el formoterol LABA aunque la inhibicidon de la JNK1 y p38MAPKg. Los efectos de
formoterol pueden estar mediados por la activacion de la proteina fosfatasa de fosfatasa A2,
que invierte la fosforilacién de la GR y JNK1. Sin embargo, este efecto de formoterol no es
inhibido por antagonistas de los receptores B2 in vitro, lo que sugiere un receptor
independente. LABA también podria revertir la resistencia a esteroides inducida por el estrés
oxidativo a través de un mecanismo diferente que implica inhibicion de la PI3Kd.
Curiosamente, tanto formoterol y salmeterol restauran la capacidad de respuesta de
esteroides en células de pacientes con asma grave, mientras que sdélo el formoterol tiene este
efecto en las células de pacientes con EPOC, lo que sugiere que el agonista completo efecto de
formoterol en comparacién con el efecto agonista parcial de salmeterol puede ser necesario
invertir la resistencia esteroide cuando hay un mayor grado de estrés oxidativo. LABA también
mejorar el aumento de expresién en MKP-1 inducido por esteroides, y mas eficazmente la

inhibicion de p38MAPK y JNK, un efecto que es mediada por proteina quinasa A.
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Figura 24.La resistencia a esteroides como resultado del estrés oxidativo puede ser revertida por varios farmacos
que aumentan la expresion de HDAC2. Se aumenta la actividad HDAC2 por la teofilina y la nortriptilina que inhiben
PI3Kd. Tambien por antioxidantes, incluyendo activadores Nrf2, y por macrélidos, que se dirigen a la via PI3K. En el
futuro podrian ser descubiertos nuevos farmacos que activen directamente HDAC2.

Es necesario comprender los mecanismos moleculares mediante el cual los corticosteroides
suprimen la inflamaciéon para comprender los diversos mecanismos de resistencia a los
esteroides en pacientes asmaticos y pacientes con EPOC. Otra de las estrategias posibles para
combatirla seria mediante la regulacion de ciertos genes que son inducibles por los

glucocorticoides [230].
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Tabla 11 Genes inducibles por corticoides cuya moduclacion podria combatir la corticorresistencia. AP-1:
activador proteina-1; GPCR: receptor acoplado de proteina-G, LPS: lipopolisacarido, NF-kB: facor nuclear —kB, TLR4:

toll-like receptor 4. (Tabla extraida y modificada de Thunicia Moodley [231])

Genes inducibles por glucocorticoides con potencial actividad terapéutica en la EPOC

GILZ(TSC22D3) Cremallera de leucina que codifica un gen miembro de la familia de dominio 3 (TSC22D3)
inducida por glucocorticoides: es un gen inducible por glucocorticoides que inhibe la
transcripcion, tanto la actividad de NF-kB como de AP-1. Su expresion también puede ser
modestamente mejorada por los LABA. Es conocido que la induccidon de este gen suprime
varios indices de inflamacion

RGS2 Gen factor de crecimiento transformante B —estimulado:
Codifica una proteina de activacion GTPasa que se apaga por la sefializacion de GPCRs Gg-
ligado. En el mdusculo liso bronquial, RGS2 es aumentada cooperativamente por
glucocorticoides y LABA y ejerce un efecto broncoprotector; en epiteliales y otras células la
expresion de RGS2 puede atenuar la liberacion de mediadores proinflamatorios

CD200 Los macrofagos alveolares pulmonares tienen una alta expresion constitutiva de CD200R. La
sefializacion a través de este receptor implica la interaccion de células con otras células (por
ejemplo los epitelios de las vias respiratorias) La expresion inducida por GCs se puede mejorar
con agonistas afines como el formoterol y el roflumilast solos o combinados. Los estudios en
ratones han demostrado que la interaccion CD200/CD200R bloquea la activacion de
macréfagos como respuesta proinflamatoria y la generacion de citoquinas. En las
exacerbaciones agudas de la EPOC se activan, principalmente, por episodios prolongados de
inflamacion excesiva en respuesta a las infecciones bacterianas y virales. La regulacion positiva
farmacoldgica de CD200 en las células epiteliales de las vias respiratorias en la EPOC podria
atenuar la inflamacion y reducir la frecuencia de las exacerbaciones

CRISPLD2 Anteriormente se le atribuyeron otras funciones,recientemente se sabe que CRISPLD2 codifica
como una proteina de secrecion frente al estimulo de LPS en mamiferos (en seres humanos y
ratones). Mejorar la induccion de la expresiéon CRISPLD2 podria contribuir a la reduccién de
exacerbaciones de EPOC producidas por infecciones con bacterias gram-negativas mediante la
regulacion negativa de TLR4 (mediadora de respuesta proinflamatorias).

Por todo esto, el grupo de pacientes corticorresistentes suponen un nuevo reto. Es por tanto
relevante identificar grupos de pacientes que por los datos clinicos y analiticos puedan ser
dirigidos hacia un determinado tratamiento, asi como encontrar nuevos farmacos y dianas
terapéuticas que mejoren la evolucién de la enfermedad y la calidad de vida de estos

enfermos.

1.8 Mucinas.

Las mucinas son una familia de proteinas de alto peso molecular y altamente glicosiladas

producidas por las células de los tejidos epiteliales.

Se han distinguido al menos 22 genes humanos responsables de la codificacion de mucinas por
medio de la clonacién de ADNc, de los cuales 16 han sido identificados en pulmén (MUC1,
MUC2, MUC4, MUC5AC, MUC5B, MUC7, MUC8, MUC11, MUC13, MUC15, MUC16, MUC18,
MUC19, MUC20, MUC21, and MUC22) [172,181-183].
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Las mucinas estadn involucradas en la regulacion de diversos procesos celulares tanto en
condiciones normales como patoldgicas. La actividad y localizacion de las mucinas es mediada
por varios mecanismos moleculares incluyendo, entro ellos, discretas interacciones con otras
proteinas. Un conocimiento de las interacciones bioquimicas de las mucinas con otras
proteinas, junto con una apreciacion de su significado en situaciones patofisioldgicas podria
abrir la puerta al desarrollo de nuevos agentes terapéuticos [179].

La principal caracteristica de las mucinas es su capacidad para formar geles; es por ello que son
un componente clave en la mayoria de las secreciones con aspecto de gel, cumpliendo
funciones que van desde la lubricacion, la proteccion de superficies o la sefializacidn celular
pasando por la formacién de barreras fisicas y quimicas donde con frecuencia juegan un papel
inhibitorio [179]. Algunas mucinas se encuentran relacionadas con el control de la
mineralizacion de tejidos, incluyendo por ejemplo la formacion del nacar en moluscos,
calcificacion en equinodermos [169] y formacién de hueso en vertebrados [170]. Estas
proteinas cumplen también una funcién en el sistema inmune atrapando organismos
patogenos. La sobreexpresién de mucinas, en especial de la MUC1 se encuentra asociada a

muchos tipos de cancer [171].

Basandonos en su localizacion subcelular, tenemos dos tipos de mucinas, las que son
secretadas al espacio extracelular y las que esta unidas a la membrana celular. Las mucinas
secretadas (MUC2, MUC5AC, MUC5B, MUC6-8 y MUC19) carecen de un dominio
transmembrana. Por otro lado estan las mucinas ligadas a la membrana celular debido a la
presencia de un dominio hidrofébico que favorece su retencion en la membrana plasmatica
(MUC1, MUC3, MUC4, MUC12-17 y MUC20) que son proteinas ancladas a la membrana tipo |,
con un dominio de membrana que abarca una regién NH2-terminal extracelular (en contacto
con el exterior actia como sensor) y una region COOH-terminal intracelular con cola
citoplasmatica (CT), que actua como receptor y permite su participacion en la sefalizacion
intracelular [145]. Por lo tanto, estas mucinas unidas a la membrana no sélo modulan las
interacciones extracelulares en las superficies celulares epiteliales sino que también participan
en la sefializacion intracelular. Por el contrario, las mucinas secretadas son las glicoproteinas
mas abundantes en la composicion del moco, siendo directamente responsables de sus

propiedades viscoelasticas y de formacion de gel

Aunque todas las mucinas son codificadas por diferentes genes, comparten estructuras

proteicas primarias con caracteristicas similares.

Las mucinas maduras se encuentran compuestas por dos regiones bien definidas:
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e Las regiones terminales amino y carboxilo se encuentran muy levemente glicosiladas,

aunque son ricas en cisteina. Los residuos de cisteina participan en el establecimiento

de enlaces disulfuro dentro y entre los mondmeros de mucina.

e Una gran regidon central formada por multiples repeticiones en tandem de 10 a 80

residuos donde al menos la mitad de los aminoacidos son serinas o treoninas. Esta

area es modificada post-traduccionalmente por el agregado de cientos de residuos

oligosacdridos unidos por enlaces O-glicosidicos. También es posible encontrar

oligosacdridos unidos por enlaces N-glicosidicos, aunque en mucha menor proporcién.

Tabla 12-: Mucinas, caracteristicas y modulacion por corticosteroides. (Tabla modificada de la revision de 2014

de Peiréd T. y col [204].)

Mucina Tipo Localizacion

Rol fisiolégico y patolégico

Efecto corticosteroide

MuUC1 MT Pulmén y vias
respiratorias
(revestimiento de
células epiteliales del
pulmén y células
alveolares tipo Il)
Mucosa nasal normal.

Pélipos nasales.

Otros: En casi todo el
epitelio. En las células
hematopoyéticas,
células T activadas
(linfocitos, células
dendriticas).

En esperma.

En las células
endoteliales de la
cornea.

Pecho.

Pancreas

Responsable de la naturaleza viscoelastica
de la mucosidad.

Papel como barrera protectora contra los
patégenos invasores y  productos
quimicos: Ayuda en la depuracion
mucociliar de cuerpos extrafios.
Proporciona defensa de las vias
respiratorias superiores e inferiores.

Papel antiinflamatorio durante la
infeccidn de las vias respiratorias.
Control de la respuesta inflamatoria a
través de la inhibicion de la sefializacion
de los TLR.

Asociado con diferenciacion de células
epiteliales (en el estémago, pancreas,
pulmon, traquea, rifidn, glandulas
salivares y mamarias y el tracto
reproductor femenino).

Molécula asociada a ciertos tumores
(frecuente sobreexpresion y glicosilacion
aberrante en muchos tipos de céncer,
incluyendo el de mama, pancreas, colon,
pulmén y cancer de endometrio).
Promueve la metdstasis del cancery la
formacion de tumores.

Funciones de los diferentes segmentos de
MUC1:

-Ectodominio (anti-adhesivo, pro-
adhesivo, hidratacién y la lubricacion de
las superficies celulares, la sefializacién de
ERBB).

-Cola citoplasmatica (transduccion de
sefiales y la transcripcidn; participacion en
el crecimiento y la proliferacion celular,
mecanismos de proteccidn de las células,
regulacion de la apoptosis).

Si

Estudios in vitro :

La dexametasona
aumenta la expresion de
MUC1 en células de lineas
oncoldgicas.

La dexametasona
aumenta la expresion de
MUC1 en las células
epiteliales de las cérnea
humana

Estudios in vivo :

La terapia con
corticosteroides aumenta
la expresién de MUC1 en
pdlipos nasales.
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Mucina Tipo Localizacién Rol fisioldgico y patolégico Efecto corticosteroide
MUC 2 S Pulmén y las vias Principal mucina secretada en el intestino | Si
respiratorias. grueso.
Mucosa nasal normal. Estudios in vitro :
Pélipos nasales. Papel importante en: la defensa del La budesonida inhibe la
Otro: huésped innata, la regulacion de la induccién de MUC2 por
Intestino (yeyuno, secrecion, procesos de absorcion, Mediadores de la
ileon ,colon). resistencia a la colonizacion, inflamacidn en las células
mantenimiento de la integridad de la epiteliales de las vias
barrera de moco en el intestino grueso. respiratorias.
La expresion de MUC2 se correlaciona con
enfermedades, tales como colitis ulcerosa
y enfermedad de Crohn.
MuUC3 MT Epitelio gastrointestinal | Principal mucina secretada en el intestino | Si
(colon, intestino grueso.
delgado, vesicula biliar) | Papel importante en: la defensa innata Estudios in vitro :
del huésped, la regulacién de la secrecion, | Los esteroides regulan al
procesos de absorcion, resistencia a la alza la expresion de MUC3
colonizacién, en células del cancer de
Contribuyen en el mantenimiento de la mama.
integridad y a la proteccidn de la barrera
de moco en el intestino grueso
La expresién de MUC3 se correlaciona con
la aparicion de enfermedades
inflamatorias intestinales como colitis
ulcerosa y enfermedad de Crohn.
MUC 4 MT En la superficie epitelial | Responsable de la naturaleza viscoeldstica | SI
del pulmdn y las vias de la mucosidad.
respiratorias. Papel como barrera protectora contra los | Estudios in vitro :
En la mucosa nasal patégenos invasores y La dexametasona inhibe la
normal. productos quimicos : ayuda en la expresion de MUC4 en
Pdlipos nasales. depuraciéon mucociliar de cuerpos poliposis nasal
extrafos.
Otros: Epitelio (ojo, Proporciona defensa de las vias La dexametasona
cavidad oral, gldndulas | respiratorias superiores e inferiores. disminuye la expresion de
lacrimales, glandulas MUC4 en las células
salivares, cuello Implicado en la progresion tumoral epiteliales de la cérnea
uterino, préstata, mediante la induccién de aumento del humana.
estémago, colony crecimiento, la proliferaciény la Efecto Inhibitorio de los
glandula mamaria ) . supervivencia de la célula. corticosteroides en
aumento de la expresion
La expresion aberrante en tumores de de mRNA de MUC4 en
ovario y en lesiones pancredticas malignas | pdlipo nasales.
malignas. Es frecuente un aumento de la
expresion en cancer de pulmoén, mamay Estudios in vivo :
colon. La terapia con
corticosteroides aumenta
Funciones de los diferentes segmentos la expresion MUC4 en los
MUC4 : pdlipos nasales.
-Ectodominio (Anti- adhesivo, hidratacion
y lubricacién de la superficie celular, ERBB
de sefializacion).
MUCSAC S Epitelio pulmonary las Principal mucina formadora de moco en Si

vias respiratorias
(células caliciformes )
Mucosa nasal normal.
Pélipos nasales.

Otros:
Ojos.

el tracto respiratorio.

Responsable de la naturaleza viscoelastica
de la mucosidad.

Proteccidn y estabilizacién de la superficie
ciliado

Papel como barrera protectora contra los
patégenos invasores y

Estudios in vitro :

La dexametasona
disminuye la expresion de
MUCSAC en células
epiteliales humanas,en
epitelio bronquial y en
rata en células epiteliales
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Mucina Tipo Localizacién Rol fisioldgico y patolégico Efecto corticosteroide
Estémago productos quimicos : Ayuda en la de las vias respiratorias
depuracidon mucociliar de cuerpos La budesonida inhibe la
extrafos . induccién de MUC5AC por
Proporciona defensa de las vias mediadores de la
respiratorias superiores e inferiores. inflamacidén en las células
Contribuye a la funcién de la barrera epiteliales de las vias
defensiva y la reologia del moco de las respiratoria
vias respiratorias.
Marcador para la metaplasia de células Estudios in vivo:
caliciformes. Los corticosteroides
Asociado con enfermedades respiratorias, | disminuyen la secrecién
principalmente con asma. de mucina MUC5AC en
pélipos nasales.
MUC5B S Epitelio pulmonar y de De las principales mucinas formadoras de | Si
las vias respiratorias moco en el tracto respiratorio.
(glandulas Responsable de la naturaleza viscoeldstica | Estudios in vivo :
submucosas) de la mucosidad. Los corticosteroides
Proteccidn y estabilizacién de la superficie | disminuyen la secrecion
Mucosa nasal normal. ciliada. de mucina MUC5B en
Pélipos nasales. Papel como barrera protectora contra los | pdlipos nasales.
patégenos invasores y productos
Otros: quimicos.
Glandulas salivales. Ayuda en la depuracién mucociliar de
glandulas cuerpos extrafios.
submandibulares Proporciona una defensa de las vias
respiratorias superiores e inferiores.
Contribuye a la funcién de la barrera
defensiva y la reologia del moco de las
vias respiratorias.
Asociado con enfermedades respiratorias,
principalmente con EPOC.
Interaccién entre MUCSB y diferentes
proteinas salivales
(Importante en el mantenimiento de la
fisiologia oral: mejora de la proteccion
fisica, la integridad del esmalte)
MUC6 S Estémago, ileon, MUC6 se expresa en cancer de mama: Si
vesicula biliar. benigno y maligno Estudios in vitro:
Pecho. Los esteroides regulan al
alza la expresion de MUC6
en cultivos celulares en
cancer de mama.
MUC7 S Pulmon y vias Mucina secretada pero no formadora de Desconocido
respiratorias. gel.
Mucosa nasal normal. La interaccion entre las mucinas y
Pélipos nasales. diferentes proteinas salivales son
Otro: importantes en el mantenimiento de la
Glandulas salivales, fisiologia oral (mejora de la proteccién
sublinguales y fisica, la integridad del esmalte)
glandulas
submandibulares.
glandula lagrimal .
MUC8 S Pulmon y vias Sobreexpresion de MUC8 en los pdlipos Si

respiratorias.
Mucosa nasal normal.
Pélipos nasales.

nasales.

MUC8 como un marcador de células
ciliadas en el epitelio nasal humano

Estudios in vitro:
Dexametasona suprime la
expresion de MUC8
cultivos celulares de
epiteliales nasales
humanas
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Mucina Tipo Localizacién Rol fisiolégico y patolégico Efecto corticosteroide
MUC9 Sy Ovarios. Trompas de MUC9 se expresa epiteliales de tumores Desconocido
MT Falopio de ovario. MUC9 o glicoproteina del
oviducto (OVGP1) estd presente en el
suero de las mujeres con céncer de ovario
y se ha descrito como posible marcador
de suero para la deteccién de cancer de
ovario
MUC10 Mucina submandibular. | Mucina salivar.
MUC11 MT Pulmén Desconocido
Otro:
Colon
Tracto reproductivo.
MUC12 MT Estémago, colon, Desconocido
pancreas, prostata,
utero.
MUC13 MT Pulmoén y vias Expresado de forma aberrante en cédncer Desconocido
respiratorias. gastrico, colorrectal, de ovario, pancreas,
pulmén y carcinomas de ovario.
Otro: La sobreexpresién de MUC13 aumenta el
Colon, traquea, rifidn, crecimiento celular, la formacién de
intestino, epitelio colonias, la migracion celular y la invasién.
conjuntival.
MUC15 MT Pulmoén y vias La expresion aberrante de MUC15 se Desconocido.
respiratorias. correlaciona con el desarrollo de
Otros: adenocarcinoma de colon.
Colon, intestino MUC15 es un potencial marcador de
delgado, préstata, malignidad y de prondstico en carcinoma
placenta, glandulas papilar de tiroides.
salivares, glandula
tiroides,
moderadamente en el
rifion, epitelio
conjuntival.
MUC16 MT Células epiteliales Papel como barrera protectora contra los | Si
superficiales de patdgenos invasores y productos
pulmén y vias quimicos. Estudios in vitro:
respiratorias Sobreexpresado en el cancer de ovario y Dexametasona regula al
Pdlipos nasales. de endometrio. alza la expresion de
Otros: Marcador en suero para el cancer de MUC16 en células
El epitelio de la ovario (CA 125) . epiteliales de la cérnea
superficie ocular, humana.
drganos reproductivos La dexametasona
y mesotelio que aumenta la expresion de
recubre las cavidades MUC16 en pdlipos
del cuerpo (cavidad nasales.
pleural, peritoneal y
pélvica). epitelio
conjuntival.
MuUC17 MT Tracto gastrointestinal MUC17 tiene un papel en la protecciéon de | Desconocido

(duodeno, colon,
estdmago) epitelio
conjuntival.

la mucosa intestinal contra patégenos
luminales.

MUC17 se expresa en células de
absorcidn intestinal en cancer de
pdancreas y cdncer de colon.

La expresion aberrante de MUC17 se
correlaciona con adenocarcinoma ductal
de pancreas.
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Mucina

Tipo

Localizacién

Rol fisioldgico y patolégico

Efecto corticosteroide

MUC18

MT

Pulmén y vias aéreas.

Se ha demostrado que MUC18 tiene un

Desconocido

papel en la promocidn de las metastasis
en varios tumores, como el cancer de
mama y melanoma por el aumento de su
motilidad, invasion y la tumorigénesis.
MUC18 amplifica la inflamacién pulmonar
durante la infeccién bacteriana.

Otros:
Mama

MUC19 S Pulmoén y vias Desconocido

respiratorias (traquea)

Mayor mucina de la glandula salival.

Otros:
Glandula salival.

MUC20 MT Pulmén, vias Desconocido.

respiratorias.

Aumentado en patologia renal.

Otros:
Placenta, colon,
prostata, higado

Muc21 MT MUC21 modula la adhesién celular Desconocido.
Marcador para adenocarcinomas de

pulmédn.

Pulmén y vias aéreas.

Desconocido

MUC22 MT Pulmon y via aéreas

Abreviaturas: MT: Membrane-tethered (Mucina de membrana); S: Mucina Secretada.

Las mucinas presentan una sobreexpresion en enfermedades pulmonares tales como el asma,
bronquitis, EPOC, o fibrosis quistica. Dos mucinas de membrana, MUC1 y MUC4 han sido
extensivamente estudiadas en relacidn a su implicaciéon patoldgica en el proceso de estas
enfermedades [176-178]. Las mucinas se encuentran bajo investigacion como posibles
marcadores diagndsticos para la ocurrencia de procesos malignos y otras enfermedades en los

cuales se presenta una produccion excesiva o aberrante de las mismas.

Bajo estimulo la proteina MARCKS (myristylated alanine-rich C kinasa substrate-sustrato para
la kinasa C rica en alanina miristilada) se coordina la secrecién de mucina a partir de las
vesiculas llenas de mucina presentes dentro de las células epiteliales especializadas [173]. La
fusion de estas vesiculas con la membrana plasmatica provoca la liberacién de la mucina, al
tiempo que el intercambio de Ca2+ por Na+ aumenta unas 600 veces. El resultado es un
producto viscoelastico formado por un entretejido de moléculas de mucina, las cuales
combinadas con otras secreciones (por ejemplo las producidas por el epitelio respiratorio y las

glandulas submucosas) forman el moco [174, 175].

Basandose en la localizacion anatdomica en el organismo asi como en la compleja estructura de
las mucinas, se sugirio hace bastante tiempo las propiedades multifacéticas del moco, necesarias
para la defensa del huésped: antimicrobianas, antiproteasas, antioxidantes y antiflamarorias

[184] Jacquot et al. fueron los primeros en demostrar las propiedades de las mucinas en las
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secreciones de las vias aéreas. Las mucinas de las vias aéreas son extremadamente hidrofdbicas.
Recientes analisis protedmicos de las mucinas revelaron que estan estrechamente asociadas con

varias proteinas con las que comparten propiedades [185, 186].

Las principales mucinas secretadas en las vias aéreas son la MUC5AC y MUC5B, mientras que la
MUC2 se secreta principalmente en intestino aunque también en pequefia proporcion en las

vias aéreas.

MUCS5AC y MUC5B son las mucinas principales productoras de gel en las vias aéreas y por lo
tanto ambas contribuyen como barrera defensiva ademas de tener un papel regulatorio de los
fluidos de las vias aéreas [180]. MUC5B es una mucina de las glandulas submucosas. MUC5AC
ha sido usada como marcador de metaplasia celular. Ambas son producidas también por
células calciformes. Aunque el papel exacto de ambas en las vias aéreas tiene que ser
completamente dilucidado, se ha sugerido que durante la inflamacién de las vias aéreas es
inducida la expresion de MUC5AC, [187] mientras que la expresién de MUC5B es constitutiva
[187, 188]. También se ha demostrado que MUC5AC estd mas asociado con asma [186, 188,
190] mientras que MUC5B con EPOC [191]. La sobreproduccidon de moco es un factor que
contribuye a la progresion de la enfermedad pulmonar obstructiva crénica (EPOC). Se ha
demostrado que la composicidon polimérica de mucina o las propiedades son diferentes en el

esputo de individuos con EPOC y los fumadores sin obstruccion del flujo aéreo.

La eliminacidn del moco es la primera barrera defensiva de unas vias aéreas normales frente a
patogenos transportados por el aire y frente a contaminantes. Sin embargo, la hipersecrecidon
de moco, una caracteristica importante de la EPOC, contribuye a la progresion de la
enfermedad. Las recetas de algunos medicamentos mucoliticos como N-acetilcisteina y la
carbocisteina, han demostrado beneficios en el tratamiento de la EPOC. Las mucinas
constituyen los principales componentes sélidos del moco, proporcionandole sus propiedades
viscosas y eldsticas permitiendo su funcidén defensiva. Las principales mucinas expresadas en
las vias aéreas son: tres mucinas ancladas a membrana (MUC1, MUC4, y MUC16) y tres
mucinas secretadas formadoras de gel (MUC2, MUC5AC, MUCSB vy). A pesar de que la sobre-
expresion de mucinas ancladas a membrana se ha observado en los pulmones de paciente con
EPOC, por el momento no ha sido evaluado de qué forma especifica afecta a la EPOC. Se han
estudiado los multiples efectos de MUC1: efectos inmunosupresores, adhesidn-bacteriana,
anti-inflamatorios y tumorigénicos. Todo ello sugiere que MUC1 puede contribuir a
inmunosupresién, remodelacion de las vias aéreas, obstruccion de moco, colonizacidon
bacteriana y la alteracion de la integridad del epitelio en la EPOC. La regulacién de la sintesis

de mucina y la secrecidn se entiende cada vez mejor. La sobre-expresién de mucinas en la
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EPOC es causada probablemente por una combinacién de productos microbianos,
contaminantes ambientales y mediadores de la inflamacién. Ademas son necesarios estudios
posteriores para determinar la funcion individual y la sefal regulatoria de cada mucina en las
vias respiratorias y en la EPOC, para poder conocer mejor el mecanismo de la enfermedad y el

desarrollo de nuevas terapias.

Un polimorfismo del promotor de MUC5B estd asociado con fibrosis pulmonar. Con la
aparicion de los ratones Knockout tanto para MUC5AC como para MUC5B se espera que sus

papeles se conozcan mas detalladamente.

1.8.1. MUC1.

MUC1 suele representar mucina humana mientras que Mucl se utiliza para animales, aunque

es habitual que estos términos se utilicen indistintamente.

Es una mucina anclada a la membrana localizada en la superficie de las mucosas de células
epiteliales y células hematopoyéticas. Su expresion también ha sido demostrada en células
endoteliales corneales. El papel de MUC1 en oncologia ha sido muy estudiado. Ha sido
documentada la expresién de MUC1/Mucl en tejidos pulmonares, en células epiteliales de las
vias respiratorias y en células alveolares tipo Il [193]. MUC1 también se expresa en las células

epiteliales de la superficie apical de revestimiento del pulmon

MUC1 fue el primer gen de mucinas clonado [192, 193] como antigeno oncoldgico. Esta
establecido que MUC1 se sobreexpresa y esta aberrantemente glicosilada en diferentes
adenocarcinomas. Estd compuesta por compuesta por dos subunidades asociadas no
covalentemente: subunidad N-terminal, conteniendo un VNTR de 20 aminoacidos altamente
glicosilados y la subunidad C-terminal compuesta de un corto dominio extracelular, un dominio
transmembrana, y una cola citoplasmatica de 72 aa. La porcidn glicosilada extracelular media
las propiedades antiadhesivas de las células que la expresan. La cola citoplasmatica tiene sitios
de unién para Grb2/Sos y B-catenina pudiendo ser fosforilada por quinasas incluyendo el
receptor del factor de crecimiento epidermal (EGFR), c-Src y GSK-3B. Al fosforilarse, secuestra
B-catenina disminuyendo su disponibilidad para unirse a E-caderina, y por lo tanto inhibe la
adhesion celular mediada por esta [234]. En cancer de mama, se ha visto que MUC1 puede
estimular la via de sefializacidn de ErbB1 al inhibir su ubiquitinizacién y degradacién, y al
favorecer su internalizacién y reciclaje. Indirectamente al estimular la interaccion MUC1-Erb,
se activan las quinasas reguladas por sefializacidén extracelular (Erk 1 y 2), aumentando la

proliferacién celular. MUC1 también puede regular la sefalizacién de la ERK al modular la
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transcripcion de genes para MEK1, Rafl y c-jun. La fosforilacidn de la cola citoplasmatica
también se asocia a la sefalizacion por la via de la protein-quinasa activada por mitégenos
(MAPK). Recientemente se ha revelado que la cola citoplasmatica se puede unir directamente
a diversos efectores relacionados a la transformacién maligna tales como el p53, receptores de

estrogenos a, inhibidor de las kinasas Kb y proteinas de choque térmico [234,235].

Ha sido demostrado el papel antiinflamatorio de MUC1 mediante un proceso de inhibicidn de
sefializacion de los TLR (Toll-like-receptor) [194]. Desde que el estimulo desencadenante de un
proceso inflamatorio es inducido se activan los Toll-like-receptor (TLR5) [195]. Ambos TLR5 y
MUCL1 estan presentes en la superficie de revestimiento de las via aéreas, ha sido postulado
que la presencia de MUC1 suprime la sefializacion de TLR 5. Este efecto inhibitorio de MUC1
fue demostrado en cultivo celular de células epiteliales pero no solo sobre TLR 5 sino también
sobre los otros TLR incluyendo TLR 2, 3, 4, 7 Y 9 [196]. Esto sugiere que MUC1 puede ser un

regulador negativo de la sefializacion de TLR.

Ademas el efecto antiinflamatorio de MUC1 no requiere de la molécula entera, solamente es
necesario el dominio citoplasmatico de MUC1 [194, 197].
MucCl

EXTRACELLULAR
ECTODOMAIN

NH2

MucC1
TRANSMEMBRANE
REGION

PLASMA
MEMBRANE

/

MUC1-CT

0 * Tyrosine residues

Figura 25.- Estructura de MUCL. (figura extraida de la revisidn de Peiro et al. del 2014 [204] La mucina de
membrana MUC1 se compone por tres subunidades distintas: un gran ectodominio extracelular fuertemente
glicosilado, una region de un solo paso transmembrana y una cola citoplasmica intracelular (CT) que contiene varias
tirosinas conservadas evolutivamente (Y).

También se ha postulado sobre el papel perjudicial de MUC1 en pulmdn, debido a estudios
que han demostrado que TNF-a (uno de los principales mediadores proinflamatorios de las

vias aéreas) aumenta la expresiéon de MUC1
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Figura 26. Mecanismo antiinflamatorio de MUCL. (figura extraida de la revision del 2012 de Kwang Chul Kim
[179])(Paso 1 ) Durante la etapa temprana de inflamacion se activan los TLR y NF-kB en las células epiteliales y
macrofagos (M). (2) La activacion de NF- kB conduce a aumento de la expresién de TNF-a y de IL-8, que se secretan
posteriormente (3) la IL-8 recluta neutrdfilos (N) a través de la barrera epitelial que liberan NE en el lumen de las
vias respiratorias. (4) NE y un TNF activan una sobreexpresion del gen MUC1 que resulta en el aumento de
expresion de Mucina MUC1 en la superficie apical de las células epiteliales del pulmén. (5). Durante la etapa tardia
del proceso inflamatorio, la fosforilacion de tirosina del dominio MUC1-CT conduce a la inhibicion de la sefializacién
de TLR y (6) El descenso de regulacion de la inflamacion.

Dada la importancia de la inflamaciéon durante el estadio inicial en La EPOC y el efecto
“universal" antiinflamatorio de MUC1, junto con la importancia de la expresidon en pulmén de
MUC1 se ha generado un alto interés en los ultimos tiempos.

Ademas evidencias recientes mostraron que los glucocorticoides incrementan la expresion de
MUCL1 in vitro [236] asi como a nivel epitelial tras el tratamiento con corticosteroides orales
durante dos semanas [237]. Sin embargo, la asociacidn entre la eficacia de costicosteroides
orales y la expresién de MUC1 asi como la posible interaccién entre glucocorticoides, el
receptor de glucocorticoides (GR) y MUC1 son todavia desconocidas. Esta cuestidn critica nos
llevd a investigar la regulacién de MUC1 expresion en las vias respiratorias, concretamente en

EPOC.
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19 MUC1 y EPOC: ¢Posible papel de MUC1 en la aparicion de
corticorresitencia?

Durante los Ultimos afios ha habido una creciente conciencia de la importancia de la expresion
de mucinas ancladas a membrana en diferentes enfermedades. Centrandose sobre todo en las
enfermedades respiratorias, su expresion se ha relacionado con funciones de proteccion
contra particulas inflamatorias o agentes infecciosos [204], por lo tanto la investigacidn en las
mucinas se ha dirigido hacia la investigacidon de sus posibles beneficios anti-inflamatorios. Su
presencia en la superficie celular, les confiere una alta accesibilidad, y su interaccién con
multiples proteinas, les confiere una capacidad para regular diferentes vias de sefalizacion,

subrayar su importancia bioldgica y su potencial implicaciéon en las estrategias terapéuticas.

NH2
TLR-1,2,4,5 MUC1
¥ 2, i

MyD88

PLASMA
MEMBRANE

COOH

l sm-zlzs
IRAK6
INK l \ ERK1/2

p38MAPK
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L8 tMMuCl
MTNFa
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Figura 27. Diagrama que muestra los mecanismos de accion anti-inflamatoria de MUC1. (figura extraida de la
revsion de [204]. MUC1 es conocida por sus propiedades para inhibir varios receptores tipo TOLL (TLR)

a través del reclutamiento de MyD88. Esto desencadena en diversas cascadas de sefializacidn, tales como c-Jun N-
terminal quinasa (JNK), mitégeno p38 activado MAP quinasa (p38MAPK) y quinasa extracelular regulada por sefial
(ERK1 / 2), lo que llevaria a la transcripcion de diferentes genes pro-inflamatorios. Se sabe que la dexametasona
(DEX), entre otros corticosteroides, aumenta la expresion de MUC1 anclada a memebrana lo que daria lugar a un
incremento de su capacidad anti-inflamatoria. Sin embargo, ciertas modificaciones de los receptores de
corticosteroides (GR), tales como un aumento de la fosforilacion GRa (P) en Ser226, mediada por JNK, p38MAPK y
ERK1 / 2, contribuye a la resistencia a los esteroides mediante la prevencion de la translocacion nuclear, por lo que
podria tener un efecto en la expresion de MUC1. Ademas, la posibilidad de una interaccion potencial entre la cola
citoplasmatica de MUC1 (MUC1-CT), corticosteroides y sus receptores es actualmente desconicda.
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En nuestro grupo tenemos datos relativos a la disminucidn de expresion de MUC1 en pacientes
con poliposis resistentes a corticosteroides. Esto ha orientado a que nuestra investigacion
actual se centre en la evaluacién de la relacion mecaniistica entre MUC1 y la eficacia anti-
inflamatoria de corticosteroides.

Se conocen propiedades de MUC1 en inflamacion de las vias aereas por estar relacionada con
su capacidad para inhibir varios TLR [202], en particular a través MyD88 [204]. Esta inhibicion
evita diversas cascadas de sefializacidon, que daria lugar a la transcripcidon de diferentes genes
pro-inflamatorios. Ademas, como se describié anteriormente, MUC1 también se conoce por su
capacidad para mediar en la translocacion de varios factores de transcripcidon en el ndcleo,
donde éstos ejercen su funcion [208-210]. Sin embargo, hasta ahora, la posibilidad de una
potencial interaccion entre MUC1-CT y corticosteroides y sus receptores es desconocido.

En nuestra opinidn, la relevancia de estudiar una potencial interaccién entre mucinas,
particularmente MUC1 y corticosteroides se debe a la posibilidad de proporcionar una
explicacidn mecanicista que contribuiria a entender por qué estos medicamentos no son
capaces de reprimir la inflamacién en este subgrupo particular de pacientes, que son los
pacientes EPOC resistentes a corticoides caracterizados por exhibir una expresion reducida de
MUC1.

En conclusién, la EPOC se comporta como una enfermedad inflamatoria crénica de enorme
complejidad, en la que existe una amplificacidon de los mecanismos inflamatorios de defensa 'y
un cierto grado de corticorresistencia. Esa inflamacién, no sélo afecta a los diferentes
componentes del pulmdn, sino que también parece vincularse a las manifestaciones sistémicas
de la enfermedad, por lo que el conocimiento profundo de todos los mecanismos implicados

en la cascada inflamatoria puede tener futuras e importantes connotaciones terapéutica
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2. HIPOTESIS Y OBJETIVOS

La hipotesis de la presente tesis doctoral estd basada en las siguientes consideraciones,

expuestas anteriormente, y resumidas a continuacion:

>

En primer lugar, se ha descrito el papel de los corticosteroides en la EPOC sobretodo
en pacientes con EPOC avanzada y en el tratamiento de las exacerbaciones [100],
siendo muy comun la pérdida de eficacia a estos farmacos.

Una reduccion en la capacidad de respuesta a los efectos antiinflamatorios de los
corticosteroides es una barrera importante para la gestidn eficaz en la mayoria de los
pacientes con EPOC. Los mecanismos moleculares que conducen a la resistencia a los
corticosteroides se comprenden mejor ahora, y esto ha identificado nuevos objetivos
para la terapia.

El humo del tabaco es el principal agente causal de la EPOC [32] y contribuye a la
inflamacion crénica y a los cambios estructurales desencadenados en las vias aéreas
[3]. El tabaco, o compuestos especificos del mismo, ha sido relacionado como uno de
los principales factores de corticorresistencia mediado por el estrés oxidativo que
produce

Al igual que para otras enfermedades inflamatorias han sido identificados marcadores
de resistencia a los corticoides no ha sido asi para la EPOC. Uno de los pocos
marcadores de resistencia a varios farmacos identificada para la EPOC es la MRP1
(Multidrug resistance-associated protein-1) [238].

Se ha descrito el papel antiflamatorio de MUC1 en las vias aéreas. Inicialmente se le
habia atribuido a esta mucina un papel perjudicial en la desencadenacion de respuesta
inflamatoria debido a que TNF-a aumenta la expresion de MUC1 en enfermedades con
un gran componente inflamatorio como la que caracteriza a la EPOC.

MUC1 ha sido descrita en la superficie de células epiteliales alveolares y bronquiales
inducida por diversos factores y ademas, ha sido implicada en otras enfermedades de
las vias aéreas (poliposis) con un importante componente conrticorresistente.
Recientemente se ha descrito por nuestro grupo y por otros estudios la infraexpresion

de MUC1 en pacientes con poliposis corticorresistentes.

Basandonos en los antecedentes anteriormente descritos es razonable hipotetizar que MUC1

puede jugar un papel importante mediando la accion anti-inflamatoria de los corticoides en la

EPOC.
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El objetivo principal de este trabajo es analizar el papel de MUC1 como mediador de los
efectos anti-inflamatorios de los corticoides en la EPOC.
Con el fin de evaluar la validez de la hipdtesis planteada, se establecen los siguientes
subobjetivos:
» Analizar la expresion de MUC1 en tejido pulmonar de sujetos sanos, fumadores y
pacientes EPOC
» Analizar el efecto de la falta de expresion de MUC1 sobre el efecto anti-inflamatorio de

los corticosteroides tanto en modelos celulares in vitro como en modelos animales
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3. METODOLOGIA

3.1 Material.

3.1.1 Farmacos ensayados.

Los farmacos empleados en este estudio han sido la Dexametasona como antiinflamatorio y la

BE_Flurodesoxiglucosa (*®F-FDG) como radiofarmaco diagndstico.

La dexametasona es un potente glucocorticoide sintético con acciones que se asemejan a las
de las hormonas esteroideas. Actia como antiinflamatorio e inmunosupresor. Su potencia es
de unas 20-30 veces la de la hidrocortisona y 4-5 veces mayor que la prednisona. La
dexametasona se usa para tratar patologias de origen inflamatorio y enfermedades

autoinmunes.

o OH

Figura 28: Estructura de la dexametasona (izquierda) y de la 18F-FDG (derecha).

La'®F-FDG (“®F-Fluorodesoxiglucosa) es muy utilizada en el diagnéstico médico por imagen,

concretamente en la modalidad de Tomografia por Emisién de Positrones (PET).

La FDG, como andloga de la glucosa, es incorporada principalmente por aquellas células con
elevadas tasas de metabolismo glicidico, como las células oncoldgicas y las inflamatorias. Tiene
una distribucion fisioldgica en cerebro, en riiédn y vejiga por tener eliminacidn
mayoritariamente urinaria. Al carecer del grupo hidroxilo en el carbono de la posicién 2 la
fosforilacién no se produce e impide que sea liberada al medio extracelular. El oxigeno 2 de la
molécula de glucosa es necesario para continuar el proceso de glucdlisis, por lo que, al igual
que ocurre con la 2-desoxi-D-glucosa, la FDG no puede ser metabolizada en las células y por
ello la FDG-6-fosfato formada no entra en la ruta glicolitica antes de que decaiga la
radiactividad. Como resultado, la distribucién de 18F-FDG es un reflejo en tiempo real del
metabolismo glicidico del érgano bajo estudio en el momento de la adquisicién de las

imagenes.
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En una segunda parte de este trabajo se han estudiado los efectos del farmaco en ensayo

sobre un modelo murino de inflamacién pulmonar por exposicién al humo de tabaco (EHT).
> Dexametasona.

Tal y como se ha descrito anteriormente, la dexametasona (9-fluoro-118,17,21-trihidroxi-16a-
metil pregna-1,4-dieno-3,20-diona, C22H29F05) es un farmaco aprobado para el tratamiento
de la EPOC severa [111]. En este trabajo se ha empleado el compuesto soluble en agua
comercializado por Sigma-Aldrich, considerado uno de los principales corticosteroides, para
estudiar sus posibles efectos sobre la corticorresistencia asociada a una disminucién de la

expresion de MUCL1 en la EPOC.

La dexametasona se ha utilizado a las dosis de 3mg/kg y 10mg/kg en el modelo murino,
corresponde a la curva de concentracion mas estudiada en otros modelos animales de
inflamacion pulmonar [218], concentracidn requerida para una inhibicion total y selectiva de la
inflamacion. Para utilizar las concentraciones requeridas, se preparé una concentracion stock
de 25mg/ml y se realizaron diluciones posteriores vehiculizadas en Metocell® para
administraciéon oral forzada. Para los cultivos celulares se preparé el medio con distintas

concentraciones crecientes de dexametasona al (0,01nM- 10uM).

3.1.2 Estimulo: Extracto de humo de tabaco (EHT).

El extracto de humo de tabaco (EHT) se obtuvo a partir de los cigarros de investigacion (2R4F;
Tobacco Health Research, Universidad de Kentucky, KY, EEUU). Estos cigarros han sido
desarrollados como cigarros estandares para su uso en investigacion, de forma que permiten
una mejor comparacion de los resultados obtenidos en distintos estudios. Estos cigarros 2R4F,
estdn compuestos por una mezcla de diferentes variedades de tabaco (flue-cured 32,51%,
Burley 19,94%, Oriental 11,08%, Maryland 1,24%, reconstituyente 27,13%, glicerina 2,80% y

azlcar 5,30%) y tienen una composicién definida.

El EHT obtenido a partir de estos cigarros de investigacion fue utilizado como estimulo en los

experimentos, tal y como se ha descrito previamente [219, 220].
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3.1.3 Reactivos utilizados.

3. METODOLOGIA

Reactivo Casa comercial Referencia
Acido acético glacial Panreac Ref. 361008
Acido citrico anhidro Panreac Ref. 141808
Acido clorhidrico (HCI) Panreac Ref. 131020
Acido fosfomolibdico VWR Prolabo Ref. 20616184
Acido tricloroacético (cloroformo) Panreac Ref. 151067
Acrilamida Sigma-Aldrich Ref. A3574
Agua dietilpirocarbonato (DEPC) Applied Biosystems Ref. AM9906
Albumina sérica bovina (BSA) Sigma-Aldrich Ref. A7906
Amonio persulfato Sigma-Aldrich Ref. A3678
Anfotericina B Lonza Group LTD Ref. 17-836E
Azul de anilina VWR Prolabo Ref. 21999183
Azul de tripano Molecular Probes, Invitrogen | Ref. 710282
Carbonato de litio Sigma-Aldrich Ref. 100979413
Cloruro de magnesio (MgCl2) Panreac Ref. 141396
Cloruro de sodio (NaCl) Panreac Ref.141659
Cdctel inhibidor de proteasa Sigma P8340

Coomassie PlusTM Protein Assay

Thermo Scientific

Ref. 1856210

Reagent

Dexametasona Sigma-Aldrich Ref. D2915
Dodecilsulfato sédico (SDS) Sigma-Aldrich Ref. L3771
DPX Panreac Ref. 255254
ECL plus Amersham GE Healthcare Ref. RPN2132
EDTA (acido Sigma Ref. ED2SC
etilendiaminotetraacético)

EGTA (acido etilenglicol Sigma Ref. E3889

tetraacético)

Ensayos de Expresion Génica
TagMan®

Applied Biosystems

Tabla 16 (apartado 3.2.9.3)

Eosina amarillenta Panreac Ref. 251299
Etanol absoluto Panreac Ref. 361086
Formol 10% Panreac Ref. 143091
Glicerol Sigma-Aldrich Ref. G5516
Glicogeno Calbiochem Ref. 361507
Hematoxilina Sigma-Aldrich Ref. GHS332
Hematoxilina de Ehrlich Sigma-Aldrich Ref. GHS322
Hematoxilina de Harris Panreac Ref. 253949
HEPES (Acido 4-(2-hidroxietil)-1-

piperazino etanosulfénico) Sigma-Aldrich Ref. H4034
Hidréxido sédico (NaOH) Panreac Ref. 131687
Isofluorano Baxter SL. ARREANE
Isopropranol Sigma Ref. 19516
Ketamina (Imalgene®) Merial 904886

Kit “Amersham cAMP Biotrak GE Healthcare Ref.RPN225

Enzymeimmunoassay (EIA)
System”
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Reactivo

Casa comercial

Referencia

Kit “Taq Man para la
retrotranscripcion inversa”

Applied Biosystems

Ref. N8080234

Kit BCA para cuantificacion de Pierce Ref. 23227
proteinas

Kit BCA Protein Assay Thermo Scientific Ref. 23225

Kit de tincidn panodptica Panreac Ref. 254807.0922
LPS (Lipopolisacarido de Salmonella | Sigma Ref: L2012

serotipo enteritiditis)

Marcador de peso molecular
Amersham High-Range Rainbow

GE Healthcare

Ref. RPN756E

Medetomidina

(Domtor®) Esteve

135089-1

Medio de montaje rapido para
microscopia dptica

FLUOPREP Biomerieux

75521

Metanol Sharlab Ref. ME03262500
Methocel Colorcon ID 34538P
Nonidet P 40 Sigma Ref. 74385
Parafina Sigma-Aldrich Ref.P3683
Paraformaldehido 4% Panreac Ref.252931
Phenylmethylsulfonyl fluoride Sigma Ref. P7626
(PMSF)

Polietilenglicol 400 Panreac Ref. 162436
Ponceau de silidina Merk Ref. 1159270025

Tampodn de lisis para la purificacion
de acidos nucléicos Nucleic Acid
Purification Lysis Solution.

Applied Biosystems

Ref. 4305895

Tampon salino fosfato (PBS)

Sigma-Aldrich

Ref.P4417

TagMan® Gene Expression Master
Mix

Applied Biosystems

Ref. 4369016

Tetramethylethylenediamine para | Sigma-Aldrich Ref.T9281
electroforesis (TEMED)

Triton X-100 Panreac Ref. 142314
Trizol Roche Diagnostics Ref.1667157001
Tween20 Sigma-Aldrich Ref.P1379
Xileno Merck Ref. 481769
B-Mercaptoetanol Sigma-Aldrich Ref. M6250

3.1.4 Pacientes.

El tejido pulmonar utilizado en este estudio se obtuvo de pacientes sometidos a operacion
quirdrgica por cancer de pulmdén en el Servicio de Cirugia Tordcica del Consorcio Hospital
General Universitario de Valencia (CHGUV) durante los afios 2009 a 2012. Este proyecto fue
aprobado previamente por la Comisién de Investigacion y el Comité Etico de Investigaciones

Clinicas (CEIC) del CHGUV vy se obtuvo el consentimiento informado escrito de cada paciente

participante.

104




3. METODOLOGIA

Los pacientes incluidos en este estudio fueron clasificados en tres grupos: controles no
fumadores, fumadores no EPOC y pacientes EPOC. Los pacientes EPOC fueron diagnosticados
de acuerdo a las directrices GOLD [80] y todas las pruebas de funcidon pulmonar fueron
realizadas durante los tres meses previos a la operacion. Los pacientes fueron clasificados en
los distintos grupos de acuerdo a los valores de su funcién pulmonar. Ademas, los datos
clinicos de todos los pacientes fueron examinados para evaluar posibles comorbilidades y el

uso de medicacion.
Se establecieron los siguientes criterios para la inclusion de los pacientes en el estudio:

1) Pacientes no fumadores, fumadores y EPOC sin sintomas de infeccion en las vias

respiratorias superiores y que no recibieron antibiéticos durante el periodo preoperatorio.

2) Pacientes que no recibieron glucocorticoides, adrenérgicos B, o anti-muscarinicos durante

las tres semanas previos a la operacion.

Los pacientes fueron sometidos a lobectomia o reseccién en cuiia por lesion tumoral en el
pulmén. Las muestras de tejido corresponden a tejido pulmonar no tumoral y fueron
obtenidas de la parte distal del pulmdn, lo mas alejado posible del tumor. Ademas, todas las
muestras de tejido utilizadas fueron revisadas histolégicamente utilizando el siguiente criterio

de exclusion:
1) Presencia de tumor.
2) Presencia de neumonia postestendtica.

3) Fibrosis del parénquima pulmonar.

3.1.5 Animales de experimentacion

Todos los procedimientos realizados con animales de experimentacidn fueron previamente
aprobados por el Comité de Etica y Bienestar Animal de la Comisidn de Etica de la Universidad
de Valencia y por el Comité Etico para la Experimentacién Animal (CEEA) de la Fundacién de
Investigacion del Hospital General de Valencia.

Se emplearon ratones hembras C57BL/6 Wild Type (Harlan®) y KO para Mucl (cedidas por el
grupo de la Dra. Sandra J. Gendler et al. (Profesora de bioquimica y Biologia Molecular e
investigadora en el campo de la Oncologia en la Clinica Mayo) de 12 semanas de edad y de un
peso aproximado de entre 15-22 g. Los animales permanecieron siete dias en cuarentena

previamente al inicio del experimento (periodo de aclimatacién). Los animales fueron
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estabulados a lo largo de todo el estudio con comida (dieta Harlan" Ref. 2014) y agua ad
libitum. Se repartieron de forma aleatoria en jaulas y éstas a su vez en grupos experimentales
distintos. Para realizar un seguimiento individualizado de cada ratdn, se identificé al animal
mediante crotales insertados en la oreja numerados consecutivamente. Las condiciones

estandar del animalario fueron:
e Humedad relativa 55 + 10%.
e Temperatura 22 £ 32C.
e Renovacion del aire a 15 ciclos por hora.

o Ciclo luz/oscuridad 12/12 horas.

3.2 Métodos.

3.2.1 Cultivos celulares.

3.2.1.1 Aislamiento y cultivo primario de células epiteliales bronquiales.
El aislamiento y cultivo primario de células epiteliales bronquiales humanas (CEBH) a partir de

fragmentos de bronquiolo se realizé tal y como se ha descrito previamente [112].

En primer lugar se escindié un fragmento de bronquiolo humano, con un didametro interno de
aproximadamente 0,5-1 mm, de una zona del pulmdn considerada normal o no patoldgica
mediante microscopia. Este fragmento fue diseccionado cuidadosamente, para eliminar restos
de parénquima pulmonar, y se lavé con medio de crecimiento para células epiteliales (BEGM).
El medio BEGM esta compuesto por medio basal para células epiteliales (BEBM) suplementado
con: extracto de pituitaria bovina (52 pg/mL), hidrocortisona (0,5 pg/mL), factor de
crecimiento epidérmico (EGF) humano recombinante (25 ng/mL), epinefrina (0,5 pg/mL),
transferrina (10 pg/mL), insulina (5 pg/mL), triyodo-L-trionina (6,5 ng/mL), gentamicina (40

pg/mL), anfotericina B (50 ng/mL) y acido retinoico (50 nM).

Tras la limpieza del fragmento, éste se corté longitudinalmente y se obtuvieron explantes de
aproximadamente 2 mm que se depositaron en placas de 6 pocillos tapizadas con colageno (10
pg/cm?), a razén de 4-5 explantes por pocillo. Los explantes se orientaron de forma que la capa
epitelial estuviese en contacto con la superficie del pocillo. Se incubaron las placas durante 15

minutos en el incubador (372C y 5% CO,) para facilitar la adherencia del explante a la superficie
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colagenizada del pocillo y, pasado este tiempo, se afiadié 1 mL de medio BEGM por pocillo. Las

placas se incubaron a 372C con 5% de CO,.

Las CEBH crecieron alrededor de los explantes, alcanzando una confluencia adecuada tras un

periodo de aproximadamente 7 a 12 dias.

A.

Figura 29. A. Explantes de bronquiolo humano colocados en pocillos de placas de cultivo. B. Células epiteliales
creciendo alrededor del explante.

A partir de ese momento se retiraron los explantes y los cultivos celulares fueron utilizados
para medir la expresion, tanto de acido ribonucleico (ARN) como de proteina y de marcadores
inflamatorios. Ademads, se tomaron fotografias de la superficie del cultivo celular con un
microscopio de contraste de fases acoplado a camara Nikon Eclipse TE200 (Nikon, Tokio,
Japén). También se utilizaron los cultivos celulares para realizar andlisis por

inmunofluorescencia de los distintos marcadores.

3.2.1.2 Aislamiento de neutrdfilos.

La sangre del paciente es mezclada con Dextrano en la proporcién 2:1 (Dextrano 500, al 3%) se
deja reposar a temperatura ambiente durante 45 min y aislamos el sobrenadante. Se le afiade el
mismo volumen de Ficoll que de sobrenadante. Centrifugamos a 150 g a 42 durante 30min. Se
desecha el sobrenadante por decantacion y nos quedamos con el sedimento que contienen los
neutréfilos. Los neutrdfilos son lavados con PBS y centrifugados a 150 g a 42 durante 5min.
Desechamos de nuevo el sobrenadante por decantacion y afiadimos una solucion de lisis celular

(3 mL). Se dejan reposar en hielo durante 15 min y se Centrifugara 1500rpm durante 5min

Para el asilamiento de netréfilos a partir de esputo de paciente se prepara una solucidn de
trabajo (9ml H20 MiliQ + 1ml DTT o esputolisin). Se procede a la pesada del esputo. y se le afiade

la solucidn de trabajo en propocion 4:1 (4 x peso muestra (g) : 1 x ml solucion de trabajo).
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Se homogeiniza la mezcla con ayuda de una pipeta Pasteur y a continuacion es agitada en el
mecedor de tubos hasta que se disuelve completamente. Se le afiade PBS (la misma cantidad
que de solucidon de trabajo) se vuelve a agitar hasta su completa disolucion y se filtra la
solucién obtenida a través de un filtro de 40 um de poro. Se realiza un citospin y observamos
al microscopio la tincidn, en caso de haber el tipo celular que nos interese hacemos recuento

celular en cdmara Burker.

3.2.2 Estimulaciones in vitro.

3.2.2.1 Preparacion del extracto de humo de tabaco (EHT).

El EHT, utilizado como estimulo en los experimentos in vitro, se obtuvo a partir de cigarros de

investigacion 2R4F, tal y como se ha descrito previamente [183, 184].

El cigarro se introdujo en una bomba de respiracién de animales (Apparatus Rodent Respirator
680; Harvard, Alemania) y se generé el humo mediante un mecanismo que simula la accién
humana al consumir un cigarro (3 respiraciones/minuto; 1 respiracién 35 mL; cada respiracion

de 2 segundos de duracién con 0,5 cm por encima del filtro).

A.

Research

CIGARETTES

Figura 30. El extracto de humo de tabaco (EHT) generado fue utilizado como estimulo en los experimentos in
vitro. A. Cigarros de investigacion 2R4F utilizados en los experimentos. B. Bomba de respiracién de animales
utilizada para generar el extracto de humo de tabaco (EHT) y burbujearlo en el medio de cultivo.

El humo de tres cigarros, generado mediante este procedimiento, se burbujeé en un frasco
con 25 mL de medio basal de diferenciacién para células epiteliales B-ALI™precalentado a
3729C .El EHT generado se filtré con un filtro Millex-GS Syringe Driven Filter Unit de 0,22 um. El
extracto asi generado fue considerado como 100% de EHT y se utilizd6 como estimulo en los
experimentos, dentro de los 30 minutos posteriores a su preparacion. En los experimentos in
vitro del primer estudio, las epiteliales diferenciadas fueron estimuladas con EHT (0%, 1%,
2,5%, 5% y 10%) durante 24 horas. Una concentracion de EHT 10% corresponde

aproximadamente a la exposicion asociada a fumar dos paquetes de cigarros al dia [186].
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Para el estudio de mecanismos el EHT fue afiadido al medio de cultivo del compartimento
basolateral (500 pL) y en la superficie apical (100 uL). Durante los experimentos se tuvo en
cuenta que las manipulaciones en la superficie apical podrian afectar al epitelio
pseudoestratificado. Por ello, todas las manipulaciones con vehiculo control fueron realizadas
en las mismas condiciones que con el EHT. Por ejemplo, se afiadieron volumenes idénticos de
medio de cultivo en la superficie apical de todas las condiciones experimentales y se procedid

de igual forma para el compartimento basolateral.

3.2.2.2 Preparacion del LPS utilizado como estimulo in vitro.

Las soluciones madre de lipopolisacdrido (LPS) se prepararon segun indica ficha técnica y
diluciones adicionales se hicieron en medio de cultivo respectivo para cada caso.

Las células aisladas o los neutrdfilos aislados se incubaron con dexametasona a diferentes
dosis o vehiculo durante 30 minutos antes de la incubacién con o sin LPS (1pug/ml) o CSE 5 %
(en caso de esputo neutréfilos) o durante 6 horas en condiciones de cultivo celular estandar

(372Cy 5 % CO2). El sobrenadante se recogié para medir diferentes marcadores inflamatorios

3.2.3 Modelo animal

La inflamacidon pulmonar en ratén se indujo mediante instilacion intranasal Unica de LPS
(Lipopolisacarido de Salmonella Typhimurium) (754G en 25ul) [198] para exacerbar la
respuesta inflamatoria seguida de exposicion continuada al humo de tabaco (EHT). Los ratones
fueron expuestos al humo del tabaco durante 5 dias consecutivos. El primer y segundo dia
fueron expuestos al humo de 6 cigarrillos, el tercer dia a 8 y el cuarto y quinto dia a 10. La
exposicion a cada cigarro dura por lo menos 5 minutos seguida de 8 minutos de exposicién al

aire ambiental con un flujo de 5I/min [218].

Un sistema semiautomatico (TSE Systems®) controla la duracién de las caladas (1,9 segundos)

y la separacidn entre las mismas (20 segundos).

Los animales del grupo control recibieron el mismo volumen de Agua Brown intranasal
(vehiculo) y fueron expuestos al oxigeno ambiental y sometidos a un estrés por inmovilizacion

en habitaculos similares a los de la maquina de fumar.
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Figura 31: Sistema semiautomatico de exposicion pasiva al humo del tabaco de TSE systems ° (“nose-only system”)

La induccién de inflamacion pulmonar en este estudio se realizé siempre el dia 1 del
experimento, el tratamiento farmacoldgico es administrado diariamente 1 hora antes de la
exposicion al humo del tabaco. La dexametasona es administrada por via oral forzada

vehiculizada con Methocel® al 10% (1:1).

Figura 32: Administracion oral forzada del farmaco mediante canula géstrica.
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Tablas 13 y 14: Dosificacion de la administracion via oral de dexametasona o agua brown.

DEXAMETASONA 10mg/1kg/dia (2,5mg/ml)

PESO g peso kg uL adm oral
10 0,01 10
11 0,01 11
12 0,01 12
13 0,01 13
14 0,01 14
15 0,02 15
16 0,02 16
17 0,02 17
18 0,02 18
19 0,02 19
20 0,02 20
21 0,02 21
22 0,02 22
23 0,02 23
24 0,02 24
25 0,03 25
26 0,03 26
27 0,03 27
28 0,03 28
29 0,03 29
30 0,03 30

3.2.3.1 Protocolo experimental

DEXAMETASONA 3mg/1kg/dia (0,625mg/ml)
PESO g peso kg uL adm oral
10 0,01 10
11 0,01 11
12 0,01 12
13 0,01 13
14 0,01 14
15 0,02 15
16 0,02 16
17 0,02 17
18 0,02 18
19 0,02 19
20 0,02 20
21 0,02 21
22 0,02 22
23 0,02 23
24 0,02 24
25 0,03 25
26 0,03 26
27 0,03 27
28 0,03 28
29 0,03 29
30 0,03 30

Los estudios en ambas cepas de roedores se realizaron en ratones hembra C57BL/6 de 12

semanas de edad.

El nimero de animales en cada grupo fue de n=8 para disminuir la variabilidad interindividual

intraespecie.

Los animales se pesaron de forma periddica durante todo el experimento. Los grupos control

se sometieron al mismo procedimiento experimental, pero se les administré el vehiculo en

todos los casos. Con el fin de evaluar la instauracion y evolucién de la enfermedad, se

realizaron pruebas de imagen mediante PET (Tomografia por Emision de Positrones) y CT

(Tomografia Computarizada), ademas de la evaluacién de la funcién pulmonar mediante un

pletismoégrafo de cuerpo completo (BUXCO®). Las pruebas de PET/CT y Pletismografia se
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realizaron a dia 0 y 6. A continuacion se detallan los grupos experimentales realizados en cada

estudio.

A. Efecto farmacolégico de la Dexametasona a dosis 3 y 10 mg/Kg/dia via oral, en
inflamacién pulmonar aguda inducida con humo de tabaco en ratones C57BL6 “Wild

Type”.
Para llevar a cabo este estudio se emplearon ratones C57BL6 hembra de 12 semanas de edad.
En el modelo wild type, la dexametasona se administra diariamente una hora antes del inicio a

la exposicidn al humo del tabaco.

Se realizaron pruebas de imagen mediante la administracion del radiofarmaco *fF-FDG (**F —
Fluorodesoxiglucosa) via intraperitoneal. Previamente a la adquisicion de las imagenes, se
realizaron los estudios de funcion pulmonar en el pletismografo de cuerpo completo. Todos los

grupos experimentales se llevaron a dia 6 como punto final.

Grupos experimentales modelo Wild Type:

] Salino IN (Intranasal) +Exposicidn aire ambiental (n=8).

= Salino IN+ Exposicion aire ambiental+ Dexametasona 10mg/kg/dia (n=8).

= LPS IN + Exposicidon al humo del tabaco. (n=8).

= LPS IN + Exposicién al humo del tabaco+ Dexametasona 10mg/kg/dia
(n=8).

] LPS IN + Exposicion al humo del tabaco+ Dexametasona 3mg/kg/dia (n=8).

= LPS IN + Dexametasona 10mg/kg/dia (n=8).

] LPS IN + Dexametasona 3mg/kg/dia (n=8).

Debido al efecto hiperglucemiante de los corticoides se realiza un subgrupo control con
Dexametasona a dosis altas 10mg/kg (solo se realiza en el grupo Wild Type) para
demostrar que no existe interaccién farmacoldgica entre la dexametasona y la 18F-FDG
evitando asi falsos negativos en el diagndstico por imagen.
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—

DiAo DiA1 DiA2 DTA3 D1A4 D1A5 DiA6
Pletismografia || LPS || 6C1GARROS || 6 C1GARROS || 8c1GARROS || 10 C1GARROS || 10cCIGARROS |

PET/CT | PET/CT I
Pletismografia |
NECROPSIA |

Figura 33: Esquema del procedimiento del modelo Wild Type. Induccién de la enfermedad a dia 1, administracién

diaria de dexametasona o vehiculo via oral y punto final.

B. Efecto farmacolégico de la Dexametasona 3 y 10 mg/Kg/dia via oral, en inflamacién

pulmonar aguda inducida con humo de tabaco en ratones C57BL6 KO PARA Mucl.

Para llevar a cabo este estudio se emplearon ratones C57BL6 Mucl silenciados (KO Mucl)
hembra de 12 semanas de edad. En el modelo KO Mucl, la dexametasona se administra

diariamente una hora antes del inicio a la exposicién al humo del tabaco.

Se realizaron pruebas de imagen mediante la administracién del radiofarmaco “*F-FDG (**F—
Fluorodesoxiglucosa) via intraperitoneal. Previamente a la adquisicion de las imagenes, se
realizaron los estudios de funcidn pulmonar en el pletismoégrafo de cuerpo completo. Todos los

grupos experimentales se llevaron a dia 6 como punto final.

Grupos experimentales modelo KO Mucl:

. Salino IN +Exposicion aire ambiental (n=8).

. LPS IN + Exposicion al humo del tabaco. (n=8).

. LPS IN + Exposicién al humo del tabaco+ Dexametasona 10mg/kg/dia
(n=8).

= LPS IN + Exposicion al humo del tabaco+ Dexametasona 3mg/kg/dia (n=8).

= LPS IN + Dexametasona 10mg/kg/dia (n=8).

= LPS IN + Dexametasona 3mg/kg/dia (n=8).
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—

DiAo DiA1 DiA2 DTA3 D1A4 DiAS DiA6
Pletismografia || LPS || 6C1GARROS || 6 C1GARROS || 8c1GARROS || 10 C1GARROS || 10cCIGARROS |

PET/CT | PET/CT I
Pletismografia |
NECROPSIA |

Figura 34: Esquema del procedimiento del modelo KO Mucl. Induccién de la enfermedad a dia 1, administracién

diaria de dexametasona o vehiculo via oral y punto final

3.2.4 Preparacidon y administracion de farmacos y radiofarmacos

e Dexametasona: se prepard en solucion con agua Brown para inyectables y se

administro por via oral forzada vehiculizada con Methocel® al 10%.

e Methocel®: La solucidn se prepard en agua destilada previamente calentada a 902C

segun ficha técnica.

e LPS: Se prepard en solucidn con agua Brown para inyectables y se administrd por via

intranasal 24 horas antes de la exposicién al EHT.

El radiofarmaco empleado para la adquisicién de imagenes PET fue suministrado por la Unidad

de Radiofarmacia Centralizada de 1.B.A.Molecular Molypharma.

e |F-FDG: a cada sujeto se le administran aproximadamente 300 uCi via intraperitoneal

de radiofarmaco para las pruebas de imagen.

3.2.5 Imagen Molecular

3.2.5.1 Adquisicion PET/CT
La adquisicién de las imagenes se realizé mediante el sistema multimodal micro-PET/SPECT/CT
(Albira Il de Oncovisidn S.A.) Para los estudios programados se emplearon las modalidades de

PET y CT segun se detalla a continuacion.

Previa a la inyeccion del radiofarmaco se anestesiaron los sujetos con
ketamina/medetomidina 75/0,5 mg/kg respectivamente via intraperitoneal. Se inyectaron con
jeringas de tuberculina desprovistas de émbolo de 0,5 ml aproximadamente 300 pCi via

intraperitoneal de '®F-FDG. La jeringa que contiene el radiofarmaco se midié en el activimetro
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tras la administracién para calcular la dosis exacta de radiofarmaco inyectado y se anot6 junto
con la hora de administracion. Tras media hora de incorporacién del radiofarmaco el sujeto se
colocé en decubito prono en la camilla de ratén estandar del Albira 11®, equipo multimodal de
adquisicién micro-PET/SPECT/CT. Todos los ratones fueron sometidos a las pruebas de PET/CT
adiaOy®6.

Figura 35: microPET/SPECT/CT. Albira Il de Oncovision S.A.

Una vez finalizadas las adquisiciones, los ratones fueron retirados de la camilla y estabulados
bajo observacién. Los sujetos permanecieron en la instalacién radiactiva con ciclos de

luz/oscuridad de 12 horas hasta el decaimiento total de la actividad inyectada.

3.2.5.2 Adquisicién de imdgenes

Las adquisiciones tanto de PET como de CT se realizaron con un offset de 10 mm de longitud
para visualizar la regidn pulmonar. La adquisicién mediante CT (Carestream Molecular Imaging,
Woodbridge, CT) se realizé con buena calidad de adquisicion, dosis alta (400pA) y voltaje alto
(45Kv) con la modalidad de adquisicién Step&Shoot y algoritmo de reconstruccion FBP
(Filtered Back Projection) .En la modalidad de PET, los estudios se programaron con un campo
de vision (Field Of View (FOV)) de 80 mm, un tiempo de adquisicion de 90 segundos por
proyeccién durante 15 min. Las imagenes fueron reconstruidas mediante el algoritmo OSEM
Cross con un numero de iteraciones de 3 utilizando los parametros de reconstruccién estandar

del Albira Suite 5.0 Reconstructor.
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El procesado y analisis de las imagenes de alta calidad del CT se emplearon para proporcionar
informacion estructural basada en la correlacion con las imagenes PET, asi como para ensayos

densitométricos del entorno pulmonar.

3.2.5.3 Andlisis de imdgenes

Las imagenes fueron analizadas y cuantificadas mediante el software de analisis PMOD version

3.2 (PMOD Technologies LTD, Zurich, Switzerland).

Una vez adquiridas, las imagenes de PET/CT fueron reconstruidas y fusionadas.

Anestesia
(Ketamina/ Medetomidina)

Inflamacién pulmonar

18F-FDG

Inflamacién pulmonar Remodelado

PET CcT

Adquisicion
Imagen

Recuperacion Animal

Reconstruccion Imagen

Fusién PET/CT

Procesado
Imagen

Analisis Imagen

Procesado de datos

Figura 36: Esquema de adquisicion y procesado de imagenes.

Para las imagenes CT se determinaron voliumenes de interés (VOI) de la regién pulmonar. El
VOI fue analizado para cada sujeto para sus distintos dias de adquisicidn. Se calculé la media

de unidades Houndsfield (HU) por unidad de pixel.

Para las imagenes PET se tomé como plantilla el VOI obtenido en la imagen CT de cada sujetoy
se extrapold a la imagen PET y posteriormente se procedid a su cuantificacion. La
cuantificacién de imagenes proporciond el nimero de cuentas adquiridas por unidad de pixel.
Dicho valor se relativizé por la dosis inyectada y por peso de sujeto dando como resultado el

SUV (Standard Uptake Value).
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Figura 37: VOI (Volumen de Interés) de la imagen CT y de la imagen PET. Volimenes de interés utilizados para la
cuantificacién en el CT (izquierda) extrapolado a la imagen PET (derecha).

3.2.6 Extraccion de muestras

Una vez transcurridas 20-24 horas de la ultima dosis de 18F-FDG, se procedio al sacrificio de
los animales mediante una inyeccion letal intravenosa de de pentobarbital sédico (200 mg/kg).
Se llevd a cabo una traqueotomia para realizar el lavado broncoalveolar (LBA). Se realizaron 3
lavados de 0,6 mL con Tampon Fosfato Salino (PBS) a través de una canula de 24G. El LBA
recogido se empled para hacer ensayos de recuento y diferenciacidn celular. Se centrifugd el
volumen total de LBA (13000 rpm, 10 min) y el sedimento y el sobrenadante se alicuotaron por

separado, se congelaron con nitrégeno liquido inmediatamente y se almacenaron a -802C.

Se llevo a cabo una toracotomia para extraer el corazén y los pulmones. Los pulmones y la
trdquea se extrajeron en bloque y se pesé el conjunto; a continuacion se separd el pulmon
derecho para el estudio histolégico y se conservd suspendida en solucion fijadora de
formaldehido 3.7-4%, evitando el contacto con las paredes del envase, para su posterior

inclusion en parafina.

El pulmdn izquierdo se empled para expresidon génica y proteica. Para ello se disecciond y
almacend en viales de 2 ml que se congelaron con nitrégeno liquido inmediatamente, y fueron

posteriormente almacenadas a -802C hasta el dia del andlisis.

3.2.7 Ensayos de inflamacién pulmonar

Para determinar la respuesta inflamatoria pulmonar generada en la induccion de la
enfermedad y su comparacién con el grupo tratado con dexametasona, se procedié al
recuento de células totales extravasadas, y a la caracterizacion de las distintas poblaciones

celulares.
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3.2.7.1 Recuento de células totales en el lavado broncoalveolar (LBA)

Previa a la extraccion de los pulmones, se lavaron ambos pulmones por triplicado con 0,6 ml
de PBS. El volumen recogido de LBA se registrd y se separd una alicuota para la diferenciacion
celular y otra para el contaje celular. El volumen restante se centrifugé durante 10 minutos a
13000 rpm para separar las células sanguineas. El sedimento con las células se conservé en
seco para su posterior analisis. El recuento de células totales se realizé en cdmara de recuento

Burker.

3.2.7.2 Diferenciacion celular

Se tomd una alicuota de LBA bien homogenizado para fijar las células sobre un portaobjetos,
utilizando una citocentrifuga (Shandon Cytospin 4, Thermo Electron Corporation) durante 5
minutos a 500 rpm. Se realizd6 una tincidon pandptica (Panreac) de las células fijadas para
cuantificar el porcentaje de cada tipo celular mediante microscopia 6ptica (Eclipse E200,

Nikon).

3.2.7.3 Pletismografia de cuerpo entero.
La pletismografia es un método basado en la medicidon de cambios de presién y volumen que
se utiliza para medir parametros orientados al diagndstico de enfermedades pulmonares o

cardiovasculares.

Pletismografia viene del griego plethusmos, que significa agrandamiento. Determina el
volumen de gas compresible dentro del térax, para lo que se basa en la ley de Boyle, que dice
que en un sistema cerrado a temperatura constante el producto de la presién (P) por el
volumen (V) del gas es siempre constante (k); o lo que es lo mismo: P*V=k; por lo que, si en un
sistema cerrado cambiamos P o V, como su producto permanece constante, entonces el

producto P*V antes del cambio tiene que ser igual a P.

El sujeto se situa dentro de la cabina de pletismdgrafo totalmente sellada. Tras una espiracion
normal lo que se provocara es un aumento de volumen en los pulmones y un correspondiente
aumento de presidén (por compresién de volumen) en la cabina. Aplicando la ley de Boyle, y
conociendo el volumen de la cabina antes de la inhalacidn, es posible calcular el cambio en el
volumen de la cabina. El gas en el pulmdn debe haber cambiado en la misma magnitud. De
esta forma y conociendo los cambios de presion en el aparato respiratorio (incluyendo boca y
pulmones), podemos calcular el volumen de gas en los pulmones tras una espiracién normal o
capacidad residual funcional (CRF). El volumen desplazado durante el proceso se mide usando

un instrumento que recibe el nombre de neumotacédgrafo.
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En animales de experimentacidn es una técnica bastante utilizada por ser no invasiva y no
necesitar de la colaboracién del sujeto para las mediciones. De los valores que aporta el mas
empleado en la Pausa Aumentada o Penh (enhanced Pause) que es sensible a variaciones en la

resistencia de las vias aéreas como puede ser la inflamacién pulmonar [221, 222].
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Figura 38: Pletismografo de cuerpo entero y registro informatico de las mediciones. Sujeto en el interior de la
cabina durante la medicién en el pletismdgrafo de Buxco Research Systems (Wilmington, NC). Los sujetos fueron
aclimatados durante 15 minutos hasta que las constantes y la respiracidn se normalizaron en el habitaculo, después
se inicia la grabacion de las mediciones durante al menos 30 minutos.

3.2.8. Histologia.

A partir de la muestra fijada con formaldehido e incluida en parafina se obtuvieron cortes
seriados de 5 pum de grosor con un microtomo tipo Minot (Leica” RM 2135). Los cortes

obtenidos se emplearon para:
- Inmunohistoquimia

- Tincién hematoxilina-eosina

3.2.8.1 Tincién con hematoxilina eosina.

El epitelio bronquiolar pseudoestratificado se fijo con paraformaldehido 4% durante al menos

48 horas. Posteriormente se deshidraté mediante el siguiente procedimiento:

Paso: | Solucién: Tiempo (minutos):
1. Etanol 70% 30
2. Etanol 96% | 30
3. Etanol 96% Il 30
4. Etanol 100% | 30
5. Etanol 100% Il 30
6. Xileno | 30
7. Xileno Il 30
8. Parafina | 60
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A continuacion se procedid a la inclusién en bloques de parafina con un inclusor EC350-1 Myr
(Leica Geosystems, Heerbrugg, Suiza). A partir de los bloques obtenidos, se cortaron secciones
(4-6 um de espesor) con un micrétomo HM 340 E (Leica Geosystems, Heerbrugg, Suiza) y se
adhirieron a portaobjetos. Para realizar la tincion con hematoxilina-eosina, se desparafinaron
los cortes con xileno, se hidrataron con concentraciones decrecientes de etanol y se tifieron
con hematoxilina y eosina. Tras la tincién se deshidrataron las muestras mediante una
sucesion de alcoholes crecientes y xileno y se montaron los portaobjetos con el medio de
montaje DPX y con cubreobjetos. Se tomaron fotografias de las preparaciones obtenidas con

un microscopio de luz visible (x200; Leica DM6000B).

3.2.8.2 Inmunohistoquimia.
Para realizar el analisis por inmunohistoquimia de tejido pulmonar de los sujetos pacientes no
fumadores, fumadores y EPOC se sigui6 el procedimiento que se describe a continuacidn, tal y

como se ha descrito previamente [183].

El tejido pulmonar se fijo con paraformaldehido 4%, se deshidratd y se procedid a su inclusidon
en bloques de parafina. A partir de los bloques obtenidos se cortaron secciones (4-6 um de
espesor), que se adhirieron a portaobjetos. Las secciones fueron incubadas con los anticuerpos
primarios correspondientes durante 24 horas a 42C. Pasado este tiempo, fueron incubadas con
el anticuerpo secundario correspondiente, anti-ratébn o anti-conejo, conjugado con un
complejo formado por avidina-biotina junto a la enzima peroxidasa de rabano (Vector
Laboratoires, Burlingame, CA). Se utilizd el isotipo control inmunoglobulina G (IgG) como
control negativo. En la siguiente tabla se muestran los anticuerpos primarios y secundarios

utilizados.

Todas las secciones con inmunotincidn fueron evaluadas con un microscopio Nikon Eclipse

TE200 (Nikon, Tokio, Japdn) y se tomaron fotografias representativas (10 cortes por paciente).

3.2.8.3 Inmunofluorescencia.

Los explantes de bronquiolos de pacientes sanos no fumadores (n=10), fumadores no EPOC
(n=10) y EPOC (n=7) fueron colocados en pocillos de placas de cultivo y las CEBH crecieron
alrededor de los explantes. Cuando las células alcanzaron un 100% de confluencia, se tomaron
fotografias de la superficie del cultivo celular con un microscopio de contraste de fases

acoplado a camara Nikon Eclipse TE200 (Nikon, Tokio, Japdn).

Las CEBH basales de no fumadores, fumadores y pacientes EPOC se lavaron tres veces con PBS

y se fijaron con paraformaldehido 4% durante 30 minutos a temperatura ambiente. Tras
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realizar otros tres lavados con PBS, se permeabilizaron con una solucién compuesta por: HEPES

20mM pH=7,6, sacarosa 300mM, NaCl 50mM, MgCl, 3mM y Triton X-100 0,5%.

Con los pulmones extraidos para histologia durante las necropsias del modelo animal se realizé
el mismo procedimiento de inclusién. El tejido pulmonar se fijé con paraformaldehido 4%, se
deshidratd y se procedid a su inclusion en bloques de parafina. A partir de los bloques

obtenidos se cortaron secciones (4-6 um de espesor), que se adhirieron a portaobjetos.

Posteriormente, se bloquearon (10% suero de cabra en PBS) e incubaron durante la noche con
el anticuerpo primario correspondiente a 42C. Pasado este tiempo se incubaron con el
anticuerpo secundario correspondiente. Se lavaron 3 veces con PBS y se procedié al montaje
con el medio especifico para fluorescencia DAKO. Tanto las CEBH como los cortes del modelo
murino fueron visualizadas con un microscopio de fluorescencia Nikon Eclipse TE200 acoplado
a camara (Nikon, Tokio, Japdn) y se tomaron fotografias representativas (x200). En la siguiente

tabla se muestran los anticuerpos primarios y secundarios utilizados.

Tabla 15. Anticuerpos primarios y secundarios utilizados en la inmunofluorescencia:

Anticuerpo Primario: Referencia: Origen:
DAPI SIGMA (236276001) Ratén
GR-a BD Biosciences (611227 Ratén
MUC1-CT Novus Biologicals (NBP1-60046) Conejo
Anticuerpo Secundario: Referencia: Dilucion:
Alexa Fluor 555 Donkey AntiRabbit L Life Technologies (10749004) 1:100
Alexa Fluor 488 Goat AntiMouse Life Technologies (10256302) 1:100

Definicion de abreviaturas: DAPI: 4,6-Diamino-2fenilindol, GR-a: Recetor de Glucocorticoide o, MUC1-CT: MUC1
citoplasmadticos; FITC: Isotiocianato de fluoresceina.

3.2.9 Estudio de la expresion génica: Técnicas de Biologia molecular.

3.2.9.1 Extraccion de ARN total y cuantificacion.

Para aislar el ARN total de CEBH de cultivo primario y de CEBH se procedié a la lisis celular
utilizando el tampdn de lisis para la purificacion de acidos nucleicos. EI ARN total se aisld
mediante el sistema de extraccion ABI PrismTM 6100 Nucleic Acid Prep Station (Applied

Biosystems, Darmstadt, Alemania), siguiendo las instrucciones del fabricante.

Para aislar el RNA total de las muestras obtenidas en la necropsia del modelo murino se utilizd
el reactivo TriPure Isolation Reagent (Roche Diagnostics), que es una solucion monofasica de

fenol y tiocianato de guanidina (Trizol), que permite separar ARN, ADN y proteinas. Se tomaron
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20 mg de pulmdn conservado a -802C, se afiadié 1 ml de reactivo Tripure y se lisé con el
sistema Tissuelyser Il (Qiagen). A continuacion, se separaron las fases con cloroformo y se
precipitd el ARN total de la muestra con isopropanol. A fin de facilitar dicha precipitacion se le
afiadié a la fase acuosa 1 pl de glicogeno. Tras una centrifugacion de 5 minutos a 7500 rpm, se

resuspendié el ARN en 20 pl de agua DEPC.

A continuacién se determiné la concentracién del ARN extraido mediante el
espectrofotdmetro NanoDrop 2000C (ThermoFisher Scientific, Waltham, MA, EEUU), siguiendo
las instrucciones del fabricante. Este sistema permitié determinar la concentracion del ARN
total (ng/uL) mediante medidas de absorbancia a 260 nm (A,e) ¥ 280 nm (A,g), a partir del
espectro de absorcion de las muestras. También se obtuvo el valor de la pureza de las

muestras, determinado por el ratio A,eo/Azso.

Figura 38. Extraccion de ARN total y cuantificacién. A. Sistema ABI Prism TM 6100 Nucleic Acid Prep Station para la
extraccion de acidos nucléicos. B. Espectrofotémetro NanoDrop 2000C para la cuantificacion de acidos nucléicos.

La integridad del ARN extraido fue confirmada con el sistema electroforético capilar 2100
Bioanalyzer (Agilent Technologies, Palo Alto, CA, EEUU), siguiendo las instrucciones del

fabricante. El ARN extraido se almacené a -809C hasta su utilizacidon.

3.2.9.2 Retrotranscripcion inversa (RT).
En la reaccidn de retrotranscripcion inversa (RT), la enzima retrotranscriptasa inversa sintetiza

acido desoxiribonucléico (ADN) complementario (ADNc) partir de un ARN molde.

Tomando en consideracion la cuantificacion del ARN extraido, se transformd un total de 300
ng de ARN en ADNc utilizando el kit “Tag Man para la retrotranscripcion inversa”. Se realizd
este proceso en un termociclador 9800 Fast Thermal Cycler (Applied Biosystems, Perkin-Elmer

Corporation, CA, EEUU) con los siguientes pasos: incubacion durante 10 minutos a 252C, ciclo
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de 30 minutos a 42°C e inactivacion de la enzima durante 5 minutos a 952C. El ADNc

sintetizado se almacené a -209C hasta su utilizacion.

95°C

5

42°C

10' 4°C

Figura 39. Retrotranscripcion inversa. A. Termociclador 9800 Fast Thermal Cycler para realizar la reaccién de
retrotranscripcion inversa. B. Etapas de la reaccion. En la figura se muestran temperaturas (2C) y tiempos (minutos)
de los distintos pasos de la reaccidn.

3.2.9.3 RT-PCR a tiempo real.

La reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) consiste en la amplificacidon selectiva de una
regién de ADN de interés utilizando oligonucledtidos como cebadores de la sintesis de ADN.
Los cebadores se unen especificamente a secuencias que flanquean la region que se pretende
amplificar. La reaccion de amplificacidn consiste en la repeticidon de un ciclo integrado por tres

etapas:

> Desnaturalizacion del ADN molde.
» Hibridacion de cebadores.

» Elongacion.

La repeticidn de este ciclo un determinado nimero de veces produce un aumento exponencial

en la cantidad de ADN de la region de interés.

La variante denominada PCR a tiempo real (RT-PCR) constituye una forma precisa de detectar y
cuantificar los niveles de ARN mensajero (ARNm). Los equipos de RT-PCR permiten la
deteccién directa del producto de amplificacion durante la fase exponencial de la reaccion
empleando lectores de fluorescencia que permiten medir la fluorescencia emitida durante la
reaccion. Para ello se utilizaron Ensayos de Expresion Génica TagMan®, que son mezclas pre-
formuladas de sondas y cebadores especificos para el gen de interés marcadas con
fluorocromos. Los reactivos TagMan utilizan una sonda fluorogénica y la actividad 5’ nucleasa
de la Taq polimerasa de ADN para detectar un producto de PCR especifico a medida que se

acumula durante la reaccidn, tal y como se detalla en la siguiente figura.
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notificador de la sonda. caracteristica.

Figura 40. Los reactivos TagMan utilizan una sonda fluorogénica y la actividad 5’ nucleasa de la Taq polimerasa de
ADN para detectar un producto especifico de la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) a medida que se acumula
durante la reaccién (Figura extraida de “Applied Biosystems StepOne™ Real-Time PCR System: Guia de reactivos”
2006, 2010).

La existencia de estas sondas fluorogénicas permite la deteccién en tiempo real Unicamente de
los productos de amplificacion especificos. En la siguiente tabla se enumeran los Ensayos de

Expresion Génica TagMan® utilizados para el estudio de la expresion de los genes de interés.

Tabla 16. Ensayos de Expresion Génica TagMan® utilizados en la RT-PCR a tiempo real (Applied Biosystems).

Gen Simbolo del Referencia Longitud del amplicén
gen (pb)
MUC 1 Humano MUC1 Hs00159357_m1 84
Mucl Ratén MUC1 Mm00449604_m1 | 71
GR-a Humano GR-a Hs00353740_m1 73
GR-a Ratén GR-a Mm00433832_m1 | 68
TLR4 Humano TLR4 Hs00152939 _m1 89
MKP-1 Humano DUSP1 Hs00610256_g1 63
MKP1 Ratén DUSP1 Mm00457274_ gl 65
CD200 Ratoén CD200 MmO00487740_m1 | 94
RGS2 Ratén RGS2 Mm00501385_m1 | 73
TSC22D3 Ratdn TSC22D3 Mm00726417_m1 | 61
IL-8 Humano CXCL15 Hs00174103_m1 101
IL-8 Raton CXCL15 MmO04208136_m1 | 76
IL-13 Ratén I1L-13 Mm99999190_m1 | 82
CRISPLD Ratén CRISPLD Mm01240812_m1 | 84
GADPH Humano GAPDH 4310884E 118
GAPDH Ratoén GAPDH 4352339E 107

Definicion de abreviaturas: GR-a-: Receptor de Glucocorticoide a; TLR4: Tol-like Receptor 4, MKP1: proteina quinasa
(MAP) fosfatasa activada por mitdgenos 1, RGS2: Regulador de la sefializacién de la proteina G2, IL-8: Interleuquina
8, IL-13: Interleuquina 13, CRISPLD: Proteina Secretora Rica en Cisteina GADPH: Gliceraldehido 3 fosfato
deshidrogenas; (pb): pares de bases.

Cada reaccion de PCR contenia los siguientes componentes:

1 uL de ADNCc sintetizado en la transcripcion inversa
5 uL de TagMan® Gene Expression Master Mix

>
>
» 0,5 L de lasonday cebadores correspondientes
>

3,5 L de agua dietilpirocarbonato (DEPC).
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La PCR se desarroll6 en un termociclador 7900HT Fast Real-Time PCR System (Applied
Biosystems) con las siguientes condiciones: un paso inicial de 2 minutos a 02C, un ciclo de 10

minutos a 952C y 40 ciclos de 15 segundos a 952C seguidos de 1 minuto a 60°C.

Figura 41. RT-PCR a tiempo real. A. Termociclador 7900HT Fast Real-Time PCR System para la realizacién de la
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) a tiempo real (RT-PCR). B. Software RQ Manager utilizado para el analisis
de las curvas de amplificacion obtenidas y la cuantificacion de la expresidn génica.

A partir de los datos de fluorescencia registrados se obtuvieron curvas de amplificacién en las
que se representaba el logaritmo de la intensidad de fluorescencia frente al nUmero de ciclos
transcurridos. Para medir la expresidon de un determinado gen se utilizé el ciclo umbral (Ct),
ciclo en el que se alcanza el nivel prefijado de fluorescencia. Cuantas mas copias haya de
ARNm de partida del gen estudiado, mas ADNc se obtendra en la retrotranscripcion inversa y

antes comenzard la amplificacion a ser exponencial.

La cuantificacién relativa de los distintos genes se realizé con el método de comparacién de Ct,
utilizando el gliceraldehido 3 fosfato deshidrogenasa (GAPDH) como control endégeno y

normalizando los resultados al grupo control.

En este método se utiliza la siguiente ecuacion:

AACt = ACt1 - ACtz

Siendo:

ACt; = (Ct gen problema — Ct gen referencia) de la muestra 1

ACt, = (Ct gen problema — Ct gen referencia) de la muestra 2

Para que la determinacion a través de esta férmula aritmética sea valida, debe cumplirse que la
eficiencia de la reaccidn para el gen problema y para el gen de referencia sea aproximadamente

igual. El proveedor de las sondas utilizadas en los experimentos garantiza que la eficiencia en las
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reacciones es de 1. Se estudid cada muestra por duplicado, se corrigieron los valores frente al

gen referencia y se normalizaron frente al grupo control. Se calculd el valor 2*“ de los distintos

-AACE -AACE

grupos y se representd junto al grupo control, cuyo valor de 2 es igual a 1. El valor 2

equivale a la expresion relativa de ARNm de un determinado gen.

3.2.10 Estudio de la expresidn proteica.

3.2.10.1 Western Blot.
La técnica de Western blot fue utilizada para detectar cambios en la expresidn proteica de

MUC1 (21 kD), tanto nuclear como citoplasmatica.

En células células epiteliales bronquiales de no fumadores, fumadores y pacientes EPOC. Se
extrajo proteina nuclear y citoplasmatica con el kit de extraccién Nuclear active motif kit

(Active Motif, Europa, Rixensart, Bélgica) de acuerdo al protocolo del fabricante.

Para las muestras de tejido pulmonar tanto humanas como del modelo murino en primer lugar
se procedio a un homogenizado del tejido pulmonar. Para ello se adicioné 500 pL de Buffer Cy
se lisé todo el tejido pulmonar en el sistema Tissuelyser Il (Qiagen®) a una frecuencia de 30 s-1
durante 2 minutos. A continuacion se centrifugé a 10000 rpm durante 20 min. El sobrenadante
se sometid a tres ciclos de congelacidon-descongelacién con N, liquido y con agitacidén a 379C,
respectivamente. A continuacién se le adiciond NP40 al 1% y durante 15 minutos se mantuvo
en hielo con agitacidn enérgica cada 5 minutos. Finalmente se centrifugd a 10000 rpm durante
20 min a 49C y se recogio el sobrenadante para determinar la concentracion de proteina total
mediante el kit del método de acido bicinconinico (BCA).

El ensayo BCA Protein Assay Kit (Thermo Scientific, Waltham, MA, EEUU) fue utilizado,
siguiendo las instrucciones del fabricante, para cuantificar el nivel de proteina y asi garantizar

una cantidad equivalente de proteina cargada para cada muestra.

Se empleé la electroforesis en gel de acrilamida con dodecilsulfato sdédico (SDS) para separar
las proteinas de acuerdo a su peso molecular. Las proteinas desnaturalizadas (10 pg) y el
marcador de peso molecular Amersham High-Range Rainbow se cargaron en los pocillos de un
gel de poliacrilamida, formado por un gel de apilamiento (acrilamida al 5%) situado encima de
un gel de resolucién (acrilamida al 10%). Se aplicd al gel una corriente eléctrica de 100V
durante 1 hora, provocando que las proteinas migrasen a su través. Posteriormente, se
transfirieron las proteinas del gel a una membrana de nitrocelulosa Amersham Hybond ECL

Nitrocellulose Membrane (Amersham GE Healthcare) utilizando un método de transferencia
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semi-himeda. La membrana fue bloqueada con BSA 5% en PBS con 0,1% de TWEEN®20
durante 3 horas e incubada con el anticuerpo primario anti-B-catenina durante toda la noche a
49C. Tras la incubacion, se lavd la membrana y se incubd con el anticuerpo secundario
correspondiente, conjugado con peroxidasa de rdbano (HRP) durante 1 hora. En la siguiente

tabla se muestran los anticuerpos primarios y secundarios utilizados.

Tabla 17. Anticuerpos primarios y secundarios utilizados:

Anticuerpo Primario: Referencia: Dilucion:
GR-a Santa Cruz Biotechnnology (sc-376425) 1:1000
(origen: ratén)
GR-Ser-226 Novus Biologicals (NB100-92540) 1:1000
(origen:conejo)
MUC1-CT Novus Biologicals (NBP1-60046) 1:1000
(origen:conejo)
TLR4 Novus Biologicals (HO0007099-M02) 1:1000
(origen: raton)
p-ERK Sigma-Aldrich (M9692) 1:1000
(origen: ratén)
t-ERK Sigma-Aldrich (SAB1305560) 1:1000
(origen: raton)
p-p38 Cell Signaling (4511) 1:1000
(origen:conejo)
MKP1 Assay Biotech (B1099) 1:1000
(origen:conejo)

Anticuerpo Secundario: Referencia: Dilucién:
Anticuerpo anti-ratén conjugado a HRP Thermo Scientific (SA1-100) 1:1000
(origen: burro)

Anticuerpo anti-conejo conjugado a HRP | Thermo Scientific (SA1-200) 1:1000
(origen: burro)

Definicidn de abreviaturas: HRP: Peroxidasa de rabano.

El método utilizado para la deteccién de la proteina es un método basado en la deteccién por
quimioluminiscencia y para ello se utilizaron los reactivos ECL plus (Amersham GE Healthcare).

La expresion proteica problema fue normalizada al total de B-actina.

3.2.11 Inmunoprecipitacion.

Una cantidad similar (200ug) de proteina total, citoplasmatica o nuclear fue incubada con
anticuerpos anti-GRa o anti-MUC1-CT. Los inmunocomplejos se precipitaron con proteina G en
microesferas de Sepharose 4B fast flow (Sigma (P-3296)) toda la noche a 4°C. Tras 3 lavados con
NET buffer (50 mM Tris-HCI, pH 8.0, 150 mM NaCl, y 0.1% Nonidet P-40), el material unido se
aislé de los inmunoprecipitados en buffer de carga SDS-PAGE (10% SDS, 1 M Tris-HCI, pH 6.8,
50% glycerol, 10% 2-mercaptoethanol, 2% bromphenol blue) a 100°C durante 10 minutos. Los
complejos proteicos inmunoprecipitados fueron analizados por western blot como se ha descrito

previamente y expuestos a los anticuerpos anti-GRa o anti-MUC1-CT segun correspondiera.
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3.2.12 Silenciamiento de MUC1 por siRNA

El Small interfering RNA (siRNA) para el gen MUC1 (n2 de identificacion 4392420), asi como el
siRNA control, fueron obtenidos de Ambion (Huntingdon, Cambridge, UK).

Las células BEAS-2B fueron transfectadas con siRNA (50 nM) en medio libre de suero y
antibidticos. Tras un periodo de 6h, el medio fue aspirado y reemplazado con medio que
contenia suero durante 42 h previa estimulacidn. El agente de transfeccion fue lipofectamina-

2000 (Invitrogen, Paisley, UK) a una concentracion final de 2 ug/mL.

3.2.13 Ensayos ELISA para IL-8, IL-13, GM-CSF, MIP-3a y MMP9.

Se analizo la liberacion de IL-8, IL-13, GM-CSF, MIP-3a y MMP9 por las células recogidas en el
LBA realizado a los sujetos experimentales de todos los grupos con y sin tratamiento con

dexametasona.

Las concentraciones se determinaron en sobrenadante segun ficha técnica mediante kits ELISA
comerciales: GM-CSF Human GM-CSF Immunoassay Quantikine® ELISA (Catalog Number
DGMOO0); IL-8 Human CXCL8/IL-8 (DY208); IL-13 Human IL-13 Immunoassay Quantikine® ELISA
(D1300B); MMP9 Human MMP-9 (DY911); MIP-3 ab100599 — MIP3a (CCL20) Human ELISA Kit

Para medir la cantidad de IL-8, IL-13, GM-CSF, MIP-3a y MMP9 se descongeld el sobrenadante
del LBA alicuotado a -80°C. Posteriormente, se el KIT de Elisa correspondiente. Esta técnica se
basa en un ensayo por inmunoabsorcién ligado a enzimas (ELISA) que permite determinar
cuantitativamente los niveles en el sobrenadante de las células, siguiendo las instrucciones del

fabricante. La lectura se realizé a 450 nm.

Los kits empleados utilizan la técnica de ELISA cuantitativo en sandwich en una placa incubada
con un anticuerpo especifico policlonal correspondiente. Se afiadieron 50 uL de diluyente, y
posteriormente 50 pL de estandar (31,2-2000 pg/mL para la curva patrdén), controles y de
muestra activada. Se incubd la placa durante 1,5 horas, durante las cuales cualquier molécula de
interés presente se unio al anticuerpo inmovilizado. Se realizaron lavados, para eliminar uniones
inespecificas, y se afiadieron 100 pL de un anticuerpo policlonal especifico conjugado a una
enzima, y se incubd durante 30 minutos mas. Se realizaron lavados, se afiadieron 100 pL de una
solucion de sustrato y se incubd 30 minutos en oscuridad. Durante este tiempo se desarrollé una
coloracién proporcional a la concentracion de anticuerpo correspondiente unido en el paso
inicial. Se detuvo la reaccién y se midié la absorbancia a 450 nm en el espectrofotémetro Victor

1420 Multilabel Counter (Perkin Elmer). A partir de los datos se obtuvo la concentracion
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3.2.14 Analisis estadistico.

El analisis estadistico de los resultados se realizd mediante andlisis paramétrico o no
paramétrico, segun corresponda. El valor de P<0,05 fue considerado estadisticamente

significativo.

Se utilizd un analisis no paramétrico para comparar los resultados obtenidos a partir de las
células epiteliales de pacientes no fumadores, fumadores y EPOC. En este caso, los resultados
se representan como medianas, rango intercuartil y valores minimos y maximos. Cuando la
comparacion solamente concernia a dos grupos, las diferencias entre grupos fueron analizadas
con el test de Mann-Whitney. Cuando la comparacion fue entre varios grupos (no fumadores,
fumadores y EPOC), en primer lugar se realizd un analisis de varianza de una via no
paramétrico (Test de Kruskal-Wallis). En el caso de una diferencia significativa global, se evalud
las comparaciones entre grupos con el test posthoc de Dunn, que generaliza el procedimiento

de ajuste por Bonferroni.

Los experimentos in vitro para el estudio de los mecanismos implicados fueron realizados
Unicamente en CEBH diferenciadas de pacientes no fumadores. En este caso, se expresaron los
resultados como la media (error estandar) de n experimentos, ya que se confirmé la
distribuciéon normal de cada conjunto de datos mediante andlisis de histograma y test de
Kolmogorov-Smirnov. En este caso, el analisis estadistico fue realizado por analisis
paramétrico. Las comparaciones entre dos grupos fueron realizadas utilizando el test de
Student de dos colas para muestras apareadas (en el caso de muestras dependientes) o el test
de Student de dos colas para muestras desapareadas (para muestras independientes). Las
comparaciones multiples fueron analizadas por analisis de varianza de una via o de dos vias

seguido de tests post hoc de Bonferroni.

El analisis estadistico fue realizado con los datos directos, considerados como la expresion
génica corregida por el gen constitutivo GAPDH o la expresidon proteica corregida por los
estandares internos B-actina segun corresponda. El analisis de los niveles de IL-8, IL-13, GM-
CSF, MIP-3a y MMP-9 en los sobrenadantes asi como la fluorescencia de DCF fue realizado con

los datos directos.

Por ultimo, las correlaciones entre los marcadores mesenquimales, epiteliales y marcadores de
sefializacion intracelular con la funcién pulmonar de fumadores y pacientes EPOC fueron

analizadas utilizando el coeficiente de correlacion de Spearman (p).
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4.1. Estudio de la expresidn y distribucion de MUC1 en tejido de pacientes
fumadores y con EPOC y su implicacion en la aparicion de
corticorresitencia.

4.1.1. La expresion de MUC1 esta disminuida en tejido pulmonar humano, en células
epiteliales bronquiales primarias y en neutrdfilos aislados de fumadores y
pacientes EPOC.

Las CEBH primarias de pacientes no fumadores, fumadores y EPOC se aislaron de bronquiolos
obtenidos de tejido pulmonar no tumoral de pacientes sometidos a cirugia (lobectomia o
reseccion en cuifia) por cancer de pulmoén. En la siguiente tabla se muestran las caracteristicas

clinicas de los pacientes:

Tabla 18. Caracteristicas clinicas de los pacientes. Los datos se representan como mediana [rango intercuartil].

No fumadores Fumadores EPOC
(n=5) (n=12) (n=15)
Género 4/1 2/10 3/12
(Mujeres/Hombres)
Edad (afios) 64 [56-72] 63 [52-76] 65 [54-74]
Consumo de tabaco, paquete-afio 0 40 [33-46] 36 [28-43]
VEF,, % predicho 102 [97-108] 91 [90-100] 61 [55-79]
CVF, % predicho 104 [93-108] 96 [92-106] 94 [91-101]
VEF,/CVF 95 [91-101] 85 [77-91] 63 [54-68]
Pa0,, mmHg 89 [85-93] 85 [81-90] 80 [78-83]
PaCO,, mmHg 38 [36-41] 37 [35-40] 40 [38-42]

Definicion de abreviaturas: EPOC: Enfermedad Pulmonar Obstructiva Cronica; VEF;: Volumen espiratorio forzado en
el primer segundo; CVF: Capacidad vital forzada; Paquete-afio: 1 afio fumando 20 cigarros/dia; PaO,: Presion de
oxigeno en sangre arterial; PaCO,: Presion de didxido de carbono en sangre arterial.

En primer lugar se estudio la expresion de MUC1 en tejido pulmonar humano, CEBH primarias
y en neutrdfilos aislados del esputo de no fumadores, fumadores y pacientes EPOC. En
condiciones basales, las CEBH primarias de fumadores y pacientes EPOC mostraron una
expresion significativamente disminuida de MUC1, tanto a nivel molecular de ARNm como
proteico en comparacion con los sanos.

MUC1 muestra actividad antiinflamatoria inhibiendo TLR4, TLR4 es activado por el humo del
tabaco, por ello se analiza la expresion de TLR4.

En este caso el andlisis de los marcadores epiteliales mostré un aumento significativo de la
expresion de TLR4 tanto a nivel molecular (ARNm) como proteico en pacientes con EPOCy en
fumadores en comparacion con los sanos (Figura 42). El efecto de MUCL se pierde y se agrava

la inflamacién por la activacion de TLR4.
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Figura 42. Expresion génica y proteica de MUC1 y TLR4 en tejido pulmonar humano, células epiteliales
bronquiales humanas (CEBH) primarias y en neutrdfilos aislados del esputo de no fumadores, fumadores y
pacientes con enfermedad pulmonar obstructiva crénica (EPOC). Las CEBH primarias se aislaron de bronquiolos de
no fumadores (n=9), fumadores (n=9) y pacientes con EPOC (n=9), los neutroéfilos aislados de no fumadores (n=12),
fumadores (n=9) y pacientes con EPOC (n=9) y el tejido pulmonar se aislé tal y como se ha descrito en métodos
procedente de no fumadores (n=12), fumadores (n=11) y pacientes con EPOC (n=11) y se obtuvo ARN total y
proteinas, tal y como se describe en la seccion de Métodos. Se determind la expresién de ARNm y proteina
mediante PCR a tiempo real, respectivamente, con las sondas apropiadas y los anticuerpos especificos. En la figura
se muestra la expresion basal de los transcritos de ARNm o de proteina usando como marcadores MUC1 y TLR4. Las
graficas representan los valores de expresion de relativa de ARNm de MUC1 y TLR4 normalizada frente al grupo
control usando GAPDH como control interno. Se extrajo proteina total y se determind la expresion mediante
western blott de MUC1 y TLR4 relativa a B-actina. Las gréficas representan valores de densitometria de la expresion
proteica de MUC1 y TLR4 relativa a B-actina y normalizada frente al grupo control. Las imagenes representativas de
los western blotts también se muestran. El andlisis estadistico de los datos se ha llevado a cabo mediante un andlisis
de varianza (ANOVA) con p<0.001. La comparacion entre dos grupos se ha realizado mediante el test post
hocBonferroni-Holm. * P<0.05 respecto al grupo control; #p<0.05 respecto al estimulo.

4.1.2 La estimulacion celular con Extracto de Humo de Tabaco (EHT) induce una
disminucion de la expresion de MUC1, un aumento de marcadores
inflamatorios y una peor respuesta a la dexametasona.

Dado que la expresion de MUC1 se vio disminuida en tejido pulmonar humano, células
epiteliales bronquiales y neutréfilos de pacientes EPOC y fumadores en comparacion con los
sanos, el siguiente estudio se diseid para ver los efectos de la dexametasona en presencia o
ausencia de MUC1. Ya que el tabaco disminuye la expresion de MUC1, la dexametasona
deberia tener un efecto menor segin nuestra hipétesis.

La exposicion al EHT en células epiteliales de pacientes sanos induce una disminucién en la
expresion de MUC1 progresivamente conforme aumenta la concentracion del EHT y el

aumento de los marcadores inflamatorios Interleuquina-8 (IL-8), GM-CSF y MIP3-a. Esto
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4. RESULTADOS

corrobora una peor respuesta a la dexametasona en las células estimuladas con EHT, en las
que la expresion de MUC1 se encuentra disminuida.

Ademas también fueron estimuladas células epiteliales de pacientes EPOC y fumadores con
LPS y EHT al 5% y se vio como el estimulo produce una mayor inflamacién (elevacién de IL-8)
en los EPOC y en los fumadores en comparacién con los sanos, y esto es progresivo conforme
avanza el grado de la enfermedad. Estos resultados concuerdan con la figura anterior, donde
LPS aumenta IL-8 pero también TLR4.

Se aprecia por lo tanto una clara relacién entre la expresion de MUC1 en células epiteliales y la
aparicion de corticorresistencia.

También se realizé una curva dosis-respuesta de dexametasona a diferentes concentraciones
(0,2mM, 1mM, 10mM, 100mM, 1uM). En células epiteliales de pacientes sanos estimuladas
con LPS o con LPS+EHT cuando se estimula solamente con LPS la dexametasona inhibe antes.
De hecho el LogEC50 (concentracidn eficaz 50) es de -8,50 para las células estimuladas solo con
LPS y de -6,18 para las que también son estimuladas con tabaco. La misma curva se realizé en
células de pacientes EPOC y fumadores comparativamente con los sanos. Se vio claramente
como a medida que avanza la enfermedad la corticorresistencia es mayor. En este caso los

LogEC50 fueron -8,74 para los sanos, -8,62 para los fumadores y —7,89 para los EPOC.
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Figura 43.Expresion génica de MUC1 en distintas condiciones. Cuantificacion mediante ELISA de IL-8, GM-CSF y
MIP3a en diferentes condiciones. El estimulo celular del extracto de humo de tabaco (EHT) al1%, 2,5%, 5% y 10%
induce la infraexpresion de MUC1 progresivamente y el aumento de marcadores inflamatorios en pacientes
sanos. Cuantificacion de IL-8 mediante ELISA En pacientes EPOC y fumadores estimulados con LPS y EHT. Curva
dosis-respuesta de dexametasona en células de pacientes sanos estimulados con LPS o LPS+EHT y curva dosis-
respuesta de la dexametasona en pacientes sanos, fumadores y EPOC.
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Los células epiteliales de pulmén humano (n=3) fueron expuestas durante 24 horas a concentraciones crecientes
(1%, 2,5%, 5% y 10%) de Extracto de Humo de Tabaco (EHT) Tras la estimulacion se extrajo ARN total parar
cuantificar la expresion a nivel molecular de MUC1 empleando los primers o los anticuerpos apropiados.

También fueron estimuladas con LPS (1ug/mL) y tratados con dexametasona 1uM (afiadida 2h antes del estimulo)
para valorar la respuesta inflamatoria se determinaron mediante ELISA IL-8, GM-CSF Y MP3a

Células epiteliales de donantes sanos (n=5), fumadores (n=5) y EPOC (n=5) fueron estimuladas en las mismas
condiciones anteriores y se cuantifico IL-8, estando aumentada en fumadores y EPOC el estimulo inflamatorio es
mayor en comparacion con los sanos

También se muestra la curva dosis-respuesta de dexametasona a diferentes concentraciones (0,1mM, 1ImM, 10mM,
100mM, 1uM) tanto de células de pacientes sanos frente a estimulos (LPS y EHT) como la comparativa de células de
pacientes sanos frente a fumadores y EPOC.

El andlisis estadistico de los datos se ha llevado a cabo mediante un andlisis de varianza (ANOVA) con p<0.001
(A—B). La comparacién entre dos grupos se ha realizado mediante el test post hocBonferroni-Holm. * P<0.05
respecto al grupo control; #p<0.05 respecto al estimulo.

A raiz de los resultados anteriores en células epiteliales se decidid estudiar lo mismo en
neutrdfilos cuantificando la expresidn de marcadores de inflamacion. El estudio se realizé en
neutrdfilos obtenidos del esputo de pacientes sanos, fumadores y EPOC y los resultados fueron
muy similares a los anteriores. Concretamente se cuantificaron IL-8 y MMP-9 citocinas tipicas

de neutrdfilos (Figura 44).

La exposicion al EHT en neutrofilos de pacientes sanos induce una disminucion de la expresion
de MUC1 progresivamente conforme aumenta la concentracion del EHT y el aumento de los
marcadores inflamatorios Interleuquina-8 (IL-8), GM-CSF y MIP3-a. Esto corrobora una peor
respuesta a la dexametasona en neutréfilos estimulados con EHT, en los que la expresion de

MUC1 se encuentra disminuida.

Ademas también fueron estimulados neutréfilos de pacientes EPOC y fumadores con LPS y EHT
al 5% y se vio como el estimulo produce una mayor inflamacién (elevacién de IL-8 y MMP-9) en

los EPOC y en los fumadores en comparacion con los sanos.

Se observa una clara relacion entre la expresion de MUC1 en neutrodfilos y la aparicion de

corticorresistencia.

Al igual que con las células epiteliales en neutréfilos también se realizd una curva dosis-
respuesta de dexametasona a diferentes concentraciones (0,1Mm, 1Mm, 10mM, 100Mm,
1um). En neutrdfilos de pacientes sanos, fumadores y EPOC estimuladas con LPS o con EHT
Cuando se estimula con LPS la dexametasona inhibe antes la inflamacidn. La inflamacién fue
medida cuantificando IL-8 y MMP-9 a diferentes dosis de dexametasona.

En la curva donde se representa IL-8 el LogEC50 (concentracion eficaz 50) es de-7,81 para los
pacientes EPOC, -8,87 para los fumadores y -7,76 para los pacientes sanos todos ellos
estimulados solo con LPS, en cambio los valores de LogEC50 para los estimulados con EHT 5%
fueron -7,37 para los pacientes EPOC, -7,46 para los fumadores y -7,23 para los pacientes

sanos.
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En la misma linea en la curva donde se representa MMP-9 el LogEC50 (concentracion eficaz 50)
es de-8,66 para los pacientes EPOC, -8,76 para los neutréfilos de fumadores y -8,86 para los
pacientes sanos todos ellos estimulados solo con LPS, en cambio los valores de LogEC50 para
los estimulados con EHT 5% fueron -7,31 para los pacientes EPOC, -7,78 para los fumadores y -

8,22 para los pacientes sanos.
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Figura 44. Neutrofilos aislados de muestras de esputo estimulados con: extracto de humo de tabaco (EHT) al 1%,
2,5%, 5% y 10% y LPS 1lpg/ml. El EHT induce la infraexpresion de MUCL y el aumento de los marcadores
inflamatorios: Interleuquina-8 (IL-8) y MMP9. Curva dosis-respuesta de la dexametasona en pacientes sanos,
fumadores y EPOC.

Los neutrdfilos aislados de esputo de donantes sanos (n=3) fueron expuestas durante 24 horas a concentraciones
crecientes (1%, 2,5%, 5% y 10%) de Extracto de Humo de Tabaco (EHT). Tras la estimulacion se extrajo ARN total
parar cuantificar la expresidn a nivel molecular de MUC1 empleando los primers o los anticuerpos apropiados.
Netréfilos de donantes sanos y pacientes EPOC fueron estimulados con EHT al 5% y con LPS 1ug/mly se valoré la
respuesta inflamatoria midiendo mediante ELISA IL-8, MMP9

También se muestra la curva dosis-respuesta de dexametasona a diferentes concentraciones (0,1mM, 1mM, 10mM,
100mM, 1uM) tanto de neutrdfilos aislados de pacientes sanos frente a estimulos (LPS y EHT) como la comparativa
de neutrdfilos de pacientes sanos frente a fumadores y EPOC.

El andlisis estadistico de los datos se ha llevado a cabo mediante un andlisis de varianza (ANOVA) con p<0.001
(A—B). La comparacién entre dos grupos se ha realizado mediante el test post hocBonferroni-Holm. * P<0.05
respecto al grupo control; #p<0.05 respecto al estimulo.
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4.1.3 MUC1 participa en el correcto funcionamiento del GRa nuclear. La baja
expresion de MUC1 en pacientes EPOC participa en la aparicion de resistencia a
la dexametasona.

El silenciamiento de MUC1 conlleva la inhibicion del efecto de la dexametasona

en la fosforilacion de ERK1/2 y en la induccién de MKP1

Una vez establecida la relacion entre la no expresion de MUC1 y la aparicion de
corticorresistencia hemos querido dar un paso mas alla y estudiar qué pasa con la expresién de
MUC1 en presencia de dexametasona ya que ha sido descrito previamente que la

dexametasona aumenta la expresién de MUC1.

Para ello células epiteliales Beas2b fueron silenciadas con RNA de interferencia para MUC1
(siRNA-MUC1) y posteriormente fueron utilizadas para analizar el rol de MUC1 en los efectos

antiinflamatorios de la dexametasona.

En la figura 45 A se corrobora que el experimento del silenciamiento esta inducido
correctamente ya que al afiadir dexametasona la expresién de MUC1 no se ve incrementada

(ver bandas).

En la figura 45 B estudiamos la expresidn proteica de p-ERK1/2 (un gen inflamatorio) y MKP1
(gen antiinflamatorio). En células no silenciadas (siRNA-MUC1(-)) el tabaco aumenta p-ERK1/2
y la dexametasona inhibe la fosforilacién de ERK %. En cambio en células silenciadas (siRNA-

MUC1) el tabaco aumenta ERK % pero la dexametasona no inhibe su fosforilacién.

Con MKP-1 en células no silenciadas el tabaco no hace ningin efecto, mientras que la
dexametasona incrementa mucho su expresion tal y como debe ocurrir en condiciones

normales. En células silenciadas la dexametasona no aumenta la expresién de MKP-1.

En la figura 45D se observa exactamente lo mismo pero en esta caso lo que se estudié fue la

expresion génica.

En la figura 45 E se pueden ver por un lado que el silenciamiento se ha producido hasta un 25%
de expresion de MUC1 y por otro lado que en presencia de tabaco la expresion de MUC1 no
varia. En las células silenciadas no aumenta MUC1 en presencia de la dexametasona mientas

que en las células normales si.

La figura 45F revela que en células normales la dexametasona aumenta mucho la activacion de
GRE (Elemento de Respuesta a Glucocorticoides). Sin embargo cuando MUC1 es silenciado la
activacion de GRE es mucho menor. La presencia de MUC1 influye en el efecto de la

Dexametasona para que esta produzca una correcta activacion del GRE.
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En resumen en siRNA-MUC1 Beas2b, la dexametasona muestra menor efecto antiinflamatorio,
disminuyendo la inhibicion de fosfo-ERK1/2, disminuyendo la expresion de MKP1 y
disminuyendo la activacién al elemento de respuesta a glucocorticoides (GRE). Los
experimentos de inmunoprecipitacion e inmunofluorescencia (expuestos a continuacion)
revelaron que MUC1 forma un complejo con GRa en el nucleo de las células epiteliales que

promueve la transactivacidon de genes anti-inflamatorios como MKP1.
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Figura 45.La expresion de MUC1 aumenta los efectos antiinflamatorios de la dexametasona en células epiteliales.
MUCL1 silenciado por RNA de interferencia (siRNA-MUC1) o control negativo (siRNA (-)) fueron estudiados en células
Beas2b seguido de estimulacion con Extracto de Humo de Tabaco (EHT) al 5% y/o dexametasona 1uM (afiadida 2h
antes del estimulo). Después de 24 horas de estimulacion en presencia o ausencia de dexametasona, IL-8 y GM-CSF
fueron cuantificados por ELISA.

Tras la incubacion, se extrajo la proteina total, las graficas (A, B y C) representan valores de densitometria de la
expresion proteica de MUC1, p-ERK (forma fosforilada), t-ERK (total) y MPK1 y relativa a B-actina y normalizada
frente al grupo control. Las imagenes representativas de los western blotts (A, B) también se muestran.

En la figura (D) la gréfica representan la expresion relativa de ARNm de MPK1 tras su silenciamiento con siARN-
MUC1, las ultimas graficas muestran cdmo afecta a la expresion proteica de MUC1 el tratamiento con
dexametasona a las células transfectadas con siARN-MUCI, se representan valores de densitometria de la expresion
proteica de MPK1, p-ERK1/2 relativa a B-actina y normalizada frente al grupo control. Las imagenes representativas
de los western blotts también se muestran.

Cada grafica representa la media de 3 experimentos independientes por condicion (A—C) El analisis estadistico de
los datos se ha llevado a cabo mediante un analisis de varianza (ANOVA) con p<0.001 (A— C). La comparacién entre
dos grupos se ha realizado mediante el test post hocBonferroni-Holm. * P<0.05 respecto al grupo control (grupo
siRNA (-) estimulado); #p<0.05 respecto al estimulo (grupo siRNA (-) tratado con dexametasona).

A nivel inflamatorio estd descrito que el tabaco aumenta IL-8 en células normales. La
dexametasona en células no silenciadas inhibe la respuesta inflamatoria y por lo tanto inhibe

IL-8 pero en células silenciadas esta inhibicion es mucho menor (45 G).
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En los experimentos de inmuprecipitacion lo que vemos en condiciones basales es solamente

GRa mientras que con presencia de Dexametasona vemos GRa+MUC1.

Al hacer extraccion de proteina nuclear, afiadir dexametasona y realizar un Western Blott para
MUC1 aumenta la expresidn nuclear de MUC1 y disminuye en el citoplasma (porque todo se va
al nucleo) y el total. Al realizar Western Blott para GRa observamos exactamente lo mismo. Es
l6gico porque esta saturado para GRa, esto verifica que en ambos western Blott se ha afiadido

la misma cantidad de proteina.

Si inmunoprecipitamos para MUC1 y posteriormente realizamos Western Blott para GR-a se

observa un aumento de GRa a nivel nuclear y una disminucion en el citoplasma.

El ultimo Western Blott de la figura 46 es para verificar que la muestra que ha sido utilizada
como marcador exclusivamente nuclear o citoplasmatico efectivamente lo era, es decir, que

miosina solo se expresa en el citoplasma e Histona solo en el nucleo.

En la figura 46 (A) a la derecha se muestran los valores de la densitometria de la

Inmunoprecipitacion (IP).

Para el estudio de la co-expresion de MUC1-CT y GRa en células Beas-2B estas células fueron

tratadas con dexametasona 1mM durante 4 horas para promover la translocacién nuclear de GRa.

En los experimentos de inmunoprecipitacion, se observd una co-expresién de MUC1-CT y GRa
tanto a nivel nuclear como citoplasmatico de células Beas-2B (Figura 46, A). La proteina total,
nuclear o citoplasmatica fue posteriormente extraida de células estimuladas con o sin
dexametasona 1 mM durante 4 horas e inmunoprecipitadas con MUC1-CT o GRa. En células
estimuladas con dexametasona, la co-expresion de MUC1-CT-GRa fue incrementada en los
inmunoprecipitados tanto de proteina total como nuclear (medida por Western blotting),
indicando una translocacion nuclear del complejo MUC1-CT-GRa después de la exposicion a la
dexametasona (figura 46, A). En contraste, se vio una disminucién en la expresién del complejo
MUC1-CT-GRa a nivel citoplasmatico después de la exposicidn a la dexametasona. Para validar
estas observaciones en tejido, la proteina total fue extraida del tejido de pacientes no
respondedores a los corticoides e inmunoprecipitada con MUC1-CT o GRa seguido de
immunoblotting con anticuerpos opuestos. Se observé que la expresion del complejo MUC1-

CT—-GRa fue significativamente menor en los pacientes corticorresistentes.

La co-inmunofluorescencia para GRa y MUC1-CT muestra una distribucion citoplasmatica
caracterizada por una superposicion en células basales y una co-expresion nuclear en células

estimuladas con dexametasona (figura 46 B).
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En condiciones basales se observa MUC1 en el citoplasma, al afadir dexametasona MUC1
migra al nucleo al igual que GRa. Tras 24 horas MUC1 sigue en el citoplasma y GR-a se observa

homogéneamente en el nucleo y en el citoplasma.
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Figura 46. MUC1-CT es coexpresado con GRa para formar un complejo que transloca al nucleo seguido de la
estimulacion con dexametasona. El silenciamiento de MUC1 disminuye la translocacién de GRa nuclear seguido de
estimulacién con dexametasona Los inmunoprecipitados (IP) de proteina total, nuclear o citoplasmatica de GRa o
MUC1-CT fueron tomados de células Beas-2B incubadas en presencia o ausencia (basal) de dexametasona (Dex; 1
mM) durante 4 horas (A). IP fue immunoblotted (IB) con los anticuerpos opuestos MUC1-CT o GRa o con los mismos
anticuerpos usados para inmuprecipitacién como controles. El isotipo de IgG fue usado como control negativo .Los
anticuerpos histona H3 y miosina Ila fueron usados en Western blots de varios extractos subcelulares y de proteina
total para determinar la especificidad de la extraccidn proteica subcelular.
Células epiteliales bronquiales fueron lisadas e inmunoprecipitadas con anticuerpos GRa o MUC1-CT. Anticuerpos
opuestos fueron probados con IB para analizar la expresion del complejo MUC1-CT-GRa. Los mismos anticuerpos
fueron utilizados para valorar las variaciones y como controles. El isotipo de 1gG fue usado como control negativo
para la inmunoprecipitacion. Se muestran Western blots representativos en la figura. Las graficas representan la
densitometria de los ratios de los niveles proteina de GRa o MUC1-CT. Para la inmunofluorescencia (B) se empled
un anticuerpo para GRa seguido de un anticuerpo secundario marcado con fluoresceina. Los nucleos se marcaron
con DAPI.

Los resultados son expresados como media (SEM) de 3 experimentos independientes. One-way ANOVA corregido
por post-hoc Bonferroni test. *P < .05

Dex 4h

EHT 24h + Dex 4h
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4.2 Efecto de la inhibicién de Mucl en un modelo murino de inflamacién
pulmonar aguda en ratones C57BL6/J Wild Type y KO para Mucl
expuestos al humo del tabaco. Aproximacidn clinica.

Una vez conocido el que complejo GRa y MUC-1 ayuda a los efectos de la dexametasona. Que
en presencia de tabaco ese complejo no se forma y que ademas hemos descrito que esta
disminuido en pacientes EPOC, nos preguntamos qué pasaria in vivo con este complejo. Para
ello hemos creado un modelo murino de inflamacién pulmonar aguda por Exposicién al Humo

del Tabaco (EHT).

4.2.1 Validacion del modelo murino de Inflamaciéon pulmonar inducida por
Exposicion al Humo del Tabaco (EHT).

El modelo experimental de induccién de inflamacidon pulmonar por EHT, es un modelo
ampliamente estandarizado que ha sido descrito en varios trabajos cientificos publicados, en
modelo animal tanto en rata como en ratén [198, 200, 201, 202] lo que avala la metodologia
empleada en este trabajo de investigacion. No obstante, para cada ensayo se comprobd que se
alcanzaba el estado de inflamacién pulmonar en los expuestos a EHT y que existian diferencias
significativas respecto al grupo control, tomando como referencia los siguientes indicadores:
pérdida de peso corporal o por lo menos no aumento, evolucién de las imagenes PET/CT,
pletismografia de cuerpo entero, aumento de células extravasadas en lavado broncoalveolar,

aumento de zonas y células inflamatorias en pulmédn.

Este modelo murino fue disefiado para analizar los efectos de la inhibicion de la expresion in
vivo de Mucl. Esto fue posible gracias al desarrollo de modelos animales KO para Mucl, nos
permite ir un paso mas alla de los resultados que hemos obtenido in vitro a partir de muestras
de pacientes y seguir la evolucion de la inflamacién por Exposicion al Humo del Tabaco (EHT)
pulmonar con y sin tratamiento con dexametasona. Lo hemos realizado comparativamente en

dos modelos animales simultaneos: uno con la cepa KO para Mucl y otro Wild Type.

4.2.2 Efecto farmacolégico de la Dexametasona 3 y 10 mg/Kg/dia via oral, en
inflamacién pulmonar aguda inducida con humo de tabaco en ratones
C57BL6/).

Entre los resultados que nos aportan mayor informacidon del proceso inflamatorio se
encuentran: la evolucion animal mediante la cuantificacion de imagenes PET/CT, la
pletismografia y las células inflamatorias en lavado broncoalveolar que se observan

aumentadas ante la inflamacién que genera la exposicion al humo del tabaco y/o al LPS.
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4.2.2.1 Incremento del recuento total de células en LBA y de la pausa aumentada
(Penh) en los grupos KO Mucl tanto con o sin tratamiento. La dexametasona
reduce los niveles de células inflamatorias y la pausa aumentada (Penh) en
los grupos Wild Type
A dia Oy dia 6 se les realizd a todos los sujetos una pletismografia de cuerpo entero tal y como
se ha descrito en el apartado de métodos. Posteriormente se procedid al punto final del
protocolo experimental. Se realizé el LBA y una alicuota se empled para el contaje de células
inflamatorias extravasadas y la distribucion de células inflamatorias obtenidas de cada sujeto
experimental. El contaje de células se realizé in situ mediante la cdmara Burker al igual que el
citospin, con su posterior tincidn pandptica para la identificacion del patrén de distribucion de

células inflamatorias.

La pausa aumentada (Penh) medida por pletismografia de cuerpo entero muestra como los
Wild Type tienen una respuesta terapéutica dosis-dependiente, en cambio los KO-Mucl
responden peor a la dexametasona sobretodo a dosis bajas. En el recuento celular del lavado
broncoalveolar los KO-Mucl tienen mucha mas elevacidn de células inflamatorias que los Wild
Type, esto sugiere el cardcter antiinflamatorio del Mucl. La tendencia dosis respuesta a la
dexametasona se ve claramente en la disminucidn de las células totales en los Wild Type, sin
embargo en los KO-Mucl no se aprecia disminucion de células totales en los grupos tratados.
Lo mismo si valoramos la evolucion del recuento celular en lavado broncoalveolar por tipo
celular. Hay una mayor elevacién de neutroéfilos en los grupos KO-Mucl siendo expuestos a las
mismas condiciones que los Wild Type. Los KO-Mucl mantienen un recuento celular elevado
tanto de macréfagos como de neutrdfilos aumentado en todas las condiciones con respecto al

grupo control.

Otro dato que corroboraria in vivo el efecto antiinflamatorio de Mucl es como en los KO para
Mucl la elevacion de las células inflamatorias tanto totales como por tipo celular es
muchisimo mayor (observar escala en las graficas) que en los Wild Type expuestos

exactamente a las mismas condiciones.
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Figura 47. Pausa aumentada (Penh) medida por pletismografia de cuerpo entero, recuento de lavado
broncoalveolar de células inflamatorias totales y diferenciadas por tipo celular para ambos grupos Wild Type y
KO-Mucl. La pausa aumentada muestra como los Wild Type (n=8) tienen una respuesta terapéutica dosis-
dependiente, en cambio los KO-Mucl (n=8) responden peor a la dexametasona sobretodo en dosis bajas. En el
recuento celular del lavado broncoalveolar los KO-Mucl tienen mucha mas elevacion de células inflamatorias que
los Wild Type, esto sugiere el caracter antiinflamatorio del Mucl. La tendencia dosis respuesta a la dexametasona
se ve claramente en la disminucién de las células totales en los Wild Type, sin embargo en los KO-Mucl no se
aprecia disminucién de células totales en los grupos tratados. Lo mismo si valoramos la evolucidn del recuento
celular en lavado broncoalveolar por tipo celular. Hay una mayor elevacion de neutrdfilos en los grupos KO-Mucl
siendo expuestos a las mismas condiciones que los Wild Type. Los KO-Mucl mantienen un recuento celular elevado
tanto de macréfagos como de neutréfilos aumentado en todas las condiciones con respecto al grupo control. Los
resultados fueron analizados por ANOVA de dos vias seguido del test post hoc de Bonferroni. *p<0,05 comparado al
control; #p<0,05 comparado al EHT.

En la misma linea, la cuantificacion por ELISA de los marcadores inflamatorios obtenidos del
Lavado Broncoalveolar (n=8 de cada grupo) muestra una respuesta dosis-respuesta a la
dexametasona en los grupos Wild Type mientras que en los KO Mucl la corticorresistencia es
evidente incluso a altas dosis. Ademas una vez mas se confirma el papel antiinflamatorio de
Mucl ya que en las mismas condiciones de estimulacidon la elevacién de marcadores

inflamatorios como IL-8 e IL-13 es mucho mayor en los KO.
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Figura 48. Determinacion mediante ELISA de IL-8 E IL-13 en BAL en los dos grupos KO-Mucl y WT expuestos a
diferentes condiciones.IL-8 e IL-13 son marcadores inflamatorios muy utilizados, mientras que en los grupos Wild
Type tratados con dexametasona a diferentes dosis hay una disminucién dosis dependiente de estas interleuquinas
tanto de IL-8 como de IL-13; en los sujetos KO-Mucl no se aprecia disminucidén de ninguna de estas interleuquinas
en los grupos tratados con respecto al grupo inducido con LPS o LPS+EHT.

4.2.2.2 La expresion de Mucl se activa en la respuesta antiinflamatoria de los
corticoides ademds estd relacionada con la activacion de GR-a. La exposicion
a estrés oxidativo (EHT) reduce la expresion de Mucl.

Los resultados muestran como la expresién de Mucl se ve aumentada en los grupos Wild Type
tratados con dexametasona, ademds se ve una respuesta dosis dependiente, de alguna
manera Mucl se activa en la respuesta antiinflamatoria a las corticoides. En cambio en los KO,
como cabe esperar, la no expresion es constante en todos los grupos. En la misma linea la
expresion de GR-a elemento clave en la respuesta de los corticoides, a pesar de que en los
grupos control de Wild Type y KO-Mucl las expresion es similar, cuando son sometidos a
estimulos inflamatorios y/o a tratamientos con dexametasona la expresidén se ve aumentada
significativamente en los grupos Wild Type con respecto a los KO-Mucl. Es decir, existe una

relacidn entre la expresion de Muc-1 vy la activacion de GR-a.

Los resultados de los experimentos de este estudio también muestran como la expresion de Muc-1
y de GR-a dentro de los Wild Type es ligeramente menor en los grupos expuestos al estimulos del

EHT, debido a niveles intracelulares de especies reactivas de oxigeno inducidos por EHT.

Los receptores tipo Toll (TLR) median la respuesta inmune innata, forman parte de una clase
de receptores de reconocimiento de patrones y juegan un papel fundamental en la defensa
contra patégenos microbianos. Sin embargo, el exceso de respuestas mediadas por TLR puede
desencadenar en sepsis, la autoinmunidad y la inflamacidén crénica. Para evitar la activacion
excesiva de multiples mecanismos de TLR, las células han evolucionado y han ido

desarrollando mecanismos que inhiben las reacciones inmunes innatas.
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La estimulacion de TLRs induce la expresion del gen que codifica la proteina quinasa activada
por mitégenos (MAPK) fosfatasa-1 (MKP-1), una fosfatasa de especificidad dual localizada a
nivel nuclear que desfosforila preferentemente MAPK p38 y la quinasa c-Jun N-terminal (JNK),
lo que resulta en la atenuacién de la produccidn provocada-TLR de citocinas proinflamatorias.
MKP-1 estd después de la traduccién modificada por multiples mecanismos, incluyendo la
fosforilacion. Un estudio demuestra que MKP-1 también es acetilada en un residuo de lisina
clave después de la estimulacion de TLRs. La acetilacién de MKP-1 promueve la interaccion de
MKP-1 con su MAPK p38 sustrato, lo que resulta en la desfosforilacion de la MAPK p38 vy la
inhibicién de la inmunidad innata. Por lo tanto MKP-1 es un efector de retroalimentacion
negativa que reprime vias de sefializaciéon pro-inflamatorias mediadas por MAPK y la secrecion

de citocinas en células de musculo liso de las vias respiratorias humanas.

CD200 y su receptor CD200R, tienen un papel en el control de procesos inflamatorios
perjudiciales. En la actualidad, la Unica funcién identificada para CD200 es como un ligando
para CD200R. Estas proteinas interactuan en la activacién de la sefializacidn anti-inflamatoria
por las células que expresan CD200R. Cuando esta interaccidon se vuelve deficiente con el

envejecimiento o la enfermedad se produce inflamacion crénica.

La expresion de MPK-1 Y CD200 es mucho mayor en los Wild Type, ademas existe relacidon
dosis-respuesta con la dexametasona. Mientras que en los KO-Mucl la expresién de estos dos
genes es mucho menor, lo que demuestra la implicaciéon de Muc-1 en la activacion de esta ruta

de sefializacion.

La expresion de RGS2 inducida por el agonista 2 es un mecanismo gendmico de broncoproteccion
que se ve reforzada por los glucocorticoides. Funcionalmente, RGS2 reduce el flujo de calcio
intracelular libre provocado por la histamina, metacolina, leucotrienos y otros espasmdgenos. Por
otra parte, la proteccién contra el aumento calcio libre intracelular espasmégeno, después de un

tratamiento durante 6 h con LABA mas corticosteroide depende de RGS2.

El factor de transcripcion GILZ (cremallera de leucina inducida por glucocorticoides) codificada por
Tcs22d3, protege lineas de células T frente a la apoptosis inducida por la retirada de citocinas o la
estimulacion con TCR y Ddit4 inhibidé la muerte inducida por dexametasona de los timocitos. Este
gen codifica la proteina glucocorticoide antiinflamatorio (GC) inducida por la cremallera de leucina.
La expresion de este gen estimulado por los glucocorticoides y la interleucina 10, que parece
desempeiiar un papel clave en los efectos antiinflamatorios e inmunosupresores de este esteroide.

Esta proteina también se ha demostrado que inhibe moléculas pro-inflamatorias.

En la misma linea la expresion de RGS2 y Tcs22d3 es dosis dependiente en los Wild Type

mientras que la expresion en los KO-Mucl es mucho menor.
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Figura 49. Expresion génica de MUC1, GR-a, MKP-1, CD200, RGS2 y TSC22D3 en BAL aislado del modelo murino de
ambos grupos sometidos a las condiciones descritas previamente. El lavado broncoalveolar se aislé durante la
necropsia de todos los grupos del modelo murino (n=8) y se obtuvo ARN total, tal y como se describe en la seccién
de Métodos. Se determind la expresion de ARNm mediante PCR a tiempo real con las sondas apropiadas. En la
figura se muestra la expresién basal de los transcritos de ARNm usando como marcadores de MUC1, GR-a, MKP-1,

CD200, RGS2 y TSC22D3. La no expresién de Muc 1y el humo del tabaco parecen disminuir la expresion de MPK-1,

CD200 Y RSG2 inhibiendo cascadas de de sefializacidén que juegan un papel clave en la respuesta antiinflamatoria de

los corticoides. El analisis estadistico de los datos se ha llevado a cabo mediante un analisis de varianza (ANOVA)

con p<0.001 (A-D). La comparacion entre los grupos se ha realizado mediante el test post hocBonferroni-Holm. *

P<0.05 respecto al grupo control; #p<0.05 respecto al estimulo.
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4. RESULTADOS

4.2.2.3 La expresion de Mucl mejora la histologia pulmonar producida por LPS y/o
EHT y revierte la inflamacion en los grupos tratados con dexametasona.

Se realizaron tinciones de hematoxilina-eosina para estudiar la histologia del tejido pulmonar.
Se realizaron cortes de pulmodn incluido en parafina de 5um de espesor y se observd el

parénquima pulmonar, los vasos sanguineos y las vias aéreas.

La tincion de hematoxilina-eosina del grupo control nos permite identificar un parénquima
pulmonar sano, vias respiratorias sin deteriorar y vasos sanguineos de lumen y espesor
habitual; en definitiva, una distribucidn y una arquitectura pulmonar propia de un sujeto sano
en ausencia de enfermedad. En los grupos expuestos a LPS, EHT y LPS+EHT el se observa una
marcada inflamacion del parénquima, con infiltracion de células inflamatorias en el espacio

aéreo alveolar, siendo mucho mas marcada esta inflamacion en los sujetos KO-Mucl

Dicho inflamacién se ve revertida en el grupo Wild Type tratado con dexametasona tal y como

se ve reflejado en la figura 50.

LPS + Dex

)
¢ 4Q Sty
R A

/B¢
b £
Figura 50. La dexametasona en el grupo Wild Type mejora la histologia de tejido pulmonar revirtiendo la
inflamacion. El modelo consta de cinco grupos experimentales para Wild Type y para KO-Mucl: Control (n=8), LPS
(n=8), LPS+Dex (n=8), EHT+Dex (n=8) y LPS+EHT+Dex (n=8). La Inflamacién fue inducida a dia 0 mediante la
administracion intranasal de LPS o salino en el grupo control seguida de exposicion al humo del tabaco en los
grupos expuestos. Se administré Dexametasona 10mg/kg/dia via oral forzada en los ratones de los grupos LPS+Dex,
EHT+Dex y LPS+EHT+Dex y la misma cantidad de vehiculo en el grupo Control y LPS. Tincién hematoxilina-eosina:
representacion del parénquima pulmonar, bronquios y arterias acinares. En los grupos expuestos a LPS, EHT y
LPS+EHT se observa una marcada inflamacion del parénquima, con infiltracién de células inflamatorias en el espacio
aéreo alveolar, siendo mucho mas marcada esta inflamacion en los sujetos KO-Mucl
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4.2.2.4 Mucl participa en el correcto funcionamiento del GRa nuclear. La no
expresion in vivo de Mucl participa en la aparicion de resistencia a la
dexametasona.

Al igual que en el ensayo en humanos también se estudié en el modelo murino la expresién de

posibles mediadores inflamatorios como IL-8 y IL-13, asi como la relacion de su elevacién con

la expresién de Mucl in vivo o la activacion de GR-a

Tras la estimulacion se extrajo ARN total parar cuantificar la expresion a nivel molecular de

Mucl, GR-q, IL-8 y IL-13 empleando los primers apropiados.

En los Wild Type la exposicion al EHT induce la infraexpresion de Mucl progresivamente vy el

aumento de los marcadores inflamatorios Interleuquina-8 (IL-8) e Interleuquina-8 (IL-13). Esto

corrobora una peor respuesta a la dexametasona en los sujetos estimulados con EHT, en las

que la expresion de Mucl se encuentra disminuida.

En los KO-Mucl el papel antiinflamatorio de esta mucina queda claramente demostrado, ya

que en los grupos estimulados la elevacion de estos dos marcadores inflamatorios es mucho

mayor y la respuesta a la dexametasona asi como la activaciéon de GR-a es practicamente nula

en comparacion con los Wild Type.
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Figura 51. Expresion a génica en parénquima pulmonar de Mucl, GR-a, IL-8 y IL-13. El estimulo del extracto de
humo de tabaco induce la infraexpresion de MUC1 progresivamente y el aumento de los marcadores inflamatorios
Interleuquina-8 (IL-8) e Interleuquina-13 (IL-13) en los Wild Type (n=8). En los KO-Muc1l (n=8) la elevacién de estos
dos marcadores inflamatorios es mucho mayor y la respuesta a la dexametasona asi como la activacién de GR-a es
practicamente nula en comparacion con los Wild Type El andlisis estadistico de los datos se ha llevado a cabo
mediante un anadlisis de varianza (ANOVA) con p<0.001 (A-B). La comparacion entre los grupos se ha realizado
mediante el test post hocBonferroni-Holm. * P<0.05 respecto al grupo control; #p<0.05 respecto al estimulo
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4.2.2.5 Mucl participa en la expresion de CRISPLD2, gen que puede modificar la
capacidad de respuesta a glucocorticoides.

Tal como hemos estudiado previamente la expresion de MPK-1, CD200, RSG2 y TCS22D3 en
BAL es mucho mayor en los Wild Type, ademds existe relacion dosis-respuesta con la
dexametasona. Lo mismo sucede en muestras aisladas de parénquima pulmonar. Mientras que
en los KO-Mucl la expresion de estos genes es mucho menor, lo que demuestra la implicacién
de Muc-1 en la activacion de esta ruta de sefializacién. Hemos querido dar un paso mas en
esta cascada de sefalizacidn y estudiar la expresién de CRISPLD2 en parénquima pulmonar.

La expresion de este gen asi como sus niveles de proteina se incrementan en el musculo liso de
las vias respiratorias en respuesta a tratamiento con glucocorticoide. CRISPLD2 esta descrito
como un gen que puede modificar la capacidad de respuesta a glucocorticoides en el asma,
puesto que la EPOC también es una enfermedad inflamatoria pulmonar hemos querido ver su
expresion en nuestro modelo. Y una vez mas un gen con un papel claramente demostrado en
la respuesta a corticoides, muestra expresidon nula en los KO-Mucl. En los Wild Type, tal y

como cabia de esperar, su expresion es dosis dependiente.
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Figura 52. Expresion de génica en parénquima pulmonar de MUC1, GR-a, MKP-1, CD200, RGS2 y TSC22D3 en tejido
pulmonar aislado del modelo murino de ambas cepas sometidas a las condiciones descritas previamente. El tejido
pulmonar se aislé durante la necropsia de todos los grupos del modelo murino (n=8) y se obtuvo ARN total, tal y como
se describe en la seccion de Métodos. Se determind la expresion de ARNm mediante PCR a tiempo real,
respectivamente, con las sondas apropiadas. En la figura se muestra la expresion basal de los transcritos de ARNm
usando como marcadores de MKP-1, CRISPLD, CD200, RGS2 y TSC22D3. La no expresion de Muc 1y el humo del tabaco
parecen disminuir la expresiéon de MPK-1, CD200, RSG2 inhibiendo cascadas de de sefializaciéon que juegan un papel
clave en la respuesta antiinflamatoria de los corticoides.

El analisis estadistico de los datos se ha llevado a cabo mediante un analisis de varianza
(ANOVA) con p<0.001. La comparacién entre los grupos se ha realizado mediante el test post

hocBonferroni-Holm. * P<0.05 respecto al grupo control; #p<0.05 respecto al estimulo.
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4.2.2.6 Progresion de la Inflamacién Pulmonar: Cuantificacion de tejido inflamatorio
pulmonar con la técnica de imagen diagndstica PET/CT. La Dexametasona
reduce el drea inflamatoria disminuyendo la captacion pulmonar de 18F-FDG
en los grupos Wild Type con respecto a los KO Mucl.

La combinacidn de la tecnologia multimodal PET/CT nos permite evaluar la progresién de la
enfermedad asi como certificar la correcta induccidn de la misma. Las imagenes de PET y CT se
obtuvieron consecutivamente a dia 0 (antes de la induccién de la enfermedad) y a dia 6 (antes
de llevar a cabo el punto final). Las imagenes obtenidas fueron fusionadas, analizadas y
posteriormente cuantificadas.

En la figura 53 observamos una representacion cuantitativa y cualitativa de la técnica de
imagen PET. Se analizaron tres planos en cada imagen obtenida, el plano axial, coronal y
sagital. Los valores de SUV (Standard Uptake Value) corresponden con la captacién de glucosa
marcada en el tejido. El tejido inflamatorio al igual que el oncoldgico tiene el metabolismo
glicico aumentado, en roedores sanos de pequefio tamafio el valor de captacion obtenida en
una region de interés (ROI) pulmonar rondaria un SUV de 0,5-0,6 tal como podemos observar
en los controles de Mucl y Wild Type ambos con una n=8. Ademas al ser los glucocorticoides
altamente hiperglucemiantes realizamos un grupo control tratado con dexametasona a dosis
altas (10 mg/kg) para comprobar que la 18F-FDG no estaba siendo desplazada por la glucosa
enddgena y corroborar que nuestra técnica de imagen no nos estaba dando falsos negativos.
La cuantificaciéon de los subgrupos Wild Type (n=8 en cada uno de ellos) muestra como los
valores del SUV se mantienen elevados en los subgrupos no tratados, lo que corrobora la
correcta induccidon de la enfermedad mientras que en los tratados con dexametasona la
disminucién del SUV y por lo tanto de la inflamacion es dosis-dependiente. En los Mucl la
inflamacion se corrobora también por la elevacién del SUV mucho mas marcada, lo que de
nuevo muestra el papel antiinflamatorio de esta mucina y ademas la respuesta a la
dexametasona es practicamente nula. Lo que corrobora una vez mas una relaciéon entre la
expresion de Mucl y la aparicidn de corticorresistencia.

También se llevd a cabo una cuantificacion del CT en las mismas regiones de interés (ROIs) del
PET, en este caso la cuantificacion medida en Unidades Houndsfields se mantiene constante a
lo largo del procedimiento en cada uno de los grupos de ambas cepas. Esto es debido a que al
ser un modelo de inflamacidn aguda, no da tiempo a que se produzca remodelado alterando la
morfologia pulmonar. En cambio el SUV si que se modifica porque los cambios metabdlicos
preceden a los morfoldgicos.

La figura 53 muestra una imagen representativa de las imagenes PET de los grupos

experimentales a dia 6, el grupo de Wild Type sin tratamiento presenta un evidente descenso
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de la captacién de FDG a nivel pulmonar debido al efecto de la dexametasona. Esta
disminucion de la captacién de glucosa marcada observada es menos evidente en el grupo KO-

Mucl.
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Figura 55 PET. Disminucion de la captacion pulmonar de 18F-FDG en el grupo Wild Type tratado
farmacoldgicamente frente al KO-Mucl. Analisis cualitativo y cuantitativo de la captacion pulmonar de 18F-FDG en
ratones Control (n=8), LPS (n=8) LPS+ Dex 3mg (n=8), LPS+Dex 10 mg (n=8), LPS+EHT (n=8), LPS+EHT+ Dex 3mg
(n=8), LPS+EHT+ Dex 10mg (n=8), y Dex 10 mg (n=8) a dia 6 tanto para el grupo Wild type como para Muc 1. En el
modelo expuesto a EHT se indujo la inflamacién mediante instilacién intranasal 75ug de LPS seguido de la
exposicion diaria a EHT. La administracion de dexametasona a dosis 3mg/kg/dia y 10mg/kg/dia via oral forzada se
realizé desde el dia 0. Al resto de grupos se administré vehiculo. PET: media de cuentas por voxel (cpv) corregida
por peso y dosis inyectada obteniendo el SUV (Standard Uptake Value). La cuantificacion se realizé mediante un ROI
que engloba la regién de captacién de 18F-FDG por el pulmdn. La media de cuentas por voxel cuantificada se
corrigio mediante el célculo de dosis inyectada corregida por el tiempo de decaimiento del radiofdrmaco. PET/CT:
Se obtuvieron imagenes de todos los sujetos. La figura muestra la fusién de imagenes PET/CT para un mismo sujeto
de todos los los grupos a dia 6. La combinacién de las imdgenes PET/CT permite localizar la captacion de 18F-FDG
por cada sujeto, situando anatémicamente las regiones hipercaptantes del pulmén. Las imagenes nos permiten
visualizar los resultados obtenidos en la cuantificacion. Los resultados se expresaron como la media +/- SEM de n=8
por grupo experimental. Los resultados fueron analizados por ANOVA de una via seguido del test post hoc de
Bonferroni * (*p<0,05 frente a control el mismo dia; #p<0,05 frente al grupo de wild type del mismo dia. Los valores
p exactos se obtuvieron con el test de U de Mann-Whitney).
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4.2.2.7 La expresion proteica de GR-a es mayor en los Wild Type y ademds su
elevacion es dosis dependiente. En cambio la expresion proteica de su forma
fosforilada en la Ser-226, KO-Muc1, p-38 y p-ERK % es mayor en los KO-Muc1
siendo proporcional al estimulo.
El receptor para glucocorticoides (GC) tiene un modo dual de accién, actia como un factor de
transcripcién que se une a elementos de respuesta a glucocorticoides (GRE) tanto para el ADN
nuclear como para el mitocondrial, pero también como modulador de otros factores de
transcripcion. Afecta a las respuestas inflamatorias, proliferacién y diferenciacién celular en los
tejidos diana. El anticuerpo Fosfo-GR (Ser226) detecta los niveles endégenos de GR solamente
cuando estd fosforilada en la serina 226.
Las proteinas Kinasas mitdgeno-activada p38 son una clase de proteinas que se activan en
respuesta a estimulos de estrés como citocinas, radiacion ultravioleta, choque térmico, choque
osmotico,... y estdan implicadas en la diferenciacién celular, apoptosis y autofagia.
La MAP Kinasa p38 (MAPK), también llamada RK o CSBP (Cytokinin Specific Binding Protein)
participa en una cascada de sefializacion que controla las respuestas celulares a las citocinas y
el estrés. p-38 y p-ERK % presentan una expresion proteica proporcional al estimulo (tanto
inflamatorio como por la dexametasona) en ambos grupos, pero es mayor la expresion en los
KO-Mucl.
La expresion proteica de GR-a concuerda con los resultados observados hasta ahora de la
expresion génica de la misma, es mayor en los Wild Type y ademas su elevacion es dosis
dependiente. En cambio la expresion proteica de su forma fosforilada en la Ser-226 es mayor
en los KO-Mucl. El presente trabajo ofrece la primera evidencia de interaccién entre Mucl-CT
y GRa, asi como el posible papel protector que ejerce este complejo ejerce contra la
fosforilacion de Ser226-GR.
La expresion proteica de Mucl como cabe esperar es nula en lo KO-Mucl mientras que en los
Wild Type responde a estimulos inflamatorios lo que una vez mds corrobora el papel

antiinflamatorio de esta mucina.
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Figura 54. Expresion proteica de GR-a, GR-Ser 226, MUC1, p-38 y p-ERK % tejido pulmonar del modelo murino de
todos los grupos (n=8) de ambas cepas (Wild Type y KO-Muc1). El tejido pulmonar se obtuvo durante la necropsia
y se aislaron las proteinas, tal y como se describe en la seccion de Métodos (n=8). Se determind la expresidn
proteica mediante western Blott. La densitometria de las bandas fue realizada empleando el software Image J 1.42
(disponible en http://rsb.info.nih.gov/ij USA). Cada grafica va acompafiada de su B-actina. Los datos se expresan
como el ratio de proteina en su forma no fosforilada, normalizados al grupo control. Los resultados se expresan
como la media (error estandar) de n=8 sujetos por condicion. Se muestran las imagenes representativas del western
blott. Los valores de p son significativos cuando p<0,05. Los valores p exactos se obtuvieron con el test de U de
Mann-Whitney).

4.2.2.8 Mucl-CT colocaliza con GR-a y transloca al niucleo después de ser estimulado
con dexametasona en los Wild Type. En los KO-Mucl esta translocacion estd
inhibida.

A partir de la muestra fijada con formaldehido e incluida en parafina se obtuvieron cortes

seriados de 5 um de grosor con un microtomo tipo Minot (Leica® RM 2135).

Estos cortes en presencia o ausencia (basal) de dexametasona (Dex 10mg/kg/dia) durante los 6
dias que dura el modelo animal fueron fijados y permeabilizados para ver Muc1-CT (rojo) y GR-
o (verde). En los Wild Type en condiciones basales Mucl-CT colocaliza con GR-a en el
citoplasma. Después de la estimulacion con Dexametasona, Mucl-CT colocaliza con GR- a a

nivel citoplasmatico pero también a nivel nuclear.

Sin embargo, en los KO-Mucl esta colocalizacién no se observa, esta inhibida por la no
expresion de Mucl, queda demostrado una vez mds que Muc-1 es necesario para el correcto

funcionamiento de GR-a.
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Esta colocalizacion fue observada usando un microscopio espectral confocal (Leica TCS SP2)
que genera un citofluorograma bidimensional que selecciona los puntos localizados comunes a

ambos anticuerpos (color blanco).

WT

Colocalizacion|
Control nuclear

Dex 10mg/ kg/ dia

MUC1-KO

Control

Dex 10mg/ kg/ dia

Figura 55. MUC1-CT es coexpresado con GRa para formar un complejo que transloca al nucleo seguido de la
estimulacion con dexametasona. Los experimentos de la figura muestran los resultados de la translocacién nuclear
de GRa por microscopia de inmunofluorescencia (400; Nikon Eclipse TE200 inverted microscope; Tokyo, Japan. En el
compartimento subcelular que se corresponde con la tincién DAPI (ntcleos) usando el software Metafluor v5. En la
figura se observa la colocalizacién de MUC1-CT y GRa que fue realizada utilizando un microscopio confocal espectral
Leica TCS SP2 con magnificacion 1000 y zoom 3. Fueron utilizados laseres Rojo (HeNe 543 nm), verde (HeNe 488
nm), y azul (Ar 351 nm, 364 nm). Los estudios de colocalizaciéon fueron realizados utilizando el software Leica
confocal v2.61. Un citofluorograma bidimensional fue creado entre puntos de intensidades diferentes entre verde y
rojo de las imagenes de las células. Las iméagenes celulares fueron colocalizadas en puntos de dos canales laseres
que fueron transformados en color blanco en la imagen celular.
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La mayoria de pacientes con Enfermedad Pulmonar Obstructiva Crénica (EPOC) son resistentes
incluso a altas dosis de corticosteroides inhalados u orales.

La aparicidon de resistencia a los esteroides no se limita solo a patologias respiratorias sino que
es una caracteristica de varias enfermedades inmunes e inflamatorias, incluyendo artritis

reumatoide, enfermedad inflamatoria intestinal, y lupus sistémico [230].

Son multiples los estudios que ponen en evidencia la perdida de respuesta con el tiempo a los
corticoides en varias enfermedades inflamatorias, entre ellas la EPOC [154,157]. Ni los
corticosteroides inhalados ni orales suprimen la inflamacién en los pulmones, y los macréfagos
alveolares parecen ser resistentes a los GCs. Ademas, se ha sugerido que la inflamacién
neutrofilica que caracteriza la EPOC, a diferencia de la inflamacion que caracteriza el asma
eosinofilica, es insensible a los GCs. La pobreza de estos resultados parece indicar una cierta
resistencia activa de los corticoides en la EPOC, al menos a nivel pulmonar. De hecho, dosis

altas de estas sustancias fallan en reducir citocinas y quimosinas [158].

Por otro lado como ya ha sido comentado en la introduccion, la combinacién de un esteroide y
de accién prolongada 2-agonista se administra mediante inhalacién son mas eficaces que

cualquier farmaco solo, y podria haber algo de sinergia molecular entre estos agentes.

Estudios recientes han propuesto la existencia de un perfil especifico de mediadores
inflamatorios moleculares que son resistentes al efecto de los corticosteroides. Entre el perfil
molecular diferente, neutréfilos y monocitos humanos de pacientes sanos y EPOC pueden
mostrar resistencia corticoide para la secrecion y la expresion de IL1B, IL-8, IL-18, TNF, GM-CSF,

CCL-5, MMP-2 y MMP -9 entre otros [232, 233].

Una reduccidon en la capacidad de respuesta a los efectos antiinflamatorios de los
corticosteroides es una barrera importante para la gestidn eficaz de pacientes con asma grave
y en la mayoria de los pacientes con Enfermedad Pulmonar Obstructiva Crénica (EPOC). Los
mecanismos moleculares que conducen a la resistencia a los corticosteroides se comprenden
mejor ahora, y esto ha identificado nuevos objetivos para la terapia. Esta claro que hay varias
vias moleculares que llevan a cabo la aparicion de corticorresistencia, lo que implica que puede
haber varios enfoques terapéuticos para la superacion de la resistencia a los esteroides y para

tratar mas eficazmente a te grupo de pacientes.
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Se han desarrollado estrategias para la gestion de resistencia a los esteroides entre las que se
incluyen farmacos anti-inflamatorios alternativos, sin embargo ninguno de ellos ha conseguido
suplir los grandes niveles de corticorresistencia en EPOC bien porque la dosis esta limitada por
los efectos secundarios después de la administracidon oral o porque ha sido descrita una

pérdida de eficacia (tolerancia) después de la administracién prolongada [230].

El estrés oxidativo es uno de los principales mecanismos que conducen a la aparicién de
resistencia a esteroides en pacientes con EPOC. En los fumadores se produce a través de la
reduccién en la expresion de HDAC2, lo que podria sugerir que los antioxidantes también
deberian revertir la resistencia a corticosteroides. Actualmente los antioxidantes disponibles

son poco eficaces porque se inactivan por el estrés oxidativo [230].

Es necesario comprender los mecanismos moleculares mediante el cual los corticosteroides
suprimen la inflamacion para comprender los diversos mecanismos de resistencia a los
esteroides en pacientes asmaticos y pacientes con EPOC. Otra de las estrategias posibles para
combatirla, ya comentada previamente, seria mediante la regulacidn de ciertos genes que son

inducibles por los glucocorticoides [230].

Por todo esto, el grupo de pacientes corticorresistentes suponen un nuevo reto. Es por tanto
relevante identificar grupos de pacientes que por los datos clinicos y analiticos puedan ser
dirigidos hacia un determinado tratamiento, asi como encontrar nuevos farmacos y dianas
terapéuticas que mejoren la evolucién de la enfermedad y la calidad de vida de estos
enfermos.

Dada la importancia de la inflamacion durante el estadio inicial en La EPOC y el efecto
“universal" antiinflamatorio de MUC1, junto con la importancia de la expresion en pulmén de
MUC1 se ha generado un alto interés en los ultimos tiempos.

Ademas evidencias recientes mostraron que los glucocorticoides incrementan la expresion de
MUC1 in vitro [236] asi como a nivel epitelial tras el tratamiento con corticosteroides orales
durante dos semanas [237]. Sin embargo, la asociacion entre la eficacia de costicosteroides
orales y la expresién de MUC1 asi como la posible interaccidn entre glucocorticoides, el
receptor de glucocorticoides (GR) y MUC1 son todavia desconocidas. Esta cuestion critica nos
llevd a investigar la regulacion de MUC1 expresion en las vias respiratorias, concretamente en
EPOC.

La presente tesis doctoral tuvo como objetivo llamar la atencién sobre la posible participacidon
de mucinas en los mecanismos de corticosteroides en EPOC, centrandose especialmente en las

mucinas ancladas a membrana, especialmente MUC1. Postulamos que la expresion de mucina
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no es una consecuencia de las acciones de los corticosteroides, pero si puede contribuir a los
mecanismos de corticosteroides, por lo tanto, debe considerarse como mediador potencial en

la respuesta a los corticosteroides, en particular en EPOC.

A continuacidn se describen los principales resultados obtenidos en el primer estudio de esta

tesis doctoral, que hacen referencia a los objetivos planteados.

» En primer lugar observamos que la expresién de MUC1 en tejido pulmonar, células
epiteliales, neutrofilos y esputo de fumadores y pacientes con EPOC estaba disminuida
en comparacion con pacientes sanos. Esta falta de expresion de MUC1 se correlaciona
con una disminucién del efecto antiinflamatorio de la dexametasona en células
epiteliales donde el gen MUC1 ha sido silenciado. Es decir, la disminucién de expresién
de MUC1-CT media la resistencia a corticosteroides tanto en células epiteliales como
en neutroéfilos humanos.

» Las células epiteliales de BEAS-2B siRNA-MUC1 mostraron una menor respuesta a la
dexametasona en presencia de ligandos de TLR, por lo que MUC1 parece necesario
para un correcto efecto de los corticoides.

» Ademads hemos visto que MUCI1 favorece la activacion de GRE (Elemento de Respuesta
a Glucocorticoides) por parte de la dexametasona asi como el aumento de genes
antiinflamatorios, por lo que MUC1 media las propiedades antiinflamatorias de los
corticosteroides y la falta de su expresién en la EPOC aumenta la resistencia.

» MUC1 forma un complejo con los receptores de Glucocorticoide facilitando su
traslocacidon al nucleo y permite por tanto los efectos antiinflamatorios de la
dexametasona. Una hiper-fosforilacion de GRa inhibe su translocacion al nucleo, por lo

tanto la activacién de ERK1/2 podria explicar la falta de efecto de los corticoides.

Se conocen propiedades de MUC1 en inflamacién de las vias aéreas por estar relacionada con
su capacidad para inhibir varios TLR [202], en particular a través MyD88 [204]. Esta inhibicion
evita diversas cascadas de sefializacidn, que daria lugar a la transcripcion de diferentes genes
pro-inflamatorios. Ademas, como se describié anteriormente, MUC1 también se conoce por su
capacidad para mediar en la translocacion de varios factores de transcripcidon en el nucleo,
donde éstos ejercen su funcion [208-210]. Sin embargo, hasta ahora, la posibilidad de una
potencial interaccion entre MUC1-CT y corticosteroides y sus receptores es desconocido.

En nuestra opinidn, la relevancia de estudiar una potencial interacciéon entre mucinas,

particularmente MUC1 y corticosteroides se debe a la posibilidad de proporcionar una
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explicacidn mecanicista que contribuiria a entender por qué estos medicamentos no son
capaces de reprimir la inflamacién en este subgrupo particular de pacientes, que son los
pacientes EPOC resistentes a corticoides caracterizados por exhibir una expresion reducida de
MUC1.

Las exacerbaciones en la EPOC pueden ser consecuencia de una respuesta inflamatoria
anormal a microorganismos o sus productos. La familia TLR juega un rol clave en el
reconocimiento de patégenos y en la induccidn y regulacidén de la respuesta inmune innata y
adaptativa. De hecho estudios recientes sugieren que el proceso inflamatorio encontrado en
EPOC se caracteriza por una activacion excesiva de las vias de sefalizacién de los TLR. TLR2
reconoce bacterias Gram positivas como Staphylococcus aureus, y TLR5 reconoce la Flagelina
de bacterias flageladas como Pseudomonas aeruginosa (utilizada como estimulo en la presente
tesis doctoral), ambas bacterias comunes en EPOC [240]. En este punto es interesante destacar
que los efectos anti-inflamatorios de MUC1 se basan en la inhibicién de multiples TLR,
principalmente mediante la interaccidon en el citoplasma entre MUC1-CT y moléculas de
sefializacion de TLR.

En estudios previos en nuestro laboratorio observamos que pacientes con poliposis (al igual
que los pacientes EPOC estudiados en esta tesis) que no respondieron a corticosteroides orales
mostraron una menor expresion de MUC1-CT comparada con el tejido de pacientes sanos y
fumadores. Una mayor expresidon de TLR2 y TLR5 acompanada de una menor expresion de
MUC1-CT podria conferir una mayor activacion de la sefializacion de TLR y la consecuente
respuesta inflamatoria excesiva. En este sentido, IL-8, un producto de la activacion de la
sefializacion de TLR y particularmente insensible a los efectos anti-inflamatorios de los
corticosteroides [238] estaba significativamente aumentada en tejido pulmonar de pacientes
EPOC respecto a los otros grupos. Una de las seifales downstream activada por los TLR es la
fosforilacion de ERK1/2 [239]. De hecho, evidencias recientes sugieren que la resistencia a
corticosteroides inducida por super-antigenos implica la hiperfosforilacion de ERK1/2, que
lleva a la fosforilacidon de GRa y la consecuente inhibicion de la translocacidn al nucleo inducida
por Dexametasona [240]. En este trabajo, el tejido pulmonar de pacientes no respondedores
mostré un incremento significativo de la fosforilacion de ERK1/2 comparado con los otros
grupos. Del mismo modo, tenian un incremento significativo de la fosforilacion en Ser226 del
receptor de Glucocorticoides a comparado con los respondedores. Evidencias recientes
muestran que la fosforilacion de GR-Ser226 por p38 o JNK1 puede mediar la insensibilidad a
corticosteroides en asmaticos a través de la inhibicién de la translocacion al ndcleo de GRa

[242]. Teniendo en cuenta estos resultados, la hiper-fosforilacién de GRSer226 en pacientes
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EPOC corticorresistente podria inhibir los efectos anti-inflamatorios de GRa a nivel
transcripcional y post-transcripcional en la terapia con corticosteroides.

Ademas, MKP1, un inhibidor enddégeno de la fosforilacion de ERK1/2 inducida por
costicosteroides que forma parte de la actividad anti-inflamatoria, estaba disminuido en
pacientes EPOC no respondedores comparado con los otros grupos, lo que explicaria el
incremento de la fosforilacion de ERK1/2 y GR-Ser226 y la consecuente resistencia a
corticosteroides. Otros marcadores se han relacionado con una baja respuesta a
corticosteroides, como niveles elevados de IL-1B, ICAM-1, factor nuclear (NF)-kB y GRB, tras el
tratamiento.

En el presente estudio se aportan nuevas evidencias sobre la implicacion de MUC1 en la
respuesta a corticosteroides en pacientes de EPOC. Los pacientes resistentes al efecto de los
corticosteroides mostraron significativamente una menor expresion de MUC1, acompafiada de
una menor expresién de MKP1 y GRa asi como el incremento en la fosforilacién de ERK1/2.
Experimentos mecanisticos revelaron una interaccion entre MUC1-CT y GRa que podria
proteger de la hiper-fosforilacion de GR-Ser226 inducida por los agonistas de TLR, ayudando a
GRa a translocarse al nucleo y de ese modo realizar sus efectos anti-inflamatorios. Estos
resultados son relevantes para entender la pérdida de eficacia de los corticosteroides en
pacientes EPOC.

Por otro lado, la expresién de MUC1 fue mayor y directamente correlacionada con la expresidon
de GRa en todos los grupos de pacientes estudiados, sugiriendo una posible interaccién entre
ambos. En este contexto, se conoce que los corticosteroides pueden incrementar la expresion
de MUC1 in vitro y en tejido obtenido de pdlipos de pacientes. Sin embargo, no habia
evidencia hasta la fecha de la importancia de esta observacidon en pacientes EPOC. Para
resolver esta relacion llevamos a cabo experimentos con silenciamiento de MUC1 por RNA de
interferencia. Asi pues, en células siRNA-MUC1, la Dexametasona mostré un menor efecto
anti-inflamatorio al aumentar la secrecién de IL-8 y GM-CSF tras la estimulacién con agonistas
de TLR2, TLR4 y TLR5 respecto al control siRNA(-).

En la misma linea y a diferencia de las células control, las células siRNA-MUC1 mostraron un
aumento en la fosforilacién de ERK1/2 en respuesta a TLR2, TLR4 y TLR5 que no fue inhibido
por Dexametasona. Se obtuvieron resultados similares para la expresion de MKP1, de manera
que en células silenciadas para MUC1 no se incrementé MKP1 tras la exposicién a
Dexametasona. Ademds las células siRNA-MUC1 tenian hiper-fosforilada GR-Ser226,
reduciendo la translocacion nuclear de GRa, lo que indicaria un rol protector de MUC1 en la
fosforilacion de GRa y apoyaria los resultados en tejidos pulmonar procedente de pacientes

EPOC.
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La interaccion de MUC1-CT con transductores de sefiales y su translocacidon al nucleo y
subsecuente respuesta bioldgica se cree debe estar regulada por interacciones proteina-
proteina especificas, pero el mecanismo preciso que subyace no se conoce. De hecho, se ha
demostrado que MUC1-CT puede interactuar con el receptor de estrégeno (ER)a, tras lo que
se transloca al nidcleo como un complejo de transcripcidn en respuesta a 17B-estradiol [234].
Resultados similares se observaron para un complejo de transcripciéon B-catenina-MUC1-CT
como modulador de la morfogénesis. Estas evidencias indican que MUC1-CT, al formar
complejos de transcripcidn, podria tener un papel protector. En este contexto, el complejo
MUC1-CT-ERa protege y estabiliza Era atenuando su ubiquitinacion y degradacién [235].
Fendmenos similares se propusieron para el complejo de transcripcién B-catenina-MUC1-CT y

un rol protector ante la degradacién de B-Catenina 47.

La exposicion al humo de tabaco esta asociada a enfermedades pulmonares como la EPOC.
Uno de los mecanismos de corticorresistencia descritos anteriormente era desencadenado por
el estrés oxidativo producido por el humo del tabaco por ello hemos querido estudiar in vivo la

corticorresistencia en un modelo de Exposicion al Humo del tabaco tanto in vitro como in vivo.

La aparicion de modelos animales con el gen que codifica para Mucl silenciado o “Knockout”
(KO) ha permitido el estudio in vivo de la implicacion de Mucl/MUC1 en procesos
inflamatorios/infecciosos de las vias aéreas. Uno de los mecanismos estudiados para entender
el papel potencial de MUC1 en las vias respiratorias fue induciendo infeccion con
Pseudomonas Aeroginosa (Pa). Se utilizaron ratones Knockout para Mucl y Wild Type. Ambos
grupos fueron infectados con Pa y el grado de inflamacién de los pulmones a las 4 horas era
mas alto en los KO Mucl en comparacidn con sus controles Wild Type. Se midieron niveles de
IL -8 y TNF-a asi como el aumento del nimero de neutrdéfilos Lo que indica que la ausencia de
MUC1 facilita la inflamacién de las vias aéreas [238]. Por lo tanto, estos resultados sugieren
que MUC1 juega un papel antiinflamatoria de las vias respiratorias durante la infeccién todo lo

contrario a lo que los estudios iniciales indicaban.

El modelo experimental de induccién de inflamacién pulmonar aguda con LPS+EHT, es un
modelo ampliamente estandarizado, avalado por numerosos trabajos cientificos como el
modelo éptimo de traslacién de la enfermedad de afectacién humana a un modelo animal
[219,222]. El modelo murino pone de manifiesto las multiples vias moleculares implicadas en
los cambios fisiopatoldgicos pulmonares de manera consistente a lo que sucede en pacientes

con EPOC. Estudios comparativos del modelo murino frente a pacientes que sufren la
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enfermedad han permitido establecer la correlacion de los procesos moleculares implicados en
ambos grupos, y del mismo modo identificar las debilidades del mismo.

Hemos querido dar un paso mas alla y corroborar in vivo los resultado in vitro obtenidos en un
modelo murino experimental de inflamacidn pulmonar aguda inducida por LPS y EHT
(Exposicion al Humo del Tabaco), donde los animales KO para Mucl no tienen efecto
antiinflamatorio alguno con dexametasona.

En este trabajo proporcionamos una primera evidencia de la unién constitutiva de MUC-CT y
GRa asi como un rol protector para la fosforilacion de GR-Ser226 vy la translocaciéon al nucleo
de GRa. Ademas, la exposicidon a Dexametasona promueve la translocacion nuclear del
complejo de transcripcion MUC1-CT-GRa para inducir sus efectos anti-inflamatorios. Estos
resultados se observaron in vitro y en el modelo murino, sugiriendo que aquellos pacientes
resistentes a corticosteroides orales expresan menos complejos MUC1-CT-GRa y por ello
menos proteccidon ante la desregulacién/degradacion y la fosforilaciéon de GR-Ser226. Sin
embargo, aunque los resultados de este estudio proporcionan una explicacion a la menor
eficacia de corticosteroides en pacientes EPOC corticorresistentes, hay todavia algunas
cuestiones por resolver. Asi, por ejemplo, no hemos estudiado por qué los residuos de serina,
treonina o tirosina del fragmento CT de MUC1 estan implicados en la uniéon de GRa y qué

molécula es responsable de esa fosforilacion, de modo que se necesitan mas estudios.

En resumen, hemos demostrado un nuevo rol para MUC1-CT como modulador de los efectos
anti-inflamatorios de los corticosteroides en pacientes EPOC. Cabe destacar que han sido
estudiadas varias mucinas (MUCAC y MUCSB) en las vias aéreas principales de pacientes con
EPOC pero el potencial papel de MUC1 en la patologia como en la aparicion de
corticorresistencia estaba aun por demostrar. El presente trabajo ofrece la primera evidencia
de interaccion entre MUC1-CT y GRa, asi como el posible papel protector que ejerce este
complejo contra la fosforilacién de Ser226—GR.

Nuestros resultados sugieren que una posible explicacién de por qué los corticosteroides no
pueden reducir la inflamacién y se debe, en parte, a una deficiencia en la formacion del
complejo MUC1-CT-GRa.

Son necesarias futuras investigaciones para abordar mejor el papel de mucinas en los
mecanismos de resistencia de corticosteroides en esta enfermedad con el fin de aumentar el
conocimiento con respecto a la pérdida de eficacia de corticosteroides en pacientes EPOC.
Comprender los mecanismos de resistencia a corticosteroides es fundamental para contribuir
a aliviar y mejorar la situacidon de este subgrupo especialmente dificil y desafiante de los

pacientes EPOC resistentes a la terapia antiinflamatoria.
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Figura 56 Esquema de los mecanismos propuestos. Unién constitutiva de MUC-CT y GRa asi como un rol
protector para la fosforilacion de GR-Ser226 y la translocacion al nicleo de GRa. Nuestros resultados sugieren que
una posible explicacién de por qué los corticosteroides no pueden reducir la inflamacidén y la consecuente

corticorresistencia, se debe, en parte, a una deficiencia en la formacién del complejo MUC1-CT-GRa.

Una vez demostrada la participacion de MUC1 en la aparicion de corticorresistencia y los
mecanismos celulares que participan en la EPOC, asi como en los aspectos clinicos y
funcionales caracteristicos como base preclinica y trasnacional de futuros tratamientos.
Estimar la importancia de MUC1 en dicha eficacia podria ayudar a estratificar los pacientes
respondedores y no respondedores a los corticosteroides orales permitiendo un mejor
diagndstico y tratamiento. Por todo esto consideramos que MUC1 puede servir como

biomarcador de respuesta a los corticosteorides en pacientes EPOC
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(1)

(2)

(3)

(4)

(5)

6)

La expresion de MUC1 en tejido pulmonar, células epiteliales, neutréfilos y esputo

de fumadores y pacientes con EPOC esta disminuida.

La falta de expresion de MUC1 se correlaciona con una falta de efecto
antiinflamatorio de la dexametasona en células epiteliales donde el gen MUC1 ha

sido silenciado.

MUC1 favorece la activacion de GRE (Elemento de Respuesta a Glucocorticoides)

por parte de la dexametasona asi como el aumento de genes antiinflamatorios.

MUC1 forma un complejo con los receptores de Glucocorticoide facilitando su
traslocacién al nucleo y permite por tanto los efectos antiinflamatorios de la

dexametasona.

Estas observaciones fueron corroboradas in vivo en un modelo murino
experimental de inflamacién pulmonar aguda inducida por LPS y EHT (Exposicion
al Humo del Tabaco), donde los animales KO para Mucl no tienen efecto

antiinflamatorio alguno con dexametasona.

MUC1 puede servir como biomarcador de respuesta a los corticosteroides en

pacientes EPOC.
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8. INDICE DE ABREVIATURAS



8.INDICE DE ABREVIATURAS

ADN Acido desoxiribonucléico.

ADNCc Acido desoxiribonucléico complementario.

AMPc Monofosfato de adenosina ciclico.

ARN Acido ribonucléico.

ARNmM Acido ribonucléico mensajero.

AP-1 activador de la proteina-1

A549 Linea de células epiteliales alveolares tipo Il.

BB1 CelyA Blocking Buffer.

BEAS2B Linea celular inmortalizada de células epiteliales bronquiales humanas.
BEBM Bronchial Epithelial Basal Medium.

BOLD Burden of Obstructive Lung Disease.

BSA Albumina sérica bovina.

CAB1 CelyA Assay Buffer.

CD200 Cluster de diferenciacion 200.

CEBH Células epiteliales bronquiales humanas.

CEIC Comité Etico de Investigaciones Clinicas.

CHGUV Consorcio Hospital General Universitario de Valencia.
CLB1 Celya Lysis Buffer.

Cco, Didxido de carbono.

coul Colageno tipo I.

CRISPLD2 Proteina secretora rica en cisteina LCCL (coagulacion de Limulus factor de C,

Cochlin, Lgl1) que contiene el dominio 2

Ct Ciclo umbral.

CTGF Factor de crecimiento de tejido conectivo.

CVF Capacidad vital forzada.

dbcAMP Dibutiril adenosin monofosfato ciclico.

DCF 2’,7'-diclorofluoresceina.

DMSO Dimetilsulféxido.

EFG Factor de crecimiento epidérmico.

EGFR Receptor del factor de crecimiento epidérmico.
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EHT

ELISA

EPOC
ERK1/2
FDA

FDG

FITC
Fosfo-ERK
Fosfo-Smad
FSP-1
GAPDH
GBD

GC
GILZ(TSC22D3)

GOLD

GR
GRE

GTPasa
HDAC
H,DCF-DA
H,0,
HEPES
HRP

IGF

IL-8

IL-13
iPDE4

IPF

JNK

8.INDICE DE ABREVIATURAS

Extracto de humo de tabaco/Exposicion al Humo del Tabaco.

Ensayo por inmunoabsorcién ligado a enzimas.

Enfermedad pulmonar obstructiva crénica.

Quinasa regulada por sefial extracelular.

Food and Drug Administration.

Fluorodesoxiglucosa

Isotiocianato de fluoresceina.

Proteina ERK fosforilada.

Proteina Smad fosforilada.

Proteina especifica de fibroblasto 1 (también conocida como S100A4).
Gliceraldehido fosfato deshidrogenasa.

Global Burden of Disease Study.

Glucocorticoide

Cremallera de leucina que codifica un gen miembro de la familia de dominio 3

Iniciativa Global para la Enfermedad Pulmonar Obstructiva Crénica (Global
Obstructive Lung Disease)

Glucocorticoide Receptor

Elemento de Respuesta de Glucocorticoides
Guanosina trifosfatasa.

histona deacetilasa
2’,7’-diclorodihidrofluorescein diacetato.
Peroxido de hidrogeno.

Acido 4-(2-hidroxietil)-1-piperazino etanosulfénico.
Peroxidasa de rabano.

Factor de crecimiento insulinico.
Interleuquina-8.

Interleuquina-13.

Inhibidor de fosfodiesterasa 4.

Fibrosis pulmonar idiopatica.

Quinasa c - Jun N —terminal.
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8.INDICE DE ABREVIATURAS

LBD Dominio de Unidn del Ligando

LDH Lactato dehidrogenasa.

LPS Lipopolisacarido.

LTB, Leucotrieno B,

M Molar (mol/litro).

MAPK Protein quinasas activadas por mitogenos.

MIF Factor Inhibidor de la Migracion de Macréfagos

MKP1 Mitogen-activated protein kinase phosphatase 1

MMP-9 Metaloproteinasa de matriz 9.

MMP-12 Metaloproteinasa de matriz 12.

MR Receptor Mineralocorticoide

NAC N-acetil-L-cisteina.

NADPH Nicotinamida adenina dinucleétido fosfato.

NaOH Hidréxido sédico.

NF-kB Factor nuclear potenciador de las cadenas ligeras kappa de las células B
activadas.

NHLBI National Heart, Lung and Blood Institute

NOX4 Nicotinamida adenina dinucleédtido fosfato oxidasa 4.

NPC Complejo de Poro Nuclear

OMS Organizacion Mundial de la Salud.

PBS Tampodn salino fosfato.

PCR Reaccidn en cadena de la polimerasa.

PDGF Factor de crecimiento derivado de plaquetas.

PET Tomografia por Emisidn de Positrones.

PDE Fosfodiesterasa.

PI3K Fosfatidil inositol 3-quinasa.

PLATINO Proyecto Latinoamericano de Investigacion en Obstruccidn Pulmonar.

ROI Region of Interest

RSG2 Gen factor de crecimiento transformante § —estimulado.

RT Retrotranscripcién inversa.
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RT-PCR
SDS

TC
TGF-B1
TNF-at
TLR
TRITC
UFR

ulp

VEF,

VOl

8.INDICE DE ABREVIATURAS

Reaccién en cadena de la polimerasa a tiempo real.
Dodecilsulfato sédico.

Tomografia Computarizada.

Factor de crecimiento transformante 1.

Factor a de necrosis tumoral.

Toll like receptor.

Isotiocianato de tetrametil rodamina.

Unidades de fluorescencia relativa.

Neumonia intersticial usual.

Volumen espiratorio forzado en el primer segundo.

Volume of Interest
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9. ANEXO

9.1 DICTAMENES: COMISION DE INVESTIGACION Y COMITE ETICO DE
INVESTIGACION CLIiNICA CEIC.
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9. ANEXO

CONSORCI
HOSPITAL GENERAL
UNIVERSITARI

i VALENCIA

Comision de Investigacion

El Dr. Guillermo S4ez Tormo, Presidente de la Comisién de Investigacion del
Hospital General Universitario de Valencia

INFORMA

Que la Comisién de Investigacién de este Centro, tras revisar el Proyecto de
investigacién titulado “Estudio farmacoldgico de la actividad antiinflamatoria de
inhibidores fosfodiesterasa 4, en células epiteliales de via aérea humana in vitro,
frente al humo del tabaco y/o por virus sincitial respiratorio”, cuyo investigador
principal es el Dr. Julio Cortijo Gimeno,

CONSIDERA

Que dicho proyecto retine las condiciones de necesidad, oportunidad y viabilidad de
las tareas de investigacién propuestas, el plan de recepcién e integracion del
candidato y el valor afiadido para este Centro, asi como de aplicabilidad al Sistema
Nacional de Salud, por lo que

ACUERDA

Informar favorablemente la solicitud para su realizacion.

Lo que firmo en Valencia, a 23 de enero de 2008 es——

do. Dr. Guillermo Séez Tormo
Presidente de la Comision de Investigacion
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Consorcio Hospital General Universitario de Valencia

9. ANEXO

FUNDAGIO
INVESTIOACIO
HOSPITAL GENEXAL
UNIVERSITANY
VALENCIA

Comité Etico de Investigacién Clinica

APROBACION PROYECTOS DE INVESTIGACION

- ANEXO 11 -
viemes, 29 de febrero de 2008
Este CEIC tras evaluar en su reunion de 28 de Febrero de 2008 el Proyecto de Investigacion:
Titulo:
"Estudio farmacdlogico de la actividas antiinflamatoria de inhibidores fosfodiesterasa 4, en
células epiteliales de via aérea humana in vitro, frente al humo del tabaco y/o infecciones por virus
sincitial respiratorio”

LR Dr. Julio Cortijo | Servicio/Unidad | Fundacién HGUV

Acuerda respecto a esta documentacion:

- Que el Proyecto de Investigacion y.la Hoja de Informacion al Paciente retinen las condiciones exigidos por

este CEIC, por lo tanto decide su APROBACION.

Los miembros que evaluaron esta documentacion:

Presidenta

Dr. Severiano Marin

Presente

Vocales

D. Ernesto Bataller

D. Alfredo Rocher

D. Alejandro Moner

D. Juan David Gomez Gomez

>

Dr. D. José Manuel Iranzo

Dr. D. Miguel Armengot

Dr. D. Julio Cortijo

Dra. Dita. Elena Rubio

Dr. D. Gustavo Juan

Dra. Pilar Blasco

XX |X|X|X

Dfia. M® Teresa Jarefio

Dra. M* José Safont

Dr. José Luis Fayos

Dr. Agustin Herrera

Dra. Ana Blasco

Dr. Antonio Martorell

Dr. Aurelio Quesada

Dr. Guillermo Saez

Dr. Fco. Javier Cervera

Anexo 11

1

CEIC - CHGUV
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9. ANEXO

$

Consorcio Hospital General Universitario de Valencia

Comité Etico de Investigacién Clinica

Dr. José Vte. Roig Vila X

Dr. Rafael Poveda X

Dr. Elias Ruiz

Dr. Alberto Berenguer

Dra. Amparo Perez X

Dia. Encarna Domingo X
Secretario Dra. Ana Minguez X

Lo que comunico a efectos oportunos:

Anexo 11 2 CEIC - CHGUV
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