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Introduccion




1. Presentacion

La presente Tesis Doctoral se enmarca en el estudio de la enfermedad pulmonar
obstructiva crénica (EPOC) como enfermedad con repercusion sistémica. Durante la
presente introduccion abordaremos de manera ordenada el estado del tema de estudio
hasta el momento de comenzar nuestras experiencias en el laboratorio. En concreto

abordaremos:

- Una breve descripcion del concepto actual de enfermedad, incidiendo en la
importancia de la determinacién funcional para el diagnostico y su

categorizacion.

- Una breve descripcion de su epidemiologia, centrdndonos en su prevalencia,

mortalidad y morbilidad.

- Conceptos basicos sobre su diagnostico y deteccion en pacientes con factores de

riesgo.

- Describir la patogenia de la enfermedad, discutiendo sobre los principales tipos

celulares implicados en su génesis.

- Evaluar la importancia de la inflamacién sistémica dentro del nuevo marco

conceptual de la EPOC como enfermedad con repercusion sistémica.



Describir los principales reactantes de fase aguda mayores como parte de la

inflamacion sistémica y base de nuestro estudio.

Evaluar que mediadores inflamatorios en células pulmonares forman parte de la
inflamacion sistémica, estudiando la importancia de la activacion de dicha
respuesta a nivel pulmonar mediante su comparacion con la sintesis fisiologica a

nivel hepatico.



2. Enfermedad pulmonar obstructiva cronica

2.1. Concepto

La EPOC es una enfermedad multidimensional, inflamatoria y progresiva que
afecta no solo a las vias respiratorias y los pulmones, sino también a la circulacion
pulmonar, a la musculatura respiratoria y a diversos 6rganos extrapulmonares. En 2004,
la European Respiratory Society (ERS) y la American Thoracic Society (ATS)
publicaron un documento de consenso en el que se define la EPOC como “un proceso
prevenible y tratable, caracterizado por una limitacion al flujo aéreo no completamente
reversible, generalmente progresiva y asociada a una respuesta inflamatoria anormal de
los pulmones a particulas o gases nocivos, fundamentalmente producidos por el habito

tabaquico™".

Por otra parte, la Global Iniciative for Chronic Obstructive Lung Disease
(GOLD) publico en 2017 una definicion similar: “la EPOC es una enfermedad comun,
prevenible y tratable, que se caracteriza por la presencia de sintomas respiratorios
persistentes y una limitacion al flujo aéreo que se debe a anomalias en las vias aéreas
y/o en los alveolos, generalmente causado por una exposicion significativa a particulas

¢
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nocivas o gases ‘““. Sin embargo, actualmente, aunque parece haber un consenso en



cémo definir y denominar la enfermedad, aun existen aspectos no exentos de debate en

relacidn a la definicidn e identificacidon de esta enfermedad.

En primer lugar, el concepto de EPOC lleva implicito una serie de definiciones
cuyo significado es necesario entender en el marco de la enfermedad. Es destacable el
establecer que se trata de una entidad «prevenible y tratable». Con ello se pretenden
destacar dos aspectos clave de la EPOC: por un lado, su posible prevencion mediante la
evitacion de su principal factor de riesgo, el consumo de tabaco y, por otro, su
definiciéon sobre la base de una alteracion funcional (obstruccidon crénica y poco
reversible). La limitacién u obstruccion cronica al flujo aéreo (OCFA) caracteristica de
la EPOC es consecuencia de la enfermedad de la via aérea pequefia (bronquiolitis
obstructiva) y la destruccion parenquimatosa (enfisema). La bronquitis cronica (BC)
constituye la manifestacion clinica fundamental de la afectacion del arbol traqueo-
bronquial en la EPOC. Por consenso internacional, se acepta que un paciente padece BC
si presenta tos y expectoracion durante mas de tres meses al afio, dos afios consecutivos,
en ausencia de otras causas que puedan explicarla como bronquiectasias (BQ) '. La
bronquiolitis, es decir, la inflamacion de la pequefia via aérea periférica de calibre
inferior a 2 mm también estd presente en la EPOC. De hecho, es su presencia la que
contribuye de forma mas notable a la limitacion del flujo aéreo que caracteriza la
enfermedad °. El enfisema pulmonar se define en términos anatomopatologicos como la
destruccion permanente de los espacios aéreos mas alld del bronquiolo terminal *. La
desaparicion de las paredes alveolo-capilares supone la coalescencia de alveolos
vecinos, causa la aparicion de auténticas cavidades en el seno del parénquima pulmonar
(bullas), dificulta el transito de la sangre a través de la circulacién pulmonar, lo que es
motivo de hipertension arterial pulmonar (HAP) y cor pulmonale, y altera de forma
notable el intercambio pulmonar de gases, especialmente durante el ejercicio.
Actualmente sabemos que el concepto de OCFA empleado para definir la enfermedad
no se justifica por parametros clinicos o anatomopatoldgicos, sino que implica objetivar
una OCFA mediante la realizacion de una espirometria en todos los casos. Sin embargo,
padecer una OCFA no equivale a tener una EPOC, ya que existen otras enfermedades
que también pueden cursar con una obstruccion en la espirometria (como el asma
bronquial, las BQ, las bronquiolitis o lesiones residuales por tuberculosis, entre otras).
Por otro lado, el concepto de OCFA ha sufrido un ligero matiz al definirse inicialmente

como descenso de los flujos que no cambian notablemente durante varios meses de
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seguimiento > hasta el concepto actual de obstruccion no completamente reversible. Este
pequeiio cambio denota que la EPOC admite que algunos pacientes pueden tener cierto
grado de reversibilidad bronquial en la prueba broncodilatadora o tras un tiempo de
tratamiento. El punto de corte para establecer una prueba broncodilatadora significativa
también ha variado discretamente y se ha situado en 12% y 200 mL °. Inicialmente, se
considerd que una prueba broncodilatadora positiva seria un indicador de una buena
respuesta a tratamiento. Sin embargo, esto no se ha demostrado y actualmente no se
recomienda el porcentaje de cambio de volumen espirado durante el primer segundo
(FEV)) ni para el diagnéstico de la enfermedad, ni para el diagnostico diferencial con

. . . 6
asma, ni para predecir la respuesta al tratamiento .

En segundo lugar, la afectacion extrapulmonar resulta un aspecto esencial para
evaluar el impacto global de la enfermedad en el individuo. Se reconoce el papel de uno
de sus mecanismos patogénicos mas importantes: la respuesta inflamatoria. Es evidente
que, en su concepcion actual, el término EPOC no solo se circunscribe exclusivamente
al pulmon, sino que también tiene consecuencias sistémicas significativas, siendo por
ello una enfermedad multicompartimental en la que conceptos clasicos como los de BC
o enfisema y otros mas novedosos como inflamacion sistémica, agudizaciones o
afectacion vascular, son algunas de las posibles manifestaciones de la enfermedad que
dan lugar a los distintos fenotipos de la misma. Los denominados efectos sistémicos de
la EPOC son de descripcion relativamente reciente. Aunque en la actualidad es
imposible determinar si se trata de una mera asociacion de circunstancias o si la EPOC
es per se la responsable de la afectacion sistémica de muchos pacientes, lo bien cierto es
que las guias de actuacion clinica no se limitan exclusivamente al aspecto pulmonar de
la EPOC *7. Aspectos tales como la inflamacién sistémica, la HAP, la comorbilidad
cardiovascular, la malnutriciéon, la disfuncion muscular esquelética, las alteraciones
endocrino-metabolicas, la anemia, la ansiedad o la comorbilidad infecciosa, deben ser

tenidos en cuenta en el manejo de la EPOC ®.



2.2. Epidemiologia

El estudio de la epidemiologia de la EPOC es una de las prioridades de la
investigacion de la enfermedad. Los principales datos sobre epidemiologia de la EPOC
son de prevalencia, mortalidad y morbilidad. La estimacion de estas cifras varia entre
paises, y, en general, estan relacionadas de manera directa con la prevalencia del
tabaquismo. Factores como la composicion y edad de la muestra escogida en la
poblacion general, los criterios diagnosticos utilizados, la exposicion de la poblacion al
tabaquismo y, probablemente, a otros factores ambientales, unido al problema que se
deriva de la diversa nomenclatura empleada en el pasado para referirse a la EPOC,

. . . . 9
explica las diferencias importantes que se pueden encontrar .

2.2.1. Prevalencia

La EPOC es la enfermedad respiratoria més frecuente en adultos y cuya
prevalencia aumenta con la edad '°. El estudio de la prevalencia de la EPOC muestra
grandes variaciones dependiendo de la region geografica estudiada y los criterios
diagnosticos empleados para identificar casos. En términos generales, cualquiera que
sea la enfermedad, la prevalencia estimada depende de la definicion que se use para el
diagnostico. En el caso de la EPOC, se han utilizado diferentes métodos, incluyendo el
diagnéstico médico ', el diagnostico basado en la presencia de sintomas respiratorios o
el diagnodstico basado en la presencia de limitacion cronica al flujo aéreo (con o sin una
prueba broncodilatadora). Como es de esperar, cada uno de estos métodos aporta
resultados muy diversos '*. Desde que se publicaron los documentos GOLD, se aceptd
el requisito de la espirometria posbroncodilatadora para establecer el diagnostico de
EPOC, lo que sigue considerandose actualmente como el método de referencia. A pesar
de que la espirometria se ha considerado como un método mas costoso y requiere una
mayor infraestructura que otras formas simplificadas de evaluaciéon de la funcién
pulmonar, es conocido que obtiene cifras de prevalencia mas reales. Por este motivo la
espirometria es el método recomendando por la guia espafiola de la EPOC (GesEPOC)
. De manera complementaria, se han publicado algunos cuestionarios que podrian ser
utilizados como herramienta de cribado para la deteccion de casos como el COPD-PS

(Chronic Obstructive Pulmonary Disease-Population Screener) '*.

S



En los ultimos afios se han realizado estudios epidemioldgicos fiables y
reproducibles independientemente de la region geografica y de los recursos econdmicos
disponibles. Estos estudios se han llevado a cabo segun el consenso de la ATS con la

ERS y del documento GOLD de 2010 *"°.

En Espafia, se han realizado diversos estudios epidemioldgicos de base
poblacional, el mas importante de los cuales es el estudio IBERPOC, realizado a finales
del siglo pasado y disefiado para medir la prevalencia y la variacion de la distribucion
de la EPOC en Espaia. Segun los resultados de este estudio, la prevalencia de sintomas
respiratorios cronicos para la poblacion general estd situada en el 4,8% (intervalo de
confianza al 95%: 4,1 — 5,4%) para la BC, 40% (IC95%: 38,7 — 41,7%) para la
presencia de sibilantes y 13,5% (IC95%: 12,5 — 14,6%) para la tos cronica. De tal
manera que el 48% (IC95%: 46,4 — 49,5%) de la poblacion espafiola referia algin
sintoma respiratorio. Al incluir la espirometria como diagnostico, la prevalencia de la
enfermedad se estim6 en 9,1% (IC95%: 8,1 — 10,2%), que ha sido considerada como
prevalencia de la EPOC en Espaiia '°. Un dato interesante del estudio IBERPOC es que
no habia un diagndstico previo de EPOC en el 78,2% de los pacientes incluidos y
diagnosticados de EPOC 7, con lo que la prevalencia de la enfermedad se habria infra-
estimado considerablemente si se hubiera empleado los informes médicos como método

de estimacion de la prevalencia.

Otro estudio epidemiologico de base poblacional en Espana es el estudio EPI-
SCAN que actualiza en 2007 los datos de prevalencia en nuestro pais '*. Segin el
estudio EPI-SCAN se estima que, entre los 21,4 millones de espafioles con una edad
entre 40 y 80 afios hay 2.185.764 que presentan EPOC. Por sexos, las cifras
corresponden a 1.571.868 varones y 628.102 mujeres. Y ya que el 73% atn no estd
diagnosticado, puede decirse que mas de 1.595.000 espafioles ain no lo sabe y, por

tanto, no recibe ningtn tratamiento para su EPOC .

Sin embargo, segun recientes estimaciones de la Organizacion Mundial de la
Salud (OMS) de la Carga Mundial de Enfermedades (Global Burden of Disease Study
—GBD—) 2015,) *°, el namero de casos de EPOC en Espaiia ha aumentado de los 2,1
millones estimados segin EPISCAN en 2007 a 2,9 millones en 2015. En cambio, la
prevalencia mundial tiende a la baja, puesto que la estimacion de casos de EPOC en el

mundo ya no es de 240 millones anuales sino de 174 millones.
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Finalmente, es importante conocer otros estudios de prevalencia de la EPOC a
nivel mundial. El estudio BOLD (proyecto Burden of Lung Disease) *', obtuvo datos de
prevalencia de 12 lugares del mundo de los 5 continentes y determin6 una prevalencia
global para el estadio GOLD II o superior de 10,1% (11,8% para los hombres y 8,5%
para las mujeres). En este estudio, la prevalencia de la EPOC estaba relacionada con la
edad y el consumo de tabaco en paquetes-afio con aumentos significativos de
prevalencia al aumentar alguna de estas dos variables, pero con mayor variaciéon para
las mujeres, seglin el area geografica. Curiosamente, la prevalencia de los no fumadores
fue similar a la de los fumadores con un consumo < 10 pag-afio. Ademas,
recientemente, siguiendo la propuesta de un estudio anterior de la iniciativa PLATINO
> (Proyecto Latinoamericano de Investigacion en Obstruccion pulmonar), BOLD
amplia la opcion de utilizar el pico de flujo (PEF) para el cribado de la EPOC. Asi, en
un sofisticado analisis, BOLD propone 2,2 I/m*/s como el umbral de pico de flujo pre-
broncodilatacion expresado en unidades de litros por segundo por la altura en metros al
cuadrado para identificar EPOC moderada a grave . Este umbral de 2,2 1/m?/s ha sido
propuesto porque tiene la mejor sensibilidad frente al valor predictivo positivo y la
mejor relacion coste-beneficio entre los diferentes escenarios de la combinacion del
PEF, cuestionarios y espirometria. En definitiva, BOLD concluye que la medicion del
PEF en todo el mundo, sin broncodilatacion, y dentro del contexto de cualquier sistema
de salud, es un paso hacia adelante rapido, barato y comodo para mejorar la deteccion

de casos de EPOC.

2.2.2 Morbilidad y Mortalidad

La EPOC es una causa elevada de morbilidad, mortalidad y discapacidad en
Espafia. Los datos de morbilidad en EPOC presentan problemas metodoldgicos, ya que
estan sujetos a registros sobre la accesibilidad de la atencion sanitaria y la utilizacion de
los servicios sanitarios (niumero de visitas al médico, los ingresos por agudizaciones y
las visitas a urgencias) de cada area geografica. Siendo la EPOC una enfermedad

cronica y progresiva es esperable encontrar una alta carga de enfermedad y morbilidad.

Los estudios de carga de enfermedad tienen como objetivo medir y comparar la
pérdida de salud de la poblacion por distintas causas, considerando las consecuencias

mortales y no mortales de las enfermedades ** a través del indicador sintético “Afos de
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Vida Ajustados por Discapacidad” (AVAD). Los AVAD resultan de la combinacion de
los Afios de Vida Perdidos (AVP) o mortalidad prematura y los Afios Vividos con
Discapacidad (AVD) o mala salud.

Seglin la Encuesta de Morbilidad Hospitalaria de 2005 las altas por EPOC
supusieron el 6,5% del total. En Espafia las enfermedades respiratorias suponen la 4*
causa de carga de enfermedad (7,5% del total de AVAD) con un componente
importante de discapacidad. En hombres, la EPOC se encuentra entre las enfermedades
con un mayor numero de AVAD (4,1% sobre el total de AVAD), siendo en mujeres la
carga de enfermedad algo inferior (1,3% sobre el total de AVAD) *. En 2015 la EPOC
causo el 2,6% de AVAD.

Las estimaciones globales de mortalidad realizadas por la OMS recientemente
actualizadas, reiteran que la EPOC ha pasado de ser la quinta causa de muerte en 1990 a
la cuarta desde el afio 2000, sélo por detrds de la enfermedad coronaria isquémica
dentro de las enfermedades cardiovasculares (ECV), la cerebrovascular y el Alzheimer,
y por delante del cancer de pulmén (CP), y se espera que sea la tercera en 2020 **%.
Segun estos datos, en 2015, la EPOC provoco el fallecimiento de 3,2 millones de
personas, lo que supuso un aumento de la mortalidad por esta causa del 11,6% respecto

a 1990, y que dado su relacion con el tabaquismo la convierten en una de las mayores

causas de muerte evitable.

Conocer el motivo por el que un paciente con EPOC fallece es importante
porque puede identificar dianas terapéuticas. Multiples estudios coinciden en sefalar la

dificultad que supone especificar la causa Gltima de la muerte *’

, mas aun en los
pacientes con EPOC, ya que con frecuencia padecen enfermedades graves cuya
presentacion final es muy similar a la EPOC **. La mortalidad global a los 4-7 afios en
los pacientes diagnosticados con EPOC, con una media de 65-70 afos, oscila entre el
30-48% >, con tasas de mortalidad del 3,6% anual *°, y de 12,7 fallecimientos por cada
100 personas-afio de seguimiento >', dependiendo, sobre todo, de la severidad de la

<7 r . o 29,32,33
obstruccién aérea en el momento del diagndstico ~>°~

. Los pacientes con EPOC grave
fallecen al menos 3 afos antes que aquellos con enfermedad moderada, y estos, 4 afios
antes que los pacientes control a igualdad de edad y sexo **. La insuficiencia respiratoria
es la principal causa de mortalidad en los pacientes con EPOC que fallecen en el

35,36
1 B

hospita , pero aun asi constituyen menos del 50% de los muertos de ese grupo,
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correspondiendo el resto a ECV, infecciones respiratorias, embolismos pulmonares, CP

3738 "Bl andlisis de mortalidad realizado durante el estudio TORCH

y otros tumores
(Toward a Revolution in COPD Health) * revelé que, de manera global, la mayoria de
los pacientes (35%) fallecieron por causa respiratoria, seguidos de las causas

cardiovasculares (26%) y del cancer (21%).

Por otro lado, las causas de mortalidad varian segun el grado de gravedad de la
EPOC. En los pacientes con EPOC leve o moderada la principal causa de mortalidad es
el cancer y las ECV, mientras que en los EPOC con FEV < 60% el fallo respiratorio es
la causa mas importante *°. De cualquier modo, parece que los pacientes con EPOC
fallecen mas como consecuencia de una enfermedad concomitante que por la misma

EPOC.

2.2.3 Impacto economico y social

En Espafa, el impacto que la EPOC genera sobre los costes econdmicos es
considerable. El coste anual por paciente con EPOC es alto en comparacién con otras
patologias respiratorias cronicas, como el asma *'. Existen unos costes hospitalarios
notablemente mayores, explicados en parte por la mayor edad media de los pacientes y
por el progresivo e irreversible deterioro de la funcion respiratoria ***. La EPOC
ocasiona el 10% de las consultas de neumologia, el 7% de todos los ingresos
hospitalarios y el 35% de las incapacidades laborales permanentes, por lo que el
impacto sanitario, social y econdémico es elevado. Varios estudios realizados en Espana,
resto de Europa y América han tratado de estimar el coste global de la enfermedad. Los
resultados son dispares, y entre las razones que pueden explicar esto, se encuentran las

diferencias en el coste sanitario entre paises y el método empleado.

En Espafia los datos del estudio IBERPOC permitieron estimar que el coste de la
EPOC fue de 238,82 millones de euros, derivados unicamente de costes sanitarios
directos. Se hizo multiplicando el coste por paciente diagnosticado de EPOC en el
estudio, por el numero de pacientes extrapolados de la prevalencia de la enfermedad
encontrada en el propio estudio IBERPOC **. La mayor carga era por hospitalizaciones
(41%) seguido del gasto en tratamiento farmacoldgico (37%). Del coste total del

tratamiento farmacologico de la EPOC, los farmacos administrados para el tratamiento
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de base suponen el 58,8%, y el tratamiento de las agudizaciones, el 32,1%; el resto se
debe a la oxigenoterapia. En 2005, el coste de la EPOC grave por sujetos diagnosticados
era de 1352,76 €/ano. Esto supone 1,6 veces el coste de la EPOC moderada (824,60 €) y
mas del doble del coste de la EPOC leve (665,75 €). Si consideramos el gasto
farmacoldgico en su conjunto (habitual mas agudizacion), éste ultimo predomina en los

tres niveles de gravedad.

Los diversos factores que aumentaran los costes sanitarios de la EPOC en los
proximos afos, podriamos relacionarlos con el envejecimiento, la introduccion de
nuevos tratamientos o la financiacion de otros como la rehabilitacion, la deshabituacion
tabaquica o el incremento de la supervivencia de los pacientes con insuficiencia
respiratoria crénica. Por este motivo, se deduce que la atencidon a pacientes con
enfermedades cronicas complejas como la EPOC debe abordarse desde una perspectiva
distinta de la del tratamiento de las enfermedades agudas, siendo necesarias actuaciones
que optimicen los recursos empleados en el seguimiento y en el tratamiento de la

enfermedad, prestando especial atencion a su diagndstico temprano.

2.3 Factores de riesgo. Etiologia

En nuestro pais como en la mayoria del mundo industrializado, actualmente
disponemos de suficiente evidencia cientifica para afirmar que el tabaco es el principal
factor de riesgo para desarrollar una EPOC "*. Sin embargo, el hecho de que no todos
los fumadores desarrollen la enfermedad, hace que el tabaco se considere un factor
patogénico necesario, pero no suficiente, para el desarrollo de la misma, postulandose la
necesidad de que coexistan otros factores relacionados. Entre ellos cabe destacar

factores de tipo individual y de tipo ambiental como describimos a continuacion.

Tabaquismo

Sabemos que los fumadores tienen mayor prevalencia de sintomas respiratorios,
de alteraciones funcionales y de un mayor declive del FEV, que los no fumadores. Por

otro lado, al dejar de fumar, este declive del FEV, disminuye y se produce una mejoria
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de la funcion pulmonar y una disminucion de los sintomas respiratorios y de la
hiperreactividad bronquial *°, con un impacto en la mortalidad *’. Por lo tanto, la
abstencion del habito tabaquico se ha convertido en uno de los pilares del tratamiento de
la EPOC. Una proporcion de casos de EPOC ocurre en personas que no han fumado
nunca, pero que han estado expuestas al llamado humo ambiental del tabaco o
tabaquismo pasivo. Diversos estudios observacionales han demostrado que el

48,49 .
C ™. Uno de estos estudios,

tabaquismo pasivo se asocia a un mayor riesgo de EPO
realizado en Cantén, China, con mas de 6.000 participantes no fumadores, la mayoria
mujeres (89,6%) y edad media de 61 afos, en el cual méas de la mitad de los
participantes afirmd ser fumador pasivo, observé que la duracion del tabaquismo pasivo

estaba directamente relacionada con el riesgo de padecer EPOC *°.

En nuestro medio se ha evaluado la repercusion que la exposicion pasiva al
tabaco tiene sobre la funcion pulmonar de nifos y adolescentes, concluyendo que los
pardmetros espirométricos fueron significativamente inferiores entre los nifios con algiin
progenitor fumador, siendo mayor el efecto negativo del tabaquismo pasivo sobre los

. . o c 150
pardmetros relacionados con la via aérea distal ~.

Biomasa

A nivel mundial, aproximadamente el 50% de todas las casas y el 90% de casas
rurales usan combustible de biomasa (madera, carbon vegetal, otras materias vegetales y
estiércol) y el carbon como su fuente principal de energia doméstica >'. Segun un
informe de la OMS, una encuesta realizada entre 2002 y 2003 mostrd que una cuarta
parte de las EPOC en mujeres que nunca habian fumado se relacionaba con el uso
de biomasa como combustible doméstico **. Algunas investigaciones hallaron una
relacion directa entre el riesgo de estas mujeres de desarrollar EPOC y el numero de
horas que permanecian en la cocina. Este riesgo fue independiente del tabaquismo, por
lo que antecedentes de exposicion a humo de lefia o carbon deben interrogarse, en

particular en personas no fumadoras o con escasa exposicion al tabaco.
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Contaminacion atmosférica

La contaminacion ambiental es un factor de riesgo para el desarrollo de EPOC.
Los contaminantes especificos estudiados en su relacion con EPOC son el ozono, las
particulas en suspension (PM), monoxido de carbono, dioxido de sulfuro, didéxido de
nitrogeno (NO,), y otros gases °'. Varios estudios han mostrado la relacion entre el
grado de contaminacion y la presencia de sintomas y enfermedad respiratoria. En el
estudio SAPALDIA (Swiss Cohort Study on Air Pollution and Lung Diseases in
Adults), los investigadores encontraron relacion entre los valores de PM10 (particulas
en suspension con un didmetro menor de 10 mm) y NO, exterior y una capacidad vital
forzada (FVC) disminuida. Ademads, se constatd que la exposicion de larga duracion a la
contaminacion ambiental, incluso con bajos valores, se asociaba con una mayor

. , . .53
prevalencia de sintomas respiratorios .

Exposicion laboral

La identificacion epidemiologica de EPOC ocupacional se basa en constatar una
prevalencia elevada de EPOC entre los trabajadores expuestos a determinadas
sustancias. En este sentido, existen numerosos estudios poblacionales que indican que
una proporcion de los casos de EPOC en la sociedad se deben a la exposicion en el
lugar de trabajo a polvos, humos, vapores y gases nocivos. Segun la ATS, el riesgo
atribuible poblacional (proporcion de casos de una enfermedad debidos a una
determinada exposicion) de la EPOC debida a la exposicion ocupacional se estima en
alrededor del 15%. Los trabajadores de industrias textiles, plasticos, gomas, madera,
papel, asi como los agricultores, mineros y trabajadores de la construccion tienen un
riesgo aumentado de presentar EPOC por la exposicion en el trabajo a sustancias, como
grano, isocianatos, cadmio, carbon y otros polvos minerales, metales pesados y humo >*.
Estos hallazgos justifican la investigacion de la exposicion profesional en todos los

pacientes y adquirir medidas preventivas en el lugar de trabajo siempre que sea posible.

Factores genéticos

El déficit de alfa-1-antitripsina es el principal ejemplo de un factor genético. Se

trata de una enfermedad hereditaria producida por una mutacion en el brazo largo del

— 14—



cromosoma 14, que se manifiesta clinicamente por enfisema pulmonar, cirrosis hepatica
y, con menor frecuencia, paniculitis o vasculitis ANCA positivas. La alfa-1-antitripsina
es una glicoproteina sintetizada predominantemente en el higado, cuya funcién principal
es inhibir la elastasa del neutréfilo y otras proteasas *°, habiéndose descrito en los
ultimos afios propiedades antiinflamatorias, antimicrobianas e inmunomoduladoras. Se
estima que en Espafia pueden existir alrededor de 12.000 individuos con el déficit grave
homocigoto, siendo a pesar de ello una enfermedad infradiagnosticada y cuando se llega
al diagnostico suele ser en fases avanzadas de la enfermedad pulmonar. La prevalencia
del déficit de alfa-1-antitripsina en paciente con EPOC se estima entre el 1 y el 3%. Es
por ello que, segun recomendaciones de la OMS y de las sociedades cientificas
ATS/ERS *°, se indica realizar la cuantificacion sérica de alfa-1-antitripsina a todos los
pacientes con EPOC dentro del esquema diagnostico habitual de esta enfermedad, y en
aquellos con concentraciones bajas completar el diagndstico con la determinacion del

fenotipo o genotipo.

Otros factores

Otros factores de riesgo que se han descrito son la edad, el sexo, las infecciones
respiratorias repetidas en la infancia o adultos a edades tempranas y factores
socioecondmicos >'. La mayoria de estos factores asociados con el desarrollo de EPOC
no pueden ser modificados. La prevalencia de la EPOC aumenta con la edad y es mas
frecuente en hombres, pero este hecho parece estar mas relacionado con el efecto
acumulativo de otros factores de riesgo a los que se ha expuesto el individuo a lo largo
de la vida que con la edad o el sexo. De esta manera, numerosos estudios han indicado
que las mujeres tienen un riesgo mayor de presentar EPOC. Prescott et al. >® observaron
que la pérdida de funcién pulmonar asociada al tabaco era mayor en las mujeres, cuyo
mecanismo podria estar en relacion con el hecho de que la hiperreactividad bronquial es
mas frecuente entre las mujeres. Finalmente, en las clases sociales mas desfavorecidas
existe un mayor numero de factores que se asocian al desarrollo de la enfermedad:
mayor consumo de alcohol y tabaco, peores condiciones de las viviendas, infecciones

frecuentes en la infancia y menos recursos sanitarios >
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2.4 Diagnostico

El diagnostico de la EPOC es clinico-funcional. El diagnoéstico clinico de EPOC
debe ser considerado en todo paciente que presente sintomas como tos, expectoracion
crénica o disnea, junto con el antecedente o historia de exposicion a factores de riesgo
para la enfermedad. Como ya hemos citado, en nuestro medio esa sustancia es el tabaco
(especialmente > 10 pag-afio), aunque también la biomasa y otras sustancias pueden

constituir un factor de riesgo.

El diagndstico, siempre requiere la realizacion de una espirometria, criterio
funcional fundamental, que confirme la presencia de una obstruccion al flujo aéreo no
totalmente reversible (cociente FEV/FVC < 0,7). En edades muy avanzadas se han
descrito caidas del FVC y FEV, que podrian cumplir el criterio diagnostico de EPOC
sin que presentaran realmente la enfermedad. Por este motivo, este limite fijo en
FEVI/FVC < 0,7, es tema de debate en la actualidad, ya que algunos autores proponen
que para diagnosticar la EPOC no se deberia tener un limite fijo, sino que deberia ser el
limite inferior del intervalo de normalidad (LLN) para la poblacién sana en cada rango
de edad *, evitando asi el sobrediagndstico en ancianos y el infradiagnostico en los
jovenes. Sin embargo, existen indicios de que los ancianos con un cociente menor de
0,7 pero superior al LLN tienen mas mortalidad y sufren mas ingresos hospitalarios que
aquellos en los que el cociente es mayor de 0,7 >, Por lo tanto, en el momento actual, se

requiere mas informacion sobre el valor clinico y el pronostico de ambos criterios.

La espirometria tiene que realizarse en reposo, en fase estable (con el paciente
no exacerbado) y tras un test broncodilatador, ya que es la obstruccién que persiste tras
dar un broncodilatador la que define la enfermedad ®. La prueba de broncodilatacion
consiste en la realizacion de una segunda espirometria 15 minutos después de la
inhalacion de un broncodilatador. Esta prueba ha ido modificaindose en las Ultimas
décadas. Actualmente se recomienda que este test se haga con 400 pg de salbutamol o
1000 pg de terbutalina ®'. Existen igualmente diversas formulas para calcular la bronco-
reversibilidad, siendo la mas usada la que calcula el cambio con respecto al tedrico y se
considera positiva si aumenta el FVC o el FEV;| un 12% siempre que este aumento

conlleve una mejoria de 200 ml .
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Lo habitual en la clinica es encontrar a pacientes que, con la misma historia de
tabaquismo y con valores similares de FEV, pueden ser valorados de forma totalmente
diferente una vez diagnosticados de la enfermedad. Esto es debido a que el impacto de
la EPOC en un paciente determinado no depende solo del grado de obstruccion al flujo
aéreo, sino que esta muy influenciado por la gravedad de los sintomas, especialmente la
disnea, y la disminucién de la tolerancia al ejercicio. Por este motivo, el principal reto
en el manejo de la EPOC en los ultimos afios ha sido la identificacion de diferentes
fenotipos de la enfermedad ®, que nos permitan avanzar en la valoracion clinica y en el
manejo terapéutico individualizados asi como un mejor conocimiento de las vias

patogénicas.

Diversos estudios recientes apoyan la identificacion de los 4 fenotipos

propuestos en la guia GesEPOC:

* Fenotipo no agudizador: se caracteriza por presentar como maximo un
episodio de agudizacion al afio y ninguna hospitalizacion. Dentro de este
fenotipo se distinguen dos subtipos, el asociado a enfisema y el asociado a BC.

* Fenotipo mixto EPOC-asma: se define por la presencia de una obstruccioén no
completamente reversible al flujo aéreo acompafiada de sintomas o signos de
una reversibilidad aumentada de la obstruccion ®. Dentro del espectro de la
OCFA se encuentran individuos asmaticos fumadores que desarrollan

.y . . 7 64,65
obstruccién no completamente reversible al flujo aéreo ™

y fumadores sin
antecedentes conocidos de asma cuyo patron inflamatorio bronquial tiene un
predominio de eosindfilos y se manifiesta clinicamente por un aumento de la
reversibilidad al flujo aéreo. En otras normativas se los conoce como “pacientes

y . . 66
con EPOC con componente asmatico prominente”

0 como “asma que
complica la EPOC” . Entre los antecedentes de estos pacientes se encuentran
historia de rinitis alérgica, hiperreactividad bronquial inespecifica, presencia de
sibilantes, y son mayores las concentraciones plasmaticas de IgE.

* Fenotipo agudizador con bronquitis crénica: engloba a aquellos pacientes
con historia de tos productiva o expectoracion durante mas de 3 meses al afio y
durante mas de 2 afios consecutivos ®. La hipersecrecion bronquial en la EPOC

se ha asociado a una mayor inflamacion en la via aérea y a un mayor riesgo de

. ., . .69 . .
infeccidn respiratoria ~, lo que puede explicar que los pacientes con BC tengan
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una mayor frecuencia de agudizaciones que los pacientes sin expectoracion

crénica 772,

* Fenotipo agudizador con enfisema: El fenotipo enfisema incluye a los
pacientes con EPOC con diagndstico clinico/radioldgico/funcional de enfisema,
que presentan disnea e intolerancia al ejercicio como sintomas predominantes.
Los pacientes con fenotipo enfisema presentan una tendencia a un indice de
masa corporal reducido. No debe confundirse el diagnostico de fenotipo
enfisema con la presencia de enfisema pulmonar. Los signos de enfisema pueden
encontrarse en cualquiera de los fenotipos, e incluso en fumadores sin criterios

de EPOC.
Figura 1. Combinaciones fenotipicas segun GesEPOC.

Fenotipo
mixto EPOC-asma

Fenotipo (C) (D)

agudizador
(=2
agudizaciones/ano)

Fenotipo (A)
no agudizador
(< 2 agudizaciones/
ano)
Fenotipo Fenotipo
enfisema bronquitis cronica

2.5 Estadios de la enfermedad

La reduccion del flujo aéreo es la alteracion funcional dominante en la EPOC, por
lo que las mediciones espirométricas constituyen la herramienta principal para
establecer el diagnostico de la enfermedad, evaluar la gravedad y seguir el curso
evolutivo. El FEV,, expresado como porcentaje del valor de referencia, es el mejor

indicador de la gravedad de la obstruccion del flujo aéreo . Dado que la EPOC cubre
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un amplio espectro de formas clinicas, se propone la siguiente clasificacion en cuatro

grados de severidad sobre la base del valor del FEV,°:

* EPOC leve (estadio I de la GOLD): FEV, es mayor o igual al 80% del valor de

referencia;

*  EPOC moderada (estadio II de la GOLD): FEV; es menor del 80% pero mayor o

igual al 50% del valor de referencia;

* EPOC grave (estadio III de la GOLD): FEV; es menor del 50% pero mayor o

igual al 30% del valor de referencia.

* EPOC muy grave (estadio IV de la GOLD): FEV; es menor del 30% del valor

de referencia.

Los limites que se establecen son de caracter empirico y corresponden con los
establecidos por las distintas sociedades™, con el objetivo de facilitar las

recomendaciones sobre las pautas de tratamiento y el empleo de los recursos sanitarios.

La GOLD 2017 clasifica a los pacientes con EPOC en una cuadricula con 4
categorias identificada con las letras A, B, C y D, segtn la evaluacion de los sintomas
(grado de disnea segun la escala modificada de la Medical Research Council (mMRC) o
puntuacién en el cuestionario CAT (COPD Assessment Test)) y el numero de
exacerbaciones, representados en el eje horizontal y vertical de la cuadricula,
respectivamente. De esta manera, los grupos A y C corresponden a los pacientes menos
sintomadticos (disnea < 2 de la mMRC o puntuacion CAT <10) mientras que los grupos
B y D representan una mayor carga sintomatica (disnea > 2 de la mMRC o puntuacién
CAT >10). En funcién del numero de exacerbaciones se definen los grupos A y B con
<1 exacerbaciones anuales ambulatorias, mientras que los pacientes de los grupos C y

D tienen exacerbaciones mas frecuentes (>2) o >1 con hospitalizaciones.
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Figura 2. Esquema de evaluacion clinica del paciente con EPOC, propuesto por la

estrategia GOLD 2017.

GOLD 2017

>20>1
con hospitalizacion C D

o1 A B

sin hospitalizacion

Antecedentes de exacerbaciones

CAT < 10 CAT > 10
mMRC 0-1 mMRC > 2
Sintomas
Disnea
2.6 Fisiopatologia

Los cambios fisiopatoldgicos caracteristicos de la EPOC incluyen la
hipersecrecion mucosa, la disfuncion ciliar, la limitacion al flujo aéreo, la
hiperinsuflacion pulmonar, las alteraciones en el intercambio de gases, la hipertension

pulmonar, el cor pulmonale y las manifestaciones sistémicas.
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Hipersecrecion mucosa y disfunciéon ciliar: La inflamacion pulmonar en la
EPOC se asocia con un incremento de células caliciformes e hiperplasia de glandulas
mucosas, responsables directas de la hiperproduccion de moco caracteristica de algunos
pacientes con la enfermedad. Asimismo, el tabaco modifica la respuesta de las células
epiteliales ciliadas con alteraciones en el barrido mucociliar, permitiendo la
colonizacion por microorganismos y favoreciendo la infeccién. Estos cambios pueden
estar presentes incluso varios afnos antes de que aparezcan otros alteraciones fisiologicas

observadas en la EPOC .

Limitacion al flujo aéreo e hiperinsuflacion pulmonar: La principal
caracteristica fisiopatoldgica de la EPOC es la limitacion espiratoria al flujo aéreo como
consecuencia del estrechamiento de la via aérea periférica y, en menor medida, de la
pérdida de elasticidad y destruccion del parénquima pulmonar, como resultado del
enfisema, y de la oclusion de la luz por secreciones mucosas '°. A medida que progresa
la obstruccion, el vaciado pulmonar es mas lento y el intervalo entre los esfuerzos
inspiratorios no permiten la espiracion completa, lo que produce una hiperinsuflacion
por atrapamiento aéreo. Como consecuencia de ello, la musculatura inspiratoria se
acorta y se hace menos efectiva para generar la tension deseada. La hiperinsuflacion
puede cambiar el radio de curvatura del diafragma, colocidndolo en desventaja
mecdanica, lo que supone una sobrecarga adicional para los musculos inspiratorios. Todo
ello lleva a un incremento de la sensaciéon de esfuerzo muscular y la consiguiente

disnea. Este efecto deletéreo de la hiperinsuflacion se ve aumentado durante el ejercicio.

Alteraciones en el intercambio de gases: En estadios avanzados de la
enfermedad, la obstruccion en la via aérea periférica, la destruccion del parénquima y
las alteraciones vasculares pulmonares reducen la capacidad pulmonar para el
intercambio de gases, lo que produce hipoxemia y, en una fase posterior, hipercapnia. El
desequilibrio en la relacion ventilacion/perfusion es el principal mecanismo implicado
en la hipoxemia. La hipercapnia cronica generalmente refleja disfuncion de la

musculatura inspiratoria e hipoventilacion alveolar.

Hipertension arterial pulmonar y cor pulmonale: La HAP en el paciente con
EPOC suele aparecer de forma tardia, generalmente después del desarrollo de
hipoxemia grave (PaO, < 60 mmHg) y suele ser leve o moderada. Sin embargo, la

hipoxemia puede empeorar transitoriamente durante las agudizaciones, el ejercicio e
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incluso el suefio. Los factores implicados actualmente en el desarrollo de la HAP son la
vasoconstriccion, el remodelado de las arterias pulmonares '’ (engrosamiento de la
intima de las arterias musculares y muscularizacion de las arteriolas) y la destruccion
del lecho capilar pulmonar producido por el enfisema. En las fases avanzadas de la
enfermedad, la hipoxia juega un papel principal en el desarrollo de la HAP, y produce
vasoconstriccion de las arterias pulmonares y remodelado de las paredes vasculares. La
HAP se asocia al desarrollo posterior de cor pulmonale, definido éste como una
“hipertrofia del ventriculo derecho debida a enfermedades que afectan a la funcién y/o
estructura pulmonar, excepto cuando estas alteraciones pulmonares sean el resultado de
enfermedades primarias del lado izquierdo del corazén, como las cardiopatias

congénitas”.

2.7 Patogenia

Desde el punto de vista de la patogenia de la EPOC, a pesar de ser una
enfermedad con un agente causal conocido, aln existen numerosos aspectos
desconocidos sobre los mecanismos biologicos que llevan a la aparicion de la
enfermedad. El principal motivo de controversia es dilucidar por qué algunos sujetos
fumadores desarrollan la enfermedad mientras otros no. Sabemos que sélo el 15-20% de
los fumadores desarrollan la enfermedad, por lo que el tabaco es una causa necesaria
pero no suficiente. En la mayoria de los fumadores esta inflamacion local inducida por
el humo del tabaco es autolimitada y la enfermedad no se desarrolla. En este contexto,
los cambios que acontecen parecen estar limitados exclusivamente a una funcion
fisiologica reparadora tras una agresion. Sin embargo, en una subpoblacion elevada de
fumadores (15-20%) esta respuesta autolimitada en un momento determinado cambia a
un proceso inflamatorio irreversible e independiente de la continuacion del habito
tabaquico "°. Hasta el momento no se conocen los factores relacionados con este cambio
y mientras no los conozcamos seguiremos sin conocer uno de los datos fundamentales

en la patogenia de la enfermedad.

La inflamacién del aparato respiratorio en la EPOC ha sido extensamente

estudiada durante las ultimas décadas. De su estudio se desprende que se trate de una
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enfermedad predominantemente neutrofilica en la que los linfocitos CD8 juegan un
papel importante. Desde el punto de vista patogénico parece que puede estar implicados
al menos 4 mecanismos: inflamacion local, disbalance oxidativo, apoptosis y disbalance

proteasas/antiproteasas.

2.7.1 Inflamacion local

Con respecto a la inflamacion local nos referimos a los mecanismos
inflamatorios relacionados directamente con la enfermedad que ocurren en el aparato
respiratorio. Esta afectacion puede ocurrir en las vias aéreas centrales, periféricas y el
parénquima pulmonar . En pacientes EPOC se observa una respuesta anomala del
organismo ante el estimulo del humo del tabaco. Aun asi, el tabaquismo cronico
produce una reaccion inflamatoria en todos los fumadores, pero sélo una parte de estos
fumadores seran “susceptibles” al desarrollo de la enfermedad. Es en estos pacientes

donde se objetiva una inflamacion excesiva.

Es importante por ello comentar en este punto el estudio publicado por Lappere
y cols ”°, en el que empleando un disefio observacional transversal estudiaron a un
grupo de 114 pacientes con EPOC. Se estudio la inflamacion presente en biopsias
bronquiales y compararon 3 grupos de pacientes: fumadores activos, exfumadores de
menos de 3,5 afios de abandono del habito tabaquico y exfumadores de mas de 3,5 afios
sin hébito tabaquico. Los autores observaron que el infiltrado celular persistia de
manera similar en los 3 grupos, a pesar de llevar un tiempo sin fumar, por lo que la
inflamacion perpetta en el tiempo a pesar de haber dejado de fumar. Por tanto, ante el
estimulo inflamatorio provocado por el humo de tabaco (o por productos gaseosos
procedentes de la combustion de biomasa) se desencadena una reaccion inflamatoria
persistente. De este estudio se desprende que una vez establecida la inflamacion, ésta

parece ser independiente del consumo de tabaco.

Por otro lado, las agudizaciones se asocian a un aumento de la reaccion
inflamatoria local con un aumento de diversos marcadores inflamatorios durante la
misma, lo cual parece ser independiente al estadio de la enfermedad y a la etiologia de
la agudizacién *°. Aunque los pacientes con EPOC estable tienen ya una inflamacion

bronquial, caracterizada por macréfagos y linfocitos CDS, este patron cambia durante
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las exacerbaciones, con un incremento de neutrofilos e, incluso, en los mas leves,
eosinéfilos. Aun asi, la posible relacion entre la inflamacion y la causa, la frecuencia y
la gravedad de una agudizacidon no esta clara. Trabajos recientes en el estudio del
componente inflamatorio, describen que los principales elementos celulares implicados
en esta respuesta inflamatoria son las células epiteliales bronquiales, los fibroblastos, las

células dendriticas, los macréfagos, neutrofilos y linfocitos CD8 *'.

2.7.2 Disbalance oxidativo.

El estrés oxidativo o, mejor dicho, el disbalance oxidantes/antioxidantes parece
tener un papel relevante en la patogenia de la EPOC. El desequilibrio entre oxidantes
exogenos y antioxidantes enddgenos produce la lesion de los componentes de la matriz
extracelular y del epitelio de la via aérea, asi como inflamacion mediada por citocinas.
El humo del tabaco contribuye al estrés oxidativo, ya que es una gran fuente de
oxidantes, principalmente radicales libres y 6xido nitrico, y favorece la acumulacion de
leucocitos en el pulmoén, que también liberan radicales libres y producen cambios
conformacionales en las proteinas alterando su estructura y funcion *. Ademas, es de
suponer que cualquier alteracion genética en las enzimas antioxidantes presentes en el
pulmén, como la glutation-S-transferasa (GST) ¥, la superoxido dismutasa (SOD) y la
catalasa, entre otras, produzca un aumento del estrés oxidativo y, por tanto, del dafo
pulmonar producido por el tabaco. Por otro lado, el estrés oxidativo tiene un papel en la
activacion de las proteasas, facilitando su accion y estimulando de esta manera esa otra

via patogénica.

2.7.3 Disbalance proteasas/antiproteasas.

El disbalance entre proteasas y antiproteasas fue descrito como mecanismo de
importancia en el enfisema ante el hallazgo de la deficiencia genética de alfal
antitripsina, principal inhibidor de la elastasa de neutrofilos en el tracto respiratorio. Las
células inflamatorias liberan varias proteasas que exceden la proteccion de inhibicion de
las antiproteasas en los pulmones. Entre otros, los neutrdfilos tienen la capacidad de
secretar proteasas, incluidas la elastasa de los neutroéfilos, catepsina G, proteinasa 3, asi
como metaloproteasas de matriz (MMP), ** como MMP-8 y MMP-9. Estas proteasas

pueden contribuir a la destruccion alveolar y son potentes estimulantes de la secrecion
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de moco. Existen al menos 17 MMP descritas, de las que varias han obtenido relacion
con la EPOC, principalmente la MMP-1 (colagenasa), MMP-9 (gelatinasa B) y MMP-
12 (metaloelastasa). Estan controladas por los inhibidores tisulares de las MMP y su

papel ha sido estudiados en EPOC observando una relacion con el grado de obstruccion
85

2.7.4 Apoptosis

La apoptosis o muerte celular programada se ha asociado con el enfisema
gracias a la instilacion de un agente proapoptotico como la caspasa 3 y la interrupcion
de la senal del factor de crecimiento del endotelio vascular (VEGF). La inyeccion
intratraqueal de la caspasa 3 en ratones causa la apoptosis de las células de la pared
alveolar (principalmente células epiteliales), lo que lleva a la destruccion de la pared
alveolar y al aumento de los espacios aéreos. El VEGF es un factor de supervivencia de
las células endoteliales y su retirada da lugar a la apoptosis de éstas. En pacientes con
enfisema se han observado una reduccion del VEGF y un aumento de la apoptosis de las
células endoteliales. Ademas, diversos trabajos llegan a establecer un circulo vicioso
entre la apoptosis y estrés oxidativo. Estos datos permiten plantear la posibilidad de que
varios factores, como la protedlisis excesiva, la apoptosis y el estrés oxidativo,
interactian para destruir el parénquima y provocar enfisema, conformando asi un

cuadro global de la patogenia de la EPOC **%
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3. Inflamacion pulmonar y sistémica en la

EPOC

3.1 Consecuencias de la inflamacion local

El humo del tabaco contiene un conjunto de mas de 4.700 compuestos quimicos
que incluyen altas concentraciones de oxidantes y de radicales libres *. La lesion que
produce la inhalacion del humo del tabaco desarrolla una respuesta inflamatoria que
inicialmente se desencadena de manera innata, como sucede en cualquier tipo de
agresion *. La inmunidad innata es una respuesta rapida e inespecifica, donde las
células del sistema inmune reconocen y responden a agentes patéogenos de forma
genérica y, a diferencia del sistema inmune adaptativo, no confieren inmunidad ni
proteccion a largo plazo. Esta respuesta inmune inicial, desencadenada por el humo del
tabaco, desestabiliza la matriz extracelular del parénquima pulmonar y los productos de
su ruptura, como el acido hialurénico y los B-glucanos, que actian como ligandos de
los TLR (toll-like receptors), sensores de las células del sistema inmune innato que
reconocen los patrones moleculares expuestos por los agentes patdgenos en la superficie
de moléculas del complejo mayor de histocompatibilidad (MHC), e inician la respuesta

90,91

inmune frente al tejido lesionado . Tras su unidn, activan la via de transcripcion del

NF-kB (nuclear factor kappa-B) °', induciendo a las células epiteliales a producir
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mediadores de inflamacion. El resultado final es una respuesta inflamatoria en la que los
macrofagos y las células dendriticas descargaran una bateria de mediadores
inflamatorios, estableciéndose asi las condiciones necesarias para activar el sistema

inmune adaptativo .

Estos mediadores inflamatorios se dividen en citocinas (TNFa (factor de
necrosis tumoral-a), INF-y interleucinas como IL-1, , IL-6, entre otras), quimiocinas
(IL-8, MCP-1, etc) factores de crecimiento (CS-CSF, TGF- B, EGF) y proteasas
(serinaproteasas como la elastasa, catepsina-G y proteinasa-3, cisteinaproteasas y
MMP). La accion proteolitica de estas ultimas, tanto de las MMP como de la elastasa,
genera fragmentos de matriz extracelular que pueden ser reconocidos como
autoantigenos por parte del sistema inmune, colaborando asi en la progresion de la

enfermedad *°.

Es entonces cuando se activa el proceso de inmunidad adquirida. El dafio tisular
producido en el pulmoén provoca la liberacion de nuevos productos, como fragmentos
celulares o de la matriz extracelular, siendo las células dendriticas inmaduras las
encargadas de alertar al sistema inmune adaptativo de la presencia de estos productos de
lesion tisular *°. A continuacion, estas células maduran cuando los TLR se unen a sus
ligandos, expresando altos valores de proteinas del MHC de clase II y moléculas co-
estimuladoras CD80 y CD86, que le conducirdn a los ganglios linfaticos locales donde
le presentaran los antigenos a las células T °*. La expresion de IL-12 por las células
dendriticas activa el transductor de la sefial y activa la transcripcion STAT-4, (signal
transducer and activator of transcription-4), lo que induce a las células T a diferenciarse

en el tipo 1 (Th1) y a su vez producir interferon gamma (IFN y).

En fumadores con EPOC hay un marcado aumento de las células dendriticas
maduras en las vias respiratorias periféricas, que probablemente est4 relacionado con la
alta expresion en los pulmones de CCL20, como quimioatrayentes de células
dendriticas. Hay también un aumento de los linfocitos T cooperadores CD4+ que
expresan STAT-4 en los pulmones. Es probable que las células lesionadas, necroticas y
apoptoticas de los pulmones de los fumadores sean absorbidas por las células
dendriticas y presentadas por éstas a las moléculas del MHC de clase I y a los linfocitos

T citotoxicos CD8+.
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Los linfocitos T citotéxicos CD8+ son las células predominantes de la EPOC,
presentes en las vias respiratorias grandes y pequeias, en las arterias pulmonares y en el
parénquima pulmonar *°. El ntimero de linfocitos T CD8+ en el pulmén se correlaciona
con el grado de obstruccion al flujo aéreo y enfisema. Los linfocitos T CD4+ también
aparecen en la EPOC centrando su accion sobre todo en amplificar la sefial inflamatoria,
ya que expresan STAT-4 e IFN-y, sugiriendo mayor estimulacion antigénica. El nimero
de linfocitos T CD4+ que expresan IFN- y se correlaciona con el grado de obstruccion
al flujo aéreo *°, apoyando la hipétesis de que estas células, junto con los linfocitos T
CD8+, desempefian un papel importante en la patogenia de la EPOC. Los linfocitos T
inactivos no pueden entrar en el parénquima pulmonar fuera de los vasos sanguineos,
pero una vez activados por las células dendriticas presentadoras de antigeno pueden
situarse en el pulmén por medio de sus receptores de quimiocinas especificos de tejido.
En este punto, la progresion y gravedad de la enfermedad estdn determinadas por la

capacidad de las células dendriticas de estimular a los linfocitos T.

También ha sido demostrada la presencia de células B en los foliculos linfoides
de las vias respiratorias y del parénquima pulmonar de los pacientes con EPOC y en
ratones expuestos al humo del cigarrillo. La ausencia de productos bacterianos y virales
en los foliculos, sugiere que las células B oligoclonales surgen en respuesta a antigenos
pulmonares °’. Sin embargo, las infecciones bacterianas y virales podrian ser
importantes en la perpetuacion del proceso inflamatorio y son consideradas como la
principal causa de las exacerbaciones en la EPOC. Estas infecciones podrian ser el

desencadenante de la respuesta inmune que culmina con el dafo pulmonar.

Por tultimo, la EPOC grave, en la que la inflamacion pulmonar incluye la
activacion de un gran nimero de células T Thl, células B y células T CD8+, que
persiste durante afios después de dejar de fumar *®. Este proceso de auto-perpetuacion,
sugiere cierto grado de autoinmunidad en la EPOC, como una respuesta a antigenos

propios.

_028—



Figura 3. Esquema del proceso de inflamacion que tiene lugar durante el desarrollo de

la enfermedad pulmonar obstructiva cronica (EPOC).
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3.2 Inflamacion sistémica y sus consecuencias

La EPOC se considera una enfermedad inflamatoria que lejos de ser exclusiva
de la via aérea, coexiste con cierta inflamacion sistémica de bajo grado, la cual se define
por un aumento significativo de los niveles plasmaticos de diversos marcadores
inflamatorios, en pacientes con EPOC frente a sujetos sin la enfermedad *°. El estudio
de la inflamacion sistémica en la EPOC ha generado gran interés en los Gltimos afos.
Existe evidencia suficiente de que la EPOC se asocia con niveles aumentados de
citoquinas proinflamatorias circulantes como por ejemplo el TNF-a, IL6 e ILS,
reactantes de fase aguda (RFA) como la proteina-C-reactiva (PCR), estrés oxidativo y
activacion de varias células inflamatorias (neutréfilos, monocitos y linfocitos) '%%'%!.
Ademas, esta inflamacion sistémica se acentua durante los episodios de exacerbacion de

. . <. 102,103
la enfermedad, volviendo a los niveles basales tras su resolucion .

—29_



Sin embargo, se desconoce si todos los pacientes con EPOC o s6lo un subgrupo
de ellos van a presentar inflamacion sistémica, confiriéndoles una caracteristica

fenotipica diferente '™

, asi como se desconocen las variaciones longitudinales tanto
cualitativas como cuantitativas de dichos pardmetros de inflamacion sistémica, ya que la
mayoria de estudios desarrollados hasta la fecha son transversales. Varios
biomarcadores de inflamacidon se caracterizan por una distribucion asimétrica y
muestran una considerable variabilidad analitica '®'*°. Ademas, la presencia de una
determinada carga inflamatoria sistémica debe interpretarse con cautela debido a su
gran variabilidad interindividual entre pacientes. Esto es importante a tener en

consideracion, ya que determina una marcada heterogeneidad en la respuesta

inflamatoria sistémica de pacientes con EPOC.

Una observacion importante es que los biomarcadores de inflamacion
generalmente no aumentan de forma aislada, sino que se asocian entre si dentro de redes
biologicas complejas y especificas de multiples tipos de células y mediadores
inflamatorios '°"'*®. Estudios recientes como el ECLIPSE (Evaluation of COPD
Longitudinally to Identify Predictive Surrogate Endpoints) utilizaron este enfoque para
cuantificar seis biomarcadores inflamatorios en sangre periférica (leucocitos, PCR,
fibrindgeno y niveles de TNF-a, IL-6 e IL-8) en tres grupos distintos de pacientes, 1755
pacientes con EPOC, 297 fumadores con resultados normales de espirometria y 202
controles no fumadores '*. En pacientes EPOC se obtuvieron redes consistentes en
aumento de los niveles de leucocitos, PCR, IL-6 y fibrindgeno y disminucion de IL-8 e
TNF-0, que, en comparacion con los pacientes fumadores con funciéon pulmonar
normal, parecen describir una red inflamatoria sistémica diferente y asociada a la
EPOC. Este estudio también identifica a un subgrupo de pacientes EPOC con un
aumento persistente de dichos biomarcadores, asociandose con una mayor incidencia de
exacerbaciones y peor supervivencia a pesar de un deterioro pulmonar similar, lo que

puede sugerir la descripcion de un nuevo fenotipo EPOC .

El origen de la inflamacion sistémica no estd aclarado y se plantean varios
mecanismos posibles. Una de las hipotesis actuales sostiene que seria la inflamacion
generada en el pulmon la que produciria un rebosamiento de mediadores inflamatorios

109,110

al torrente sanguineo, siendo el pulmoén el origen de esta inflamacion . Esto

provocaria un aumento de la concentracion en suero de diversas moléculas inflamatorias
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que podrian tener un papel relevante al contribuir a un estado de inflamacion sistémica
permanente que podria ser responsable de algunos de estos efectos sistémicos
considerandose un factor patogénico clave en la afectacion multidimensional y
heterogeneidad fenotipica de la enfermedad. En este sentido cierto grado de inflamacion
sistémica seria el responsable de la conexion entre estos fenomenos '*. Sin embargo,
resultados mas recientes cuestionan esta hipotesis, porque no se han identificado
asociaciones significativas entre las vias respiratorias y las concentraciones sistémicas

"1 del mismo modo que las cargas inflamatorias de

de citoquinas proinflamatorias
esputo y de plasma inducida no se correlacionaron entre si. Aunque una dindmica de las
células inflamatorias diferente en el compartimento pulmonar y sistémico podria
explicar esta falta de relacion, se han propuesto otros posibles mecanismos de

112 y la

inflamacion sistémica, entre los que se incluyen el tabaquismo por si mismo
hiperinsuflacién pulmonar ', Tampoco puede descartarse un origen extrapulmonar de

la inflamacion sistémica en la EPOC, que podria incluir una respuesta muscular

11 117

respiratoria ''* y esquelética anormal ', la hipoxia tisular ''® y la médula 6sea

Finalmente, una repuesta autoinmunitaria andémala también podria contribuir a

. cr 94,118
perpetuar esta situacion " .

Se han asociado diversas comorbilidades con una respuesta inflamatoria
sistémica en la EPOC ®, como pérdida de peso, disfuncion del musculo esquelético y
osteoporosis, pero mdas recientemente también en la progresion de ateroesclerosis y
enfermedad arteriocoronaria, ansiedad, depresion y alta prevalencia de CP. Es por ello
que los mecanismos fundamentales de la inflamacion sistémica en EPOC son de gran
interés ya que contribuyen a empeorar la situacion clinica y el prondstico de la
enfermedad, y representan una gran parte de la mortalidad y morbilidad de los pacientes

con EPOC.

3.2.1 Enfermedad cardiovascular

La asociacion mas importante entre EPOC y una manifestacion extrapulmonar
se establece con las ECV. Esta asociacién es notablemente reciproca y no debe ser
unicamente atribuye al hecho de que son enfermedades altamente prevalentes que

119

comparten factores de riesgo comunes . El incremento en los niveles de PCR

representa un factor de riesgo de ECV y en pacientes con EPOC se ha demostrado un
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aumento de dichos niveles. Ademas, la inflamacion sistémica ha demostrado que
acelera la aterosclerosis y en consecuencia aumentar el riesgo de eventos
cardiovasculares adversos '*. Otro eslabon importante entre la EPOC y las ECV es el
efecto nocivo de la hipoxemia '*'. Un segundo mecanismo es la presencia de la

hiperinflacion pulmonar y su impacto en la funcién cardiovascular '*,

3.2.2 Diabetes

Los pacientes con EPOC presentan una asociacion mayor de la esperada de
diabetes y sindrome metabolico. El estudio ECCO (Epoc Con Comorbilidad) recoge el
antecedente de diabetes en un 30% de los pacientes '* y se describe una prevalencia de
sindrome metabolico proximo al 15% en los EPOC europeos. Probablemente el nexo
patogénico de estas entidades resida en la respuesta inflamatoria local y sistémica que

estd intimamente ligada al desarrollo de resistencia insulinica e hiperglucemia.

3.2.3 Depresion y ansiedad

La limitacion progresiva al flujo aéreo de la EPOC se traduce en disnea que
afecta de forma paulatina la actividad fisica de los pacientes con afectacion secundaria
de su estado psicologico y social, lo que influye desfavorablemente en su entorno
personal, profesional y laboral, con lo que aumenta de forma considerable la
probabilidad de dependencia y aislamiento social. En este contexto, no es raro que hasta
el 50% de los pacientes presenten trastornos psicolégicos, estimandose una prevalencia
del 15% para la ansiedad generalizada y del 25% para la depresion. Van Manen et al.
concluyen que el riesgo de depresion en el paciente con EPOC es 2,5 veces superior al
de la poblacion general, después de ajustar por variables demograficas y comorbilidad
124 Ademas, la depresion y la ansiedad en la EPOC se asocia a peor prondstico siendo

predictora de mortalidad y de mayor estancia hospitalaria.

3.2.4 Desnutricion y miopatia
Otra de las manifestaciones sistémicas frecuentes de la EPOC es la desnutricion,

que afecta principalmente a la pérdida y la disfuncion de los musculos esqueléticos.

Valores aumentados de marcadores plasmaticos de inflamacion, como la PCR, la IL-1b,
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la IL-6, los receptores de TNF-q, la grelina y la leptina, se han asociado con la pérdida
. 1 , , ,

de peso y/o masa muscular en pacientes con EPOC ', Ademas, estas anomalias estan

relacionadas con la funcion de las vias respiratorias, la intolerancia al ejercicio, el

estado de salud, la mortalidad y el consumo de recursos sanitarios.

3.2.5 Cancer de pulmon. Otras

Por ultimo, es importante destacar que la presencia de limitacion del flujo aéreo
aumenta en gran medida la probabilidad de que los pacientes puedan desarrollar CP con
el tiempo. Existen una serie de moléculas que han sido identificadas como claves en el
proceso patogénico inflamacion-carcinogénesis: integrinas, factor de crecimiento

transformante beta, NF-kB, STAT-3, TNF-q, ciclooxigenasa-2 126,
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4. Reactantes de fase aguda en la inflamacion

sistémica.

La inflamacion sistémica en la EPOC se define como un aumento de los niveles

® Dentro de estos

de marcadores inflamatorios de diferentes vias biologicas.'
biomarcadores inflamatorios sistémicos, destacan los RFA por ser unos de los mas
estudiados debido a su papel como nexo de fisioldgico entre la respuesta inflamatoria

local y sistémica '*’.

Los RFA constituyen un grupo heterogéneo de proteinas sintetizadas en el
higado y cuya cantidad en la circulacion aumenta rdpidamente en presencia de

inflamacion y necrosis tisular '**

. Los RFA tienen una funcién bioldgica muy variada y
se han descrito diversas clasificaciones segin distintos aspectos. El incremento o
disminucion de la sintesis de estos RFA es debido principalmente a citocinas liberadas
desde el foco inflamatorio entre las que destacan principalmente la IL-1, la IL-6 y el

TNF-a.

Dentro de estos reactantes y en funcion de la capacidad de estimulacion
distinguimos los RFA mayores, también llamados proteinas con cinética de evolucion
rapida, cuya concentracion en suero aumenta hasta mil veces ante un estimulo y cuya
elevacion es medible a las 4-6 horas de la agresion tisular; y los RFA menores cuya

concentracion aumenta en menor medida.
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Entre los RFA mayores se encuentras la PCR y el amiloide A sérico (AAS).
Ambos reactantes tienen un papel relevante en la reaccion aguda del ser humano ante
diversas agresiones externas. Durante un dafio agudo los RFA intervienen en la
respuesta sistémica realizando funciones como la induccion de enzimas que degradan la
matriz extracelular como las metaloproteinasas, accion quimiotactica de células
inflamatorias, participacion en el metabolismo lipidico o su trasporte y efectos pro-
inflamatorios y antinflamatorios de regulacion, entre los que destaca aumentar la
quimiotaxis y opsonizacion, activar cé¢lulas inflamatorias o modular respuestas inmunes

12 Por tanto, el papel de estos RFA mayores en la respuesta aguda puede resumirse en;

130 131

accion inmunomoduladora 7, efectos sobre el genoma y efectos sobre el

metabolismo lipidico '**.

La PCR es una proteina muy estable constituida por 5 moléculas idénticas de
subunidades de 23 kDa no glicosiladas organizadas como discos pentagonales simples
por lo que se denomina pentraxina. Es una proteina no glicosilada de simetria ciclica
cuyo nombre es debido a que es capaz de precipitar el polisacarido C de la capsula del
Streptococcus pneumoniae. La concentraciéon normal de la PCR en nuestro organismo
es de 1 mg/ml. Podemos encontrar niveles elevados de PCR en suero o plasma como
respuesta no especifica a infecciones (elevacion mas importante en las infecciones
bacterianas), inflamacion aguda no infecciosa como en la pancreatitis o la artritis

reumatoide, en tumores solidos, traumatismos, ECV, etc.

Una vez sintetizada, la PCR se une a las inmunoglobulinas G, las membranas de
las células apoptdticas, a la cascada del complemento, a los marcadores de superficie
CD64 y los CD16 y a las células endoteliales. La capacidad de la PCR para activar el
complemento y opsonizar particulas parece ser importante en la respuesta de la
inmunidad innata frente a los patdogenos. La PCR tiene la capacidad tanto de opsonizar
células apoptdticas, como de desacoplar las proteinas del complejo de ataque a la
membrana dependiente del complemento. Esto permite una mayor permanencia de las
células apoptoticas antes de ser eliminadas, aunque facilitando su captacion por
fagocitos. Asi, la PCR juega un papel preponderante en limitar la activacion de

respuestas de inmunidad adaptativa.

La PCR ha sido estudiada de manera amplia en los pacientes con EPOC

observandose su participacion como marcador de la repercusion sistémica de la
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enfermedad, como marcador prondstico sobre la mortalidad, como marcador para
distinguir una exacerbacion infecciosa del resto, relaciondndose con una disminucion

acelerada de la funcidon pulmonar y muchos otros resultados clinicamente relevantes
99,133

El AAS, otro importante reactante de fase aguda en los seres humanos, es una
proteina que pertenece a la familia de la apoliproteinas y forma parte de la estructura de
las HDL. Aunque se ha descrito una sintesis extrahepatica en células epiteliales y
epitelios de o6rganos en contacto con el medio exterior como glandulas mamarias, tracto
digestivo y via aérea, generalmente es sintetizada en su mayor parte por los hepatocitos.
Sus valores basales en individuos sanos son muy bajos y pueden aumentar rapidamente
a valores muy elevados en respuesta a la infeccion e inflamacion comportdndose como
un RFA mayor. El aclaramiento plasmatico del AAS es muy rapido y, por lo tanto, los

niveles disminuyen rapidamente en cuanto el estimulo nocivo desaparece.

Estas caracteristicas hacen que el AAS sea especialmente adecuado para la
supervision en tiempo real de la actividad inflamatoria, dando una buena indicacion del
estado actual de la enfermedad del individuo. En este sentido se le han atribuido algunas
aplicaciones clinicas. Por ejemplo, las recaidas o exacerbacion de la enfermedad
inflamatoria asi como tratamientos ineficientes iran acompafniados de nuevos aumentos
en los niveles séricos de AAS y por lo tanto mediciones repetidas ayudan a la
supervision del tratamiento y la recuperacion del paciente '**. Otra caracteristica
importante del AAS es que sus niveles reflejan la intensidad de la inflamacioén y, por
tanto, podrian dar una indicacion del prondstico del paciente '*°. E1 AAS puede ayudar a
diferenciar entre enfermedades infecciosas y no infecciosas ayudando a la deteccion
temprana de las primeras, permitiendo de este modo un inicio precoz del tratamiento y

una mejoria el resultado final .

Curiosamente, PCR y AAS comparten estimulos secretores, con un patréon de

. 13 . ., .
aumento similar en el suero "*’. Debido a esta conexion entre ambos biomarcadores, se
hace necesario su estudio conjunto para verificar que los efectos atribuidos a una

molécula no son consecuencia de la actuacion de la otra.

No obstante, la implicacion final de los RFA en la patogenia de las

manifestaciones sistémicas de la EPOC no ha sido completamente dilucidado,
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planteandose cuestiones no resueltas sobre su secrecion, perpetuacion en el tiempo e
influencia final en un determinado efecto de la enfermedad en 6rganos diana distintos
del pulmoén. Tras la afirmacion de que en la EPOC existe la participacion de un
componente inflamatorio, tanto a nivel local como sistémico, teniendo este ultimo
importantes consecuencias a nivel extratordcico, seria muy util definir el origen de ésta
inflamacion sistémica. A pesar de que el higado se ha considerado tradicionalmente
como su principal fuente, se ha descrito que el propio pulmén es capaz de sintetizar
moléculas proinflamatorias'®. Por este motivo, se ha planteado la hipétesis de que tales
moléculas podrian ser liberadas desde el tejido pulmonar a la circulacion sistémica,
planteando un origen alternativo a la produccion de estos biomarcadores inflamatorios
en la EPOC. Sin embargo, esta hipdtesis se contradice con la falta de correlacion entre

la expresion local y sistémica de los biomarcadores inflamatorios en la EPOC.

Nuestro grupo ha demostrado anteriormente que los bronquios y el parénquima
pulmonar son capaces de sintetizar PCR y AAS en pacientes con EPOC en comparacion
con fumadores que no desarrollaron la enfermedad '®. En particular, se observé que la
expresion de marcadores de inflamacion es diferente en los fibroblastos, células
epiteliales, y macrofagos ''°. Sin embargo, el papel de las arterias pulmonares y
leucocitos de sangre periférica como una fuente potencial de marcadores de inflamacion
sistémica en la EPOC ain no ha sido evaluado. La posible participacion de la pared
arterial o leucocitos de sangre periférica en la inflamacion EPOC también explicaria la

. . .y . 138
conocida asociacion de esta enfermedad con eventos adversos cardiovasculares ~°.

En la presente Tesis Doctoral hemos tratado de comparar la expresion génica de
RFA tanto a nivel local, en el parénquima pulmonar y tejido vascular de arteria
pulmonar, como a nivel sistémico, en células sanguineas y plasma, de pacientes con
EPOC y fumadores sin la enfermedad. Posteriormente comparamos la sintesis de estos
mediadores inflamatorios en células pulmonares con respecto a nivel hepatico, principal
sintesis en humanos, con objeto de determinar la contribuciéon de cada uno a la
inflamacion sistémica. Dado que la inflamacién juega un papel critico en el desarrollo,
curso y la gravedad de la EPOC, los hallazgos del presente trabajo contribuiran a un
mayor conocimiento de la patogenia de la enfermedad y sus repercusiones sistémicas
que podrian culminar en mejorar los enfoques actuales de diagnéstico, prondstico y

deteccion de nuevas dianas terapéuticas en un futuro.
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Hipotesis y objetivos
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1. Hipotesis

Existe produccion local de RFA en el tejido pulmonar y sistémica en sangre
periférica de pacientes con EPOC frente a fumadores sanos, que indica una sintesis mas
elevada a nivel pulmonar, incluso comparandola con la sintesis fisiologica a nivel

hepatico.
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2. Objetivos

1. Comparar la expresion génica de PCR y AAS en el parénquima pulmonar, en
tejido vascular de arteria pulmonar y sangre periférica de pacientes con EPOC frente a
fumadores sanos. Estudiar la relacion entre la expresion tisular y la concentracion sérica

de las proteinas.

2. Evaluar la produccion de RFA en células epiteliales bronquiales, fibroblastos
pulmonares y hepatocitos humanos, comparando la produccién pulmonar frente a la

hepatica.
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Método
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1. OBJETIVO 1: expresion génica tisular

1.1. Poblacion de estudio.

Se disefio un estudio analitico observacional de caso-control, en el que se
compararon los niveles de expresion génica de PCR y AAS en muestras quirtrgicas de
parénquima pulmonar, tejido vascular de arteria pulmonar y sangre periférica de

pacientes con EPOC en fase estable frente a fumadores sin la enfermedad.

Todos los sujetos incluidos en el estudio eran pacientes que se encontraban en
lista de espera para cirugia de resecciéon pulmonar (lobectomia o neumonectomia) por
sospecha de neoplasia pulmonar primaria e ingresaron de forma programada en la
planta de la Unidad Médico-Quirtrgica de Enfermedades Respiratorias del Hospital

Universitario Virgen del Rocio para la realizacion de la técnica quirtirgica prevista.

El diagnoéstico de EPOC se realiz6 en funciéon de la normativa internacional
GOLD 2016° y la normativa nacional SEPAR GesEPOC", exigiéndose una exposicion
prolongada a inhalantes de riesgo (consumo acumulado de tabaco > 10 pag-aio) y tener
una espirometria con una obstruccion cronica al flujo aéreo con un cociente FEV/FVC
menor de 0,7, realizada en fase estable y que no fuera completamente reversible tras el

test broncodilatador.

Para su inclusion en el estudio los sujetos debian cumplir los siguientes criterios:
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- Aceptacion a participar en el estudio

- Ser mayores de 40 afios

- Estabilidad clinica en los 2 meses previos a la intervencion, valorando para ello
la asistencia a servicios de urgencia, visita no programada al médico u
hospitalizacion por descompensacion respiratoria, segun refiriera el paciente o
constara en su historia clinica.

- Capacidad para completar los cuestionarios y estudios complementarios.

- No contraindicaciones para los estudios.

- Estar en lista de espera para cirugia de reseccién pulmonar.

- Tiempo desde la apertura de plano cutdneo y la toma de la muestra quirurgica

menor de 2 h.
Se excluyeron aquellos pacientes con:

- Historia de infecciones respiratorias agudas en los dos meses anteriores

- Una neoplasia diagnosticada previamente

- Haber recibido tratamiento con radioterapia y / o quimioterapia

- Presencia de enfermedades cronicas enfermedades inflamatorias, que pudiera
estar asociada a una alteracion de la expresion de RFA, como son la
inmunosupresion, la aparicion de algin evento isquémico agudo de cualquier
naturaleza en los seis meses previos, disponer de ventilacion mecéanica
domiciliaria, insuficiencia cardiaca congestiva, padecer insuficiencia renal

terminal, cirrosis hepatica o artritis reumatoide entre otras.

La cantidad de tiempo transcurrido entre la abertura de la capa cutdnea y la
extraccion de la muestra anatomica se midié en todos los participantes, excluyendo los
casos con un tiempo de >2h debido al potencial incremento en los marcadores

inflamatorios relacionada con la cirugia.

En caso de cumplir dichos criterios de inclusion, en una entrevista llevada a cabo
el dia del ingreso para la cirugia se informo al paciente de la naturaleza del estudio y se
solicito el consentimiento informado para su inclusion en el mismo (Anexo I). Ademas,
en esta visita se realizd una evaluacion clinica, recogiendo de cada sujeto edad, sexo,
héabito tabaquico recogido en paquetes-afio, estabilidad clinica actual y en los meses

previos, el grado de disnea usando la escala de la mMRC, comorbilidades y el
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tratamiento médico habitual recogido en principio activo y dosis habitual, expresandose
la dosis de corticoides inhalados en pg / dia de fluticasona o equivalente. La
estadificacion TNM de la lesiéon primaria y el abordaje quirirgico también se

registraron.

Una vez realizada la evaluacion clinica, se realizdé una evaluacion funcional
respiratoria incluyendo espirometria, saturacién de oxigeno y si ésta era menor del 92%,
gasometria arterial. Todos estos datos fueron recogidos en un cuaderno de recogida de
datos individual para cada sujeto y archivado posteriormente por el investigador

principal (Anexo II).

1.2 Extraccion de muestra quirirgica y sanguinea.

El dia de la intervencion quirtirgica y previamente a ésta, se realizo una analitica
para la determinacién de RFA mayores en sangre periférica. Esta analitica se llevo a
nuestro laboratorio donde era pre-procesada y almacenada a -80°C hasta su

procesamiento final.

Durante la intervencion quirtrgica, se midi6 el tiempo de intervencion desde el
inicio de la misma (apertura de plano cutaneo) hasta la obtencion de la pieza quirdrgica.
Se selecciond una porcion de parénquima pulmonar, macroscopicamente normal y que
estuviera lo mas alejada posible de la lesion que habia motivado la intervencion, de
aproximadamente 1 cm® de superficie y 0,5 cm de espesor, asi como de la arteria
pulmonar resecada. La separacion de ambas muestras de la pieza quirtrgica se realizo
en el mismo quirdfano en una mesita auxiliar y estéril. El resto de la pieza anatomica
siguid6 el tratamiento habitual segin protocolo del hospital para diagnostico

anatomopatologico del paciente.

La muestra quirGirgica de parénquima pulmonar fue sometida a un examen
microbioldgico antes de la reseccion quirGrgica para evaluar la colonizacion
microbiana. También se examinaron muestras microbiologicas obtenidas mediante
broncoscopia. En el laboratorio, el tejido era inmediatamente congelado en nitrégeno

liquido y guardado a -80°C hasta su posterior determinacion.
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1.3 Métodos de medicion.

Tabaquismo. El calculo del consumo acumulado en pag-afio se obtuvo

calculando el cociente entre el nimero de cigarrillos al dia entre 20 y multiplicando el

resultado por el nimero de afios fumando esa cantidad. Un indice por encima de 10 pag-

afio es un factor de riesgo elevado para padecer una EPOC.

Disnea. El grado de disnea se evalua mediante la escala de la mMRC En dicha

escala se evaltia el grado de disnea asignandole un valor numérico en funciéon de la

intensidad de la actividad que la desencadena. La puntuacion varia segiin una escala de

entre 0 y 4, donde 4 representa el maximo grado de disnea. Los grados son los

siguientes:

Grado 0. Ausencia de disnea excepto al realizar ejercicio intenso.

Grado 1. Disnea al andar deprisa en llano, o al andar subiendo una pendiente
poco pronunciada.

Grado 2. La disnea le produce una incapacidad de mantener el paso de otras
personas de la misma edad caminando en llano o tener que parar a descansar al
andar en llano al propio paso.

Grado 3. La disnea hace que tenga que parar a descansar al andar unos 100
metros o después de pocos minutos de andar en llano.

Grado 4. La disnea impide al paciente salir de casa o le aparece con actividades

como vestirse o desvestirse.

Nivel de gravedad de la EPOC. Se clasificaron los pacientes en funcion de la

gravedad siguiendo los estadios de la guia GOLD:

EPOC leve (estadio I de la GOLD): FEV1 es mayor o igual al 80% del valor de
referencia;

EPOC moderada (estadio II de la GOLD): FEV1 es menor del 80% pero mayor
o igual al 50% del valor de referencia;

EPOC grave (estadio III de la GOLD): FEV1 es menor del 50%pero mayor o
igual al 30% del valor de referencia.

EPOC muy grave (estadio IV de la GOLD): FEV1 es menor del 30%del valor de
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referencia o menor del 50% con insuficiencia respiratoria cronica asociada
(presion parcial arterial de oxigeno (PaO2) menor de 60 mmHg asociado o no a

una presion parcial arterial de carbonico (PaCO2) mayor de 50 mmHg).

Pruebas de funcion respiratoria. Todos los pacientes incluidos en el estudio
realizaron una espirometria forzada basal y con test de broncodilatacién, empleando 500
pgr de Terbutalina administrada en dispositivo Turbuhaler, a los 15 minutos de la
inhalacion. Se considerd un test broncodilatador positivo si aumentaba un 12% y 200 ml
en la segunda espirometria. Se siguieron las recomendaciones de la Sociedad Espaiola
de Neumologia y Cirugia Tordcica (SEPAR) usando un espirometro de tipo

neumotacografo Masterlab (Erich Jaeger GHBH, Wiirzburg, Alemania).

indice de comorbilidad de Charlson. La comorbilidad asociada del sujeto se
valoré empleando el indice de comorbilidad de Charlson. Se trata de un indice sencillo
y facil de aplicar que recoge una serie de factores de comorbilidad, permitiendo calcular
la probabilidad de supervivencia a los 10 afios segiin una combinacion entre edad y
dichos factores. Es un cuestionario validado empleado en trabajos previos con pacientes

con EPOC (Anexo III).

1.4 Determinaciones de laboratorio.

Las muestras de tejido y de sangre periférica fueron procesadas mediante las

siguientes técnicas de laboratorio para alcanzar los objetivos propuestos:

1.4.1 Expresion génica de RFA en tejidos y sangre.

La expresion de los marcadores inflamatorios en los tejidos y leucocitos de
sangre periférica se analiz0 mediante reaccion en cadena de la polimerasa de
transcripcion inversa cuantitativa (RT-qPCR), un método que consta de tres pasos: la
extraccion de ARN, transcripcion inversa a ADN complementario (ADNc) y

amplificacion génica del fragmento de ADNc.

La obtencion de los leucocitos de los pacientes y controles para la determinacion
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de RFA se realizo a partir de la sangre extraida en tubos Vacutainer® CPT ™ | con
heparina de sodio como anticoagulante. Los tubos incluyen un gradiente de Ficoll-
Hypague y un gel separador para el aislamiento de las células mononucleares en un
solo paso, mediante centrifugacion de los tubos a 1620 g durante 20 minutos a 20°C. La
concentracion celular se determind por tincion de Trypan Blue en una camara de
recuento (Neuabuer). Las células fueron recuperadas por centrifugacion (1620 g durante
20 minutos a 4°C) y separados los linfocitos por técnicas inmunomagnéticas
(Dynabeads, Dynal, Byotech ASA, Oslo, Noruega). Por otro lado, se aislo6 ARN de
tejidos frescos empleando el métido trizol-cloroformo con un kit TriSure (Bioline,

Londres, Reino Unido).

Posteriormente ambas muestras fueron sometidas a tratamiento con DNasa
(QIAGEN GmbH, Hilden, Alemania) segtn las instrucciones del fabricante y ADNc fue
sintetizado utilizando un kit de sintesis de ADNc iScript ™ (Bio-Rad, Hercules, CA,
EE.UU.). Cada mezcla de reaccion de amplificacion de 25 pul comprendia 5 pul de ADNc
(10 ng / pul), 12,5 ul SYBR Green PCR Master Mix (Stratagene, La Jolla, CA, EE.UU.)
y 7,5uL de pareja de cebadores / H20. RT-PCR cuantitativa se realizd en un sistema
Applied Biosystems® 7900 Real-Time PCR (Life Technologies, Grand Island, NY,
EE.UU.) bajo los siguientes ciclos y condiciones: 95°C durante 15 s, 60°C durante 30 s,
y 72°C durante 40 s, completando un total de 40 ciclos.

Se determino la expresion de PCR y los 3 subtipos de AAS humanos (AASI,
AAS2 y AAS4). Su sintesis se activa por citocinas proinflamatorias liberadas tras la
activacion de los monocitos / macréfagos. La expresion de un gen constitutivo 18S
RNA ribosomal (rRNA) se utiliz6 como un control interno para la normalizacion de la
expresion del gen diana. La lista de los cebadores utilizados para amplificar los genes de

interés se muestra en la Tabla 1.

—47 —



Tabla 1. Secuencia genotipada, sentido y antisentido, en cada uno de los genes

estudiados.
Genes Sentido Antisentido
18S 5’-TGAAATATCCAGAACATCTTA-3’ 5’-GCAAAATTTATTGTCCCATCAT-3’
CRP 5'-GTGTTTCCCAAAGAGTCGGATA-3’ 5’-CCACGGGTCGAGGACAGTT-3’
AAS1 5’-ATCAGCGATGCCAGAGAGAAT-3’ 5 -GTGATTGGGGTCTTTGCCA-3’
AAS2 5’-AGCCAATTACATCGGCTCAG-3’ 5 -ATTTATTGGCAGCCTGATCG-3’
AAS4 5’-GTCCAACGAGAAAGCTGAGG-3’ 5’-AGTGACCCTGTGTCCCTGTC-3’

Abreviaturas: PCR, proteina C reactiva, AAS, amiloide sérico A.

1.4.2 Medicion de marcadores inflamatorios en el plasma

Las muestras de sangre (5 ml) se recogieron, mediante punciéon venosa de una
vena superficial del antebrazo, en tubos de acido K3-etilendiaminotetraacético (EDTA)
(Vacuette, Bio-One GmbH, Greiner, Austria). Las muestras se centrifugaron
inmediatamente a 1.620 g durante 15 minutos a 4°C y las alicuotas de plasma se
almacenaron a -80°C hasta el momento inmediatamente previo al andlisis. Las
determinaciones de PCR en plasma (I+D System, Minneapolis, MN, EE.UU.) y AAS
(Anogen, Mississauga, Ontario, Canadd) se realizaron mediante ELISA siguiendo las
instrucciones del fabricante. El test de ELISA es una técnica de inmunoensayo en la
cual las muestras se afiaden a una placa de 96 pocillos tapizados con anticuerpos
monoclonales especificos (IL-8 o TNFa en este caso), después se eliminan las proteinas
no unidas mediante un lavado y se les afiade un anticuerpo policlonal que se une al
primario. Las placas se vuelven a lavar y se les afiade una solucion sustrato que es la
que les da color. Los niveles de PCR y SAA se determinan por absorbancia de las
muestras usando un espectrofotometro (Tecan Spectra). La absorbancia obtenida en
cada de las muestras se extrapola a una curva de concentracion estandar mediante una

regresion lineal.
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2.0BJETIVO 2: estudio en modelos celulares

2.1 Estudios in vitro con c¢lulas procedentes de lineas

comerciales

2.1.1 Cultivo in vitro de células humanas

Para los estudios realizados “in vitro” se han empleado células epiteliales
bronquiales (Nuli-1) y fibroblastos pulmonares humanos (MRC-5) procedentes de una
linea comercial obtenidos de pacientes con EPOC (Lonza, Walkerville, MD) y
hepatocitos humanos (CCRL 2706 y HEP3B) procedentes de lineas comerciales de la
American Type Culture Collection (ATCC, Rockville, MD). Las células se cultivaron
en placas de 10 cm® de diametro (Nunc, Dinamarca) manteniéndose a 37°C, 5% de CO,

y saturacion de humedad.

2.1.2 Experimentos de estimulacion de las células con IL-1

En todos lo experimentos de simulacion, cada cultivo celular serd sembrado en
placas de 6 pocillos (Nunc, Rochester NY) y mantenidas en el medio de crecimiento

adecuado durante un maximo de 48 horas para las condiciones a estudiar. Tras un
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estudio de dosis respuesta, se eligio la dosis de 10ng/ml IL-1 (R&D System,
Minneapolis MN) como estimulo pro-inflamatorio. Las células se cultivaron durante 24
y 48 horas a esa concentracion de IL-1 Cada experimento se repitid cuatro veces. En
paralelo se recogieron muestras controles de cultivo sin tratar pero con el mismo tipo de
medio de cultivo y durante el mismo periodo de incubacion. En cada uno de los puntos,
se midi6 la viabilidad con trypan-blue celular por el método de exclusion por Trypan-
blue 0.4% (Sigma, GmbH, Alemania) y se contaron en una camara hemocitometro.
Posteriormente, las células se centrifugaron a 1.000 rpm durante 5 minutos, alicuotamos
el sobrenadante y se guardo a -80°C para determinar posteriormente proteinas mediante
ELISA. El pellet se congeld en nitrogeno liquido y después se guardd a -80°C para

posteriores determinaciones.

2.1.3 Estudios de expresion génica.

Extraccion de ARN. A las 24 horas de incubacion de las células con IL-1, se les
extrajo el ARN mediante un kit comercial High Pure RNA Isolation Kit (Roche,
Alemania) siguiendo el protocolo del fabricante. Las muestras obtenidas se guardaron a
-80°C hasta su utilizacion. La concentracion de ARN de cada muestra se determind
midiendo la densidad oOptica mediante un espectofotometro (nanodrop, ND-100
Wilmington, DE, USA) vy la calidad de las mismas se comprobd mediante la razén

entre las densidades Opticas a 260 y 280nm, siendo ésta de 2.0.

Obtencion de ADN complementario (ADNc). El ADNCc fue sintetizado a partir
de 100 ng de ARN total mediante la retrotranscriptasa iScript cDNA synthesis (BioRad,
CA, USA) siguiendo las instrucciones del fabricante. La reaccion se mantuvo a 25°C
durante 5 minutos, seguido por 42°C durante 30 minutos y 85°C durante 5 minutos para

inactivar a la enzima.

PCR a tiempo real (RT-PCR). Para la determinacién de la expresion génica, se
realizaron por reaccion en cadena de la polimerasa con transcriptasa inversa a tiempo
real en el termociclador Applied Biosystems® 7900 Real-Time PCR System (Life
Technologies, Grand Island, NY, USA). Usamos el ARN ribosémico 18s como control
interno y para la normalizacion de los genes en estudio. El andlisis de la expresion

-ACt
2C7

génica relativa se llevo a cabo mediante el método . que compara la expresion
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bFGF, a-SMA o AQI en los cultivos tratados con los no tratados (controles) y
normaliza con la expresion del gen constitutivo (ARN 18s). Definimos Ct como el
nimero de ciclos requerido para que la sefial fluorescente alcance el umbral de

deteccion.

2.1.4 Cuantificacion proteica.

En los sobrenadantes de los cultivos celulares se midieron los niveles de ambas
proteinas, PCR y AAS. Las determinaciones se realizaron mediante ELISA (Quantikine

R&D Systems Minneapolis, MN) siguiendo las instrucciones del fabricante.
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3. Aspectos éticos.

El protocolo de estudio fue aprobado por el Comité de Revision Institucional del
Hospital Virgen del Rocio, Sevilla, Espafia (CEI cédigo 2013/023), observandose las
normas de la Declaracion de Helsinki para estudios con seres humanos y se obtuvo
consentimiento informado por escrito de cada participante previo a la inclusion en el
estudio. Los registros clinicos se anonimizaron en la base de datos asignando un c6digo
numérico a través de un algoritmo. No se ingresod informacién personal que pudiera
usarse directa o indirectamente para identificar a una persona. Debido a la naturaleza
retrospectiva del estudio, la anonimizacion de los datos y la falta de intervenciones de
investigacion activas, se dejo de aplicar el consentimiento informado. El comité de ética
fue consciente de estas circunstancias claramente explicadas en el protocolo y aprobd

este procedimiento.
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4. Analisis estadistico.

Todos los analisis estadisticos se realizaron con el programa SPSS (Statistical
Package for the Social Sciences, IBM Corporation, Somers, NY, EE.UU) version 24.0.
Los estadisticos descriptivos usados para las variables continuas fueron la media y la
desviacion estandar y frecuencias y porcentajes para las variables categdricas. Los
estudios inferenciales se realizan con tests paramétricos, salvo que alguna de las
variables incluidas en el andlisis demuestre no seguir una distribucion normal. En el
estudio de la expresion de RFA, tanto a nivel de tejido como a nivel celular, entre
pacientes EPOC y fumadores sanos se utilizd la prueba t de Student para datos
independientes (test de Mann-Whitney en caso de no paramétrico), previa verificacion
de la igualdad de las varianzas con el test de Levene. Los datos categoricos se

2
compararon con la prueba de "

Los valores de expresion génica relativa se evaluaron con el método 2" En la
estadistica comparativa se aplico el test de Wilcoxon para comparar los valores de
expresion génica de acuerdo a la ubicacién anatomica. Los datos categoricos se
compararon con la prueba de y". Las asociaciones entre la expresion génica del tejido y
los niveles plasmaticos de biomarcadores inflamatorios se analizaron con el coeficiente

de correlacion de Spearman. Se acepta un error alfa de 0,05.
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Resultados
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1. Descripcion de la muestra

La muestra estaba compuesta de 102 sujetos, de los cuales 40 (39,2%) pacientes
cumplian los criterios diagnosticos de EPOC y 62 eran fumadores sin la enfermedad.
Las principales caracteristicas de los participantes del estudio se resumen en la Tabla 2.
La mayoria de los pacientes fueron varones, tanto en el grupo de casos (37 varones;

92,5%) como en el grupo control (48 varones; 77,4%).

Predominaban los pacientes exfumadores en ambos grupos, a excepcion de 17
fumadores activos en el grupo control (27,4%) y 13 fumadores activos en el grupo de
pacientes EPOC (32,5%). Ningln paciente fumo el dia previo a la intervencién. Hubo
diferencia estadisticamente significativa entre el consumo acumulado en paquetes-aio
entre ambos grupos, siendo 69,7 en los casos frente a 43,5 en los controles. En cuanto a
las comorbilidades los pacientes con EPOC demostraron tener un indice de Charlson

mayor, pero sin alcanzar esta diferencia la significacion estadistica.

La distribucién de pacientes por estadios GOLD era: 11 (27,5%) pacientes en
estadio GOLD I, 24 (60%) en estadio GOLD 11, 5 (12,5%) en estadio GOLD III y
ningun paciente en estadio GOLD IV. Con respecto al nimero de agudizaciones, 24
pacientes (60%) no habian tenido ninguna agudizaciéon en el afio previo y 16 (40%)
referian haber tenido una o dos agudizaciones (8; 20% y 8; 20% respectivamente) por lo
teniamos algln caso que correspondia al fenotipo agudizador frecuente. En relacién con
el tratamiento, 14 (35%) pacientes con EPOC estaban recibiendo tratamiento con

corticoides inhalados, de los cuales todos estaban en tratamiento combinado, 3 (7,5%)
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pacientes estaban en tratamiento en monoterapia con un [B2-agonistas de accion

prolongada y 18 (45%) pacientes con tiotropio.

En la tabla 3 se resumen el tipo de cirugia practicada y las distintas histologias
de los tumores. Los procedimientos quirtirgicos consistieron en neumectomias (17,6%),
lobectomias (78,4%) y resecciones atipicas (4%). Las operaciones se llevaron a cabo en
el hemitorax derecho e izquierdo en el 54,9% y el 45,1% de los pacientes,
respectivamente. Los tipos histologicos mas comunes fueron el carcinoma de células
escamosas (epidermoide) (42,2%) y adenocarcinomas (31,4%). Los resultados del
examen patoldgico no revelaron tumores malignos en el 7,8% de los pacientes del

estudio.
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Tabla 2. Caracteristicas generales de la poblacion de estudio.

Controles Pacientes con Valor p*
EPOC
(n=62)
(n=40)
Hombres (n) 48 (77,4%) 37 (92,5%) 0,046
Edad (anos) 64,4+ 13.5 67,4+ 8.01 NS
Tabaquismo activo 17 (27,4%) 13 (32,5%) NS
Consumo acumulado (pag-ano) 43,5 +£34,7 69,7 + 33,1 0,001
fndice Charlson-edad 4,9+22 57+1,7 NS
FVC (%) 98,7+2045 91,619 NS
FEV: (%) 94,0+ 19,89 69,0+18,4 < 0,001
FEV/FVC (%) 77,1 £6,9 59,0 £9,7 < 0,001

Los datos se expresan como medias y desviaciones estandar para las variables

continuas y frecuencias y porcentajes para las variables categoricas.

* Los valores p se calcularon con la prueba t de Student (variables continuas) o la

prueba de y2 (variables categoricas).

Abreviaturas: FVC: capacidad vital forzada; FEV,: volumen espiratorio forzado en el

primer segundo, NS: no significativo.
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Tabla 3. Descripcion del tipo de cirugia e histologia de los tumores.

Controles Pacientes con ~ Valor p*
EPOC
(n=62)
(n=40)
Tipo de reseccion
* Necumonectomia 7 (11,3%) 11 (27,5%) 0,036
¢ Lobectomia 53 (85,5%) 27 (67,5%) 0,031
* Atipica 2 (3,2%) 2 (5%) NS
Hemitorax:
* Derecho 36 (58%) 20 (50%) NS
* Izquierdo 26 (42%) 20 (50%) NS
Histologia
* Adenocarcinoma 21 (33,9%) 11 (27,5%) NS
* Epidermoide 23 (37,1%) 20 (50%) NS
e  Otros 12 (19,4%) 7(17,5%) NS
*  Tumor benigno 3 (4,8%) 2 (5%) NS
* No neoplasia 3 (4,8%) 0 NS

* Calculado para la diferencia entre gurpos mediante el test de la Chi-cuadrado o el

test de Mann-Whitney, segun la naturaleza de la variable.

Abreviaturas: NS: no significativo.
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2. Objetivo 1: expresion génica tisular de
biomarcadores y correlacion con expresion

proteica en suero

Al analizar la expresion génica de PCR y AAS en el parénquima pulmonar,
tejido vascular de arteria pulmonar y leucocitos de sangre periférica, observamos que

los tres tipos de muestras expresaban ambos biomarcadores.

2.1. Expresion de RFA en parénquima pulmonar

La expresion génica en el parénquima pulmonar de PCR y AAS fue mayor en
los pacientes con EPOC frente a fumadores sanos. Sin embargo, la expresion de AAS

no difirio6 significativamente entre los dos grupos (Figura 4).

En el parénquima pulmonar, hemos encontrado correlaciones positivas
significativas entre la expresion de AAS1 y PCR (r = 0,208, p = 0,037), AAS1 y AAS2
(r=0,515, p <0,001), y AAS1 y AAS4 (r= 0,789, p <0,001).
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Se observaron diferencias significativas en términos de expresion de AAS 4
entre fumadores sanos y pacientes EPOC grado III de la GOLD (p = 0,034), asi como
entre EPOC grado II y III GOLD entre si (p = 0,044). La expresion AAS4 en el
parénquima pulmonar aumenté en paralelo con la gravedad de la enfermedad (Figura 5,
D). No se encontraron diferencias estadisticamente significativas entre los demas RFA y

los diferentes estadios de enfermedad.

Figura 4. Niveles de expresion génica de los RFA de los fumadores sanos (controles) y

de los pacientes con EPOC en parénquima pulmonar.
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Figura 5. Perfil de expresion de PCR (A) y subtipos de AAS (B, C, D) en el parénquima
pulmonar de acuerdo al grado de la EPOC.
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2.2. Expresion de RFA en arteria pulmonar

La expresion de PCR en la arteria pulmonar fue significativamente mayor en los
pacientes con EPOC que en los fumadores sanos. Por otra parte, la expresion AAS2 fue

mayor del 100% en los pacientes con EPOC que en los controles (p = 0,028; Figura 6).

En la arteria pulmonar, hemos encontrado correlaciones positivas significativas
entre la expresion de la PCR y AAS1 (r = 0,403, p <0,001), asi como entre AASI y
AAS4 (r= 0,494, p <0,001).

Se observaron diferencias significativas en cuanto a la expresion de AAS2 entre
los fumadores sanos y los pacientes con EPOC grado I de la GOLD (p = 0,010), asi
como entre los EPOC grado I y II de la GOLD entre si (p = 0,012; Figura 7, C). No se
encontraron diferencias estadisticamente significativas entre los deméas RFA y los
diferentes estadios de enfermedad. La expresion AAS4 en el parénquima pulmonar

aumentd en paralelo con la gravedad de la enfermedad (Figura 7, D).

Figura 6. Niveles de expresion génica de los RFA de los fumadores sanos (controles) y

de los pacientes con EPOC en arteria pulmonar.

3

2,5
o
ot
£ 2
= ®PCR
[=}
5} B AAS1
215 S
) u AAS2
= 1 B AAS4
~
g

0,5

0 _
CONTROL EPOC

— 63 —



Figura 7. Perfil de expresion de PCR (A) y subtipos de AAS (B, C, D) en arteria

pulmonar de acuerdo al grado de la EPOC.
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2.3. Expresion de RFA en leucocitos de sangre

periférica

Se encontrd que la expresion génica de PCR, AAS1, y AAS4 en leucocitos de
sangre periférica difiere significativamente entre los pacientes con EPOC y los
fumadores sanos. En linea con los resultados obtenidos en la arteria pulmonar, la
expresion AAS?2 fue mayor del 100% en los pacientes con EPOC que en los controles

(Figura 8).

Hubo una correlacion positiva entre la expresion de AAS1 y AAS4 (r= 0,985, p
<0,001). Se encontraron diferencias estadisticamente significativas entre grupo EPOC
grado I de la GOLD y fumadores sanos en niveles de expresion de AAS1 (p =0,037) y
AAS4 (p = 0,018). Ademas, se observaron diferencias significativas en los niveles de
expresion AAS4 entre pacientes EPOC grado [ y II de la GOLD (p = 0,030; Figura 9B y
figura 9D respectivamente). No se encontraron diferencias estadisticamente

significativas entre los demas RFA y los diferentes estadios de enfermedad.

Figura 8. Niveles de expresion génica de los RFA de los fumadores sanos (controles) y

de los pacientes con EPOC en leucocitos de sangre periférica.
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Figura 9. Perfil de expresion de PCR (A) y subtipos de AAS (B,C,D) en las células

sanguineas de acuerdo al grado de la EPOC.
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2.4. Comparacion en la expresion de RFA entre los

diferentes tipos de muestras

A continuacion, procedemos a comparar la expresion de los distintos RFA (PCR
y AAS) en los tres tipos de muestras, parénquima pulmonar, arteria pulmonar y

leucocitos de sangre periférica (Figura 10).

La expresion de AAS fue significativamente mayor en el parénquima pulmonar
que en la arteria pulmonar (100% mas alto para AAS1 y AAS4, p = 0,015 y p <0,001,
respectivamente; 8 veces mayor para AAS2, p <0,001) y leucocitos de sangre periférica
(16 veces mas altos para AASI1, 439 veces mayor para AAS2, y 5 veces mayor para
AAS4; p <0,001). En comparacion con los leucocitos de sangre periférica, la expresion
de AAS fue significativamente mayor en la arteria pulmonar (8 veces mayor para
AASI1, p <0,001; 50 veces mas altos para AAS2, p <0,001; y 2,3 veces mas alta para
AAS4, p=0,019). Sin embargo, no se observaron diferencias en la expresion de la PCR

entre el parénquima pulmonar, la arteria pulmonar y leucocitos de sangre periférica.
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Figura 10. Comparacion de los niveles de expresion génica de distintos RFA en
diferentes tejidos (células de la sangre, arteria pulmonar y parénquima pulmonar) de

los pacientes con EPOC.
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2.5. Asociaciones entre la expresion de los RFA en

los diferentes tipos de muestras.

A continuacidn, se investigd la asociacion entre la expresion de RFA en el
parénquima pulmonar, arteria pulmonar, y leucocitos de sangre periférica. Se
identificaron correlaciones positivas significativas entre los niveles de expresion génica
de PCR en la arteria pulmonar y leucocitos de sangre periférica (r = 0,195, p = 0,04),
AASI en el parénquima pulmonar y leucocitos de sangre periférica (r = 0,743, p
<0,001), y AAS4 en el parénquima pulmonar y leucocitos de sangre periférica (r =
0,980, p <0,001). Ademas, hubo una asociacion significativa entre la expresion AAS1
en el parénquima pulmonar y AAS4 en leucocitos de sangre periférica (r = 0,758, p
<0,001), asi como AAS4 en el parénquima pulmonar y AAS1 en leucocitos de sangre
periférica (r = 0,966, p < 0,001). Se identificaron las diferencias méas marcadas en la

expresion para AAS2.

2.6. Asociaciones entre la expresion génica de RFA 'y

sus concentraciones plasmaticas

Los niveles plasméaticos de PCR mostraron una tendencia hacia niveles mas altos
en los pacientes con EPOC (4,4 + 1,73 mg / ml) frente a fumadores sanos (3,8 = 2,04
mg/ml, p >0,05). Las concentraciones de AAS en plasma fueron significativamente
mayores en los pacientes con EPOC (5,6 + 1,3 mg / ml) que en los controles (4,6 = 21
mg / ml, p = 0,031) (Figura 11). Los niveles de AAS aumentaron en paralelo con la
gravedad de la EPOC (Figura 12). Se identific6 una asociacion positiva significativa
entre los niveles de PCR en plasma y los niveles de AAS (r = 0,617, p <0,001) (Figura
13). Sin embargo, no hubo correlacion significativa entre los niveles plasmaticos de
PCR y su expresion génica en el parénquima pulmonar (r = -0,127, p <0,4), la arteria
pulmonar (r = -0,049, p <0,7) y leucocitos de sangre periférica (r = -0,271, p <0,09).

Tampoco hubo correlacion significativa entre los niveles plasmaticos de AAS y su
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expresion génica en el parénquima pulmonar (r = -0,207, p <0,56), arteria pulmonar (r

=-0,037, p <0,054) y leucocitos en sangre periférica (r = -0,117, p <0,29)

Figura 11. Concentraciones plasmdaticas de PCR y AAS en los fumadores sanos

(controles, CNT) y los pacientes EPOC.
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Figura 12. Concentraciones plasmdaticas de PCR y AAS en los fumadores sanos

(controles, CNT) y los pacientes con diferentes estadios de la EPOC.
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Figura 13. Correlacion entre niveles plasmaticos de PCR y AAS.
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3. Objetivo 2. RFA en células respiratorias y

comparacion con hepatocitos

3.1. Evaluacion de la expresion génica vy

concentraciones proteicas entre tipos celulares

Tras 24 y 48 horas de incubacion en medio de cultivo con IL-1 podemos
observar como las células epiteliales, fibroblastos pulmonares y hepatocitos humanos
responden al estimulo de esta citoquina proinflamatoria. Los resultados de la expresion
estan reflejados en la Tabla 4. Los tres tipos celulares son capaces de sintetizar ambos

RFA implicados en la inflamaciéon sistémica de la EPOC (AAS y PCR).
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Tabla 4. Expresion génica de AAS y PCR de células epiteliales, fibroblastos y hepatocitos frente a controles.

Hepatocitos Hepatocitos Epiteliales Fibroblastos
(CRL2706) (HEP3B) (Nuli-1) (MRC-5)
24h 48h 24h 48h 24h 48h 24h 48h
PCR | Control 1 (0) 1 (0) 1 (0) 1 (0) 1 (0) 1 (0) 1(0) 1(0)
IL-1 0,61 (0,67) | 5,6 (2,43) 1,42 (0,70) 6,87 (5.,43) 3,91 (0,18) | 5,55(0,95) | 32,02 (44,58) 1 (0,56)
AASI1 | Control 1 (0) 1 (0) 1 (0) 1 (0) 1 (0) 1 (0) 1(0) 1(0)
IL-1 1,54 (0,1) | 2,12(1,1) | 1438,94 (612,7) | 1578,19 (1004,8) | 2,87 (0,75) | 4,67 (0,43) | 83,61 (33,9) 45,91 (9,2)
AAS2 | Control 1 (0) 1 (0) 1 (0) 1 (0) 1 (0) 1 (0) 1(0) 1(0)
IL-1 0,94 (1,1) | 0,83 (0,5) | 1366,25 (366,0) | 1986,69 (1235,4) | 6,52 (6,9) 14,8 (8,2) | 199,73 (42,4) | 305,36 (183,1)
AAS4 | Control 1 (0) 1 (0) 1 (0) 1 (0) 1 (0) 1 (0) 1(0) 1(0)
IL-1 1,58 (0,5) | 4,82 (1,1) 2,35 (1,8) 3,08 (1,5) 1,84 (1,2) | 8,02 (4,4) 163,25 (0,5) 4,23 (1,9)

Datos expresados en media y desviacion tipica.
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Al analizar la expresion génica de cada marcador por tipo celular, vemos que a
nivel de las células epiteliales aumentan la expresion y niveles de proteinas para PCR y
AAS cuando se les trata con IL-1 con respecto al control (células no tratadas) (Figura
14-15). De todos ellos fue significativamente mayor la expresion de PCR (p = 0,029).
Sin embargo, este aumento no es significativo a nivel de proteinas. Con respecto al
AAS, observamos un aumento no significativo, aunque mayor que para el resto de
subtipos a nivel de AAS2 y un aumento significativo en la concentracion proteica (p =

0,029) (Figura 16)

Figura 14. Expresion genica de PCR (A) y subtipos de AAS (B, C, D) en células

epiteliales bronquiales estimuladas frente a controles.
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Figura 15. Expresion génica de PCR y subtipos de AAS en células epiteliales

bronquiales estimuladas.
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Figura 16. Concentracion proteica de PCR y AAS en células epiteliales bronquiales

estimuladas frente a controles.
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A nivel de fibroblastos, destaca la mayor expresion de AAS2 y de forma
significativa frente al resto de marcadores (p=0,029). Esta diferencia es significativa
para los tres tipos de AAS (p = 0,029 para AAS1; p = 0,029 para AAS4) (Figura 17-18).
Sin embargo, éste aumento no es significativo a nivel de proteinas (Figura 19). También
aumenta la expresion y niveles de proteinas cuando se les trata con IL-1 con respecto al

control (células no tratadas) a nivel de PCR a las 24 horas (p=NS)

Figura 17. Expresion génica de PCR (A) y subtipos de AAS (B, C, D) en fibroblastos

pulmonares estimulados frente a controles.
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Figura 18. Expresion génica de PCR y subtipos de AAS en fibroblastos pulmonares

estimulados.
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Figura 19. Concentracion proteica de PCR y AAS en fibroblastos pulmonares

estimulados frente a controles.
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Con respecto a los hepatocitos estimulados con IL-1, encontramos una expresion
con tendencia a la significacion y mayores niveles de AAS 1y AAS2 que los controles
(p= 0,057) para hepatocitos de hepatocarcinoma (HEP3B); no asi para hepatocitos sanos
(CRL2706) donde destaca mayor expresion para AAS4, de forma no significativa (p=
0,6) (Figura 20-23). A nivel de PCR hay un aumento no significativo en la expresion
génica para las células tratadas con IL-1 versus el control para ambos tipos de
hepatocitos y un aumento no significativo a nivel de proteinas (datos mostrados para

hepatocitos de hepatocarcinoma (HEP3B)) (Figura 24).

Se obtuvieron dificultades por lento crecimiento sobre todo con la linea de
hepatocitos sanos (CRL2706) por lo que de los RFA solo presentamos su expresion

génica y no la determinacion de proteinas.

Figura 20. Expresion génica de PCR (A) y subtipos de AAS (B, C, D) en

hepatocitos CRL2706 estimulados (sanos) frente a controles.
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Figura 21. Expresion génica de PCR y subtipos de AAS en hepatocitos CRL2706

estimulados (sanos).
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Figura 22. Expresion génica de PCR (A) y subtipos de AAS (B, C, D) en hepatocitos

HEP3B estimulados (hepatocarcinoma) frente a controles.

4)

-
S
)

[EnN
N
1

[u=y
(=)
1

(o]
1

mRNA PCR (r.u.)

2 _j
0 -
24

ECNT ®=IL1(10ng/ml)

B)

24

“CNT ®=IL1(10 ng/ml)

—9]—



0

mRNA AAS2 (r.u.)

D)

>
v1ow;

mRNA AAS4 (r.u.)
= N W
o N 921 w vl )

o
o v

p=NS

24 48
“CNT ®IL1 (10 ng/ml)

p=NS

24
ECNT &IL1(10ng/ml)

—9_



Figura 23. Expresion génica de PCR y subtipos de AAS en hepatocitos HEP3B

estimulados (hepatocarcinoma).
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Figura 24. Concentracion proteica de PCR y AAS en hepatocitos HEP3B estimulados

(hepatocarcinoma) frente a controles.
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3.2. Evaluacion de la expresion génica vy

concentracion proteica entre pulmon e higado

Si nos centramos a nivel pulmonar, al comparar la expresion génica de los
diferentes subtipos de AAS, destaca a nivel de fibroblastos la mayor expresion de AAS2
frente a células epiteliales y de forma significativa frente al resto de marcadores
(p=0,029). Esta diferencia es a favor de fibroblastos para los tres tipos de AAS y su
determinacion a las 24 horas (p = 0,029 para AASI; p = 0,029 para AAS4), lo cual
podria dar un mayor protagonismo al papel de los fibroblastos en la respuesta
inflamatoria. (Figura 25-27). Este aumento es también significativo a nivel de proteinas
(a las 24 horas p <0,001; a las 48 horas p 0,003). No hubo diferencias a nivel de
expresion de PCR aunque si a nivel de concentracion proteica para este biomarcador (a

las 24 horas p = 0,002; a las 48 horas p =0,015) (Figura 29).

A nivel hepatico, destaca la mayor expresion génica para PCR y todos los
subtipos de AAS en hepatocitos de hepatocarcinoma (HEP3B) frente a hepatocitos
sanos (CRL2706), siendo significativo (p= 0,05) en el caso de AAS1 y AAS2 (Figura
25-27).

Cuando comparamos la expresion génica a nivel pulmonar con la sintesis
fisiologica a nivel hepatico, vemos que la expresion génica a nivel pulmonar, en células
epiteliales y fibroblastos, es significativamente mayor a nivel de todos los marcadores
inflamatorios en comparaciéon con los hepatocitos sanos (CRL2706). Encontramos
diferencias significativas entre fibroblastos y hepatocitos sanos (CRL2706) a nivel de
AAS2 (p=0,029 a las 24 y 48 horas) y tendencia a la significacion a nivel de AASI y
AAS4 (p=0,057), y entre células epiteliales y hepatocitos sanos (CRL2706) a nivel de
PCR a las 24 horas (p=0,029) (Figura 25-27). No pudieron compararse las
concentraciones proteicas frente al grupo de hepatocitos sanos (CRL2706) al

presentarse dificultades por lento crecimiento en esta linea celular.
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Sin embargo en comparacion con hepatocitos de hepatocarcinoma (HEP3B) es

mayor la expresion génica de AAS1 y AAS2 a este nivel frente al resto de tipos

celulares.

Entre fibroblastos y hepatocitos de hepatocarcinoma (HEP3B) fue

significativamente mayor la expresion de AASI a las 24 y 48 horas (p=0,05); AAS2 a

las 24 horas (p=0,05) y la concentracion proteica para AAS (p< 0,001). Entre células

epiteliales y hepatocitos de hepatocarcinoma (HEP3B), destaca la expresion

significativa también para los mismos subtipos de AAS, AASI a las 24 y 48 horas

(p=0,05); AAS2 a las 24 horas (p=0,05) y la concentracion proteica para PCR a las 24

horas (p=0,035).

Figura 25. Expresion génica de AASI tras incubacion con IL-1 a las 24 y las 48 horas.
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Figura 26. Expresion génica de AAS?2 tras incubacion con IL-1 a las 24 y las 48 horas
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Figura 27. Expresion génica de AAS4 tras incubacion con IL-1 a las 24 y las 48 horas
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Figura 28. Expresion génica de PCR tras incubacion con IL-1 a las 24 y las 48 horas
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Figura 29. Concentraciones proteicas de PCR y AAS en los diferentes grupos celulares.
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El presente trabajo estudia la via patogénica de la inflamacion sistémica en la
EPOC. Nuestros resultados muestran informacion relevante acerca de la produccion de
RFA aguda en el parénquima pulmonar con objeto de analizar qué tipos celulares son
los principales responsables de esta secrecion, y la compara con la sintesis a otros
niveles, incluyendo el tejido vascular, la sangre periférica y la sintesis fisiologica a nivel
hepatico, permitiéndonos avanzar en el conocimiento de la patogénesis de la

enfermedad y sus repercusiones sistémicas.

Estudios anteriores han demostrado consistentemente que la inflamacién en la
EPOC no se limita a las vias respiratorias y los pulmones, si no que se asocia a un cierto
grado de inflamacién sistémica *°. Aunque el aumento de los niveles de PCR, IL-6, IL-8

y TNFa han sido reportados en pacientes con EPOC,'**'*

el origen de la produccion de
moléculas proinflamatorias en esta entidad clinica sigue sin estar claro. Hasta el
momento, una de las teorias mds aceptadas sigue siendo el fendémeno de
“derramamiento” (spill over) de mediadores inflamatorios al torrente sanguineo, siendo

140 . , .
. Sin embargo, resultados mas recientes

el pulmon el origen de esta inflamacion
cuestionan esta hipdtesis, porque no se han identificado asociaciones significativas entre
las vias respiratorias y las concentraciones sistémicas de citoquinas proinflamatorias "',
Del mismo modo, las cargas inflamatorias de esputo y de plasma inducida no se
correlacionaron entre si, poniendo esta teoria del origen de la inflamacion sistémica en
tela de juicio.'”” Es por ello que la posibilidad de una causa inversa no pueda
descartarse, en la que la propia inflamacion sistémica, sea la responsable de generar
lesion a nivel de via respiratoria, parénquima y vasculatura pulmonar '*'.Tampoco

puede descartarse posibles factores genéticos y constitucionales que puedan predisponer

a los pacientes con EPOC a cierto grado de inflamacion, tanto pulmonar como sistémica
142

La importancia clinica del aumento de marcadores de inflamacion sistémica en
pacientes con EPOC reside no so6lo en sus manifestaciones extra-pulmonares

143,144

(incluyendo el aumento del riesgo de trastornos cardiovasculares) , sino en su

ey . . . . : 145,146
asociacion con el deterioro de la calidad de vida, riesgo de exacerbaciones ™

. - 147,148 -
posiblemente con el prondstico de la enfermedad '*'**. Ciertas caracteristicas de los
pacientes EPOC en estadio avanzado, como son la debilidad del musculo esquelético y

el consiguiente decondicionamiento fisico entre otros, estan poco relacionadas con el
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grado de limitacion al flujo aéreo, y sin embargo parecen vincularse a una respuesta

. . e . 149
inflamatoria sistémica .

En un primer momento del estudio, se realizd6 una comparacion de la expresion
de RFA en el parénquima pulmonar, arteria pulmonar, y leucocitos de sangre periférica
de pacientes con EPOC. También se midio los niveles de PCR en plasma y las
concentraciones de AAS con el objetivo de establecer si existen asociaciones
significativas con su expresion génica en el tejido. Para poder interpretar de forma
correcta los resultados, se deben tener en cuenta ciertas consideraciones de nuestro
estudio. En primer lugar, los pacientes incluidos presentaban en su mayoria funcion
pulmonar leve o moderada (estadio I y II de la GOLD), y solo 5 pacientes se
encontraban en estadios avanzados de la enfermedad (estadio III de la GOLD). Al ser
pacientes sometidos de forma programada a cirugia de reseccion pulmonar, aumenta la
dificultad para obtener muestras quirdrgicas de pacientes EPOC en estadios avanzados
graves. Por ello, se debe tener en cuenta cierta falta de homogeneidad en la

representacion de la muestra.

Segun estudios previos y lo revisado en un metandlisis y revision sistematica por
Gan y cols.” se han descrito aumento de mediadores inflamatorios sistémicos como el
TNF-a, algunas ILs, proteinas de fase aguda (PCR, fibrindgeno, proteina de unién a
lipopolisacaridos (LBP)) y recuento de neutrdfilos en pacientes EPOC en fases estables
de la enfermedad. Sin embargo, aunque no se conocen bien los mecanismos
responsables de esta inflamacion sistémica, se ha planteado que estd seria mayor
mientras mas avanzada es la enfermedad "*°. Uno de los marcadores de inflamacion
sistémica que se ha demostrado que aumenta ligeramente en pacientes con EPOC en

19 La prevalencia del aumento de la PCR

comparacion con controles sanos es la PCR
en la EPOC se examin6 en la Tercera Encuesta Nacional de Examen de Salud y
Nutricion (NHANES IIT) *' donde se observa que la PCR parece aumentar con el grado
de severidad de la EPOC; 41% de los pacientes con EPOC moderada (FEV; > 50-80%
previsto) tenian un nivel de PCR >3 mg /1y 6% tenian un nivel > 10 mg / 1, mientras

que el 52% de los pacientes con EPOC grave (FEV | <50% previsto) tenia un nivel de
PCR >3 mg/1y el 23% tenia un nivel > 10 mg / L.

En segundo lugar, se incluyeron pacientes con dos agudizaciones al afio, por lo

teniamos casos que correspondian al fenotipo agudizador frecuente (pacientes que
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sufren dos 0 mas exacerbaciones anuales). Estudios previos demuestran como diferentes
biomarcadores de inflamacion sistémica (PCR, fibrindogeno, TNF-a, IL 6) que estan
discretamente elevados en pacientes con EPOC estable, se incrementan

significativamente durante las exacerbaciones, volviendo a niveles basales tras la

152 146,153

resolucion de las mismas *“. Hurst y cols examinaron 36 biomarcadores séricos
durante los episodios de exacerbacion de 90 pacientes con EPOC, encontrando que la
elevacion de la PCR seria el biomarcador sistémico mas selectivo (AUC: area bajo la
curva, 0,73; 95% IC, 0,66-0,80), aunque inespecifico, presente durante una
exacerbacion. Sin embargo, la diferencia en la severidad de estas exacerbaciones no se
pudo establecer por la magnitud de la elevacion de ninguno de los biomarcadores. Es
por ello, que, en nuestro estudio, debe tenerse en cuenta el riesgo de que los pacientes
en estadios mas avanzados, tengan mayor nimero de exacerbaciones que los pacientes
en estadios precoces y que 8 (20%), de los pacientes con EPOC, al presentar dos
agudizaciones anuales, presentaran mayor inestabilidad clinica que pudiera interferir en
nuestros resultados. Aun asi, hasta el momento, el hecho de que estos marcadores no
diferencien entre EPOC estable y exacerbacion, ni tengan valor prondstico, ya que no

son capaces de determinar la gravedad de la exacerbacion, podria sugerir que las

exacerbaciones no siempre cursan con un aumento significativo de la inflamacion.

Debemos tener en cuenta otra serie de consideraciones metodologicas. Existe
una diferencia entre el nimero de pacientes EPOC frente a controles sin la enfermedad.
La metodologia de nuestro estudio consiste en un disefio observacional, sin
randomizacion de los casos, lo cual puede dar lugar a una distribucion heterogénea en
algunas de las variables. En el grupo de pacientes con EPOC, un menor niimero de
pacientes puede estar justificado, como ya hemos comentado, por la dificultad de incluir
pacientes en estadios graves que puedan someterse a intervencion quirurgica, lo cual
limita el niimero de casos. Entre ambos grupos observamos ademds una diferencia
significativa en el consumo de tabaco (paquetes-afio), lo cual puede justificarse porque
la relacion entre el grado de tabaquismo y la EPOC es dosis dependiente. De esta
manera, a mayor habito tabaquico, mayor repercusion sobre la caida de funcion

pulmonar y mayor probabilidad de desarrollar la enfermedad.

Por ultimo, comentar el motivo de intervencidon quirurgica, que era la presencia

de una neoplasia pulmonar. Se obtuvieron muestras tumorales y no tumorales,
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procedentes estas Ultimas de tejido pulmonar macroscopicamente sano. Ademas, se
realiz6 la tincion con hematoxilina-eosina en todas las muestras de pulmoén no
tumorales para confirmar aln mas la ausencia de células cancerosas. Por razones
éticas, este fue el tnico enfoque aprobado para estudiar con biopsias quirurgicas los
pulmones no tumorales en pacientes con EPOC y sin EPOC en nuestra
institucion. Hasta el momento, las técnicas méas empleadas en la practica clinica y en
investigacion para obtener muestras de pulmén en pacientes con patologia respiratoria
han sido el lavado broncoalveolar y la biopsia transbronquial '>*. Ambas, permiten
obtener muestras directamente de la via aérea con ventajas sobre técnicas indirectas,
como el esputo, pero con importantes limitaciones como son la falta de sensibilidad y
especificidad . Como se ha descrito previamente los RFA constituyen un grupo
heterogéneo de proteinas cuya cantidad en la circulacion sistémica puede verse
aumentada ante situaciones como dafio tisular, infecciones, neoplasias o alteraciones
inmunologicas''. Es por ello que la cantidad de tiempo transcurrido entre el inicio de la
intervencion quirdrgica y la extraccion de la muestra anatomica se midié en todos los
participantes, excluyendo los casos con un tiempo >2h, debido al potencial incremento
en los marcadores inflamatorios relacionada con la cirugia. Sin embargo no conocemos,
en este sentido, si los cambios en la expresion de RFA de una neoplasia de pulmon,
altera al tejido sano circundante aunque sea distalmente y si el tipo histologico del

tumor influye.

En el presente estudio y a pesar de las limitaciones metodoldgicas previamente
descritas, se obtienen una serie de resultados relevantes. Nuestros resultados indican que
la expresion de RFA es mayor en el pulmdén en comparacion con la sangre periférica.
En particular, también se observd que tanto la expresion de AAS y PCR es mas
pronunciada en el parénquima pulmonar que en la arteria pulmonar. Sin embargo, no se
encontro asociacion entre la expresion de moléculas inflamatorias en el pulmoén y sus
niveles plasmaticos circulantes. Nuestro grupo ha demostrado anteriormente la
capacidad del parénquima pulmonar y el tejido bronquial de sintetizar RFA en pacientes
con EPOC en comparacion con fumadores que no desarrollaron la enfermedad.
Ademas, observamos un patron de secrecion diferente segtn la localizacion anatémica y
cuya secrecion parece estar relacionada con variables clinicas de la enfermedad'®'"’.
En particular, se observd que la expresion de marcadores de inflamacion es diferente en

los fibroblastos, células epiteliales, y macréfagos ™.
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La expresion génica de PCR y AAS es un factor clave que debe tenerse en
cuenta en el andlisis de biomarcadores de inflamaciéon en la EPOC. Aunque la
enfermedad se caracteriza por una marcada inflamacion de las vias aéreas, el
parénquima pulmonar, y la vasculatura pulmonar '*°, la implicacion anatémica puede
mostrar una variabilidad interindividual significativa que en ultima instancia se traduce

157,158

en una enfermedad con diferentes fenotipos clinicos . La PCR es un biomarcador

conocido en estudios sobre obstruccion cronica al flujo aéreo e inflamacion

s s 159,160
sistemica, =

pero respecto a AAS como biomarcador inflamatorio en la EPOC,
existen menos estudios disponibles. Las células endoteliales adrticas también secretan
PCR "' y AAS, lo cual se ha demostrado que se expresa en el endotelio ' Sin
embargo, hasta la fecha, ningun estudio se ha centrado en el papel potencial de la pared

vascular pulmonar como una fuente de inflamacion sistémica en la EPOC.

En este estudio, hemos ampliado nuestras observaciones anteriores mediante la
evaluacion de sus niveles de expresion génica tanto en los pulmones como en la arteria
y sangre periférica, observando que los tres tipos de muestras expresaban ambos
biomarcadores. Nuestros resultados actuales indican generalmente una reaccion
inflamatoria méas marcada a nivel local y no a nivel sistémico. Destacar una mayor
expresion de PCR a nivel local, en parénquima pulmonar, en comparaciéon con la
obtenida en arteria pulmonar y sangre periférica, pero a su vez, siendo ésta
significativamente mayor en los pacientes con EPOC frente a fumadores sanos para los
tres grupos de muestras. Dentro de los subtipos de AAS, destaca la mayor expresion de
AAS2 para los tres grupos, especialmente los obtenidos en la arteria pulmonar y sangre
periférica donde, la expresion de AAS2 fue mayor del 100% en los pacientes con EPOC
frente a los controles. Podemos observar también en la expresion de AAS4, un aumentd
en paralelo con la gravedad de la enfermedad tanto en parénquima pulmonar como en
arteria y sangre periférica. Sin embargo, la expresion de AAS1 no difirid
significativamente entre el grupo de pacientes EPOC y el grupo control en ninguno de

los tres tipos de muestra.

El AAS se ha descrito como un marcador cuyo valor aumenta en los episodios
de exacerbacion "*°. Es incluso mas sensible que la PCR, sola o en combinacion con la

164

disnea '®. Su papel también ha sido estudiado en pacientes con CP '**, sin embargo el

papel de este RFA en la EPOC, no ha sido estudiado en profundidad. Por lo tanto, no
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existen estudios previos que marquen un patréon de sintesis de AAS con el que poder

comparar el comportamiento de los diferentes subtipos de nuestro estudio.

Existen estudios previos que muestran una correlacion entre los niveles séricos
de PCR y la progresion de la enfermedad. Estos trabajos describen una relacion entre la
concentracion sérica de PCR y una disminucion del FEV, en los pacientes con EPOC,
de forma que a mayor concentraciéon de PCR mas rapido es el empeoramiento del FEV,
19 Nuestro trabajo, a pesar del numero limitado de pacientes con EPOC en estadios
avanzados de la enfermedad (5 pacientes en estadio III de la GOLD y ninguno en
estadio 1V), muestra como el grado de inflamacion sistémica (medido por los niveles
plasmaticos de ambos marcadores inflamatorios), aumentd en paralelo con la gravedad
de la EPOC. Ademas, hubo asociacion positiva significativa entre los niveles de PCR en
plasma y los niveles de AAS. Es posible, por tanto, que al incluir mayor nimero de

pacientes con enfermedad mas severa hubiéramos podido obtener mayores diferencias

en los estudios inferenciales.

Centrandonos en el compartimento periférico, hemos medido la expresion de los
RFA en los leucocitos de sangre periférica. Los pacientes con EPOC tenian una carga
inflamatoria periférica mas alta en comparacion con los fumadores sanos. Sin embargo,
la expresion génica de RFA en el pulmoén (tanto en el parénquima como en la
vasculatura pulmonar) no se correlacionaba con su expresion en leucocitos de sangre
periférica ni con sus niveles plasmaticos. Ji et al.'® han estudiado previamente la
actividad inflamatoria en diferentes compartimentos (por ejemplo, saliva, esputo, lavado
broncoalveolar y suero / sangre) de pacientes con EPOC estratificados de acuerdo a su
consumo de tabaco. Los autores identificaron varias asociaciones entre diferentes
marcadores inflamatorios, tanto a nivel local como a nivel sistémico. Aunque se
esperaria que las correlaciones de nuestro estudio fueran significativas entre el plasma y
la expresion tisular de RFA, si la hip6tesis del derramamiento a la circulacion sistémica

fuera cierta, nuestros resultados deben ser interpretados con precaucion.

En primer lugar, la detecciéon de la presencia de un ARNm no proporciona
informacion sobre si ese ARNm se traducird en una proteina o, de hecho, si serd una
proteina funcional. Estd falta de concordancia entre los datos de concentracion de
mRNA y los niveles de proteina es una constante en los estudios de expresion de

mediadores inflamatorios en la EPOC. Esto es asi porque los diferentes métodos de
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cuantificacion de proteinas no siempre son capaces de corroborar los datos cuantitativos
de ARNm celular, datos cuantitativos de ARN que no son absolutos, sino relativos.
Gran parte de la varianza en los valores de expresion generados en los experimentos
RT-qPCR no se debe simplemente a la variacion en los protocolos experimentales, sino
que esta causada por correcciones aplicadas por varios algoritmos de procesamiento de
datos, cada uno de los cuales hace sus propias suposiciones acerca de los mismos. En
consecuencia, aunque la qPCR se ha proclamado como el estdndar de oro, en la practica
este "estdndar" es variable, y el informe de los resultados requiere una complejidad
considerable de anélisis e interpretacion. Ademads, desde que se produce la transcripcion
de un gen hasta que la proteina alcanza la circulacion sistémica, existe un elevado
niumero de mecanismos de control en diversos puntos de la cadena. Por ejemplo el
control epigenético, alteraciones en el transporte de las proteinas, la secrecion paracrina
de las mismas, mecanismos de control de secrecion sistémica e incluso la vida media de
las proteinas. Es por todo lo expuesto el por qué existen pocos estudios llevados a cabo
con esta metodologia y enfatiza la importancia de los resultados obtenidos de nuestro

trabajo '%,

En segundo lugar, contintan por dilucidarse en nuevas lineas de trabajo futuras,
el papel de los polimorfismos en los genes que codifican para marcadores inflamatorios.
Es posible que los polimorfismos de la PCR tengan relacion con los resultados
obtenidos. Actualmente existen numerosos polimorfismos de la PCR descritos, muchos
de ellos con relevancia clinica. Por ejemplo, el polimorfismo rs1205 estd relacionado
con la EPOC, ejerciendo un efecto protector sobre la funcion pulmonar y mostrando una

relacion inversa con el nivel de PCR en suero ',

Aunque el estudio de los
polimorfismos de la PCR estd fuera de los objetivos de este trabajo, seria interesante
realizar un andlisis de los principales polimorfismos con relevancia clinica en nuestra
poblacion. Recientemente se ha demostrado que polimorfismos del gen para PCR no
predicen el desarrollo subsecuente de la EPOC '®. Asi, la elevacion de la PCR sérica

169,170

podria ser influenciada por la enfermedad en si misma o por factores relacionados

con ella, como su gravedad o la presencia de comorbilidades.

Por ultimo, numerosos RFA (incluyendo PCR y AAS) pueden ser sintetizados
en el higado, otra fuente potencial de inflamacién sistémica en la EPOC que

investigamos en un segundo tiempo en este trabajo.
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Por todo ello, una primera conclusiéon de nuestro estudio indica que la carga
inflamatoria de la EPOC parece ser mayor en el pulmdén en comparaciéon con la
circulacion periférica. En particular, no se observaron asociaciones entre la expresion de
RFA pulmonares y sus niveles plasmaticos circulantes, por lo que la fuga de proteinas

inflamatorias de los pulmones a la corriente sanguinea parece poco probable.

En un segundo tiempo, hemos estudiado la via patogénica de la inflamacion
sistémica en la EPOC en dos tipos celulares claves en la patogenia de la enfermedad
como son las células epiteliales y los fibroblastos pulmonares, comparandola con la

sintesis fisiologica a nivel hepatico.

El higado se ha considerado tradicionalmente la principal sintesis de PCR y
AAS en humanos bajo el estimulo de citoquinas (particularmente IL-1, IL-6, TNFa),
como respuesta ante un dafio externo. Tanto PCR como la AAS estan presentes, pero en
niveles bastante bajos, en la sangre de individuos sanos. Sin embargo, sus niveles
pueden aumentar hasta 1000 veces en 24 horas como respuesta de fase aguda,
reflejando en gran medida la sintesis de novo en el higado. De los resultados obtenidos,
podemos afirmar que el higado no es el Unico responsable en la sintesis de RFA, sino
que el pulmodn es también capaz de realizar esta sintesis. Sin embargo no disponemos de
ningun estudio que realice una comparacion de la produccion pulmonar con la
produccion hepatica, con objeto de determinar la contribucion de cada uno a la

inflamacion sistémica.

Las células pulmonares empleadas procedian de lineas comerciales de sujetos
con EPOC, compardndola con la sintesis a nivel hepatico. A nivel hepatico, en primer
lugar, empleamos hepatocitos procedentes de pacientes con hepatocarcinomas, factor
limitante que puede relacionarse con el mayor nivel de inflamacion obtenido a nivel de
hepatocitos con enfermedad y en segundo lugar hepatocitos sanos, eliminando ese

factor limitante en este segundo grupo celular.

Centrandonos en la expresion a nivel pulmonar, nuestros resultados muestran
una gran variabilidad en la expresion de PCR y AAS entre los distintos tipos celulares,
destacando la mayor expresion para los tres tipos de AAS por parte de los fibroblastos
frente a las células epiteliales, lo que daria un mayor protagonismo al papel de estas

células en la respuesta inflamatoria. El estudio de estos grupos celulares en la patogenia
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de la EPOC se ha estudiado previamente en diversos trabajos. Estudios sobre biopsias
bronquiales identifican a las células epiteliales como componentes del proceso

171

inflamatorio ', afladiendo que esta relacion estd asociada a la intensidad del

tabaquismo '

. Por otro lado, los fibroblastos intervienen en la patogenia de la EPOC,
especialmente en la afectacion bronquiolar de la via aérea fina, en la que se ha
demostrado una proliferacion peribronquiolar, que resulta ser el factor mas limitante en

3 Los fibroblastos son las

la génesis de la obstruccion crénica al flujo aéreo
principales células responsables en la produccién y mantenimiento de la matriz
extracelular en el pulmén. Por tanto, la alteracion en la capacidad funcional de estos
fibroblastos puede desempefar un papel relevante en la patogénesis del enfisema
pulmonar, que se traduce en una desestructuracion del tejido. Recientemente se ha
sugerido una comunicacion disfuncional del epitelio-fibroblasto a través de la liberacion
de mediadores que juegan un papel clave en la inflamacion crénica y los procesos de
remodelacion en la EPOC ', Este ultimo estudio demuestra a través de la produccion
de IL-1a derivada de las células epiteliales pulmonares estimuladas en co-cultivo con
fibroblastos pulmonares, la induccion de un fenotipo de fibroblasto pulmonar

proinflamatorio que se ve reforzado aun mas con la exposicion al humo del tabaco en la

EPOC.

Centrandonos en la expresion de RFA en el higado, en un primer momento
empleamos hepatocitos procedentes de lineas celulares de pacientes con
hepatocarcinoma (HEP3B). El vinculo entre diversos RFA y el mayor riesgo de
desarrollar varios cénceres humanos se ha ilustrado claramente en muchos estudios
epidemioldgicos '”°. Estudios recientes no solo confirman una mayor expresion de AAS
en el suero de pacientes con hepatocarcinoma en comparacidon con pacientes con
lesiones benignas o sin enfermedad, si no que observan una asociacion significativa
entre las concentraciones elevadas de este biomarcador y la reduccion de la

: . S 1 f i 176
supervivencia global, lo que determinaria su utilidad como marcador pronéstico'”.

Varios estudios han subrayado el papel del AAS en la carcinogénesis,
aparentemente debido a su capacidad para interactuar con la matriz extracelular, que

tiene una gran influencia en la iniciacion y el desarrollo del tumor. Los niveles séricos

164,177,178, 17

de AAS aumentaron en pacientes con CP cancer de prostata ', carcinoma

180 . 4 181 r . . :
colorrectal " y carcinoma de células renales ° . Ademas, estudios previos propusieron
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una correlacion directa entre las concentraciones de AAS y la etapa del tumor en la que
se encontr6 un mayor porcentaje de niveles elevados de AAS en pacientes con
enfermedad més avanzada ', Ademas, estudios epidemiolégicos recientes, incluso
sugieren que los niveles elevados de AAS circulantes pueden estar relacionados con un

. , . s - 183,184
mayor riesgo de cancer futuro en individuos aparentemente sanos .

La PCR también desempefia un papel clave en una amplia gama de procesos
inflamatorios y desarrollo de tumores. A nivel hepatico, diversos estudios demuestran
también que el nivel elevado de PCR preoperatoria es indicador predictivo
independiente y significativo de mal prondstico y recurrencia temprana en pacientes con

. 185,186
hepatocarcinoma ™.

En nuestro trabajo encontramos, una mayor expresion génica para PCR y todos
los subtipos de AAS en el grupo de hepatocitos con hepatocarcinoma (HEP3B) frente a
hepatocitos sanos (CRL2706), destacando una mayor expresion de AAS1 y AAS2 de
forma significativa en este grupo de hepatocitos frente al resto de tipos celulares
estudiados. Sin embargo, existe un factor limitante importante al utilizar este grupo
celular, que puede relacionarse con el mayor nivel de inflamaciéon obtenido a nivel de
hepatocitos con enfermedad, no mostrando asi la verdadera sintesis fisiologica a nivel

hepatico presente en nuestros pacientes con EPOC.

Por ello en un segundo tiempo empleamos hepatocitos sanos, eliminando ese
factor limitante en este segundo grupo celular. Cuando comparamos la expresion génica
a nivel pulmonar con la sintesis fisiologica a nivel hepatico, vemos que la expresion
génica a nivel pulmonar, en células epiteliales y fibroblastos, es significativamente
mayor a nivel de todos los marcadores inflamatorios en comparacion con los
hepatocitos sanos (CRL2706). Sin embargo, a este nivel no pudieron compararse las
concentraciones plasmaticas frente al grupo de hepatocitos sanos, al presentarse

dificultades por lento crecimiento en esta linea celular.

Se deben tener en cuenta algunas limitaciones para los estudios realizados a
nivel de cultivos celulares como el nuestro, a la hora de evaluar la relacion potencial y
reflejar completamente la situacion in vivo. Nuestro equipo cuenta con una amplia
experiencia en el cultivo celular, tanto en lineas comerciales como de cultivo primario

procedentes de muestras humanas. Sin embargo, las limitaciones que surgen ante este
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tipo de estudios in vitro son especialmente debidas los problemas de mantenimiento de
las lineas celulares. Ademads, la mayoria de los estudios disponibles son pequeios en
tamano y alcance y, como tales, pueden haber carecido por si mismos de suficiente
poder estadistico para abordar este problema de manera adecuada. Esto es importante a
tener en consideracion, ya que se observa una marcada heterogeneidad de la respuesta
inflamatoria sistémica, tanto a nivel de pacientes como de las proteinas. Varios
biomarcadores de inflamacion se caracterizan por una distribucion asimétrica y
muestran una considerable variabilidad analitica.'” Ademas la presencia de una
determinada carga inflamatoria sistémica debe interpretarse con cautela debido a su

gran variabilidad interindividual entre pacientes.

Por otro lado, no podemos descartar el papel que juegan otros tipos de células
pulmonares menos estudiados en la sintesis de inflamacion en la EPOC. En este sentido,
nuestro grupo estudia el papel de las células dendriticas en la patogenia de la EPOC '/,
tema actual de debate, ya que las investigaciones en humanos, animales e in vitro

: . : 188,189
arrojan resultados contradictorios

. Las células dendriticas parecen ser una agente
clave en la modulacion de la respuesta inmune y podrian tener un papel relevante en la
patogenia de la enfermedad. Nuestros resultados confirman los resultados anteriores del

190
1

trabajo de Stoll et al . al mostrar que el humo del tabaco es el principal determinante

en la falta de maduracion de las células dendriticas en el pulmon.

Nuestros ultimos resultados a nivel hepatico provienen de modelos celulares de
sujetos sanos, con idea de explorar el comportamiento fisioldgico. Sin embargo,
debemos reproducir este estudio en pacientes con EPOC, para determinar si el
comportamiento del tejido hepatico de estos pacientes se comporta de manera similar, y
si esta expresion de biomarcadores a nivel pulmonar es independiente o no de la sintesis
fisiologica hepatica, contribuyendo a aclarar el origen de esta inflamacion sistémica en
la EPOC. Por este motivo, nuestro grupo ha iniciado un nuevo proyecto de
investigacion para tratar de dilucidar el papel de las células hepaticas en este contexto
clinico. La poblacion a estudio seran pacientes EPOC y fumadores o exfumadores con
un consumo acumulado de >10 paquetes-afio sin la enfermedad, sometidos a biopsia
hepatica para estudio de cirrosis hepatica y aquellos sometidos a biopsia hepéatica por
transaminasemia elevada. Este segundo grupo nos servira como control de las posibles

alteraciones que puedan tener los pacientes cirroticos.
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En definitiva, los conocimientos actuales de los distintos mecanismos que
subyacen a la inflamacion de la EPOC estan aumentando significativamente en los
ultimos afos, pero sigue lejos de ser completa. Se necesitan mas estudios para
identificar las posibles fuentes sistémicas de moléculas proinflamatorias en pacientes
con EPOC. El interés por identificar nuevos biomarcadores prondsticos inflamatorios de
la EPOC tiene como objetivo final, dilucidar el nexo de union entre la EPOC y la
afectacion sistémica de la misma y ofrecer y mejorar nuevos enfoques terapéuticos a

medida .
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Conclusiones

PRIMERA. Mediante el analisis de expresion génica de RFA mayores hemos
demostrado que esta sintesis es mas marcada en pacientes con EPOC que en fumadores

sin la enfermedad.

SEGUNDA. De acuerdo con la metodologia empleada se constata que el
parénquima pulmonar es la principal fuente de RFA en pacientes con EPOC en

comparacion con arteria pulmonar y la circulacion periférica.

TERCERA. No se observan asociaciones entre la expresion de RFA pulmonares
y sus niveles en plasma circulante, por lo que la fuga de proteinas inflamatorias de los

pulmones a la corriente sanguinea es poco probable.

CUARTA. El higado no es el tnico responsable en la sintesis de PCR y AAS,

sino que el pulmon es también capaz de realizar esta sintesis.

QUINTA. Destaca la expresion a nivel pulmonar por parte de fibroblastos, lo

que daria un mayor protagonismo al papel de estas células en la respuesta inflamatoria.

SEXTA. El estudio de cultivos celulares aporta poblaciones celulares aptas para

el estudio de la sintesis de biomarcadores, con las limitaciones comentadas.
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SEPTIMA. El estudio comparativo entre las células pulmonares y los
hepatocitos muestra una mayor expresion para determinados RFA por parte del pulmoén

en comparacion con la sintesis fisiologica a nivel hepatico.

OCTAVA. Son necesarios futuros estudios que corroboren los resultados
encontrados a nivel de cultivos celulares, permitiéndonos determinar si el
comportamiento del tejido hepatico en los pacientes con EPOC se comporta de manera

similar.
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I. Consentimiento informado
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Consentimiento informado.

Yo,

He leido la hoja de informacion que se me ha entregado.
He podido hacer preguntas sobre el estudio.
He recibido suficiente informacion sobre el estudio.

He hablado con el Dr.

Comprendo que mi participacion es voluntaria.
Comprendo que puedo retirarme del estudio:
-Cuando quiera.

-Sin tener que dar explicaciones.

-Sin que esto repercuta en mis cuidados médicos.

Presto libremente mi conformidad para participar en el estudio.

Sevilla, a de de

Firma del participante o su representante legal.
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Anexo L. Consentimiento informado.

Hoja de informacion al paciente.

Estimado paciente:

Proximamente, Ud. va a ser intervenido en el quiréfano por un problema de
salud relacionado con su aparato respiratorio. Durante la intervencion se le quitara parte
de un pulmoén. Esta parte quitada ird al laboratorio del hospital donde se procedera a
realizar cuantos andlisis sean necesarios segin la naturaleza del proceso que Ud.

padezca.

Actualmente, estamos llevando a cabo un proyecto de investigacion con objeto
de determinar algunos mecanismos inflamatorios en pacientes con enfermedades

pulmonares como la suya. Por este motivo, le pedimos su colaboracién en este proyecto.

Este estudio ha obtenido la aprobacién del Comité Etico del Hospital
Universitario Virgen del Rocio y en €l se respetaran las recomendaciones éticas
internacionales para estudio con seres humanos (Declaracion de Helsinki). El objetivo
de este proyecto es estudiar si algunas moléculas inflamatorias, llamadas reactantes de

fase aguda, son producidas por el aparato respiratorio.

Durante su participacion en el estudio serd necesario realizarle una analitica de
sangre adicional, una medicién de la composicion corporal y una prueba de marcha
andando durante 6 minutos. Ademads, precisamos es su consentimiento para poder
realizar alguna prueba mds a la pieza anatomica que le sea extraida durante la
intervencion. Es importante que sepa que bajo ningun concepto se le extraera mayor
cantidad de tejido de la que sea estrictamente necesaria por su intervencion. En caso de
que la muestra obtenida no sea satisfactoria para el objetivo de este trabajo, no lo
incluiremos en el estudio, pero en ninglin caso se tomardn muestras afladidas para este

trabajo.

Los beneficios que se derivardn de este estudio serdn un mayor conocimiento de
los mecanismos que subyacen en la inflamacidon pulmonar y que son responsables de

algunas enfermedades pulmonares y de sus repercusiones en el resto del organismo.
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Debe saber que Ud. no obtendra beneficio alguno por su participacion en este
estudio y que su participacion en el proyecto es altruista, por lo que no recibird ninguna
compensacion econdémica ni de ningun otro tipo por su colaboraciéon. Ademas, su
colaboracion es completamente voluntaria, lo que significa que podrd retirar su
consentimiento y dejar de participar en el estudio en cualquier momento, sin que por
ello se altere la relacion con el equipo médico que le atiende ni se produzca perjuicio

alguno en su tratamiento.

Sus datos personales como participante del estudio se mantendran bajo estricta
confidencialidad (Ley Organica 15/1999, de proteccion de datos de caracter personal) y
solo el investigador principal del proyecto tendrd acceso a ellos. Las muestras
bioldgicas relacionadas con su caso estaran numeradas con un codigo para garantizar la
confidencialidad de la muestra. El investigador principal so6lo utilizard sus datos
personales Unicamente para localizarle en caso de que surja alguna eventualidad

relacionada con el proyecto.

Si tiene dudas sobre esta investigacion puede contactar con el investigador

principal del proyecto, Dr. Lopez-Campos, en el teléfono 955013166.
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II. Cuadernos de recogida de datos (CRD)

- 125 -



[] Grupo EPOC fumador. [] Grupo EPOC exfumador.

[] Grupo sano fumador. [_] Grupo sano no fumador.

Codigo muestra bronquio (iniciales/fecha_intervencion-B):

Codigo muestra parénquima (iniciales/fecha_intervencion-P):

Nombre:

NHC:

[ ] Metido en base de datos. Fecha:
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Grupo de estudio y criterios de inclusion / exclusion.

Grupo de estudio.

[] Grupo EPOC fumador. [] Grupo EPOC exfumador.
[] Grupo sano fumador. [_] Grupo sano no fumador.

Criterios de inclusion.

Si

No

Criterio

]

L]

Edad > 40 afios.

L]

Estabilidad clinica durante los dos meses previos.

L

Capacidad para completar los cuestionarios y estudios complementarios.

L]

No contraindicaciones para los estudios.

L]
L]
L]
L]

L]

En lista de espera para cirugia de reseccién pulmonar.

En caso de que alguno de los anteriores sea negativo, el paciente no podré entrar en el estudio.

Criterios de exclusion.

Si

No

Criterio

Negativa del paciente a participar en el estudio.

Asistencia en cualquier servicio de urgencias, visita no programada u hospitalizacion por
causa respiratoria en los 2 meses previos.

Inmunosupresion

<40 anos.

Contraindicacién para la cirugia.

Tiempo desde el inicio de la intervencion hasta la obtencion de la pieza quirargica > 2
horas.

En caso de que alguno de los anteriores sea afirmativo, el paciente no podra entrar en el estudio.

Protocolo.

Los dias previos a la intervencion:

Firmar consentimiento informado.

Aplicar criterios de inclusion y exclusion.

Recoger datos clinicos

Recoger espirometria.

Recoger gasometria.

Solicitar test de marcha de 6 minutos al gimnasio (tel: 312215).

Solicitar bioimpedancia al gimnasio (tel: 312215).

Solicitar analitica completa con bioquimica, hemograma, VSG y sello de RFA.

El dia de la intervencion:

Avisar al laboratorio de investigacion para que acuda el bidlogo a recoger las muestras.
Medir el tiempo de intervencion.

Tomar las medidas de las piezas que se extraigan para el laboratorio.

Entregar CRD al investigador principal del proyecto.
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III. Indice Charlson-edad
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INDICE DE CHARLSON

IAM. 0.&'\1 0 1 I.:'Sl
Insuficiencia cardiaca congestiva 0. No 1. S
' [ [
Enfermedad vascular periférica. O'IZI\|IO lﬁ ! Cual:
Enfermedad cerebrovascular. O'EI\|IO 15 !
Demencia 0. No 1S
' [ [
Enfermedad respiratoria cronica. O'IZI\|IO 15 ! Cual:
Enfermedad del tejido conectivo. O'EI\|IO 15 ! Cual:
Enfermedad ulcerosa gastro-duodenal. O'EI\|IO 15 !
Hemiplejia 0. No 2. 8
[ [
Leucemia 0. No 2. 8
[ [
Linfoma maligno 0. No 2.8
[ [
Enfermedad hepatica O.EI\|I 0 1. |L:|eve 3. Modera|%|a — Severa
. 0. No 1', Sin afectgcmn 2. Con afectacion 6rganos Diana
Diabetes ] organos Diana
[
Enfermedad renal 0. No 0. Leve 2. Moderada — Severa
[ [ [
SIDA 0.&'\1 0 6|.:|81
. 1 0.No | 2 .Sin metastasis 6. Con metastasis
Tumor maligno s6lido N

Indice de Charlson. Definiciones.

Angina. Pacientes con angina crdnica de ejercicio (angina estable), aquellos con by-pass aorto-
coronario y los ingresados con angina inestable.

TAM. Pacientes con uno o varios episodios de IAM probables o demostrados (al menos dos
criterios: ECG y enzimas).

Insuficiencia cardiaca congestiva. Pacientes con disnea con el esfuerzo o disnea paroxistica
nocturna que han respondido (sintomdaticamente o por exploraciéon fisica) a tratamiento con
diuréticos, digitalicos o agentes reductores de la postcarga. No se incluyen a pacientes que estén
en tratamiento pero que no se hayan objetivado respuesta a los mismos.

Arritmia. Incluye:
* Pacientes con FA o flutter auricular cronicos,
* sindrome del seno enfermo
* arritmias ventriculares que requieran tratamiento cronico.
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Cardiopatia valvular. Incluye:
* Pacientes con una estenosis o insuficiencia valvular adrtica o mitral
hemodindmicamente significativa.
* Pacientes con protesis valvulares adrtica o mitral,
* prolapso valvular mitral sintomatico,
* hipertrofia septal asimétrica que requiera tratamiento
* insuficiencia tricuspidea.

Enfermedad vascular periférica. Incluye:
* Pacientes con claudicacion intermitente.
* Pacientes con by-pass femoral por insuficiencia arterial.
* Pacientes con episodios de gangrena o insuficiencia arterial aguda.
* Aneurisma no tratado de aorta toracica o abdominal de 6 o mas centrimetros.

Hipertensién. Incluyen:
e Pacientes con TAD > 120 mmHg.
* Pacientes con TAD entre 100 — 120 mmHg.
* Pacientes con TAD < 100 e hipertensos bien controlados.

Enfermedad cerebrovascular. Incluye a pacientes con historia de accidentes cerebrovasculares
con lesiones residuales minimas o ausentes asi como AIT.

Paralisis. Incluye pacientes con hemiplejia o paraplejia como resultado de un accidente cerebro
vascular u otras enfermedades.

Demencia. Pacientes con déficit cognitivo cronico.

Otras enfermedades neurolégicas. Incluye:
* Enfermedad de Parkinson.
* Epilepsia no controlada.
* Sincope de causa no filiada.

Enfermedad pulmonar. Incluye:

* Leve. Pacientes disneicos con actividad fisica moderada sin tratamiento o disneicos
solo durante las crisis (asma).

* Moderada. Pacientes disneicos con actividad fisica pequefia con o sin tratamiento y
aquellos disneicos con actividad moderada a pesar de tratamiento.

* Severa. Pacientes con disnea de reposo a pesar de tratamiento, pacientes que requieran
oxigeno de manera constante, pacientes con retencion de carbdnico y aquellos con PO2
< 60 mmHg (50 Torr).

Diabetes. Incluye:
* Severa. Pacientes con afectacion de érganos diana (retinopatia, nefropatia o
neuropatia).
* Moderada. Pacientes con hospitalizaciones por cetoacidosis, coma hiperosmolar, que
requieran hospitalizaciones para control de la diabetes y diabetes juveniles o brittle.
* Leve. Todo el resto de diabetes que se tratan con insulina y/o ADO, pero no sélo con
dieta.

Otros trastornos endocrinos. Hipopituitarismo, insuficiencia adrenal y acidosis recurrente.

Enfermedad renal. Incluye:
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* Severa: pacientes en dialisis o trasplantados o con uremia.
* Moderada: creatinina > 3 mgr/dL.
* Leve: creatinina 2 — 3 mgr/dL.

Enfermedad hepatica. Incluye:
* Severa: cirrosis con hipertension portal y antecedentes de sangrado por varices (con las
tres).
* Moderada: cirrosis con hipertension portal pero sin antecedentes de sangrado por
varices.
* Leve: cirrosis sin hipertension portal o hepatitis cronica.

Enfermedad inflamatoria intestinal. Pacientes con colitis ulcerosa o enteritis regional.

Enfermedad ulcerosa péptica. Pacientes que han precisado tratamiento para ulcera,
incluyendo a los que han sangrado.

Sangrado gastrointestinal. Pacientes que han tenido un episodio de sangrado gastrointestinal
con necesidad de transfusion por causas distintas a la enfermedad ulcerosa péptica.

SIDA. Pacientes con SIDA demostrado o probable.

Linfoma. Pacientes con Hodgkin, linfosarcoma, macroglobulinemis de Waldestrom, mieloma y
otros linfomas.

Leucemias. Pacientes con leucemia aguda o cronica, mieloide o linfoide y policitemia vera.
Cancer metastasico. Incluyendo mama, pulmon, colon y otros tumores sélidos.

Tumores. Pacientes con tumores soélidos sin evidencia de metastasis con inicio de tratamiento
en los 5 afios previos, incluyendo mama, pulmon, colon y otros tumores so6lidos.

Enfermedad reumatoldgica. Pacientes con LES, polimiositis, EMTC, polimialgia reumatica y
artritis reumatoide moderada-severa.

Coagulopatias. Pacientes con anticoagulantes circulantes u otras coagulopatias.
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