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El trabajo presentado en esta tesis doctoral sobre biomarcadores profibréticos en la
enfermedad pulmonar intersticial difusa, forma parte de un proyecto de investigaciéon
principal denominado Biomarcadores en enfermedad pulmonar intersticial difusa, el cual
ha dado lugar previamente a la tesis doctoral titulada Biomarcadores en las enfermedades
pulmonares intersticiales difusas (1) defendida en el afio 2017. La presente tesis doctoral
es por tanto un estudio complementario a la anterior tesis, con la que comparte la

poblacion y las muestras analizadas.

RESUMEN TESIS

Las enfermedades pulmonares intersticiales difusas (EPID) conforman un grupo
heterogéneo de patologias que afectan de forma predominante al parénquima pulmonar
compartiendo similares caracteristicas etiopatogénicas, clinicas, radiolégicas vy
funcionales, lo que hace compleja su clasificacion, la cual se encuentra en constante
actualizacién y revisién para un correcto diagndstico. En las ultimas décadas se han
publicado estudios que han ayudado a entender mejor los procesos moleculares
involucrados en las EPID, especialmente en fibrosis pulmonar idiopatica, sin embargo,
ninguno de ellos ha podido explicar totalmente los complejos mecanismos inherentes a
esta patologia ni encontrar moléculas o marcadores que definitivamente la identifiquen y
permitan un seguimiento de los pacientes. La fibrosis, caracteristica de estos procesos, se
asocia a una alteracion en la matriz extracelular (ECM), lo que sugiere que los factores
implicados en su remodelacién y la reparacion del dafio tisular podrian considerarse
biomarcadores para la EPID. Estos marcadores mejorarian en gran medida el diagndstico
y el seguimiento de los pacientes mediante técnicas menos invasivas, mas faciles de
realizar y de menor coste de las que actualmente se disponen. Seria igualmente deseable
que estos marcadores ayudasen a establecer y monitorizar estrategias terapéuticas en las

entidades patoldgicas incluidas en las EPID.



En este trabajo se realizé un estudio unicéntrico consistente en la medicion de los
niveles en suero de mediadores profibréticos en pacientes diagnosticados de EPID en el
servicio de Neumologia del Hospital Universitario Virgen de la Victoria, comparado con los
niveles encontrados en voluntarios sanos. Su objetivo fue determinar la validez de estos

mediadores implicados en la remodelacién de la ECM como biomarcadores para EPID.

Los niveles de SP-A, SP-D, LPA, RLPA1, ATX y TGF-beta en suero se llevo a cabo a
través de ensayos por inmunoabsorcién ligado a enzimas, o técnica ELISA, cuantitativos
tipo sandwich. Se realizaron calculos estadisticos de tendencia central y de dispersion
para variables cuantitativas, y se expreso la frecuencia absoluta y el porcentaje para
variables cualitativas. Para identificar el poder discriminatorio de los diferentes mediadores
se aplicaron curvas ROC vy el indice de Youden para determinar el mejor punto de corte
para el diagnéstico. Se requirié una significancia del 5% (p <0,05) para considerar una

diferencia estadisticamente significativa.

Los valores séricos de los factores estudiados en los pacientes con EPID, se
encuentran aumentados al compararlos con los valores encontrados en individuos sanos,
con la excepcion de SP-D. Los analisis de las curvas ROC permiten considerar a TGF-
beta, LPA y su cociente como potenciales biomarcadores diagndsticos para esta
enfermedad. Ademas, la modificacion en los niveles séricos de estos dos biomarcadores
podria también ayudar a la eleccion de un determinado tratamiento dirigido y/o a la
monitorizaciéon de su respuesta, principalmente en el contexto de las nuevas terapias

antifibréticas relacionadas con la inhibicion del eje ATX/ LPA y TGF-beta.



1. INTRODUCCION

DEFINICION

Las enfermedades pulmonares intersticiales difusas (EPID) conforman un grupo
heterogéneo de patologias que afectan de forma predominante al parénquima pulmonar (2).
Donde aparece el dafo en primer lugar es en el intersticio, comprendiendo éste el espacio
entre el epitelio y la membrana basal del endotelio. La alteraciones presentes se caracterizan
por una infiltracion de materia tanto celular como no celular a nivel del parénquima pulmonar
y puede afectar también a los espacios alveolares, endotelio capilar y vias aéreas distales
(3). Las EPID comparten similares caracteristicas etiopatogénicas, clinicas, radioldgicas y
funcionales, lo que hace compleja su clasificacion, que se encuentra en constante

actualizacion y revision para un correcto diagnéstico (4).

EPIDEMIOLOGIA

Los datos epidemioldgicos son escasos dadas las dificultades para obtener un
diagnostico especifico en estas patologias poco frecuentes (5). Hay registros realizados en
diversos paises europeos, recogidos en publicaciones de la European Respiratory Society
(ERS), entre ellos Espafia. En muchos casos estos registros no son representativos de la
poblacion real de pacientes o de la incidencia y prevalencia globales, pero permiten
comparar frecuencias relativas entre las diferentes EPID. Las mas frecuentes son la fibrosis
pulmonar idiopatica (FPI) y la sarcoidosis, que comprenden aproximadamente el 50% de la
patologia.

La tasa de prevalencia de las EPID en Espafia es de 8,5 casos/100.000 habitantes.
La Sociedad Espariola de Neumologia y Cirugia Toracica (SEPAR) realiz6é un registro entre
los afios 2000-01, con un posterior estudio (Grupo EPID) en 2004, siendo la patologia mas

frecuente la FPI con una incidencia de 1,6 casos/100.000 habitantes/ano. A nivel
7



autonémico, el estudio REINA realizado en Andalucia entre los afios 1998-2000 estimo la
incidencia de EPID en 7,2 casos/100.000 habitantes/ano (6) (7).

En cuanto a la distribucién por edad y sexo, la FPI y las neumopatias inducidas por
farmacos tienen una mayor prevalencia en sujetos de edad avanzada (8). La sarcoidosis
predomina en adultos jovenes de ambos sexos y mujeres de mediana edad. La FPI, la
alveolitis por hipersensibilidad y las neumoconiosis son mas frecuentes en hombres,
mientras que la sarcoidosis y las asociadas a conectivopatias lo son en mujeres (9).

La informacién disponible en lo referente a la mortalidad en las EPID es bastante
deficiente y limitada debido a diversos motivos, entre ellos las diversas clasificaciones
usadas en las bases de datos, la poca exactitud de los datos de incidencia y prevalencia de
las patologias o la falta de informacién en cuanto a la contribucién directa de las EPID en el
fallecimiento de los pacientes (8). En los datos disponibles por parte de la Organizacién
Mundial de la Salud (OMS), Espafa se encuentra dentro del grupo de paises con una tasa
de mortalidad estandarizada por edad debida a EPID mayor al 2,5/100.000 habitantes (9),

siendo la FPI y otras formas de alveolitis fibrosante las de mayor mortalidad.

CLASIFICACION Y ETIOLOGIA

La clasificacion de las EPID vigente actualmente se basa en los consensos
elaborados por la American Thoracic Society (ATS) y la European Respiratory Society (ERS)
en el ano 2002 (10), revisada posteriormente en su actualizaciéon del ano 2013 (11) con el
objetivo de aunar términos y criterios diagnosticos. En este sentido, el gold standard,
tradicionalmente otorgado al diagndstico histologico, ha sido reemplazado por un abordaje
multidisciplinar, herramienta para una aproximacion dinamica e integradora de estas
patologias para alcanzar un diagnéstico definitivo.

Esta nueva clasificacion divide a las EPID en cuatro grupos (tabla 1) (11): a) de causa
conocida o asociada, b) neumopatias intersticiales granulomatosas, c) entidades con

histologia propia, y d) neumonias intersticiales de causa desconocida o idiopaticas. Siendo



las patologias mas importantes la sarcoidosis, la FPI, la alveolitis extrinseca, la enfermedad

pulmonar intersticial asociada a colagenopatias,

neumoconiosis.

las inducidas por farmacos y las

De causa conocida o asociada

Asociadas a enfermedades del colageno
Neumoconiosis

Inducida por farmacos y radioterapia
Neumonitis por hipersensibilidad
Asociadas a enfermedades hereditarias

Neumopatias intersticiales granulomatosas

= Sarcoidosis
= Secundarias a micobacterias u hongos

Enfermedades con histologia propia y otras enfermedades no bien definidas

Proteinosis alveolar

Microlitiasis alveolar
Linfangioleiomiomatosis

Eosinofilias pulmonares

Histiocitosis de células de Langerhans
Amiloidosis

EPID no clasificada

Neumonias intersticiales idiopaticas (NII)

PRINCIPALES NIl
Fibrosantes crénicas
=  Fibrosis pulmonar idiopatica (FPI)
= Neumonia intersticial no especifica (NINE)

Relacionadas con el tabaco

= Neumonia intersticial descamativa (NID)

Agudas/ subagudas
= Neumonia organizada criptogenética (NOC)
= Neumonia intersticial aguda (NIA)

NIl RARAS
= Neumonia intersticial linfoide (NIL)

NIl NO CLASIFICABLES
Neumonia organizada aguda fibrosante

=  Bronquiolitis respiratoria con enfermedad pulmonar intersticial difusa (BIR-EPID)

= Fibroelastosis pleuroparenquimatosa idiopatica (FEPPI)

Tabla 1: Clasificacion de las enfermedades pulmonares intersticiales difusas (EPID).

Modificada de Rodriguez Portal et al. (12)



La causa subyacente a la aparicién de una EPID es desconocida hasta en el 65% de
los pacientes (9). Existe, sin embargo, un aumento de la evidencia en cuanto a la
participacion de factores exdgenos en la patogenia de estas enfermedades. Es el caso de la
exposicion elevada a metales (cobre, plomo y acero) y polvo de madera, que produce un
aumento del riesgo para FPI.

Las existencia de causas exogenas se identifica hasta en el 35% de los pacientes
con EPID, sobre todo relacionadas con materia organica e inorganica, reacciones a
farmacos e infecciones (9). Actualmente se realizan estudios genéticos centrados en
asociaciones entre determinados fenotipos y loci genéticos conocidos implicados en
procesos de inflamacion y fibrogénesis. Probablemente, con los avances relacionados con el
mapeo del genoma humano y la genémica funcional, se puedan resolver los interrogantes

relacionados con enfermedades complejas como es el caso de la EPID (9).

CLiNICA

Son pocos los signos fisicos que ayudan a distinguir entre las EPID. Los pacientes
suelen referir inicialmente disnea, acompanada de tos y aumento de la misma con el
ejercicio (6). A nivel de la exploracion fisica, es frecuente la presencia de crepitantes a la
auscultacion y acropaquias. Estas ultimas son un hallazgo sugerente de FPI (49-66% de los
pacientes, con una mayor frecuencia en varones), asbestosis (43%), neumonitis por
hipersensibilidad cronica o artritis reumatoide asociada a EPID. Aunque la EPID esta
presente en el 40% de los pacientes con polimiositis/ dermatomiositis, las acropaquias en
este contexto son infrecuentes. Los crepitantes basales tipo “velcro” son caracteristicos de la
FPl (90% de los casos) asi como en fibrosis pulmonar asociada a enfermedades del
colageno y asbestosis (60%). Los crepitantes son menos frecuentes en sarcoidosis y
neumonitis por hipersensibilidad, siendo la auscultacion de sibilancias inspiratorias reflejo de
procesos de bronquiolitis. Los sibilantes pueden indicar también asma asociado a vasculitis

tipo Churg-Strauss o neumonitis eosindfila.
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A nivel sistémico hay que prestar especial atencion a signos especificos que pueden
contribuir al diagndstico diferencial como son presencia de adenopatias, hepatomegalia,
esplenomegalia, uveitis y erupciones cutaneas. La busqueda de signos fisicos de
hipertension pulmonar e insuficiencia ventricular derecha es necesario ya que pueden indicar

presencia de hipoxia en FPI o esclerosis sistémica (13).

DIAGNOSTICO

Como se ha comentado, el diagnostico en EPID requiere un abordaje multidisciplinar
donde ademas de la evolucién clinica del paciente, se tienen en cuenta diversas pruebas
complementarias que se describen a continuacion. El proceso diagnéstico incluye:
Anamnesis

En la aproximacion a los pacientes con EPID es fundamental la realizacién de una
historia clinica completa que incluya las caracteristicas de los primeros sintomas (disnea o
tos generalmente), su progresion, curso clinico y la presencia de comorbilidades como
enfermedades asociadas a tejido conectivo, vasculitis o alteraciones inmunolégicas (por
ejemplo, infeccion por virus de la inmunodeficiencia humana). También deberia registrarse la
exposicion ambiental ya sea ocupacional (trabajos en empresas que operan en el sector de
las infraestructuras, transporte y servicios a ciudades), por consumo de téxicos (cocaina, crack,
heroina) o de tabaco, haciendo especial hincapié en la fecha y duracion de la exposicion, asi
como de la toma de farmacos de forma continuada (amiodarona o nitrofurantoinas como los
implicados con mayor frecuencia). Los antecedentes familiares de patologia tumoral o

enfermedad respiratoria pueden ser relevantes (10).

Exploracién funcional respiratoria

El estudio funcional del paciente con EPID es fundamental como prueba
complementaria para establecer el diagndstico, grado de severidad, prondstico y como

marcador evolutivo en el seguimiento del paciente.
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Las alteraciones secundarias a EPID comprenden: a) disminucién de la
distensibilidad pulmonar y volumenes pulmonares estaticos; b) disminucién de la difusion
pulmonar; c) desequilibrios en la relacion ventilacion/ perfusion (V/Q), ademas de la
existencia de un cortocircuito derecha-izquierda; d) disminucion del tiempo de transito de la
sangre que circula en el lecho capilar pulmonar; y e) alteraciones del intercambio gaseoso
con hipoxemia e incremento del gradiente alveolo-arterial de oxigeno (P(A-a)O,) (6). Por
tanto, la evaluacion funcional del paciente con sospecha de EPID debera incluir
espirometria, determinaciéon de la capacidad de difusién pulmonar del mondéxido de carbono
(TLCO, de sus siglas en inglés transfer factor for lung carbon monoxide), volumenes
pulmonares y oximetria (saturacién de oxigeno en reposo y con ejercicio).

Los resultados de las pruebas de funcién respiratoria (PFR) revelaran en estos
pacientes un patrén restrictivo con una reduccion de la capacidad de difusion. En las etapas
iniciales de la EPID, la unica alteracion manifiesta puede ser una difusion ligeramente
reducida. Patrones obstructivos son pocos frecuentes en EPID, pero pueden aparecer en
sarcoidosis, neumonitis por hipersensibilidad, silicosis, histiocitosis por células de
Langerhans y linfangioleiomiomatosis. En pacientes con una patologia pulmonar obstructiva
previa (como EPOC o enfisema) pueden presentar un patron obstructivo, restrictivo o
volumenes pulmonares normales por los efectos opuestos a nivel de la distensibilidad
pulmonar. En FPI y presencia de enfisema, los volimenes pulmonares pueden ser normales,
pero la capacidad de difusion es baja y suele acontecer en varones fumadores que sufren
mayor grado de disnea y peor prondstico que si solo concurriera FPI o enfisema de forma
aislada.

La gasometria arterial es un complemento muy util sobre todo en paciente con
deterioro funcional moderado a severo y disnea de esfuerzo significativa (3). En la FPIl y la
neumonia intersticial no especifica (NINE), el nivel de TLCO en el momento del diagndstico
es un factor fiable del prondstico en comparacion con otras variables de funcion pulmonar en
reposo. De este modo, un nivel de TLCO menor del 40% indica un grado avanzado de

enfermedad en las neumonias intersticiales idiopaticas. Concretamente en FPI, una caida
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mayor del 10% de la capacidad vital forzada (FVC, de sus siglas en inglés forced vital
capacity) desde la linea basal o de la TLCO mayor del 15% en los primeros 6-12 meses tras
el diagndstico, indica una mayor mortalidad en dichos pacientes.

La presencia de desaturacion en el test de marcha de los 6 minutos en el momento
del diagndstico en FPI, es un factor prondstico muy importante igualmente.

No obstante, se requiere la realizacién de estudios complementarios para concretar el
papel del test de esfuerzo realizado de rutina en el seguimiento de FPI y otras EPID ya que
aportan poco a las PFR en reposo en la evaluacion de la gravedad de dichas patologias

(13).

Biomarcadores y analisis de laboratorio

Numerosas publicaciones hacen referencia a la repercusion del analisis de
marcadores séricos en EPID a nivel diagndstico, prondstico y de respuesta al tratamiento. Se
valoran determinaciones como el numero de eosindfilos, lactato deshidrogenasa sérica
(LDH), niveles de calcemia y calciuria, creatinquinasa, aldolasa, anticuerpos anti-Jo1, factor
reumatoideo, anticuerpo citrulinado, anticuerpos antinucleares (ANAs), anti-antigenos
extraibles de nucleo (ENAs), antitopoisomerasa 1 (Scl 70), anticentrémero (ACA),
anticitoplasma de neutréfilos (ANCAs) o precipitinas séricas (42). Es decir, mediadores
proinflamatorios y profibréticos que se encuentran elevados en suero debido a las
alteraciones en la integridad de la membrana alveolo-intersticial. Hay que tener en cuenta
que la mayor parte de ellos no son especificos de ninguna EPID y estan presentes en otras
patologias, por lo que se necesitan urgentemente biomarcadores especificos. Para FPI se
han propuesto como biomarcadores proteasas (MMP-1, MMP-7), factores de crecimiento
(IGBPs) o quimiquitas (IL-8, CCL18) pero sin llegar a establecerse en la practica clinica (15).
En este sentido, actualmente, se puede considerar como potencial biomarcador para FPI la

lisofosfatidilcolina, precursor del acido lisofosfatidico (LPA) (16).
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Estudio radiolégico

La radiografia de térax sigue siendo hoy en dia el método de elecciéon para una
primera valoracion en paciente con EPID asi como para su seguimiento. Su importancia
radica en que, hasta en un 90% de los casos, los pacientes presentan alteraciones
radiograficas en el momento del diagnostico y la localizacién y extension del patrén
intersticial presente orienta el propio diagndstico. Por ejemplo, la afectacion predominante de
los campos inferiores es frecuente en FPI, NINE y asbestosis mientras que hay mayor
afectaciéon en campos superiores en el caso de la silicosis, sarcoidosis, neumonitis por
hipersensibilidad o granulomatosis de células de Langerhans. Generalmente, los patrones
presentes en EPID son el vidrio deslustrado, el nodulillar, el reticular, el reticulonodulillar y el
panal de abeja (14).

La tomografia axial computerizada de alta resolucion (TACAR) toracica es una
técnica muy valiosa en la deteccion de EPID en paciente con radiografia de térax normal, ya
que es mas sensible en el estudio del intersticio pulmonar. Junto con la clinica de
presentacion, las alteraciones a nivel de TACAR son suficientemente caracteristicas para
evitar la necesidad de toma de un lavado broncoalveolar (LBA) o biopsia pulmonar con
confirmacion histologica. Tal es el caso de la FPI, granulomatosis de células de Langerhans,
asbestosis y linfangioleiomiomatosis, donde los hallazgos de la TACAR son considerados
criterios diagndsticos. Como valor afiadido, esta técnica nos permite seleccionar la
localizacibn mas adecuada para la realizacion de un LBA y la toma de biopsias
transbronquiales y quirdrgicas. Los hallazgos de fibrosis pulmonar en la TACAR incluyen
presencia de reticulacién, distorsion del parénquima pulmonar, hallazgo de bronquiectasias y
bronquiolectasias de traccion y panalizacion (5). El valor de la interpretaciéon de la TACAR
debe estar respaldado por radiélogos con experiencia en dicha técnica y en el seno de un
comité multidisciplinar que ademas incluya a neumélogos y patdlogos (13).

En la tabla 2 se resumen las caracteristicas radioldgicas de las principales EPID.
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Patrones TACAR toracica

FPI Lesiones en panal
Bronquiectasias por tracciéon
Reticulacion periférica

Sarcoidosis Micromodulos periflinfaticos
Patrén reticular
Predominio en LLSS

Enfermedad del colageno Predominio patrén reticular
Afectacion pleural
Bronquiectasias lejos de zonas de panal

Neumonitis Predominio en LLSS
Patron vidrio deslustrado

por hipersensibilidad Nodulos centrolobulillares

Asbestosis Placas pleurales

Engrosamiento pleural

Exposicion a farmacos Prednominio patrén reticular sobre panalizacion
Otras EPID concomitantes

Tabla 2: Caracteristicas radiolégicas de EPID mas frecuentes.

Fibrobroncoscopia

La técnica de la fibrobroncoscopia permite la toma de dos tipos de muestras para
estudio histoldgico en las EPID: el LBA y la biopsia transbronquial (BTB).

Como se acaba de comentar, el LBA no se requiere como necesario para el
diagnostico cuando la clinica y los hallazgos del TACAR son caracteristicos de EPID.
Cuando el diagndstico es incierto, el LBA es orientativo y permite establecer un diagndstico
provisional o diferencial y debe realizarse siempre antes de iniciar un tratamiento. En
algunas situaciones, puede evitar la realizacion de una biopsia pulmonar quirurgica.
Patologias como la neumonitis por hipersensibilidad o la sarcoidosis tienen perfiles celulares
en LBA muy caracteristicos, y en la proteinosis alveolar, granulomatosis de células de
Langerhans o eosinofilias pulmonares su resultado tiene valor diagndstico. La realizacion
seriada de LBA no ha demostrado que aporte informacion relevante en cuanto al prondstico
o respuesta al tratamiento de las EPID. La limitacién principal del LBA es principalmente que
se extrae de una sola region pulmonar por lo que no es representativo de la afectacion
difusa de las EPID. Se esta valorando el uso de técnicas de protedmica para establecer los
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diferentes perfiles de proteinas en LBA que existen en sarcoidosis, FPI y EPID asociada a
esclerosis sistémica. En un futuro podran definirse perfiles especificos para cada EPID (17)
(18).

La BTB mediante broncoscopia tiene utilidad en determinadas EPID donde la
afectaciéon se produce a nivel peribroncovascular como la sarcoidosis, neumonitis por
hipersensibilidad, granulomatosis por células de Langerhans, linfangioleiomiomatosis,
amiloidosis, proteinosis alveolar, neumonia organizada, algunas neumoconiosis y eosinofilia
pulmonar. No es rentable para el diagnostico en el caso de las idiopaticas. Su principal
limitacion, al igual que el LBA, es la escasa representatividad del conjunto de parénquima
pulmonar, por lo que una BTB normal no descarta EPID. Durante la técnica, se deben tomar
entre 4-6 muestras y, si en las pruebas radiologicas se observan infiltrados pulmonares, su
rendimiento se aproxima al 90% (6). En la actualidad se estd usando una técnica
denominada como “criobiopsia” que consiste en la extraccion de muestras de tejido
congelado del arbol bronquial a través de una sonda de frio mediante broncoscopia flexible.
Al parecer se mejora la rentabilidad en el estudio de las muestras obtenidas por dicho
procedimiento y no hay mayores complicaciones en comparacién con el método tradicional.

La evidencia es aun limitada y se precisan mas estudios al respecto (19).

Biopsia pulmonar quirargica

En determinados casos donde es imperioso un diagnostico anatomopatolégico
preciso, se impone la necesidad de realizar una biopsia pulmonar quirurgica. Esta técnica se
realiza mediante abordaje abierto o toracotomia y abordaje videotoracoscopico, conocido
como cirugia videotoracoscopica (CVT) (esta ultima cada vez mas utilizada de eleccion si el
paciente no tiene contraindicacion) (5).

Con la ayuda de la realizacion de un TACAR preoperatorio, se puede decidir cual es
la mejor localizacion para la toma de la biopsia (zonas que contengan areas afectadas del
parénquima y sanas). No se ha demostrado que existan diferencias entre la toma de una o

varias muestras para el aumento de la rentabilidad de la técnica (20).
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El proceso puede realizarse bajo anestesia general, regional o local, o bajo sedacion.
Cada vez es mas corta la estancia que requiere el paciente para este tipo de intervencion,
enmarcandose la técnica dentro de un programa de cirugia mayor ambulatoria en algunos

centros.

TIPOS DE ENFERMEDAD PULMONAR INTERSTICIAL

Este apartado pretende ampliar informacién referente a las tres EPID principales en
las que se centra el presente estudio: fibrosis pulmonar idiopatica, neumonia intersticial no

especifica (NINE) y EPID asociadas a conectivopatias (EPID-CTD).

Fibrosis Pulmonar Idiopatica

La FPI se define como una forma especifica de neumonia intersticial fibrosante
croénica de causa desconocida, que afecta generalmente a adultos mayores, limitada a los
pulmones, y asociada al patrén radiologico y/o histolégico de la Neumonia Intersticial Usual
(NIU) (21). Es la EPID mas frecuente y su etiologia, aunque desconocida, se cree
relacionada con diversas agresiones exégenas sobre una susceptibilidad genética (22).

En Espana, la incidencia varia entre 4,6-7,4 /100.000 habitantes, y se estima su
prevalencia en 20 casos/100.000 habitantes/afio en varones y de 13 casos/100.000
habitantes/afio en mujeres; sin observarse diferencias significativas de dichas cifras a nivel
de Andalucia (7) (8). No se han realizado hasta el momento nuevos estudios en Espana
utilizando los criterios del consenso internacional ATS/ERS/JRS/ALAT del afio 2011. En la
fecha actual, tampoco se han sefialado diferencias epidemioldgicas en cuanto a raza o
grupo étnico.

Para el diagnéstico de la FPI se requiere: 1) excluir otras EPID de causa conocida o
entidades clinicas bien definidas, y 2) patron histoléogico de NIU bien en tejido pulmonar
obtenido por biopsia quirurgica, bien por presencia radioldgica de dicho patron en la TACAR

0 ambas (23)(22).
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En general, la supervivencia media es de 2-5 anos desde el inicio de los sintomas. La
mayor parte de los pacientes presentan un lento y progresivo deterioro clinico y funcional
que conduce a una insuficiencia respiratoria cronica (22). Esto explica la importancia de un
diagndstico preciso en el ambito de una valoracion multidisciplinar, un seguimiento acorde
con la evolucién de cada paciente y la instauracion del tratamiento mas adecuado en cada
caso teniendo en cuenta el estadio clinico del paciente y el posible desarrollo de
complicaciones secundarias.

Hasta hace relativamente poco tiempo, se asumia que la FPI no contaba con ningun
tratamiento que modificara su prondstico. En el consenso ATS/ERS de 2011 (23) y, pese a la
baja evidencia en cuanto a la eficacia en la mayoria de los casos, las recomendaciones
terapéuticas aun incluian el esquema clasico de tratamiento basado en el uso de
inmunosupresores (azatioprina o ciclofosfamida), glucocorticoides y n-acetilcisteina. No es
hasta la revision de dicho consenso y actualizacion en el afio 2015 (21) donde aparece la
recomendacién del uso de los nuevos antifibréticos (pirfenidona- inmunosupesor- vy
nintedanib- inhibidor directo de la proteinquinasa) asi como el tratamiento del reflujo
gastroesofagico que se identifica hasta en el 80% de los pacientes con FPI como factor
potenciador de la transformacion fibrética pulmonar. Se abre, por tanto, una nueva etapa en

el prondstico y evolucion de la enfermedad.

Neumonia Intersticial No Especifica

La NINE es una enfermedad pulmonar intersticial crénica caracterizada por la
homogeneidad espacial y temporal de la afectacion del parénquima pulmonar. Presenta
alteraciones anatomopatolégicas que no son caracteristicas de otros tipos de neumonias
intersticiales idiopaticas. Inicialmente se englobd bajo el término genérico de FPI, aunque
actualmente se sabe que es una entidad totalmente diferenciada (11).

La presentacion de la enfermedad es insidiosa o subaguda, con tos y disnea de
esfuerzo. El 50% de los pacientes presentan sintomas sistémicos, y el 30%, acropaquias. La
NINE puede ser idiopatica en el 60% de los casos o estar asociada con los efectos toxicos
de los farmacos, la exposicidn ocupacional, hipersensibilidad, infecciones, aspiracion
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cronica, con enfermedades granulomatosas o con la enfermedad pulmonar intersticial
cronica.

La histologia se extiende como un proceso predominantemente inflamatorio (NINE
celular) o con predominio de fibrosis (NINE fibrotica). La radiografia de térax y la TACAR
muestran caracteristicas inespecificas, no diagnésticas. En la TACAR la presencia de vidrio
deslustrado es la alteracion mas frecuente. La distribucion de las opacidades es a menudo
simétrica con afectacion de las zonas medias e inferiores. Es rara la presencia de imagenes
en panal de abeja (10).

El pronéstico es mejor que en el caso de la FPI. El tratamiento es con corticoides
(prednisona o equivalente), por via oral a la dosis de 1 mg/kg de peso (maximo 80 mg),
durante un mes, que se disminuye a razén de 10 mg cada 15 dias, hasta 20 mg/dia con
reduccion progresiva posterior. En casos de ausencia de respuesta a los corticoides, se
afnadira un inmunosupresor como azatioprina o ciclofosfamida y colchicina (13). Las terapias
antifibréticas pueden aportar un valor en el tratamiento de la NINE fibrética rapidamente

progresiva, aunque la evidencia aun es limitada en este sentido (24).

Asociada a enfermedades del tejido conectivo

Las enfermedades del tejido conectivo (ETC) conforman un grupo amplio de
patologias inflamatorias con mediacion inmunolégica, que afectan a multiples 6rganos y
sistemas, entre ellos el pulmén. La aparicion de alteraciones a nivel pulmonar suele
acompanarse de un aumento de la morbilidad y mortalidad de estos pacientes.

En lineas generales existen dos escenarios posibles: los pacientes diagnosticados de
una ETC que desarrollan EPID (secundarios a extension de enfermedad, estados de
inmunodepresion o reacciones adversas a farmacos) y, por otro lado, los pacientes que son
estudiados por una EPID como primera manifestacion bajo la que subyace una ETC
(aproximadamente en un 15% de las EPID) (25). En pacientes mujeres menores de 50 afios
y con patron compatible con NINE, deberia considerarse el diagndstico de ETC.

La artritis reumatoide y la esclerodermia son las dos patologias que con mayor
frecuencia se asocian a fibrosis pulmonar (6). La supervivencia es mayor en estos casos de
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EPID que en la FPI. Otras conectivopatias que pueden desarrollar afectacion pulmonar son
el lupus eritematoso sistémico, la polimiositis/ dermatomiositis, sindrome de Sjogren o la
enfermedad mixta del tejido conectivo (26).

Para establecer un diagnéstico, se precisa una cuidadosa historia clinica personal y
familiar, ademas de una completa exploracién fisica. Suele precisarse la valoracion
multidisciplinar junto con reumatdlogos, dermatélogos y radidlogos. Dentro de las pruebas
complementarias, las determinaciones de autoanticuerpos (ANA, ANCA, factor reumatoide,
anti Ro-SSA- contra el antigeno A relacionado con el sindrome de Sjogren, anti La-SSB-
contra la proteina La, etc.), la valoraciéon del patrén radiolégico mediante TACAR y la toma
de biopsia quirdrgica en los casos inciertos, son la base para definir el diagnéstico. Los
hallazgos radioldgicos en EPID-CTD se caracterizan por el predominio de patrones
sugestivos de NINE, neumonia organizada y, ocasionalmente, neumonia intersticial linfoide
mientras que en la FPI el patron caracteristico es el de NIU (25). Mientras que existen varios
sistemas de estadificacion radiolégica en FPI, son escasos los validados en EPID-CTD.

Los tratamientos mas frecuentemente utilizados son los glucocorticoides, los
inmunosupresores (azatioprina, ciclofosfamida, micofenolato de mofetilo, tacrélimus),
metotrexato (antimetabolito analogo del acido fdlico), y agentes bioldgicos (rituximab -
anticuerpo monoclonal hacia el antigeno CD20 de los linfocitos B- e imatinib — inhibidor
directo de la proteinquinasa. Actualmente también se ha incorporado el uso como terapia del
tocilizumab (inhibidor de la interleucina 6) (27) y, en menor medida, eculizumab y

alemtuzumab) (28).

PATOGENIA

Las EPID representan un conjunto amplio de entidades clinicopatolégicas que
comparten la afectaciéon del intersticio pulmonar, pero se diferencian en los mecanismos

celulares y moleculares implicados en su patogenia.
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Los hallazgos patolégicos en la fibrosis pulmonar son secundarios a un cumulo
excesivo de la matriz extracelular (ECM, de sus siglas en inglés extracellular matrix) y un
remodelado anormal de la arquitectura pulmonar. En estas alteraciones fibroticas
pulmonares, se aprecia una acumulacion de fibroblastos, mioblastos y ECM que conducen a
la insuficiencia respiratoria cronica (29) (30).

En general, se acepta que en las EPID existe un cambio en el fenotipo de células
epiteliales alveolares (AECs, del inglés alveolar epithelial cells) secundario al dafio que se
produce mediante multiples mecanismos. Como consecuencia de dicho dafo, tiene lugar el
reclutamiento y la proliferacion de los fibroblastos y su diferenciacion a miofibroblastos. Estos
pueden inducir la apoptosis de las células epiteliales y desembocar en una fibrogénesis
aberrante (31).

Es posible que las células epiteliales puedan sufrir una transicion epitelio-
mesenquimatosa (EMT, del inglés epithelialmesenchymal transition), durante la cual, las
células perderian sus caracteristicas epiteliales y adquirian caracteristicas de células
mesenquimatosas. Otra hipdtesis contempla que el dafo de las AECs tipo Il provoca una
falta de control sobre los fibroblastos y la sintesis de colageno. La importancia de cada
mecanismo en la fibrogénesis no esta totalmente definida, pero cada uno de los mecanismos
que explican la fibrosis no son excluyentes y todos pueden dar lugar a una respuesta
fibroproliferativa (30).

En las ultimas décadas se han publicado estudios que han ayudado a entender mejor
los procesos moleculares involucrados en las EPID, especialmente en FPI (32) (33) (34) (35)
(36) (37) (38), sin embargo ninguno de ellos ha podido explicar totalmente los complejos
mecanismos inherentes a esta patologia ni encontrar moléculas o marcadores que
definitivamente la identifiquen y permitan un seguimiento de los pacientes.

Se sabe, por tanto, que existe una interaccion anémala entre las distintas estirpes
celulares con la mediacion de distintos factores implicados a nivel de crecimiento celular,
estrés oxidativo, actividad procoagulante y angiogenia; todo ello da lugar a una incontrolada

fibrosis del parénquima pulmonar. Existen tres grandes areas que se postulan como las
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responsables de la combinacion de alteraciones en los fibroblastos pulmonares, pérdida de
células del epitelio alveolar y acumulaciéon excesiva de ECM: 1) la inflamacion y los
mecanismos inmunes, con el papel dominante de la inflamacién aguda y crénica impulsada
por citoquinas, células o moléculas de la superficie celular; 2) estrés oxidativo y sefializacion
de via oxidativa, con el papel de las especies reactivas al oxigeno como protagonistas; y 3)
el medio procoagulante pulmonar y el papel de las proteasas de la coagulacién y sus
receptores tisulares de eje central (39).

Es evidente que no existe un mecanismo unico responsable de la patogenia de las
enfermedades fibroticas intersticiales, sino que es la consecuencia de un proceso
multifactorial en el que la interaccion entre si provoca la enfermedad. En algunos tipos de
EPID si se ha observado un mayor peso de unos mecanismos sobre otros; asi, por ejemplo,
en el caso de la sarcoidosis y la neumonitis por hipersensibilidad, la alteracién principal es la

inflamatoria, mientras que en la FPI predomina la fibrogénesis (17).

Mediadores celulares en fibrosis

Los mediadores o factores celulares pueden considerarse biomarcadores, es decir,
indicadores objetivos de procesos fisiolégicos/ patoldgicos o de respuesta a intervenciones
terapéuticas. En las EPID su utilizacién como herramientas para el diagnéstico diferencial,
predictores de la progresion de la enfermedad asi como en la monitorizacion de la respuesta
al tratamiento es muy necesaria. Para esta funcion, lo ideal es que estos factores puedan
determinarse y analizarse de forma sencilla. Razén por la cual la investigacion se centra
preferentemente en la busqueda de moléculas presentes en suero o células circulantes(15).
A continuacion, se detallan mediadores implicados en procesos relacionados con el

desarrollo de las EPID y que pueden ser estudiados en suero o plasma.
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Proteinas del surfactante

Las proteinas del surfactante o SP (de sus siglas en inglés surfactant proteins) son
proteinas tensioactivas hidréfilas que pertenecen a la superfamilia de las lectinas de tipo C
(40). Son sintetizadas principalmente a nivel pulmonar por neumocitos tipo Il, células
bronquiales no ciliadas, glandulas submucosas y células epiteliales de otros tejidos
respiratorios que incluyen traquea y bronquios (41). Dichas proteinas son secretadas en
una capa fluida que recubre el epitelio. Ademas, los componentes tensioactivos mas
hidrofilos participan en los mecanismos de defensa a nivel pulmonar y modifican la
respuesta inmune. En concreto, SP-A y SP-D se unen y participan en la eliminacion de una
variedad de patégenos bacterianos, fungicos y virales, y pueden disminuir la funcién de las
células efectoras inducidas por antigenos. Dichas proteinas presentan actividad microbicida
al aumentar la permeabilidad de la membrana celular del patégeno. SP-A y SP-D colaboran
en la opsonizacion de microorganismos (principalmente bacterias y hongos) mejorando su
union a las células fagociticas (macréfagos y neutréfilos) y su eliminacion (42). Datos
recientes también muestran acciones inmunosupresoras de algunos lipidos asociados a
surfactantes, como el fosfatidilglicerol, que desempefian un papel importante en la defensa
del huésped contra los patégenos y son componentes importantes de la inmunidad innata

del pulmon (41).

Con respecto al papel de las proteinas tensioactivas SP-A y SP-D en las
enfermedades pulmonares cronicas, incluidas las producidas por patégenos, es escasa la
informacion referida al respecto. A nivel de la produccién de citocinas inflamatorias y
especies reactivas, ejercen como regulador al alza en el equilibrio entre mediadores
inflamatorios, con objeto de proteger al huésped. Asi mismo, previenen una respuesta
inflamatoria exagerada que podria dafar el epitelio pulmonar y comprometer el intercambio

gaseoso (43).

La expresion abundante y restringida a nivel pulmonar hace que estas proteinas se
consideren marcadores especificos para las enfermedades pulmonares. De hecho, las

concentraciones séricas de SP-A y SP-D aumentan en diferentes enfermedades
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pulmonares, incluida la FPI (41). Los mecanismos subyacentes a la elevacion de dichas
proteinas probablemente incluyen una combinacién de lesién epitelial y descomposicion
junto con una mayor acumulacién de células epiteliales alveolares tipo Il secundaria a
hiperplasia del tejido. El procesamiento aberrante de las SP por el reticulo endoplasmatico

ha estado involucrado en la patogénesis de la FPI (44) (45).

Eje autotaxina/ acido lisofosfatidico y fibrosis pulmonar

Los lisofosfolipidos (LP), son estructuras lipidicas muy simples formadas por una
cadena de acidos grasos y un grupo fosfato como cabeza polar. EI LPA (1-acetil-sn-
glicerol-3-fosfato, acido lisofosfaticico) es uno de los LP biolégicamente mas importantes.
Se encuentra presente en la mayoria de tejidos y fluidos biolégicos de mamiferos,
incluyendo la sangre, y tiene un papel crucial en la biosintesis de novo de fosfolipidos, asi
como funcién de intermediario metabdlico para la formacion de acidos fosfatidicos.
Participa en diversos procesos como angiogénesis, fibrosis pulmonar, hepatica o renal,
reparacion de dafio tisular, inmunidad, inflamacion entre otros (46) (47) (48) (49) (50), en
los que actua mediante receptores especificos acoplados a proteina G de los que se
conocen 6 subtipos hasta el momento (46). Ademas, no se descarta la implicacion de los
receptores huérfanos GPR87 y P2Y10 (51) (52), el receptor para productos finales de
glicacion avanzada (RAGE) (53) y el receptor del proliferador activado de peroxisoma
intracelular (PPARYy) (54) en la sefalizacién de LPA. En cuanto a la sintesis intracelular de
LPA, se distinguen dos lineas principales en la produccion de LPA: la hidrdlisis de acidos
fosfatidicos que se encuentran en las membranas celulares mediante la accion de
fosfolipasas A1 y A2, la escision de lisofosfolipidos (lisofosfatidilcolina vy
lisofosfatidilserina) por la actividad lisofosfolipasa D de la enzima autotaxina (ATX) (55)
(figura 1). Por otra parte, su degradacion implica varias categorias de enzimas como la

LPA-aciltransferasa, fosfato lipido fosfatasa y lisofosfolipasa (46).
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Figura 1: Proceso de sintesis de LPA.

La mayor parte de la produccion de LPA en sangre periférica se debe a la actividad
de la ATX (56) y sus niveles se correlacionan fuertemente con la concentracion de LPA. El
eje ATX/ LPA es considerado como un objetivo terapéutico en diferentes trastornos
crénicos inflamatorios y fibroproliferativos, incluida la FPI. En este sentido, la produccién
de LPA mediada por ATX promueve efectos pleiotrépicos en las células pulmonares que
estimulan el desarrollo de este tipo de fibrosis (57) (58), mientras que la inhibicion de ATX
atenua la fibrosis pulmonar inducida por bleomicina (BLM) (59) (60) (61) confirmando asi
el papel del eje en la patogenia de la enfermedad y su potencial terapéutico con el
desarrollo de nuevos agentes que planteen como dianas LPA o ATX. Actualmente se
estan desarrollando en paralelo dos ensayos clinicos aleatorizados en fase Il idénticos a
nivel internacional con el inhibidor de ATX GLPG1690 (Galapagos NV, Mechelen, Bélgica)
(62). En los estudios en fase | sobre voluntarios sanos, el inhibidor presenté una buena
biodisponibilidad por via oral sin interaccion con alimentos y un buen perfil PK/PD asi
como una reduccidon maxima en los niveles de LPA en plasma de aproximadamente el
80% (63). En el estudio exploratorio de fase lla, realizado en 23 sujetos con FPI,

GLPG1690 mostré un perfil de seguridad similar a placebo y se observaron sefiales de
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eficacia preliminares con el efecto favorable en el cambio promedio en la FVC tras 12

semanas en comparacion con placebo (25 mL frente a -70 mL) (64).

Con respecto al papel de los subtipos receptoriales de LPA en FPI, parecen estar
mas relacionados los receptores LPA; (RLPA,) principalmente y LPA, (RLPA;), aunque no
se pueda descartar el posible papel del receptor LPAs, el de mayor expresién en el
pulmoén, pero cuyo posible papel en la fisiopatologia pulmonar y la fibrosis aun no se ha
explorado. Tras la interaccién de LPA con sus receptores y activar las correspondientes
cascadas de transduccion de sefales mediadas por la proteina G, LPA induce apoptosis
epitelial, el evento patogénico iniciador en la fibrosis pulmonar modelada y posiblemente
en la FPI, asi como la secrecion de IL-8 de las células epiteliales, promoviendo
inflamacién, mientras que también se estimula la permeabilidad endotelial, promoviendo
edema pulmonar. Las células epiteliales de las vias respiratorias expresan
predominantemente RLPA;; (65), siendo el primer receptor identificado y el mejor

estudiado de los seis el RLPA,.

La senalizacion de LPA- RLPA;, podria regular la migracién, diferenciacion y
apoptosis de las células madre mesenquimales (66) e incluso procesos necréticos y
apoptéticos a través de la regulacion del estrés oxidativo. La expresion de RLPA; esta
aparentemente controlada por complejos mecanismos reguladores influenciados por
sustancias activadores e inhibidoras aun no conocidas en su totalidad (67) y su activacion
se relaciona con efectos profibroticos en células epiteliales, endoteliales y fibroblastos

(figura 2).
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Figura 2: Interaccién de LPA con receptores LPA,, y sus efectos a nivel del intersticio pulmonar.

A través de la senalizacion de LPA- RLPA;, se puede contribuir al desarrollo de
fibrosis pulmonar tras una lesion pulmonar, promoviendo la activacion de la apoptosis de
células epiteliales e induciendo resistencia a la misma en el caso de los fibroblastos,
denominandose apoptosis paradodjica a este efecto. De hecho, se sugiere que los
fibroblastos en FPI son anormalmente resistentes a la apoptosis. Aunque los mecanismos
moleculares responsables de la diferente susceptibilidad de las células epiteliales y los
fibroblastos a la apoptosis en FPI aun no se han identificado completamente, los datos
obtenidos en el estudio de Funke y colaboradores sugieren que la sefializacion de LPA a
través de RLPA, estaria implicada (65). Ademas, la activacion en células mesoteliales
puede conducir a estimular la migracion, proliferacion celular y sobreexpresion de un factor
profibrético llamado factor de crecimiento del tejido conectivo, que contribuye a la
remodelacion pulmonar mediante los efectos en fibroblastos pulmonares (a través de

RLPA,)y células epiteliales (RLPA,) (48).

Los RLPA; son los receptores LPA con mayor expresion en fibroblastos pulmonares

en pacientes con FPl. En modelos animales se ha observado que tras la exposicién a
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bleomicina (BLM), se produce un acumulo de fibroblastos en ratones dando lugar al
desarrollo de fibrosis inducida, mientras que dicho efecto no se presenta tras la exposicién
a BLM de ratones con déficit de RLPA;. Por tanto, se puede afirmar que la pérdida de los
efectos de la senalizacion de LPA- RLPA; representa un mecanismo de proteccion frente al
desarrollo de fibrosis inducida por BLM en el caso de modelos animales (68) (69). En este
sentido, se encontr6 que la administraciéon oral del antagonista selectivo de RLPA,, AM095,
en ratones previene el desarrollo de fibrosis pulmonar inducida por BLM y la distorsion de la
arquitectura pulmonar a través de la modulacién de mediadores inflamatorios y

profibroticos, inhibiendo asi el estatus inflamatorio y la fibrogénesis.

En cuanto al papel de LPA en la activacion de TGF-beta (de sus siglas en inglés
transforming growth factor beta) en células epiteliales bronquiales (figura 1), dicho efecto
conduce a la activacién y la transdiferenciacion de los fibroblastos pulmonares, para los
cuales el LPA es ademas un factor pro-supervivencia y quimiotactico. En este caso, parece
desempenar un papel fundamental el RLPA,, como indican los estudios llevados a cabo en
células epiteliales humanas y ratones con fibrosis pulmonar inducida (70) o deficiencia de
RLPA, donde la ausencia del receptor confiere proteccion contra la lesién pulmonar

inducida por BLM vy la fibrosis posterior (71).

Factor de crecimiento transformante Beta y fibrosis pulmonar

La familia de proteinas de TGF-beta comprende varios factores de crecimiento
pleiotrépicos que desempenan papeles cruciales en numerosos procesos fisioldgicos que
incluyen embriogénesis, el desarrollo y la diferenciacion celular, el desarrollo del sistema
inmunitario, las funciones de respuesta inflamatoria y la reparacion de heridas, siendo
esencial para la cicatrizacion de las mismas. Estimula el depésito de ECM y angiogénesis y
es un mediador imprescindible en el proceso de cicatrizacion patolégica en trastornos
fibréticos (36). El origen de TGF-beta en un tejido danado puede estar en los

polimorfonucleares, células epiteliales y parenquimatosas y en los propios miofibroblastos
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(72). Este factor activa la expresion de los receptores del factor de crecimiento derivado de
las plaquetas (PDGF, de sus siglas en inglés platelet-derived growth factor) y la secrecion
del factor de crecimiento de tejido conectivo (CTGF, de sus siglas en inglés connective

tissue growth factor), provocando proliferacion y diferenciacion celular (73).

Las distintas isoformas de TGF-beta son secretadas como pequenos complejos
latentes (PCL) en el que los péptidos de TGF-beta bioactivos forman asociaciones no
covalentes con un péptido asociado a latencia (PAL). Los PCL junto con sus proteinas de
union dan lugar a los grandes complejos latentes (GCL), que se secuestran en la ECM y
superficie de algunas células a través de la unidon covalente de las proteinas de unién con

las proteinas de la ECM (fibrina y fibronectina) (74).

Para ejercer su accion bioldgica, el TGF-beta debe liberarse de dichos complejos
bien por mecanismos fisicos, como la acidificacion y la oxidacion, que pueden ser
provocados por una lesion tisular, bien por escindirse a través de la accién de proteasas
como la MMP-2 y MMP-9. En consecuencia, la mayoria de la regulacién de la funcion del
TGF-beta ocurre a nivel de la activacion de estos complejos latentes (75) (76). Sin
embargo, la activacion no proteolitica del TGF-beta por las células epiteliales y la
presentacion de la forma activa a los fibroblastos parece ser el mecanismo central para el

desarrollo de fibrosis en los tejidos (77).

Las células epiteliales inducen activaciéon de cambios conformacionales en los
complejos latentes de TGF-beta a través de sus intregrinas. Concretamente la sefializacion
de LPA a través de su receptor RLPA, induce la activacion de TGF-beta latente por células
epiteliales del pulmén, mediando dicho proceso la integrina avf6. Como resultado, se
genera una interaccion profibrética que aumenta la produccion de colageno por parte de
fibroblastos y miofibroblastos (figura 3). Este proceso es un requerimiento fundamental para
el desarrollo de fibrosis a nivel pulmonar. La supresion genética de la subunidad B6 o el
bloqueo de dicha integrina mediante anticuerpos, suprime la sefializaciéon de TGF-beta en

el pulmon tras la lesion y protege de la fibrosis que se induce en modelos con ratones (77).
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Figura 3: Cadena de activacion del TGF-beta a partir del dafio tisular y sus efectos a nivel de la

produccion de colageno.

Recientemente se han publicado resultados prometedores para el tratamiento de
FPI relacionados con la inhibicion de la via de TGF-beta (78) (79). En el caso de la
supresion de TGF-beta con GSK3008348, un inhibidor de la integrina avp6 administrado

en solucion inhalada, fue bien tolerado sin informes de eventos adversos graves o

anomalias clinicamente significativas atribuibles al tratamiento (78).

Existe evidencia sobre el papel
mantenimiento del proceso fibrogénico mediante cierto efecto “protector” contra la
apoptosis de los miofibroblastos pulmonares. Se trata del hallazgo de alta actividad de las
telomerasas en este fenotipo celular que lleva a mantener una activacién de la duplicacion
celular y produccion de ECM (80) (81). El TGF-beta promueve la produccion de diversas
citocinas profibroticas e inhibidores tisulares de las metaloproteinasas (TIMP, de sus siglas

en inglés tissue inhibitors of metalloproteinases) e inhibe proteasas que degradan la matriz

(82) (83).
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Por el contrario, TGF-beta promueve la apoptosis de células epiteliales pulmonares
como se ha observado en modelos de ratéon donde se logré una proteccion frente a fibrosis
inducida por BLM en aquellos animales que portaban una deleccién epitelio-especifica del
receptor tipo Il de TGF-beta (84). Por tanto, se puede afirmar que TGF-beta es un
modulador que afecta tanto a células epiteliales (retardando los procesos normales de
reparacion de la barrera epitelial y promoviendo la inflamacién submucosa y remodelacion)
como a fibroblastos en procesos fibréticos como la FPI (75). En el caso concreto de la FPI,
el alelo Pro en el codon 10 del gen para TGF-beta se ha asociado con un aumento de la
produccion de dicho factor, acelerando el ritmo de progresion de la enfermedad (85). En
modelos animales, ademas, se observa un bloqueo del desarrollo de fibrosis cuando se
administran anticuerpos e inhibidores que tiene como diana las vias de sefializacion del

TGF-beta (85).
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2. OBJETIVOS

Las EPID representan un grupo heterogéneo de trastornos respiratorios, en su
mayoria cronicos y asociados a una alta morbilidad y mortalidad. La clasificacion descrita por
la ATS/ERS (11) ha ayudado a diferenciar con mayor precision este tipo de patologias, sin
embargo a pesar de multiples ensayos e investigaciones siguen siendo un reto por su

dificultad diagndstica y su manejo terapéutico.

Pese a que cada vez se conocen mas los mecanismos moleculares involucrados en
las enfermedades pulmonares intersticiales, especialmente en la fibrosis pulmonar idiopatica
(86), ninguno de ellos ha podido explicar totalmente los complejos procesos inherentes a
esta patologia ni encontrar moléculas o biomarcadores que definitivamente la identifiquen y

permitan una mejoria en la asistencia de los pacientes.

Se describen tres mecanismos que podrian ser los responsables de la alteracion de
los fibroblastos, la pérdida de las células epiteliales alveolares y la acumulacion excesiva de
la matriz extracelular (39), causantes de la enfermedad. Los tres mecanismos son la
inflamacion y los mecanismos autoinmunes, la existencia de un medio procoagulante en el

pulmén y la alteracion en la ECM.

La fibrosis, caracteristica de estos procesos, se asocia a una alteracion en la ECM.
Actualmente se hace hincapié en los marcadores relacionados con la alteracion de dicha

matriz en diferentes patologias incluyendo la patologia fibrética pulmonar.

Todos estos hechos sugieren que los factores implicados en la remodelacién de la
ECM vy la reparacion del dafio tisular podrian considerarse marcadores para las EPID. Estos
marcadores mejorarian en gran medida el diagndstico y el seguimiento de los pacientes
mediante técnicas menos invasivas, mas faciles de realizar y de menor coste de las que

actualmente se disponen. Seria igualmente deseable que estos marcadores ayudasen a
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establecer y monitorizar estrategias terapéuticas en las entidades patologicas incluidas en

las EPID.

OBJETIVO PRINCIPAL

Determinar la validez de los niveles séricos de factores implicados en la
remodelacion de la ECM como biomarcadores de la enfermedad pulmonar intersticial

difusa.

OBJETIVOS SECUNDARIOS

1. Determinar en suero los mediadores celulares de fibrosis para valorar su poder
diagnoéstico en cada una de las patologias motivo de estudio: fibrosis pulmonar idiopatica
(FPI), neumonia intersticial no especifica (NINE) y enfermedad pulmonar intersticial difusa
asociada a conectivopatias (EPID-CTD).

2. Establecer la relacion entre los niveles séricos de los mediadores de fibrosis y la
clinica del paciente.

3. Valorar los niveles séricos de los mediadores de fibrosis en cada uno de los tipos
de EPID.

4. Establecer si los niveles de los mediadores discriminan entre enfermos y personas
sanas.

5. Valorar el papel como posibles biomarcadores de los mediadores de fibrosis

pulmonar estudiados.

34



3. MATERIAL Y METODOS

POBLACION DE ESTUDIO

Se realiz6é un estudio unicéntrico consistente en la medicién de los niveles en suero
de mediadores profibréticos en pacientes diagnosticados de EPID en el servicio de
Neumologia del Hospital Universitario Virgen de la Victoria, comparado con los niveles
encontrados en voluntarios sanos. Este centro es un hospital de referencia que cubre
aproximadamente el 100% de los pacientes con EPID de la region con mas de 1,5 millones
de habitantes. El servicio de Neumologia cuenta con una consulta monografica para el
seguimiento de pacientes con EPID, en coordinacion con otras especialidades como

Medicina Interna, Nefrologia o Reumatologia.

El protocolo del estudio principal del cual forma parte este trabajo sobre
biomarcadores profibroticos presentado en este manuscrito, asi como el trabajo
presentado en la tesis doctoral sobre biomarcadores derivados del dafio oxidativo y de las
defensas antioxidantes (1), fue aprobado por el Comité de Etica de la Investigacion

Provincial de Malaga en la sesién de fecha 25/6/2016.

Se analizé a una poblacién de 55 pacientes con diagndstico establecido de EPID (en
seguimiento en consulta externa del hospital) y 30 controles sanos, que aceptaron

participar en el estudio y autorizaron la extraccién de una muestra de sangre periférica.

Las variables demograficas y clinicas analizadas en el estudio se muestran en la

siguiente tabla:
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VARIABLE Tipo Caracteristicas

Edad Cuantitativa Unidad: afios
Sexo Cualitativa Hombre
Mujer
Fumador Unidad: porcentaje e indice
Habito tabaquico Cuantitativa No fumador acumulado paquetes/ ano
Exfumador

Exposicion sustancias inorganicas
Exposicion factores Cualitativa Exposicién sustancias organicas
riesgo para EPID Exposicién farmacos

Antecedentes familiares

Hipertension arterial
Presencia Cualitativa Diabetes mellitus
comorbilidades Dislipemia

EPOC

Cardiopatia

SAHS

HTAP secundaria

Ingresos Cuantitativa Unidad: n° ingresos desde diagnéstico de EPID

hospitalarios

Tiempo seguimiento Cuantitativa Unidad: meses de seguimiento desde

consulta diagndstico de EPID

Tabla 3: Variables demogréficas y clinicas de los participantes en el estudio.

A los pacientes se les explicaron los procedimientos a realizar:

- Recogida de datos clinicos mediante historia clinica previa (sistema informatico

Diraya) y mediante entrevista médica directa.

- Exploracion fisica que incluye auscultacion cardiorrespiratoria y determinacion de

saturacion de O, basal.
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- Realizaciéon de espirometria forzada en el caso de los controles sanos. Obtencién
de ultimo control mediante pruebas de funcion respiratoria completas en el caso de

los pacientes.
- Extraccion de muestra de sangre periférica mediante venopuncién directa.

Se incluyeron aquellos sujetos que, tras recibir la informacion y leer el consentimiento
informado, aceptaron participar y firmaron dicho consentimiento. Se excluyeron pacientes

que no firmaron el consentimiento.

Las muestras obtenidas de sangre periférica tras 8 horas de ayuno se procesaron de
la siguiente forma: La sangre completa se recogié en tubos que contenian EDTA (acido
etileno diamina tetra-acético) a una concentracion de 50 mM. Para la preparacion del
suero o plasma, las muestras se centrifugaron durante 10 minutos a 1.200 g y a una
temperatura de 4°C. Se extrajo el sobrenadante cuidadosamente y se almacené en tubos

siliconizados en alicuotas a -80°C hasta su uso.

DETERMINACION EN SUERO DE MARCADORES CELULARES

PROFIBROTICOS

La determinacion de los distintos factores a estudio se llevé a cabo a través de
ensayos por inmunoabsorcion ligado a enzimas o técnica ELISA (de sus siglas en inglés

enzyme-linked immunsorbent assay) cuantitativos tipo sandwich.

El ELISA tipo sandwich es un método ampliamente utilizado para la cuantificacion de
proteinas y otros analitos en solucién de forma especifica y con alta sensibilidad, como
por ejemplo, para la deteccién de biomarcadores en suero. Se basa en la deteccion de la
proteina a estudio a través de su captura con la utilizacién de 2 anticuerpos frente a
epitopos especificos de dicha proteina. El primer anticuerpo es un anticuerpo monoclonal

especifico que esta adherido en la placa de microtitulacion. Después de la adicién de la
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muestra en la placa, este anticuerpo captura a la proteina a estudio presente en la
muestra inmovilizandola en la placa (union especifica del anticuerpo a uno de los epitopos
de la proteina). Seguidamente, la proteina inmovilizada se unira especificamente (a través
de otro epitopo) al segundo anticuerpo, el cual esta conjugado a una enzima capaz de
generar un producto detectable y cuantificable por diferentes métodos, fundamentalmente,

la espectrofotometria (figura 4).

Este segundo anticuerpo o anticuerpo de deteccion esta marcado, por ejemplo, con
biotina, que permite la unién posterior de una enzima conjugada con estreptavidina
marcada con peroxidasa de rabano picante HRP (de sus siglas en inglés, horseradish
peroxidase). Asi, una vez lavado el pocillo con el tampdn adecuado para eliminar reactivos
no unidos, y tras la adicion de un sustrato se desarrolla una reaccion colorimétrica
directamente proporcional a la cantidad de proteina unida en la placa, determinandose la
concentracién de la proteina a estudio en la muestra por comparacion con una curva
patréon de concentraciones conocidas de proteina. Esta reaccion enzima-sustrato se
detiene mediante la adicion de una solucién especifica y el cambio de color se mide

mediante espectrofotometria a una determinada longitud de onda.

Substrato iC(}

Q Anticuerpo de deteccion
Q marcado con biotina

Anticuerpo especifico
de captura

I

Figura 4: Deteccion de una proteina antigénica mediante técnica ELISA tipo sandwich.
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DETERMINACION DE NIVELES DE PROTEINA SURFACTANTEA YD (SP-AY

SP-D)

Se utilizaron los kits comerciales SP-A NBP2-76692 y SP-D DSFPDO (Novus
Biologicals®) para determinar las concentraciones de SP-A y SP-D en suero humano,
siguiendo las instrucciones del fabricante. El rango de deteccion de estos kits es de
15.625pg/mL — 1000pg/mL para SP-A y de 0,02ng/mL - 0,37ng/mL para SP-D. La
sensibilidad para el kit de deteccion de SP-A es de 9,375 pg/mL (Intraensayo: CV 5,03%;
Interensayo: CV 4,83%) y para el kit de SP-D de 0,11 ng/mL (Intraensayo: CV 6,2-8,2%;

Interensayo: CV 8,7-9,3%).

DETERMINACION DE NIVELES DE RECEPTORES DE ACIDO

LISOFOSFATIDICO (RLPA,)

Para ello se utilizo el kit ELISA cuantitativo tipo sandwich (Human Lysophosphatidic
Acid Receptor 1 (LPAR1) ELISA Kit, Cat.No MBS070242, MyBiosource) que determina las
concentraciones de RLPA; en suero humano (en nuestro caso, sin dilucion previa). La
sensibilidad para este kit es 0,1umol/L (Intraensayo e interensayo CV: <15%) y el rango

de deteccién de 0,625umol/L - 20umol/L.

DETERMINACION DE NIVELES DE ACIDO LISOFOSFATIDICO (LPA)

Se realiz6 dicha determinacion mediante el LPA Assay Kit Il (K-2800S, de Echelon®),

utilizando las muestras de plasma humano sin dilucién previa segun las instrucciones del
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fabricante. Rango de deteccion: 0,064uM - 1000uM; sensibilidad: 24nM (Intraensayo: CV

6,5-8,7%; Interensayo: CV 8,9-15,33%).

DETERMINACION DE NIVELES DE AUTOTAXINA (ATX)

Se realizé mediante el kit comercial ELISA tipo sandwich cuantitativo Echelon® para
la medicion in vitro de los niveles de ATX en plasma humano (producto con numero K-

5600).

Se diluyeron las muestras en diluyente 1x (constituido por 10mL de diluyente 5x (K-
PBSTB) con 40mL de agua pura) y se mezclé suavemente. La dilucion fue de 1/40 en
nuestro estudio. La sensibilidad para el kit es de 3,21ng/mL (Intraensayo: CV 3%;

Interensayo: CV 9%) y el rango de deteccion 589ng/mL — 1135ng/mL.

DETERMINACION DE FACTOR DE CRECIMIENTO TRANSFORMANTE BETA

(TGF-BETA)

Para ello se utilizé el kit ELISA tipo sandwich para la medicion in vitro cuantitativa de
TGF-beta1 (SEA124Hu 96Tests, Cloud-Clone Corp). Se utilizé una dilucion final de 1/40 y
se siguieron las instrucciones del fabricante. La sensibilidad para el kit es <6,3pg/mL y su
rango de deteccion 15,6pg/mL-1000pg/mL (Intraensayo: CV <10%; Interensayo: CV
<12%).

ANALISIS ESTADISTICO

Se introdujeron todas las variables recogidas en una base de datos mediante
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Microsoft Excel y se revisaron los datos para la deteccion de posibles errores de
transcripcion.

Se realizaron calculos estadisticos descriptivos de tendencia central (media aritmética
y mediana) y de dispersion (error estandar de la media) para variables cuantitativas, y se
expreso la frecuencia absoluta (n) y el porcentaje para variables cualitativas.

En el analisis inferencial se han utilizado los tests de t-Student y analisis de la
varianza (ANOVA) para el caso de variables resultado cuantitativas (dependiendo de que la
variable factor tuviese dos o mas niveles) y Chi cuadrado para las relaciones de variables
cualitativas entre si. En el caso de t-Student y ANOVA se comprobé previamente la
homocedasticidad (igualdad de varianzas) y normalidad. Cuando las condiciones de
normalidad no se cumplian se realizaron tests no paramétricos (U de Mann-Whitney y
Kruskal-Wallis) para la comparaciéon de la distribucién de los niveles séricos de los
biomarcadores en pacientes frente a controles, y entre los diferentes tipos de EPID y
controles, respectivamente.

Para evaluar la fuerza de asociacion entre las variables se realiz6 la correlacion de
Pearson (r) o Spearman (Rho) en la regresion lineal simple. Si el valor de r fue menor de
0,30, la asociacion se considerd débil, si se obtuvo un valor entre 0,30 y 0,70 la asociacion
se consideré moderada y si fue superior a 0,70 la asociacion se consideré como fuerte.

Para identificar el poder discriminatorio de las diferentes variables medidas en suero
y su valor como posible biomarcador, se calcularon las curvas ROC (del inglés receiver
operating characteristic), determinando el area bajo la curva AUC (del inglés area under the
curve), la sensibilidad y especificidad de cada marcador. La sensibilidad y la especificidad
fue calculada para los puntos de corte usando el indice de Youden (J max [sensibilidad
especificidad-1]) estableciendo el mejor punto de corte o cutoff para el diagnéstico.

En todos los casos se considerd como indice de confianza el 95% vy el criterio para la
significacion estadistica cuando la significacion obtenida fue inferior al 5% (p<0,05).

Todos los calculos se han realizado mediante el software estadistico SPSS version

22 licenciado para la Universidad de Malaga.
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4. RESULTADOS

4.1. CARACTERISTICAS CLINICAS

4.1.1. Variables Epidemiolégicas

Asi como se menciond en el apartado de “Material y métodos”, la poblacion
comprende un total de 55 individuos con diagnéstico de EPID (29 pacientes con FPI, 12
pacientes con NINE y 14 pacientes con EPID-CTD) y 30 individuos sanos como controles
(1). La edad media del grupo con EPID fue de 62,64 afios y de 58,33 para el grupo control,
sin diferencias significativas entre ambos asi como tampoco entre los distingos subgrupos

de EPID (tabla 4).

El 61,82% de los pacientes fueron hombres, con un porcentaje similar en el grupo

control (60% hombres y 40% mujeres).

En cuanto al habito tabaquico, la dosis acumulada media fue de 37,6 + 4,14
paquetes/afio en el grupo de pacientes y de 34,23 + 6,19 en el grupo control. El porcentaje
de fumadores activos fue del 13,79% en FPI, 33,33% en NINE y 14,28% en EPID-CTD.

Este factor se tuvo en cuenta para el estudio de todas las variables serolégicas medidas.

Se analiz6 la exposicion a factores de riesgo relacionados con el desarrollo de
patologia pulmonar. Un 4,44% de los pacientes referian exposicion a sustancias
inorganicas e igual porcentaje a exposicion de sustancias organicas o exposicion a
farmacos. Respecto a antecedentes de familiares de EPID, solo se registraron respuesta

afirmativa en un 11,11% de los pacientes.
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Parametro FPI NINE EPID-CTD Control
(n=29) (n=12) (n=14) (n=30)
Edad (afos) 63,33 £2,74 62,71 £3,78 60 £ 2,94 58,33 + 3,46 NS
Hombres 19 (65,52%) 7 (58,34%) 6 (42,86%) 18 (60%)
Mujeres 10 (34,48%) 5 (41,66%) 8 (57,14%) 12 (40%) NS
Fumadores 4 (13,79%) 4 (33,33%)* 2 (14,28%) 5 (16,66%)
Exfumadores 17 (58,62%) 4 (33,33%)* 3 (21,43%)* 15 (50%)
No fumadores 8 (27,59%) 4 (33,33%) 9 (64,29%)* 10 (33,3%)

Tabla 4: Variables epidemiolégicas de los grupos de EPID y voluntarios sanos. Valores expresados

como media £ ESM y numero de sujetos %. * p < 0.05 vs control. (1)

En cuanto a la presencia de comorbilidades, se observaron antecedentes de
hipertension arterial en un 38,70%, de diabetes mellitus en el 25,80% y de dislipemia en el
35,50%. Tenian diagnéstico previo de enfermedad pulmonar obstructiva (EPOC) el 6,50%
de los pacientes y de cardiopatia el 22,60%. Se detectd un 9,70% de pacientes con
sindrome de apnea-hipopneas del sueio (SAHS), asi como hipertension arterial pulmonar

(HTAP) secundaria a la EPID en el 9,70% de los casos.

El 25,90% de los pacientes habia requerido un ingreso hospitalario o mas en el curso
evolutivo de la EPID, siendo mayor el porcentaje dentro del grupo de FPI (un 9,70%). El
tiempo medio de seguimiento en consulta desde el diagnéstico de los pacientes era de
38,93 + 6,65 meses en el grupo de FPI, 43,71 £ 7,88 meses en NINE y 44,77 + 12,81
meses en los pacientes con EPID-CTD, sin que existiesen diferencias significativas en el

tiempo de seguimiento.

Estas variables también se tuvieron en cuenta en la valoracion de los posibles

biomarcadores.
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4.1.2. Variables Clinicas

En el momento de la extraccion de la muestra de sangre periférica, se realizd una
evaluacion de factores clinicos en cada paciente, como control evolutivo de su patologia
(1). Dichos factores evaluados fueron el grado de disnea, la saturacién de oxigeno basal, la
presencia de tos, existencia de crepitantes a la auscultacion, presencia de acropaquias,

parametros de funcién respiratoria, patron radioldgico y tratamiento recibido.
Parametros de exploracion

Se describen a continuacion los datos referentes a la exploracion registrada en el
grupo de pacientes, ya que el grupo control no presentaba ninguna alteracion en dicha

exploracion (1).

El grado de disnea basal fue valorado tomando como referencia la escala de disnea
de la NYHA (New York Heart Association). En el momento de la extraccion de la muestra,
de grado mas leve a mas severo, el 23,30% de los pacientes presentaba una clase
funcional I, el 33,30% clase Il, el 16,70% clase lll y finalmente un 16,70% presentaba clase

V.

El 35,50% de los pacientes presentaban insuficiencia respiratoria en el momento de

su valoracion.

En cuanto a la exploracién, un 45,20% referia presencia de tos cronica,
evidenciandose crepitantes a la auscultacion en un 67,70% de los casos. Un 19,40%

presentaban acropaquias.
Parametros de funcion respiratoria

Las pruebas funcionales respiratorias se realizaron al total de la poblacién estudiada
(enfermos y controles sanos) en la visita para la extracciéon de la muestra de sangre
periférica. En cuanto a los sujetos sanos, se le realizd una espirometria simple; sin
embargo, los pacientes con EPID fueron sometidos a una evaluacién mediante pruebas

funcionales completas (que incluyen ademas pletismografia y determinacion de la DLCO).
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En el anadlisis, se detectaron valores de FVC y FEV1 (de sus siglas en inglés forced
expiratory volume in the first second) significativamente mas bajos en aquellos sujetos
enfermos respecto a los controles sanos (p 0,006 y p 0,001, respectivamente) (tabla 5). No
hubo diferencias entre FPI, NINE y EPID-CTD, aunque se observa una tendencia a valores

mas bajos, incluyendo la DLCO, en sujetos con diagndstico de EPID-CTD.

Parametro Enfermos (n= 55) Controles (n= 30) P
FVC mL 2257 + 166 3141 £ 263 0,006
FVC % 66 £ 3 102+ 5

FEV1 mL 2021 £ 147 2543 + 236 0,001
FEV1 % 74 4 99 +5
DLCO% 46+ 4 NE

DLCO/ VA 74,32 + 23,58 NE

Tabla 5: Valores obtenidos en pruebas de funcién respiratoria en la poblaciéon estudiada. Valores

expresados como media + ESM. (%): porcentaje del valor predicho. NE: no evaluado. (1)

Patrén radiolégico

Los pacientes son sometidos a control radiolégico peridédico en el seguimiento en
consulta, mediante la realizacion de un TACAR valorado e informado por el grupo de
radidlogos especialistas en térax de la Unidad de Radiologia del hospital. Se tomaron como
referencia los resultados obtenidos en los TACAR realizados en los seis meses previos al

momento de la extraccion de muestra de sangre para el estudio.
Se agruparon los patrones radiolégicos en tres categorias (1):

- Patron de NIU, que incluye como hallazgos radiolégicos mas frecuentes una
disminucion global del volumen pulmonar, presencia de opacidades pulmonares de

tipo reticular y localizacion basal y periférica, ademas de la existencia de
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panalizacion (87). En nuestra muestra se caracterizaron 29 pacientes con dicho

patron (52,73%).

- Patron de NINE, caracterizado por presencia de “vidrio deslustrado” periférico, en
las zonas medias y basales de ambos pulmones (87). Detectado en 12 pacientes de

la muestra (21,81%).

- Patrones con caracteristicas no exclusivas de NIU o NINE y que incluian
panalizacion, patron quistico y de consolidacién, representando el 25,45% de la

muestra (14 pacientes).
Tratamiento

Se registraron los tratamientos farmacoldgicos prescritos a los pacientes en el
momento de la visita para la extraccién de la muestra de sangre periférica (1). Dichos
tratamientos fueron instaurados durante el seguimiento habitual en consulta, segun las
caracteristicas de cada paciente y el estadio clinico y radioldgico de la enfermedad. Asi, el
38,7% de los sujetos se encontraban en monoterapia con n-acetilcisteina, el 9,7% con
corticoides sistémicos y un 3,2% con anticuerpos monoclonales. El 29,0% recibian un
tratamiento combinado de estos tratamientos descritos, que en algunos casos también

incluia inmunosupresores (azatioprina y ciclofosfamida, descritos en tres pacientes).

4.2. FACTORES SOLUBLES PROFIBROTICOS

4.2.1. SP-A'Y SP-D: Diferencias entre enfermos de EPID y voluntarios sanos

El estudio de los niveles séricos para los diferentes mediadores fibréticos se ha
llevado a cabo en el grupo control y pacientes de FPI y EPID-CTD. Los pacientes con NINE
han sido excluidos al ser insuficientes en numero las muestras validas. Este hecho se debe
a los defectos irreparables producidos a nivel del procesamiento en la mayoria de las
muestras de sangre del grupo NINE. El procesamiento de todas las muestras se realiz6é una

vez terminada la parte clinica del estudio, no siendo por ello viable la comparacion de los
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datos obtenidos en los grupos control, FPl y EPID-CTD con nuevos datos obtenidos a partir
de nuevas muestras en el grupo NINE.

Los niveles serolégicos de SP-A en el grupo de enfermos fueron significativamente
superiores a los obtenidos en los sujetos sanos (p 0,09), sin embargo, no mostraron
diferencias significativas en la determinacion de SP-D (p 0,693) (tabla 6).

Los niveles séricos medios de SP-A (expresados en pg/mL) en los pacientes con

EPID fueron de 2030,47 + 60,2 frente a 1497,98 + 168,2 en los controles sanos. Los niveles

de SP-D (expresados en ng/mL) para pacientes con EPID y sujetos sanos fueron 12,98 +

0,9y 18,68 * 4,5 respectivamente (tabla 6) (figura 4).

Parametro Enfermos (n= 55) Controles (n= 30) P
SP-A (pg/mL) 2030,47 + 60,2 1497,98 + 168,2 0,009
SP-D (ng/mL) 12,98 +0,9 18,68 +4,5 0,693

Tabla 6: Valores medios de SP-A y SP-D en sujetos con EPID y controles sanos. Valores expresados

como media + ESM.
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Figura 4: Niveles séricos totales de SP-A y SP-D en sujetos con EPID (ENF) y controles sanos (CO).

Diferencias entre enfermos de FPI Y EPID-CTD

En cuanto a los niveles del grupo de FPI para SP-A (2029,98pg/mL + 28,5) y SP-D
(12,71pg/mL % 1,2) no se encontraron diferencias estadisticamente significativas respecto a
los valores del grupo de EPID-CTD (SP-A 2031,17pg/mL %1,2; SP-D 13,01pg/mL = 0,5) (p
0,96 y p 0,94 respectivamente). Para SP-A, ambos grupos mostraron diferencias

estadisticamente significativas frente al grupo control (p<0,01).

4.2.2. SISTEMA LPA: Diferencias entre enfermos de EPID y voluntarios sanos

Los niveles serolégicos de LPA en el grupo de enfermos fueron significativamente

superiores a los obtenidos en los sujetos sanos (p < 0,001).

Los niveles séricos medios de LPA (expresados en nM) en los pacientes con EPID
fueron de 393,46 + 34 frente a 122,94 + 13 en los controles sanos. Los niveles de RLPA;
(expresados en pmol/L) para pacientes con EPID e individuos sanos fueron 5,63 + 0,8 y

3,31 £ 0,6 respectivamente (p 0,05) (tabla 7) (figura 5).
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Parametro Enfermos (n= 55) Controles (n= 30) P

LPA (nM) 393,46 + 34 122,94 13 < 0,001

Receptor LPA; (umol/L) 5,63+0,8 3,31+0,6 0,05

Tabla 7: Valores medios de LPA y RLPA, en sujetos con EPID y controles sanos. Valores expresados

como media + ESM.
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Figura 5: Niveles séricos totales de LPA y RLPA; en sujetos con EPID (ENF) y controles sanos (CO).
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Diferencias entre enfermos de FPl y EPID-CTD

En cuanto a los niveles del grupo de FPl para LPA (388,18nM % 21) y
RLPA; (5,69umol/L = 1,2) no se encontraron diferencias estadisticamente significativas
respecto a los valores del grupo de EPID-CTD (LPA 401,23nM % 11; RLPA, 5,57umol/L +
0,7) (p 0,37 y p 0,18 respectivamente). En estos dos parametros, ambos grupos

mostraron diferencias estadisticamente significativas frente al grupo control (p<0,05).

4.2.3. AUTOTAXINA: Diferencias entre enfermos de EPID y voluntarios sanos

En cuanto a la determinacion de ATX, se obtuvieron niveles significativamente
mayores en los enfermos de EPID respecto a los controles. Los niveles séricos de ATX en
los enfermos fue de 1204,26 ng/mL * 97 y en controles sanos de 792,55 ng/mL £ 89 (p

0,01). (tabla 8) (figura 6).

Parametro Enfermos (n= 55) Controles (n= 30) P

Autotaxina (ng/mL) 1204,26 + 97 792,55 +89 0,01

Tabla 8: Valores medios de autotaxina en sujetos con EPID y controles sanos. Valores expresados

como media + ESM.
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Figura 6: Niveles séricos totales de autotaxina en sujetos con EPID (ENF) y controles sanos (CO).
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Diferencias entre enfermos de FPl y EPID-CTD

En cuanto a los niveles del grupo de FPI para ATX (1198,72ng/mL + 82) no se
encontraron diferencias estadisticamente significativas respecto a los valores del grupo de
EPID-CTD (1210,13ng/mL + 79) (p 0,69). Ambos grupos mostraron diferencias

estadisticamente significativas frente al grupo control (p<0,01).

4.2.4. TGF-BETA: Diferencias entre enfermos de EPID y voluntarios sanos

En el caso de la determinacion de TGF-beta, se obtuvieron niveles
significativamente mayores en los enfermos de EPID respecto a los controles. La
concentracion sérica de TGF-beta en los enfermos fue de 18,49 ng/mL £ 1,1 y en controles

sanos de 10,47 ng/mL £ 0,3 (p < 0,001). (tabla 9) (figura 7).

Parametro Enfermos (n= 55) Controles (n= 30) P

TGFbeta (ng/mL) 18,49 + 1,1 10,47 +0,3 < 0,001

Tabla 9: Valores medios de TGF-beta en sujetos con EPID y controles sanos. Valores expresados

como media + ESM.
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Figura 7: Niveles séricos totales de TGF-beta en sujetos con EPID (ENF) y controles sanos (CO).
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Diferencias entre enfermos de FPl y EPID-CTD

En cuanto a los niveles del grupo de FPI para TGF-beta (19,98ng/mL £ 2,3) no se
encontraron diferencias estadisticamente significativas respecto a los valores del grupo de
EPID-CTD (18,20ng/mL + 1,9) (p 0,26). Ambos grupos mostraron diferencias

estadisticamente significativas frente al grupo control (p<0,001).

4.2.5. BALANCE FINAL ENTRE LOS PRODUCTOS RESULTADOS DE TGF-

BETA/ LPA: Diferencias entre enfermos de EPID y voluntarios sanos

Dado que TGF-beta realiza sus funciones de aumento de produccion de colageno
en la ECM tras la activacion de la via de sefalizacion mediada por LPA, se evalué el
cociente TGF-beta/ LPA del grupo de pacientes con EPID en comparacién con el grupo de
controles sanos. El valor del cociente TGF-beta/ LPA en los enfermos fue de 195,75+ 17 y

en controles sanos de 66,90 + 6 (p < 0,001). (Tabla 10).

Parametro Enfermos (n= 55) Controles (n= 30) P

TGF-beta/ LPA 195,75 £ 17 66,90 + 6 < 0,001

Tabla 10: Valores medios de TGF-beta/ LPA en sujetos con EPID y controles sanos. Valores

expresados como media £+ ESM.

4.3. ANALISIS DE CURVAS ROC PARA DIFERENCIAR PACIENTES CON EPID

(FP1'Y EPID-CTD) RESPECTO A VOLUNTARIOS SANOS

El analisis de las curvas ROC (del inglés receiver operating characteristic curve), se
utilizé para evaluar la capacidad de discriminacion de los distintos biomarcadores séricos

entre pacientes con EPID y sujetos sanos.
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4.3.1. Curva ROC para SP-Ay SP-D

La estimacion puntual del AUC para SP-A y SP-D en sujetos enfermos se expone a

continuacion:

- SP-A de 0,74 (95% CI = 0,53-0,95). Valor 6ptimo de SP-A en 1922,98 pg/mL, con

una sensibilidad del 88,9% y especificidad del 66,7%.

- SP-D de 0,61 (95% CI = 0,36-0,86). Valor 6ptimo de SP-D en 10,01 ng/mL, con una

sensibilidad del 68,4% y especificidad del 66,7%.
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Figura 8: Poder discriminante de SP-A y SP-D.

4.3.2. Curva ROC para sistema LPA

Las AUCs para LPA y RLPA; en sujetos enfermos se exponen a continuacion:

- LPA de 0,97 (95% CI = 0,94-1). Valor 6ptimo de LPA en 173,21 nM, con una

sensibilidad del 90,9% y especificidad del 86,7%.

- Receptores de LPA1 de 0,67 (95% CI = 0,50-0,89). Valor 6ptimo de receptores de

LPA en 3,34 umol/L, con una sensibilidad del 68,2% y especificidad del 60,0%.
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Figura 9: Poder discriminante de LPA y RLPAT1.

4.3.3. Curva ROC para ATX

La estimacién puntual del AUC para ATX en sujetos enfermos fue de 0,77 (95% CI =
0,59-0,94). El valor 6ptimo de corte para ATX se estableciéo en 873,12 ng/mL, con una

sensibilidad del 72,2% y especificidad del 83,3%.
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Figura 10: Poder discriminante de ATX.
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4.3.4. Curva ROC para TGF-beta

Para TGF-beta se estableci6 un valor 6ptimo de corte en 11,59 ng/mL, con una
sensibilidad del 90,9% y especificidad del 80,0%. EI AUC para TGF-beta fue de 0,95 (95%
Cl =0,89-1).
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Figura 11: Poder discriminante de TGF-beta.

4.3.5. Curva ROC para balance TGF-beta/ LPA

Para el cociente TGF-beta/ LPA se estableci6 el valor éptimo de corte en 80,07, con
una sensibilidad del 100% vy especificidad del 91,7%. ElI AUC para el cociente TGF-beta/
LPA fue de 0,99 (95% CI = 0,97-1).

4.4. RELACION ENTRE LOS BIOMARCADORES SERICOS Y LA CLINICA DE

LOS PACIENTES CON EPID

A excepcion de la funcion pulmonar, no se ha encontrado relacién entre los
marcadores séricos y las variables clinicas a estudio, tal y como se desprende del analisis

estadistico.
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Se muestran a continuacion los resultados obtenidos del analisis de la relacion
existente entre los biomarcadores estudiados y la funcién pulmonar ademas del curso
evolutivo de la enfermedad. En este Ultimo caso, el analisis de la evolucion objetiva de la
enfermedad incluye otros factores como el grado de disnea, deterioro de la funcion

respiratoria y hallazgos en la TACAR.

4.4.1. Factores séricos y funcién pulmonar

En el analisis, sélo se han encontrado diferencias significativas entre la funcién

pulmonar y el nivel sérico determinado en dos de los biomarcadores estudiados (tabla 11).

Se dividieron a los pacientes en dos grupos en funcién del FVC%, segun valor superior o
igual al 55% o inferior. En el caso de los niveles de LPA (p 0,004) y el cociente TGF-beta/
LPA (p 0,005) se aprecid una relacion entre la funcién pulmonar y la determinacion del
biomarcador, de modo que los niveles de LPA y del cociente TGF-beta/ LPA eran

significativamente mayores en el grupo con FVC = 55%.

Parametro FVC% 2 55% FVC% < 55% P
SP-A 1969,83 + 107,2 2088,44 + 73,5 0,42
SP-D 13,50+ 1,5 11,05+1,2 0,18

TGF-beta 19,43+1,6 17,37 £1,7 0,57
LPA 446,71 + 59,9 377,91 £ 29,93 0,004
RLPA; 512+1,3 6,43+1,5 0,55
ATX 1225,60 + 124,3 1131,04 £ 202,6 0,53

TGF-beta/LPA 221,60 + 29,8 188,24 + 16,0 0,005

Tabla 11: Valores medios + ESM de los niveles séricos de los biomarcadores estudiados atendiendo

a la capacidad pulmonar evaluada por el FVC%.
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En cuanto al analisis de correlacion (Spearman), no se encontré ninguna asociacion

entre los biomarcadores estudiados y los parametros de funcién pulmonar (tabla 12).

Parametro Rho de Spearman FVC mL FEV1 mL
SP-A Coef correlacion -0,012 0,099
P 0,941 0,533
SP-D Coef correlacion -0,019 -0,008
P 0,903 0,958
TGF-beta Coef correlacion -0,326 -0,248
P 0,037 0,118
LPA Coef correlacion -0,286 -0,216
P 0,073 0,180
RLPA; Coef correlacion -0,383 -0,351
P 0,012 0,023
ATX Coef correlacion -0,244 -0,230
P 0,130 0,153
TGF-beta/LPA Coef correlacion -0,263 -0,190
P 0,111 0,253

Tabla 12: Valores del coeficiente de correlacién y significacion (P) para la correlaciéon de Spearman

entre parametros de funcion pulmonar y factores séricos.

Al dividir a los pacientes en dos subgrupos segun su nivel de DLCO% (mayor o igual

al 45%, o inferior), no se apreciaron diferencias significativas (tabla 13).
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Parametro DLCO% 2 45% DLCO% < 45% P
SP-A 1862,92 + 251,2 2016,68 + 85,4 0,31
SP-D 11,21 +2,8 13,37 +1,2 0,76

TGF-beta 17,40+ 2,4 19,33 +1,5 0,63
LPA 380,65 + 126,2 427,39 £49,0 0,95
RLPA 484 +18 531+13 0,46
ATX 1475,36 £ 119,8 1169,09 £ 149,1 0,11

TGF-beta/LPA 192,83 + 54,8 212,09+ 24,4 0,84

Tabla 13: Valores medios + ESM de los niveles de los biomarcadores estudiados atendiendo a la

capacidad de difusién del mondxido de carbono (DLCO %).

Los puntos de discriminacion indicados para FVC y DLCO que se muestran en las
tablas 11 y 13 son usados habitualmente en la practica clinica dentro de la consulta
monografica de EPID para diferenciar a aquellos pacientes con un grado leve-moderado de
la enfermedad (FVC 255%, DLCO 245%) de los que presentan un grado severo, que
ademas condiciona un aumento de la mortalidad en pacientes con esta patologia al ser
factores predictores de mal prondstico (5), la presencia de insuficiencia respiratoria grave
(5), la exclusién del paciente para entrar como candidato en lista de espera para trasplante

pulmonar (88) y el limite para la prescripcion e inicio de terapia antifibrotica (89).

4.4.2. Factores séricos y evolucion de la enfermedad

Dado que los niveles de biomarcadores estudiados se encuentran significativamente
elevados en pacientes con EPID respecto a controles sanos, se realizé6 un analisis para
comprobar si existian igualmente diferencias entre dichos niveles atendiendo como variable
principal al curso evolutivo de la enfermedad. Se establecieron dos grupos: sujetos que

mantenian estabilidad o discreta mejoria y aquellos que presentaban empeoramiento. En el
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test de comparaciéon de muestras, no se obtuvieron diferencias entre pacientes con
estabilidad/ mejoria de la EPID respecto a los que habian experimentado un

empeoramiento de la misma. Los resultados del analisis se muestran en la tabla 14.

Los dos grupos respecto a la evolucion de la enfermedad se configuraron a través
de los criterios de la ATS/ERS establecidos para la FPI y que son aplicables al conjunto de
las EPID. Se valoran el grado de disnea, variaciones en volumenes pulmonares (pruebas
de funcién pulmonar), nivel de saturaciéon de oxigeno y grado de extension de afectacion

parenquimatosa en TACAR (90).

Parametro Estabilidad/ mejoria Empeoramiento P
SP-A 2028,17 £ 79,4 2020,94 + 115,7 0,65
SP-D 14,67 +1,2 10,77 £ 1,2 0,64

TGF-beta 18,46 + 1,3 17,3£22 0,20
LPA 372,19 £ 47,9 420,70 + 43,5 0,47
RLPA; 474+0,9 7,02+1,6 0,15
ATX 1150,65 + 130,6 1239,79 + 193,8 0,56

TGF-beta/LPA 183,05 + 77,1 209,40 + 23,6 0,97

Tabla 14: Valores medios + ESM de los niveles de los biomarcadores estudiados atendiendo a la

evolucion objetiva de la enfermedad (estabilizacién o empeoramiento).
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5. DISCUSION

5.1. GENERALIDADES

Como se describié en la introduccion, las EPID son un grupo muy heterogéneo de
patologias pulmonares con afectacion predominante del intersticio pulmonar, asi como de
otras estructuras tales como las células epiteliales alveolares, las vias respiratorias
pequeias y la vasculatura asociada. Las alteraciones presentes se caracterizan por una

infiltracion de materia tanto celular como no celular a nivel del parénquima pulmonar.

Desde los cambios iniciados en 2001 para la nueva clasificacion de las EPID en el
consenso de la ATS/ERS, ha existido una mejora exponencial en la compresion de los
mecanismos patogénicos clave implicados en el desarrollo y la progresion de la FPI, por
ejemplo. Sin embargo, esta mejora en la clasificacion de las patologias no elude la realidad
de la superposicion de caracteristicas a nivel clinico, radiolégico e histologico que se
produce entre las distintas entidades. Todo ello requiere la utilizacién de multiples recursos
para la obtencion de un diagndstico definitivo, que sera establecido por un equipo
multidisciplinar compuesto por expertos en EPID de distintas especialidades (radiologia,

anatomia patolégica y neumologia) (11).

En el siglo pasado, fue ampliamente aceptado que el gold standar para el diagnéstico
de las EPID era la confirmacion histolégica mediante una biopsia histoldgica; la clinica y
hallazgos radiolégicos eran considerados como insatisfactorios o que aportaban sélo una
informacion parcial para la clasificacion. Sin embargo, en la actualidad, se reconocen las
limitaciones de un diagnéstico puramente histolégico ademas del hecho de que muchos
pacientes, dado el estadio de su enfermedad o la comorbilidad, no son candidatos a la
realizacién de una biopsia quirdrgica. Por otra parte, un factor de confusién adicional en la
evaluacion histolégica de las biopsias es el problema del error de muestreo o la posibilidad
de que la muestra obtenida pertenezca a un area no representativa del proceso de

enfermedad predominante (13).
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Por todo lo expuesto hasta el momento, se pone de manifiesto la importancia de
herramientas que permitan establecer un diagnéstico lo mas fiable posible de cara también
al manejo del curso evolutivo de la enfermedad y de la instauracion o monitorizacién de un
tratamiento, sobre todo en el panorama terapéutico actual con la aparicion de nuevos

farmacos.

El papel de los biomarcadores en las EPID podria llegar a ser fundamental para
ayudar al diagndstico, identificar los subgrupos de enfermedades y determinar la progresién
de la enfermedad y la respuesta al tratamiento (44). El paradigma actual sobre los
mecanismos que conducen desde un pulmén normal a uno fibrético, postula que un
mecanismo lesional crénico conduce a la activacion aberrante de un proceso de reparacion
caracterizado por la proliferacion y activacion de fibroblastos junto con una sintesis de ECM
no controlada. Precisamente a este nivel, en la formacién y remodelacién de la matriz, se

encuentran implicadas las moléculas mas estudiadas actualmente.

Como se ha reflejado en los objetivos expuestos en este trabajo, se evaluaron
factores asociados con la remodelacién de la ECM vy la reparacién del dano tisular para
distinguir entre pacientes con EPID y controles sanos, asi como estudiar diferencias entre
FPI, NINE y EPID-CTD. La FPI fue una de las patologias referenciadas dado que es la mas
frecuente de las enfermedades pulmonares parenquimatosas difusas, con un diagnéstico
de exclusion, y cuenta con un prondstico devastador. A su vez, es de las EPID en la que
mas se ha avanzado desde el punto de vista de la terapéutica con la aparicion de farmacos
como pirfenidona y nintedanib (91) y los actualmente en estudio relacionados con el eje

ATX/ LPA y TGF-beta (63) (64) (78) (79).

Asi, se han determinado los valores serolégicos de los siguientes factores como

posibles biomarcadores:

e Proteinas del surfactante (SP-A y SP-D).

e Sistema LPA (LPA, receptor y autoxaxina).

e TGF-beta.
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e Cociente TGF-beta/ LPA.

Las dos poblaciones a estudio, pacientes de EPID y voluntarios sanos, presentaron
similares caracteristicas demograficas y muy similar habito tabaquico, principalmente en
FPI. En el caso de EPID-CTD, para el numero de fumadores actuales, y en NINE en el
numero de no fumadores (tabla 4). En cambio, los parametros de funcién respiratoria
fueron significativamente menores en los pacientes comparado con los controles (FVC%, p

0,006; FEV1%, p 0,001. Tabla 5).

5.2. NIVELES DE SP: AUMENTO DE SP-A EN PACIENTES CON EPID

En la determinacion de los niveles de las proteinas del surfactante, sélo obtuvimos
un aumento significativo de la concentracion de SP-A de los sujetos con EPID
(2030,47pg/mL + 60,2) respecto a los sanos (1497,98 pg/mL + 168,2). El incremento fue de
un 34%. En la determinacion de SP-D no se encontraron diferencias entre ambos grupos
(12,98 = 0,9 en sujetos con EPID y 18,68 pg/mL * 4,5 en el grupo de controles sanos).

Tampoco en el andlisis entre pacientes de FPI y EPID-CTD.

El incremento de las concentraciones séricas de SP-A y SP-D queda patente en
diferentes EPID, incluyendo la FPI, respecto a controles sanos (92) (93) (94). Debido a que
las proteinas surfactantes son sintetizadas y secretadas por las células del epitelio alveolar
tipo Il, sus niveles séricos pueden reflejar alteraciones en la produccion y secreciéon de
dichas proteinas, aumentando la permeabilidad de la barrera endotelial. Los mecanismos
que subyacen a esta elevacion, probablemente incluyen una combinacion de lesién epitelial
y ruptura junto con una mayor acumulacién de ECM por hiperplasia. El procesamiento
aberrante de las SP por el reticulo endoplasmico, ha estado involucrado en la patogénesis
de la FPI al igual que defectos genéticos en los genes codificadores para las SP (como la
sobreexpresion del gen SPA1), que se ha identificado en algunos pacientes con progresion
de la enfermedad en comparacién con aquellos con enfermedad relativamente estable (95).

La diferencia de concentracion entre el espacio aéreo alveolar y el sanguineo y la reduccion
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de la depuracion de las SP, contribuye a la elevacion de los niveles séricos de SP-A 'y SP-
D. En el caso concreto de la FPI, la elevacion de estas proteinas puede ser resultado de la
susceptibilidad genética y ambiental. Takahashi y colaboradores sugieren que las SP-A y
SP-D son objeto de una sobreproduccion a nivel de los alvéolos, siendo transferidas
posteriormente a la sangre circulante, y que su concentracidon en suero aumenta en
presencia de cambios inflamatorios activos (alveolitis) pero no aumenta en presencia sélo
de fibrosis (96). En los hallazgos de TAC toracico realizados en su estudio, la elevacion en
suero de SP-A y SP-D se relacioné con la extensién de la opacidad del vidrio deslustrado

pero no con la panalizacion (97).

Por otro lado, se han realizado estudios sobre los niveles de estas proteinas y su
correlacion con la progresion de la enfermedad o mortalidad, encontrandose que los niveles
elevados de SP-A se asocian a un incremento del riesgo de mortalidad, sin encontrarse

dicha relacion con los niveles de SP-D (98).

En revisiones sistematicas de la literatura, se destaca que los niveles de SP-D
pueden ser utiles para diferenciar los pacientes con FPl de aquellos con infecciones
respiratorias o controles sanos, pero no para diferenciarlos de pacientes con otra EPID
distinta (99). Ishii y colaboradores presentaron un estudio donde obtuvieron niveles séricos
de SP-A en pacientes con patron NIU significativamente mas altos que en pacientes con
otros patrones (como el NINE) (94), aunque afirman que la evidencia disponible no es
suficiente para usarlo como marcador discriminativo entre grupos de EPID. El hecho de que
SP-A se encuentre mas elevado en FPI (patron NIU) puede ser uno de los factores que
influya en que en nuestro estudio exista elevacion de SP-A sérica significativa y no de SP-
D, ya que el grupo de pacientes tiene una alta representacion de FPI respecto a EPID-CTD.
Sin embargo, no se obtuvieron diferencias significativas entre los niveles de SP-A y SP-D

determinados y analizados por grupos de EPID.

El proceso de exacerbacién aguda en la FPI se caracteriza por un empeoramiento
agudo de la disnea, desarrollo potencial de insuficiencia respiratoria hipoxémica y aparicién

de nuevos o progresion de los ya presentes infiltrados pulmonares en las pruebas de
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imagen. Segun el estudio realizado por Kim y colaboradores (100), existen diferencias entre
los niveles séricos de SP-A y SP-D en la FPI estable y en la agudizacion, de modo que en
esta Ultima se observan niveles mas elevados en comparacion con los pacientes que
presentan una situacion basal estable. Este hecho, puede ser resultado de anomalias
funcionales de las células epiteliales alveolares tipo I, incluidas las lesiones de las células
endoteliales y las anomalias en la coagulacion. La combinacion de las SP en suero con
otros predictores puede mejorar la precisién para el diagndstico de exacerbaciones de la

FPI.

Este hallazgo, junto con lo expuesto respecto a la relacion establecida con los
patrones de extensiéon del vidrio deslustrado, podria justificar el uso de las SP como
marcadores evolutivos de enfermedad y/o de respuesta a tratamientos antifibréticos. Asi,
cambios observados en los niveles séricos de SP-A podrian utilizarse en la monitorizacién
de la terapia con farmacos antifibréticos como pirfenidona o nintedanib en pacientes con
FPI (101). En nuestro estudio, los pacientes que participaron se encontraban en fase
estable de la enfermedad, sin criterios clinicos en el momento de la valoracion de
exacerbacion en curso. Seria de interés realizar la comparacion de los niveles de las SP
séricas en la fase estable de la EPID en relacion con los presentes en episodio de

exacerbacion aguda.

En cuanto a la supervivencia en FPI, no existen hallazgos concluyentes para SP-A
ni SP-D sobre la mejora de la determinacién de los tiempos de la misma cuando se
incorpora su determinacion a modelos clinicos (incluyendo edad o parametros de funcion
pulmonar como FVC o TLCO) (102). Los resultados obtenidos en el presente trabajo,
tampoco muestran relacion entre los niveles de las SP y los parametros de funcién

pulmonar o evolucién de la enfermedad.
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5.3. SISTEMA LPA: NIVELES DE LPAY RLPA; AUMENTADOS EN PACIENTES

CON EPID

Tantos los niveles de LPA en suero como los de su receptor RLPA; eran mayores
en los pacientes con EPID (393,46 nM £ 34 para LPA y 5,63 umol/L + 0,8 para su receptor)
que en los controles sanos (122,94 nM £ 13 para LPA y 3,31 uymol/L £ 0,6 respectivamente).
Hay que destacar especialmente el papel del LPA con un AUC de 0,97 (95% CI = 0,94-1),
estableciéndose una sensibilidad del 90,9% y especificidad del 86,7% para el valor 6ptimo
de 173,21 nM. Esto determinaria la importancia de LPA para ser considerado como

biomarcador en este tipo de patologias.

Dado que el LPA tiene funciones a nivel de promocion de la activacion de la
apoptosis de células epiteliales y la remodelacién parenquimatosa por accion de los
fibroblastos, estos resultados coinciden con los descritos en otros estudios en los que los
niveles de LPA se encuentran aumentados en pacientes con patologias fibréticas a nivel
pulmonar. La estimulacién mediante LPA de las células epiteliales bronquiales normales
humanas, aumenta la formacion de fibras de estrés y reorganiza la integrina av6 en sus
extremos, lo que conduce a la activacién de TGF-beta. TGF-beta tiene una participacion,
como factor profibrético, bien establecida en la patogénesis de las EPID por sus efectos
sobre la lesion de las células epiteliales alveolares, la diferenciacion de miofibroblastos, la
transicion epitelio-mesenquimal y el depdsito y remodelacion de ECM. Esta via, la de la
activacion del TGF-beta, es otro mecanismo importante a través del cual LPA promueve la
fibrosis pulmonar (103). De hecho, dentro de las nuevas terapias que se encuentran en
ensayos fase Il, encontramos el BG0O0011 (anticuerpo monoclonal anti-integrina avp6) que
produce una supresiéon de TGF-beta mediante el bloqueo de la fosforilacion de SMAD2 en
lavado broncoalveolar. Su administracién es semanal y por via subcutanea, mostrandose
segura y bien tolerada salvo la dosis mas alta de 3mg/kg semanal (estudio SPIRIT,
NCT03573505) (104). O la administracion inhalada de GSK3008348, inhibidor de la

integrina avp6 con resultados prometedores para el tratamiento de IPF (78).
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Los niveles de RLPA; se encuentran igualmente elevados, pero no presentan un
AUC (o poder discriminativo del test) tan favorable como para LPA. Esto puede ser debido,
en parte, a que los niveles de RLPA; no son directamente proporcionales a los de LPA
(105). Ademas, los mecanismos de expresion de los receptores se ven influidos por
mecanismos reguladores que no son del todo bien conocidos. A nivel clinico, el antagonista
del RLPA; BMS-986020, ha demostrado su eficacia y seguridad en un ensayo fase Il
(NCT01766817) con la dosis de 600mg cada 12 y 24 horas durante 26 semanas. Como
eventos adversos se registraron elevaciones de las enzimas hepaticas en relacion con la

dosis administrada del farmaco, asi como tres casos de colecistitis (104).

5.4. NIVELES DE ATX ELEVADOS EN PACIENTES CON EPID

El papel de la ATX en el desarrollo de procesos de fibrosis pulmonar se encuentra
intimamente relacionado con su papel como enzima encargada de la conversién de la
lisofosfatidilcolina en una molécula bioactiva como es el LPA. De hecho, ATX es
considerado en la actualidad el responsable de la sintesis de la mayoria de LPA
extracelular. El eje ATX/ LPA juega un papel muy importante en la etiopatogenia de las
EPID, como ponen de manifiesto los numerosos estudios acerca del aumento de los niveles
de ATX en liquidos biolégicos de pacientes con EPID (60). Oikonomou y colaboradores
examinaron el posible papel de ATX en el desarrollo de FPI realizando un analisis de su
expresion en muestras de biopsias pulmonares de pacientes con fibrosis pulmonar y en
modelo animal con fibrosis inducida por BLM. La eliminacién genética de la expresion de
ATX de las células epiteliales bronquiales y los macréfagos inflamatorios pusieron en valor
el papel de ATX en el desarrollo de la fibrosis pulmonar al producirse como resultado la
disminucion de la gravedad de la enfermedad. Por otro lado, la inhibiciéon farmacoldgica de
ATX en ratones demostré ser eficiente en la atenuacion del remodelado pulmonar que se

desarrolla en el proceso de fibrosis (59).
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Por ello, la literatura sefiala a la ATX como probable diana terapéutica,
principalmente por los estudios que demuestran su aumento en pacientes con FPI a nivel
de células epiteliales bronquiales, epiteliales alveolares y macréfagos (106). En nuestra
muestra de pacientes se observa dicho aumento significativo de los niveles de ATX en
suero en pacientes con EPID respecto a los controles sanos. Teniendo en cuenta la
relacion de la ATX en la generacion del LPA, los resultados obtenidos para ambas
determinaciones séricas coinciden con lo referido anteriormente en los estudios realizados
hasta el momento (en los enfermos fue de 1204,26 ng/mL + 97 y en controles sanos de

792,55 ng/mL + 89).

GLPG1690 es un inhibidor selectivo de la ATX que se administra por via oral (dosis
600mg/dia). Reduce la migracion celular y produccion de tenascina-C y colageno, actuando
directamente sobre las concentraciones séricas del eje ATX/ LPA. En el ensayo clinico
FLORA (fase Il), el farmaco se mostré seguro y bien tolerado y en la actualidad se evalua

en combinacion con nintedanib o pirfenidona (ensayo clinico ISABELA, fase IIl) (89).

5.5. NIVELES DE TGF-BETA AUMENTADOS EN PACIENTES CON EPID

El analisis de nuestros resultados evidencié un incremento de los niveles de TGF-
beta séricos en pacientes con EPID (18,49 ng/mL £ 1,1) respecto a los controles sanos
(10,47 ng/mL = 0,3; p < 0,001). Al igual que en el caso de LPA, hay que destacar el papel
de TGF-beta con un AUC de 0,95 (95% CI = 0,89-1), estableciéndose una sensibilidad del
90,9% y especificidad del 80,0% para el valor 6ptimo de 11,59 ng/mL. Esto determinaria la
importancia de TGF-beta para ser considerado también como biomarcador en este tipo de

patologias.

Son numerosos los estudios que ponen de manifiesto el papel primordial del TGF-
beta en el proceso fibrético, interviniendo en la fibrosis parenquimatosa e intersticial, asi
como en la remodelacion vascular y de las vias respiratorias (107) (108) (109) (110). La

participacion de TGF-beta en la fibrosis pulmonar ha sido ampliamente documentada con
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niveles elevados del factor de crecimiento tanto en modelos animales de fibrosis pulmonar
como en pacientes con FPI o asma bronquial (85). Los resultados obtenidos en nuestro
estudio son consecuentes con los reflejados en la bibliografia existente. Sin embargo, no se
han referenciado en la literatura estudios que comparen los niveles de TGF-beta en
distintas EPID para ver si existe un poder discriminativo de este factor. En el trabajo
presentado no hemos hallado diferencias entre los niveles obtenidos en pacientes FPI y

EPID-CTD.

Es este factor, por tanto, un objetivo terapéutico a tener en cuenta en las EPID.
Concretamente la pirfenidona, indicada en el tratamiento de la FPI, atenua la produccion y
accién del TGF-beta, reduciendo la disminucién del FVC en pacientes con dicha patologia
(111) (112). Parece que dicho factor podria ser no solo un buen biomarcador a determinar
en el estudio de las EPID, sino que podria ser indicativo de la respuesta favorable del

paciente a un determinado tratamiento, como es el caso de la pirfenidona.

TGF-beta se encuentra relacionado con otros marcadores séricos estudiados en el
presente trabajo, las SP. Debido al efecto que TGF-beta tiene sobre el epitelio alveolar
(concretamente las células alveolares tipo Il), influye sobre el sistema productor de
surfactante y mas concretamente, disminuye la expresion de SP-A, SP-B y SP-C. En
pacientes con FPI, las células alveolares tipo Il son una abundante fuente de TGF-beta y, el
surfactante producido en ellas, tiene alterada la composicion proteica y de fosfolipidos
provocando una reduccion de la tensién superficial asi como el colapso y pérdida de
unidades alveolares (113). Menos conocidos son los efectos de TGF-beta sobre la
regulacion de SP-D. En el estudio realizado por Correll y colaboradores sobre los efectos
de TGF-beta en células alveolares tipo Il de pulmones de donantes humanos (no
candidatos para ser transplantados), se observé que esta citoquina reducia los niveles de
mRNA de SP-A y SP-B pero no los de SP-D (113). Probablemente este hecho responda a

que SP-D se encuentra regulado por otras vias ademas de por TGF-beta.
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5.6. COCIENTE TGF-BETA/ LPA ELEVADO EN PACIENTES CON EPID

La relacion establecida entre TGF-beta y LPA ha sido detallada anteriormente en
este documento, encontrandose LPA directamente relacionado con la activacion del TGF-
beta a nivel tisular y el desarrollo de procesos profibréticos. Se decidio, por tanto, valorar el
cociente TGF-beta/ LPA en la poblacion estudiada, obteniéndose que dicho cociente se
encontraba significativamente elevado en paciente con EPID (195,75 £ 17) respecto a

voluntarios sanos (66,90 + 6).

En la literatura no se han hallado descripciones previas sobre este cociente, siendo
por tanto este trabajo el primero en el que se estudia y valora su utilidad. Como se
desprende del resultado de la curva ROC para este cociente (AUC 0,99; 95% CI = 0,97-1.
Punto de corte 80,07; S 100%, E 91,7%), y al igual que ocurre con TGF-beta y LPA, este

cociente puede considerarse un buen biomarcador.

5.7. POSIBLES BIOMARCADORES DE EPID: TGF-BETA, LPA Y COCIENTE

TGF-BETA/ LPA

Tras los resultados obtenidos en este trabajo, se proponen como biomarcadores
séricos capaces de diferenciar pacientes de FPIl y EPID-CTD de individuos sanos a TGF-

beta, LPA y cociente TGF-beta/ LPA.

Los valores séricos de estos biomarcadores en pacientes con EPID fueron todos
mas elevados que los valores de los mejores puntos de corte para TGF-beta, LPA y
cociente TGF-beta/ LPA (11,59 ng/mL, 173,21 nM, 80,07 respectivamente), mientras que
en los voluntarios sanos fueron menores (tablas 7, 9 y 10). Como se observa en las curvas
ROC, los valores de AUC mostraron una excelente capacidad predictiva (AUC > 0,9) al
comparar pacientes con voluntarios sanos, con puntos de corte con una alta sensibilidad y
especificidad: TGF-beta: cutoff 11,59 ng/mL, S 90,9%, E 80,0%; AUC de 0,95 (95% CI =
0,89-1). LPA: cutoff 173,21 nM, S 90,9%, E 86,7%; AUC de 0,97 (95% CI = 0,94-1).

Cociente TGF-beta/ LPA: cutoff 80,07, S 100%, E 91,7%; AUC de 0,99 (95% CI = 0,97-1).
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Con respecto al resto de mediadores analizados, SP-A y ATX, también presentaron
niveles séricos significativamente mas elevados que los encontrados en el grupo control
(tablas 6 y 8), pero con un valor predictivo menor, aunque bueno, como se desprende del
analisis de las curvas ROC; valores de AUC en torno al 0,75: SP-A 0,74 (95% CI = 0,53-
0,95); ATX: AUC de 0,77 (95% CI = 0,59-0,94) y puntos de corte con menor sensibilidad y
especificidad. Al igual que observamos con los biomarcadores TGF-beta, LPA y cociente
TGF-beta/ LPA, los valores séricos de ATX en pacientes con EPID fueron mas elevados
que el valor 6ptimo del punto de corte (872,12 ng/mL, S 72,2%, E 83,3%), hecho que no
ocurrié con el punto de corte de SP-A, cercano a los valores encontrados en los pacientes
(1922,98 pg/mL, S 88,9%, E 66,7%). Finalmente, el analisis de las curvas ROC para SP-D
y RPLA,, mostraron que la capacidad predictiva de estos parametros fue baja con valores
de AUC < 0,75 y puntos de corte con sensibilidad y especificidad < 70%: SP-D: cutoff 10,01
pg/mL, S 68,4%, E 66,7%; AUC de 0,61 (95% CI = 0,36-0,86). RLPA;: cutoff 3,34 ymol/L, S

68,2%, E 60,0%; AUC de 0,67 (95% CI = 0,50-0,89).

Por tanto, segun esta serie de casos TGF-beta, LPA y cociente TGF-beta/ LPA
pueden considerarse biomarcadores potenciales para el diagndstico de FPI y EPID-CTD
frente a individuos sanos. La determinacion de estos dos factores profibréticos podria
incluirse en el diagndstico de pacientes seleccionados con sospecha de EIPD o bien con
patologias relacionadas con el desarrollo de EPID en su curso evolutivo. De esta forma
obtendriamos, unido a la determinacién del cociente entre ambos, un mayor poder
discriminativo para el diagnodstico de EPID. Ademas, ambos mediadores podrian utilizarse
como herramientas utiles en el seguimiento de los nuevos tratamientos antifibréticos
principalmente de la FPI, proporcionando nuevos conocimientos para futuras

investigaciones en el contexto de las terapias antifibréticas.
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Por otro lado, no se ha encontrado correlacion de los diferentes mediadores
estudiados para la diferenciacion de FPI respecto de EPID-CTD, y tampoco a nivel de los

valores funcionales de FVC% y DLCQO%.

En el caso de los niveles de LPA (p 0,004) y el cociente TGF-beta/ LPA (p 0,005) se
aprecié una relacién entre la funcién pulmonar y la determinacién del marcador, de modo
que los niveles de LPA y del cociente TGF-beta/ LPA eran significativamente mayores en el
grupo con FVC% 255%. Si tenemos en cuenta que los niveles de estos marcadores séricos
son mayores en pacientes con EPID, en cuya evolucion se produce un deterioro de la
funcion pulmonar con una reduccion progresiva de la FVC, no esta clara la importancia de
este hallazgo en los resultados. Para establecer si mejores niveles de FVC se
corresponden con mayores niveles de LPA y TGF-beta/ LPA, seria preciso aumentar la
poblacion de estudio y realizar analisis por subgrupos atendiendo a la gravedad o extension
de la enfermedad (clasificando por clase funcional, por ejemplo, o bien por extension del
patron fibrético a nivel radiolégico). De este modo podria aclararse si pacientes con menor
grado de afectacion pulmonar por EPID y que, por tanto, tienen valores de FVC mas altos,
disponen de unos mecanismos de produccion de marcadores séricos conservados y
mayores niveles de los mismos respecto a pacientes con mayor progresion de la

enfermedad.

En este sentido, son cada vez mas los autores que destacan la importancia de
plantear la asociacién de distintos marcadores junto con otros valores clinicos (edad,
valores de pruebas funcionales o alteraciones de la TACAR) para alcanzar mayor nivel de

significacion en la aplicacién de estos parametros.

Este estudio no esta exento de limitaciones, primero, es un estudio unicéntrico, lo
que limita la validez externa del trabajo. Segundo, el pequeino tamafno de la muestra no nos
permite estudiar el efecto de diferentes variables (tabaco, edad, clase funcional, tiempo
desde el diagndstico, etc.) sobre los niveles encontrados de estos mediadores o su relacion

con la funcion pulmonar.
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Teniendo en cuenta los resultados de este trabajo, las determinaciones de los
niveles séricos de FGF-beta y LPA en pacientes con EPID, podrian postular a estos
mediadores profibréticos como potenciales biomarcadores en el estudio y diagnédstico de
dichas patologias, pero también, podrian ayudar a monitorizar la respuesta a un
determinado tratamiento, principalmente en el contexto de las nuevas terapias

antifibroticas.
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6. CONCLUSIONES

1. Los valores séricos de los factores asociados con la remodelacion de la matriz
extracelular y la reparacion del dafo tisular estudiados en los pacientes con enfermedad
pulmonar intersticial difusa, se encuentran aumentados al compararlos con los valores

encontrados en individuos sanos, con la excepcién de SP-D.

2. Los valores séricos de los factores estudiados no muestran diferencias significativas
entre pacientes con fibrosis pulmonar idiopatica y pacientes con enfermedad pulmonar
intersticial difusa asociada a conectivopatias, por lo que no poseen valor diferencial para

ambas patologias.

3. Los anadlisis de las curvas ROC para identificar el poder discriminatorio de los diferentes
marcadores entre pacientes con enfermedad pulmonar intersticial difusa y voluntarios
sanos, permiten considerar a TGF-beta, LPA y su cociente como potenciales

biomarcadores diagndsticos para esta enfermedad.

4. El mediador TGF-beta presentaria una capacidad predictiva excelente, con un area bajo
la curva de 0,95, una sensibilidad del 90,9% y una especificidad del 80,0% para el mejor

punto de corte (11,59 ng/mL).

5. Asimismo, el mediador LPA presentaria igualmente una capacidad predictiva excelente,
con un area bajo la curva de 0,97, una sensibilidad del 90,9% y una especificidad del 86,7%

para el punto 6ptimo de corte de 173,21 nM.

6. La alta sensibilidad y especificidad también presentadas por el cociente TGF-beta/ LPA
(sensibilidad del 100% y especificidad del 91,7% para el punto de corte de 80,07) y el area
bajo la curva de 0,99, harian de dicho cociente un excelente biomarcador para la

enfermedad pulmonar intersticial difusa.

7. La modificacion en los niveles séricos de estos dos biomarcadores podria también
ayudar a la eleccion de un determinado tratamiento dirigido y/o a la monitorizacién de su
respuesta, principalmente en el contexto de las nuevas terapias antifibréticas relacionadas

con la inhibicién del eje autotaxina/ LPA y TGF-beta.
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HOJA DE INFORMACION AL PACIENTE. CONSENTIMIENTO INFORMADO

Titulo del estudio: Biomarcadores en la Enfermedad Pulmonar Intersticial

Difusa.

Investigador principal: Maria Victoria Hidalgo Sanjuan, Eva Belén Cabrera César,

Lidia Lopez Lopez

Numeros de teléfono asociados a la investigacion: 9571032448.

Lugar: UGC Neumologia. Hospital Universitario Virgen de la Victoria de Malaga.
Estas hojas de Consentimiento Informado pueden contener palabras que usted no
entienda. Por favor, pregunte al investigador principal o a cualquier persona del
estudio para que le explique cualquier palabra o informacién que usted no entienda
claramente. Usted puede disponer de una copia de este consentimiento para pensar
sobre este estudio o para discutir con su familia o amigos antes de tomar su
decision.

INTRODUCCION:

Usted ha sido invitado a participar en un estudio de investigacion. Antes de
que usted decida participar en el estudio, por favor lea este consentimiento
cuidadosamente. Haga todas las preguntas que usted tenga, para asegurarse de
que entienda los procedimientos del estudio, incluyendo los riesgos y los beneficios.

En este estudio pueden participar los pacientes con enfermedad intersticial
diagnosticada que son seguidos por la Unidad de Neumologia del Hospital Virgen de
la Victoria (Malaga). También pueden hacerlo aquellos pacientes sanos para poder
asi comparar las diferencias que existen entre su muestra de sangre y la de las

personas que padecen la enfermedad.

PROPOSITO DEL ESTUDIO:

Este proyecto pretende estudiar unos “biomarcadores” (sustancia del
organismo que se mide para saber el estado de la enfermedad que usted padece)
que pueden darnos informaciéon sobre cdmo ha aparecido su enfermedad intersticial
y por qué evoluciona de una determinada manera. Ademas podra formar parte de un
subestudio se busca analizar el polimorfismo genético que puede estar implicado en
dicha enfermedad del que usted puede ser portador. El objetivo de este estudio es

identificar si existe una relacion entre los biomarcadores que se pueden medir en

&9



sangre de pacientes como usted y la gravedad y evolucidn que puede seguir la
enfermedad. Los resultados podrian ser importantes para desarrollar métodos para
prevenir la enfermedad en el futuro y descubrir posibles tratamientos mas efectivos.
Las muestras bioldgicas sobrantes de dicho estudio seran eliminadas al
contenedor de residuos biologicos sin ninguna mencion identificativa que lo pueda

relacionar con usted.

PARTICIPANTES EN EL ESTUDIO:

En este estudio pueden participar los pacientes con enfermedad intersticial
diagnosticada que son seguidos por la Unidad de Neumologia del Hospital Virgen de
la Victoria (Malaga).

Es posible que de su participacion en este estudio no obtenga un beneficio directo.
Sin embargo, el estudio de biomarcadores en su organismo podria beneficiar a otros
pacientes con la misma enfermedad que sean diagnosticados en el futuro y contribuir
a un mejor manejo y toma de medidas preventivas.

El estudio es completamente voluntario, y si usted decide no participar recibira de
igual manera la atencion médica que usted precise y la relacion con el equipo médico

que le atiende no va a verse afectada.

PROCEDIMIENTOS:

Si usted decide participar, se le realizara una historia clinica completa, una
exploracion fisica y se le extraera una muestra de sangre mediante puncion venosa
(al igual que para cualquier analisis de sangre convencional), que se enviara para
anadlisis y determinacion de esas sustancias expuestas anteriormente a las que
llamamos “biomarcadores”. La toma de la muestra puede provocarle una leve
molestia en ese momento, que desaparecera minutos después. Este es el unico
proceso que se le realizara; su tratamiento y revisiones habituales, en caso de que

los esté realizando, continuaran sin modificaciones.

PRIVACIDAD Y CONFIDENCIALIDAD:
La informacion obtenida en este estudio, utilizada para la identificacion de
cada paciente, sera mantenida con estricta confidencialidad por el grupo de

investigadores.
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CON

1.

Fecha:

SENTIMIENTO INFORMADO

Yo

declaro bajo mi responsabilidad que he leido la hoja de informacion sobre el

estudio y acepto participar voluntariamente en este estudio.

Se me ha entregado una copia de la hoja de informacion al paciente y una
copia de este consentimiento informado, fechado y firmado. Se me han
explicado las caracteristicas y el objetivo del estudio y los posibles beneficios
y riesgos que puedo esperar. Se me ha dado tiempo y oportunidad para
realizar preguntas. Todas las preguntas fueron respondidas a mi entera

satisfaccion.

Sé que se tratardn mis datos personales y mi historia clinica de forma

confidencial por el grupo de investigadores.

Soy libre de retirarme del estudio en cualquier momento por cualquier motivo,
sin tener que dar explicacién y sin que repercuta negativamente sobre mi

tratamiento médico actual o futuro.

Firma del paciente:

Constato que he explicado las caracteristicas y el objetivo del estudio y los riesgos y

beneficios potenciales al sujeto cuyo nombre aparece escrito al inicio de esta pagina.

El suje

Fecha:

to consiente en participar por medio de su firma fechada en persona.

Nombre del investigador o la persona que proporciona la informacién y el

consentimiento:

Firma:
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HOJA DE RECOGIDA DE DATOS

Nombre

N°paciente NUHSA

Teléfono

Fecha de nacimiento Sexo Talla
Peso kg SatO2 Grado disnea NYHA

Independiente para ABVD o Calidad de vida

Antecedentes familiares de interés:

Antecedentes personales:

Tabaquismo o Profesion

Exposicion sustancias inorganicas 0 organicas 0  farmacos O
oHTA oDM oDL o HTP o SAHS o Patologia Psiquiatrica
o EPOC o Cardiopatia

Otros:

Fecha diagnéstico:
Tiempo seguimiento consulta (meses):

Ingresos hospitalarios:

Patron radiologico en Rx térax al diagnostico:

Patron radiologico en TAC de torax al diagndstico:

Realizacion de: o0 LAB o B. transbronquial o B. quirargica
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Informe Anatomia Patologica del diagnostico:

Pruebas funcionales respiratorias:

Parametros

Al diagnéstico (ml y %)

Ultimo control (ml y %)

FVC

FEV1

FEV1%

FEF 25-75

TLC

VR

TLC/VR

DLCO

DLCO/ VA

Tratamiento para patologia pulmonar:

0 Acetilcisteina 0 Corticoides 0O Anticuerpos monoclonales

O Inmunosupresores:

o Pirfenidona
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TRABAJOS RELACIONADOS CON LA TESIS
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