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1. Vias aéreas humanas

El aparato respiratorio humano, encargado de desplazar
volumenes de aire desde la atmdésfera a los pulmones y viceversa,
estd constituido por las fosas nasales, la faringe, la laringe, la
trdquea, los bronquios y los dos pulmones. El pulmén derecho tiene
tres l6bulos y el izquierdo dos. Cada l6bulo pulmonar presenta

centenares de l6bulos secundarios o lobulillos.

Tracto respiratorio superior

Cavidad nasal /4
g

Faringe

Laringe

Tracto respiratorio inferor

Triquea

Bronquio y My | 2
pHmario

#
/
|

Pulmones 1

Figura 1. Estructura del tracto respiratorio humano

Como se indica, la trdquea se divide en dos bronquios
primarios, y cada uno de ellos sufre mas divisiones. Es caracteristica
en el bronquio la aparicion de placas de cartilago hialino, asi como
musculo liso y células secretoras de moco. El bronquio esta revestido
por un epitelio columnar ciliado pseudoestratificado, cuyos cilios
tienen una longitud de 5-7 um, habiendo unos 200 por cada célula

ciliada. Los cilios poseen un movimiento sincronizado a razén de
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1000-1500 veces por minuto, desplazando moco a razén de 1-2 mm

por minuto.

El moco protege muchos de los epitelios que estan en
contacto con ambientes hostiles. Consiste en un gel viscoso que
forma una barrera no so6lo para proteger células epiteliales sino
también para seleccionar sustancias de union, interacciones y salida

de estas células [1].

Cuando actla alguno de estos agentes aumenta el
namero de células caliciformes y secretoras de moco, el cual, se
acumula en las vias respiratorias, impidiendo el paso de aire y
favoreciendo infecciones, como la bronquitis. Las células secretoras
de moco en las vias aéreas centrales incluyen células caliciformes,
gue estdn embebidas en el epitelio, y glandulas submucosas, en

conexioén con el lumen del arbol respiratorio. [2]

A medida que va descendiendo el arbol bronquial, el
epitelio cambia y llega a ser simple. Es un epitelio bastante fragil y se

lesiona con facilidad (humo de tabaco, contaminacion, etc.).

En ocasiones, la estructura y/o funcién del epitelio
respiratorio se altera en desérdenes pulmonares, como asma,
carcinoma broncogénico y  Enfermedad Pulmonar Obstructiva
Cronica (EPOC) [3]. También se puede transformar en otro mas
resistente como el de la piel (epitelio escamoso), llamandose
metaplasia a este fendmeno de transformacion, que favorece el

asentamiento de carcinomas sobre este nuevo epitelio.
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2. Mucinas y MUC5AC

2.1. Mucinas

La parte apical de las superficies epiteliales de los tractos
respiratorio, gastrointestinal y reproductivo de mamiferos esta
recubierta de moco, una mezcla de agua, iones, glucoproteinas,
proteinas y lipidos. Los componentes mucosos estan secretados
apicalmente por células caliciformes en epitelios polarizados y por
células secretoras en las glandulas submucosas (SMG). El moco
confiere una barrera protectora frente a patégenos y toxinas, y
contribuye a la inmunidad innata en las mucosas [4]. Asi pues, estas
moléculas asumen distintas e importantes funciones fisiol6gicas
como proteccion de microorganismos patogénicos, desecacion,
mantenimiento de pH acidos o basicos, digestion de enzimas
proteoliticas o dafios mecanicos o quimicos. [5].

Las glucoproteinas mucosas, 0 mucinas, son los principales
componentes macromoleculares del epitelio mucoso y estan
presentes tanto en condiciones fisiologicas como fisiopatolégicas.
Histéricamente, debido a su tamafio, a que estdn muy glicosiladas y
a sus propiedades viscoelasticas, han sido dificiles de aislar y
purificar[6]. La tecnologia del ADN recombinante aplicada al campo
de las mucinas ha conducido al clonaje de los genes de mucinas que
codifican la estructura general de las proteinas mucosas. Esto amplia
la definicibn de mucinas tanto a proteinas ancladas a membrana

como secretadas.
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El desarrollo de herramientas moleculares para identificar
mucinas por su estructura principal ha permitido realizar estudios de
la expresién y localizacion de los productos génicos en tejidos,
células y secreciones. Actualmente, se estan investigando mucinas
especificas y sus implicaciones en enfermedades, defensa de
mucosas, y reparacién o remodelacion epitelial. De este modo, se
han estudiado las mucinas implicadas en cancer, enfermedades
gastrointestinales, mucinas expresadas en ojos y oidos, asi como

mucinas implicadas en enfermedades respiratorias [7, 8].

Las mucinas respiratorias son los principales componentes
de la capa soluble y/o el gel viscoelastico que comprende la capa
mucosa pulmonar en vias aéreas sanas y que contribuye al sistema
de defensa mucociliar que protege a los pulmones frente a
patébgenos y toxinas ambientales[9]. La produccion de mucinas
engloba muchos procesos bioldgicos; asi pues, incluso la biosintesis
de la mucina madura glicosilada mas simple requiere la transcripcion
de un gen de mucina que codifica un ARNm de dicha mucina, y que,
al ser traducido en una proteina de mucina es modificado
postraduccionalmente por una o varias glicosiltransferasas. Las
mucinas secretoras son almacenadas en granulos secretorios vy
liberadas en la superficie apical en respuesta a agentes secretores,
mientras, que las mucinas ancladas a membrana estan integradas en

la membrana celular (Figura 2).
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Desencadenamiento

Mucinas de la secrecion de
B ﬂﬂ‘ '5% ey sy ‘H.ﬂ% cinas
5%

Biosintesis de
mucinas

Regulacion de
genes MUC

transcripcion

Figura 2. Modelo de biosintesis y secrecion de muci nas en una célula
caliciforme o secretora de moco. Tomado con modific aciones de Rose et al
2006 [10].

Tanto las mucinas como el moco se sobreproducen en las
vias respiratorias de pacientes con enfermedades cronicas de las
vias aéreas, lo cual contribuye de forma importante a la obstruccion
de las vias aéreas en pacientes con asma, EPOC o fibrosis quistica
[11-15]. Estas enfermedades estan caracterizadas por una respuesta
de mediadores inflamatorios e inmunolégicos que se liberan en el
tejido respiratorio y en los fluidos y secreciones. Muchos mediadores
pueden regular la expresion y estabilidad de los genes de mucinas,

asi como la secrecién de las mismas[16, 17].
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La secrecién de mucinas in vivo tipicamente se inicia
mediante un agente secretor de forma rapida, ocurriendo dicho
proceso entre segundos o minutos [18, 19], en contraste con la
regulacién génica, que requiere de minutos a horas[20], mientras que
la biosintesis de mucinas requiere entre 6 y 24 horas para su

desarrollo.

En ocasiones, el término hipersecrecibn mucosa se utiliza
para englobar todos los procesos que contribuyen a la
sobreproduccion en enfermedades respiratorias cronicas[10].

2.1.1. Glucoproteinas mucosas

Las mucinas son glucoproteinas sintetizadas en células
epiteliales y caracterizadas por un alto peso molecular (de 2 a 20x10°
Da), con alto contenido en carbohidratos (50-90% del peso), lo cual
refleja un gran numero de O-glucanos, y un extenso numero de

repeticiones en tAndem en la estructura proteica, lo cual se refleja en

la Figura 3.
Treonina 5 b /O-glucano
NH, I Jﬁmﬁj‘ﬂ},ffw ::T%COOH
Serina

Esqueleto proteico
de mucinas

Figura 3. Esquema de una mucina glicoproteica de se  crecion que representa el

esqueleto proteico y sus O-glucanos. Tomado con mod ificaciones de Rose et
al 2006 [10].
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Las repeticiones en tandem son la caracteristica distintiva
de las mucinas frente a otras glucoproteinas, especialmente de
aquellas unidas a membrana o receptores que tienen regiones
extracelulares con alta proporcion en Ser, Thr y Pro, que pueden
pertenecer a la superfamilia de las inmunoglobulinas.

2.1.2. Clasificacion

Las mucinas se clasifican atendiendo a su estructura
proteica, codificada por un gen MUC. Este tipo de genes se localizan
en los cromosomas 1, 3, 4, 7, 11, 12 y 19, como podemos ver en la

Tabla 1.
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Gen MUC Locus Cromosomico
MUC1 1921-g24
MUC9 1p13
MUC13 3g13.3
MUC4 3929
MUC20 3929
MUC7 4q13.3

MUC3A 7022
MUC3B 70922
MUC11 7022
MUC12 7922
MUC17 7022
MUC2 11p15.5
MUCS5AC 11p15.5
MUC5B 11p15.5
MUC6 11p15.5
MUC15 11p14.3
MUC18 11p23.3
MUC19 12q12
MUCS8 12g24.3
MUC16 19013.2

Tabla 1.Localizacién cromosomica de los genes de mu  cinas humanas.

Los productos génicos de los genes MUC varian en
tamafo, oscilando sus transcritos entre 1,1 hasta mas de 15 kb,
mientras que las proteinas MUC tienen desde 377 hasta mas de

11000 aminoacidos en su estructura proteica.
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Adicionalmente, la definiciébn de lo que determina un gen
de mucinas no siempre es consistente. Quizas las repeticiones en
tAndem ricas en Ser/Thr/Pro podrian definir una mucina, mientras
gue un aumento significativo de Ser y Thr y un gran niamero de O-

glucésidos definiria una glucoproteina semejante a mucinas.

Ademas de las repeticiones en tandem, los motivos
modulares adicionales estan presentes en los extremos amino y
carboxilo terminales de la estructura proteica. Podemos clasificar las
mucinas como ancladas a membrana y secretoras, las cuales, se
subdividen en ricas o pobres en Cys (Tabla 2)[10].

Clasificacion Mucinas
Ancladas a membrana con MUC1, MUC3A, MUC3B, MUC4, MUC11,
repeticiones en tandem MUC12, MUC13, MUC16, MUC17, MUC20
Secretoras, ricas en Cys y MUC6, MUC2, MUC5AC, MUC5B, MUC19

con repeticiones en tandem

Secretoras, pobres en Cys y MUC7, MUCS8, MUC9

con repeticiones en tandem

Mucinas sin repeticiones en MUC14, MUC15, MUC18
tandem

Tabla 2. Clasificacion de las mucinas humanas por|  a estructura proteica.
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2.1.3. Estructura proteica de las mucinas: Repetici  ones
en tandem

18 de los mas de 20 genes codificantes de mucinas
codifican repeticiones en tandem. Estas secuencias nucleotidicas
estan tipicamente codificadas por un exén central en un gen MUC.
Muchos de estos genes son polimérficos, con alelos con un namero
variable de repeticiones en tandem (VNTRs). Las variaciones
adicionales se suceden con cambios menores en la longitud de la
unidad repetitiva (longitud de los polimorfismos) y en la secuencia
repetitiva (secuencia de los polimorfismos). Este tipo de variaciones
pueden expresar diferentes formas del mismo producto génico de
MUC. Ademés, los genes MUC pueden tener un splicing
alternativo[21]. Se han visto casos de cambios en VNTRs en cancer,
colitis ulcerosa y enfermedades respiratorias[22].

Las repeticiones en tandem son Unicas en secuencia y
tamafio, siendo éstas las caracteristicas distintivas de cada proteina
MUC. Entre diferentes mucinas, las repeticiones en tandem varian en
longitud (de 5 a 375 aminoéacidos) y en numero (de 5 a 395
repeticiones). Muchas proteinas MUC poseen dos dominios con
diferentes secuencias repetidas en tdndem, como MUC2, MUC3A,
MUC3B, y MUC5AC. Las mucinas predominantes en vias aéreas,
MUCS5AC y MUC5B tienen dominios repetidos cuatro o cinco veces
en su estructura proteica, respectivamente, y estan separadas por
dominios ricos en Cys. Cada repeticion contiene Pro y es rica en Ser
y/o Thr, los sitios de O- glucosilacién. Estas repeticiones determinan

el grado de glucosilacion de la mucina (Figura 4).
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Figura 4. Motivos modulares de las mucinas secretor  as ricas en Cys de las
vias aéreas humanas. El nUmero de repeticiones ent andem se expresa como n
debajo de cada MUC. Tomado con modificaciones de Ro  se et al (2006) [10].

El nimero de repeticiones en una proteina MUC también
determina el tamafio de la mucina, ya que alarga el esqueleto de la
proteina y asi aumenta la masa molecular de mucina. También
contribuye a la diversidad estructural y funcional de mucinas en rutas
gue no se aprecian a nivel molecular o fisiologico. Por ejemplo, los
dominios de repeticion en MUC2 estan ininterrumpidos por dominios
ricos en Cys, en contraste con MUC5AC y MUCG5B. Esto quizé refleja
la necesidad de MUCS5AC y MUC5B para acoplarse al sistema
mucociliar de las vias aéreas, mientras que MUC2 puede que
necesite estar mas rigido para proteger el epitelio intestinal frente a
un ataque proteolitico. De hecho, esta mucina se considera

bioguimicamente insoluble[23].

Las repeticiones en tdndem son los dominios primarios
diana de la O-glucosilaciébn, cuyo proceso puede alterar la
conformacion de las mucinas. Las mucinas respiratorias poseen

estructuras filamentosas [24, 25], que en su agregacion forman una
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gran red entretejida[24, 25]. Asi pues, las repeticiones y sus O-
glucanos condicionan el tamafio, la forma y la masa de las mucinas,
contribuyendo asi a las propiedades biofisicas y biolégicas del moco
[10].

2.1.4. Glucosilacién de mucinas

Al igual que las mucinas, muchas macromoléculas,
incluyendo marcadores de adhesion celular y ligandos de selectinas,
tienen O-glucanos unidos a residuos de Ser y Thr en su estructura
proteical9, 26]. Sin embargo, las mucinas en peso poseen entre un
50 y un 90% de carbohidratos, y tienen numerosos sitios de
glucosilacion (desde 12 hasta mas de 100), lo cual se corresponde
con el alto nimero de repeticiones en cada estructura proteica de
MUC.

La O-glucosilacibn comprende una gran parte de la
biosintesis de mucinas y requiere una N- acetilgalactosamil
peptidiltransferasa y una o mas glucosiltransferasas dependiendo de
la estructura del dltimo O- glucano. El proceso se inicia en el Aparato
de Golgi cuando la enzima mencionada transfiere una N-
acetilgalactosamina a un residuo de Ser o Thr cuando una cadena
polipeptidica MUC naciente atraviesa el mismo. Cada O-glucano es
entonces elongado en el paso de adicion de hexosas (galactosa, N-
acetilglucosamina, fucosa) o &cido sidlico por glucosiltransferasas
especificas[27, 28]. Mas de 30 glucosiltransferasas no han sido
identificadas, de las cuales al menos una docena participan en la
sintesis de O- glucanos de mucinas[10].
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Se han identificado cuatro estructuras principales en O-

glucanos aislados de mucinas (Figura 5).

1 2 4

*

/B:;s

N-acetil
galactosamina

3

Fucosa

F

Acido N- N-acetilglucosamina

. -~ Galactosa
acetilneuraminico

Figura 5. Principales estructuras béasicas de los ti  pos de O-glucanos en
mucinas. Tomado con modificaciones de Rose etal (2  006) [10].

El &cido sidlico y los sulfatos en galactosa o la N-
acetilglucosamina confieren cargas negativas a las mucinas, las
cuales son responsables de los pl bajos, mientras que la fucosa
confiere hidrofobicidad. Los azUcares terminales, debido a la
hidrofobicidad de su carga, contribuyen o determinan las propiedades
fisicas o biologicas de las mucinas. Asi pues, las alteraciones en la
glucosilacion terminal de las mucinas que ocurren en diferentes
patologias, tienen el potencial de alterar las propiedades fisicas de
las mucinas y las propiedades reoldgicas del moco.

La glucosilacion de mucinas, asi como la expresion de los

genes MUC, pueden tener restricciones de expresion celular o tisular,
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asi como tener alteradas las estructuras basicas de los O-

glucanos[9].

2.1.5. Expresion tisular y celular de mucinas

Los genes de mucinas se expresan en diferentes tejidos[7,

29-37]:
Mucina Tejido
MUC1 Diversos tejidos epiteliales, como tejidos
hematopoyeéticos, tracto respiratorio inferior
MuUC2 Células caliciformes del epitelio intestinal, tracto
respiratorio inferior
MUC4 Tracto respiratorio inferior
MUC5AC Células caliciformes del tracto respiratorio, 0jo Yy
estébmago
MUC5B Células glandulares, tracto respiratorio inferior
MUC7 Tracto respiratorio inferior, células mucosas y serosas
de glandulas salivares
MUC8 Tracto respiratorio inferior
MUC11 Tracto respiratorio inferior
MUC13 Tracto respiratorio inferior
MUC15 Tracto respiratorio inferior
MUC19 Células glandulares, tracto respiratorio inferior
MUC 20 Tracto respiratorio inferior

Tabla 3. Localizacién tisular de las diferentes muc  inas.
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2.1.6. Mucinas en secreciones de las vias aéreas

Las mucinas MUC5AC y MUCS5B estan presentes en
bajos niveles en el moco de vias aéreas sanas, lo cual ocurre en
mayor proporcion en el esputo de pacientes con asma, bronquitis
cronica y fibrosis quistica[38]. Por el contrario, en un estudio reciente
en el que las mucinas se normalizan en peso, tanto los niveles de las
mucinas anteriormente citadas disminuyen en los esputos de
pacientes con fibrosis quistica comparado con el control [39]. Los
niveles de MUC5AC y MUC5B también han sido determinados en las
secreciones de células normales de bronquio humano

diferenciadas[40].

Por su parte, MUC2 se detecta s6lo en baja proporcién en
muestras de individuos sanos asi como en aquellos que tienen algin
tipo de patologia[38, 41], lo que resulta sorprendente, ya que dicho
gen in vitro estd sobrerregulado por mediadores inflamatorios
presentes en las secreciones de pacientes con enfermedades

pulmonares croénicas.

También estan presentes otras mucinas en las
secreciones respiratorias, por ejemplo, MUC7 esta expresada en las
secreciones de muchos pacientes asméticos en pediatria, lo cual no

se refleja en pacientes pediatricos no asméaticos[42].
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2.2. Hiperproduccion mucosa en enfermedades
respiratorias cronicas

Las mucinas funcionan como una parte del aclaramiento
mucociliar normal y contribuyen a la inmunidad innata en el tracto
respiratorio. Las toxinas ambientales, alérgenos o patégenos
infecciosos producen cambios agudos que conducen a la activaciéon
de las respuestas inflamatorias e inmunomoduladoras en los
pulmones. Muchos mediadores inician la hipersecrecibn mucosa
mediante la activacion de una cascada respiratoria que resulta en la
rapida liberacion, del orden de minutos, de mucinas desde granulos
secretores de las células caliciformes en la superficie del epitelio y/o
las células secretoras de las glandulas submucosas. Esta
hipersecrecion mucosa contribuye al sistema de defensa innato de
las mucosas mediante la proteccion del epitelio respiratorio en vias
gue no son todavia bien conocidas a nivel molecular. Las mucinas
pueden atrapar particulas en el gel mucoso viscoelastico, y quiza
actlen junto a las mucinas ancladas en la superficie apical de las
células epiteliales[43], o bien se pueden unir a receptores de células
inflamatorias mediante motivos en los dominios especificos de los O-
glucanos de las MUC.

La hipersecrecion requiere un incremento en la biosintesis
de mucinas para rellenar los granulos secretores, los cuales
necesitan una sobrerregulacion de los genes MUC, asi como un
incremento en la actividad de las glucosiltransferasas o bien una
sobrerregulacién de sus genes. El estimulo para la sobrerregulacion
de los genes MUC en una infeccién aguda estara presumiblemente

formado por mediadores de la respuesta inflamatoria o inmune, que
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se liberan en respuesta a los patdégenos o a las toxinas ambientales,
asi como los mediadores sobrerregulan dicha expresion in vitro. Se
ha demostrado la capacidad de los mediadores inflamatorios en
incrementar la expresiéon o la actividad de las glucosiltransferasas y
de las sulfotransferasas, enzimas requeridos en la biosintesis de
mucinas, aunque esté poco estudiado. La hipersecrecion mucosay la
sobreproduccién revierten tipicamente a los niveles basales con el
paso de los dias, presumiblemente como respuesta a los
mecanismos  antiinflamatorios que anulan los mediadores
proinflamatorios y restablecen la homeostasis en el tracto respiratorio
(Figura 6)[44].

Toxinas ambientales/patégenos

Mediadores de respuesta inflamatoria e inmune

’ AGUDA

CRONICA Capa mucosa ) y )
Hipersecrecion de mucinas
Hiperproduccién de mucinas T ” .
Rerp H"‘r‘ = Sobreproduccion de mucinas:
Hiperplasia de células e 19, . aumento de la expresion
caliciformes it génica de MUC y de las
Hiperplasia glandular Célula / glicosiltransferasas

serosa

de moco
Glandula submucosa

. Glandula submucosa
Glandula submucosa

Obstruccién mucosa en las vias
aéreas: Asma, Fibrosis quistica,
Bronquitis

Figura 6. Respuesta de las células respiratorias se  cretoras frente a cambios
agudos o cronicos. Tomada con modificaciones de Ros e et al (2006) [10].
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2.2.1. Hiperproduccion de mucinas en EPOC

El principal hecho caracteristico de la bronquitis crénica es
un incremento en las células secretoras debido a la hipertrofia de
glandulas submucosas y células caliciformes, que se puede extender
a las vias respiratorias periféricas. La hiperplasia de células
secretoras es un requisito previo para la hipersecrecion de moco y la
sobreproduccién de mucinas. Estos fenotipos son un componente
significativo de la obstruccién respiratoria en bronquitis croénica y se
correlacionan directamente con disminucion de la funcién

pulmonar[15].

Se ha visto que pacientes con EPOC tienen alteracion de
la localizacion celular e incremento de la expresion de mucinas.
Ademas la expresion proteica de MUCS5AC es significativamente

mayor en el epitelio bronquiolar de pacientes con la patologia [45].

Las mucinas de las vias aéreas de pacientes con
bronquitis crénica son similares en tamafio y estructura al moco de
personas sanas, aunque sean menos acidas[46]. Sin embargo, los
patrones de glucosilacién varian durante las exacerbaciones agudas,
asi como las mucinas caracteristicas en bronquitis cronica tienen un

aumento de las estructuras sulfatadas y sializadas[47].

Las mucinas MUC5AC y MUCS5B estan altamente
expresadas tanto en moco normal como de bronquitis crénica, y los
niveles de MUC5AC estan aumentados en el esputo de bronquitis
cronica comparado con el moco de vias aéreas sanas[38].
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Debido a que el humo de tabaco es el factor mas comun
desencadenante de la bronquitis crénica, se han desarrollado
muchos modelos in vivo para investigar el mecanismo de inflamacion
de vias aéreas y la metaplasia de células secretoras inducidas por el
mismo. Por ejemplo, la acroleina, un compuesto aldehido del
cigarrillo, induce la expresion del gen MUC5AC in vivo tanto en
modelos de rata y ratdén, concomitante con la metaplasia de las
células secretoras[48, 49]. La contaminacion atmosférica también

induce metaplasia de células secretoras en modelos animales in vivo.

Por su parte, la endotoxina del lipopolisacarido (LPS)
bacteriano, un componente de la pared celular de bacterias
gramnegativas, aumenta el numero de células caliciformes en epitelio

nasal, tanto de rata como de raton [50, 51].

Los mediadores inflamatorios expresados en las vias
aéreas de esta patologia con respecto al asma son diferentes, asi
pues, las citocinas TH1 predominan en EPOC, mientras que las TH2
son caracteristicas del asma. Las infecciones virales, el humo de
tabaco y la contaminacién producen exacerbaciones en ambos tipos
de pacientes, en los que destacamos una inflamacién neutrofilica. La
secrecién mucosa juega un papel muy importante en la inmunidad
innata. Asi pues, tedricamente, es posible que tanto las citocinas TH1
como TH2 regulen la expresiéon de genes de mucinas y la metaplasia
de células secretoras in vivo, y que éstas posean diferentes
funciones en células epiteliales e inmunes. Es probable que algunos

mediadores interactien de forma sinérgica con los contaminantes,
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agentes infecciosos y mediadores neutrofilicos para intensificar el
remodelamiento que culmina en la hiperproduccién de mucinas y la

hipersecrecion en estadios patoldgicos de las vias aéreas[10, 30].

2.3. MUC5AC

2.3.1. Estructura

Nuestro gen de interés, MUC5AC, debido a su gran
tamafio, se describié inicialmente como dos genes. Dos grandes
clones parciales (llamados entonces MUCS5A y MUCS5C) fueron
subsecuentemente encontrados como partes del mismo gen [52-55].

MUCS5AC, est4 localizado cromosémicamente en 11p15.
Contiene un dominio de transrepresion de 24 pares de bases que
codifica el péptido consenso TTSTTSAP.

En cuanto a su producto proteico, existe un dominio rico
en Cys que comprende diez residuos de Cys en una secuencia de
130 aminoéacidos, repetido varias veces en la proteina. La presencia
de estos dominios ricos en Cys sugiere la presencia de puentes
disulfuro implicados en la formacién de oligdmeros de mucina a partir

de monémeros [56].
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2.3.2. Regulacion de la expresion de MUC5AC

Como hemos descrito anteriormente, en condiciones
patologicas, como enfermedades inflamatorias crénicas de las vias
respiratorias, por ejemplo, EPOC y asma, la hipersecrecion mucosa
es caracteristica, contribuyendo a la morbilidad y mortalidad [7, 57],
aumentando en estos casos la expresion de MUC5AC en pacientes

asmaticos y con EPOC.

En estudios pioneros se demostr6 que lisados de
bacterias gram negativas, incrementaban la expresiéon de MUC5AC.
Esto es debido a que MUC5AC, al igual que MUC?2, tienen diferentes
elementos cis de NFkB en su promotor. Pseudomonas aeruginosa
regula positivamente la expresibn de MUCS5AC siguiente a la
activacion de la via MAPK p42/44 a través de una cascada de
sefializaciébn que implica al receptor del factor de crecimiento
epidérmico (EGFR) [58].

Haemophilus influenzae también regula positivamente la
transcripcion de MUC5AC via activacion del NFkB, aunque en este
caso se realiza via proteinas citoplasméticas termoestables en lugar
de realizarse mediante oligosacéaridos bacterianos. Ademas, este
microorganismo activa muchas vias a traves de proteinas
citoplasmaticas que pueden regular positiva o negativamente la
MAPK p38. A pesar de que H. influenzae fosforila directamente la
p38, también activa reguladores negativos de p38, el IP3K y la Akt,
una cinasa de Ser/Thr, siendo el resultado neto la regulacién positiva
de la expresién de MUCS5AC[59].
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El nucle6tido de uracilo trifosfato (UTP) regula
positivamente la expresion de los genes MUC5AC y MUC5B en
cultivos diferenciados de epitelio normal de bronquio humano,
siguiente a la activacién de la via de MAPK mediante un receptor

acoplado a proteinas G especifico de UTP[30].

De este modo, la expresion de dicho gen en respuesta a
diferentes estimulos aparece regulada por la cascada del EGFR [60].
La activacion dependiente de ligando del EGFR aumenta la
transcripcion de MUC5ACI[60, 61]. A pesar de que es infrecuente en
vias respiratorias de adultos humanos saludables, la expresion de
EGFR esta regulada positivamente por citocinas proinflamatorias en
enfermedades respiratorias crénicas como el asma, sugiriendo que
tiene un papel en la patogénesis de la hipersecreciébn mucosa en
estas condiciones, aunque hay otras moléculas implicadas, como el
factor de crecimiento epidérmico (EGF), el factor de crecimiento
transformante (TGF), el factor de necrosis tumoral (TNF), las
metaloproteasas de matriz (MMP), asi como el estrés oxidativo [57,
62], que realizan dicha regulacion via el factor de transcripcion Spl
consiguiente a la activacion de las vias EFGR/Ras/RAF/ERK 1/2.
Estudios funcionales han demostrado que la unién de Spl a los
elementos cis de SP1 entre los promotores de los genes MUC2 y
MUCS5AC contribuyen a la capacidad de los mediadores
anteriormente citados para regular la expresibn génica de

mucinas[10] (Figura 7).
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Tabaco, estrés oxidativo e inflamacion en vias aéreas. Papel del AMPc

Ligandos Gram-(LPS)

Gram+(LTA) _de EGFR

Citocinas

Figura 7. Esquema de las vias de transduccion de la sefial que regulan la
transcripcion de los genes de mucinas. Tomado con m odificaciones de Rose
et al (2006) [10].

La transcripcion de MUC5AC esta mediada a través de las
vias c¢c-Src y MAP cinasa cinasa. MUC5AC esta transcripcionalmente
activada por eventos mediados por PKC. Ademas, debido a que los
efectos de IL9 estan mediados por la via de sefializacion JAK-STAT,
esta citocina incrementa la expresién de MUC5AC, teniendo en esta

via otra posible alternativa de activacion [63].
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El AMPc es un segundo mensajero importante que
determina algunos aspectos de la funcién celular a través de la
activacion de la proteina cinasa A (PKA). Este nucledtido ciclico esta
inactivado por fosfodiesterasas (PDEs). Se han descrito distintas
formas de PDEs, pero la PDE4 aparece como la principal isoenzima
implicada en la regulacion del AMPc en inflamacion de las vias

aéreas y células estructurales [64].

Se ha visto que tanto las células sanas de epitelio
respiratorio humano como de carcinoma de pulmén (por ej. A549)
expresan predominantemente PDE4 con menor actividad de otras
PDEs [65]. La actividad epitelial de PDE4 puede ser una diana
importante para inhibidores selectivos de PDE en el control de
mediadores inflamatorios producidos por estas células. Hay
evidencias que indican que el funcionamiento de la via AMPc/PKA
estd relacionada con la via ERK/MAPK. De este modo, agentes que
incrementen la concentracién intracelular de AMPc (por ejemplo, los
inhibidores PDE4), bloquearian la activacién de ERK estimulado por
factores de crecimiento en ciertos tipos celulares mediante la

inhibicién de la activacion de proteinas Raf [66, 67].
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3. Sistema NADPH oxidasa. Papel en estrés
oxidativo

3.1. Introduccion

El peréxido de hidrogeno (H,O,) esta presente en
exhalados respiratorios y secreciones de las vias aéreas[68-71],
donde la lactoperoxidasa (LPO) esta presente y activa, siendo una
enzima que confiere un mecanismo de resistencia del huésped
protegiendo las superficies epiteliales de la colonizacion e infeccion.
Esta enzima usa el perdxido de hidrogeno para oxidar aniones
tiocianato en hipotiocianito, un fuerte agente antimicrobiano. De este
modo, la LPO requiere de H,O, para producir esta sustancia

antimicrobiana en las secreciones respiratorias.

Los fagocitos tienen un sistema equivalente de defensa
del huésped que utiliza H,O, para oxidar cloruro o tiocianato y asi
formar hipotiocianato. En estas células, la generacion de especies
reactivas de oxigeno es robusta, ya que niveles altos de las mismas
participan en la lisis bacteriana [72]. Esta accion de defensa se
realiza a través del sistema de la nicotinamida dinucle6tido fosfato
reducido (NADPH) oxidasa, un sistema de transporte electronico
formado por varias subunidades anclado a la membrana
citoplasmatica, donde su subunidad catalitica, gp91phox, reduce el
oxigeno molecular en una reaccién dependiente del NADPH a

superoxido, el cual dismuta en H,O, [73, 74].
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Se ha visto que las células no fagociticas también

generan especies reactivas de oxigeno, aunque a menor nivel [75].

En algunos casos, la generacion de especies reactivas de oxigeno

tiene propiedades reminiscentes de la oxidasa de fagocitos [76].Se

han identificado muchos homélogos de la subunidad gp91phox en

fagocitos, y dichos genes forman la familia Nox[77]. En la escala

evolutiva de esta familia génica, distinguimos tres subgrupos:

a)

b)

c)

Nox 1, Nox 2 (gp91phox), Nox 3, Nox 4: tienen una masa
molecular similar, de alrededor de 65 kDa. La proteina
Nox1, también llamada Moxl o NOH-1 se expresa en
células no fagociticas, incluyendo el epitelio de colon y la
musculatura vascular lisa[78], y funciona regulando el
crecimiento y transformacion celulares. El splicing
alternativo de Nox1 genera una porcion de un dominio de
membrana que produce un canal de protones[79], con
propiedades similares a los canales regulados por
voltaje[72].

Oxidasas duales, Duox 1 y Duox 2: los homélogos con
mayor peso molecular, alrededor de 180 kDa,
caracterizados por poseer un dominio peroxidasa N-

terminal y dos dominios de uni6n a Ca™.

Nox 5: divergente de los otros miembros.
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3.2. Clasificacién y funcion

Ademads, se han propuesto diferentes funciones en las
que las proteinas Nox participan en procesos biolégicos como el
control del crecimiento celular, remodelacidon 6sea, control del tono
vascular, regulacion de la biosintesis de la hormona tiroidea y
secrecion acida. En detalle, podemos ver la distribucién tisular y las

funciones que desempefian las diferentes NADPH oxidasas[80]:

a) Nox 1.

- Colon: es la oxidasa con expresion muy abundante
en colon.[81, 82].

- Estomago: se expresa en cobaya, aunque no hay
evidencias de que se exprese en ninguna otra
especie.

- Utero y prostata: esta expresion  es
destacadamente mas baja que en el colon, aunque
sea detectable[81, 82].

- Expresién inducible: se induce en algunos tipos
celulares, por ejemplo en musculo liso de aorta
inducida por PDGF[82].

La funcién de esta oxidasa tan solo es una hipdétesis.
Parece ser que tiene un sistema de defensa del huésped,
con lisis bacteriana a través de especies reactivas de
oxigeno. Ademas estimula la division celular a través de la

activacion de un mecanismo de sefalizaciéon intracelular

37



b)

sensible a especies redox. Asi pues, la funcién depende

del tipo celular en el que se exprese.

Nox 2: es la subunidad gp91phox de la NADPH oxidasa
fagocitica. Las células blancas de la linea mieloide son el
sitio predominante de expresibn de esta enzima, en
particular los neutréfilos, monocitos/macrofagos y

eosinofilos.

Sin lugar a duda, es una enzima que confiere defensa al
huésped, lo cual se ha demostrado en pacientes con
enfermedad granulomatosa cronica. Individuos con
enfermedad congénita, deficientes en NOX2 o alguna de
sus subunidades padecen infecciones severas. Como las
especies reactivas de oxigeno poseen acciones
microbicidas, la funcién de defensa de NOX2 se atribuye
generalmente a una lisis directa de microorganismos por
especies reactivas de oxigeno, o bien a la interaccién de
las especies reactivas de oxigeno con el sistema MPO.
Hay evidencias de que Nox2 esta implicada en una
variedad de procesos patolédgicos, incluyendo el desarrollo
de enfermedades cardiovasculares, neurodegeneracion y

patogénesis del VIH.

Nox 3: es la isoforma mas restrictiva y especializada de

tejido. De hecho, se encuentra exclusivamente en el oido
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d)

interno, donde, tiene una distribucion ubicua. Se ha
encontrado en el epitelio sensorial y ganglios, ambos

situados en el auditorio del sistema vestibular.

Por lo que respecta a su funcién, en ratones deficientes en
este gen se observan como fenotipos mas obvios la
pérdida de formacion de otoconia y los consiguientes
problemas con el equilibro.

Nox 4: fue llamada originariamente ReNox, debido a su
abundante expresién en la corteza renal. Actualmente,
parece probable que sea la isoforma mas ampliamente
expresada de todas ellas. Aunque tiene una distribucién
predominante en el rifion, también se ha descrito en
células endoteliales, células musculares lisas, corazon,
pancreas, placenta, musculo esquelético, ovario,

testiculos, osteoclastos, fibroblastos y astrocitos.

Funcionalmente, parece ser que tenga un papel como
sensor de oxigeno en el cértex renal. También podria
estar implicada en la regulacion de la proliferacién celular,

aungue no haya suficiente evidencia para esta hipétesis.

Nox 5: se encuentra exclusivamente en tejidos linfoides y
testiculos. Su ARNm es abundante en linfocitos tisulares
pero no en circulantes. Esta isoforma esta presente en

zonas ricas en células B alrededor de los centros
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f)

germinales, aunque también esta en zonas ricas en
células T. En testiculos se ha visto su presencia en
espermatozoides en paquiteno. Este enriguecimiento en
estadios tempranos de la espermatogénesis no excluye
una funcién en células mas maduras, ya que aunque el
ARN se sintetiza en estadios tempranos de la
espermatogénesis, la proteina se requiere en los estadios

posteriores.

La funcion de esta isoenzima esta implicada en la
mediacion de generaciobn de especies reactivas
dependiente de Ca™ en linfocitos tisulares y testiculos.
Parece ser que tenga mayor funcién biosintética que de
proteccion.

Oxidasas duales: Duoxl y Duox2. Ambas estan
expresadas en tiroides, por lo que también se han llamado
tiroide oxidasas (Thox). Desde un punto de vista evolutivo,
la aparicion de este tipo de enzimas precede a la aparicion
de las glandulas tiroideas. Estas isoformas no estan
restringidas a este érgano, ya que DUOX1 tiene una
expresion predominante en el epitelio respiratorio vy

DUOX2 en el epitelio glandular de la saliva y del recto[83].
En mamiferos, ambas isoformas estan implicadas en la

biosintesis de la hormona tiroidea. Fuera de esta
localizacién, la funcion no esta estudiada en profundidad,
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sin embargo, basandonos en la localizacién respiratoria,
de nuestro particular interés, y en el epitelio
gastrointestinal, se plantea como un sistema de defensa
del huésped[83].

3.3. Oxidasas duales

3.3.1. Estructura

Estudios previos han demostrado la presencia de Duox en
el tracto respiratorio humano, viendo que tanto Duox 1 como Duox 2
son las principales NADPH oxidasas expresadas en el epitelio
respiratorio[84].

Centrando el papel de las oxidasas duales, Duoxl y
Duox2, a nivel respiratorio, se ha descrito su expresiébn en las
superficies mucosas de la traquea y el bronquio y en las células
epiteliales de las vias aéreas [83-85], donde se ha sugerido que
Duoxl es la isoforma responsable de la produccion &cida y la
secrecién en vias aéreas[83] y juega un papel importante en la

expresion de mucinas[86].

Edens et al [72], propusieron un modelo estructural para
las oxidasas duales, basdndose en su estructura primaria y en la
analogia con datos conocidos de gp91phox. En la Figura 8 podemos

ver la estructura propuesta.
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Figura 8. Estructura propuesta para las oxidasas du  ales. Las secuencias sefial
de péptidos secretores se indican con un triangulo gris, mientras que las a-hélices
transmembrana predichas se indican con rectangulos. Los évalos representan las
regiones que muestran homologia con los sitios de unidn de los dominios en mano
de calcio. Tomado con modificaciones de Edens et al (2001) [ 72].

3.3.2. Funciéon

A partir de las regiones homoélogas de las oxidasas
duales, se predijo su funcion. Gp9lphox esta asociada de forma
integral con la membrana plasmatica. El extremo carboxilo terminal
de esta proteina es homélogo a las proteinas FAD[87-89], y contiene
un sitio de unién a NADPH. Esta region probablemente se pliegue en
un dominio intracelular de flavoproteina. Gp91phox también contiene
un dominio hidrofébico en el extremo amino terminal, que comprende
practicamente la mitad de la molécula. Se predice de su region
correspondiente en Duox que atraviesa la membrana 6 veces,
colocando tanto los extremos amino como carboxilo en la cara
citosolica.

Los dominios de homologia gp91phox en Duox 1 y Duox 2

muestran el mismo perfil de hidropatia y de las hélices
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transmembrana que en gp9lphox. Edens et al asumieron que el
modelo transmembrana de gp91phox también se aplicaria a la regién
carboxilo terminal de las proteinas Duox. La presencia de una
secuencia peptidica como sefial de secrecién en el extremo amino
terminal y la presencia de una secuencia transmembrana hidrofébica
predicha que interviene entre el dominio en mano de Ca™ y el de
homologia con peroxidasa predice que el dominio peroxidasa residira
en el exterior, como podemos ver en la Figura 9.

H* + NADP* NADPH
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Figura 9. Modelo topoldgico propuesto para Duox. To  mado con modificaciones
de Edens et al (2001) [72].

La NADPH oxidasa fagocitica sirve como modelo para la
funcion del dominio de homologia con gp91phox en Duox. Esta
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subunidad genera especies reactivas de oxigeno fuera de la célula o
en el fagosoma (que es topologicamente extracelular). EI NADPH
reduce al FAD en el dominio flavoproteina, y entonces el FAD pasa
electrones a través de los grupos hemo localizados en el extremo N
terminal transmembrana de gp9lphox, reduciendo oxigeno para
formar superoxido fuera de la célula con la produccion de H,O, por
dismutacion. Tal funcién ha sido demostrada para Duox 2 (p138')
[90].

3.3.3. Regulacién de la expresion de las oxidasasd  uales

La expresion de DUOX 1 estd modestamente inducida por
las citocinas especificas de TH2 IL4 e IL13, mientras que la
expresion de DUOX2 esta destacadamente inducida por el IFNy,
citocina especifica de TH1. En paralelo, la produccion apical de H,O,

estd incrementada por estas citocinas[91].

El estrés oxidativo juega un papel importante en muchos
estadios fisiopatolégicos cronicos, como enfermedad inflamatoria de
las vias aéreas (EPOC, bronquiectasia y fibrosis quistica)[92-95].
Estas enfermedades estan caracterizadas por la acumulaciéon de
neutrofilos  activados, que causan un dafio oxidativo al ADN,
conduciendo a la destruccion de las células epiteliales de las vias
aéreas, cuya Ultima consecuencia es el dafio pulmonar[96-98]. A
pesar de que el estrés oxidativo tiene efectos citotoxicos, los estudios
también han indicado que las especies reactivas de oxigeno median
ciertas respuestas bioldgicas adaptativas[99, 100]. El estrés oxidativo
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derivado de la exposicion de H,O,, puede inducir apoptosis en
células epiteliales de vias aéreas bovinas, pero también modula la
expresion de una variedad de genes que estan implicados en
respuestas inflamatorias e inmunomoduladoras[101]. La regulacién
de la expresion génica por el estrés oxidativo implica muchas vias de
sefalizacién incluyendo la MAPK desencadenada por receptores
tirosin cinasas como el receptor del factor de crecimiento derivado de
PDGFR, y el EGFR [102, 103]. De este modo, la exposicion cronica a
altos niveles de especies reactivas de oxigeno puede causar

crecimiento celular anémalo y diferenciacion[61].

3.4. Enzimas captadoras de radicales superoxido

Las enzimas superdxido dismutasas (SODs) son las
Unicas enzimas captadoras de radicales superéxido presentes en las
células de los mamiferos[104, 105]. Probablemente sean un punto
clave en la regulacion contra el estrés oxidativo inducido por el humo
del cigarrillo. Hay tres SOD, la SOD de Cu/Zn (SOD Cu/Zn), la SOD
de Mn (SOD Mn) y la SOD extracelular (SOD EC). La SOD Cu/Zn,
también llamada SOD citosélica o SOD1, se cree que funciona
como el principal captador de radicales superéxido en el citosol de la
célula y el ndcleo. Sus niveles son elevados en la mayoria de las
células, y estudios con animales transgénicos en este gen han
llevado a la conclusién de que la proteccién ofrecida por la SOD
Cu/Zn[106], es suficiente en las condiciones fisiopatolbgicas, ya que
un aumento de la expresién de la misma no produce variaciones en

cuanto a captacion de radicales superoxido.
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Por su parte, la SOD Mn o SOD2 es una enzima
mitocondrial conocida porqué juega un papel esencial en la
resistencia a oxidantes en varios oO6rganos vitales [10]. La
sobreexpresion de SOD Mn protege al epitelio alveolar contra el
estés oxidativo; una deficiencia de SOD Mn es letal, ya que ratones
knockout en este gen mueren entre las semanas 1y 2 posteriores al

nacimiento [107].

Finalmente, SOD EC (SOD3) es una proteina secretora
tetramérica que contiene dos dimeros de Cu y Zn. En ratones, la
pérdida de SOD EC puede ser lo suficientemente equilibrada por
otros antioxidantes, y ratones knockout para este gen tienen un
desarrollo normal, a menos que los animales estén muy estresados.
En estos animales knockout, SOD EC ha demostrado estar
fuertemente involucrada en la proteccion del pulmén en los estados

inflamatorios[108].

4. Patologias que cursan con hipersecrecion
mucosa

Existen muchas patologias que cursan con hipersecrecion
mucosa, destacando la Enfermedad Pulmonar Obstructiva Crénica
(EPOC), asma vy fibrosis quistica. De todas ellas, EPOC es la
enfermedad que conlleva hipersecrecion mucosa, debida
principalmente, al humo de tabaco, aunque estén descritos diferentes

factores que también la originan. Es por ello, que el papel de esta
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tesis se ha centrado en los mecanismos que inducen la

hipersecrecion mucosa en esta patologia.

5. EPOC

5.1. Descripcién y factores de riesgo

La Enfermedad Pulmonar Obstructiva Crénica (EPOC)
estd caracterizada por una obstrucciéon de las vias respiratorias. Esta
obstruccién es progresiva, no reversible completamente y no cambia
a lo largo de varios meses. Muchos estudios avalan que la causa
predominante de la enfermedad es el tabaco (UK National Institute

for Clinical Excellence, 2004).

Aunque el asma esté asociado con la obstruccion
respiratoria, esta considerado como una entidad clinica diferenciada.
Debido a la alta prevalencia de asma y EPOC, estas condiciones
coexisten en muchos pacientes, imposibilitando un diagnéstico
certero. Otras condiciones también asociadas con la obstruccion
respiratoria  pobremente reversible incluyen fibrosis quistica,
bronquiectasia y bronquiolitis obliterante, asi como hipertension
pulmonar [109]. La hipersecrecion mucosa también es una
caracteristica distintiva de la EPOC [110].

De acuerdo con la Organizacion Mundial de la Saud, mas

de 200 millones de personas en todo el mundo padecen EPOC de

moderada a severa. En 2005, unos tres millones de personas
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fallecieron a causa de la patologia, lo que representa
aproximadamente un 5% de todas las causas de mortalidad globales.
[111].

Tan s6lo en Inglaterra y Gales unas 900.000 personas
estan diagnosticadas de EPOC, aunque el diagnéstico se considera
infravalorado, por lo que el verdadero numero de casos
diagnosticados estaria alrededor de 1,5 millones. La edad media de
diagnéstico de la enfermedad en el Reino Unido es de 67 afios,
aumentando la prevalencia con la edad, y siendo mas comun en
hombres que en mujeres y asociado con la privacion
socioecondmica, aunque la prevalencia de la EPOC diagnosticada en
mujeres esta aumentando (0,8% en 1990 frente a 1,4% en 1997),
mientras que en hombres parece que haya alcanzado una meseta
desde mediados de los afios 90. En los EEUU se han descrito
tendencias  similares. Estas tendencias de  prevalencia
probablemente reflejen diferencias sexuales en el habito de fumar

cigarros desde los afos 70.

La EPOC es la cuarta causa de muerte tanto en EEUU
como en Europa, aunque la Organizacibn Mundial de la Salud
predice que en 2030 sera la tercera causa de muerte [111]. La
morbilidad y los costos econdmicos asociados a la EPOC son altos,
en gran parte no reconocidos, y mas del doble que en el caso del
asma. El impacto en calidad de vida es particularmente elevado en
pacientes con exacerbaciones frecuentes, y a menudo pacientes con

EPOC leve tienen una calidad de vida afectada [111].
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Destacamos los siguientes factores de riesgo: tabaco,
contaminacion aérea, exposicion laboral y deficiencia en al-

antitripsina.

e Tabaco
El humo de tabaco es claramente el factor de riesgo mas

importante en el desarrollo de la EPOC [112]. El hecho de fumar esta
también asociado con un aumento del riesgo de mortalidad.
Cualquier modalidad de fumar tabaco aumenta significativamente el
incremento de morbilidad y mortalidad en EPOC, aunque el riesgo
sea menor que con los cigarrillos. Alrededor de la mitad de
fumadores de cigarrillos desarrollan alguna obstruccién respiratoria, y

sobre un 10-20% desarrollan una EPOC clinicamente significativa.

Alrededor de un 20% de casos de EPOC que afectan
hombres no estan atribuidos al tabaco, indicando que, a pesar de
que el tabaco es el factor de riesgo mas importante, no es la Unica

causa que desencadena esta patologia [110].

Una cuestion mas contenciosa es la posible relacién entre
los factores ambientales del humo del tabaco y el desarrollo de la
EPOC. Un ejemplo de esto seria el aumento de la tendencia en la
aparicion de la enfermedad en fumadores pasivos. Sin embargo, los
efectos adversos de la funcidn respiratoria de madres fumadoras en
la infancia esta clara; fumar durante y después del embarazo esta
asociado con la funcién respiratoria en la infancia y en adultos. Mas

estudios han mostrado que los efectos del tabaco prenatal son
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mayores en magnitud, y de forma independiente que los efectos de la

exposicion postnatal [110].

« Contaminacion aérea
La contaminacion aérea puede afectar el desarrollo de la

funcién pulmonar, y consecuentemente, ser un factor de riesgo en
EPOC. Altas concentraciones de contaminacion del aire atmosférico,
exposicion a particulas y dioxido de nitrégeno, asi como la
contaminacion doméstica por fuel (usado para cocinar y calentar) en

paises en desarrollo son algunos de estos factores de riesgo [110].

* Exposicién laboral
Una exposicion prolongada intensa a polvos y sustancias

quimicas puede causar EPOC. La exposicibn a gases nocivos y
particulas como isocianatos, cadmio, carbén, otros polvos minerales

y humos de soldadura son algunos de estos factores de riesgo [113].

« Deficiencia en al antitripsina
El factor de riesgo mejor documentado para EPOC es

esta deficiencia, la cual es rara (solo esta presente entre 1-2% de
pacientes con EPOC). Es una glucoproteina responsable de muchas
de las actividades antiproteasas en el suero. Su gen es altamente
polimérfico, pero muchos genotipos estan asociados con bajas
concentraciones en suero (alrededor de 10-20% de lo normal).
Deficiencias severas en al antitripsina estan asociadas con un
desarrollo prematuro y acelerado de EPOC en fumadores y no
fumadores, aunque la tasa del declive en funcién pulmonar esta

mucho mas acelerada en aquellos que fuman [110].
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5.2. Farmacologia

Los farmacos mas comunmente utilizados en el
tratamiento de la EPOC son: teofilina, corticosteroides orales y

mucoliticos.

5.2.1. Teofilina

Es uno de los tratamientos mas clasicos utilizados para la
EPOC. Este farmaco es un inhibidor de fosfodiesterasa no selectivo,
y causa un incremento en la concentracion intracelular de adenosina
monofosfato ciclica (AMPc) en algunos tipos celulares y érganos,
como el pulmén. El aumento de AMPc conduce a una inhibicion de
células inflamatorias e inmunomoduladoras, provocando la relajacion
del musculo liso y dilatacién de las vias respiratorias, ademas de
producir reduccion de la fatiga del musculo diafragmatico, incremento
en el aclaramiento mucociliar, estimulacion del centro respiratorio,
inhibicibn de la inflamaciébn neutrofilica, supresion de genes
inflamatorios mediante la activacion de histona desacetilasas,
inhibiciébn de citocinas y otros mediadores de inflamacién celular,
potenciacibn de efectos antiinflamatorios de corticosteroides
inhalados, y potenciacion de los efectos broncodilatadores de
agonistas p2 [114].

Diferentes estudios han mostrado que la teofilina
generalmente confiere beneficios modestos en funcién pulmonar
cuando se combina con diferentes clases de broncodilatadores
inhalados (anticolinérgicos y agonistas p2) [114].
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El bajo onset de accién de la teofilina combinada con la
necesidad de valorar la dosis y lograr valores adecuados en plasma
sugieren que muchos beneficios no son observados hasta algunas

semanas siguientes [114].

La teofilina posee muchos efectos adversos como:
taquicardia, arritmias cardiacas, nauseas y vomitos, dolor abdominal,
diarrea, dolor de cabeza, irritabilidad, insomnio e hipocalemia. Es por
ello que estos efectos son el principal factor limitante a la hora de
prescribir este tipo de tratamientos.

5.2.2. Corticosteroides orales

Sélo poseen un papel limitante en el manejo de EPOC
estable, y pocos datos sugieren si deriva en beneficios a largo
término en los pacientes. El tratamiento prolongado con prednisolona
puede ser evitado generalmente, a pesar de que hay directrices para
reconocer que algunos pacientes gravemente afectados con
obstruccién respiratoria avanzada tienen dificultad en suprimir los

corticosteroides después de una exacerbacion [114].

Los corticosteroides orales producen efectos adversos
neuropsicologicos  (depresion, euforia, paranoia, insomnio,
dependencia psicologica), musculoesqueléticos (osteoporosis,
miopatia proximal, ruptura de tendones), endocrinos y metabdlicos
(hiperglicidemia, hipocalemia, retencion de agua y sales, supresion
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adrenal, ganancia de peso, desarreglos menstruales, aumento del
apetito), piel (estrias purpureas, acné, hirsutismo, piel fina y facilidad
de magullarse), gastrointestinales (ulceracién peptidica, dispepsia,
pancreatitis), oftalmicos(cataratas, glaucoma, papiloedema) y otros

(inmunosupresion, hipertensién, neutrofilia).

Los corticosteroides orales inhalados, a menudo en altas
dosis, fallan en la supresion de la inflamacion de pulmones y vias
aéreas en EPOC, y esto puede conducir a un mecanismo de
resistencia activo asociado a la reduccion en la expresion de la
histona deacetilasa (HDAC) 2 [115, 116].

5.2.3. Mucoliticos

La sobreproduccion de esputo es comuln en pacientes con
EPOC. Los mucoliticos orales sirven para reducir la viscosidad del
esputo en las vias respiratorias y ayuda a la expectoracion en
pacientes. A pesar de que estos farmacos no tienen efecto en la
funcién pulmonar, algunos estudios han descrito que su uso regular
reduce la frecuencia de exacerbaciones en EPOC y esta asociado

con la reduccién de los dias de enfermedad [114].

Los farmacos mas comunmente utlizados son
carboxicisteina e hidrocloruro de metilcisteina, generalmente bien
tolerados. Un incremento del estrés oxidativo esta implicado en la
respuesta inflamatoria de la EPOC, y la N- acetil cisteina [117], otro
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mucolitico, puede conferir algunos beneficios debido a sus

propiedades antioxidantes [114, 118].

5.3.  Nuevas aproximaciones terapéuticas

Aunque los tratamientos actuales son buenos, no se ha
podido poner fin a la incesante disminucién en la funciéon pulmonar
gue conduce a aumentar los sintomas, discapacidad vy
exacerbaciones. Esto ha estimulado la busqueda de vias mas
efectivas para controlar los procesos subyacentes de la enfermedad.

La terapia racional depende de la elucidacion de los
mecanismos celulares y moleculares implicados en la inflamacion de
pacientes con EPOC, y so6lo recientemente se ha investigado a este
respecto para identificar nuevas dianas terapéuticas. La inflamacion
vista en pacientes con EPOC es diferente de la observada en
pacientes asmaticos, con diferentes células y mediadores en la
inflamacion, indicando que se necesitan diferentes tratamientos [111,
119-121].

El pilar en la terapia farmacolégica de EPOC consiste en
broncodilatadores de larga duracién, agonistas 2 (salmeterol y
formoterol) y anticolinérgicos (tiotropio), asi como combinaciones de

farmacos.
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5.3.1. Broncodilatadores de larga duracion

Los Unicos avances significativos en la terapia
farmacoldgica se han conseguido con broncodilatadores de larga
duracion. Los broncodilatadores agonistas 2 de larga duracién son
broncodilatadores de uso en pacientes con EPOC, pero en la
actualidad se desconoce si poseen efectos antiinflamatorios.
Formoterol reduce la inflamacion neutrofilica en pacientes con asma,
pero esto no se ha estudiado hasta el momento en EPOC [122]. Se
han visto casos donde la combinacion corticosteroide-agonista 2 de
larga duracion reduce la inflamacion en vias aéreas en EPOC [123,
124], mientras que el corticosteroide es inefectivo [124], lo que
sugiere una interaccion sinergistica entre los agonistas B2 y los
corticosteroides, o que el agonista 2 es responsable de los efectos

antiinflamatorios[116].

5.3.2. Anticolinérgicos

Hay evidencia considerable que la acetilcolina puede ser
liberada de células no neuronales, como células epiteliales y
macrofagos, activando los receptores muscarinicos en células
inflamatorias y estructurales como neutrofilos, macrofagos, linfocitos
T y células epiteliales[125], y en estos casos es cuando hablamos del
sistema colinérgico no neuronal[125, 126]. Esto sugiere que los
anticolinérgicos tienen efectos antiinflamatorios potenciales en
EPOC, particularmente porqué el bromuro de tiotropio reduce las
exacerbaciones. Los anticolinérgicos (y otros broncodilatadores)

pueden reducir las fuerzas mecéanicas en el pulmén que conduce al
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cierre de las vias aéreas, y esto puede reducir la expresion de TGF
y otros mediadores liberados en respuesta a la tensién mecénica de
las células epiteliales. [116, 127, 128].

Un avance importante en la terapia ha sido el bromuro de
tiotropio, anticolinérgico inhalado una vez al dia, y otros antagonistas
muscarinicos inhalados de larga duracion, como el bromuro de
aclidinium y el glicopirrolato, los cuales estdn actualmente en
desarrollo[129].

Cuando usamos agonistas B2 y anticolinérgicos en
combinacion, la adiciébn de formoterol al tiotropio tiene un efecto
aditivo en la funcién pulmonar. Es probable que esto allane el camino
para una combinacion fija de inhaladores conteniendo tanto

anticolinérgicos como agonistas $2. [116, 120, 130].

5.3.3. Tratamientos usados para enfermedades que
conllevan morbilidad

Observaciones casuales y estudios epidemiolégicos han
mostrado que muchos tratamientos usados para enfermedades que
conllevan morbilidad, como estatinas e inhibidores de enzimas
convertidoras de angiotensina (IECAs), pueden ser aparentemente
beneficiosos en EPOC, con reducciéon en las exacerbaciones y la
mortalidad [131-133]. Esto puede reflejar efectos beneficiosos de
estos farmacos en las comorbilidades asociadas a EPOC, como
patologia cardiovascular, y también tener efecto terapéutico en el

proceso inflamatorio de la EPOC.
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Las estatinas poseen efecto antioxidante, antiinflamatorio
e inmunomodulador, ademas de reducir la expresion de quimiocinas
y metaloproteasas de matriz [134]. También revierten la inflamacion
neutrofilica caracteristica en EPOC. Por su parte, los IECAs reducen
la hipertensién pulmonar, ademas de tener otros efectos, pues la
angiotensina Il puede tener efectos proinflamatorios [135]. De hecho,
un antagonista de receptor de angiotensina Il (AT,), irbesartan, ha
mostrado que reduce la hiperinflacién en pacientes con EPOC, a
pesar de que sus mecanismos de accion se desconozcan [136].

5.3.4. Antiproteasas

Hay evidencias convincentes de un desequilibro entre las
proteasas que digieren elastina y otras proteinas estructurales, y las
antiproteasas que protegen de este proceso, lo cual sugiere que
inhibiendo estas enzimas proteoliticas 0 aumentando el nimero de
antiproteasas endogenas podria ser beneficioso y tedricamente

podria prevenir la progresion del enfisema [120].

5.3.5. Estrategias antiinflamatorias

En la actualidad también tenemos estrategias para tratar
la inflamacién en EPOC, ya que esta patologia esta caracterizada por
inflamacién cronica, particularmente en las vias respiratorias
pequeias y el parénquima pulmonar, con una predominancia de
macréfagos, neutréfilos y células T citotdéxicas y mediadores

inflamatorios. Esta inflamacion tiene un patrén diferente con respecto
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al asma, y, en contraste, es altamente resistente a los efectos
antiinflamatorios de los corticosteroides, lo que dirige una busqueda

hacia tratamientos alternativos [119].

* Uso de antagonistas de mediadores
Entre los nuevos tratamientos antiinflamatorios

destacamos: antagonistas lipidicos, inhibidores de citocinas,
antagonistas de quimiocinas, inhibidores del TGFf, inhibidores de
proteinas de fase aguda, e inhibidores de tirosina cinasas [116, 120].

* Inhibicién de la fosfodiesterasas 4
Las enzimas PDE4 hidrolizan e inactivan selectivamente

el AMPc, siendo un componente critico del sistema complejo de
nucleétidos ciclicos [137]. Este nucleétido, junto al calcio, es
probablemente el sistema mas importante de sefalizacién celular en

lo que a segundos mensajeros respecta. [111].

Las enzimas PDE4, son las PDEs predominantes que se
expresan en neutrofilos, células T, y macrofagos, 1o que sugiere que
los inhibidores de estas enzimas podrian ser efectivos en el control
de la inflamacion en pacientes con EPOC[138].

El principal interés farmacologico de desarrollar farmacos
frente a PDE4 se atribuye al amplio papel funcional de la enzima en
diferentes células proinflamatorias e inmunocompetentes, incluyendo
células de origen hematopoyético asociadas a la regulacién de
respuestas inflamatorias y células estructurales implicadas en

procesos de remodelacion [139-143]. En todas estas células, PDE4
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estd implicada en la regulaciéon de los niveles de AMPc, los cuales en
tltima instancia reducen muchos efectos proinflamatorios y de

remodelamiento [111].

En la actualidad, los inhibidores de PDE4 son los
tratamientos mas avanzados como antiinflamatorios en EPOC, y han
sido administrados normalmente via oral. Un inhibidor selectivo de
PDEA4, roflumilast, inhibe la inflamacion pulmonar y el enfisema en un
modelo de ratones con humo de tabaco [144, 145]. En pacientes con
EPOC, roflumilast suministrado via oral unas 4 semanas reducia
significativamente el nimero de neutrdfilos y las concentraciones de
guimiocinas CXCL8 en el esputo [146]. En ensayos clinicos, el
roflumilast suministrado entre 6 y 12 meses mejoraba la funcion
pulmonar en pacientes con EPOC de forma discreta, pero no tenia
efecto significativo en la reduccion de las exacerbaciones o mejoria
del estado de salud [147, 148]. Estos resultados reflejan el hecho de
que los efectos secundarios, como nauseas, diarreas, y dolores de

cabeza, limitan la dosis que puede ser tolerada [116, 120].

Otra aproximacion es el desarrollo de inhibidores
selectivos de las diferentes isoenzimas. La inhibicion de la PDE4D
parece responsable de las nauseas y vOmitos, mientras que la
inhibicién de la PDE4B conduce a los efectos antiinflamatorios, por lo
que inhibidores selectivos de la PDE4B podrian ser tolerados. Sin
embargo, la inhibiciébn de la PDE4D puede tener algunos efectos
antiinflamatorios, por ejemplo en los linfocitos T, por lo que la
inhibicion selectiva de PDE4B no sera tan efectiva como la de los
inhibidores globales de la PDE4 [149].

59



La PDE7A también esta expresada en las mismas células
inflamatorias que PDE4, por lo que la inhibicibn de PDE7 puede ser
beneficiosa. Sin embargo, un inhibidor selectivo de la PDE7 tiene
s6lo un pequefio efecto antiinflamatorio cuando se administra sola,
pero potencia los efectos antiinflamatorios de un inhibidor PDEA4,
sugiriendo que un inhibidor combinado puede ser usado si no

aumenta el numero de efectos secundarios [120, 149, 150].

* Inhibicién del NFkB
El factor nuclear kappa B (NFkB) se activa en los macrofagos

y células epiteliales de pacientes con EPOC, particularmente durante
las exacerbaciones, siendo las pequefias moléculas de inhibidores
de la cinasa de NFkB (IKK) 2 las mas prometedoras en cuanto a
futuras dianas terapéuticas, aunque todavia no se hayan

desarrollado ensayos clinicos a este respecto [120].

e Inhibicién de la MAP cinasa p38
Las proteinas cinasas activadas por mitégeno (MAPKS)

juegan un papel clave en inflamacion crénica, habiendo muchas
cascadas enzimdticas todavia por determinar en este proceso. Un
potente inhibidor de la isoforma p38-a, SD-282, es efectivo en la
inhibicion de la liberacibn de TNFa por macro6fagos pulmonares
humanos in vitro, y el mismo inhibidor es también efectivo en la

supresion de la inflamacién en un modelo de tabaco de EPOC en
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ratén [151], en el cual la terapia con corticosteroides fue inefectiva
[120].

e Inhibicién del IP3
Una forma particular del inositol trifosfato (IP3), la IP3K-y, esta

implicada en el reclutamiento y activacion de neutrdéfilos. El
silenciamiento génico de IP3K-y desemboca en una inhibicién de la
migracion y activacion neutrofilica, asi como en la funcion de
linfocitos T y macréfagos, por lo que estos inhibidores podrian ser
una potencial terapia antiinflamatoria en EPOC [120, 152].

» Activacion del RAPP
Los receptores activados de la proliferacion de

peroxisomas (RAPPs) estan implicados en muchas manifestaciones
sistémicas en EPOC como caquexia, debilitamiento del musculo
esquelético e inflamacién sistémica [153]. El interés particular en
EPOC se centra en los efectos inmunomoduladores de los agonistas
de RAPPs en la secrecion de IL17 e IFNy [116, 154].

5.3.6. Estrategias frente al estrés oxidativo

También requiere ser mencionada la estrategia
farmacologica enfocada hacia el estrés oxidativo, el cual, esta
implicado en pacientes con EPOC, particularmente durante las
exacerbaciones [117], contribuyendo las especies reactivas de
oxigeno a la patofisiologia [155]. El estrés oxidativo reduce la

respuesta esteroide via una reduccion en la actividad y expresién de
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la HDAC?2 [115]. Este mismo estrés oxidativo puede ser critico en la
aceleracién no programada del envejecimiento del pulmén a través
de los efectos inhibitorios de las moléculas antienvejecimiento, lo
cual se traduce en un declive de la funcién pulmonar. La reduccion
del estrés oxidativo en pacientes con EPOC podria proveer beneficio
clinico reduciendo la inflamacién y revirtiendo la resistencia a

corticosteroides [116].

Los mecanismos moleculares implicados en la resistencia
a corticosteroides que se produce a menudo con altas dosis de
corticosteroides no estan bien conocidos en la actualidad y serian
dianas noveles en la terapia de la EPOC. El principal mecanismo de
la resistencia a corticosteroides en EPOC es la disminucion de la
expresion de la HDAC2, que apaga multiples genes inflamatorios en
respuesta a la terapia con corticosteroides. Se ha visto que esta
enzima es muy defectiva en pulmones y macréfagos alveolares
afectados por EPOC. Esta anormalidad puede ser consiguiente a la
actividad de estrés oxidativo, a través de las vias de la cinasa de
inositol trifosfato (PI3K) que fosforilan e inactivan la HDAC2, y con el
estrés nitrosativo a través de la nitracion de tirosinas que conduce a

la ubiquitinacién y degradacion de HDAC2 [156].

Una estrategia terapéutica novel seria la reversion de esta
resistencia a corticosteroides mediante el aumento de la expresion y
actividad de la HDAC2, ya que esta reversion puede ser muy util en
la reduccién de la inflamacién sistémica en pacientes con EPOC.
Esto se podria llevar a cabo de diferentes formas: teofilina y

farmacos asociados, antioxidantes y macrélidos.
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« Farmacos asociados a la teofilina
La administracion oral de dosis altas de teofilina aumenta la

expresion de HDAC2 en macrofagos alveolares en pacientes con
EPOC, y restablece la respuesta a esteroides [157, 158]. La
inflamacién resistente no se revierte con altas dosis de
corticosteroides o por teofilina sola, pero se revierte con bajas dosis
de teofilina oral o inhalada en combinacién con un corticosteroide via
un incremento en la actividad de HDAC2. Asi pues, la teofilina, puede
conducirnos a una nueva aproximacion terapéutica para la
restauracion de la respuesta a corticosteroides que evite los efectos
secundarios e interacciones farmacol6gicas que produce por si sola
[120].

* Antioxidantes
El estrés oxidativo reduce la respuesta esteroide mediante la

reduccion en la actividad y expresion de la HDAC2. Los antioxidantes
gue poseemos en la actualidad estan basados en el glutation. Se
estan desarrollando antioxidantes mas potentes y estables
(miméticos de la superéxido dismutasa e inhibidores de la NADPH
oxidasa) [159], como la taurina [160, 161].

Es interesante el uso de N-acetilcisteina (NAC), un
potente antioxidante, derivado del aminoacido L-Cys, el cual contiene
grupos tioles [162]. La accion antioxidante de este farmaco se basa
en que capta radicales de oxigeno [163], ademas de ser capaz de
penetrar en el citoplasma celular induciendo la sintesis de GSH, ya

que NAC aporta el reactivo limitante en la sintesis del mismo, la L-
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Cys [164]. NAC ha demostrado cierta eficacia clinica en pacientes

con fibrosis pulmonar [118, 165], EPOC [166] y otras patologias.

* Macrolidos
Se ha visto que los macrélidos también tienen efectos

antiinflamatorios independientes a sus efectos como antibidticos.
Inhiben la inflamacibn mediante la inhibicibn de factores de
transcripcibon como NFkB. Se ha visto que un macrélido no
antibiotico, EM-703 [120], revierte la resistencia a corticosteroides,
aumentando la actividad de HDAC?2. Asi pues, muchos macrolidos no
antibiéticos estdn actualmente en desarrollo como terapia

antiinflamatoria.

5.3.7. Nuevas perspectivas

La mejor aproximacion para la prevencion y desarrollo de la
EPOC es el dejar de fumar. También es importante el identificar los
factores genéticos que determinan porqué la EPOC se desarrolla en
s6lo una minoria de fumadores habituales, asi como identificar los

genes que predisponen a los fumadores para desarrollar la EPOC.

También hay una necesidad de desarrollar nuevas formas de
valorar resultados y de sustitucibn de biomarcadores, como el
analisis de los parametros del esputo o los condensados de
exhalados. Otra aproximacion seria el uso de técnicas de imagen
que permitan ver la progresion de la enfermedad, y ademas seria

importante profundizar en la investigacion de los mecanismos
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celulares y moleculares basicos de la EPOC, ayudados por modelos

animales que lo permitan.

De los farmacos que estan actualmente en desarrollo, los
inhibidores de la PDE4, los inhibidores de la MAPK p38 y los
inhibidores de la IKK2 parecen prometedores, pero esta ahi la
preocupacion por los efectos secundarios, con lo que se necesitara
administrar estos farmacos de forma inhalatoria. Por su parte, los
antagonistas de las quimiocinas CXCR2 apuntan hacia una terapia
antineutrofilica antimacrofagica, y ademas podrian tolerarse bien al

administrarse via oral.
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Tal y como esta expuesto en el apartado de introduccion
del presente trabajo, la EPOC esta caracterizada por una obstruccion
de las vias respiratorias, siendo el tabaco el principal factor que
contribuye al desarrollo de esta patologia. Una caracteristica
distintiva de esta patologia es la hipersecrecion mucosa [110]. De
este modo, en el presente trabajo se plante6 estudiar los
mecanismos que conducen a la activacion del complejo NADPH
oxidasa inducidos por extracto de humo de tabaco y las
consecuencias que dicha activacion puede desempefar sobre la

produccion de mucinas en células epiteliales de bronquio humano.

Para ello, el primer objetivo del trabajo fue establecer un
cultivo de células epiteliales de bronquio humano que permitiese la
diferenciacion celular, de modo que simulase las condiciones
fisiologicas del epitelio respiratorio humano, es decir, con una
polaridad celular establecida, y con células secretoras de moco, el

cual, fuese liberado al medio.

Ya que el tabaco estd descrito como el principal agente
desencadenante de la hipersecrecibn mucosa, se plante6 utilizar
como estimulo extracto de humo de tabaco, CSE, utilizado como tal

en investigaciones previas [78, 167, 168].

Una vez definidos tanto el cultivo celular como el estimulo

a utilizar, se plantearon los siguientes objetivos:
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Efectos del CSE sobre el sistema NADPH oxidasa:

» Caracterizacion de las isoenzimas de este sistema
participantes en dicho proceso.

» Modificacion de la expresion del sistema debida a
CSE.

» Modificacion de la actividad debida a CSE.

Efectos de la activacion del sistema NADPH oxidasa:
> Sobre la sintesis de mucinas.

» Sobre la expresion de genes inflamatorios.

Papel del AMPc en la expresion de mucinas inducida por
CSE.

Papel del EGFR en la sintesis de mucinas inducida por
CSE.
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1. Material

1.1. Células

Para los experimentos planteados se escogié un cultivo
primario de células epiteliales de bronquio humano obtenido por
reseccion pulmonar debida a carcinoma de pulmén. Dicho proceso
esta aprobado por el Comité Etico de Investigaciones Clinicas (CEIC)
del Consorcio Hospital General Universitario de Valencia.

1.2. Sondas TagMan

Con la finalidad de determinar la cantidad de ARNmM
codificante para los genes estudiados se escogio la técnica de RT-
PCR, utilizando para ello los TagMan® Assays on demand de
Applied Biosystems.

La Tabla 4 muestra las caracteristicas de los genes
estudiados y del amplicon (cebadores mas sondas) que se utilizaron
segun las instrucciones del fabricante para la deteccién de los niveles

de expresion génica:
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Nombre del gen Simbolo Alias Referencia Long.
del gen amplic.
(pb)
Cytocrome b-245, CYBB CGD, GP91-1, Hs00166163_m1 78
beta polypeptide GP91-PHOX,
GP91PHOX,
NOX2, p91-PHOX
Dual oxidase 1 DUOX1 LNOX1, Hs00213694_m1 87
MGC138840,
MGC138841
Dual oxidase 2 DUOX2 LNOX2, NOXEF2, Hs00204187_m1 74
P138-THOX,
THOX2
Mucin 5AC, MUCS5AC MUC5 Hs01365601_m1 118
oligomeric mucus/gel-
forming
Phosphodiesterase PDE4A DPDE2, PDEA4, Hs00183479_ml 62
4A, cAMP-specific PDE46
(phosphodiesterase
E2 dunce homolog,
Drosophila)
Phosphodiesterase PDE4B DKFZp686F2182, Hs00277080_m1 72
4B, cAMP-specific DPDE4,
(phosphodiesterase MGC126529,
E4 dunce homolog, PDEA4B5,PDEIVB
Drosophila) RP5-876C12.1
Phosphodiesterase PDE4C DPDE1 Hs00971865_m1 70
4C, cAMP-specific MGC126222

(phosphodiesterase
E1 dunce homolog,
Drosophila)
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Nombre del gen Simbolo Alias Referencia Long.
del gen amplic.
(pb)
Phosphodiesterase PDE4D DPDE3 Hs00174810_m1l 123
4D, cAMP-specific HSPDE4D
(phosphodiesterase PDE4DN2
E3 dunce homolog, STRK1
Drosophila)
Transforming growth TGFA TGFA Hs00608187_m1 70
factor, alpha
Tumor necrosis factor TNF DADB-70P7.1, DIF, | Hs00174128_m1 80
(TNF superfamily, TNFalpha, TNFA,
member 2) TNFSF2
Glyceraldehyde 3- GAPDH GAPDH 4326317 122
phosphate
dehydrogenase
Human ACTB (beta ACTB ACTB 4326315 171
actin)
Tabla 4. Sondas TagMan® utilizadas en RT-PCR.
1.3. Farmacos, reactivos, kits y soluciones utilizad  as

» Acido sulftrico:

Espafa (471058).

> Acido tricloroacético (cloroformo):

Valles, Barcelona, Espafia (151067).

» Agua Dietilpirocarbonato (DEPC):

Panreac, Castellar del Vallés, Barcelona,

Panreac, Castellar del

Applied Biosystems,
Tres Cantos, Madrid, Espafia (AM9906).
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Agarosa: Euroclone, Italia (EMR010500).
Amersham cAMP Biotrak Enzymeimmunoassay (EIA)
system: GE Heathcare, Little Chalfont, Buckinghamshire,

Reino Unido (RPN225).

Amplex® Red Hydrogen Peroxide/Peroxidase Assay kit
Invitrogen, Reino Unido (A22188).

Amfotericina B: Lonza Group LTD, Suiza (17-836R).

BEBM Single Quots : Lonza Group LTD, Suiza (CC-4175).

Bluing Reagent: Thermo Fisher Scientific, Alcobendas,
Madrid, Espafia (6769001).

Bronchial Epithelial Cell Basal Medium (BEBM): Lonza
Group LTD, Suiza (CC-3171).

Cigarrillos de investigacion 2RF4:  University of Kentucky,
KY, EEUU.

Colageno: Sigma Aldrich, Tres Cantos, Madrid, Espafia
(C3867).

dePeX: BDH Chemicals, Poole, Reino Unido (101410-638).

76



Difenilenedonio (DPI): Sigma Aldrich, Tres Cantos, Madrid,
Espafa (D2926). Se prepara a concentraciéon 6,35 mM en
DMSO.

Dulbecco’s modified Eagle Medium (DMEM):  Lonza Group
LTD, Suiza (BE12-604F).

Eosina Amarillenta: Panreac, Castellar del Valles,
Barcelona, Espafia (251299).

Etanol Absoluto: Panreac, Castellar del Valles, Barcelona,
Espafa (361086).

Factor de crecimiento epidérmico (EGF): Sigma Aldrich,
Tres Cantos, Madrid, Espafia (E4127).

FluoCycleTM II, Mix for Probe RT-PCR: Euroclone, Italia
(EMQ012250).

Glucégeno: Calbiochem, San Diego, California, EEUU
(361507).

Hematoxilina de Harris: Panreac, Castellar del Vallés,
Barcelona, Espafia (253949).

High Sensitivity Human Cytokine Milliplex™ MAP Kit:
Millipore Corporation, Billerica, EEUU (HSCYTO-60SK).
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Isopropranol: Sigma Aldrich, Tres Cantos, Madrid, Espafia
(19516).

Lactate Dehydrogenase Citotoxicity Assay: Cayman,
Reino Unido (10008882).

Medio Royal Park Memorial Institute (RPMI):  Euroclone,
Italia (ECB9006L).

Millex Syringe Driven Filter Unit MCE 0,22  um: Millipore
Corporation, Billerica, EEUU (SLGS033SS).

N-acetilcisteina: ~ Sigma Aldrich, Tres Cantos, Madrid,
Espafia (A8199). Se prepara a una concentracion 1M en

agua bidestilada.

Parafina: Panreac, Castellar del Vallés, Barcelona, Espafia
(PPPLUS).

Paraformaldehido al 4%: Panreac, Castellar del Vallés,
Barcelona, Espafia (143091).

PCR 100 pb low ladder: Sigma Aldrich, Tres Cantos,
Madrid, Espafia (P1473).

Piclamilast: Sanofi-Aventis, Estrasburgo, Francia. Se

prepara a una concentracion 10*M en DMSO.
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Poli-L- lisina: BDH Chemicals, Poole, Reino Unido (734-
1005).

Quantikine® Human TGF a ELISA Kit: R&D Systems
Minneapolis, MN, EEUU (DTGAOQOQ).

Tampodn salino fosfato (PBS):  Sigma Aldrich, Tres Cantos,
Madrid, Espaia (P4417).

TagMan® Gene Expression Assays: Applied Biosystems,
Tres Cantos, Madrid, Espafa (las referencias de cada una

de las sondas estan indicadas en el apartado anterior).

TagMan® Reverse Transcription Reagents: Applied
Biosystems, Tres Cantos, Madrid, Espafia (N8080234).

Transwell insert: Millipore Corporation, Billerica, EEUU
(PIRP12RA48).

Trietanolamina (TEAM):  Sigma Aldrich, Tres Cantos,
Madrid, Espafia (T58300).

TriPure Isolation Reagent: Roche Diagnostics, Leganés,
Madrid, Espafia (11667157001).

Xileno: Merck, Darmstadt, Alemania (481769).
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2. Métodos

2.1. Cultivo de células epiteliales

Con la finalidad de establecer el cultivo de células
epiteliales de vias aéreas, se parti6 del fragmento de bronquio
obtenido por reseccion pulmonar, tal y como se expone en el

apartado de Material.

Dicho fragmento se resuspendid en medio Royal Park
Memorial Institute (RPMI) con antibidticos. Tras limpiar la pieza, se
hicieron explantes de unos 2 mm aproximadamente para pasar
posteriormente a placas de 6 pocillos tapizadas con colageno 102 M,
a razon de 8-10 explantes por pocillo, dejandolos 15 minutos en
estufa a 37°C. Posteriormente, se afiadi6 1 ml de medio Bronchial
Epithelial Cell Basal medium, (BEBM), especifico de crecimiento para
células epiteliales de bronquio, suplementado con BEBM single quots
y se incub6 a 37°C con 5% de CO..

Figura 10. Explantes de bronquio humano depositados en placas con
Colageno 10 2 M.
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Cuando se alcanzé confluencia alrededor de los explantes,
se retiraron los fragmentos y se amplié el cultivo celular en medio
BEBM suplementado con single quots, y al tener una confluencia
alrededor del 80-90%, las células se dispusieron en una interfase
aire-liquido (Air Liquide Interface, ALI). Para constituir dicha interfase,
se mezclaron a partes iguales los medios Dulbecco’s Modified
Eagle’s Medium (DMEM) y BEBM, suplementado con anfotericina B
250 pg/ml, BEBM single quots y EGF 50 pg/ml, sobre un transwell
insert, que consiste en un cestillo depositado dentro de un pocillo,
cuyo fondo es una membrana microporosa que delimita dos
compartimentos, el superior y el inferior. En este caso particular, y
dependiendo de las necesidades de los experimentos, las células se

sembraron en placas de 12 o 24 pocillos.

Transwell
insert

Compartimento superior

Compartimento inferior
Membrana microporosa |

Figura 11. Estructura de un Transwell insert , donde quedan delimitados los
dos compartimentos en el air liquide Interface .

Este tipo de cultivo tiene como finalidad establecer una
diferenciacion celular que simula las condiciones fisiolégicas del
epitelio respiratorio humano. Para ello, las células se dispusieron en

ALl en la parte superior del insert. Al dia siguiente se retir6 el ALI
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para eliminar las células muertas y se depositd de nuevo ALI sobre

el insert.

Cuando se observé una monocapa confluente, el cultivo se
mantuvo sélo con medio en el compartimento inferior, para asi

establecer una polaridad celular.

2.2. Disefio experimental

Cuando las células estaban diferenciadas y con cilios se
procedi6 a la estimulaciéon de las mismas. Todas las condiciones se
realizaron por triplicado, y dependiendo del experimento propuesto,
las células se sembraron en placas de 12 o de 24 pocillos.

En placas de 12 pocillos se sembraron 3 pocillos del
grupo control para la tincion de Hematoxilina- Eosina.

Por otra parte, en placa de 24 pocillos se realizaron los

siguientes experimentos:
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!
0

Cuantificacion
de AMPc

Condiciones

o
(@)
Py

Control X

CSE 10% 4H

CSE 10%-+ DPI 10°M 4H

Piclamilast 10 " M 6H

CSE 10% 6H

CSE 10%-+ Piclamilast 10 "M 6H

CSE 10%+ NAC 1 mM 6H

CSE 10%+ DPI 10°M 6H

CSE 10%+ Tyr AG1478 10 ° M

CSE 10% 8H

CSE 10%-+DPI 10°M 8H

X| X X| X| X| X| X| X| X| X| X| X
X

CSE 10% 24H

CSE 10%+ DPI 10° M 24H X

Tabla 5. Condiciones experimentales realizadas enp  laca de 24 pocillos.

Ademas, se recogieron los sobrenadantes de la parte
apical para realizar determinaciones de H,O,, TGFa y citocinas
liberadas, ya que es en este sobrenadante donde se vierten dichos
compuestos liberados por la célula en respuesta a diferentes

condiciones.

De este modo, para la cuantificacion de H,O, se utilizaron
sobrenadantes de las siguientes condiciones:
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a) Control.

b) CSE 10% 0,5 H.

c) CSE 10% 4 H.

d) CSE 10% + DPI 10°M 4 H.
e) CSE 10% 6 H.

f) CSE 10% + Piclamilast 10 M 6 H.
g) CSE 10% + NAC 1 mM 6 H.
h) CSE 10% + DPI 10° M 6 H.
i) CSE 10% 8 H.

j) CSE 10% + DPI 10° M 8 H.
k) CSE 10% 12 H.

) CSE 10% 24 H.

m) CSE 10% + DP1 10° M 24 H.

Por otra parte, para la cuantificacion de los niveles de

TGFa se utilizaron los siguientes sobrenadantes:

a) Control.
b) CSE 10% 6 H.
c) CSE 10% + Piclamilast 10 "M 6 H.

Finalmente, para la determinacion de citocinas liberadas

se utilizaron los siguientes sobrenadantes:
a) Control.

b) CSE 10% 6H.
c) CSE 10% + Piclamilast 10 7 M 6H.
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d) CSE 10% + DPI 10° M 6H.
e) CSE 10% + NAC 1 mM 6H.

En todas las estimulaciones expuestas a lo largo de este
apartado de disefio experimental, las células se expusieron a los
farmacos durante 30 minutos previos a la adicion del estimulo. Tras
la adicién del mismo, las células se incubaron a 37°C y 5% de CO,
durante el tiempo que indica cada condicion.

2.3. Estudios histoldgicos

2.3.1. Procesamiento de las muestras

El epitelio pseudoestratificado con células ciliadas de
bronquio humano se fij6 al menos 48 horas en paraformaldehido al
4%. Para su inclusién, se deshidrataron en concentraciones
crecientes de etanol, seguido de xileno, y a continuacion se

embebieron en parafina, seguido de los siguientes pasos:

Etanol 70% (1 hora).
Etanol 96% | (3 horas).
Etanol 96% Il (1,5 horas).
Etanol 100% I (2 horas).
Etanol 100% Il (6 horas).
Xileno I (1,5 horas).

O O O O o o
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o Xileno Il (2,5 horas).
o Parafinal (2,5 horas).

o Parafina Il (2 horas).

Las muestras se incluyeron en bloques de parafina con un
inclusor EC350-1 Myr (Leica), se cortaron en secciones consecutivas
de 4 um de espesor con un micrétomo HM 340 E (Leica) y se

adhirieron a portaobjetos tratados con poli-L-lisina.

2.3.2. Tincion con hematoxilina-eosina

Los cortes histolégicos fueron desparafinados con xileno e
hidratados con concentraciones decrecientes de etanol. Se tifieron
con hematoxilina de Harris, bluing reagent y eosina amarilla.
Posteriormente, las muestras se deshidrataron por sucesivos pases
en alcoholes crecientes y xileno, y se montaron con una resina
sintética (dePeX). Las preparaciones se analizaron con un
microscopio de campo claro (Leica DM6000B) tomando fotografias

en las magnificaciones oportunas.

2.4. Obtenciéon del condensado de humo de tabaco

Con la finalidad de establecer el tabaco como estimulo
para los experimentos propuestos, y basados en informaciones

87



previas, se preparé extracto de humo de tabaco (Cigarette Smoke
Extract, CSE), el cual, se usa para estudiar los efectos del humo de

tabaco en varios tipos de cultivos celulares [78, 167, 168].

Para proceder a la preparacion del extracto, se introdujo un
cigarrillo de investigacion (2RF4; Tobacco Health Research,
University of Kentucky, KY, EEUU) en una bomba respiratoria
(Apparatus Rodent Respirator 680, Harvard, Alemania) a través de
un mecanismo en el que el humo producido es relativo al patrén de
fumado en humanos (3 soplos/minuto; 1 soplo de 35 minutos; cada
soplo de 2 segundos de duracion a 0,5 cm sobre el filtro), todo ello
burbujeado en un frasco que contenia 25 ml de ALI precalentado a
37°C.

La solucion se esterilizd mediante filtracion a través de un
sistema esterilizador de acetato de celulosa de 0,22 pum. Se
considero6 el 100% de CSE a la solucion restante de CSE, la cual, fue
usada en los experimentos durante los 30 minutos siguientes a la
preparacion de la misma. La dosis de CSE 10% corresponde

aproximadamente a fumar dos paquetes de cigarrillos al dia[78].

La calidad del CSE preparado fue evaluada en base a la
absorbancia a 320 nm, que es la longitud de onda especifica de
absorcion para el peroxinitrito. Se utilizaron aquellas soluciones
madre con un valor de absorbancia de 3,0 = 0,1. Con el fin de testar
la citotoxicidad del CSE en células epiteliales de bronquio humano en
ALlI, se trataron las mismas con concentraciones crecientes de CSE
hasta el 20% durante 24 y 48 horas, no viendo diferencias en los
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niveles de lactato deshidrogenada (Lactate Dehydrogenase
Citotoxicity Assay, Cayman, Reino Unido) en comparaciéon con el

grupo control.

2.5. Estudio de la produccién de H ,0,

Con el objetivo de determinar la cantidad de H,O, liberada,
se incubaron las células epiteliales en una placa de 24 pocillos en
ALI con 600 pl en la parte basolateral y 200 ul en la parte apical con
o sin CSE como estimulo y con o sin farmacos, afiadidos durante los
30 minutos previos a la adicion del estimulo, como tratamiento. Tras
el tiempo de incubacién a 37°C, indicado en el disefio experimental,
se recogid el sobrenadante de la parte apical para determinar la
cantidad de H,O, producida utilizando el Amplex® Red Hydrogen

Peroxide/Peroxidase Assay Kit (Invitrogen, Reino Unido).

Este kit se basa en una técnica colorimétrica, en la que el
sustrato es convertido en un compuesto valorable mediante la
actividad enziméatica de proteinas conjugadas a un anticuerpo, el cual
confiere especificidad. Uno de los enzimas mas comuinmente
utilizados es la peroxidasa de rabano (HRP), una proteina de 40 kDa,
gue cataliza la reduccion de H,O, en H,O.

En presencia de sustratos especificos, que actian como
dadores de hidrégeno, la accion de la HRP convierte moléculas sin
color o no fluorescentes en moléculas coloreadas o fluorescentes.
Amplex® Red es un sustrato para usar con HRP que contiene
ensayos. Dicha sustancia, en presencia de la peroxidasa, reacciona
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con H,O, en una relacibn estequiométrica 1:1 para producir
resorufina, un compuesto rojo fluorescente que tiene una absorcion y
emisiébn de fluorescencia maxima de 563 nm y 587 nm
respectivamente. Del mismo modo, dicho compuesto también

manifiesta absorbancia a 560 nm.

"

Resorufina

Amplex® Red

Figura 12. Produccion de resorufina a partir de Amp  lex® Red en una reaccion
catalizada por la peroxidasa de rabano.

Para ello se prepar6 una curva patrén con 50 ul de
cantidades conocidas de H,0O, (0-10 mM), y sobre una placa de 96
pocillos se depositaron 50 yl de muestra. Seguidamente se prepard
la solucion 100 mM Amplex® Red (BioTek®) y la de HRP a 0,2 U/ml,
afiadiéndola a las muestras y posteriormente, tras incubar 30 minutos
a temperatura ambiente y oscuridad, se leyé la absorbancia a 560
nm y se interpold la concentracion obtenida para las muestras en la

curva patroén.

2.6. Determinacién de la produccion de AMPc

Para medir la produccion de AMPc a nivel tisular, se
incubaron las células epiteliales en placas de 24 pocillos en ALI con
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600 ul en la parte basolateral y 200 pl en la parte apical con o sin
CSE al 10% como estimulo y con o sin el inhibidor de la PDE4
piclamilast (107 M), afiadido durante los 30 minutos previos a la
adicion del estimulo, como tratamiento. Tras 6 horas de incubacién a
37°C, se afadidé etanol frio sobre el cultivo hasta alcanzar una
suspension final del 65% de etanol y dejamos que se mezclase bien.
Posteriormente, se elimind6 el sobrenadante en tubos de
microcentrifuga, lavando el precipitado remanente en etanol frio al
65%, y depositando estos lavados en sus tubos correspondientes. A
continuacion se centrifugaron los extractos a 2000 g durante 15
minutos a 4°C, transcurridos los cuales se depositaron los
sobrenadantes en tubos nuevos. Estos extractos se desecaron en un
concentrador de vacio Speed Vac Concentrador Savant SPD121P
(Thermo Electron Corporation), y tras este paso, se resuspendio en
Assay Buffer (GE Healthcare).

La determinacion de la cantidad de AMPc se llevo a cabo
utilizando el Amersham cAMP Biotrak Enzymeimmunoassay (EIA)
system (GE Healthcare, Little Chalfont, Buckinghamshire, Reino
Unido). Este sistema es un kit consistente en un Ensayo
Inmunofluorescente Ligado a Enzima (Enzime-Like Inmunosorbent

Assay, ELISA). Contiene un anticuerpo frente a AMPc.

Este ensayo emplea la técnica de inmunoensayo
cuantitativo en sandwich, en una placa de 96 pocillos. Esta
microplaca contiene un anticuerpo especifico policlonal para AMPc,
preincubado en el fondo del pocillo, sobre el cual se afadieron 100 pl

de estandares (con los que se realiz6 la curva patrén) o de muestra,
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paso tras el cual se pipetearon 100 ul de antisuero. A continuacion se
mantuvo la placa en agitacién durante 2 horas a 4°C, tiempo en el
que cualquier molécula de AMPc presente se une al anticuerpo
inmovilizado. Después de lavar para eliminar cualquier tipo de unién
inespecifica, se afadieron 50 ul de un anticuerpo policlonal
especifico para AMPc conjugado a peroxidasa, y se incubaron
durante 1 hora mas a 4°C y en agitacion. Tras un lavado para
eliminar cualquier unién enzima-anticuerpo, se afiadieron 150 pl de
una solucion de sustrato a los pocillos y se incubd durante 30
minutos en oscuridad para que se desarrollase coloracion

proporcional a la concentracion de AMPc unido en el paso inicial.

Finalmente, para detener el desarrollo de coloracion, se
afadieron 100 pl de H,SO, 1M y a continuacién se midié la
intensidad de la misma, leyendo la absorbancia a 450 nm. Los datos
se interpolaron en la curva patrén construida con las cantidades
conocidas de estandar de AMPc (12,5-3200 fmol/pocillo), y se

expresaron como concentracion de AMPc en fmol/pocillo.

2.7. Ensayo de la escision y liberacion de TGF «

Para medir la cantidad del Factor de Crecimiento
Transformante-a (Transforming Growth Factor, TGF,a) liberado, se
incubaron las células epiteliales en ALl con 600 pl en la parte
basolateral y 200 pl en la parte apical con o sin CSE como estimulo y
con o sin farmacos, afadidos durante los 30 minutos previos a la
adicion del estimulo, como tratamiento. Tras 6 horas de incubacién a

37°C, se recogi6 el sobrenadante de la parte apical para medir la
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cantidad de proteina liberada. Para ello, se utiliz6 el TGFa ELISA Kit
(Oncogene, San Diego, CA, EEUU).

Este kit consiste en un ELISA en fase soélida de 4,5 horas
disefiado para medir TGFa humano en sobrenadantes de cultivos
celulares, suero, plasma y leche humana. Contiene TGFa humano
recombinante con E. coli y ha demostrado que cuantifica con

precision el factor recombinante.

Este ensayo emplea la técnica de inmunoensayo
cuantitativo en sandwich, en una placa de 96 pocillos. Esta
microplaca contiene un anticuerpo especifico policlonal para TGFa,
preincubado en el fondo del pocillo, sobre el cual se afiadieron 100 pl
de Assay Diluent RD1W, y posteriormente se adicionaron 50 pl de
estandares (con los que se realizé la curva patrén) o de muestra,
manteniendo la placa en incubacion durante 2 horas, tiempo en el
que cualquier molécula de TGFa presente se une al anticuerpo
inmovilizado. Después de lavar para eliminar cualquier tipo de unién
inespecifica, se afiadieron 200 ul de un anticuerpo policlonal
especifico para TGFa que estd ligado a un enzima, incubando
posteriormente durante 2 horas mas. Tras un lavado para eliminar
cualquier unién enzima-anticuerpo, se afadieron 200 pl de una
solucion de sustrato a los pocillos, seguido de una incubacion
durante 30 minutos en oscuridad para que se desarrollase coloracion

proporcional a la concentracion de TGFa unida en el paso inicial.

Finalmente, se detuvo el desarrollo de coloracion, para lo
gue se afiadieron 50 ul de Stop Solution y a continuacion se valoro la
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intensidad de la misma. Los datos fueron interpolados en la curva
patrén construida con las cantidades conocidas de Standard de
TGFa (15,6- 1000 pg/ml), y se expresaron como concentracion de

TGFa en pg/ml.

2.8. Deteccion de la liberacién de citocinas

Para medir la cantidad del citocinas liberadas, las células
epiteliales fueron incubadas en placas de 24 pocillos en ALI con 600
pl en la parte basolateral y 200 pl en la parte apical con o sin CSE
como estimulo y con o sin farmacos, afiadidos durante los 30
minutos previos a la adicidon del estimulo, como tratamiento. Tras 6
horas de incubacién a 37°C, se recogi6 el sobrenadante de la parte
apical para medir la cantidad de proteina liberada. Para la
determinacion de citocinas liberadas al medio, empleamos el High
Sensitivity Human Cytokine Milliplex™ MAP Kit (Millipore).

La citocina de interés a determinar en el presente trabajo
es TNFa. Podemos considerar este ensayo como un ELISA mdltiple
automatizado. El panel Milliplex™ MAP esta basado en la tecnologia
Luminex® xMAP®, la cual utliza técnicas patentadas con
microesferas que poseen un codigo de color interno con dos
colorantes fluorescentes. A través de concentraciones precisas de
estos colorantes, se pueden crear hasta 100 sets de bolas
coloreadas, cada una de las cuales estd marcada con un anticuerpo
de captura especifico. Después de que un analito de una muestra a
testar se captura por la bola, se introduce un anticuerpo de deteccién

biotinilado. La mezcla de reaccion se incuba con un conjugado de
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estreptavidina-ficoeritrina, la molécula reportera, para completar la
reaccion en la superficie de cada microesfera. Estas microesferas se
dejan pasar rapidamente a través de un laser que excita los
marcadores internos del conjunto de las microesferas. Un segundo
laser excita la ficoeritrina, el marcador fluorescente en la molécula
reportera. Finalmente, unos procesadores identifican cada una de las
microesferas y cuantifican el resultado de su bioensayo basado en
las sefiales fluorescentes del reportero.

™

Figura 13. Sistema Luminex 200 utilizado en la deteccion de liberacién de

citocinas al medio.

El procedimiento experimental de este ensayo empezaba
por afadir 200 pl de Wash Buffer 1x a cada pocillo, seguido de
agitacién durante 10 minutos a temperatura ambiente. El contenido

de los pocillos fue aspirado, tras lo cual se afiadieron 50 ul de Assay
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Buffer tanto en los pocillos disefiados para los estandares como los
disefiados para la muestra. Posteriormente, se afiadieron 50 ul de
estdndares o muestra en los pocillos apropiados, seguido de 25 pl de
la mezcla de bolas a cada pocillo. Una vez afiadidos estos
compuestos, las muestras fueron sometidas a incubacién toda la
noche a 4°C en agitacién. El dia siguiente, se aspiraron los pocillos y
fueron lavados dos veces con 200 ul de Wash Buffer, proceso tras el
cual se afiadieron 50 ul de anticuerpo de deteccién a cada pocillo
para posteriormente incubar durante 1 hora a temperatura ambiente.
Tras esta incubacion, se afiadieron 50 pl del conjugado de
estreptavidina-ficoeritrina por pocillo, con lo que se volvié a incubar
de nuevo durante 30 minutos a temperatura ambiente.
Seguidamente, tras aspirar, los pocillos se lavaron dos veces mas
con 200 pl de Wash Buffer, tras los cuales, se afadieron 100 pl de
Sheath Fluid a cada pocillo para leer en el Luminex 200™, cuyo
software, a partir de las concentraciones de la curva patron, interpola
las concentraciones y de esta forma determina la concentracion de

las diferentes citocinas en pg/mil.
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Figura 14. Representaciéon de la intensidad de la fl uorescencia frente a la
concentracion de TNF o de la curva patron donde se interpolan las
concentraciones de las muestras problema en sistema Luminex 200™ .

2.9. Andlisis de la expresion génica. RT-PCR

2.9.1. Extraccion de ARN total

Para la extraccion del ARN total se escogi6 el reactivo TriPure
Isolation Reagent, el cual es una solucibn monofasica de fenol y
tiocianato de guanidina (Trizol), que permite separar ARN, ADN y
proteinas. Tras eliminar el ALI tanto en la parte superior como inferior
del cultivo de células epiteliales de bronquio humano y lavar el
pocillo, se afiadi6 dicho reactivo en una cantidad de 300 pl sobre el

mismo, con lo que las células se lisaron directamente.
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Una vez lisadas se separaron las fases con cloroformo y se
precipitd el ARN total de la muestra con isopropanol. A fin de facilitar
dicha precipitacién se afadié a la fase acuosa 1 ul de glucégeno.
Tras una centrifugacion de 5 minutos a 7500 g, el ARN se

resuspendié en 20 pl de agua DEPC.

Tras resuspender el ARN extraido, se procedi6 a la

determinacion de integridad y concentracién del mismo, utilizando un

sistema electroforético capilar 2100 Bioanalyzer (Agilent
Technologies) y el RNA 6000 LabChip® kit (Agilent Technologies)
siguiendo las instrucciones del fabricante.

Figura 15. Sistema electroforético capilar 2100 Bioanalyzer y RNA 6000
LabChip® utilizados para la determinaciéon de integridad y ¢ uantificacion del
ARN.

Se afiadi6 1 pl de muestra al RNA 6000 LabChip® y se
obtuvo el electroferograma. Se calculé la concentracion total de ARN
y el ratio entre el area de los picos de ARN ribosémico 28S/18S. Los

ratios comprendidos entre 1,5y 2 indican un ARN integro.
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Figura 16. Electroferograma obtenido con el RNA 600 0 LabChip® en el sistema
2100 Bioanalyzer.

2.9.2. RT-PCR

e Transcripcion inversa (RT)
Consiste en la obtencibn de un ADN complementario

(ADNCc) a partir del ARN, por ello se denomina transcripcion inversa.
Se requieren en el proceso unas ADN polimerasas patrticulares, las
transcriptasas inversas o retrotranscriptasas, utilizando en este caso
particular la MultiScribe™ Reverse Transcriptase (Applied
Biosystems). Para la sintesis de ADNc a partir de ARN se utiliz6 el
TagMan® Reverse Transcription Reagents kit, cuyos componentes

se utilizan en la siguiente proporcion:

99



Componentes Volumen (15 ul) |Concentracion final
Tampoén de RT (10X) 1,5 ul 1X
MgCl, 25 mM 3,3 ul 55mM
Random Hexamer 0,75 ul 2,5uM
Mezcla dNTP 3uL 500 uM de cada
dNTP
Inhibidor ARNasa 0,3 uL 0,4 U/uL
MultiScribe Reverse 0,375 puL 1,25 U/uL
Transcriptase (50 U/ulL)
ARN 0,3 ug
Agua DEPC- ARN 5,77 uL

Tabla 6. Composicion de la reaccion de retrotranscr  ipcion.

El proceso de transcripcion inversa se llevd a cabo en un
termociclador 9800 Fast Thermal Cycler (Applied Biosystems), con
las siguientes condiciones experimentales: incubacién de 25°C
durante 10 minutos, seguida de un ciclo a 48°C durante 30 minutos.
Finalmente la transcriptasa reversa fue inactivada mediante una

incubacion a 95°C durante 5 minutos.
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Figura 17. Termociclador 9800 Fast Thermal Cycler d onde se llevd a cabo la
retrotranscripcion de ARN en ADNCc.

El ADNc sintetizado se guard6 a -20°C hasta la realizacién de

la siguiente etapa.

e RT-PCR atiempo real
La reaccion en cadena de la polimerasa a tiempo real (RT-

PCR) es actualmente el método més sensible y preciso en la
deteccion de los niveles de ARNm. El método nos permite la
deteccién directa del producto de amplificacion durante la fase
exponencial de la reaccién, a través del empleo de compuestos con

propiedades fluorescentes, de modo que determinando el incremento
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de fluorescencia se puede determinar la cantidad de producto

formado.

Se amplificaron de forma selectiva los TagMan® assays
(Applied Biosystems), que son secuencias especificas del ADNc,
mediante la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR), la cual usa
dos fragmentos cortos de ADN, denominados oligonucle6tidos, como
cebadores de la sintesis. Estos cebadores se unen especificamente
a secuencias que flanquean la region a amplificar, cada uno en cada
una de las cadenas del ADN. El proceso béasico se desarrolla en tres

pasos que se repiten sucesivas veces:

1. Desnaturalizacion: separacion de las cadenas
complementarias de ADN.

2. Union: unién de los cebadores especificos a sus secuencias
complementarias.

3. Extension: sintesis de la hebra complementaria a partir del

cebador respectivo.

La repeticién de este ciclo un determinado numero de veces
produce un aumento exponencial de la cantidad de la regién diana
del ADN, que viene dado por la expresion 2" (siendo n el nimero de
ciclos), hasta que se llega a un punto en que disminuye la eficiencia

de la enzima y la reaccion deja de ser exponencial.

La composicién para cada reaccion del PCR fue la siguiente:
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Componentes

Volumen ( 10 i)

Concentracion

Final
FluoCycle™ |1, Mix 5ul 1X
for probe RT-PCR
(2X)
TagMan Gene 0,5 ul 1X
Expression Assays
(20X)
ADNCc 1ul
Agua DEPC 3,5 ul

Tabla 7. Composicion de la reaccion de RT-PCR.

Una vez preparadas las mezclas se introdujeron en el
termociclador ABI Prism 7900 Sequence Detection System® (Applied

Biosystems) siguiendo las siguientes condiciones de amplificacién: 1
ciclo a 95° C de 10 minutos, y 40 ciclos a 95° C de 15 segundos

seguidos de 60° C durante 1 minuto.

103




Tabaco, estrés oxidativo e inflamacion en vias aéreas. Papel del AMPc

Figura 18. Termociclador ABI Prism 7900 Sequence De tection System®, donde
se llevaron a cabo las diferentes reacciones de RT- PCR

En este termociclador se realiza tanto la amplificacion
como la deteccion del producto amplificado, ya que el sistema
incorpora un lector de fluorescencia y estd disefiado para poder
medir, en cualquier momento la fluorescencia emitida en cada uno de
los pocillos donde se realiza la amplificacion. En el presente trabajo,
el sistema de deteccion por fluorescencia empleado en la PCR a
tiempo real utilizé6 cebadores y sondas especificas marcadas con
fluorocromos disefiados de manera especial Assays-on-Demand
Gene Expression probes (Applied Biosystems), las cuales estan

enumeradas en detalle en el apartado de Material.

Las sondas son oligonucleétidos marcados con un

fluorocromo donante en 5 que emite fluorescencia al ser excitado y
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un aceptor en el extremo 3" que absorbe la fluorescencia liberada por
el donante. Para que esto ocurra, las moléculas donante y aceptora
deben estar especialmente préximas. Ademas, el espectro de
emisién de la primera se ha de solapar con el espectro de absorcion
de la segunda. Mientras la sonda esta intacta, la fluorescencia
emitida por el donante es absorbida por el aceptor. Sin embargo,
durante la amplificacion del ADN diana, la sonda hibrida con su
cadena complementaria. Al desplazarse a lo largo de la cadena, en
su accién de sintesis, la ADN polimerasa, mediante su actividad 5
exonucleasa, hidroliza el extremo libre 5° de la sonda, produciéndose
la liberacion del fluorocromo donante [169]. Como donante y aceptor
estan ahora alejados, la fluorescencia emitida por el primero es
captada por el lector. Este proceso ocurre en cada ciclo y no
interfiere  con la acumulacion exponencial del producto de

amplificacion.

Se tom6 como control interno al ARN de la proteina
gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenada (GAPDH), o bien el de la B-
actina (ACTB) dado que estos ARN se expresan de forma constante
en muchos tejidos en diferentes condiciones fisiolégicas y

fisiopatoldgicas.

El programa informatico construye las curvas de amplificacion
a partir de los datos de emision de fluorescencia recogidos durante la
reaccion en tiempo real. De este modo, al final obtenemos una
representacion en la que el eje de ordenadas es el logaritmo de la
intensidad de la fluorescencia y el eje de abscisas es el nUmero de

ciclos transcurridos.
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El parametro de medida de la expresion de un determinado
gen es el ciclo que alcanza el nivel prefijado de fluorescencia. Este
ciclo se denomina ciclo umbral (thereshold cycle, Ct), a partir del cual
la intensidad de fluorescencia empieza a ser apreciable. De este
modo, los valores del ciclo umbral decreceran linealmente conforme
aumenta la cantidad de ADNc de partida. Cuantas mas copias de
ARNm de partida del gen estudiado, mas ADNc se obtendra en la
transcripcion inversa, y antes comenzara la amplificacion a ser

exponencial.
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Figura 19. Representacién del logaritmo de la inten  sidad de la fluorescencia
frente al nimero de ciclos transcurridos con el cic lo umbral prefijado en el
termociclador ABI Prism 7900 Sequence Detection System ®.
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Un método para determinar la expresion a partir de las curvas
de amplificaciébn obtenidas consiste en la comparacion de C;. La
expresion de los genes estudiados, se normalizé con respecto a la

expresion del gen de referencia.

« Electroforesis en gel de agarosa
Para la caracterizacién de las isoenzimas de gp91phox, a

partir de la RT-PCR realizada en el termociclador ABI Prism 7900
Sequence Detection System®, se dejo correr el producto amplificado
en un gel de agarosa al 2,5%, a un voltaje constante de 90 V,
utilizando como marcador de pesos moleculares el PCR 100 pb low
ladder.

2.10. Célculos y analisis estadisticos

La cuantificacion relativa del gen problema por RT-PCR

se realiz6 utilizando el método de comparacion de C, [170] .

La ecuacion que permite la cuantificacién por este método

viene dada por 22°* donde:

AACt= ACt , - ACt,

siendo:

AC, ;1 = (C; gen problema - C; gen referencia) de la

muestra 1
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AC, , = (C; gen problema - C; gen referencia) de la

muestra 2

Para que la determinacion a través de esta férmula
aritmética sea valida, debe cumplirse que la eficiencia de la reaccién
para el gen problema y para el gen de referencia sea
aproximadamente igual. En los TagMan assays utilizados en los
experimentos, el proveedor de los mismos, Applied Biosystems,

garantiza que la eficiencia en las reacciones es de 1.

Cada muestra se estudié por duplicado y aplicamos la
ecuacion de comparacién de C; mencionada anteriormente para el
calculo de la diferencia de expresion génica entre el grupo control y

285 como 1.

los grupos tratados. El grupo control toma el valor de

Los datos han sido expresados como media + desviacion
estandar de n experimentos. El andlisis de los datos obtenidos en las
distintas condiciones se llevd a cabo mediante un andlisis de la
varianza [171], seguido del test de Bonferroni. Las diferencias entre
grupos fueron estimadas mediante el test de la t de Student. En
todos los casos se consideraron las diferencias significativas cuando
el valor de P< 0,05.

El programa informético utilizado en el célculo, gréaficos y

estadistica ha sido GraphPad Prism version 5.0 para Windows
(GraphPad Software Inc., San Diego, CA).
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V. RESULTADOS
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1. Caracterizacion del cultivo celular

El primer objetivo planteado fue la caracterizacién del
cultivo celular. Las células fueron sembradas sobre el insert,
utilizando para su cultivo medio ALI. Tras alcanzar la confluencia se
establecio la interfase aire-liquido eliminando el medio de la camara

superior.

Entre los 7 y 14 dias de diferenciacion las células
caliciformes empezaron a secretar moco, y pocos dias después
aparecieron las células ciliadas. Entre los dias 17 y 21 de
diferenciacion aparecieron los cilios, y unos dias después, cuando la
actividad ciliar registrada en un microscopio Optico era de alrededor
del 90%, se empezaron a desarrollar los diferentes experimentos.
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Figura 20. Cortes histolégicos de un insert. Tincio n con hematoxilina-eosina.
En ellos se puede ver la disposicion que adoptan las células epiteliales en el insert,
simulando las condiciones fisiolégicas.

2. Sistema NADPH oxidasa y CSE

2.1. Caracterizacion de las isoenzimas gp91phox

Una vez caracterizado el cultivo, el siguiente objetivo

propuesto fue estudiar qué isoenzimas de gp9lphox estaban
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presentes en el mismo. De todas las isoenzimas descritas [77, 80],
se compararon las oxidasas duales, cuya presencia es la
predominante en vias aéreas [83, 84]. También se decidié estudiar la

subunidad gp91phox.

Para ello, se estudi6 la expresion relativa de células
epiteliales de bronquio humano en ALI sin ningun tipo de estimulo, y
posteriormente se visualizé la amplificacion corriendo los productos
amplificados en un gel de agarosa al 2,5 %. La Figura 21 muestra los
resultados de expresion relativa de GP91PHOX, DUOX1 y DUOX2.

78pb —> gp91phox
87ph —> Duox 1
74 pb — Duox 2

Figura 21. RT-PCR de las subunidades NADPH oxidasa  gp9lphox y las
oxidasas duales, Duox 1 y Duox 2 en células epiteli  ales de bronquio humano
cultivado en ALI. Se detect6 la secuencia correspondiente a DUOX 1, la cual
presentaba una expresion ligeramente mas marcada que la secuencia
correspondiente a DUOX 2. Dichas subunidades presentaban una expresion
marcadamente superior a la expresién de la secuencia correspondiente a la
subunidad gp91phox. El control de la reaccion fue llevado a cabo mediante el uso
del assay correspondiente al gen de la B-actina. La RT-PCR del ADNc se llevo a
cabo usando los TagMan Assays descritos en el apartado de material y métodos,
utilizando cuatro controles de células epiteliales de bronquio humano en ALL.
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En la figura anterior, se observa que los resultados
obtenidos mediante real time PCR para los genes de las isoenzimas
de gp91phox muestran una ligera diferencia en la expresién del gen
DUOX1 con respecto a DUOX2, mientras que la expresién de

GP91PHOX con respecto a las oxidasas duales es bastante menor.

2.2. Modificacion de la expresion del sistema NADPH
oxidasa

Una vez caracterizada la expresién génica de las
isoenzimas gp9lphox, se planted el estudiar si la expresion de las

mismas se modificaba en presencia de estimulos y/o farmacos.

Para ello, las células epiteliales de bronquio humano en
ALl se estimularon con extracto de humo de tabaco al 10%, durante
6 y/o 24 horas, tras las cuales, se procedié a lisar el cultivo para
posteriormente extraer el ARN total y asi poder ver la expresion
relativa de las células tratadas con respecto al control. La Tabla 8
muestra los resultados de la cinética de la expresion relativa de estas
isoenzimas con respecto a la isoforma DUOX1, que presenta mayor

expresion.
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-DDCt
2 C

CONDICIONES DUOX1 DUOX2 GP91PHOX

CONTROL 1,024 +0,129 | 0,062 +0,016 | 0,0008 + 0,0001

CSE 10% 6H 1,046 £0,222 | 0,070 +0,029 | 0,0000 * 0,0000

CSE 10% 24H | 1,174+0,313 | 0,077 +£0,008 | 0,0000 * 0,0000

Tabla 8. Cuantificacién relativa de los niveles de ARNm de DUOX1,
DUOX2, y GP91PHOX, relativos a los niveles de DUOX1 en cultivo de
células epiteliales de bronquio humano no estimulad as (control) o
estimuladas con extracto de humo de tabaco (CSE; 10 %, 6 y 24 horas
de incubaciéon) No se observé modificacion en la expresién a lo largo del
tiempo de DUOX1, DUOX2 y GP91PHOX al estimular el cultivo con CSE
10%.El ARNm de estos genes se determind mediante RT-PCR por el
método del AAC, con respecto a los niveles de expresion de DUOX1.

Se observo que las isoenzimas de gp91phox no muestran
una diferencia de expresion significativa en las distintas condiciones

estudiadas.

2.3. Modificacion de la actividad del sistema NADPH
oxidasa

Con el objetivo de ver si el extracto de humo de tabaco
modificaba la actividad del sistema NADPH oxidasa, con la
consiguiente liberacion de H,O,, se estimularon células epiteliales de
bronquio humano en ALI con o sin extracto de humo de tabaco al
10%, durante 0,5, 4, 6, 8, 12 y 24 horas, tras las cuales, se elimin6
el sobrenadante de la parte apical del insert para valorar el contenido
en H,O, en cada muestra utilizando el método del Amplex® Red
Hydrogen Peroxide/Peroxidase Assay Kit, tal y como esté descrito en
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el apartado de Material y Métodos. La Figura 22 muestra los

resultados de la cinética de produccién de H,0..

0.10-
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Figura 22. Cinética de la cuantificacion de los ni  veles de H»0, en cultivos de
células epiteliales de bronquio humano no estimulad as (control) o estimuladas
con extracto de humo de tabaco (CSE 10%; 0,5, 4, 6, 8, 12 y 24 horas de
incubacién). El CSE aumentaba la liberacién de H,O5, llegando a su punto maximo
en las 6 horas, momento en el cual empez6 a decrecer. Los niveles de H;O; se
determinaron mediante el Amplex® Red Hydrogen Peroxide/Peroxidase Assay Kit ;
los puntos muestran la concentracion de H,O; liberada como la media + desviacion
estandar de los valores de [H2O;] de tres experimentos diferentes. # p<0,05 versus
t=24h, ## p<0,01 versus t=24h.

En el grafico anterior, se puede observar que los
resultados obtenidos en la cuantificacion de la concentracién de
H,O, aumentan al afiadir el estimulo (CSE 10%) hasta alcanzar

valores maximos de expresion a las 6 horas siguientes al estimulo.

A la vista de los resultados, se decidi6 estudiar si el DPI,

un inhibidor de la NADPH oxidasa, implicada en la sintesis de H,O,,
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disminuia el aumento de liberacion de la misma, ademas de estudiar
el efecto de un antioxidante, NAC, en la actividad de la NADPH
oxidasa y su consiguiente produccion de H,O,, para lo que se
estimularon células epiteliales de bronquio humano en ALl con
extracto de humo de tabaco al 10%, en presencia o ausencia de NAC
1 mMy DPI 10 M, durante 6 horas, tras las cuales, se eliminaron los
sobrenadantes de la parte apical y se midié el contenido en H,O, en
cada muestra utilizando el método del Amplex® Red Hydrogen
Peroxide/Peroxidase Assay Kit. La Figura 23 muestra los resultados
de liberacién de H,0..
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Figura 23. Cuantificacion de los niveles de H >0, en cultivo de células
epiteliales de bronquio humano no estimuladas (cont rol) o estimuladas con
extracto de humo de tabaco (CSE 10%; 6 horas de inc  ubacién) en ausencia o
presencia de NAC 1 mM o DPI 10 ° M. El incremento de la produccion de H,O2
inducido por CSE 10% disminuyd al preincubar 30 minutos previamente con el
antioxidante NAC 1 mM y el inhibidor de la NADPH oxidasa DPI 10 M. Los niveles
de H20; se determinaron mediante el Amplex® Red Hydrogen Peroxide/Peroxidase
Assay Kit ; las columnas muestran la concentracion de H,O; liberada al medio como
la media + desviacién estandar de los valores de [H20,] de tres experimentos
diferentes.* p<0,05 versus control; # p<0,05 versus CSE 10%.

En la Figura 23 podemos observar que los resultados
obtenidos en la cuantificacién de los niveles de H,O, liberados al
medio muestran que tanto NAC 1 mM como DPI 10°® M producen
una inhibicion del incremento de la produccién de H,O, al tratar estas
células con CSE 10%.
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3. Efecto de la activacion del sistema NADPH
oxidasa

3.1. Expresion génica de mucinas

A continuacion, se plante6 estudiar si el extracto de humo
de tabaco conllevaba en dltimo término la expresion génica de
mucinas, para lo que se decidio estudiar dicha expresion en el gen
MUCS5AC, que codifica la mucina mayoritaria presente en vias aéreas
humanas, y los efectos farmacolégicos que producia sobre esta
expresion NAC como antioxidante. Para comprobar si el sistema
NADPH oxidasa intervenia en la produccion de mucinas inducido por
CSE, se estudiaron los efectos del inhibidor de la NADPH oxidasa

DPI sobre dicha expresion.

Con este objetivo, se estimularon células epiteliales de
bronquio humano en ALI con extracto de humo de tabaco al 10%, en
presencia o ausencia de NAC 1 mM y DPI 10°® M, durante 6 horas,
tras las cuales, se procedié a lisar el cultivo para posteriormente
extraer el ARN total y asi poder ver la expresion relativa de las
células tratadas con respecto al control. La Figura 24 muestra los
resultados de expresion relativa del ARNm de MUCS5AC en las
diferentes condiciones frente al grupo control.
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Figura 24. Cuantificacion relativa de los niveles d e ARNm de MUC5AC en
cultivo de células epiteliales de bronquio humano n o estimuladas (control) o
estimuladas con extracto de humo de tabaco (CSE;10% , 6 horas de
incubacién) en ausencia o en presencia de NAC 1 mM y DPI 10® M. El
incremento de expresion de MUCS5AC inducido por CSE 10 %, disminuy6
significativamente al preincubar 30 minutos con el antioxidante NAC 1 mM y con el
inhibidor de la NADPH oxidasa DPI 10° M . El ARNm de estos genes se determiné
mediante RT-PCR por el método del AAC;; las columnas muestran el incremento en
la expresion de MUCS5AC relativo a los valores de GAPDH como la media +
desviacion estandar de los valores de 2 “*°' de tres experimentos diferentes.
* p<0,05 versus control; # p<0,05 versus CSE 10%.

En la Figura 24 se puede observar que los resultados
obtenidos en la cuantificacion relativa de los niveles de ARNm de
MUCS5AC frente al control muestran que tanto NAC 1 mM como DPI
10® M  producen una inhibicién significativa del aumento de
expresion de MUC5AC inducido por CSE al 10%.
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3.2. Expresion génica y proteica de TNF «

También se plante6 estudiar si el tabaco inducia la
expresion, tanto a nivel génico como proteico, del factor de necrosis
tumoral (TNF) a, mediador inflamatorio, para lo que el cultivo de
células epiteliales de bronquio humano en ALI se estimulé con
extracto de humo de tabaco al 10%, en presencia o ausencia del
inhibidor de la NADPH oxidasa DPI 10° M, y el antioxidante NAC 1
mM, durante 6 horas, tras las cuales, se retir0 el sobrenadante de la
parte apical para determinar la cantidad liberada al medio de TNFa, y
posteriormente se lis6 el cultivo para extraer el ARN total y asi
estudiar la expresion relativa de este factor en las células tratadas
con respecto al control. La Figura 25 muestra los resultados de
expresion relativa del ARNm de TNFa en las diferentes condiciones

frente al grupo control.
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Figura 25. Cuantificacion relativa de los niveles d e ARNm de TNFa en cultivo

de células epiteliales de bronquio humano no estimu ladas (control) o

estimuladas con extracto de humo de tabaco (CSE; 10 %, 6 horas de
incubacién) en ausencia o en presencia de NAC 1 mM y DPI 10® M. El
incremento de expresion de TNFa inducido por CSE 10 % mostré una tendencia a
disminuir al preincubar 30 minutos con el inhibidor de la NADPH oxidasa DPI 10°® M,
siendo esta inhibicion significativa con el antioxidante NAC 1 mM .El ARNm de estos
genes se determind mediante RT-PCR por el método del AAC;; las columnas
muestran el incremento en la expresién de TNFa relativo a los valores de GAPDH
como la media * desviacion estandar de los valores de 2“2 de tres experimentos
diferentes. ** p<0,01 versus control; # p<0.05 vs células tratadas con CSE 10%.

En la Figura 25 se observa que los resultados obtenidos
mediante real time RT-PCR para el gen TNFa muestran NAC, a la
dosis de 1 mM y DPI, a la dosis de 10° M, producen una inhibicion
(en el caso de este Ultimo significativa) del incremento de la
expresion de TNFa al tratar estas células con CSE 10%.
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En paralelo a estos experimentos, se determind la
cantidad de TNFa liberado al medio en respuesta al CSE, bajo las
mismas condiciones. A partir de los sobrenadantes retirados de la
parte apical del cultivo de células epiteliales de bronquio humano, se
valor6 en los mismos el contenido en TNFa liberado mediante el
sistema High Sensitivity Human Cytokine Milliplex™ MAP Kit, tal y
como queda descrito en el apartado de Material y Métodos. En la
Figura 26 se puede ver la cantidad de TNFa liberada al medio bajo

las diferentes condiciones.
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Figura 26. Cuantificacion de los niveles de TNF a en cultivo de células
epiteliales de bronquio humano no estimuladas (cont rol) o estimuladas con
extracto de humo de tabaco (CSE 10%,; 6 horas de inc  ubacién) en ausencia o
presencia de NAC 1 mM o DPI 10 ° M con respecto al grupo control. El
incremento de la concentracion de TNFa inducido por CSE 10% disminuyé al
preincubar 30 minutos previamente con el antioxidante NAC 1 mM y el inhibidor de
la NADPH oxidasa DPI 10°® M. Los niveles de TNFa se determinaron mediante el
High Sensitivity Human Cytokine Milliplex™ MAP Kit; las columnas muestran el
incremento en la concentracion de TNFa relativa a los valores del control como la
media + desviacion estdndar de los valores de [TNFa] de tres experimentos
diferentes.*** p<0,001 versus control; ## p<0,01 versus CSE 10%.

En la figura anterior se observa que los resultados
obtenidos en la cuantificacion de los niveles de TNFa liberados
muestran que tanto NAC, a la dosis de 1 mM y DPI, a la dosis de 10°
M, producen una inhibicién significativa del incremento de liberacion

de TNFa al tratar estas células con CSE 10%.
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4. Modulaciéon del AMPc

4.1. Valoraciéon de los niveles de AMPc

Con el objetivo de estudiar el papel del AMPc en
respuesta al extracto de humo de tabaco, se estimularon las células
epiteliales de bronquio humano en ALI, previamente incubadas o no
con DPI a la dosis de 10°M, con extracto de humo de tabaco al
10%, durante 6 horas, tras las cuales, se determiné la cantidad de
AMPc mediante el Amersham cAMP Biotrak Enzymeimmunoassay
(EIA) system, siguiendo las instrucciones del fabricante. La Figura 27

muestra la cantidad de AMPc en los diferentes grupos estudiados.
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Figura 27. Cuantificacion de los niveles de AMPc en cultivo de células
epiteliales de bronquio humano no estimuladas (cont rol) o estimuladas con
extracto de humo de tabaco (CSE 10%,; 6 horas de inc  ubacién) en ausencia o
presencia de DPI 10 ® M. Se produjo una inhibicién de la disminucion de los niveles
de AMPc inducida a CSE 10%. Los niveles de AMPc intracelulares se determinaron
mediante el Amersham cAMP Biotrak Enzymeimmunoassay (EIA) system; las
columnas muestran la concentracion intracelular de AMPc como la media *
desviacion estandar de los valores de [AMPc] de tres experimentos diferentes.
* p<0.05 vs células del grupo control.

En el gréfico anterior, se puede observar que los niveles
de AMPc disminuyen en presencia del estimulo (CSE 10%), y se
aprecia una tendencia en la inhibiciébn de dicho efecto debida al
inhibidor no especifico de la NADPH oxidasa DPI.

4.2. Expresion génica de las PDE4

En paralelo a las determinaciones de AMPc, se plante¢ el
seguimiento de una cinética de la expresion de las isoformas PDE4A,
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PDE4B, PDE4C y PDE4D durante 24 horas. Para ello, se
estimularon células epiteliales de bronquio humano en ALl con
extracto de humo de tabaco al 10%, durante 4, 8 y 24 horas, tras las
cuales, se procedié a lisar el cultivo para posteriormente extraer el
ARN total y asi poder ver la expresion relativa de las células tratadas
con respecto al control. La Figura 28 muestra los resultados de la
cinética de la expresion relativa de estas isoformas en el grupo
tratado con CSE y con respecto a la isoforma PDE4B, que posee

menor expresion que las demas isoformas.
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Figura 28. Cinética de la cuantificacién relativa de los niveles de ARNm de
PDE4A, PDE4B, PDE4AC y PDE4D en cultivo de células e piteliales de bronquio
humano estimuladas con extracto de humo de tabaco ( CSE 10%; 4, 8 y 24
horas de incubacién) con respecto al grupo control. La expresion relativa de
PDEA4A alcanza un punto de inflexion en su aumento entre 4 y 8 horas, momento en
el cual sigue aumentando pero a menor velocidad. La expresién relativa de PDE4B
se mantiene constante a lo largo del tiempo. La expresion relativa de PDE4AC se
mantiene constante entre 0 y 4 horas, momento en el cual empieza a aumentar
ligeramente. La expresion relativa de PDE4D alcanza su valor maximo entre 4y 8
horas, para posteriormente ir decreciendo. EIl ARNm de PDE4A, PDE4B, PDE4C y
PDE4D se determin6 mediante RT-PCR por el método del AAC; los puntos
muestran el incremento en la expresion de los distintos genes relativa a los valores
de PDE4B como la media + desviacion estandar de los valores de 2° ' de tres
experimentos diferentes. **p<0,01 vs t=0h; *** p<0,001 vs t=0h; ++<0,01 vs t=8 h;
#p<0,05 vs t= 24h; ###p<0,001 vs t =24 h.

En la figura anterior se observa que con respecto a la
expresion relativa de la isoenzima PDE4B,el aumento de la expresion
relativa de la isoenzima PDE4A alcanza un punto de inflexién entre 4
y 8 horas, momento en el cual sigue aumentando pero a menor
velocidad. La expresion relativa de la isoenzima PDE4C con respecto
a PDE4B se mantiene constante hasta las 4 horas, donde empieza a
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aumentar ligeramente. Finalmente, el aumento de la expresiéon
relativa de PDE4D con respecto a PDE4B alcanza su valor maximo

entre 4 y 8 horas, momento en el que empieza a decrecer la misma.

Ademas, con el fin de estudiar si el inhibidor de la NADPH
oxidasa DPI disminuia el aumento de expresién génica de las PDE4,
las células epiteliales de bronquio humano en ALI se estimularon con
extracto de humo de tabaco al 10%, en presencia o ausencia del
inhibidor de la NADPH oxidasa DPI 10° M durante 4, 8 y 24 horas,
tras las cuales, se procedié a lisar el cultivo para posteriormente
extraer el ARN total y asi poder ver la expresion relativa de las
diferentes isoenzimas de la PDE4 (PDE4A, PDE4B, PDEA4C vy
PDE4D) de las células tratadas con respecto al control. La Figura 29
muestra los resultados de expresion relativa de dichas isoenzimas
con respecto a PDE4B, isoforma que presenta menor expresion

génica.
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Figura 29. Cuantificacion relativa de los niveles d e ARNm de PDE4A, PDE4B,
PDE4C y PDE4D, relativos a los niveles de PDE4B en cultivo de células
epiteliales de bronquio humano no estimuladas (cont rol) o estimuladas con
extracto de humo de tabaco (CSE; 10% 4, 8 y 24 hor as de incubacion) en
ausencia o en presencia de DPI 10 ® M. A. Cuantificacion relativa de los niveles
de ARNm de las isoenzimas de PDE4 a las 4 horas del  estimulo . El incremento
de expresion de PDE4A y PDE4D inducido por CSE 10% disminuyé aI preincubar 30
minutos previamente con el inhibidor de la NADPH oxidasa DPI 10°® M. Los valores
de expresion génica de PDE4C se mantuvieron practicamente constantes en las
diferentes condiciones. B. Cuantificacion relativa de los niveles de ARNm de las
isoenzimas de PDE4 a las 8 horas del estimulo.  El incremento de expresion de
PDE4A, PDE4C y PDE4D inducido por CSE 10% no disminuyé al prelncubar 30
minutos previamente con el inhibidor de la NADPH oxidasa DPI 10° M. C.
Cuantificacion relativa de los niveles de ARNm de |  as isoenzimas de PDE4 a
las 24 horas del estimulo. El incremento de expresion de PDE4A, PDEAC y
PDE4D inducido por CSE 10% dlsmlnuyo al preincubar 30 minutos previamente con
el inhibidor de la NADPH oxidasa DPI 10° M .El ARNm de estos genes se determind
mediante RT-PCR por el método del AAC;; las columnas muestran el incremento en
la expresion de PDE4A, PDE4B, PDE4C y PDE4D relatlvo a los valores de PDE4B
como la media + desviacion estandar de los valores de 27 “*“' de tres experimentos
diferentes.

En la figura anterior se observa que con respecto a la

expresion relativa de la isoenzima PDE4B, a las 4 horas de
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incubacion, el incremento de expresion de PDE4A y PDE4D inducido
por CSE 10% disminuy6 al preincubar 30 minutos con el inhibidor de
la NADPH oxidasa DPI 10 M, mientras que los valores de expresion
génica de PDE4C se mantuvieron practicamente constantes en las
diferentes condiciones. Tras 8 horas de incubacién, el incremento de
expresion de PDE4A, PDE4C y PDE4D inducido por CSE 10% no
disminuy6 al preincubar 30 minutos con el inhibidor de la NADPH
oxidasa DPI 10° M. Finalmente, tras 24 horas de incubacion, el
incremento de expresion de PDE4A, PDE4C y PDE4D inducido por
CSE 10% disminuy6 al preincubar 30 minutos con el inhibidor de la
NADPH oxidasa DPI 10°° M.

4.3. Efectos del piclamilast

Visto el papel del AMPc y las PDE4 al estimular las
células con extracto de humo de tabaco, se decidi6 estudiar el papel
que tenia un inhibidor de PDE4, piclamilast, a la dosis de 107 M, con
respecto a la activaciéon del sistema NADPH oxidasa, expresion
génica de mucinas, liberacibn de TNFa como mediador de
inflamacién, y modificacion de los valores de AMPc a nivel
intracelular. La Figura 30 muestra estos parametros con respuesta al

piclamilast.
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Figura 30. Efectos del piclamilast en cultivo de cé lulas epiteliales de bronquio
humano estimuladas con extracto de humo de tabaco (  CSE).A.Cuantificacion
de los niveles de H >0, en cultivo de células epiteliales de bronquio huma  no no
estimuladas (control) o estimuladas con extracto de humo de tabaco (CSE
10%; 6 horas de incubacion) en ausencia o presencia de piclamilast 10 ~ M.EI
incremento de la produccién de H;O; inducido por CSE 10% disminuyd al preincubar
30 minutos previamente con el inhibidor de la PDE4 piclamilast 10" M. Los niveles
de H,O; se determinaron mediante el Amplex® Red Hydrogen Peroxide/Peroxidase
Assay Kit ; las columnas muestran la concentracion de H,O; liberada al medio como
la media + desviacién estandar de los valores de [H20,] de tres experimentos
diferentes.* p<0,05 versus control; # p<0,05 versus CSE 10%. B. Cuantificacion
relativa de los niveles de ARNm de MUC5AC en cultiv o de células epiteliales de
bronquio humano no estimuladas (control) o estimula das con extracto de
humo de tabaco (CSE;10%, 6 horas de incubacion) en  ausencia o en presencia
de piclamilast 10 M. En el incremento de expresion de MUC5AC inducido por CSE
10 %, se aprecia una tendencia en la inhibicion de la misma al preincubar 30
minutos con el inhibidor PDE4 piclamilast 10'M. EI ARNm de estos genes se
determiné mediante RT-PCR por el método del AAC;; las columnas muestran el
incremento en la expresion de MUCS5AC relativo a los valores de GAPDH como la
media + desviacion estandar de los valores de 2~ %°°' de tres experimentos
diferentes.* p<0,05 versus control C. Cuantificacion relativa de los niveles de
ARNm de TNFa en cultivo de células epiteliales de bronquio huma  no no
estimuladas (control) o estimuladas con extracto de humo de tabaco (CSE;
10%, 6 horas de incubacion) en ausencia o en presen  cia de piclamilast 10 7 M.
El incremento de expresién de TNFa inducido por CSE 10 % mostré una tendencia a
disminuir al preincubar 30 minutos con el inhibidor de la PDE4 piclamilast 10" M.El
ARNmM de estos genes se determind mediante RT-PCR por el método del AAC;; las
columnas muestran el incremento en la expresion de TNFa relativo a los valores de
GAPDH como la media + desviacion estandar de los valores de 2 “*“' de tres
experimentos diferentes.** p<0,01 versus control. D. Cuantificacion de los niveles
de TNFa en cultivo de células epiteliales de bronquio huma  no no estimuladas
(control) o estimuladas con extracto de humo de tab  aco (CSE 10%; 6 horas de
incubacién) en ausencia o presencia de piclamilast 107 M. El incremento de la
concentracion de TNFa inducido por CSE 10% disminuyé al preincubar 30 minutos
previamente con el inhibidor de la PDE4 piclamilast 10" M. Los niveles de TNFa se
determinaron mediante el High Sensitivity Human Cytokine Milliplex™ MAP Kit; las
columnas muestran el incremento en la concentracion de TNFa relativa a los valores
del control como la media + desviacion estandar de los valores de [TNFa] de tres
experimentos diferentes.*** p<0,001 versus control; ## p<0,01 versus CSE 10%. E.
Cuantificacion de los niveles de AMPc en cultivo de células epiteliales de
bronquio humano no estimuladas (control) o estimula das con extracto de
humo de tabaco (CSE 10%) con o sin el inhibidor de la PDE4 piclamilast 10 M.
Se produce una inhibicién de la disminucion de los niveles de AMPc debida a CSE
10% con el inhibidor de la PDE4 piclamilast 107 M. Los niveles de AMPc
intracelulares se determinaron mediante el Amersham cAMP Biotrak
Enzymeimmunoassay (EIA) system; las columnas muestran la concentracion
intracelular de AMPc como la media + desviacion estandar de los valores de [AMPCc]
de tres experimentos diferentes. * p<0.05 vs células del grupo control. # p<0.05 vs
células tratadas con CSE 10%.
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En la figura anterior, se puede observar como el inhibidor
de PDE4 piclamilast, a la dosis de 10'M, inhibe la liberacion de H,O,,
el aumento de expresion génica de MUCS5AC, asi como la expresiéon
génica y la liberacién del mediador inflamatorio TNFa con respecto a
la estimulacion del cultivo de células epiteliales de bronquio humano
estimulado con CSE al 10%. Ademas, inhibe la disminucion en los
niveles de AMPc observada tras la estimulacion del cultivo con CSE
al 10%.

5. Activacion de EGFR y produccion de mucinas

5.1. Expresion génicay proteica de TGF «

Con el objetivo de caracterizar los mecanismos por los
cuales el sistema NADPH oxidasa conduce a la hiperproduccion de
mucinas, se planteé el estudiar la produccién del TGFa inducida por
CSE en el modelo de cultivo celular, y los efectos que producirian
sobre la expresion de este factor el antioxidante NAC, el inhibidor de
la PDE4 piclamilast y el inhibidor de la NADPH oxidasa DPI. De este
modo, se estimularon células epiteliales de bronquio humano en ALl
con extracto de humo de tabaco al 10%, en presencia o ausencia de
piclamilast 10”7 M, NAC 1 mM y DPI 10° M, durante 6 horas, tras las
cuales, se procedié a lisar el cultivo para posteriormente extraer el
ARN total y asi poder ver la expresion relativa de las células tratadas
con respecto al control. La Figura 31 muestra los resultados de
expresion relativa del ARNm de TGFa en las diferentes condiciones

frente al grupo control.
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Figura 31. Cuantificacion relativa de los niveles d e ARNm de TGFa en cultivo

de células epiteliales de bronquio humano no estimu ladas (control) o

estimuladas con extracto de humo de tabaco (CSE; 10 %, 6 horas de
mcubamon) en ausencia o en presencia de piclamila st 10”7 M, NAC 1 mM y DPI
10° M. En el incremento de expresién de TGFa inducido por CSE 10 %, se vié una
tendencia en la |nh|b|C|on de la misma al preincubar 30 minutos con el inhibidor
PDE4 piclamilast 10'M, con el antioxidante NAC 1 mM (S|endo en este caso
significativa) y con el inhibidor de la NADPH oxidasa DPI 10°® M . El ARNm de estos
genes se determind mediante RT-PCR por el método del AAC;; las columnas
muestran el incremento en la expresion de TGFa relativo a los valores de GAPDH
como la media + desviacion estandar de los valores de 27 “*“' de tres experimentos
diferentes. * p<0,05 versus control; # p<0.05 versus CSE 10%.

En la Figura 31 se puede observar que los resultados
obtenidos mediante real time RT-PCR para el gen TGFa muestran
que piclamilast, a la dosis de 10" M producia una ligera inhibicién

del incremento de la expresion de este gen al tratar estas células con
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CSE 10 %. Por su parte, NAC, a la dosis de 1 mM y DPI, a la dosis
de 10° M, producian una mayor inhibicién, siendo significativa en el
caso de NAC, del incremento de la expresion de TGFa al tratar estas
células con CSE 10%.

En paralelo a los experimentos de expresién génica, se
determiné la cantidad de TGFa liberada al medio en respuesta al
CSE 10% vy el inhibidor de PDE4 piclamilast 107 M. A partir de los
sobrenadantes retirados de la parte apical del cultivo de células
epiteliales de bronquio humano, se determiné el contenido en TGFa
liberado mediante el sistema TGFa ELISA Kit, tal y como esta
descrito en el apartado de Material y Métodos. En la Figura 32 se ve
la cantidad de TGFa liberada en el medio.
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[TGFa] (pg/ml)

Figura 32. Cuantificacion de los niveles de TGF a liberados en cultivo de
células epiteliales de bronquio humano no estimulad as (control) o estimuladas
con extracto de humo de tabaco (CSE 10%; 6 horas de incubacién) en ausencia
o presencia de piclamilast 10 M con respecto al grupo control.  El incremento
de la concentracion de TGFa inducido por CSE 10% practicamente no disminuy¢ al
preincubar 30 minutos previamente con el inhibidor de la PDE4 piclamilast 107 M.
Los niveles de TGFa se determinaron mediante el TGFa ELISA Kit; las columnas
muestran la concentracion liberada de TGFa como la media + desviacion estandar
de los valores de [TGFa] de tres experimentos diferentes.* p<0,05 versus control.

En la figura anterior se observa que los resultados
obtenidos en la cuantificacion de los niveles de TGFa liberados
muestran que piclamilast, a la dosis de 107 M, modificaba
ligeramente el incremento de liberaciébn de TGFa al tratar estas
células con CSE 10%.
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5.2. Papel del Tirfostin AG1478 en la sintesis de
mucinas

Con el objetivo de caracterizar la implicacion del EGFR en
la produccion de mucinas como respuesta a la liberacion de TGFa,
se plante6 estudiar el papel de un inhibidor de la fosforilacién de Tyr
del receptor anteriormente citado, el tirffostin AG1478.

Para ello, se estimularon células epiteliales de bronquio
humano en ALI con CSE 10%, previamente incubadas o no con
tirfostin AG1478 10° M, durante 6 horas, tras las cuales, se procedio
a lisar el cultivo para posteriormente extraer el ARN total y asi poder
ver la expresion relativa de las células tratadas con respecto al
control. La Figura 33 muestra los resultados de expresion relativa del
ARNmM de MUCS5AC frente al grupo control.
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Figura 33. Cuantificacion relativa de los niveles d e ARNm de MUC5AC en
células epiteliales de bronquio humano no estimulad as (control) o estimuladas
con extracto de humo de tabaco (CSE; 10%, 6 horas d e incubacién) en
ausencia o en presencia de Tirfostin AG1478 10 ° M. El incremento de expresion
de MUCS5AC inducido por CSE 10% disminuy6 al preincubar 30 minutos previamente
con el inhibidor del EFGR tirfostin AG1478. EIl ARNm de MUCS5AC se determino
mediante RT-PCR por el método del AAC;; las columnas muestran el incremento en
la expresion de MUCS5AC relativo a los valores de GAPDH como la media +
desviacion estandar de los valores de 2 “2°' de tres experimentos diferentes. #
p<0.05 vs CSE 10%.

En la Figura 33 se puede observar que los resultados
obtenidos mediante real time RT-PCR para el gen MUC5AC
muestran que el tirfostin AG1478 produce una inhibicién del
incremento de la expresion del gen MUC5AC del grupo tratado con
CSE al 10%.
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V. DISCUSION
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El primer objetivo planteado fue la caracterizacion de las
isoenzimas de la NADPH oxidasa. Para ello, se realiz6 una RT-PCR
de las oxidasas duales, DUOX1 y DUOX2, ademas de la isoforma
GP91PHOX. Relativizando la expresién de las tres isoformas con
respecto a DUOX 1, que era la que tenia la expresion mayoritaria, se
observé que GP91PHOX tenia una expresién practicamente nula en
el cultivo de células epiteliales de bronquio humano. Estos datos
concuerdan con la bibliografia existente[78, 80], que no refiere la
expresion de esta isoenzima en células epiteliales de vias aéreas.
Por su parte, las oxidasas duales, DUOX 1y DUOX 2, son las que se
expresan en el cultivo, lo cual concuerda con los estudios previos,
que describen a las oxidasas duales como las isoenzimas de la

NADPH oxidasa expresadas en el epitelio respiratorio [83-85].

Por otra parte, se comprob6 que el estrés oxidativo
provocado por el extracto de humo de tabaco no modificaba la
expresion de las oxidasas duales, lo cual sugiere que el aumento de
la liberacién de H,O, al medio dependiente del sistema NADPH
oxidasa no es debido a un aumento en la sintesis de ARNm de estos

genes, sino en la actividad de los mismos.

Visto que el CSE no afectaba a la expresion del complejo
NADPH oxidasa, se estudiaron los efectos que éste tenia sobre la
actividad del sistema, utilizando un inhibidor no especifico del mismo,
el difenileneidonio (DPI). Hay estudios que indican que las especies
reactivas de oxigeno median ciertas respuestas bioldgicas
adaptativas[99, 100], modulando el estrés oxidativo derivado de la
exposicion de H,O,, la expresibn de una variedad de genes
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implicados en respuestas inflamatorias e inmunomoduladoras[101].
Este H,O, esta generada por el sistema NADPH oxidasa, y los
niveles de este metabolito son utilizados por la lactoperoxidasa para
producir hipotiocianato, un fuerte agente antimicrobicida. Se ha
apreciado un aumento progresivo con el tiempo de produccién de
H,O, a consecuencia de estimular el cultivo con CSE 10%. Esta
induccién es debida a que el extracto de humo de tabaco induce la
activacion de la NADPH oxidasa, lo cual ya ha sido demostrado con
anterioridad[172]. Esta hipotesis se refuerza con el hecho de que al
utilizar un inhibidor no especifico del sistema, El DPI, se produce una

disminucion en la liberacion de H,O, al medio.

También se observé que el antioxidante N-acetilcisteina
(NAC) a la dosis de 1 mM inhibia significativamente el aumento de
liberacién al medio de H,O,, al ser estimulado el cultivo con CSE al
10%. NAC es un potente antioxidante, derivado del aminoacido L-
Cys, el cual contiene grupos tioles [162]. La accion antioxidante de
este farmaco se basa en que capta radicales de oxigeno [163],
ademas de ser capaz de penetrar en el citoplasma celular induciendo
la sintesis de GSH, ya que NAC aporta el reactivo limitante en la
sintesis del mismo, la L- Cys[164]. NAC ha demostrado cierta
eficacia clinica en pacientes con fibrosis pulmonar [118, 165], EPOC

[166] y otras patologias.

Vista la funcién del CSE en la activacion del sistema
NADPH oxidasa, se plante6 estudiar el papel que dicho sistema
podria tener en la regulacion la expresion de mucinas en vias aéreas

humanas. En concreto, se estudio la implicacion del CSE en la
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expresion de la mucina MUC5AC. El gen codificante para esta
mucina tiene diferentes elementos cis de NFKB en su promotor, por
ejemplo, Pseudomonas aeruginosa regula positivamente la expresion
de MUCS5AC siguiente a la activaciéon de la via MAPK p42/44 a través
de una cascada de sefalizacion que implica al EGFR [58]. De este
modo, la expresién de dicho gen en respuesta a diferentes estimulos
aparece regulada por la cascada del EGFR[60], cuya activacion
dependiente de ligando del EGFR aumenta la transcripcion de
MUCS5AC[60, 61]. A pesar de que es infrecuente en vias
respiratorias de adultos humanos saludables, la expresion de EGFR
esta regulada positivamente por citocinas proinflamatorias en
enfermedades respiratorias crénicas como el asma, sugiriendo que
tiene un papel en la patogénesis de la hipersecreciébn mucosa en
estas condiciones, aunque hay otras moléculas implicadas, como
EGF, TGF, TNF, MMPs, asi como el estrés oxidativo [57, 62], que
realizan dicha regulacibn via el factor de transcripcion Spl

consiguiente a la activacion de las vias EFGR/Ras/RAF/ERK 1/2.

Con los datos obtenidos, el CSE produce un aumento de
la expresién de mucinas en cultivo de células epiteliales de bronquio
humano. Ademas, el bloqueo de la actividad NADPH oxidasa
mediante el DPI, ademas de disminuir la cantidad de H,O, liberada al
medio, también inhibe la expresién de mucinas en el cultivo, con lo
que se sugeriria que el bloqueo de la NADPH oxidasa inhibe la
liberacion de H,O, al medio, y en consecuencia, disminuye el estrés

oxidativo que conduce a la activacién de EGFR.
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A nivel farmacoldgico, se vi6 el efecto inhibitorio que tiene
sobre este aumento de expresién de mucinas el antioxidante, NAC. A
este respecto ya se habia demostrado que tanto su administracion
oral como intravenosa tenia la capacidad de mejorar la proteccién de
antioxidantes en el pulmén mediante la elevacion de niveles de
glutation, ademas de restablecer los test de funcién pulmonar con
una menor incidencia de efectos adversos [165, 173-175]. Ademas
de promover la produccion de glutation, NAC podria reducir los
niveles de especies reactivas de oxigeno, ya que tiene la propiedad
de secuestrar radicales de oxigeno[176]. Esta descrito que las
especies reactivas de oxigeno provocan sintesis de MUC5AC via la
transactivacion del EGFR [177] y NAC se ha descrito como un
agente que interfiere con la activacion del NFkB y otras citocinas
inflamatorias [176, 178]. Ademas, previene la hiperplasia de células
caliciformes[179] y la hipersecrecion mucosa[180]. Por ello, el
antioxidante disminuye las especies reactivas de oxigeno, y con ello,

inhibe la sobreexpresion de mucinas inducida por CSE.

Otro aspecto destacado de la activacion del sistema
NADPH oxidasa es la induccion de la expresion génica y de la
liberacion al medio del mediador inflamatorio TNFa. Se ha
demostrado que el tabaco sobrerregula la expresion de TNFa e IL8,
ambos definidos como mediadores proinflamatorios asociados con
EPOC [181, 182]. Estimulos relacionados con la patogénesis de
EPOC, como el humo del cigarrilo y sus componentes, estrés
oxidativo, exoproductos bacterianos y citocinas proinflamatorias [54,
61, 181, 183-186], han mostrado induccion de la expresion y

produccion de mucinas respiratorias in vitro e in vivo. Baginski et al,
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en 2006, [187] demostraron que el CSE utilizado para mimetizar los
efectos del humo de tabaco, aumentaba sinergisticamente la
induccién de la mucina respiratoria MUC5AC debida a TNFa, tanto a
nivel de expresion génica como de produccién proteica. Esto es
debido a que la activacién de la via del EGFR es un denominador
coman en la induccibn de MUCSAC por varios estimulos
proinflamatorios [184-186]. Ravid y colaboradores, en 2002 [188],
mostraron que el H,O, prolongaba la activacion del EGFR por no
promover la regulacion por debajo mediada por c-CBL. La liberacion
de ligandos de EGFR como TGFa estad estimulada por oxidantes y
TNFa, resultando en una sefial de amplificacion que implica un bucle

de retroalimentacion autocrina.

Visto el papel del sistema NADPH oxidasa en la sintesis
de mucinas, se pas6 a estudiar el papel del AMPc vy las PDE4 en
dicho proceso. EI CSE inhibe los niveles de AMPc intracelular, y
dicha inhibicion es revertida por el DPI. Por su parte, se aprecia un
aumento de expresion en las isoenzimas PDE4 al estimular el cultivo
con CSE, el cual es inhibido en presencia del inhibidor no selectivo
de la NADPH oxidasa DPI. Ademas, el inhibidor selectivo de PDE4
piclamilast, inhibe la actividad del sistema NADPH oxidasa inducido
por CSE, asi como la expresién génica de la mucina MUC5AC, y la
expresion génica y liberacién proteica de TNFa. También disminuye

la inhibicion de los niveles de AMPc inducida por CSE.
Las PDE (en este caso concreto las PDE4), catalizan la

hidrélisis de AMPc en AMP, su metabolito inactivo. El AMPc actla

como segundo mensajero en la regulacion de diversas funciones
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celulares como la secrecién, contraccién, metabolismo y crecimiento
[189]. Las PDE4 son especialmente abundantes en cerebro asi como
en células inmunocompetentes, siendo la isoforma predominante en
eosinofilos, considerados como las células efectoras del asma. La
inhibicién de esta isoenzima tiene como consecuencia una reduccién
en la respuesta antiinflamatoria, y ademas, al inducir broncodilatacion
in vivo convierte a los inhibidores PDE4 en una alternativa a los

tratamientos clasicos de patologias respiratorias[65, 120, 190].

Dichos inhibidores han sido desarrollados a lo largo del
tiempo, distinguiendo entre inhibidores de primera generacion
(rolipram) y los de segunda generacion (cilomilast, roflumilast,
piclamilast). El hecho de que existan dos generaciones de inhibidores
PDE4 es debido a que los de primera generacion inhibian
selectivamente la PDE4 pero tenian muchos efectos secundarios
como nauseas, vomitos, acidez estomacal, debido a la inhibicion de
la PDE4 en el sistema nervioso central y en glandulas parietales,

respectivamente.

En este caso particular, el piclamilast, es un inhibidor
selectivo de la PDE4, comparable a otros inhibidores PDE4 por sus
efectos antiinflamatorios. Inhibe selectivamente a las cuatro
isoformas de PDE4 (PDE4A, PDE4B, PDE4C y PDE4D), y no

presenta inhibicion frente a otras PDE.
Un inhibidor de PDE4 tiene como consecuencia principal

un aumento del AMPc, ademas de tener cierto potencial antioxidante,
pues esta descrito que los inhibidores de PDE4 inhiben la liberacion
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de aniones superdxido[191]. Este efecto se ha visto en neutréfilos
humanos, donde Ilos inhibidores selectivos PDE4 reducen
potentemente la liberacion de radicales superéxido consiguiente a la
estimulaciéon de los mismos con fMLP [192]. Ademas, en la linea
celular epitelial alveolar humana A-549, un inhibidor selectivo de
PDE4, abolié la formacién de especies reactivas inducida por TGF-f3
[111]. Debido al potencial antioxidante, el inhibidor de la PDE4
piclamilast, a la dosis de 10" M, inhibia significativamente el aumento
de liberacion al medio de H,0,, al ser estimulado el cultivo con CSE
al 10%, ya que inhibe la acumulacion de radicales superdoxido que
dismutan en H,0,, la cual es liberada al medio.

En cuanto a sintesis de mucinas inducida por CSE, se
observa una inhibicion de la misma debida a piclamilast. Hay
evidencias que indican que el funcionamiento de la via del
AMPc/PKA esta relacionada con la via ERK/MAPK; de este modo,
agentes que incrementan la concentracién intracelular de AMPc
bloguean factores de crecimiento estimulados por la activacion de
ERK en gran cantidad de tipos celulares mediante la inhibicién de la
activacion de proteinas Raf [66, 67]. En este laboratorio se ha visto
que en este mismo modelo el roflumilast, otro inhibidor PDE4, inhibe
la via ERK 1/2 (datos no publicados). Ademas, las isoenzimas PDE4
pueden proveer un punto de integracion entre el AMPc y la
sefalizacibn de ERK en células[193]. La accién inhibitoria de los
inhibidores PDE4 parece ser ejercida a diferentes niveles de la
cascada de sefalizacion del EGFR, por ejemplo, roflumilast
disminuye una fosforilacion inducida por EGF de la MAP cinasa p38 y
ERK 1/2 [65]. Como se observa, el CSE disminuye la concentracion
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intracelular de AMPc, mientras que el tratamiento con piclamilast
aumenta la concentracion de este segundo mensajero. Estos datos
refuerzan la hipétesis de la conexién de la via AMPc/PKA con la via
ERK/MAPK, la cual tiene como ultimo efecto la inhibicion de la

hiperproduccién mucosa.

Llegados a este punto, se observé que el extracto de
humo de tabaco activaba el sistema NADPH oxidasa; dicha
activacion en ultimo término conllevaba mediante la via del EGFR
induccién de la sintesis de mucinas, por lo que se planteé estudiar el
mecanismo por el cual el CSE conducia a la activacion del EGFR. En
1999, Takeyama et al [60] describieron que cuando las células NCI-
H292 crecian en cultivos densos, se diferenciaban en células
mucosas Yy producian mucinas via activacion del EGFR, vy
posteriormente [185] vieron que el CSE provocaba sintesis de
mucinas via EGFR. Mas adelante, Richter et al [182], en 2002,
demostraron que el CSE inducia la expresién y liberacién de ligandos
de EGFR, entre ellos el TGFa. Todos estos estudios sugierieron que
el CSE provocaria activacion de EGFR debido al aumento de la
disponibilidad de ligandos solubles de EGFR, que se unen y activan
al mismo. Otro hallazgo mas reciente mostr6 que PMA inducia la
fosforilacion de EGFR y la produccion de mucinas via la activacion
del enzima convertidor del factor de necrosis tumoral a (TACE) y la
subsiguiente liberacién proteolitica del proligando del EGFR pro-
TGFa en células NCI-H292 [184]. Finalmente, Shao et al en 2004
[183], mostraron que el CSE activa TACE, una metaloproteasa, la
cual escinde proteoliticamente a pro-TGFa, provocando la liberacién
del TGFa soluble, que conduce a la fosforilacién del EGFR, y en
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altimo término lleva a la sobreproduccion de mucinas en células NCI-
H292, sugiriendo que los radicales libres de oxigeno son los
responsables de la activacion de TACE por humo de tabaco. Es por
ello que en el cultivo de células epiteliales de bronquio humano el
CSE aumenta la cantidad de radicales libres de oxigeno y aumenta la
expresion génica de TGFa, y dicho efecto se traduce a nivel de
cantidad de proteina liberada al medio. El bloqueo del sistema
NADPH oxidasa inhibe el aumento en la expresion génica de TGFaq,
y tanto el inhibidor especifico de PDE4 piclamilast, debido a que
actia como antioxidante, como el antioxidante NAC disminuyen la
cantidad de radicales libres producidos por el CSE, inhibiendo

también el aumento de dicha expresion génica.

Ademas, con el propésto de corroborar la implicacion del
EGFR en la sintesis de mucinas, se estudié el efecto del tirfostin
AG1478 en el cultivo de células epiteliales de bronquio humano
estimuladas con CSE. El tirfostin es un inhibidor selectivo del EGFR
[194] que induce wuna inhibicion dosis dependiente de la
autofosforilacion de éste (no se altera el nivel de EGFR en las
células [195]), y en consecuencia de su actividad. Esta inhibicion es
amplificada en presencia de ligando. La transactivacion del EGFR en
las células caliciformes conduce a la secreciébn mucosa [57], [62],
[196], con lo que aumenta la secrecion mucosa en dichas células. Al
inhibir el tirffostin AG1478 al EGFR, se produce una inhibicién en el
aumento de MUC5AC inducida por CSE al 10%.

La Figura 34 muestra el esquema propuesto de
produccion de mucinas inducido por CSE. El tabaco mediante
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activacion de la PKC, provoca la activacion del sistema NADPH
oxidasa, en concreto la isoforma Duoxl, y como consecuencia, se
liberan protones al medio que favorecen la formacion de H,0O,. La
exposicion de H,O, genera un estrés oxidativo que promueve la
activacion de la metaloproteasa TACE, con lo que se produce la
escision proteolitica de pro-TGFa con la consiguiente liberacion de
TGFa. Esta molécula es un ligando del EGFR, y al unirse al mismo,
activa la via ERK 1/2 que tiene como punto final la transcripcion de
MUCS5AC.

2H* Proton
. channel I

\\‘

NADP* + 2H*
-

Figura 34. Mecanismo propuesto de produccién de muc inas inducido por CSE,
en el que esta implicado el complejo NADPH oxidasa, el TGFa y el EGFR.
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1. La actividad NADPH oxidasa en cultivo de células epiteliales de
bronquio humano recae en las oxidasas duales, siendo mucho
mayor la expresién de la isoforma Duox 1 que de la isoforma

Duox 2.

2. El extracto de humo de tabaco, tras activar el complejo NADPH
oxidasa produce un aumento de especies reactivas de oxigeno
en cultivo de células epiteliales de bronquio humano, siendo
inhibido dicho aumento por la accién del inhibidor selectivo de
PDEA4 piclamilast y por el antioxidante NAC.

3. La activaciéon del complejo NADPH oxidasa conduce a una
sobreexpresion de mucinas en cultivo de células epiteliales de
bronquio humano via la transactivacion del EGFR. El proceso es
inhibido por el inhibidor selectivo de la PDE4 piclamilast, el cual
produce un aumento del AMPc que inhibe la cascada de
sefalizaciéon de EGFR a diferentes niveles, y por el antioxidante
NAC, que disminuye los niveles de especies reactivas de

oxigeno.

4. La sobreexpresion de mucinas inducida por especies reactivas de
oxigeno en cultivo de células epiteliales de bronquio humano es
debida a que las mismas activan la metaloproteasa TACE, que
escinde proteoliticamente a pro-TGFa, con lo que se libera TGF
soluble, el cual fosforila EGFR y desencadena la sobreexpresion

de mucinas.
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ADN: Acido Desoxirribonucleico.

ADNCc: Acido Desoxirribonucleico complementario.

ALI: Air-liquid interface. Interfase aire liquido.
AMP: Adenosina monofosfato.

AMPc: Adenosina monofosfato ciclica.
ARNmM: Acido Ribonucleico mensajero.

AT: Angiotensina.

ATP: Adenosina trifosfato.

BEBM: Bronchial Epithelial Basal Medium. Medio basico para

epitelio bronquial.

c- CLB: Casitas B- lineage lymphoma. Linfoma Casitas de la

linea B.

CEIC: Comité Etico de Investigaciones Clinicas.

CSE: Cigarette smoke extract. Extracto de humo de tabaco.

Ct: Threshold cycle. Ciclo umbral.
Cys: Cisteina.

DMEM: Dulbecco’s modified Eagle Medium.Medio de Eagle

modificado por Dulbecco.

DMSO: Dimetilsulféxido.

DPI: Difenileneidonio.

DTNB: 5'- ditio-bis-2-&cido nitrobenzoico.
EDTA: Etylen diamine tetraacetil
etilendiaminotetraacético.

EEUU: Estados Unidos.

EGF: Epidermal Growth Factor. Factor

epidérmico.

acid. Acido

de crecimiento
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EGFR: Epidermal Growth Factor Receptor. Receptor del factor
de crecimiento epidérmico.

ELISA: Enzyme-Linked Inmuno Sorbent Assay. Ensayo
inmunosorbente ligado a enzima.

EPOC: Enfermedad Pulmonar Obstructiva Croénica.

ERK: Otra forma de denominar la via MAPK.

FAD: dinucleotido de flavina-adenina.

Y- GT: gamma Glutamil Transpeptidasa.

GCLC: Glutamato cistein ligasa, subunidad catalitica.

GCLM: Glutamato cistein ligasa, subunidad modificadora.

GPX: Glutation peroxidasa.

GSH: Glutation reducido.

GSSG: Glutation oxidado.

GST: Glutation S- transferasa.

HDAC: Histona deacetilasa.

HRP: Horseradish peroxidase. Peroxidasa de rabano.

IECA: Inhibidor de enzima convertidor de angiotensina.

IFN: Interferon.

IKK: Inhibidor de la cinasa de NFkB.

IL: Interleucina.

IP3: Inositol trifosfato.

IP3K: IP3 kinase. Cinasa del IP3.

JAK-STAT: Janus kinases or and Signal Transducers and
Activators of Transcription. Cinasas Janus y/o transductores de
sefial y activadores de transcripcion.

LPO: Lactoperoxidasa.

LPS: Lipopolisacarido.
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MAPK: Mitogen-activated protein kinase. Proteina cinasa
activadas por mitégenos.

MES: N-morfolino- etanesulfénico.

MMP: Matrix metalloprotease. Metaloproteasa de matriz.

NAC: N- acetil cisteina.

NADPH: nicotinamida adenina dinucleétido fosfato, forma
reducida.

NFkB: Nuclear factor kappa B. Factor nuclear kappa B.

Nrf2: Nuclear factor (erythroid-derived 2)-like 2. Factor nuclear
derivado de eritrocitos-2.

PBS: Phosphate buffered saline. Tampdn salino fosfato.

PDE: Fosfodiesterasa.

PDGF: Plateled derived growth factor. Factor de crecimiento
derivado de plaquetas.

pl: Punto isoeléctrico.

PKA: Protein kinase A. Proteina cinasa A.

PKC: Protein kinase C. Proteina cinasa C.

PMA: Polymaleic acid (acido polimaleico o Forbol 12-miristato
13-acetato).

Pro: Prolina.

RAPP: Receptor activado de la proliferacién de peroxisomas.
ROS: Reactive Oxygen Species. Especies reactivas de oxigeno.
RPMI: Royal Park Memory Institute.

RT-PCR: Real-Time Polymerase Chain Reaction. Reaccion en
cadena de la polimerasa a tiempo real.

RT: Retrotranscripcion.

Ser: Serina.

SMG: Submucosal glands. Glandulas submucosas.
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SOD: Superéxido dismutasa.

SOD EC: Superoxido dismutasa extracelular.

TACE: Tumor necrosis a converting enzime. Enzima convertidor
de TNFa.

TGF: Transforming growth factor. Factor de crecimiento
transformante.

Thr: Treonina.

TNB: 5-tio-2-acido nitrobenzoico.

TNF: Tumor necrosis factor. Factor de necrosis tumoral.

Trx: Tiorredoxina.

Tyr: Tirosina.

UK: Reino Unido.

UTP: Uracilo trifosfato.

VIH: Virus de la inmunodeficiencia humana.

VNTR: Variable number tandem repeats. Repeticiones en

tAndem de numero variable.
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